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AESUMEN

El presente trabajo, comprende el estudio quimico de los compo-

nentes aislados y caracterizados en Morrenia brachystephana Griseb.

(Asclepiaddcea), y su extensidn al estudio de otras 5 especies del

mismo género.

En el mismo se deseriben:

I. La familia de las Asclepiaddceas incluyendo &l género Morrenia,
su abundancia y distribucion geogrdfica y una enumeracidn de las
sustancias aisladas de la familia registradas en la literatura,
que en algunos casos se hallan concentradas en la misma,.

IT. Los antecede tes sobre la accidn bioldgica de M. brachystephana,

"tasi", desde la pintoresca narracion de Alcalde Espejo en 1871
hasta nuestros dfas, en que se corrobord la actividad mencionada
mediante ensayos modernos con animales de laboratorio.

II1I. Los alcanos de Asclepiaddceas, con una introduccidn en la que
se indican las caracter{sticas de estos compuestos de interés
quimiotaxonémico, su abundancia y variaciones estructurales, y
ol andlisis comparativo de los resultados encontrados en las 6
especies de MHorreni: estudiadas.

IV. Los flivonoides, también de interés quimiotaxondmico, sus varia-
clones 3structurales, interrelucionss y bios{ntesis de los dis-
tintos tipos.

V. E1 triterpeno germanicol, coumponente mayoritario de los extrac-

tos en éter de petrdleo de las especies estudiadas, una revision



bibliograrica de su aislamiento de fuentes vegetales, su determi-
nacidn estructural, transformaciones en medio deido y biosfntesis
de triterpenos pentacfclicos.

VI. La discusidn de los resiultados obtenicos, indicando como se efec-
tuc la separacion y determinacidn estructural de las sustancias
halladas. Estudio d: los espectros de resonancia magnética de
hidrdgeno y de masa del germanicol y derivados. Se analiza la
distribucidn de los flavonoides en las especies de Morrenia, fren-
te a posibles relaciones taxondmicas, y se indican otros flavo-
noides aislados de Asclepiadaceas. Tamhién se comenta la evolu-
cion de los flavonoides en plantas superiores.

VII. La Parte Experimental, <. |1 que se detallan las técnicas em-
pleadas y los proceédimientos seguidos en el aislamiento y carac-
terizacion de los distintos compuestos en los extractos en éter

de petroleo y metanol en M. brachysti:phana, Posteriormente se in-

dican los datos obtenidos en la ampliacidn de este estudio a otras

esyecies de Morrenia.

Finalmente en un Apéndice se dan lus datos de recoleccidn de
cada una do las especles estudiadas.

Las referencias bibliograficas estan ordenades segin orden &lfu-
bético del primer autor del trebajo y afio del mismo, y aparecen al

final de la Tesis,

N
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INTHRODUCCION

Esta Tesis consiste en un estudio qufmico parcial de seis espe-
clies del género Morrenia (Asclepiaddceas), que crecen en el territo-
rio argentino,

Fue iniciada en base a que algunas de dichas especies producen
efectos galactogogos, y se pudo confirmar, como se indica mas adelan-
te, que la actividad bioldgica estd localizada en el extracto acuoso.

Este trabajo contiene la parte inicial del estucio qufmico, que
comprendid la separacion de sustancias organicas de bajo peso mole-
cular, que se encuentran en la parte aérea de la planta, Se aislaron
ceras y terpenoides, sustancias solubles en los extractos efectuados
con éter de petrdleo, y flavonoides, solubles en metanol.,

Los flavonoides adquieren importancia, en parte por la utiliza-
cidn que se estd haciendo de los mismos en estudios sistemdticos de

vegetales,




1. LAS ASCLEPIADACEAS

Esta familia fue llamada asi por Lindley en 1847, cambiando el
nombre de Asclepiudeas que le habfa sido dado por R. Brown en 1809,

El nombre deriva de Esculaplio, Dios de la Medicina en la mitologfa
griega (Meyer, 19.44).

Son dicotileddnea:, que pertenecen al orden de las Gencianales.
Segun Melchior (1964), quien ha escrito en el manual de Engler el ca-
p{tulo sobre Asc epiaddceas, la familia estd representada por unos 250
géneros y 2000 e:pecies, di: tribuidas principalmente en la zona tropi-
cal. Por su parte Good (1956), seiiala la existencia de unos 300 géne-
ros representados por alrededor de 3500 especies, e indica que sdlo
una docena de ot:as fumilias, dentro de las dicotileddneas gamopétalas,
son tan amplias :omo esta.

La mayor parte de los autores dividen a las Asclepiadiceas en dos
subfamilias: las Periplocoideas y las Asclepiadoideas, que se diferen-
cian en sus mecanismos de floracidn. Las Asclepiadoideas, son las ante-
riormente denominadas Cinanchoideas por Schumann (1895),

Las Periplocoideas segin Good (1956), son las menos diferenciadas,
comprendiendo 41 géneros con aproximadamente 200 especies que se hallan
confinadas en el Viejo Mundo, mientras que asigna a las Cinanchoideas
(Asclepiadoideas), nombre todav{a conservado por este autor, 250 géne-
ros con mas de 3000 especies,

Melchior, indicé que la subfamilia de las Asclepiadoideas estd



subdividida en 5 tribus: Asclepiadeas; Secanonias; Marsdenias (Tilofo-
reas); Ceropegias (Tiloforeas) y Gonolobeas, siendo las principales,

las Asclepiadeas y las Tiloforeas con mas de 1500 especies cada una.

DISTRIBUCION

Las Asclepiaddceas, se hallan representadas en los cinco continen-
tes, siendo Africa el mas rico en especies; en América existen aproxi-
madamente un 10§ de las mismas.

Schumann (1964) considera que el 1fmite boreal de la distribucidn
de esta familia, se hulla en Europa, representado por ananchnm
vincetoxicum L., planta que crece en Alemania, Dinamarca, Finlandia,
Noruega y Suecia, hasta mas o menos los 619 de latitud norte, se intro-
duce en Rusia, atriviesa los Montes Urales y avanza hasta el /1ltai (en
la zona central de Asia).

En Africa, la familia se extiende por todo el Continente, y estd
representada por pocos généroa y especies en la parte norte, pero es
abundante en el axtremo sur, Para Schumann, la ciudad de El Cabo ser{a
el centro de dispersion de la familia.

En Australia, ocurre todo lo contrario que en Africa; en el norte
se han registrado 13 géneroas, los cuales disminuyen hacia el sur.

En América del Norte, son frecuentes en Estados Unidoe, disminu-
yendo su abundancia hacia las zonas frias, llegando hasta los 5, ¢ de

latitud (Canadd).

En América del Sur, la familia es muy abundante en la parte norte



(Brasil), y va disminuyendo pasulatinamente tanto en géneros como en
especies a medida que avanza hacia el sur.

En la Argentina ebundan, especialmente en las zonas llanas y bos-
cosas del norte, centro y litoral. Las provincias fitogeogrdficas mas
ricas en Asclepiaddceas segin Meyer (1944), son: el purque correntino-
paraguayo, la selva tucumano-boliviane y el parque chaquefio. Un numero
reducido de especies llega a las altas montafas y a la Patagonia, donde

la Aphanosthelma condolleanum ge encuentra hasta los 509 de latitud

sur, que es el lfmite austral de la familia en el mundo.

En total se encuentran 26 géneros (Meyer, 1944), de los cuales dos
son endémicos, y estdn representados por 126 especies, siendo los géne-
ros mas comunes: Oxypetalum (28 especies); Cynanchum (11 especies) y

Morrenia (8 especies).

EL GENERO MORRENIA

Estd representado por 8 especies, todas las cuales crecen en la
Argentina, y algunas se extienden a »afses lim{trofes.
La distribucidn de las mismas en nuestro pafs es la siguiente:

1. Morrenia odorata (Hook. et Arn.) Lindley

Buenos Aires, La Pampa, Entre ttfos, San Juan, San Luis, Catamarca,
La Rioja, Cdrdoba, Santiago del Estero, Tucumédn, Salta, Jujuy,
Santa Fe, Corrientes, Chaco y Formosa. Nombre vulgar: "tasi", "doca"
(Es la mas abundante en Argentina).

2. Morrenia brachyatephana Griseb.




Buenos Aires, Santa Fe, Cdrdoba, Catamarcs, Tucuman, Entre Hfos y
Corrientes. Nombre vulgar: "tasi",

3. Morrenia conectens Malme

Chaco, Formosa, Salta, Jujuy y Tucumdn.

4+ Morrenia herzogii Schlechter

Salta,

5. Morrenia stormiana (Morong) Malme

Chaco y Formosa.

6. Morrenia grandifloa Malme

Cérdoba, Santiago del Estero, La Rioja, Salta y Formosa.

7. Morrenia stuckertiana (Kurtz ex Stuckert) Malme

Cordoba (especie endémica de esta provincia), Nombre vulgar: "tasi
crespo", "tasi del zorro".

8. Morrenia schulziana Meye¢r

Chaco, Formosa y Santa le.

Con exclusion de las M. herzogil y M. grandiflora, se pudo obtener

material de las species mencionadas restantes, gracias a la ayuda pres

tada por las personas mencionadas al comienzo de esta Tasis.



FITOQUIMICA DE LAS ASCLEPIADACEAS

Esta familia se caracteriza por contener una variedud de cowpues-
tos orgdnicos, cuya utilidad taxonomica, en muchos casos no es grande,
por el numero reducido de espacies estudiadas, o por pertenecer a tipos
quimicos muy difundidos en las plantas superiores (por ejemplo: com-
puestos fendlicos simples, dcidos clorogénicos, hidratos de carbono,
ciclitoles, flavonoides, dcidus grasos, fitosteroles como sitosterol,
campesterol y stigmasterol). Por otra parte, otras sustancias de menor
difusion se encuentran concentrades en esta familia.

La informacidn que se detalla a continuacidn sobre los compuestos
caracterizados, ha sido tomada de varias fuentes. En primer lugar, del
trabajo de Abisch y Reichstein (1962) quienes hiclieron un estudio ana-
1{tico de 70 especies de Asclepladdceas africanas; de la excelente re-
visidn de Hegnauer (1964); de la compilacidn de Raffauf sobre alcaloi-
des (1970), y de la serie de trabajos publicados por Mitsuhashi desde
1960 hasta el presente, sobre glicosidos del pregnano de Asclepiaddceas
que crecen en Japdn.

Se revisé ademdas el Chemical Abstracts, y publicaciones esnec{ficas

dedicadus a productos naturesles ( Phytochemistry; Lloydia; Planta

Medica), cubriendo la literatura hasta los primeros meses de 1975.

El trubajo de Abisch y Reichstein (1962), merece una mencidn es-
pecial ya que pur medio de reacciones espec{ficas, estudiaron la pre-
sencia de diversas clases de compuestos en las 70 especies arnalizadas.
De las miasmas, 51 dieron positiva la reaccidén de 2-desoxiazicares, los

cuales son constituyentes de los glicésidos de tipo cardenolido y del



pregnano que se encuentran en estas nlantas,

So6lo 4 especies dieron reaccidn de alcaloides, lo cual resulta
una diferenciacion interesante de las Apocindceas, familia vinculada
a ésta,'en la cual el numero de alcaloides aislados es grande.

Ls presencia.de cardenolidos, se confirmé porque 36 de ellas
dieron reaccion positiva de Kedde, caracterfstica de los miimos.

La reaccidn de Liebermann-Burchard, para triterpenos y esteroi-
des, sdlo fue positiva en 23 ecpecies, cantidaed algo menor de las que
dieron reaccion de Kedde positiva.

Utilizando los datos de los trubajos anteriores, ss han de mencio-

nar los grupos de compuestos qie tienen interés desde el punto de vis-

ta fitoquimico.

TERPENOIDES

Triterrenos. Los representantes de este gruno, aislados de Asclenia-
ddceas, son también comunes a otras familias de plantas superiores,
salvo algunos casos del grupo del oleanano (olean-l2-eno polihidroxi-
lados), y te los halld libres o asterificados con diversos dcidos orga-
nicos.

Los principales compuest:s aislados son los siguientes (se mencio-

nardn algunos casos concretos de aislamiento):
Grupo del lupano (cuya estructura zorresponde a la férmula (1)

- Lupeol, acetato e isovilerianato (Reichstein et.al., 1967) .



Grupo del ursano (fdrmula 2)

- O(-amirina (Rama Murti y Seshadri, 1941); acetato (Beri y Sharma, 19/3)
- Taraxasterol, ac:tato e isovalerianato (Hesse et. al., 19,1).

- Acido ursélico (White y Senti, 1945).

(1) (2)

Grupo del friedelano (fdrmula 3)
- Friedelina (Torrance y Marais, 1963).
Grupo del oleanano (férmula 4 ).

- (B-amirina y su acetato (Sierp et.al., 1970; Domfnguez et.al., 1972),
acetato e isovalerianato (Reichstein et.al., 1967); trans-cinamato

(Kern y Haselbeck, 1950); juarezato (Domfnguez et.al., 1974).

(3) (4)

Merece senalars: que en algunos casos, 83 encontraron sustancias



polihidroxiladas del grupo del oleanano como la gimnestrogenina (5)

(StScklin, 1968) y la gimnemagenina (6) (Stocklin, 1969).

R:
(5) -H
(6) -OH

Otros compuestos de este grupo, no fueron identificados definiti-
vamente, como el £y (5-calotropeol (Rama Murti y Seshadri, 19.3), y

el morrenol (de M. brachystephana, Arata y Gelzer, 1891),

GLICO3IDOS

Cardenolidos. Estos compuestos fueron aislados con frecuencia de las
Asclepiaddceas. En cierta forma, son compuestos caiacter{sticos de esta
femilia,

Las agliconas de estos glicosidos poscen un esqueleto carbonado de
tipo este~oidel. Considerando los que poseen una estereoquimica relacio-
nada, la diferencia entre los miamos consiste en distintas etapas de
oxidacidn determinada por grupos hidroxilos y a veces un grupo aldeh{do.

Todas tienen una cadena lateral formada por una lactona de 4 dtomos
de carbono, ¢X-{} no saturada, que definen a estas sustancias.

Algunos de los grupos estereoquimicos de astas agliconas se indican

a continuacidn:
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R:

~CHy xismalogonina (Reichstein et.s

96 )
-CH,0H pachigenol (Schmid et.a al.,
1950)
-CHO pachigenina (Fieser st.al.,
1960)

(8) a -CH3 3-epi-digitoxigenina

b -CH,OH carpogenol (Schmid et.al.,

1959)
¢ =-CHO oarpogenina (Gosohke et.al.,
1

9%61)

(9) a ~CHy uzarigenina (Elber gt.al.,
1969)
b -CH,0H coroglaucigenina (Sterp
et.al., 1970)
¢ -CHO corotoxigenina( id. )

(10) a ~CHy periplogenina (Reichstein et.
al., 1967)
b -CHO strofantidina ( 1id. )

(11) calotropagenina (asclepogenina)

(Hassal y Reyle, 1956, 1959)




11

Los azicares, como ocurre en la mayor parte de los glicosidos,
estén siempre unidos al hidroxilo de C-3, y su complejidd varfa, des-
de monosacaridos hasta oligosacdrido:.

Es interesante sefalar, que mier.tras en algunoas glicosidos se en-
cuentran solamente D-glucosa y L-ramnosa, en otros casos estédn acompa-
fiados por desoxiazicares de 6 dtomos de carhono, de Aistribucidn mas

restringida. Para todos ellos la union glicos{dica es genaralmente(% .

Los mas frecuentes son:

CHO CHO CHO CHO CHO
HCH HCOH HCH HCH HCH
CH40CH CHBOQH HCOCli 4 HQOCH3 HCOH
H¢OH HCOH HOCH HCOH HCOH
HCOH HOCH HOCH HCOH HCOH
CHy CH, CH CH CH,
D-tevetosa L-digitalosa L-oleandrosa D-cimarosa D-digitoxosa
CHO CHO
HCH HCOH
HCOH HCOH
HOCH HCOH
HCOH HOCH
CHB CH,
D-boivinosa L-talometilosa

b- Glicdsidos de pregnano. Otro tip> de compuestos aislados de esta

familia, en proporcidn apreciable, son glicdsidos cuyo esqueleto bési-
co es un oregnuno. Son sustancias gae en solucidn acuosa tienen gusto

amargo. Algunas de las agliconas encontradas son:



HO

HO

v 3
CHoOH
OH

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

17—ﬂ-mar.;denina (Sarer et.al.,

1970)

sarcostina (Jaggi et.al., 1967)

marsectohexol (Saner et.al., 1970)

drevogenina D (Bhatnagar et.al.,
1

8)

liraolona (Jdggl et.al., 1967)

drevogenina P (Saner et.al., 19/0)
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En estos glicdsidos se encuentran monosacdridos que coincider. con
los hallados en los glicésidos cardenolidos, siendo tdemds frecuente
la xilosa y habiéndose hallado pocos casos con ramnota.

Ademds los glicosidos del pregnano, suelen estar esterificados
en los hidroxilos de la aglicona, con distintos dcidos orgdnicos. Se
han carecterizado principalmente: dcido benzoico, acido cindmico,
dcido isovalérico, dcido (X-hidroxivulérico, dcido tfglico (2-metil-

2-trans-butenocico), dcido angélico (2-metil-2-cis-butenoico), dcido

(5.{3-dimet11 acr{lico. (Hegnauer, 1964).

ALCALOIDES

La proporcién de especles de Asclepiada’ceus, en las cuales se han
encontrado alcaloides, es baja, como ya fue mencionado. Es interesante
sefialar, que en algunas especies se han alslado bases muy simples y re-
lativamente difundidas, como la {3-fen11 etilamina (Kemiensky, 1957),
nicotina (Marion, 1939) y otras comunes como coniina (Klein, 1931).

Otras basas encontradas en Asclepiaddceas son de tipos qufmicos
mas complejos y de poca distribucidn en el Reino Vegetal, y son prdc-
ticamente represertativas de la familia,

Una de ellas es la criptolepina (18), (Gellert et.al., 1951),
un producto tetracfclico 1lineal, perte del cual es un micleo indolico.

o

N
li!l"\u D [llii

(18)
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Ademés se aislaron un mimero de sustancias, cuyo esqueletn es del
tipo fenantroindolizidina. Como ejemplo de este gruno, puaeden citarse
los alcaloides aislado: de Tiloforeus: tiloforina (Govindachari, 1960a) ,
tiloforinina (Govindachari et.al., 1960 b), tilocrebina (Gellert, etl.al,

1962) y antofina (Wiegrebe et.al., 1969).

JH :"HZ
(19) tiloforina ¢ Ry= R3= ~UCHj
Ry=-H

(R:-H, ~OH

CH40 R
O (20) tilof'orininaﬁ Ry= Ry= =H
‘ (Ry=-0CH4
N
R2 (
O R= -H,
CH,40 (21) tilocrebina Ry= -H

Ry Ry= R,z <OCH,
R=-kp
(22) antofina Ry= -OCHj
Rp= 3= -H

Gellert y Summons (1973) enccntraron alcaloides vinculados a
pragnanos polihidroxilados, d- tipo similar a los hallados como glicd-

sidos, los cuales estaban esterificados con el dcido nicotfnico. Estos

gon rostratamina (23) y rostratina (24).
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R, R!'= acetil,
nicotinoil

(23) (24)
Al comentar loa compuestos aislados de las Morrenias, estudiadas
por nosotros, se considerard la relacion que tienen estos con los pro-

ductos aislados de otras especies de esta familia, en particular, en

relacion a posibles correlaciones quimiotaxonomicas.
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II. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA MORHENIA BRACHYSTEPHAMA

ANTECEDENTES

La primera noticia que hemos encontrado, sobre la actividad galac-
togoga de M. brachystephana Griseb., he sido en un art{culc publicado
por Alcalde Espejo (1871), en el cual menciona una serie de datos inte-
resantes sobre esta planta, cuyo nombre vulgar es tas{ o tusis.

En dicho artfculo, Espejo describié una anécdota, bajo el t{tulo
“Una excursion por lu sierra de Cordobu", refiriéndose a las propieca-
des del tasi; en el menciona textualmente:

"Dicen que vuelve la leche a la mujer, aun cuar do hayan trans-"
"currido 8 6 10 afios que dnjo de criar. Mi duda al aserto de "
"tal fendmeno, hiric el amor propio de quien lo refer{a, y tra-"
"jo a mi presencia en una casa de la Pedania de la Argentina "
"g Marfa Sosa de raza india, mujer de unos 40 afos acompafando-"
"la su.sobrina Elisa Sosa de 16 afios. Refirié 1i primera que "
“puerta su hermana a poco ce nacer la criatura, y careciendo de"
“med .08 para criaria, le aconsejaron tomar agua de la infusion "
"de la rafz de tasi, que siempre que tenfa sed y aun cuando no "
"la tuviese bsbfa aquella infusidn y que a los pocos dfas tuvo "
"leche abundante para criar a su sobrina tan saludable y robus-"
"ta como estaba a la vista, Aiadic que ha:fa justo 15 afios que "
"habfa dejado de criar."

Espejo también indicd que el tas{ (palubra que acentia :n la lti-
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ma sflaba), "sirve pura cuajar la leche, y los filamentos sedosos que
encierra la baya, se los usa couo yesca para sacar fuego."

Tanto la accidn galactogoga, como los dltimos empleos del 1asai,
fueron mencionados por Hieronymus (1882), quicn indicd ademds, que
segun Lorentz los indios de Salta y Santiago del Estero, utilizaban
los frutos no maduros de las dos especies conocidas en esa época

(M. brachystephana y M. odorata), para comerlos crudos, asados o elabo-

rar dulces,

Esta informaciin, ya era conocida en Buenos Aires, y llamé la
atencidn de Ortiz, pues en 1880, dste presentd una Tesis en la Facul-
tad de Medicina, titulada "l as mamas y el tasl argentino". En la misma
luego de referir las caracter{sticas botdnicas de ambas especies,
antes mencionadas, hizo un breve andlisis qufmico del latex e indied
la accion galactogoga de las infusiones.

Arata y Gelzer (1891 a), quienes citaron las referencias folkldri-
cas de Espejo, y las comentaron en forma risuefia, ofectuaron el primer
estudio qufmico de la planta, que publicuron en forma mas extensa er
ese mismo aflo (1891 b),

De extractos ac{dicos, siguiendo los meétodos conocidos en auquella
época, pudieron aislar una sustancia que dio rcaccion nositiva de alca-
loides, y que denominaron morrenina, y que no pudieron caracterizar
debido a la pequefia canticdad de que dispon{an.

De frutos de tasl desmenuzacos, sacaron un jugo lechoso, del cual
por tratamiento con ulcohol caliente, extrajeron una sustancia poco po-

lar que denominaron morrenol, que dio punto de fusidn 168%, y cuyo ané-
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lisls elemental dio un alto contenido de carbono Y un bajo countenido de
ox{geno, con una fdrmula protiable CIAH220' Segin los autores, esta sus-
tancia serfa similar a la ascleniona, que posteriormente fue identifi-

cada como sitosterol.

Arata y Gelzer, en su publicacion (1891 b), hiclieron finaliente un
resumen de ias distintas propiedades terapeuticas de varias especies de
Asclepiaddceas.

Basado en las informaciones de Ortiz, y en los estudins efectuados
por Arata y Gelzer sobre el tasi, Del Arca (1892), analizd los resulta-
dos obtenidos de la adicinistracion de infusiones de frutos, rafces u
hoias, a un grupo de 15 mujer- s jovenes, en las cuales ss habfa produ-
cido la agalactia (desaparicion de la leche materna), dentro de los
20-120 dfas posteriores al parto. Obtuvo resultados favorables en 11
casos, en dos fueron dudosos y en otros dos fueron negativos.

Sicardi, un disc{pulo de Del Arca, profundizé el estudio iniciado
por éste, y en su trabajo de Tesis (1892) preusentd nuevas experiencias
en seres humanos, que mostraron ia ectividad de esta planta.

En el mismo afio, 1892, se cred la primera Comision p:ra establecer
el Cédigo Medicamentario Argentino, y en éste se incluyd t1 tasi y
distintas recetas para su administracidn.

Paralelamente, la casa Merck de Darmstadt, envié a lu Universidad
de Erlangen una cantidad de ta:i, cuyo estudio sirvié de trabajo de
Tesis a Hantzsechel (1895), la cual no pudo ser consultada.

Perrot y Chevalier (1910), quienes mencionaron los trabajos de

Arata y Gelzer, confirmaron la presencia de un alcaloide tdxico en las
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rafces, sin aislerlo.
Posteriormente, Chevalier y Goris (1910), estudia-on la composi-
cién quimica de ta leche de mujeres jdvenes a las cuales se les habfa

administrado inf:1siones de M. brachystephana y encontraron que los

porcentajes de g-asas, casef{nu y lactosa, se mantuvieron similares a
los valores normales, con el tratamiento de tasi, al que calificaron
de “"galactogeno fisioldgico.

J. A, Domfrguez, en su publicacidn Datos para la Materia Médica
Argentina, hiso un resumen de las obiervaciones efectuadas por la mayor
parte de los autores antariores e iniico que el tusi fue preconizado
como galactdgeno(1905).

Posteriormente a los trabajos mencionados, y hasta el comienzo de
esta Tesis, no hemos encontrado ningun trabajo nuevo, sobre estudios

quimicos o bioldgicos con esta especie de Asclepladdcea.,

ENSAYOS BIOLOGICOS ACTUALES

Con el concurso del Dr. J., M. Dom{nguez, del Instituto de Investi-
gaciones Médicas de la liniversidad de Buenos Aires (1973), se realizaron

una serie de experienc:ias con extractos acuosos de M, brachystephana,

en conejas preiadas, sepin los métodos actuales para la investigacidn

de actividad galactogénica, con el resultado de la aparicion de un 1{-
quido con aspecto de leche en las gldndulas mamarias, y con un porcenta-
je de lactosa (1,9 ) de acuerdo con la que contiene la leche de cone-

ja. Los testigos dieron resultados negativos.
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En la fotograffa adjunta, pueden apreciarse las glandulas memarias

en una coneja a la que se administro extracto acuoso de M. brachrste-

phana (a), junto a una hembra testigo (b), sacrificadas en el dfa vigé-

simo de su perf{odo de gestacidn.

(a) (b)

Por otra parte, los Dres. Montuori y Cedal (1974), efectuaron en-
sayos en ratas, segin un método desarrollado por ellos, en el que se
estudia el aumento de peso ce las crfas de 17 dfas de vida, que se sepa-

ran de la madre, tratadas con extracto acuoso de M. brachystephana,

durante 7 horas, y luego se las reune con ella nuevamente por dos horas.
El aumento de peso de las crfas, en estas condiciones, fue superior a

los testigos, de madres no tratadas con el extracto de tasi,
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III, ALCANOS DE ASCLEPTADACEAS

INTRODUCCION

Los alcanos estdn ampliamente distribufdos en los keinos Vegetal v
Animal. En las plantas, son abundantes en las ceras de las cutfculas,
las cuales actian entre otras funciones, como cubiertas protectoras de
hojas y tallos.

La investigacion quimica detallada de los variados constituyentes
de esta cublerta protectora, fue relativamente mas lenta que la de otros
productos de separacidn mas sencilla.

Una de las primeras contribuciones a su estudio, fue la de Chibnall
y sus colaboradores, en el afio 1934 (a, b), quienes empl:zaron el méto-
do cldsico de oristalizacion fraccionada, y como criterio de pureza,
los puntos de fusidn y el espectro de difraccidn de rayos X de los cris-
tales.

Su trabajo cuidadoso, demost~d que muchos componentes "“puros"
aislados previamente por otrcs autores, eran en realidad mezclas.

Desde comienzos de la decada del 60, con el dusarrcllo de las tec-
nicas de cromatopraffa en fase gaseosa y espoctrometr{a de masa , se
ha facilitado el estudio de tales mezclas, y han comenzudo & usarse co-
mo criterio taxonémico (p. ej. Purdie y Truter, 1961; Bglington y Hamil-
ton, 1967), en base a las siguientes consideraciones: a) facilidad pa-
ra su extraccidn y andlisis; b) la universa.idad de su existencia; c)

la variacidn de la composicion observada para distintas especies y d)



la pérdida de variacidn estacional, debido probablemente a que las ce-
ras son productos firales de las funciones metabdlicas regulares de las

plantas,

COMPOSICION QUIMICA D& LAS CERAS

Los estudio: modernos revelaron que las ceras de hojas, son mez-
clas complejas de series homdlogas de sustancias orgdnicas de cadena
larga, con distirtos grados de oxidacién, complicada por la ubicacidn
y nimero de grupos funcionales, y el grado de ramificacidn e insatura-
cion.

Los grupos de sustancias principales son los siguientes:

1) Hidrocarburos alifdticos. En estas mezclas, predominan los alcanos

lineales de nimero impar de dtomos de carbe no (021 a 035), aunque
existen casos en que la proporcidn de hidiocarburos de nimero par
de dtomos de carbono, puede representar ha:ta el 50% del total de
los mismos. Son poco frecuentes los alcanos no saturados (Shaw y
Yeadown, 1966; Sorm et.al., 1964), y aquellos ramificados, que con-
tienen grupos metilc en posicidn 2 (iso) y en posicidn 3 (anteiso)
(Mold et.al., 1963; Eglington et. al., 1966).

2) Alcoholes. Los mas habituales aparecen como dateres entre alcoho-
les alifdticos primarios, con dcicdos carbox{licos del mismo tipo,
aunque también pueden aparecer libres. Los alcoholes mas frecuentemen-
te aislados, tienen nimero par de dtomos de carbono (Cpy a Cj3p), lo

mismo que los dcidos (Cy, a Cyy).
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También se identificaron con menor frecuencia, gf,W-dloles e
hidroxidcidos (Baker y Martin, 1963).

3) Compuestos carbonflicos. Son poco comunes y caracter{sticos de algu-

nas especies, como cetonas, o-dicetonaa (Horn et.al., 1964) y alde-
h{dos (Radler y Horn, 1965). En algunas plantas se encuentran pol{-
meros de aldeh{dos, resultado de la condensacion de otras moléculas

con dichas funciones, producidas por el organismo vegetal.

LOS ALCANOS DE LAS CERAS

Los alcanos so hallan presentes en lus ceras vegetales en propor-
cidn muy variable, desde pequafias cantidades en le cafia de azicar (10%)
hasta 90% en una Solandra (Solandcea) (Herbin y Robins, 1968a , b).

La ubicuidad de las ceras en las cuticulas de las familias de las
Angiospermas, resulta bien clara, del estudio de 36 de las mismas que
representan unas 60 aspecies (Herbin y Robins, 1969). Sus resultados
son confirmatorios de los primeros trabajos en que predominan como com-
ponentes mayores los hidrocarburos de nimero impar de dtomos de carbo-
no, representados principalmente por el de Cpg (nonacosano) , C31
(hentriacontano) y Cy3 (tritrigcontano).

Dentro de ese muestreo, es mas importante el compuesto de Cq3,
siguiendo el de 033 y luego C29. Los hidrocarburos de carbono par,
son componentes menores, siendo los mas destacados 030, 028 y 026'
llegando excepcionalmente a porcentajes elevados aunque sin superar

nunca a los de carbono impar.



Estos datos amplfan los recopilados anteriormente por Douglas y

Hamilton (1966) y Eglington y Hamilton (1963).

BIOSINTESIS

El hallazgo que los componentes mayores de los alcanos, tenfan un
nimero impar de atomos de carbono, indujo a Chanon y Chibnall (1929) a
seflalar que los mismos pod{an provenir de dcidos grasos saturados en
los que, como es conocido, predominan longitudes de cadena de numero
par de atomos de carbono.

Pocos afios después, Chibnall y Piper (1934), indicaror la hipdte-
sis que los alcanos de cadena larga, provendrfan por procesos de prolon-
gacidn de la cadena de acidos grasos de cadena media, y posterior des-
carboxilacidn.

Esta hipdtesis fue confirmada por Kolattukudy (1965, 1966, 1967),
empleando precursores con carbonos marcados, quien lo estudié en Brasica
oleracea L., La prolongacién, ocurrirfa por el cldsico proceso biogené-
tico de produccidn de dcidos grasos en orgenismos animales.

Las propuestas efectuadas sobre la posibilidad que ocurra otro

tipo de condensacidn de dcidos grasos, no han sido confirmadas (Ka..da,

1967, 1968),

HIDROCARBUROS DE ASCLEPIADACEAS

La revisidn de la literatura, tal ccio se indicd anterioruente, ha

permitido encontrar sdlo un trabajo en el cual se identifico y se esta-
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bleeid la proporcién de los hidrocarburos de un grupo (6) de especies
de Asclepiaddceas, todas ellas perteneciendo al género Asclepia , y que:
crecen en los Estedos Unidos (Piatak y Eichmeier, 1972).

En las especies estudiadas por los autores mencionados, predomi-
nan los alcanos de numero de stomos de carbono impar.

En tres de las especies N® 1, 2 y 3 (Fig. 1), predomina el hidro-
carburo de Cy); en dos de ellas, el porcentaje es elevado (63%), mien-
tras que en la tercera (N® 3), es de 37%. En los tres casos, le sigue
en importancia el hidrocarburo de Cyg). Este hidrocarburo (C29) predo-
mina en dos de las especies restantes, pero la proporcidn es variable,
ya que en una de ellas (N® /), el porcentaje es elevado (59%), y en la
otra (N® 5) en cambio en bajo (32%), siguiendo en importancia el hidro-
carburo de C5) y el de C .

Este hidrocarburo, de Cyy, se tranaforma en el mas importante en
la especie N@ 6, seguido de Cpg y luego Cj;.

Los autores establecieron en base a esa variabilided, que no se
podfln hacer correlaciones quiniotaxonéuicas, para tan reducido mimero

de especies.

HIDKROCARBUROS DE MORRENIAS

En el caso de las especies de Morrenie estudiadas por nosotros,
que también fueron seis, el andlisis de los alcanos de las ceras, dio
resultados muy semejantes (Fig. 2).

Hay un evidente predominio del componente de Cqy (entre 40 y 52%)
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Contenido total de alcanos de especies de Asclepi:
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en todas las especies estudiadas, seguido en todos los casos, con
una variabilidad mayor, del alcano de Cj33 (entre 18 y 334). r esto:
siguen en forma declinante, los hidrocarburos de 029 a Cy3, en mucto
menor pronorcion.

Es conveniente sefalar, que en el caso de la M. conectens v la

M. schulziana, donde el hidrocarburo de C33 adqulere una proporcion

mayor, ocurre consecuentemente una disminucién en el porcentaje
de C31.

La distrilucidn de los alcanos en las Morrenias, es asi mucho
mas homogenea en este pequefo nimero de esnecies, que en el caso de
las Asclepigg. $in embargo el ndimero tot:l de especies de Asclepia-

daceas estudiadas, no permite generalizar los resultados.



28

Contenido total de alcanos de especies de Morrenija
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Iv, 105 FLAVORO1DES

En la Naturaleza se han ancontrado una serie de productos con es-
tructura benzopirdnica, que poseen un nicleo aromdtico y que en conjun-
to se conocen con el nombre de flavonoides.

Una sustancia, con la estructura fundamental de los mismos, fue

aislada en 1914 por Miller de Primula japonica y Primula pulverulenta,

cuando ya se conocfan otras sustancias con igual estructura, pero con
distintos sustituyentes « xigerados.
La sustancia (25), ..e ha jenominado flavona (del lat{n, flavus:

amarillo), y puede considerarse también como una 2-fenil cromona.

(25)

El esqueleto hidrocarbenado de 15 dtomos de carbono, consiste, de
dos anillos aromiticos (A y B), unidos a traves de tres dtomos de carbo-
no, los cuales forman parte de un anillo x-pirona. Esta estructura
suele esquematizarse como Cg -C: -Cg.

Posteriormente e aislaron de las plantas, numerosas sustancias
que tenfan como base la estructura fundamental (25), con distinto gra-

do de oxidacidn -dando origen a distintos tipos de compuestos-, que si
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bien estaban vinculada; e la misma, presentaban iiferencias estructura—
les mas marcadas,

Como el numero de estas variantes crecid no-.ablesiente, se denc.iindg
a estos compuestos con el nombre genérico de flaronoides, incluve:rdo a
veces entre los mismos a algunos que formalmente no tienen ¢l nilcleo
benzonirédnico, pues se considero como mas luportunte que resnondieran
al esquema C¢-C3-Cg.

La mayor parte de los tinos estructurales encontrados, que se in-
cluyen en sentido anplio entre los flavonoides, poseen las estructuras
que se indican en la Fig., 3.

El grupo de flavonoides que contiene el mayor numero de sustarncias
es aquel con la estructura carbonada de la flavona (30). La hidroxila-
cidn en posicién 3 (3-hidroxiflavonas), dio lugar a uno de los grupos
mas numerosos, los flavonoles (33). Estos se escriben siempre en la
forma endlica, que explica mejor sus reacciones.

La reduccidn de (30), conduce a las dihidroflavonas (flavanonas,
29), y la reduccidn de (33), a los dihidroflavonoles (3-hidroxiflavano-
nas, 31).

En alguuos compuestos, se ha reducido quimicamente la doble unidn
del flavonol, y el grupo cetona a alcohol, dando lugar a sustancias
denominacas leucoantocianidinas (32) que no se aislaron como tules
(ver mas adelante), y de amplia difusidn en compuestos condensados
mas complejos, como son los taninos no hidrolizables.

En otros casos, cuando el carbono de posicidn 4 no posee sustitu-

yentes oxigenados, da origen a las denominacus catequinas (34).
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Las leucoantocianidinas, que son productos incoloros que fueron
aislados como glicdsidos por primera vez por kosenheim en 1920, por
accion del dcido clorh{drico, forman las antocianidinas, estructura
tipo (35). Estas dltimas son las agliconas de las antocianinas, sustin-
cias colorantes naturales, muy difundidas entre las plantas,

Se sugirid que las leucoantocianinas, eran las responsahles del
amplio rango de reacciones que se atribuyen a los taninos. Mas tarde
se aclarg que en realidad dos grupos de sustancias eran a las que
debfa atribufrsele las propiedades mencionadas, los flavan-3,4-dioles

(32a) (leucoantocianidinas), y los flavan-3-oles (32 b) dfimeros y

(32a) (32b)

oligomeros, que se denominaron proantocianidinas (Weinges et.al.,

1969; Thompson et.al., 1972).
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Los demds grupos de compuestos flavo.oides, pueden distinguirse
por las diferentes posiciones de condensacidn del grupo fenilo en la
cromona (1sor1avoﬁoides (38), neoflavonoides (39)), por condensacidn
de dos unidades de los anteriores (biflavcnoides, 36) y dfmeros y
pol{meros, o por incorporacidn de otros dtomos de carbono (40), (41).

Cada un1 de las sustancias anteriores da origen a un grupo de
las mismas, :omo resultado de lu sustitucidn de un dtomo de hidrdge-
no, per grup s oxigenados (-OH, -OCHB,-OCHZO-), y la posibilidad de
formacidn de O- y C-glicisidos, a tal punto que no todos los flavonoi-
des se han aislado en estado libre en los vegetales,

En el anillo A (25), de lu mayor{a de los compuestos flavénicos,
los grupos hidroxilo estdn sustitufdos en :arbono 7, o en carbono 7
y carbono 5, y generalmente no estdn metilados.

El anillo B (25), estd usualmente sustitufdo por 1, 2 ¢ 3 grupos
hidroxilos o metoxilos. Cuando hay un sdlo sustituyente, éste ocupa
en la mayor parte de los casos la posicidn 4', que es para con res-
pecto al punto de unidn del anillo al resto de la molécula., El segundo
y tercer sustituyente, ocunan una posicidn orto al primero, es decir
en los carbonos 3' y 5'; estos dos \ltimos grunos a menudo estdn me-
tilados., La hidroxilacidn del anillo B, se parece por lo tanto a la
encontrada en los dcidos cindnicos.

Algunos derivados del dcido cindmico de aparicidn habitual en

los vegetales, son los indicados en las fdérmulas (42) a (45).
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(42) Hy=Hp=-H dc. p-cumédrico

Ry X QOUH (43) Ry=-0H; Ry= -H dc. cafeico
HO (44) Ry=Rp=-0CH3 de. sinépico
Ko (45) Ry=-0CHy; Ry=-H de. femilico

Existen ademds un grupo reducido de flavonoides, con un nimero
elevado de sustituyentes oxigenados (por ej. gardenina, 5-hidroxi-
3,3',4',5',6,8-hexametoxiflavona; hibiscetina, 3,3',4',5,5',7,8-tepta~
hidroxiflavona), estos compuestos, ademas de poseer la sustitucion
clasica, presentan funciones oxigenadas en posiciones menos frecuentes,

En muchos de los casos, los flavonuides existen en las plantas
como glicésidoa, uno o dos de sus grupos hidroxilos (excepcionalmente
tres), estan unidos a un hidrato de carbono. En algunas oportunidades,
se han obtenido de plantas flavonoides libres, lo cual es probable que
se produzca durante ol curso de la extraccidn. La mayorfa de los tejidos
vivos, contienen glicosidasas muy activas que pueden actuar aun en
presencia de solventes.

Generalmente los glicésidos flavonoides, son mas solubles en sul-
ventes polares que las agliconas correspondientes, y en cambio la mis-
ma disminuye en solventes no proticos.

Hay también una variacidn en los hidratos de carbono que forman
los glicdsidos en los flavonoides, son pentosas y hexosas (monésidos)

y di y trisacdridos (bidsidos y triésidos). La D-glucosa es la mas

frecuente, siguiendo la D-galactosa y L-ramnosa, y estas mas corrien-
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temente que la L-arabinosa; el dcido D-glucurdnico y la D-xilosa son
raros.

Mas rara aun es la presencia de apiosa, en un disacdrido (apio-
sil-glucosa), que se encuentra en el glicdsido apiina (aislado del
perejil), donde la aglicona es la apigenina (4',5,7-trihidroxi flavo-
na).

Las posiciones d: glicosilacidn mas frecuentes son en los hidro-
xilos de carbono 3 y 7, le siguen en importancia O-glicdsidos en § y
finalmente en 4',

En algunos casos también se alslaron C-glicdsidos, y otras veces
flavonoides con restos C-isoprénicos. Mas reciente fue el aislamiento

de estos compuestos como ésteres sulfato (Harborne, 1975).

BIOSINTESIS DE FLAVONOIDES

Introduccidn. Li buena estabilidad de la mayor parte de los flavonoides,
su presencia en un nimero considerable de especies vegetales, unido a
una cierta facilidad de aislamiento e identificacidn, determind que se
hayan aislado varios centenares de los mismos, predominantemente de ve-
getales superiores,

Cuando se pudieron usar isdtonos radiactivos para efectuar estu-
dios metabdlicos (Birch y Donovan, 1953), se trato de corroborar las
hipdtesis inicialmente propuestas por Sir Robert Robinsog (1921), que
los flavonoides estdn formacos por une unidad C¢-Cy que se unfa

a una unidad Cg¢. La primera unidad ( C¢-Cj ) provendrfa del dcido
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cindnico o un compuesto relacionado, y la unidud C¢ de tres unicades de
acetato.

El progreso ha sido consideruble, y las experienclas con materia-
les marcados die.on una i{nformacion que actualmente estd siendo anal’-
zada con detalle, mediante el empleo de las enzimas que intervienen en
cada una de las etapas de su metabolismo.

En base a las hipétesis de Birch y Donovan (1953), Grisebach
(1962), postulo que la primera reazcidn en la biosfntesis de flavonoi-
des es la condensacion de un dcido cindmico activado (unidad Cg-Cs,
probablemente como éster d= la Coenzima A ( CoA)), con la entidad que
formara posteriormente el ciclo A, para dur el primer producto esta-
ble, una calcona, Esa entidad, se forma a partir de dcido acético,
via malonil-SCoA, sin conocerse las etapas que conducen de malonil-
SCoA al micleo A unido al resto, pera dar la agrupacidn Cg=C3-Cg.

En la Figura 4 puede verse la formaciou de una calcona, a través

de un mecanismo hipotético (sin establecer el numero de etapas en que

ocurre). ( 1
%o 0 OM
N7
(el N OH
JCHy\ CoAS~/C 0
3 CoASA( 0 — SCoh |
O
| 0o 0 J

H O OH 0O

26 flavanona (29)
calcona (26) FIGUHA &
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Se demostrd posteriormente que an los tejidos vegetales, se encuen-
tra una enzima que cataliza la transformacidn de la calcona en flavan:-
na en forma reversible, produciendo por lo :anto un equilibrio (Wong
y Moustafa, 1966).

Los postularos de Grisebach, encontraron sdlido apoyo experimen-
tal, cuando Walton y Butt (1971) demostraron la existencia en varias
especies vegetal:s de una cinamoil-SCoA sinte .asa, proponiendo un

sistema de activucidn similar al de 1la for..acidn de acetil-SCoA.

cinamato 4+ ATP —= cinamoil-AMP 4 PP{

p——

cinamoil-AMP + CoASH == cinamoil-SCoA + AMP

BIOSINTESIS DE LA UNIDAD Cg-C4y

La unided 06-03 de los compuestos fenilpropanoides naturales, se
origina en el metabolismo de los hidratos de carbono, siendo el cowpues-
to clave, el dcido shik{mico, que es el precursor de un buen nimero de
esquemas biosintéticos, y sobre el cual hay buenas revisiones como las
de Bohm (1965) y Geissman y Crout (1969).

La conversion de acido shikfmico en L-fenil alanina y L-tirosina,
aminodcidos que en las plantas son los precursores de los dcidos cinad-
micos, puede verse en la Fipgura 5, en la cual se observa como el dcido
pirmivico, aporta tres dtomos de carbono, produciendo en primer lugar
el dcido corfamico, el cual conduce por mecanismos enzimdticos a los
dcidos fenilpirivicos, los cuales a su vez p r procesos de aminacicn

dan los aminodcidos menclonados.
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Se ha demostrado que la L-fenil alanina o la L-tirosina, en cier-
tas plantas, pueden considernrse intermeciarios obligados, en las
transformaciones biosintéticus aue conducen a los dcidos cindmicos,
cumarinas y unidades fenil propanoides de ligninas y diversos fluvonoi-
des (Grisebach y Barz, 1969; Harborne, 1967).

Pero no serfa diffcil la existencia de otros mecanismos de produc-
cidon de dichas sustancias, pues Swain y Williams (1970), administran-

do & plantas de girasol (Helianthus annus ), L-fenil alanina Yy sacarosa

difusemente marcadas, encontraron una incorporacidn de 4C a dcido
cafeico que no pcdfa esperarse por el mecanismo anterior.

Posteriormente, Barz y Hosel (.971), demostraron en Cicer arietinum,

que el dcido cindmico-3- es me for precursor que D,L-fenil alanina-

Ll-lad,de flavonoles como quercetina, canferol e isoramnetina.

CONVERSION DE CALCONAS A FLAVONOIDES

La posieidn clave de las calconas en la bios{ntesis de flavonoides,
esta actualmente bien establecida. Experimentos efectuados con sustan-
cias marcadas, mostraron que las calconas son precursores de flavanonas
(Wong, 1965); flavanonoles (Wong, 1965; (irisebach y Kellner, 1965);
flavonas (Grisebach y Bilhuber, 1967); isoflavonas (Grisebach y Brandner,
1961)3 flavonoles (Grisebach y Patschke, 1961); catequinas (Patschke y
Grisebach, 1965) y auronas (Wong, 1966).

La tendencia actual de estos estudios, es tratar de establecer la

secuencia er. las etapas entre las calconas y los ciferentes flavonoides
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y la bisquede de las enzimas que catalizan las mis.as.

La transformacion de las calconas en flavanonas, es una reaccion
reversible, catalizada in vitro por dcidos y bases (Geissman y Clinton,
1946; Zemplén et.al., 1944), e in vivo por enzimas espec{ficas presen-
tes en plantas, donde las flavaronas predominan en el equilibrio.

El problema era determinar, si ambas (calconas y flavanonas) eran
los precursores primarios de los demas flavenoides, o una de ellas
actuaba como tal. Ademds resultd irteresante conocer cual de los isd-
meros de flavanona se formaba a partir de calconas por accidn enzi-
mitica.

En uno de los primeros experimentos efectuados con una enzima
obtenida de habas de soya (Wong y Moustafa, 1966), la isomertsa dio
lugar a la formacidn de uno sélo de los iscmeros Spticamente activos,

levdgiro, de flavanona (43).

H

H
0.-
0
(42) (43)

Los trabajos de Wong (1968) y de Wong y Grisebach (1969), emplean-
do mezclas de calccnas y flavanonas marcacas con 1I‘C, indicaron que

solamente las primeras son precursores de los ccmpuestos flavonoides.
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Wong (1968) llevé a cabo dos experiencias paralelas, empleuando
mezclas de una calcona, la isoliquiritigenina (42), con el isdmero
levogiro de la flavanona obtenido por accion enzimdtica, la (-)-liqui-
ritigenina (43).

En la experiencia a), se adninistraron cantidades ignales de
l‘C-isoliquiritigenina [CO—IAQ] y (-)-liquiritigenina; y en la expe-
riencia b) Y4c- (=)-liquiritigenira con la calcona sin marcar. hmbas
mezclas se administraron individuaslmente a brotes de trébol (Trifolium
subterraneum), y & extractos libres de celulas de brotes de garbanzo

(Cicer arietinum).

Del trébol se aislaron: 4',7-dihidroxi flsvona (44) y las iso-
flavonas daidzeina (45) y foruwononstina (46); y de los extractos pre-
parados con brotes de garbanzo, solamente el flavononol, garbanzol (47)
todos los cuales tenfan actividad espec{fica, vale decir que presen-

taban incorporacidn d:l producto marcado suministrado.

94
|
(44) Rz -H (45)

Rz -CHq (46)

La radiactividud de los 4 productos aislados, cuando se arministro
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la mezcla a), fue el doble que cuando se administrd la mezcla b), (en
ambos casos se partld de iguales actividudes espec{ficas), lo cual se
interpreto, considerando a la calcona como el nejor precursor de flavo-
nas, isoflavonas y flavononoles.

Estos resultados fueron confirmados en experienciaus que solamente
se diferanciaron de las anteriores, en que se administrd simultdneamen-
te mezclas equimolecnlares de isoliquiritigenina-lAC y (=)-liquiriti-
genina tritiada. En los compuestos aislados ya mencionados, las relacio-
nes T/Y4C indicaron que la calcona se incorporaba mas rdpido que la fla-
vanona, por lo tanto, los autores confirmaron que la calcona serfa el
mejor precursor de estos flavonoides., Debido a la reversibilidad de
la reaccidn calcona-fluvanona, se comprende que las flavanonas mostfaran
también incorporacidn en flavonoides (Patschke et.al., 1964; 1966;
Grisebach, 1965).

Sin embargo, el camino por el cuual las calconas pueden transfor-
marse en algunos flavonoides, sin pasar por la etapa de flavanonas,
no estd totalmente aclarado, razén por la cual, Grisebach se refiere
actualmente a estos dos precursores, como el par calcona-flavanona

(zaprometov y Grisebach, 1973).
CONVERSION DE CALCONAS A 3-HIDROXTFLAVANONA“ (DIHIDHOFLAVONOLES)

Se formularon varios caminos para la f>rmacidn de 3-hidroxifla-
vanonas: 1) oxidacidn directa de una flavanona en Cj; 2) formacidn vfa
epéxido de calcona; 3) camino flavanona-flavona-flavonol-dihidrofla-

vonol; 4) adicidn de agua a la doble unidn 2,3 de una flavona. Figura 6.
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Podr{an descartarse los caminos 1 y 2, o los caminos 3y 4, emn-
pleardo una calcona marcada con tritio y 1a¢ cowo precursor,

Grisebach y Kellner (1965) estudiaron el problema, administrarcc
2',4,4" ,6'-tetrah droxi calcona-2'-glucosido- [ﬁ-lAC—-ﬂ-v] (48), con

una relacion 14C/T de 1:2,1 a hojas de Chamaecyparis obtusa, de la

cual se habfa aislado previamente 3,3',4',5,7-pentahidroxi flavona-3-
x113sido (49). Después de varias purificaciones, el xildésido de taxi-
folina radiactive (49), mostro una relacion de 1I‘C/T de 1:2,3. Estos
resultados mostruron que el tritio se retiene en la posicidn 2 duran-
te la biosfrtesis de taxifollna (49, ty: -H); de esta manera se des-

cartaron los caminos 3 y 4. (Figura 6)

= -xilosa
R3= -H

FIGURA 6
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En relacion a los caminos 1 y 2, hay que discutir primero algunos
aspectos estereoquimicos. Los dihidroflavonoles, tienen dos carbonos
asimétricos y pueden existir 4 formas opticamente activas (Tominaga,
1958)., Todos los dihidroflavonoles encontrados en la Naturaleza

tienen los grupos 2-arilo y 3-hidroxilo en posicidn trans (ecuatorial-

ecuatorial, Whalley, 1962), p. ej. (50)

OH

Esto es andlogo para los comwpuestos de la serie de las catequinas.
Asi, las (-)-flavanonas y los (4)-dihidroflavonoles tienen la misma
estereoquimica absoluta en el C-2 (Whalley, 1962).

La sfntesis de dihidroflavonoles in vitro, a través de epdxidos

de calcona, también conduce a productos trans (Fischer y Arlt, 196;).
Por otro lado, la oxidacion directa de flavanonas en C-3 (p. ej. con el
reactivo de Fenton) parece condueir a cis-3-hidroxiflavanonas, o sea
distintas a las naturales (Mahesh y Seshadri, 1955).

Sin embargo hay enzimas oxigenasas, que sustituyen dtomos de
hidrégeno ecuatoriales, por hicroxilo, sin cambio de configuracion
(Hayano et.al., 1958). Por lo tanto as posible que las 3-hidroxiflava-

nonas se formen de sus precursores, flavanona, por accion de enzimas
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oxidantes espec{ficas, o a través de un epdxido de calcona, couo se
sugirid antes, sin estar aclarado actualmente el verdadero intermedia-
rio biogendtico, que se sigue buscando. Estos experimentos muestran

las dificultades que existen en relacidn a los caminos 1 y 2.

Recientemente, dos grupos de trabajo, estudiaron la conversidn
enzimidtica de calcona a dihidroflavonol y/o auronas. Uno de los gru-
pos (Rathmell y Bendall, 1972), oxidé 2',4,4'-trihidroxicalcona (51)
con una peroxidasa aislada de rabano picante, en presencia de agua
oxigenada. Obtuvieron 4',7-dihidroxiflavonol (52), y 4',6~dihidroxi-
aurona (53). Ademds, lo:c int:rmediarios aislados, incluyeron estereo-
isdmeros de 3,4',7-trikidroxiflavanona y 4',6-dinidroxi-2( ol -hidroxi-

bencil) cumaranona.

H

HO HO o
44¢ m@
0 0
(51) (52) (53)

El segundo grupo (Wong y Wilson, 1972), usando una enzima purifi-
cada de brotes de garbanzo, detecto los mismos intermediarios, y tum-
bién unaespirodienona inestable (54), lsdmera de 4',7-dihidroxiflavo-
nol. Se formaron ademds varios compuestos, algunos de los cuales repre-

sentan estereoisdomeros de una espirodienona hidratada. Pero el signi-
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ficado de estos productos en la biosfntesis de flavonoides i vivo,

todavia no ha sido deterninado.

(54)

3-HIDiOXIFLAVANONAS COMO PRECIRSGHES DE FLAYVONOLES Y ANTOCLAN1DINAS

De los resultados obtenidos con calconas marcadas (Grisebach y
Patschke, 1961; Patschke y Grisebach, 1965), el camino que conduce a
flavonoides con distintos estados oxidativos, no ocurre antes de la
formacidn del intermediario de Cy5. Esta conclusidn fue también confir-
mada por Harborne, trabajando con mutantes de color (Harborne, 1962).

Las 3-hidroxiflavanonas (dihidroflavonoles), pueden considerarse
como los precursores imediatos de flavonoles y antocianidinas. La
deshidrogenacidn de los dihidroflavonoles naturules, se consigue fdcil-
mente en el laboratorio, ya que los dtomos de hidrdgeno que se eliminan
de las posiciones 2 y 3 estdn en posicion trans (Fukui y Fujimoto, 19%5).

La conversidn de dihidroflavonoles a antocianidinas, con el mis-
mo nivel de hidroxilacién, puede tener lugar por ¢l mecanismo indi-

cado en la Figura 7,

Para probar ¢sta hiptesis experimentalmente, Barz et.al., (19%5),
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y Patschke et.al., (166a), administraron 3,4',5,7~tetrahidroxifleva-
nona( dihidrocanferol) (55), marcado con tritio (estando localizada,

41,5% de la actividad en los -2 y C-3), y D,L-fenil alanina-1-1l4C

HO

OH

FIGURA 7

como standard interno, & brotes de trigo sarraceno, y determinaron la
actividad correspondiente a tritio y 1I*C en quercetina (56) y cianidina
(57) que aislaron de esos brotes, ;e hicieron experimentos controles
con canferol-T (58) y fenil alanini-1-t4C,

Los resultados obtenidos, permitieron establecer, que ¢l dihidro-
canferol (55) es un precursor mas sficiente que el canferol (58) en la
bios{ntesis de flavonoles y aitocianidinas. El aumento de la relacion
T/lAC en la incorporacidn de dihidrocanferol en juercetina (56), demos-
trd que este compuesto es mejor precursor que la fenil alanina, para lu
formacidn de flavonoles. Coino el dihidrocanferol fue un precursor mas
eficiente que el canferol en la bios{ntesis de quercetina, esto indicé
que el primer compuesto es mejor sustrato para introducir un grupo
hidroxilo en la posicidn 3'. Por consiguiente lu reaccidn de hidroxi-
lacidn ocurre antes de la deshidrogenacidn, y la incorporacion en (58)

tendrfa lugar a través de dihidrocanferol (55) (tigura 8).



BIOSINTESIS DE FLAVOHOLES Y ALTOCTANIDINAS

FIGURA 8
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BIOSINTESIS DE AHTOCTANILINAS Y LEUCGANTOUI AN TDINAS

Se sabe que las antocianidinas (agliccnas de las gntocianinas),
sc forman a través del camino princinal de flavonoides, probableménte
pusando por dihidroflavonoles, pero u:eda por dilucidar las dltima:
etapas en su biosfntesis. En la mayoria de las plantas, uno de los
dltimos pasos estd controlado por la luz. Fueron Dewar y Sutherland
(1970) quienes llevaron a cabo experimentos fotolfticos que sugirieron
que las antocianidinas podr{an formarse directamente de calconas.

La fotélisis de 2~hidrcxicalcona (59) en etanol, durante £ horas,
dio 2-etoxiflav-3-eno (6C) con un % ds rendimiento, el cual es fdcil-

mente convertido en medio dciac en la sal de flavilio (61),

Y 0
I ' N

H*
m\l/ “—>'/

(59) (6u) (61)

Los precursores nalucules de lus untoclanidinas, de esta manera,
ser{an polihidroxicalconas, y actunlmente se estd tratando de obtener

resultados comparables con sustratos mas complejos,

Las antocianidinas, pueden obtenarse quimicamente por dos métodos

distintos. Por ejewplo la delfinidina (£4), se obtuvo por hidrolisis



50

de la delfinina (62), o por tratamiento dcido del flavan-3,.~dicl

(leucodelfinidina) (63).

HO OH
Q
F 0=Glu OH
HO 0 [ OH
H

OH OH

(62)

HO

(64)
OH OH

(63)

Su facil interconversién qufmica, sugirid una relacién biogené-
tica proxima con las antocianidinas, pero se acepta en general que las
leucoantocianidinas se biosintetizan por una ruta distinta.

Los datos genéticos (Alston y Hagen, 1955) y una reciente inves-
tigacidn de los pigmentos de mutantes coloreados de Zea mays (Styles
y Ceska, 1972), sefialaron distintos caminos de bhiosfntesis.

Es significativo el hecho que las orimeras leucoantocianidinag
aisladas, melacacidina (65) y mollisacacidina (66), dieron por trata-
miento dcido, aatocianidinas con estructuras poco comunes, lo cuaal
verificarfa la hipdtesis anterior. (Sobre la nomenclatura uaplicuda

a estos compuestos, ver al comienzo de este capitulo).
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En un estudio de la qufmica y distribuc:dn de proantocianidinus

Thompson et.al., (1972), aislaron varias prountocianidinas diméricas
OH OH

OH
HO 0 HO iill] 0
‘llii! OH OH

OH OH

(65) (66)

y triméricas. El estudic mosird que estaban siempre ecompaiadas por
(+)-catequina y (-)-epiratequina, o una mezcla de ambas, de acuerdo
a la composicidn do la proantocianidina presente en la planta.

En contraste, los flavan-3,/-dioles, estaban ausentes, y los
autores sugirieron que la s{ntesis de proantocianidinas, no involucra
la condensacidn catalizada por dcidos de es:.os 3,,-dioles, como se
menciond frecuentemente. En su lugar se proouso, que las proantociani-
dinas, se forman exclusivamente por polime ‘izacidn oxidativa de
flavan-)-oles y basaron esta idea, en experimentos con sustar..las warca-
das.

Thompson et.al., (1972) administraron (-)- [U-lLC] -¢plcatequina
(67) & retofios de Hubus idaeus, y después de 7 dfas, aisleron la pro-
antocianidina (68) que contenfa un 14% de la actividad de la sustencia
original. Un aporte indirecto a este trabajo, provino de un estudio de

los flavonoides de duramen de Acacia nigrescens (Fourie et.al., 1972).
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Todos los componentes presentes tenfan sieipre los carbunos 3', (',
7 y 8 sustitufdos con hidroxilos. La sustitucidn en la posicidn &

preven{a la formacién de proantocianidinas, y por lo tanto no podr{an

X CH
OH HO H
HO 0L OH OH
“SOH H
OH ~~0H
(67) OH  (68)

detectarse ninguno de tales polfmeros. El precursor necesario, 3',.',
5,7-tetrahidroxiflavan-3-ol también estuba ausente. Por otro lado,
estaban presentes la calcona (26), flavanona (29), flavonol (33),
dihidrofiavonol (31) y el flavan-3,4-diol (32)(Figura 3), todos los
cuales respondfan a la sustitucidn 3',,',7,R8-tetrahidroxi de este

dltimo, y la bencilcunaranona nigrescina (69).

H

H 0. OH OH

CH, oH

(69)
Harborne, sugirid que la :ustitucion de los tlavonoides -n la

posicion 8 (por hidroxilos en Acacia, o por glicosilacidn con union

C=C), es de un significado evolutivo especial (Hartorne, 1972).

Representarfa un mecanismo primitivo ( como la sfntesis de proan-
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tocianidinas) y estarfa reemplaza ‘o en taxas mas avanzados por la susti-
tucidn en la posicion 6. El mecanismo por el cual grunos funcionales se

ubican en la posicidn 6 u 8 del micleo flavonoide, es aun cesconocido.

BIOSINTESIS DE ISOFLAVONOLDES

Las isoflavonas son isoméricas con las flavona:s, y varios autores
desarrollaron teorfas sobre la formaci(n de la estructura de las prime-
ras. Geissman y Hinreiner (1952), y Whalley (195), sugirieron que podrfa
migrar un grupo fenilo durante el curso de la blos{ntesis, mientras que
otros investigadores consideraban improbable tal reordenamiento
(Warburton, 1954).

Los principales estudios sobre la bios{ntesis de isoflavonas, se

1levaron a cabo con trébol rojo (Trifolium subterraneum), y germen de

"chana" (Cicer arfetinum). El primero, contiene formononetina (7-hidroxi

- '-metoxiisoflavona), y el segundo formonoretina y biochanina A
(5,7-d1hidroxi-4'-metoxiisoflavona) como isoflavonas princinales.

La incorporacién de fenil alanina-curhoxilo-lLC-,Z—ILC-,3-140 en la
formononetina, indicaron una distribucion de radiactividad como la inci-

cada en la Flgura 9, y que fue demostrada por degradacion de la isofla-

A
«_COOH HO

Hy

FIJAIRA 9
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vona (Grisebach, 1959; Grisenach y Doerr, 1959). Estos resultados,
mostraron que no se pierde en ningin momento el carboxilo de la fenil
alanina, y que debe ocurrir una migracion, en alguna etapa, del gruno
fenilo.

Experimentos en los cuales se acministro a trébol rojo y germen de
chana 2',,,4'-trihidroxi calcona-L'—glucésido-[(&-lLC] » condujeron &
la conclusidn que la biosfntesis de isoflavonas procede de la etapa
calcona-flavanona. La trihidroxicalcona, es incorporada en forma espe-
c{fica en formonu:..2tlna, pero no en biochanina A, ya que esta tiene un
grupo hidroxilo adicional en el anillo A. En contraste, 2',,,,',6'~
tetrahidroxi calcona-L'-glucésido-[{3-1401 » €S un buen precursor para
biochanina A, mientras que la incorporacion es muy pequeiia en formono-
netina (Grisebach y Brandner, 1962; Grisebach y Brandner, 1961; Grise-
bach y Patschke, 1960).

La prueba final para la demostracion de la incorporacion de
calconas-flavanonas en isoflavonas, se realizd con la flavanona (70)

mercada en varios carbonos (Patschke et.al., 1964).

("70)

En concordancin con los resultados anteriores, la incorporacidn de
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(70) en la isoflavona con el mismo grado de hidroxilacidn (biochanina A)
fue mucho mayor que en formononetina. Lu degradacidén de la isoflavona,
mostro que solo hubo un ligero cambio er. la relacidn de actividades
entre el anillo A/C-2 en biochanina A, mientras que en formononetina
esta relacion cayo 1:7.

Tambien se determiné la incorporacion de (+) y (=)-4',5,7-trihi-
droxi flavanona-S-glncéaido-[—2-1401 en biochanina A y formononetina
en brotes de chana. Se comprobd que el compuesto levdgiro, fue incorpo-
rado 1, veces mas que el compuesto dextrdgiro (Patschke et.al., 1966b).
Este resultado muestra la estereoespecificidad de la via flavanona
natural-isoflavona, con el mismo grado de sustitucidn en el anillo A.

Los resultados comentados hasta ahora, muestran que la migracién
del grupo fenilo debe tener lugar en la etapa de un precursor C6-03-06.

El reordenamiento in vitro de endxidos de calcona adecuadamente
sustitufdos, conduce a isoflavonas. Sin embargo, este reordenamiento

involucra la migracidén de un grupo benzoflo en lugar de un fenilo

(House et.al., 1957; Grisebach y Barz, 196,) Figura 10.

FIGURA 10
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Brandner postuld que ce acuerdo a la estructura trans H-2 (axial):

H-3 (axial) de los dihidroflavonoles naturales, scrfa posible el d:s-
plazemiento C-2 =-C-3 del ¢énillo aromdtico con la forwacidn de un catis .,

fenonio intermediario (Braicner, 1962) Figura 11,

[ )
H H
(0) 0d.- (0) 0
oo
M o Ty
\ )

FIGUKA 11

Segin este autor, la reaccion se iniciaria i

vivo por la elimina-

cidn de un grupo pirofosfato como anidn, pero los esfuerzos para detec-
tar ésteres fosfato de flavonoles en plantas, no fueron exitosos hasta
ahora.

Para probar la posibilidad si el reordenamiento a isoflavonas, tie-
ne lugar en la etapa de dihidroflavonol, Barz et.al., (1965) administra-
ron dihidrocanferol tritiado con y sin la adicidn simulténea de fenil
alanina-[l-lAC] a brotes de chana, y determinaron la incorporacidn en
isoflavonas. Ln experimentos paralelos, también se administrd canferol
tritiado a dichos brotes (Barz y Grisebach, 1966). Los valores encon-
trados mostraron que la incorporacidn de dihidrocanferol y cunferol,
fue insignificunte y poco espec{fica.

De acuerdo a las experiencias enteriores, como ias flavonas pue-

den excluirse como precursores de isoflavonas, y las flavanonas son
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precursores muy eficientes, Grisebach concluyo que el reordenamiento a
isoflavonas debe ocurrir en la etipa cde flavanona.

El reordenaniento qu{mico de una flavanona a una isoflavona, se
llevd a eabo con tetruaacetato de pluomo, y se considerd una reaccidn e
procede por radicales libres (Cavill et.al., 1954). Un mecanismo hipo-
tético para el reordenamiento de una flavanona in vivo, propuesto por
Geissmun y aun no demostrado, serfa la oxidacidn de un tautémero encli-

co segin se indica en la Figura 12.

(0) H (0)
od.- L { RUN % -t

p ) )

1

FIGURA 12

BIOSINTESIS DE 3-ARIL CUMAHRINAS

La 3-aril cumarina pachirricina (71), y un nimero de cuwnaruano-
cumarinas (p.ej. cumestrol (72)), se aislaron de la familia de las Le-

guminosas.
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Sobre la base de fundamentos hioquimicos  taxondmiccs, s: postu-
16 que ln bios{ntesis de estos com.umestos, estd relacionaca a la de
isoflavonas, en lugar de cumarinas (Grisebach, 197; Bate-Smith, 1959).

Los experimentos realizacos sobre bios{ntesis del cumestrol, por

Grisebach y Barz (1963, 194) en alfalfa (lMedicago sativa), demostraror

que estas hipdtesis eran correctas,

La administracidén de dcido cinénico—[B-lAC], dcido a¢ét1co—[1-lAC]
y 2',4,4'-tr1hidroxic11cona-L'-glucésido{]%-lLC] mostré una incorpora-
cién cono era de espeu.ar para el caso de isoflavonas como precursores.

Figura 13,

FIGURA 13

Estos resultados condujeron a la conclusidn que el »recursor comin
eran las calconas. Quedaba por determinar si el cumestrol se formaba
u partir de una isoflavona (por ej. por oxidacién del C-2), o si el
cumestrol y las isoflavonas se formaban independientemente de un pre-
cursor comin.

Barz y Grisebach (19661), investigaron la transformacidr de
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daidzefna (73) marcada con tritio (7,4'-dihidrox{ iscflavona) en cumes-
trol (72)y formononetina (75) en uifalfa. Se uso U,L-fenil alaninu—[pL—

-ll‘C] como standard interno.

HO 0

(72)

Los resultados demostraron que la daidzefna es un precursor de

cumestrol, mejor qus la fenil alanina, ya gi1e la relacidn T/ILC en
el ocumestrol aumentd casi tres veces. kn comparacidn, la incorporacion
de daidze{na en formononetina, e algo menor que la ds fenil alanina.
Se hallaron actividades similares en cunestrol y formononetina, que
mostraron que la velocidad de bilosfntesis de amtus compuestos era simi-
lar. Estos resultados prueban que el cunestrol proviene de oxldacién
de daidzefna,

Experimentos mae recientes en Fhaseolus aureus sobre la conver-

81dn de daildzefra en cumestrol, indicaron que serfa intermediario en

la miana, la 2'-hidroxidaidze{na (76)que es reducida a 1soflavanona,
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ciclada y oxidada para dar (72) (Lewick et.al., 1970).

HO O 0 ‘
0 HO “liii OH

(76)

BIOSINTESIS DE ROYVEHC ) LES

Un nimero limitudo de¢ metabolitos se:undarios, parece formarse nor
caminos que involucran la ciclacidn oxidativa de .rupos -0CH3 sobre un
dtomo de carbono. As{ se determind la estructura de los rotenoides
(rotenona, (78)), cuyo esqueleto carbonado bdsico es el de una isofla-
vona, modificada por la p-esencia de un atomo de carbono adicional, el
cual proviene del grupo Cd3-S- de metionira, como fue demostrado en

experiencias con precursores marcados (Crombie y Thomas, 1965),

("7) (78)
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Este resultaéo sugiere que el camino de biosintesis de la rotenona
involucra en alguna etapa la ciclacidn de un grupo 2'-OCH3 de un pre-
cursor isoflavona, l.a idea de relacionar los rotenoides con tsoflavonas,
provino de que ¢n algunas Leguminosas se encantraron estos dos tinecs de
compuestos con el sustituyente requerido.

Crombie y sus colaboradores, determinaron posteriormente (197¢,
1971) el camino biosintético completu de calcona a rotenoides, en bro-

tes de una Lepuminosa (Amorpha frutjcosa), corroborando las hipdtesis

previamente enunclada:.
De una manere andiopa a la descrita, el peltogynol (79) es un

compuesto flavonoide encuatrsco en Peltogyna porphyrocardia (Legumino-

sa) y repreaenta un proticto natural que contiene elementos estructu-

rales (en un cfrculo) similares a los menclonados.

OH

~ 0\ o
HO <z I
X \j fot

-~

OH

COH

BIOSINTESIS LE AUHGHNAS

El nimero de auronas de ocurrencia natural, es relativamente peque-
fio, y limitado a clertas especies de vegetales (Shimokoriyama, 1462).

Casi si:mpre las auronas o lous glicdsidos correspondientes, estan
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acompafiados por la calcona de estructura analoga, lo que sugirid una
relacion biogenética proxima entre ambas clases de compuestos
(Shimokoriyama y Hattori, 1953a; Geissman et.asl., 1956; Shimokoriyanma,
1957).

La conversidn enzimdtica in vitro de calconas a auronas no marca-
das, fue demostrada por Shimokoriyama y Hattori (1953b) usando extrac-

tos enzimdaticos de flores de especies de Cosmos y Corionsis.

Posteriormente Wong (1966a), emrleando precursores mareados,
corroboro las evidencias anteriores, ya que demostré, en brotes de
soya (Soja hispida), la conversion bioqufmica de isoliquiritigenina
(42) y su 4'-glucésido (80) en 4',6-cihidroxiaurona (hispidol) (81)

y en hispidol-6-glucésido (82).

OH

RO OH O RO 0
O | cu—@-ou
0 0
(42) R=-H (81) R=-H
(80) R=<Glu (82) R=<Glu
En cuanto al mecanismo, Wong sugirid que cumaranonas tales como
(83) fueran intermeciarios de transformacion de calcona en aurona,
y es apropiado sefialar que una estructura relacionada (84), con un

dtomo de carbono mas, se aisld recientemente de madera de Acacia

crombei .




HO

(83)

OH
CH

@-ou
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V. EL TRITEKPENO GERMANICOL

INTRODUCCION

El germanicol, del grupo del oleanano, es de distribucidn relati-
vamente limitada en la Naturale:a, cuando se lo compara con otros renre-
sentantes de la misma serie, por ejemplo {3-amirina, taraxerol, acido
mordlico.

Fue aislado por primera vez por Simpson (1944) de Lactuca virosa

de la familia de las Compuestus, y a pesar que este familia ha sido
notablemente estudiada en los \ltimos tiempos, no se han encontrado
otras especies de la misma que lo contengan.

Una revision bibliografica basada en el Chemical Abstracts, y en

la publicacidn especializada Phytochemistry, que abarca hasta los pri-

meros meses del afio 1975 (Tabla 1), permite observar, que hasta este
momento 8e ha encontrado principalmente en varias espe:ies de la fami-
lia de las Euforblaceas. S3lo recientemente, se encont -6 al germanicol
en especies de Sarcostemma, que pertenece a la familia de las Ascle-
piaddceas (Keeton y Keogh, 1975), y se unen a las excepciones indica-
das en la Tabla 1, donde figuran dos esvecies de Strychnos ( Loga-
nidceas).
Puede observarse, como ocurre con muchos triterpenos, que se

aisld también germanicol, esterificado con gctdos orgdnicos diversos,
principalmente alifdticos. Como se puede ver en la Parte Experimental,

en el caso de nuastro trabajo con las especies de Morrenia, se obtuvo
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TABLA 1
Aislamiento del germanicol y sus ésteres
g FAMILIA GENERO Y ESPECIE COMPUESTOS REFERENCIAS

Compuestas Lactuca virosa germanicol Simpson (1944).

Euforbiadceas Euphorbia balsamifera germanicol Dupont y Julia(19.7)

Euforbidceas Euphorbia balsamifera germanicol Gonzdlez y Mora
— éster(?) (1952).
' Loganiaceas Strychnos psilosperma germanicol

Anet et.al. (1953).
Strychnos arborea germanicol

Euforbidceas Euphorbia candelilla germanicol Estrada (1956)

var. luxurians epigernanicol
Euforbidceas  Youngia denticulata germanicol  Takemoto et.al.
— acetato (1966)
. Euforbidceas Euphorbia pulcherrima germanicol Khastgir y Pradham
Euforbidceas  Euphorbia pulcherrima germanicol Donﬂ%r‘\x,gzz; et.al.
Euforbidceas *folium rosmarini® — acetato Ser(ls?'i’?g.gl.(l%‘))

Euforbidceas Elateriospermun tapos germanicol Chow y Quon (1970).

-— acetato

| — palmitato
| Asclepiaddceas Especlies de ’arcostemma germanicol Keeton y Keogh
— acetato (1975).
— butirato
Asclepiaddceas Especies de Morrenia germanicol Esta Tesis.

-~ acetato

— cinamato
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por primera vez, el éster del germanicol con el acido trans cindmico,

que hasta ahora no habfa sico aislado en otras especies vegetales,

ATISLAMIENTO

El ldtex seco de Lactuca virosa L. (Compuesta), que contiene una

mezcla de ésteres triterpénicos, fue estudiado por varios investigado-~
res desde fines del siglo pasado, los cuales no llegaron a obtener
ningin producto puro (ver antecedentes en Simpson, 1944).

En 1944, Simpson, examind nuevamente el insaponificable de esta
planta, y aisld vurios triterpenos cristalinos ya conocidos (taraxas-
terol, (3 -amirina), y ademds uno nuevo, al cual denomind germanicol.

Simpson establecié su formula molecular correcta, CyoHgp0, sena-
16 la presencia de una doble ligadura (reaccion positiva con tetrani-
trometano), y de una funcidn alcohol, puesto que pudo preparar su
acetato y benzoato.

Como se relata mas adelante, varios autores demostraron que el

germanicol (olean-18-en-3- p-ol) tiene la estructura (85).
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Los estudios efectuados hasta el presente sobre conformaciones,
por distintos métodos quimicos y ffsicos, que incluyen el gruno del
oleanano, permite considerar que este debe tener una conformacidn
(86), basado en modelos Dreiding, en la cual lo mas importante es es-

tablecer la deformacidn que pueda tener la semisilla en el anillo E,

(86)
por influencia de la doble ligadura.
Los anillos A, B y C son silla todo trans, y el D es una silla

modificada por accidn de la doble ligadura mencionada.

DETERMINACION ESTRUCTURAL

Posteriormente al trabajo de Simpson, Dupont y Julia (1947), estu-

diando resinas de Euforbidceas, aislaron de la Euphorbia balsamifera

un unico triterpeno, que por sus constantes f{sicas, y 113 de su aceta-
to y benzoato, identificaron como el germanicol de Simpson.

Ademds demostraron que la funcidn alcohdlica era secundaria, pues-
to que por oxidacidn con dcido erdmico, daba una cetona, que sdlo

pudieron caracterizar por su dinitro fenil hidrazona.
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Unos afios después, David (1950), redujo la germanicona con f4s-
tintos catalizadores, obteniendo nuevamente germanicol, y otra sustar-
cia que se diferencié del mismo, por inversidn de la quiralidad en
el carbono ). Esta nueva sustancia, en la cual el hidroxilo estaba en
posiecion & fue denominada epi-germanicol.

El estudio de la estructura del germanicol fue retomado "or
David (1949), el cual confirmé la existencia de una sola doble ligadu-
ra, que fue resistente a la hidrogenacion catalftica con éxido de pla-
tino, y a la oxidacidn con permanganato.

En cambio, el acetato de germanicol, tratado con dcido perben-
zoico, dio el éster acético de un epdxido de fdrmula C3oH5005.

El ciclo epoxido pudo abrirse en medio dcido, y directamente se
obtuvo un producto de deshidratacion, de fdérmula C30H480’ que David
denominé germanidienol (el posible glicol intermediario, no pudo ser
aislado), pues por dosaje con &cido perbenzoico, se comprobd la pre-
sencia de dos doble ligaduras conjugadas, y su espectro ultravioleta
indicé que estaban colocadas en ciclos distintos (Apg,. 250 nm,

log. & 4,4 ; Woodward, 1941, 1942).

1) ox. H*
032H5202 . CBOHSOOZ —_ - C30H4802
2) hidrdl. -H50
acetato (e germanicol epdxido germanidienol

David asignd al germanidienol la estructura (87), porque resultc
jdéntico a un dieno obtenido por Ruzicka et.al. (1939), a partir de

{B-amirina (88), cuya estructura determinaron sin lugar a dudas.
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Para tratar de precisar la posicicn de la doble ligadura inicial,

David oxid) el acetato de germanicol, con didxido de selenio en solu-

59 o

(87) (88)

cidn acética. Por cromatograffa separd dos procuctos de oxidacidn, uno
de los cuales resultd ser idéntico al acetato de olean-9,13-dien-12,19-
-diona (89), obtenido por Ruzicka (1941). Por lo tanto confirmd nueva-
mente la identidad de los dos esqueletos.

El otro producto contenfa dos dobles ligaduras, las cuales por su
espectro ultravioleta, eran conjugadas y situadas en ciclos distintos,
Sus propiedades f{sicas, eran, sin embargo diferentes a las del germa-

nidienol (87), por lo que David le asignd entonces la estructura (90).

o

(89) (%0)



70

David, para explicar la formacién del dieno indicado en (90),

considerd que el germanicol debfa poseer la estructura (91) 4 (92).

HO HO
191) (92)
Prefirid la (Y1) porque no implicaba despluzamiento de la doble

unidn inicial, para dar el dieno (90), y la propuso para el germanicol.

La demostraciin final que la estructura del germanicol es la (91),
fue realizada por Barton y Brooks (1950, 1951),

Estos autores, estudiaron una sapogenina triterpénica obtenida
por hidrélisis de la saponina aislada por Farmer y Campbell (1950) de

Mora excelsa, que fue denominada dcido mordlico (93).

COCH

HO
(93)

Al estudiar la quimica del dcido morolico, transformaron su grupo
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carboxilo en metilo, por reacciones bien conocidas, y encontraron que
era idéntico al germanicol. Como ya habfan establecido en forma que no
dejaba dudas, la posicidn de la doble ligadura en el dcido mordlico,
esta quedd también determinada para el germanicol, pues las reacciones
que transforman al grupo carboxilo en metilo, no determinan habitualmen-
te desplazamientos de la doble ligadura.

Las reacciones para la transformacidn de dcido mordlico en germani-
col, se indican en forma abreviada en la Figura 14.

Poco después, Ames at.al. (1951) y Halsall et.al. (1952), demostra-
ron que el isolupeol era idéntico al germanicol.

El {solupeol, habfa sido preparado por Duerden et.al. (1939), tra-
tando el lupeol (94) con dcido clorhfdrico., Halsall et.al. explicaron

el mecanismo de esta transformacidon, por un reordenamiento del tipo

HO

(94)
Wagner-Meerwin (Figura 15).

t.al, (1970), realizaron una sfntesis

Hace pocos afios, Ireland
total del germanicol racémico, que requirié 31 etanas, y que dio un
compuesto de punto de fusidn 220-2239 (germanicol natural, p.f. 176-177¢),

cuyos espectros I1.R. y de R.M.P. coincidieron con los del producto natural.
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TRANSFORMACION DE ACIDO MOKOLICO EN ACKHTATO DE GERMANICOL

COOH
H,A1L1 he 0
_— ‘”20”_.. Ci{z(,f'\ 'Zii3
RO eter benceno
R:=H R:-Ao
(93)
HOK 0,02N Cr 03 K¥°;ff
— . e shner
EtOH “H0H ’HO g
k:-Ac AcO
FIGURA 1.
TRANSFCIILCION DE 1UPEOL Eil GERMANICOL
Cl-H
\§ 5] Y
o
C{_// (91)

FIGURA 15
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OTROS ASPECTOS QUIMICOS D:'L GERMANICOL

Ademds de las reacciones discutidas anteriormente, que sirvieron
para determinar la estructura del germanicol, se han estudiado otros
aspectos gui{micos del mismo.

La presencia de una doble ligadura, indujo a compararlo con las
reacciones que otros triterpenos pentacfcliccs dan por tratamiento en
medio deido.

Algunos de los antecedentes mas importantes son los de Ruzicka
et.al. (1941, 1942), que describieron la transformacidn de la (j-agir;na

’ Ué :
(88) en otro isdmero natural, la 6-&m1r1na,(95) segun

HO HO

(88) (95)

Posteriormente, se describid también la transformacidn de taraxe-
rol (%) en (3-amirina(e8) (Beaton et.al., 1955) que implicaba no sdlo
la migracidn de la doble ligadura, siio también la transferencia de un
gruno metilo de ca-bono-13 a carb-no-14.

Una migracidn similar de la doble ligadura, fue realizaca vor
Abe (1960) a partir de la miliacina (97), éter metflico triterménico

aislado de Panicum miliaceum (Gramfnea). El tratamiento de este producto
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con reactivos dcidos, condujo a la 3- [3-metoxi- 'S-amirina (99.

(96) (88)
Un estudio de la reaccion anterior con el germanicol, hahfa sido
realizado ya por Gonzalez y Mora (1952) sobre productos aislados de

Euphorbia balsam{fera. La accidn directa del dcido eclorhfdrico sobre

CH30 CHBO
(97) (98)

este compuesto, les dio una sustancia de punto de fusidn 219-2209,
Efectuaron un tratamiento similar sobre acetato de germanicol, y
obtuvieron cristales de punto de fusion 204-205° que por hidrdlisis
alcalina dio un compuesto que debiera ser un alcohol, y que tenfa el
mismo punto de fusidn (204-059).

En base a los hechos mencionados, nosotros realizamos algunas ten-

tativas para lograr la migracion de la doble ligadura del germanicol,
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a la posicidn termodindmicamente mas estable, entre los carbonos 13
y 18, debiendo obtenerse la S-amirina (95).

Se efectuaron experiencias con germanicol y su acetato, emplean-
do condiciones similares a las de Gonzales y Mora (1952). ( Acide
clorhfdrico 3% en solucidn de dcido acético glacial y calentamiento
& BO? durante una hora). En todos los casos se obtuvo una sustancia
que hidrolizada dio un producto de punto de fusidn 203-2052, ‘pesible-
mente idéntico al obtenido por Gonzdles y Mora, pues no pudo efectuar-
se una comparacidn directa. }

-

Se hicieron ademas, transformaciones en otras condiciones, por
S

ejemplo con dcido clorhfdrico en acido acético en tubo ce;rado,ﬁa '
distintas temperaturas; burbujeando cloruro de hidrdgeno (gaacbso)
en una solucidn cloroformica de germanicol, durante distintos |
perfodos, y luego dejando estacionado una semana. Cuando los pro-
ductos de transformacidn, homogéneos en cromatograf{a en capa delga-
da, aun con ritrato de plata, se estudiaron por cromatograf{a gas-
1{quido, se encontré que eran mezclas con el producto inicial, que
no pudieron separarse por cristalizaciones repetidas, ni cromatcgra-
f{a 1{quida.

No hemos podido obtener un testigo de S -amirina para comparar
con los productos de la transformacidn, y actualmente se contimia

estudiando esta migracion de la doble ligadura del germanicol y

sus derivados.
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BIOSINTESIS DE TRITERPENOS PENTACICLICOS

Como resultado de los extensos estudios sobre biosfntesis de este-
roides y triterpenos, actualmente se reconoce al escualeno como un meta-
bolito secundario universal precursor de los mismos.

Su conversion por ciclacion en distintos tinos de triterpenos, ex-
plica la bios{ntesis de los compuestos triterpenoides de origen natu-
ral (Ruzicka, 1953).

En base a los estudios con precursores marcados con isétopos ra-
diactivos, se demostrd la biosfntesis del escualeno, segin el camino:
acetil coenzima A —eacido meveldnico —e pirofosfato de geranilo —

— pirofosfato de farnesilo, y la unidn cola-cola de dos unidades de
éste ultimo, dieron escualeno (Rees y Goodwin, 1972 y referencias ah{
citadas),

El paso previo a la ciclacidén del escualeno, es la formacion del
2,3-6x1do del mismo, por enzimas epoxidasas (Tai y Bloch, 1972; van
Tamelen, 1968),

Luego ocurre la ciclacion, segin una serie de pasos secuenciales
catalizados vor enzimas ciclasas, para dar un catidén (X0Q Figura 16.
(Rees y Goodwin, 1972).

$1 el ion carbonio intermediario, formado en la ciclacidn inicial
del escualeno, reacciona con la doble ligadura de la cadena lateral,
se forma un quinto anillo, dando origen &8 la serie de triterpenos
pentacfelicoa.(102), Figura 16.

Barton et.al. (1971) propusieron varios mecanismos para la bios{n-



tesis de (B-amirina y germanicol. Cuando trataron de demostrar sus
hipétesis, en base & estudios con precursores marcados, estos no se
confirmaron,

La distribucion de dcido mevaldnico en los triterpenos, podfa
explicarae en base a las reglas propuestas por Ruzicka (1953) y Escher-
moser et.al.,(1955) quienes indicaron que la bios{ntesis de triterpenos
pentacfclicos proced{a segin lo indicado en la Figura 16,

El germanicol, se producirfa a partir del catidn indicado en(1G5)
por pérdida de un dtomo de hidrogeno y formacidn de la doble ligadura,
Por desplazami:ntos de la carga, se podr{an formar otros triterpenos,
como (5-amirina (r8).

Recientemente, Seo et.al.,(1975) estudiando la fo-macidn de
compuestos de la serie del oleanano y ursano, a partir de dcido meva-
16nico- [1.-130] verificaron experimentalmente la hipétesis para la

ciclacidn del 2,3-8xido de escualeno, ya mencionada.
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BIOSINTESIS DE TRITERPENOS PENTACICLICOS LE LA SERIE DEL OLEANANO

(99) (100)

—— Germanicol
(91)

(104) (105)

FIGURA 16
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VI. RESULTADOS OBTENIDOS

A, EXTRACTO EN ETER DE PETROLEO

Los extractos en éter de petrdleo, dieron en cromatograffa en
capa delgada, varias manchas con distintos valores de Rf, cuyo frac-
cionamiento, como se indica en la Parte Experimental, condujo a tres

tipos de compuestos: hidrocarburos, triterpenos y esteroides.

Hidrocarburos alifdticos. M. brachystephana.

De las primeras fracciones e la cromatograf{a en columna de sf{-
lica gel, del extracto en éter d3 petrdleo, que se eluyeron con este
mismo solvente, se aisld un sdlido blanco cristalino, no reactivo
frente a distintos reactivos cromogénicos, de p.f. 60-65¢. Recristali-
zado de benceno-metanol, dio ldm nas brillantes de p.f. 65-679,

Su andlisis elemental, indicd la ausencia de sustituyentes oxige-
nados, y en su espectro de absorcion ultravioleta, no hubo absorcion
en la zona 280-450 nm., El1 espectro de absorcion infrarroja del sdlido
mostré bandas en las zonas caracter{sticas de compuestos hidrocarbo-
nados; en su espectro de R.M.P. hubo dos iinicas sefialea a 0,89 y
1,26 ppm correspondientes a metilo y metileno alifdticos respectivamen-
te, en relacidon aproximada 1:10,

En base a los datos anteriores, se determind la presencia de
hidrocarouros alifdticos de cadena larga, cuya presencia es caracte-

r{stica de algunas especies vegetales. Para este tipo de compuestos,



80

el punto de fusion no es suficierte criterio de pure:a, ya qie varia-
ciones sustanciales en la longitud de la cadena, no nodifica.i sensi-
blemente dicha constante f{sica.

El empleo ce la nromatograffa en fase gaseosa, y mediante el
vzo de compuestcs patrones de 28, 30 y 32 atomos de carbono permitid
determinar que se trataba de una mezcla de hidrocarburo: lineales.

Haciendo uso del grafico que resulta de representa el logarit-
mo del tiempo de retencion (log Tr) en funcion del mimero de &tcmos
de carbono (para operacidn isotérmica), se verifico que esto: compo-
nentes pertenecen a una serie homologa, con preponderancia de aque-
1l0s de mimero de dtomos de carbono impar, siendo el mas importante
el hentriacontano (C3jHg,).

En todas las especies de Morrenia estudiadas, el contenido y
proporcidn de hidrocarburos fue similar, y se analiza en lugar aparte

frente & posibles relaciones quim:otaxonomicas.

Triterpenos. M. brach'stephana,

En los ensayos preliminares, ya se vio que habfa productos que
daban positiva la reaccidn de Liebermann-Burchard. Los extractos en
éter de petrdleo, dieron en cromatograffa en capa delgada, varias
manchas con distintos valores de Rf, que se visualizaron con el revela-
dor Sleum en dcido acético, que da manchas violetu rojizo, caracte~
ri{stico de compuestos terpenocides.

El fraccionamiento cromatografico del extructo, orevio a la
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hidrdlisis, dio en las fracciones 8-18, una mezcla de dos productos
(Rf 0,65 y 0,56, sflica gel, cloroformo), que fueron separados median-
te cromatograffa en columna,

El componente mas abundante (Rf 0,65), recristalizado de acetato
de etilo hasta punto de fusion constante, dio un producto cristalino
blanco de p.f. 249-2509, ﬁiJ%B: +8,65 , cuyo andlisis elemental co-
rrespond{a a una férmula (39H540,. Este comjuesto dio positiva las
reacciones coloreadas habituales de los triterpenos, incluyendo el
ensayo con acido tricloroacético que logdiferencia de los esteroidés.

El espectro de ahsorcion ultravioleta mostrd un médximo a 278 nm
(log €& = 4,3) que se pudo atribuir a un sistema tipo cinauoilo,

El espectro infrarrojo (Figura 21) mostrd bandas a 1730, 1290
y 119 em™? que se pueden asignar a un carbonilo de éster o(_/%
no saturado, y la presencia de dos bandas intensas a 775 y 718 cm'l
indicaron un sistema aromético, posiblemente monosustitufdo.

En el espectro R.M,P. aparecen tres gruoos de sefiales, uno a
campos altos (0,7 a 1,2 ppm), otro en la zona media (4,7-5 ppm) ¥y
otro en la zona aromdtica (6,6-7,8 ppm).(Figura 22).

Las sefiales entre 0,7-5 ppm son compatibles con el esquema pre-
sentado por los triterpenos ( Shamma et.al., 1962 ) donde aparecen
los metilos angulares y los hidrdgenos de los metilenos; la sefial
a 4,73 ppm corresponde a un hidrégeno axial, sobre un carbono que

contiene el grupo alcohol, y la seial a 4,95 ppm indica la presencia

de un hidrdgeno vin{lico.



Las seflales en la zona a campos bajos, es la propia del dcido
cindmico, donde se observu el acoplamiento de los hidrégenos etilé-

nicos en trans (J= 16 cps,. El dcido trans-cindmico, previa hidrdli-

sis del éster fue identificado por sus constantes f{sicas (p.f.,

p.f.m., equivalente de neutralizacion) y espectroscopicas ( U.V.,

I.R. y R.M.P.).

El espectro de masa del dster triterpénico, dio un ion mclecular
de 556, mientras que para el alcohol obtenido de la hidrdlisis bdsi-
ca el ion molecular fue 426, correspondiente a una fdérmula C30H500,

lLa concordancia de las constantes f{sicas (punto de fusién y po-
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der rotatorio) d: los derivados del alcohol, acetato, benzoato y de su

producto de oxidacidn, con los correspondientes al germanicol, (Tabla

2 )indicaron que el éster era el t-cinamato de germanicol, aun no

aislado de fuentes naturales ni preparado sintéticamente.

t-cinamato de germa-
nicol

germanicol

-- acetato

-~ benzoato

germanicona

a) Simpson, 1944.

TABLA 2
p.f. 1it.
249-250¢ ——
176-177¢ 176-17"¢
272-273% 274-2768
263-2659 269-21709
184-185¢ 185-186¢

b) Gonzélez y Mora, 1952,
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La identificacidn final del germanicol, se hizo en base a la com-
paracidn directa con una muestra auténtica (punto de fusidn mezcla,
I.R. superponible); se analizaron ademds las frecuencias de resonan-
cia de los metilos del espectro de R.M.P,, y se interpretaron los
fragmentos principales del espectro de masa, de acuerdo a los datos

registrados en la literatura. (Ver mas adelante).

Producto de Rf 0,56. Este compuesto, separado del de Rf 0,65 (t-cina-

mato de germanicol) como se indica en la Parte Experimental, recrista-
1lizado de acetona, dio ldminas triangulares cristalinas de p.f. 272~
2730, (o] 8- 417,8.

Su andlisis elcmental indicd una férmula CoHs505. E1 espectro

I1.R. (Figura 23) mostrd una sedal intensa a 1730 en™1

correspondien-
te a un carbonilo de éster., El espectro R.M.P. presentd una sefial a
2,03 ppm cuya integracidn dio 3 hidrdgenos y que se asignd a acetato.
(Figura 24). El espectro de masa dio un ion molecular 468.

31 alecohol obtenido de la hidrdlisis basica, fue identificado como
germanicol, por sus constantes f{sicas y espectroscépicas,

La identificacidn final del dster (acetato de germanicol), se

hizo por comparacidn con una muestra auténtica.

Fracciones 26-31, De la columna de cromatograffa para la purificacién

del extracto en éter de petrdleo (fracciones 26-31) se obtuvo un pro-
ducto de Rf 0,30 (sflica gel, cloroformo), que recristalizado de
acetato de etilo, dio agujas blancas de p.f. 176-1779, qugz +6,3
cuyas caracterf{sticas ffsicas y espectroscipicas coincidieron con las

de una muestra auténtica de germanicol.
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HIDROLIS1S DEL EXTRACTO TOTAL EN ETER DE PETROLEO

El extracto total en éter de petrdleo, fue sometido a una hidrd-
lisis basica, y luego de separar la parte ac{dica, la cromatograffa er
capa delgada del insaponificable mostrd la presencia de sdlo dos com-
ponentes. El mas importante de Rf: 0,30 (s{lica gel, cloroformo), y
otro de Rf: 0,18 (mismo sistema). El primero dio coloracidn violeta-
rojiza y el segundo, verde-azulado frente al reactivo de Liebermann-
Burchard.

La separacion de ambos, se efectud mediinte una cromatograffa en
columna de sflica gel (Parte Experimental). De las fracciones 6-65
reunidas, se obtuvo un 8dlido que recristalizado de acetato de etilo
dio agujas blancas de p.f. 176-1779, [o(]zncl +6,1 que fue identificado
como germanicol por sus espectros I.R. (Figura 25) y de R.M.P. (Fig.
26) y comparacidn con una muestra auténtica.

De las fracciones 116-140, se separd el producto de Rf 0,18
homogéneo en cromatograffa en capa delgada, que recristalizado de
etanol dio agujas de p.f. 139-1409, kdgoz - 34,2,

La pureza de este producto, al ser comprobada por oromatograff{a
gas-1{quido, mostrd ser una mezcla de dos componentes en relacién
18:82, cuya identificacidn como campesterol y sitosterol respectivamen-
te, se hizo en base a la comparacidn con una muestra auténtica conte-
niendo ambos compuestos, y el estudio del espectro de masa de la mezcla,

La preparacidn del acetato del producto de p.f. 133-1409, condujo
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a una mezcla de los acetatos de campesterol y sitosterol, que recris-
talizados de etanol dio agujas de p.f. 120-121¢, kqgoz.-Al. la pro-
porcidén de la mezcla, no pudo variarse por empleo de distintos sol-

ventes de cristalizacidn.

Es conocido desde antes del empleo de la cromatografia gas-1{qui-
do que las muestras consideradas como sitosterol (antes denominadas
[p-sitosterol), estaban contaminadas con distintos esteroides (por
ejemplo: brassicasterol, stigmasterol, campesterol, dihidrositosterol)
(Elsevier, 195).

Estos sitosteroles aislados de plantus, aun después de su puri-
ficacidn eran mezclas de sitosterol, donde prevalec{a alguno de los
compuestos antes mencionados, lo que dio origen a las denominaciones
o=, p-, ¥~ b-yf-sitosterol.

El desarrollo de la cromatograffa gas-1{quido p-rmitid asignar
la composicidn de esus mezclas y realizar su separacidn (c.g.l. pre-
parativa), por lo que actualmente empazaron a dejar de usarse los

prefijos griegos que las caracterizaban,

Nishioka et.al.,(1965) en muestras preparadas por este camino,
dio un p.f. para sitosterol de 137-138¢ y kdssz.-39, valores proxi-
mos a los hallados para la mezcla 82:18 de sitosterol y campesterol.

Por su parte, Steele y Moasettig (1963) desarrollaron un método

de separacidén de esta mezcla, basado en transformaciones qufmicas.
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ESTUDIO DEL ESPECTRO DE MASA DEL PRODUCTO DE P.F. 139-140¢

k1l espectro de masa del producto de p.f'. 139-140% fue compara-
do con los de sitosterol y campesterol, aparecidos en el extenso tra-
bajo de Knights (1967) sobre identificacidn de esteroles de plantas.

En la Tabla 3 se dan los datos comparativos dados por Knigths

y la mezcla aislada de M, brachystephana, (Para el calculo de los

porcentajes en este Ultimo caso, se tomaron como pico base, los dos
mas imdortantes correspondientes a los respectivos iones molecula-

res).,



TABLA 3

fragmento aitosterol campesterol sitosterol campesterol
Knights (1967) M. brachystephana

ion molecular 414(100)  400(100) 414(100)  400(100)
MCH 399 (45) 385 (50) 399 (28) 385 (29)
M=H0 396 (54) 382 (62) 396 (45) 382 (58)
M-CH3-H 0 381 (42) 367 (%0) 381 (36) 367 (30)
M=H20-C gH7 329 (50) 315 (62) 329 (41) 315 (40)
M=H0-CoHg 303 (70) 289 (65) 303 (44) 289 (50)
M-H,0-CgH1 3 275 (18) 261 (20) 275 (15) 261 (18)
M-H0-CgH; 5 288 274 (1) 288 27, (29)
M-c.1¥ 273 (54) 273 (50) 273 (40)
M—c.1.-H,0 255 (60) 255 (82) 255 (57)
M-c.l.~42 231 (58) 231 (44) 231 (38)
M-c.1.=42-H50 213 (78) 213 (74) 213 (55)
M-c.1,-27 246 (12) 246 (10) 26 ( 3)
M—c.1.-27-H,0 229 (25) 229 (25) 229 (19)

c.l,: cadena lateral

R R:—CH3, campesterol
R:-CZHS, sitosterol

HO
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ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA PHOTUNICA DEL GERMANICOL Y DERIVAL(S

Los triterpenos pentac{clicos (como asi también los que poseen
cuatro anillos), constituyen un grupo de sustancias ampliamente di-
fundidas en el leino Vegetai. Tocos ellos normalmente poseen ocho gru-
pos metilo, que dan origen en el espectro H.M.P. a un grupo de senales
bien definidas, cuya posicicn varfa apreciablemente al introducir en
la molécula sust.ituyentes con fuerte anisotronfa, o que produzcan
cambios en la conformacidn cde la misma.

Varios autures se ocuparon de este tema en el campo de los
triterpenos tetiac{clicos (Hemmert et.al.,(1966); Javarone et.al.,
(1970)) y pentacfclicos (Lehn y Ourisson, (1962); Tursch et.al.,
(1967) ; Cheung y Williamson, (1969) e Ito et.al., (19%9)).

Mas recientemente, Gonzdlez et.al., (1971) estudiaron la resonan-
cia de los grupos metilo de una serie de derivados del ﬂ&e-oleaneno
con cuyos valores se compararon las sefales de los componentes halla-
dos en este trabajo. Los valores consignados, concuerdan con los de
Gonzdlez et.al,, (1971), a los que se agregaron las sefiales corres-
pondientes al cinamato de germanicol, sustancia aun no registrada en

la literatura. Tabla 4.



sefiales de 23
metilos C-4a{

germanicol 0,97
- acetato 0,85
- benzoato 0,9
~ cinamato 0,97

- cetona 1,07

2
C-4p

0,77
0,85
0,74

0,75

1,03

TABLA 4
25 26
0,87 1,07
0,9 1,10
0,9 1,07
0,85 1,12
0,% 1,11

27

0,77
0,73
0,74
0,75

0,75

28

1,01
1,00
1,00
1,03

1,07

29

0,93
0,93
0,92
0,92

0,9

Numeracion de los grupos metilo en el M8-oleaneno.

30

0,93
0,93
0,92
0,92

0,94

€9



ESPECTROS DE MASA DEL GERMANICOL Y SUS ESTERES

Las fragmentaciones fundamentales del acetato de germanicol y
otros compuestos de la serie Alg-oleaneno, fueron discuticas por
Budzikiewicz et.al. (1963). Posteriormente sdlo Chow y Quor (1970)
publicaron datos sobre el espectro de masa del acetato de germanicol.

Los fragmentos mas importantes de los espectros de masa del

cinamato y acetato de germanicol, junto con los del alcohol libre

aparecen en la Taebla 5 .

Todos los compur:stos pertenecientes a la serie del Ale-oleaneno
muestran una pérdida pronunciada de un metilo, posiblemente del
Cy7 segun Budzikiewicz et.al., como se esperarfa por la activacidn
alflica de la doble unidn 18-19, Sin embargo no podrfan excluirse
cualquiera de los metilos unidos al C20' Esto da origen a los frag-
mentos m/e 541, 453 y 411 para cinamato, acetato y germanicol respec-
tivamente,

Los iones de m/e 337, 249 y 207 para la se ‘ie enunciada, provienen
de la ruptura principal de este sistema de anillos, a través del
ciclo C, donde el centro de insaturacion no debe ejercer influencia
por estar alejado, pero esta coble ligadura debe ayudar a la estabi-
lizacion de los iones que contienen a los anillos D y E,

La ruptura del anillo C procede a través de una retro Diels-
Alder (Figura 17) para dar el ion &, el que a su vez por pérdida del

acido correspondiente o agua, conduce & un ion m/e 189,



TABLs.. 5

FRAGMENTOS CARACTERISTICOS DE LOS ESPECTROS DE MASA DEL GERMANICOL Y

SUS ESTERES
cinanmato acetato alcohol
esta Tesis Chow y Quon

M 556 (8)* 468 (85) (25) 426 (35)
M - CHy 541 (4) 453 (26) 411 (22)
M - ROH 408 (7) 408 (9) 408 (5)
M - ROH - CHy 393 (#) 393 (10) 393 (3)
M = CygHog 218 (25) 218 (93) 218 (69)
Cysps 205 (37) 205 (43) (45) 205 (51)
CisHp, 204 (100) 204 (100) (100) 204 (100)
Cy5H23 203 (18) 203 (31) 203 (35)
Cy4H22 190 (25) 190 (18) 190 (22)
CyyHoy 189 (83) 189 (59) (77) 189 (%)
C13Hn1 177 (60) 177 (56) (78) 177 (89)
Ca0 131 (92)

X Los valores entre paréntesis indican porcentajes respecto al pico

base.
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-ROH
—— /e 1£(9

m/e 337:cinamato

a 2,9:acetato
207:alcohol
FIGURA 17

EL ion m/e 218 sa procuce por el mismo tino de ruptura, sin reor-
denamiento de hidrdgeno y comprende a los anillos D y E, Este ‘on (b)
puede estabilizarse segin b'' y puede perder un grupo metilo para dar

b' (m/e 203), Figura 18,

( Y+ ¢ \_!_ . N
-6H3
—_— —_—

HE uf TN
®
\ J \ / L /
b m/e 218 b! b' m/e 203
FIGURA 18

El pico base se origina de la ruptura de la uiién 11-12
sin reordenamiento de hidrdgeno (fragmento ¢, m/e 204), el cual
puede reordenarse a la especle mas estable ¢''. La pérdida de un

gruno metilo conduce nuevamente & un ion m/e 189 (d). Figura 19
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c m/e 204 c'! d m/e 189

FIGURA 19

La ruptura de la unidn 11-12 con reordenamiento de hidrdgeno
conduce a la especie m/e 205 (¢') que por pérdida de metilo conduce
a la esnecie 4'. Figura 20,

En todos 153 espectros aparece una sefial importante a n/e 177
que puede corresponder a un ion CyqHyy. Segun Budzikiewiecz et.al.,
el sustituyente del Cy; tiune ura influencia importante sobre el

origen de wate fragmento que provendrf{a de una descomposicidn retro

Diels Alder de la especie ¢' dando e. Figura 20.

d' m/e 190
-CHz-(‘.Hz

e! 205

e n/e 177
FIGURA 20



En el espectro de masa del cinamato de germanicol tiene impor-
tancia un ion m/e 131 correspondiente a un fragmento CgH7O, que tiene

su origen en el resto cindmico.

9,
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B, EXTRACTO EN METANOL

El estudio preliminar de los extractos en metanol de las distin-
tas especles de Morrenia eatudiadas (hojas y tallos), se realizd por
cromatograff{a bidimensional, y los resultados obtenidos estdn indica-

dos en la Tabla 6
TABLA 6

luteolina glucoluteolinn isoquercitrina rutina

M. brachystephana + + + +
M. odorata + + + +
M, conectens + + + +
M. stuckertiana - + + +
M. schulziana - - + +
M. stormiana - - + +

Para las tres primeras especies (M. brachystephana, M. odorata

y M. conectens), la identificacidn de cada flavonoide se completd

con el aislamiento y caracterizacidn individual, mientras que en las
especies restantes, la identificacidon se realizd mediante el empleo
de técnicas cromatograficas (con comparacidn con muestras auténticas),

y espectroscdpicas (U.V. y agregado de reactivos espec{ficos).

Los flavonoides, son uno de los grupos de sustancias mas utili-



zados por quienes efectuan estudios de quimiotaxonomfa, Yy se los ha
empleado para ordenar las especies vegetales a nivel de género y aun
de familia,

En las Morrenias, ek.nimero de flavonoides es pequefio, todos
ellos de bastante difusidn en la Naturaleza y por lo tanto su utili-
dad taxondmica no muy grande.

Tiene sin embargo valor dent}o,del género, porque en.ninguna de

las esprecles estudiadas, aparecen otros flavonoides distintos de los

indicados. Es llamativa la ausencia de luteolina en las especiey

M. stuckertiana, M, schulziana y M, stormiana y de glucoluteoliha qn”
las dos dltimas anteriores, siendo este el glicdsido mayoritario .an{.
las especies restantes. '

En el caso de la M, stuckertiana no parece tener mayor importan-
cia la ausencia de luteolina, pues contiene el glicdsido de esta fla-

vona. 5in embargo, en los otros dos casos (M. schulziana y M. stormia-

na) esta diferenciacidén corrobora una caracter{stica de su clasifica-
cion botédnica con respecto a las otras especies,

Por otra parte, la ausencia de luteolina y su derivado, resulta
de interds, porque ambas especies se diferencian morfoldgicamente
por pequefios detalles. En la clave de Meyer, creador de la especie M,
schulziana en 1936, publicada en su monograf{a de 1944, se especifica
que en esta especie, los 1ldbulos del apéndice estigmético filiforme,

de 3 mm de altura son divergentes, mientras que para M. stormiana

creada en 1903, estos 1ldbulos, tienen 1,5 mm de altura y son no di-

vergentes., En todos los demds aspectos ambas especies coinciden.



Aparentemente, esta diferencia es diffcil de evaluar, porque
las especies, que nos fueron remitidas con su clasificacidn, fueron
a su vez clasificadas en forma diferente por otros dos botdnicos de
autoridad en la materis, a quienes se le solicitd su opinidn, en
Buenos Aires. |

Dada la aucencia total, coincidente, de luteolina y su glucdsi-

do en M, schulziana y M, stormiana, serfa conveniente realizar un

nuevo estudio taxondmico, mediante la utilizacidn de métodos que

permitan conocer claramente las diferencias y similitudes erntre

L4

ambas especies.
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FLAVONOIDES DE ASCLEPIADACEAS

La informacidn que se tiene sosre la presencia de flavonoicdes en
Asclepiaddceas es reducida. Los tranajos efectuados por Bate-Smith
(1961, 1962) sobre la presencia de fenoles en esta familia, indicaron
que entee las plantas estudiadas se encontraron dcidos hidroxilados
como cafeico, eldgico, cumdrico, sindnico, ferilico y flavonoides
comunes como canferol, quercetina y miricetina.

Desde estos trabajos, hasta la redaccidén de esta Tesis, sdlo se

ha encontrado un tralajo sobre fenoles de Asclepia syriaca, Gonnet

et.al.,(1973), quicnes aislaron quercetina (138), un derivado de

este flavonol (139), canferol (140 ) e isoramnetina (141).

Rs
(138) —OH (139)
(140) =}

(141) ~0CH4
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DISTRIBUCION GEN#HrAL DE LOS *LAVONQIDES

La cepacidad na:* producir flavcao’cdes, como una consecuencia
regular del metacollsmn ercuniario de las plantas parece estar aso-
cirio Iflogerduicamenis ¢ la nezesidad de lignificacidn, Los flavo-
noid . Jot oy naracier{sticos de las plantas vasculares, y son raros
o eetan ausentes en ntras £runcs e plantas,

Debido a este hecho, las primeras irdicaciones en la literatu-
ra de flavonoides < mlcroorganismos, fueron vistas con suspicacia
porque no estaban satisfactcrianerte sustentadas desde un punto de
vista qufmico. Sin embargo alpgunos aislamientos esporddiccs que se

efectuaron posteriormente no modificaron la idea gereral representa-

da en la Tabla 7.

TABLA 7

Evolucidn de los flavonoides en plantas

Grupo de plantas Comporientes flavonoides
Dacterias

Hongos "lavonoides casi completamente uusentec.

Alpus rojas

nlgas verdes

Musgos Algunos tipos, principalmeiite, 3-desoxiantocia-
Hepaticas ninas y glicoflavonas.

Helechos } Fiavonoides estructuralmente simnles, flavonas,
[icopodios flavonoles, flavanonas y calconas.

Gimnospermas ) fayoria de flavonoides. Caracter{sticos las bifla-

vonas,
inglospermas } iango completo de flavonoides (Biflavonas son
raras).
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Las Espermatofitas (plantas que contienen semilla), estdn todas
mas o menos lignificadas (cardcter lefioso), y como tnles, contienen
flavonoides; a menudo, se encuentran dentro de la mi:ma planta, mez-
clas complejas de los mismos con distinto grado de oxicdacion.

Para correlacionar, dentro de un esquema evolutivo a los compo-
nentes aislados de las Morrenias, deben sefialarse dos puntos genera-
les de la distribucidn de flavonoides dentro de las Esperratofitas,
y son las diferencias existentes entre las Gimnospermas y Angiosper-
mas y dentro de éstas, entre Monocotileddneas y Dicotileddneas.

Las Gimnospermas tienen una distribucidn de flavonoides mas
simple que las Angiospermas, por ejemplc flavonas y flavonoles con
O-glicosilacidn, O-metilacidn u O-isoprenilacidn son relativamente
raras en las primeras.

Las antocianinas comunes en frutos, flores y hojas de las An-
giospermas, son de distribucidn restringida en las Gimnospermas, y
s6lo han sido detectadas en unas pocas especies (Lowry, 1948).

La mayor diferencia entre ambos grunos, reside en la presencia
de biflavonoides, casi exclusiva en las Gimnospermas, aunque actual-
mente hay algunas excepciones (Horhammer et.al., 1965; Herbin et.al,
1969). Los biflavonoides, son dfmeros formados por acoplamiento
oxidativo de flavonas simples (usualmente apigenina), a través de la
posicién 8 de una, con la posicidn 8, 3'  4' de la segunda molécula.

La existencia de estas excepciones (biflavonocides en Anglospermas)
ocurre sdlo en drboles (plantas lefiosas), y puede verse como la re-

tencidn de un caracter primitivo, que concuerda con la teorfa que
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las Angiospermas se desarrollaron a partir de las Gimnospermas
(Harborne, 1973),

Asi como e:te hecho esta ampliamente reconocido, se considera
también que las monocotileddneas provienen de las dicotileddneas por
reduccion.

Los dos grupos, no son marcadamente diferentes (a parte del
caracter de cotiledén), aunque el estado mas evolucionudo estd indi-
cado por la rareza general de especies lefiosas en las monocotiledd-
reas,

Los trabajos sobre los constituyentes polifendlicos de les ho-
jas, efectuados por Bate-Simnith (1958, 1662), establecieron una co-
rrelacidn entre los flavonoides y los cambios evolutivos de cardcter
lefioso a herbdceo en las Angiospermas. Bate-Smith (1962), en un estu-
dio de cientos de especies, donde estaban representadas todas las
femilias importantes de plantas, mostrd que las lefiosas contieaen
caracter{sticamente en sus hojas glicésidos de leucoantocianidinas,
y flavonoles, especialmente miricetina (142) (1a cual posee el anillo

B trihidroxilado), dcido gdlico (143) y elégico (144), y sustancias

OH

0 ~
HO 4 OH
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asociadas con la misma hidroxilacidn. Estas sustancilas eran raras c
estaban ausentes en la mayorfa de las familias 0 herbéceas.

HO
HO CO,H

HO

(143)

Los trabajos posteriores de Harborne (1966a, 197a), y
Crowden (1969), confirmaron que las plantas herbdceas contienen
usualmente la flavona luteolina (145) y apigenina (146), y as{,
estas flavonas parecen reemplazar a los flavonoles, como los cons-
titayentes principales de las hojas del grupo de las Anglospermas

"mas avanzado" en un sentido evolutivo.

(146)

En resumen, el cambio de cardcter lefioso a herbdceo en las
plantas superiores, produce tres cambios en los flavonoides de ho-

jas: desaparicidén de leucoantocianidinas, pérdida de la trihidroxi-
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lacidn en el anillo B y reemplazo de flavonoles por flavonas.

El proceso de lignificacidn ha tenido un profundo efecto en la
s{ntesis de flavonoides, Parte de éste, puede pensarse cono una com-
peticion directa por un precursor comin dcido cindmico Cg-Cy; y par-

te de ese efecto se producirfa en forma mucho mas indirecta.

Este enfoque parcial sobre la distribucidn de los flavonoides
en las plantas, muestra que su estudio puede revelar aspectos mas
profundos que una ayuda en la clasificacion de las especies, ya que

estdn {ntimamente rclacionados a un significado filogenético.

CONCLUSION, De acuerdo a los resultados obtenidos, puede conaiderar-
se a las Morrenias como una fuente importante del triterpeno germa-
nicol, con pocas variaciones en los tipos de sustancias aisladas,
Las diferencias de composicion entre las distintas especies
no son importantes, aunque en la distribucion de flavonoides, la
ausencia de la flavona luteolina en algunas de las especies, corro-
bora una caracteristica de la clasificecion botdnica.
Los andlisis bioldgicos efectuados con los extractos acuosos de

M. brachystephana confirmairon su potencialidad con respecto a efectos

lactogénicos, no comin en especies vegetales, lo que da interés a un

estudio qufmico posterior del origun del mismo.
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ACETATO DE GERMANICOL
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METODOS EMPLEADO:;

Los puntos de fusidn (p.f.) fueron determinados en un aparato
Fisher-Johns, y no han sido corregidos.

Los poderes rotatorios fueron medidos en un polar{metro digital
Perkin Elmer, modelo 141, en tubos de 1 dm. Los solventes se indican

en cada caso.

ESPECTROS

Los espectros de absorcidn ultravioleta (U.V.) de las sustancias
puras, fueron determinados en un espectrofotdmetro Beckman DK-24, em-
pleando metanol como solverntes,

Los espectros de absorcidn infrarroja (I.R.), fueron obtenidos
en un espectrofotometro Perkin Elmer 137-B Infracord, y los de alta
resolucidn en un aparato Perki. Elmer 421. Las determinaciones se hi-
cieron en suspensiones de nujol, o pastillas de bromuro de potasio
segin se indica.

Los espectros de resonancia magnélica protdnica (R.M.P.), se de-
terminaron en un espectrofotdmetro Varian A-60 utilizando tetrametil-
silano como referencia interna. Los solventes empleados fueron los
indicados en cada caso. Las abraviaturas usadas en la descripcidn de
de estos espectros son: 8: singulete; d: doblete; t: triplete; ¢:

cuartetoj m: multiplete.
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Los espectros de musa (E.M.), fueron determinados en un espectrd-
metro Varian Mat CH-7.
ANALISIS
Los microandlisis elementales fueron realizados en el laboratorio
Alfred Bernhart (Alemania).
CROMATOGRAFIA

Los cromatogramas gas 1lfquido (c.g.l.), fueron realizados en un
cromatdgrafo Hewlett Packard 5750 B, con detector de ionizacidn de

llama, y un registrador Hewlett Packard 7127 A.

SOLVENTES

Todos los solventes empleados, fueron purificados y/o destilados
y secados tegin Vogel (1966). El éter de petrdleo, es la fraccidn que
hierve ente 60 y 809. Todas las mezclas estdn expresadas en relacio-
nes en volumen (v/v). Para los solventes puros, se ampleardn en algu-

108 casos, sus formulas abreviadas usuales.

METODOS CROMATOGRAFICOS

(romatograffa en capa delgada (c.c.d.). En este trabajo, toda la c.c.d.

se realizd segin la tdcnica ascendents. En el caso de papel, se uso
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exclusivamer.te cromatograf{a descendente.

Los adsorbentes utilizados fueron: S{lica Gel G (Merck, Alemania);
poliamida Woelm y celulosa microcristalina Avicel (F.M.C. Corporation,
Estados Unidos).

Para la cromatograf{a en capa fina, se procedid de la siguiente

manera: a) sflica gel: se suspendieron 25 g en 50 ml de agua destilada

con agitacidn manual vigorosa durante 30 seg.; b) poliamida: se sus-
pendieron 5 g en 45 ml de la mezcla cloroformo-metanol (2:3); c)
celulosa: 20 g en 80 ml de agua con agitacidn mecdnica (licuadora),
durante un minuto. En todos los casos se podfan obtener 10 ldminas de

vidrio de 10 por 20 cm, en un espesor de 0,25 mm de adsorbente.

Solventes para el desarrollo cromatografico. Los solventes empleados

para el desarrollo cromatografico, fueron los siguientas (relaciones
v/v):
a) Para papel y celulosa
Sistema I (AcOH): dcido acético glacial-agua destilada (15:85).
Sistema II (BAA): n-butanol-dcido acetico-agua destilada (4:1:5)
fase superior.
Sistema III (BEA): n-butanol-etanol-agua destilada (19:1:4).
Sistema IV : acetato de etilo-piridina-dc. acético- agua (5:5:1:3).
Sistema V (TBA): ter-butanol-dc. acético-agua dest. (3:1:1),
b) Para poliamida
Sistema VI: cloroformo-metanol-metil etil cetona (9:4:2).

c) Para sflica gel
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Sistema VII: benceno,
Sistema VII!: cloroformo.
Sistema IX: benceno-acetato de etilo (95:5).
Sistema X: benceno-cloroformo (1:1).
En el texto se indicardn los sistemas, empleando su abreviatura

U4
o el numero romano correspondiente.

Cromatograf{a en capa delgada de triterpenos y fitosteroles. La c¢r:.na-

tograffa de estos compuestos se efectud, empleando placas de sflica gel
que se eluyeron con los sistemas de solventes VII a X, y se revelaron
con una mezcl. de 2V ml de oloum 20% en 80 ml de dcido acético y pos-
terior calentamiento a 112 (Bermejo et.al. 1968). Los fitosteroles

dan manchas verdes o azules, y los triterpenos, violeta o pirpura.

Cromatograf{a de flavoncides. Para la cromatograffa de estos compues-

tos, se emplearon placas de poliamida, celulosa microcristalina y
papel Whatmann N2 1,

Las placas de poliamida, se desarrollaron con el sistema de sol-
ventes V1. En las placas de celulosa, el desarrollo se efectus con los
sistemas I a III, y para pepel, se emplearon los sistemas I, II y V,

La técnica para detectar flavcnoides, tanto en plucas de poliami-
da y celulosa como en papel, fue la observacidn con luz ultravioleta
a 25, y 366 nn (ldmpara Desaga Uvis), y luego se sometieron a la ac-
¢idn de vapores de amonfaco y observacidn ulterior con la misma luz.

Para papel, se empled ademds solucion al 5% de cloruro de aluminio
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en etanol (pulverizado), que da manchas amarillas (Gage y Wender, 195C)
y ferricianuro de potasio-cloruro férrico (pulverizado), que da manchas
azules sobre fondo amarillo (Barton et.al., 1952). En este dltimo caso
las manchas deben marcarse de inmediato después del revnlado, ya que
con el transcurso del tiempo, el fondo se vuelve azul, e impide la
buena observacidn.

Bajo las condiciones mencionadas anteriormente, se pueden visua-
lizar una buena parte de los flavonoides naturales o sus agliconas
como flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas, calconas, auronas,

antocianinas, catequinas, etc. (Harborne, 1958, 1959),

Cromatograf{a de hidratos de carbono. La cromatograf{a de estos com-

puestos, se realizé en plucas de celulosa con el sistema IV o en papel
con el sistema II.

Para detectar azicares, se pulverizdé la placa con una solucidn de
1,66 g de dcido o-ftdlico y 0,93 g de anilina (bidestilada sobre cinc)
en 100 ml de n-butanol saturado de agua y posterior calentamiento, que

da manchas color marrdn claro con aldohexosas (Partridiee, 1949).

Cromatograf{a preparativa de los flavonoides detectados. Para la pre-

paracidn cromatogréfica de los flavonoides encontrados, se empled

papel Whatman 3 MM (46 x 57 cm), con elucisn descendente.

Cuando se empled la técnica monodimensional, se tr-azd una lfnea

a 10 em del lado mayor del papel, y sobre ella se depositd en la forma

ma3 homogénea posible, con una pipeta adecunda, la solucion de flavo-
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noides, conteniendo hasta 200 mg de prod.cto. Se eluyd empleando el
sistema I, hasta unos 2 cm del borde infe-ior del papel.

Para la técnica bidimensional, se denositaron en la misma forma

hasta 50 mg de flavonoides en soluc on met.andlica, sobre un punto mar-
cado en uno de los dngulos del papel, a 10 cm de cada uno de los bor-
des, Se eluyé primero en el sentido mayor del papel, en todos los ca-
sos se empled el sistema V (TBA), hasta que el solvente llegd a 2 cm
del borde inferior del cromatograma (aproximadamente 24 hs. a 229),
Los valores de Rf medidos en este sentido se indican como Rf,.

Después de secar el cromatograma al aire, se eluyd en la direc-
cidn perpendicular a la anterior, utilizando el sistema I (AcOH),
hasta unos 2 cm del borde inferior del cromatograma. Esta operacidn
demancd unas 5 hs a 229, Los valores de Rf medidos en este sentido se

indican como RfB.

Cromatograf{a en columna. Los adsorbentes utilizacdos fueron los si-

guientes: S{lica Gel para columna grado 923, malla 100-200 (Davison
Chemical, Estados Unidos); polvo de celulosa Whatman Chromedia CF-11;
polvo de nylon marca Pol rpenco, tipo 66-D (The Polymer Co., Reading,

Estados Unidos).

Preparacidn de colusnas de poliamida. La cantidad de poliamida necesa-

ria suspendida en agua, se vertid dentro de la columna cromatogréafica,
en cuya salida se habfa colocado una pequefia cantidad de lana de vidrio.

Se hizo pasar agua hasta que el nivel superior del adsorbente permane-
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clera estacionario, y ademds se asegura la eliminacidn de los residuos

de bajo peso molecular que contenga el adsorbente.

Cromatograf{a en fase gageosa. Todas las cromatograffas gas-lfquido se

realizaron en columnas de acero rellenas con fases l{quidas y soportes

de Applied Science Laboratories, Inc. (Pennsylvania), segin las si-

guientes condiciones:

gé;?UE??O HIDROCARBUROS TRITERPENOS ESTEROIDES TMS ETERES DE
AZUCARES

COLUMNAS (0v-101, 3% id. ov-1, 3% ov-17, 3%
Fase 1{quida(1l)

Soporte (2) Chromosorb W id. id. Chromosorb W

(AW-DMCS) (H.P.)
Long. y didm. 180; 0,32 cm id. id. i4d.
FLUJO DE GASES
cn3/min.

Portador(N3) 40 60 60 55

Aire 220 200 220 220
Hidrogeno 35 35 35 35
TEMPERATURAS

(ecC)

Horno, inicial 200 250 250 130
Horno, final 280 290 290 200
Cémara inyec. 280 310 300 180
Detector 300 330 335 260
OPERACION 200-280 250-290 250-290 130-200
Veloc. programa 1)2C/min 10 10 6
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(1) Las fases 1{juidas OV-1 y OV-101 son metil siliconas, mientras
que OV-17 es una metil-fenil silicona (50%).
(2) E1 Chromosoro usado para soporte es en todos los casos, del tipo

lavado con dcidos y tratado con dimetilclorosilano.
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APLICACION DE METODOS ESPECT! DSCOPICOS PARA DETERMINAR LA ESTRUCTURA DE

FLAVONOIDES.

Nos referiremos en este caso a las estructuras de flavonas y fla-
vonoles, que fueron los compuestos hallados en este trabajo, aunque
los métodos detallados a continuacidn pueden aplicarse a otros flavo-

noides.

ESTUDIO DE LA ABSORCION U.V,

Las flavonas (30) y los flavonoles (33), generalmente exhiben dos

mdximos de absorcidn, uno en la zona de 320-280 nm (banda I), y otro )
en la zona de 270-240 nm (banda II) (Skarzynski, 1939). La posicidn e
intensidad de cada uno de estos mdximos, sarfa con la sustitucidn en

los restos arondticos (anillos A y B), y en el eiclo pirédnico (C).

(30) (33)

Un estudio de los espectros U,V. de flavonas y flavonoles, con

diferente sustitucidn a distinto pH, indicd que la banda II estéd asocia-

da précticamente siempre con la absorcion del anillo A, y la banda I
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con la absorcicn del anillo B (Jurd y Horowitz, 1957).

El agregado de reactivos espec{ficos, como cloruro de aluminio,
metilato de sodio, acetato de sodio, dcido borico-acetato de sodio,
producen desplazamientos de los maximos, de acuerdo con la posicidn de
los grupos funcionales, lo cual con la informacidn que actualmente se
posee, ayuda a determinar la posicion de los sustituyentes en el esque-
leto flavonoide.

Para esta operacidn se emplea una solucidén de la aglicona o glico-
sido en metanol (aproximadamente 0,1 mg en 10 ml de solvente) (Porter
y Markham, 1970), estudidndose sobre fracciones de 2,5 ml de la misma,
las modificaciones que producen sobre las bandas I y II, la adicion de

los reactivos mencionados.

Cloruro de aluminio - deido clorhf{drico., (Grupos hidroxilo en posiciones

3y 5. A la solucién metandlica preparada como se ha indicedo, se afia-
dieron 6 gotas de una solucién 5% de Cl3A1 en metanol, y se observd si
se producfan desplazamientos, que son siempre batocrdmicos, en las ban-
das I y II,

Se agregd a la misma solucién, conteniendo Cl3Al, 3 gotas de solu-
cidn acuosa de dcido clorhfdrico 30%, y se observé si habfa variaciones
en los desplazamientos procducidos con el reactivo anterior.

El Cl3Al1 sirve para la deteccidn de grupos hidroxilos en las posi-
ciones 3 y § (Hrhammer y hdnsel, 1952; Jurd y Geissman, 1956). Las
5-hidroxiflavonas, forman un complejo metdlico que provoca desplazamien-

tos batoerdmicos en la banda I de 35 a 55 nm, mientras que en los fla-
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vonoles (3-hidroxiflavonas), el desplazamiento de dicha banda es de
aproximadamente 60 nm. Estos complejos son estables aun en medio dcido.
Los complejos con aluminio, formados por grupos hidroxilos vecinos
dan también desplazamientos batocrdmicos, pero se descomponen en medio
dcido, produciendo un corrimiento hipsocrémico de 30-40 nm (Markham y

Mabry, 1968).

Metoxido de sodio. (Grupos hidroxilo en posiciones 3 y 4'). Sobre otra

porcion (2,5 ml), de la solucidn metandlica del flavonoide, se afadie-
ron 3 gotas de una solucidn de 2,5 g de sodio en 100 ml de metanol.

Un desplazamiento batocrémico de la banda I, entre 40 y 65 rm, sin
disminucidn de su intensidad, es utilizado como diagndstico para la
presencia de un hidroxilo en la posicidn 4' (Mansfield et.al., 1953;
Nordstrom y Swain, 1953).

La adicidn de 4lcall fuerte a flavonas y flavonoles, produce des-
plazamientos variables de todas las bandas de absorcidn. La presencia
simultdnea de hidroxilos libres en las posiciones 3 (eiclo C) y 4'
(anillo B), determina que los flavonoides sean inestables en este medio,

y los médximos desaparecen en pocos minutos (Jurd y Horowits, 1957).

Acetato de sodio. (Determinacidn de hidroxilo en posicidn 7). Cuando se

satura con una base débil, como es el acetato de sodio, la solucion me-
tandlica del flavonoide, se 1onizan solamente los grupos hidroxilos mas
acf{dicos, que ocupan las posiciones 3, 7 y 4' (Jurd y Horowitz, 1957).

Si existe un hidroxilo en la posicién 7, se producird un desplaza-
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miento batocromico de la banda II de 5 a 20 nm. Estos desplazanientos
no suelen ser tan fdcilmente observables como los de la banda I en we-
dio alcalino fuerte,

Con este reactiv> (AcONa), también se observa disminucidn de la
intensidad de absorci’n de las bandas, en presencia de un grupo de sus-

tituyentes sensibles a dlcalis. Son los flavonoides que contienen hidro-

xilos en posiciones 5, 6 y 75 5, 7y 8 y 3, 3' y 4'.

Acetato de sodio-dcido bdrico. (Grupos hidroxilos vecinos). Puede estu-

diarse también la presencia de grupos hidroxilos vecinos, observando
las modificaciones producidas por agregado de dcido bdrico a la solu-
cidn saturada con acetato de sodio (Jurd, 1956). La reaccidn ha sido
modificada por Mabry et.al., (1970), para poder estudiar sustancias
inestables a los dlcalis.,

Se investiga primero la estabilidad de la muestra en metdxido de
sodio, tal como se ha indicado. Si la muestra no se descompone, & la
solucidn saturada con AcONa, se la satura con dcido borico y se deter-
mina su espectro.

Un corrimiento batocromico de 12-30 nm de la banda I, implica 1la
existencia probable de un grupo de hidroxilos vecinos en el anillo B.
Ocurre un hecho similar si existen hidroxilos vecinos en el anillo A.

Si la muestra es inestable en MeONa, se afladen a la misma 5 gotas
de una solucidn saturada de dcido bdrico en metanol, que luego se satu-
ra con AcONa, y se determina el espectro de inmediato.

Si existen hidroxilos vecinos, se observan los desplazamientos in-
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dicados anteriormente,

ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA PKOTONICA (R.M.P.)

La determinacidn de los espectros R.M.P. de los glicdsidos flavo-
noides y agliconas, fue realizada transformdndolos en trimetil silil
éteres (TMS éteres), siguiendo las técnicas indicadas por Waiss et.al.
(1964) y Mabry et.al., (1965).

Los TMS éteres, se obtuvieron afiadiendo a una solucidn de la
muestra (25 mg) en 1 ml de piridina seca, 0,5 ml de hexametil disil
azano (Fluka, Suiza) y 0,5 ml de trimetileclorosilano (Schuchardt,
Alemania), y se mantuvo tapado 5 minutos a temperaturas ambiente. La
mezcla resultante fue evaporada a sequedad a presion reducida (10 mm
de Hg), y secada a temperatura ambiente durante 45 minutos (1 mm de Hg).

El residuo libre de solvente, se extrajo con tetraclorurc de car-
bono (1 ml), y se filtraron las sales, evaporandose a sequedac el fil-
trado. El residuo emorfo resultante, se uso inmediatamente para la de-
terminacidén del espectro R.M.P. empleando CClL como solvente.

El producto emplesado para la determinacidn de su espectro h.M.P.,
se recuperd en algunos casos, evaporando el solvente y disolviendolo en
metanol acuoeo, con el agregado de una gota de dcido acético, y dejdndo-

lo una noche a temperatura ambiente. El solido obtenido, puede ser em-

pleado para ensayos cromatograficos.
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METODO EMPLEADO PARA LA IDENTIFICACION DE GLICOSIDOS FLAVONOIDES

Cuando se aisla un glicééido Y se quiere determinar el espectro
R.M.P, de la aglicona, utilizamos con resultado el siguiente método:

30 mg del glicdsido, se tratan con 3 ml de dcido clorhfdrico 2N y se
calientan a 110° durante 1 hora en tubo cerrado. La aglicona, se extrae
de la mezcla resultante con acetato de etilo (5 x 2 ml), el extracto

se seca sobre sulfato de sodio, se filtra y se evapora; el residuo se
emplea para la determinacidn espectroscopica de la aglicona, en la for-
ma antes indicada.

Cuando la aglicona no puede extraerse, luego de la hidrdlisis,
mediante un solvente orgdnico no miscible, se pasa la solucidn acuo-
sa acfdica, por una columna de poliamida (4 x 1 cm) preparada en agua,
que fija toda la aglicona liberada. Se lava la columna con agua, que
eluye todos los hidratos de carbono, hasta que la muestra elufda tenga
pH 7. Esta se evapora a sequedad y se procede a la determinacidn de
los azicares como se indica mas adelante.

La columna se eluye luego con etanol, lo cual permite recuperar
la aglicona que en algunos casos incluso puede cristalizar de los l{qui-
dos de elucidn. Este extracto, puede emplearse para la determinacidn
espectroscépica y cromatogréfica.

Para identificar los azdcares provenientes de la hidrolisis ante-
rior, lo mas conveniente es el empleo de la cromatograf{a gas-1{quido
de los TMS éteres correspondientes, aprovechando la solucidn acuosa

ac{dica extrafde con acetato de etilo. Este extracto se evapora a seco
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y se disuelve en piricdina seca (0,5 ml).

Los TMS éteres de los azicares, se preparan por agregado sucesivo
de 0,2 ml de hexametil disil azano y 0,1 ml de trimetil clorosilano, en
un frasco ampolla de 4 ml de capacidad. Se deja reposar 15 minutos a
tenperatura ambiente, se centrifugan las sales insolubles [ormadas
durante la sililacidn, y la solucidn sobrenadante, si estd l{mpida, es

utilizable para c.g.l.
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TRATAMI SNTO DEL MATERIAL VEGETAL

A. Morrenia brachystephana Griseb.

EXTRACCION, La parte aérea del vegetal (ramas y hojas) (6 kg), secada
en estufa a 459, fue molida empleando una malla de 2 mm en un molino
Wiley, modelo ED-5,

El polvo obtenido, fue extrafdo en forma continua, en un extrac-
tor SGA Selentific Inc. modelo JE 5550, utilizando 3 kg cada vez, con
éter de petréleo durante 40O hs,

El extracto dio por evaporacidn, un aceite espeso de color verde
oscuro (282 g, 4,7%) (iesiduo I).

A continuacidn, el vegetal extrafdo, fue secado y sometido a una
extraccidn con cloroformo durante 30 hs, obteniéndose al evaporar el
solvente, un residuo siruposo oscuro (53 g, 0,8%), que se denomind
Residuo II,

Por dltimo, el sdlido restante, una vez secado, fue extrafdo con
metanol durante 60 hs. Se obtuvo una solucidn oscura con un cortenido
de 1490 g de sdlidos (23,3%), que se cenomind Residuo III (extracto

metandlicc).

Fraccionamiento del Residuo I. Una pequefia fraccidn del Residuo I,

disueltu en dter de petrdleo, cromatografiada en capa fina (sflica gel,

sist. X, rev, 6leum/AcOH), dio un grupo de manchas aglomeradas y poco
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definidas con Rf 0,5-,9, y otro grumo con Rf 0,0-0,3, formado por man-
chas de po:a intensi.'ad. Ademds en toda la placa se observé un fondo
de color gris, Como evidentemente las placas no podrfan emplearse para
fines preparativos, se resolvis efectuar un fraccionamiento con columna

de sflica gel,

Cromatograf{a en columna del Residuo I. Cuarenta gramos del Residuwo I,

se mezclaron con 90 g de sflica gel, y la pastilla formada, fue croma-
tografiada en una columna del mismo material (740 g, 59 x 7 cm), empa-
pada con éter de petréleo., La elucidn se efectud, empleando distintas
mezclas de solventes, recogiéndose fracciones de 1 1litro. Las fraceiones
fueron evaporadas individualimente y los residuos analizados por c.c.d.

Los resultados se indican en la Tabla 8,

Fracciones 1-2. Identificacidn de hidrocarburos alifaticos. El sdlido

blanco cristalino, Liebermann-Burchard negativo, elufdo en las rrimeras
fracciones, fue recristalizado, disolviendo en benceno hirviencdo y
afadiendo metanol caliente hasta turbiedad. Dejado en cdmara frfa duran-
te la noche, se obtuvieron ldminas brillantes de p.f. 65-679,

Andlisis: encontrado: C, 85,1; H, 14,4.

U.V.: no absorbe en la zona 450-220 nm.

I.R. (mujol): 1400 (CHy-; ~CH,-); 800 cu™l (~CH,-).

da 1:10.
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Cromatograf{a en columna de sflica gel del Residuo I

Fr.N® Solvente Relacidn Peso Punto de Reaccidn Producto obtenido
elucidn gr fusidn L.B.(a)
1-2  éter de 2,322  60-65° () 8611do blanco cris-
petrdleo talino
3-, e.p./ 95:5 0,020 aceite (b)
benceno
5=7 " 9:1 44264 190-225% (+) sélido amarillo-
naranja
8-18 " 8:2 1,900 172-195¢ (+) sélido amarillento
cristalino
19-20 " 7:3 0,640 (+) aceite amarillo (b)
21-22 " 1:1 0,974 (+) aceite (b)
23-25 Dbenceno 0,320 +) aceite (b)
26-31 benceno/ 1:l 3,264  145-1600 (+) sélido blanco
cloroformo cristalino
32-33 cloroformo 0,880 (£) aceite (b)
34~37 metanol 7,336 (-) aceite verde oscuro
- (b)
34,900

(a) Reaccion de Liebermann-Burchard, realizada en placa de toque:

(+): positivo; (¥): débil; (-): negativo.

(b) estas fracciones fueron descartadas.
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Los datos de andlisis y espectroscopicos, demostraron que se trata-
ba de hidrocarburos, los cuales scmetidos a una cromatograffa gas-1{ i~
do, resultaron ser una serie homdloga de hidrocarburos lineales, sienco
asignada la identidad de las seflales, mediante el empleo de varios
standards. E1 componente principal, fue el hentriacontano (C31H64), que
representa el 52% del total de hidrocarburcs, siguiéndole en importan-
cia el tritriacontano (C43H¢g) con 23%.

Los tiempos de retencidn y porcentajes relativos, pueden verse en

la Tabla 9,

TABLA 9

n® de at. 23 25 27 28 29 30 31 32 33
carbono

% L,7 L,9 2,8 0,9 94 2,9 51,9 4,4 23,2

tiempo de
re%enci?n 339 423 508 560 611 673 757 84,7 960 (x)
seg.

(x) Condiciones indicadas en la pagina 114.

Fracciones 5 - 18, Aislamiento de trans-cinamato de germanicol y acetato

de germanicol.

a) Fracciones 5-7. Estas frucciones, estudiadas por c.c.d., cieron una

dnica mancha principal de Rf 0,66 (sflica gel, cloroformo), con impure-
zas de mayor Rf. Estas fracciones reunidas y recristalizadas repetidas
veces de benceno-alcohol, y luego de acetato de etilo, dieron placas

21¢
hexagonales incoloras de p.f. 248-2502 (210 mg), L‘]D = +8,2 (c: 3,22
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cloroformo), que fueron identificadas pos.eriormente como trans-cinamato

de germanicol.

b) Fracciones 8-18. Fraccionamiento de cinamato Yy acetato de germanicol.

El andlisis de estas fracciones por :.c.d., dio dos productos de
Rf 0,65 y 0,5 (sflica gel, cloroformo). Debido a la similitud de su
contenido, se reunieron, y una parte (5,2 g) fue cromatografiada en una
columna de sflica gel (600 g, 57 x 6 cm) empapada en éter de petrdleo,
recogiéndose fracciones de 200 ml segin el detalle de la Tabla 10.

Las distintas rracciones obtenidas en esta cromatograffa, que
contenfan productos idénticos, segin el andlisis por c.c.d., se trabaja-
ron en la forma indicada a continuacidn.

Las fracciones cristalinas 11 a 38 (Tabla 10) con Rf 0,65, fueron
reunidas y recristalizadas repetidas veces de acetato de etilo, Se
obtuvo un producto cristalino blanco, de punto de fusidn 249-2502,
1déntico al obtenido de las fracclones 5-7 recristalizadas (Tabla 8 ).
Esta sustancia fue soluble en cloroformo y benceno, poco soluble en
acetona y acetato de etilo; Ei]%8°=+8,65 (c: 4,125, cloroformo), que
resultd ser trans-cinamato de germanicol.

Andlisis, encontrado C, 83,45; H, 16,20,
ca’culado para C39H5602: C, 84,12; H, 10,13,

U.V. (EtOH): A4y, 278 nm (log. € 4,2).

-
.
=]
.

(Brk): 1730 (carbonilo de éster °(-{3 no saturado); 988 (doble

ligadura); 775 em~! (aromdtico). Figura 21.
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Cromatograffa de las fracciones 8-18 de la Tabla 8

Fr. N@ Solvente Relacién Peso Punto de Producto obtenido (1)
elucidn ng fusidn
1-3 éter de -
petrédleo
4-10 e.p./ 9:1 166 180-220° aceite Rf 0,65 e impu-
benceno reza de Rf 0,73
11-24 " 8:2 630 217-230 cristales Rf 0,65
25-38 n 7:3 1574, 222-235 cristales Rf 0,65
39-59 " 634 1090 190-215  Crist. Rf 0,65 y Rf 0,56
60-69 " 1:1 846 185-218  crist. Rf 0,65 débil y
Rf 0,56
70-7, benceno 480 212-2,0 oristales Rf 0,56
75=79 benceno/ 1:1 54 aceite
cloroformo
4840

(1) Los productos obtenidos fueron eatudiados por cromatograffa en

capa delgada de s{lica, eluyendo con cloroformo y revelando las

manchas con el revelador éleum-écido acdtico.
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R.M.P, (00013): 0,75; 0,85; 0,92; 0,97; 1,03; 1,12 (24 H, m, 8 x CH3-);
4,73 (1 H, m, H-C3); 4,98 (1 H, s, H-C1q); 6,60 (1 H, d, Jyrans
16 Hz, -COCH=CH-); 7,55 (5 H, m, ArH); 7,85 (L H, 4, J, . .:
16 Hz, ArCH=CH-) ppm. Figura 22.

EM.: MY, 55 (8,65%); 408 (7,3); 393 (8,5); 218 (23,4); 204 (100) 3

189 (81); 147 (14,8); 131 (91).

Hidrdlisis alcalina del producto de p.f. 24,9-2509,

a) Aislamiento de germanicol. El producto de p.f. 249-2502 (116 mg),

disuelto en benceno (10 ml) fue hervido a reflujo con una solucidn de
hidroxidc de potasio en etanol 10% (10 ml) durante dos horas,

El producto de la reaccidon fue dilufdo con 20 ml de agua y extraf-
do con beacenc (3 x 20 ml). El extracto bencénico se lavd con agua
(3 x 5ml), se secé con sulfato de sodio y se evapord el solvente a
sequedad. El residuo blanco cristalino (90 mg) fue recristalizadc de
acetona para dar agijas blancas de p.f. 176-177% (Rf 0,30, sflica gel,

)
cloroformo) ; h %sz +6,1 (¢, 3,25; cloroformo), que fue identificado

como germanicol. Sinpson (1944)dio p.f. 176-1772, Ei]%7i: + 5,8,
Su espectro infrarrojo fue superponible con el de una muestra autén-
tica.
Andlisis, encontrado c, 83,95; H, 11,86,
calculado para 030H500 : C, 8,,30; H, 11,80,

1.R.(BrK): 3340 (hidroxilo); 870 em™) (doble ligadura). Figura 25.
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R.M.P,(CDC14): 0,77; 0,87; 0,93; 0,97; 1,013 1,07 (24 4, m, 8 x CHy-) 3
3,10 (1 H, m, H=C4); 4,60 (1 H, s, H-Cyg) ppm. Figura 26.
EM.: MY, 426(35%); 411 (22),M* - metilo; 408 (5), M - agua; 393 (3)
218 (69); 205 (51); 204 (100); 189 (94); 177 (89).
El espectro de R.M.P. coincidi’ con el registrado en la literatu-
ra, Irelani et.al., 1970, y Gonzdlez et.al.,(1971). El esvectro de masa

coincidid con el descrito por Chow y Quon (1970).

b) Aislamiento de dcido trans-cindmico. La solucidn acuosa alcalina

anterior, se acidificd con dcido clorhfdrico (pH 2) y se extrajo con
cloroformo (3 x 15 ml); se secd sobre sulfato de sodio, y se evapord

a sequedad. Por cristalizacidn de agua, se obtuvieron agujas blancas de
punto de fusidn 134-1352, El1 punto de fusidn mezcla, con una muestra
auténtica (p.f. 134-1352) obtenida por cristalizacion de un producto
comercial (Eastman Kodak), no sufrié depresidn.

Equivalente de neutralizacidn: encontrado 1.8,0

calculado para CgHg0p, 148,16
U.V. (EtOH): A4, 275 m (log. & 4,30).
I.R, (BrK): 2920 (banda ancha, carboxilo); 1680 ( carbonilo de dcido);

976 ( HC=CH trans); 773 (aromdtico monosustitufdo ); 703

(aromético monosustitufdo) e L.

R.M,P, (CDCYq): 6,46 (L H, d, J : 16 Hz, HC=CH-C0,-)3 7,43 (5 H,
Sl 3 trans

m, ArH); 7,81 (1 H, 4, J : 16 Hz, ArCH=CH-); 10,3

trans

(1 H, 8, -COH ) ppa.
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Aislamiento de acetato de germanicol. Las fracciones 70-7, (TablalO )

que daban una sola mancha de Rf 0,56 fueron recristalizadas varias ve-
ces de acetona, obteniéndose ldminas triangulares cristalinas de p.f,
272-273¢, Eﬂ]ég =+17,8 (c. 2,5 cloroformo). El punto de fusidn mez-
cla con una muestra auténtica de acetat( de germanicol (p.f. 273-27.%)
no mostré depresidn. Simpson (1944), p.f. 274-2769,[aqg°=+1s,1.

Su I.R. fue superponible con el de una muestra auténtica.

Andlisis, encontrado c, 81,05; H, 10,90.
calculado para 032H5202: c, 81,99; H, 11,11,
I.R, (BrK): 1730 (carbonilo de acetato) cm-l. Figura 23.
RM.P, (cnc13); 0,75; 0,85; 0,913 0,95; 1,03; 1,10 (24 H, m, 8 x CH3-);
2,05 (3 H, 8, CH;~C0,-); 4,50 (1 H, m, H-C3); 4,87 (1 H, s,
H-Clg) ppm. Figura 24.
E.M.: MY 468 (995 453 (26); 408 (9 ); 393 (10); 218 (93 ); 204 (100);

189 (59); 177 (56).

Hidrolisis alcalina de acetato de germanicol. En 10 ml de benceno, se

disolvieron 83 mg de acetato de germanicol y fue hervido a reflujo con
solucidén de hidréxido de potasio en etanol 10¥ (10 ml), durante una
hora. E1 producto de la reaccidn se diluyd con 20 ml de agua y se
extrajo con benceno (3 x 20 ml). El extracto bencénico lavado y secado
se evaporé a seco. El residuo fue recristalizado de acetona para dar
agujas blancas de germanicol (52 mg) de p.f. 176-1779, bqégz + 5,4

(e. 1,82 cloroformo). Sus propiedades f{sicas (p.f. mezcla) y espectros-
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cépicas ( I.R. superponible, R.M.P.), coincidieron con los de una muestra

auténtica.

Aislamiento de germanicol libre. Las fracciones 26-=31 de la columna de

purificacion del extracto en éter de petrdleo (Tabla 8 ), dio una man-
cha de Rf 0,30 (sflica gel, cloroformo), que recristalizada de acetato
de etilo varias veces, dio agujas blancas de germanicol de p.f. 176~
1772, [o(] ;8:' +6,3 (c. 3,12 cloroformo).

Las propiedades f{sicas (p.f. mezcla) y espectroscédpicas ( I.R,

superponible, R.M.P,) coincidieron con las de una preparacidn anterior.

Preparacidn de acetato de germanicol, Se adaptd el método de Simpson

(1944). A 120 mg de germanicol de p.f. 174-1752 disuelto en 4 ml de
piridina, se le agregaron 4 ml de anhidrido acético y se dejd a tempe-
ratura ambiente. Luego de 20 hs, la mezcla fue volcada sobre 10 ml de
agua helada y el precipitado formado (125 mg, 95%), se filtrd y se secd.
Recristalizado de acetona, dicldminas de acetato de germanicol de p.f.
270-272°,E>L]§0=+ 17,4 (c. 2,73 cloroformo). Literatura, Simpson
(1944) p.f. 274-2762,

Benzoato: se prepard segin la técnica habitual (Simpson, 1944), con
cloruro de benzoflo y piridina a 100° (3 hs). Recri:stalizado de ben-
ceno~alcohol (3:1) dio ldminas brillantes de p.f. 263-265%; L{]io =

4+ 37,2 (c. 2,78 cloroformo). Literatura, Simpson (144), p.f. 269-

2709 ; H ;9°= +39,0
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I,R, (BrK): 1720 (carbonilo de benzoato); 780 cm.-1 (aromético monosus-
titufdo).
R.M,P, (00013): 0,7; 0,903 0,92; 0,9; :.,00; 1,07 (24 H, m,8 x CHy-);
473 (1 Hy m, H-C5); 4,87 (1 K, 8, H-Cyq)3 7,50 (3 H, m,
ArH); 8,07 (2 H, m, ArH) ppm.

Preparacidn de trans-cinamato de germanicol. Se prepard segin el méto-

do empleado por Cohen (1908) para sintetizar el trans-cinamato de

ﬂ-ﬂmirina, haciendo r:accionar cloruro de trans-cinamoflo con germa-
nicol, como se indica mas abajo.

El cloruro de trans-cinamo{lo necesario, fue preparado segun
Womack y McWhirter (1940). En un baldn de 25 ml, se mezclaron 4,5 g
de dcido t-cindmico comercial (p.f. 137-1389, etunol), con 3,6 g de
cloruro de tionilo (p.eb. 75-75,5%, 531,64 g/ml). Se adaptd un refri-
gerante para reflujo, y se calenté en bafio de glicerina a 902 duran-
te una hora, El cloruro de dcido formado, se destilé bajo presién re-
ducida (899, 0,05 mm Hg), y se uso de inmediato.

Preparacidn del éster cinamico. A 87 mg de germanicol de p.f. 174-176°

disuelto en 5 ml de benceno, se agregaron 0,2 ml de piridina y 50 mg
de cloruro de t-cinamoflo, y se calenté a reflujo durante una hora.
Luego de ese lapso, se destruyd el exceso de cloruro de dcido con
10 ml de solucidn de bicarbonato de sodio 10%. La solucidn alcalina se
extrajo con éter etflico (3 x 5ml), y el extracto etéreo lavado y

secado sobre sulfato de sodio, se evapord para dar un sclido, que
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purificado por cinco cristalizaciones de acetato de etilo, did ldminas
prismdticas de p.f. 247-2599,Eﬂ]glo=:-+8,92 (e. 2,72 cloroformo), que
se identificé como trans-cinamato de germanicol.

Sus propiedades f{sicas (p.f. mezcla) y espectroscdpicas (I.k.
superponible, R.M.P,, E.M.) coincidieron con las del producto aislado

directamente de Morrenia brachystephana.

Oxidacion de germanicol. La oxidacion se llevd a cabo, empleando el

método de Jones (Bowers et.al., 1953) con solucidn de decido erdmico
en acetona. La solucidn de dcido crémico, se prepard agregando a 2,66
g de oxido ecrémico, 2,30 g de dcido sulfirico concentrado, y se llevd
el volumen a 10 ml con agua destilada.

Se disolvieron 92 mg de germanicol (p.f. 176-177%) en 30 ml de
acetona. A esta solucidn, agitada mecanicamente, se le agregd con una
microbureta, la solucidn de dcido crdmico, hasta que se mantuvo un
ligero color naranja persistente (0,3 ml). El exceso de dcido crdmico
se destruyd por adicidn de etanol, se diluyd con 30 ml de agua y se
extrajo el precipitado producido, con éter etf{lico (3 x 50 ml). El
extracto etéreo lavado y secado, se evapord a presidn reducida, y
el producto obtenido (85 mg, 92%), recristalizado de benceno-alcohol
(3:1), dio ldminas brillantes de germanicona de p.f. 184-185¢, Lit,
Dupont y Julia (1947), 1869; Gonzdlez y Mora (1952), 185-1869.

1,R, (nujol): 1680 (carbonilo de cetona); 850 cm'l (doble unién).Fig.27

R.M.P. (CDCl4): 0,75; 0,9%; 0,%; 1,03; 1,075 1,11 (24 H, m, 8 x C}_{a-);
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4’86 (1 H’ S, E-Cl9) pmo Fi ;ura 28)0
Los datos del espectro de R.M.P. coincidieron con los registrados

en la literatura (Gonzdlez et.al., 1971).

Transformacidn en medio dcido de acetato de germanicol. A una suspen-

sidn de 50 mg de acetato de germanicol (p.f. 272-274%) en 40 ml de
dcido acético glacial, se agregaron 1,3 ml de dcido clorhfdrico con-
centrado. Se calentd a reflujo en bafic de aceite, durante 3 hs ,
Luego de ese perfodo, se diluyd la solucidn con 40 ml de agua des-
tilada y luego de neutralizar, se extrajo con cloroformo (4 x 30 ml).
Los extractos cloroférmicos reunidos, se secaron sobre sulfato de
sodio, y se evaporé el solvente. El sélido obtenido (43 mg),de p.f.
crudo 182-189% y homogéneo por cromatograf{a en capa delgada, fue
recristalizado de alcohol / veces, para dar placas brillantes de
p.f. 203-205% que dieron el mismo Rf que el producto de partida en

3 sistemas de solventes distintos. (Sistemas VIII, IX y X).

Este producto de p.f. 203-2059, estudiado por cromatograffa gas-
1{quido, mostré ser mezcla de dos componentes en proporcidon aproxima-
damente equimolecular, uno de los cuales mostré un tiempo de tetencidn
similar al del acetato de germanicol original. (Tr, 9,37 min.).

Los intentos de separacidn de esta mezcla por cristalizacién o
métodos cromatograficos,no fueron efectivos.

Cuando se repitid la experiencia anterior con germanicol, tanto

en las condiciones anteriores, como empleando cloruro de hidr&geno
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seco, que se hizo pasar a través de la solucidn clorofdérmica del
compuesto que se deseaba transformar, el producto crudo aislado, luego
de diluir con agua la mezcla de reaccidn, recristalizado de etanol,
dio placas brillantes de p.f. 207-2092. Su estudio cromatogréfico
por c.g.l. mostrd la presencia de dos sustancias en relacidn aproxi-
madamente equimolecular, una de las cuales tenfa un Tr similar al
del germanicol de partida.

En este caso, tampoco pudo conseguirse la separacidn de los

componentes de la mezcla, tarea en la cual se continia trabajando.
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Hidrolisis alcalina del Residuo 1

Una parte del Residuo I (50 g) fue reflujada con agitacidn, con
una solucidn de 50 g de HOK en 50 ml de agua, 700 ml de etanol y 150
ml de benceno, durante 4 hs.

Se enfrid y se separé por filtracidn, un material gomoso insoluble
que se descartd.

La solucidn alcalina, se concentrd hasta un volumen aproximado
de 250 ml, se diluyo a continuacidn con agua hasta un volumen final
de 2,5 1ts, y luego se extrajo el insaponificable con éter etflico
(6 x 100 m1).

Los extracto: acuosos combinados, fueron acidificados (pH 2),
precipitando una mezcla de dcidos 3élidos de bajo punto de fusidn
(2,2 g) que se separaron y estudiaron posteriormente.

La solucidn etérea, lavada hasta neutralicad y secada, fue eva-
porada, y se obtuvo un sélido (7,6 g), soluble en benceno, jue anali-
zado por c.c.d. (sflica gel, cloroformo), mostré contener cos pro-
ductos que dieron positiva la reaccion de Liebermann-Burcherd, de
Rf 0,30 (color violeta) y kf 0,18 (color verde azulado), que demos-

traron ser, germanicol y mezcla de fitosteroles,

Separacidn y caracterizacidn de germanicol y fitosteroles. Una parte

del sélido obtenido (1,5 g), disuelto en 7 ml d2 una mezcla de é er de
petréleo-benceno (8:2), fue cromatografiada en una columna de sflica

gel (150 g, 34 x 3 cm), recogiéndose fracciones de 20 ml, y eluyéndo-
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las con los sistemas de solventes indicados en la Tabla 11l.

TABLA 11

Cromatograffa en columna de sflica gel de germanicol y fitosteroles.

Fr. N solvente relacién masa p.f. producto obtenido
elucidn v/v ng
1-5 eter de 8:2 -
petrdleo/
benceno
6-15 " 7:3 187 1/8B-1582 cristales Rf 0,30
16-65 " 6:4 422 138-1532 eristales Rf 0,30
66-115 " 1:1 461  101-115¢ cristales Rf 0,30 y 0,17
116-140 " 3:7 115 117-128¢ cristales Rf 0,18
141-165 benceno 11 aceite
1196

Las fracciones 6 a 65 se reunieron y se evaporaron, separdndose

un sdlido (605 mg) que recristalizado de acetato de etilo, dio agujas

0
blancas de germanicol de p.f. 176-1778, [&]ZD]' =+6,1. Todos los datos,

f{sicos (p.f. mezcla), y espactroscdpicos (I.R., R.M.P. y EM.) y

derivados preparados (acetato y benzoato) coincidieron con los ante-

riormente descritos para el germanicol.

Las fracciones 116 a 140 reunidas y evaporadas, dieron un s6li-

do, que recristalizado de etanol, dio agujas de p.f. 139-140°,

[oqgoqz =34,2 (e. 1,85 cloroformo). Este producto analizado por cro-
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matograffa gas-1{quido (condiciones en Métodos Empleados), mostrd ser
una mezcla de dos comnonentes con tiempos de retencidn relativos
(Trr) al colesterol, Trry: 1,14 (18%); Trry: 1,32 (82%). Estas sefia-
les coincicdieron con los tiempos de retencion relativos de una mues-
tra auténtica conteniendo campesterol y sitosterol respectivamente.

El espectro de masa del producto de p.f. 139-140° coincidid ean
los datos de Knights (1967) para sitosterol contaminado con impureza
de campesterol, como se encontré por c.g.l. y que ya fue comentado en
la discusidn de la P'arte Experimental.

El producto de p.tf. 139-14(9 fue acetilado segin la técnica habi-
tual, con anhfdrido acético y riridina a temperatura ambiente, obtenién
dose un producto que recristalizado de etaunol, dio agunjas de p.f. 120~
1219,[04 §OQ= =422 (c. 1,12 cloroformo). Los datos de literatura
(Nishioka ¢t.al., 1965) para sitosterol y campesterol purificados po:
c.g.l. son: sitosterol, p.f. 137-1389, Edﬂgogz -~ 392; acetato, p.f.

209 200
120,5-121,59, [NJD = =439; camnpesterol, p.f. 158-159%, [dJD = -379;

208
acetato, pof. 11;4-1459, [d] D - .MQ °
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Estudio del extracto metandlico. El extracto metandlico obtenido de

la extraccion del material vegetal, fue concertrado a dos litros,
obteniéndose un jarabe de color oscuro. En el curso de la evanoracidn
se produjo un precipitado cristalino, que se filtrd, y lavado con me-
tanol, dio 83 g de un producto que se caracterizd como cloruro de pota-
sio.

Una muestra de este jarabe disuelta en metanol, fue analizada
por cromatograff{a bidimensional en papel, visualizando las manchas
con los reveladores generales de flavonoides (Ver Métodos Cromatogra-
ficos). Dio cinco manchas de buena intensidad, tal cual se indica en

la figura 29,

Rfp

O
-

=]

FIGURA 29

ify

La mancha de RfA: 0,65; Rfg: 0,0 es caracter{stica de clorofila.
Las otras cuatro manchas, fueron caracterizadas posteriormente camo:

a) luteolina (Rfy: 0,54; Rfg: 0,03); b) glucoluteolina (Rfy: 0,42;
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Rfg: 0,12); ¢) isoquercitrina (RfA: 0,49; Rfg: 0,28) y d) rutina
(Rfy: 0,46; Rfp: 0,55).
Parte del papel dio una coloracidn homogénea de fluorescencia azul

(luz UV, 366 nm), donde no se distinguieron manchas intensas.

Fraceionamiento del extracto metanclico. Un litro de la solucidn meta-

ndlica concentrada (contenfa 610 g de residuo seco), se evaporo con
vac{o, afiadiendo pequefias cantidades de agua, hasta eliminacidn total
del metanocl, En estas condiciones se produjo un precipitado gomose,
que se mantuvo en suspensidn. Se afiadid agua con agitacidn, hasta un
volumen de 4 1t.

La suspensidn resultante, fue extrafda con butanol saturado de
agua (6 x 700 ml), obteniéndose dos fases. La fase inferior, predomi-
nantemente acuosa (de color amarillo claro), y una superior de color
marron oscuro, que se separaron en la forma habitual,

Las fases superiores reunidas, se lavaron con 700 ml de agua, que
se anadieron a las fases acuosas restantes.

Una determinacidn del residuo, sorre una alfcuota de las fases
acuosas reunidas, indicaron que las mismas contenfan 442 g de solidos,
los cuales no dieron positivo el ensayo de flavonoides, con cloruro
férrico y magnesio-dcido clorh{drico, y contenfan una cantidad abun-
dante de sales, y fueron descartados.

De la Tase superior, se e imind el butanol, por evaporacion con

agregado de agua, dando una su:pension acuosa que contenfa 170 g de
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sélidos totales. Esta s spensidn se llevé a un litro con agua, y se
extrajo en forma continua con éter etflico durante 6 horas, obte-
niéndose un extracto etéreo oscuro, cuyo residuo seco fue de 105 g.
Al concentrar este extracto, comenzo la precipitacidn de un sélido,
que se filtré cuando se habfa evaporado el 90% de la solucidn iniciel.

E1l filtrado, dio por cromatograffa bidimensional una mancha con
Rf,: O, 65; kfg: 0,0 correspondiente & clorofila, y no mostrd manchas
de flavonoides, por lo que se descartd.

El sélido amarillo lavado con metanol 85% pesd 1,82 g y dio por
cromatograf{a bidimensional RfA: 0,44; Rfg: 0,10, y fue caracterizado
como glucoluteolina.

La fase acuosa extrafda con éter en la operacion anterior, con-
tenfa 62 g de residuo seco, fue concentrada a vacfo afladiendo butanol
y destilando el azedtropo formado con el agua. Durante la evaporacion
se produjo u1 nuevo precipitado amarillo, que fue filtrado cuando se
habfa evaporado el 90f de la solucidn acuosa inicial. El precipitado
lavado y secado, pesaba 2,25 g y se comportd cramatogrdficamente, en

forma idéntica a la glucoluteolina separada anteriormente.

Caracterizacién de glucoluteolina. (3',4',5-tr1hidrox1-7-0—(B-D-gluco-

. piranosil flavona). Los precipitados obtenidos de los extractos etéreo
y acuoso, que contenfan la misma sustancia, se reunieron y se evanora-
ron, y el 8611do cristalizado de metanol, dio agujas amarillas de p.f.

256-2582, Su p.f. coincidid con el de un producto conteniendo 1,5
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moléculas de agua de cristalizacion, que no se eliminaron por calen-
tamiento a 1052, Literatura, Nakamura et.al. (1936), p.f. 258¢.

El punto de fusién de la glucoluteolina, es variable, de acuer-
do al solvente de cristalizacidn, as{ Hattori y Matsuda (1954) dan
para el sesquihidrato, un p.f. 233-234% (etanol), y este producto
aumenta su p.f. hasta 25,9 empleando agua con adicion de piridina,
para su cristalizacidn.

Analizada por co-cromatograffa en capa delgada con una muestra
auténtica, dio: Avicel, Sist. I, Rf: 0,12; Sist., II, Rf: 0,48,
Poliamida: Sist, VI, Rf: 0,35. Cromatograffa bidimensional: Rf,:

0,39; Rfg: 0,10.

Propiedades espectroscdpicas

U.V. (MeOH) A pgy : 255 (log. € 4,35); 266 inflexidn (4,31); 349
(4534). MeON&): 267; 299 inf.; 403. (Cl3A1): 279; 295 inf.
331; 427. (C13A1/C1H): 275; 292 inf.; 358; 383. (AcONa):
260; 265 inf.; 405. (AcONa/BO3Hq): 2593 374 nm. (Prec. I).
Los mdrimos de ebsorcidon y los desplazanientos de los mismos
por el agregado de los reactivos mencionedos, coinciden con los indi-
cados por Mabry et.al, (1970, p.%).
I.R. (nujol): 3300 (hidroxilo); 1670 (cetona aromética); 798,
730 cn~l (aromdtico).
R.M.P. (ClAC): corresponde al TMS éter derivado de glucoluteolina:

3,46 (3 H, m, glucosilo); 3,74 (3 H, m, glucosilo ; 4,9



(1H, m, glucosilo H-Cy); 6,30 (1 H, 4, J¢_g: 2,3 Hz, H-Cg);
6,42 (1 H, s, H-Cq); 6,62 (1 H, d, Jg_g: 2,3 Hz, H=Cga);
6,85 (1 H, ¢, Jg gt 9 Hz, J5 2 : 1 Hz, H-Cs1); 7,38 (2 H,
t, J5'_ &t 9 Ha; Jou_g': 2,3 Hz, H-Cgry H-Cor).

Las seriales correspondientes, coinciden con las descritas en la

literatura, Mabry et.al. (1970, p. 285).

Recuneracion de glucoluteolina. Al residuo TMS dter de glucoluteolina,

obtenido por evaporacidén & seco de la solucidn de C1,C, se le agregs
1 ml de metanol 50% y se dejo a temperatura ambiente durante una no-
che, El producto precipitado, se filtrd, lavé e identificd como glu-
coluteolina. (p.f., p.f.m. y co-cromatograffa fueron los indicados

[

anteriormente, dewostrando que no se habfa descompuesto el producto).

Heptaacetato de glucoluteolina. Se siguid el método empleado por

Tira et.al. (1969). A una solucidn de 70 mg de glucoluteolina en

0,5 ml de piridina, se le agregé 0,8 ml de anh{drido aceético, y se
dejé durante 12 hs a temperatura ambiente. Luego la solucidn se voled
sobre una mezcla de hielo y agua (5 ml) de la cual se filtré el hep-
taacetato, que recristalizado de etanol dio agujas blancas de p.f.
239-2419, Literatura Tira et.al. (1969), p.f. 228-231%,

U.V. (EtOH) A pg,.: 2533 265 inf.; 351 nm.

I.R. (nujol): 1730; 1240 cm-1 (acetato).

R.M.P. (CDCl3): 2,06 (12 H, s, . x CH3COp-glucosilo); 2,32 (3H, s,
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CH3C02-C41)5 2,34 (3 H, 8, CH300,=C31); 2,43 (3 H, s, CH3C0O,-
=C5); 4423 (2H, m, Hde Cy y C5 de glucosilo); 5,30 (3 H,
8, H de Cy 3 y 4 de glucosilo); 6,60 (1 H, s, H-C3); 6,73
(1 H, g, Jg_g® 2,5 Hz, y_-cé); 7,04 (1 H, 4, J¢_g: 2,5 Hz,
H<Cg); 7,38 (L H, 4, Jg1_ge: 9 Hz, H-Cg1); 7,77 (1 H, ¢,
Jsi_gi: 9 Hz, Jou_g4: 2,5 Ha; H-Cgi); 7,75 (1 H, 4, Joige:
2,5 Hz; H-C,,) ppm.

Las sefiales correspondientes coinciden con las descritas en la

literatura, Tira et.al. (1969).

Tri-O-metil luteolina. A una solucidn de 43 mg de glucoluteolina en

3 ml de metanol, se le agregaron 3 ml de una solucidn de diazometano
en éter. La mezcla se mantuvo refrigerada (52) Qurante 24 hs con agi-
tacion ocasional, afiadiendo mas solucién de diazometano, hasta persis-
tencia de color amarillo, En el transcurso de esta operacidn, aparecio
un 8dlido cristalino que se separd por filtracidn (20 mg), y fue hi-
drolizado con ClH 2N (5 ml) por calentamiento a reflujo durante una
hora. E1 sdlido que se separo al enfriar, fue filtrado y recristaliza-
do de metanol, dio cristales amarillentos de p.f. 280-2829, Hattori

y Matsuda (1954) p.f. 2842,

U,

. (MeOH) Apdx. 2543 269 inf.; 298 inf.; 358 nm.

= o}

I.R. (nujol): 3350 (hidroxilo); 2800; 1250 cifl(éter).

= )

M.P. (CDC15): 3,88; 3,915 3,95 ( 9 H, 3 s, 3 x CH30-); 6,15 (1 H, d,
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Jo-g: 2,5 Hz, H-C¢); 6,30 (1 H, 8, H-C3); 6,48 (1 H, d, Jg_g:
2,5 Hs, g-ce); 6,85 (1 H, 4, Jgi_gr+ 8 Hz, H-Cg51); 7,30

(1 H, 4, Jargr? 205 Hz, HC5');5 7,39 (1 H, ¢, Jgi_gi: 8 He,
Joi_gr: 2,5 Hz, HCg,)

Hidrolisis acida del glicdsido. Una solucidn de 300 mg de glucoluteo-

lina en 30 ml de dcido clorhidrico 2N fue calentada a reflujo durante
una hora. La suspensidn resultante se filtré y lavé. Se obtuvieron
189 mg de un producto (rendimiento 98,5%), que recristalizado de
etanol, dio agujas amarillas de luteolina de p.f. 328-3302, Perkin
(189), p.f. 330-331¢,

El punto de fusidn de una mezcla con una muestra auténtica, no
mostrd depresidn. inalizada po." co-cromatografia en capa delgada dio:
Avicel: Sist. I, Rf: 0,05; Sist, II, Rf: O,.4. Poliamida: Sist. VI,

Rf: 0,30. Cromatograf{a bidimensional: Rfp: 0,54; Rfp: 0,03.

Propiedades espectroscopicas

U.V. (MeOH) Apdy.: 253 (log€ £,66); 2 67 inf. (3,82); 293 inf. (4,37);
349 (4,42). (MeONa): 269; 325 inf.; 400. (Cl3A1l): 275; 302 inf.
332 inf.; 422, (Cl3A1/ClH): 276; 298 inf.; 360; 386. (AcONa):
269; 325 inf.; 401. (AcONa/BO3Hq): 260; 370; 430inf. nm.
(Proc. I).

1., (nujol): 3350 (hidroxilo); 1670 (carbonilo aromdtico); 850 en-1
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R.M.P, (ClLC): corresponde al TMS éter derivado de luteolina:
6,12 (1 H, d, Jg_g: 2,5 Hz, H-Cg); 6,30 (1 H, s, H-C3);
6,46 (1 H, d, Jg_g: 2,5 Hz, H-Cg); 6,82 (1 H, d, J51¢': 8 Hz,
H-Cgy); 7,28 (1 Hy a, Ty _g' 22,5 Hz, H-C21); 7,37 (1 H, e,
Jgo g2 8 Hay I g's 2,5 Hz, H-Cgu).
La posicidn de las sefiales coincide con las sefialadas por Mabry

et.al. (1970, p. 263)

Tetra acetil luteolina. Fue preparada adaptando el método ya indicado

de Tira et.al.(1969), con anhfdrico acético y piricina. El sdlido amor-
fo obtenido, recristalizado de benceno, dio agujas blancas de p.f.
223-2249. Nakaoki et.al. (1961) p.f. 222-2239,
I.R. (nujol): 1730; 1235 em~! (acetato).
R.M.P. (CDC13): 2,30 (3 H, 8, CH3C0,-); 2,33 (6 H, 8, 2 x CHxCO,-);
2,43 (3 H, s, CHyC0,-); 6,61 (1 H, s, H-C3); 6,89 (1 H, g,
J: 2,5 Hz, HC¢); 7,33 (1 H, @, Jg_g: 2,5 Hz, H=Cg); 7,45
(1 Hy d, Jgigst 9 Hz, B=C50)35 7,71 (1 H, d, Joi_g12 2,5 Hz,
H-C51)3 7,85 (1 H, ¢, Joi_grt 9 Hzj Joi_ge: 2,5 Ha, H-Cgt).
La posicion de las seiiales coincide con las sefialadas por Koeppen

y Roux (1965).

Tetra metil luteolina. A una suspension de 25 mg de luteolina en 5

ml de metenol, se le agregd en porciones 10 ml de una solucidn de

diazometano en éter. La mezcla se martuvo refrigerada (52) durante
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48 hs, con agitacidn ocasional. Por filtracidn, se separd un sdélido

amarillo palido, que recristalizado de alcohol-agua, dio agujas de

p.f. 190-1912, ]l iteratura, Narasimbachari y Seshadri (1949), p.f.

190-192°,

Propiedades espectroscopicas

R.M.P, (CDC13): 3,92 (3 H, s, CH30-); 3,99 (9 H, s, 3 x CH30-);
6,37 (1 H, 4, Jo-g: 2,5 Hz, E-Cy); 6,51 (1 H, d, Jg.g: 2,5
Hz, H-Cg); 6,59 (1 H, s, H-C3); 6,92 (L H, 4, J5ig: B Hz,
HC51); 7,28 (1L H, d, Joi_gis 2,5 Hz, H-Co1); 7,49 (1 H, ¢,

J5|_6': 8 HZ, J2'-6': 2’5 HZ, li.-C6|) pm.

Caracterizacidon de glucosa., El1 filtrado obtenido de la hidrdlisis

dcida del glicdsido (105 mg), llevado a seco, reveld la presencia de
glucosa por co-cromatograffa en placa delgada, Rf: 0,39 (Avicel, Sist.
IV, revelador: bencidina-écido tricloroacético, Bacon y Edelman (1951))
y ademds, comparacién con una muestra auténtica, por cromatograf{a

gaseosa, Tr: 10,1 min. (Condiciones indicadas anteriormente).

La solucidn acuosa restante, obtenida del extracto metandlico,
por extraccidn, primero con butanol y luego éter, volvioc a dar las
cuatro manchas caracter{sticas de los flavonoles y los glicoflavonoles
gue contenfa al comienzo de su tratamiento. Su separacidn se efectuc
mediante el empleo de una columna de poliumida, como se indica a

continuacidn:
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Cromatograf{a de la solucidn acuosa de flavonoides. Una parte de la

solucidn acuosa (extrafda con butanol y con éter etflico), contenien-
do 2,3 g de residuo, se disolvid en 20 ml de agua, y la solucidn re-
sultante se hizo pasar por una columna cromatografica de poliamida
(100 g, 5 x 43 cm) preparada camo se indicé en Métodos Empleados.
A continuacidn se eluyd con los sistemas de solventes indicados en
la Tabla 12. Se recogieron fracciones de 33 ml en un colector automd-
tico, separandose las mismas en base a la variacidn de las intens -
dades de absorcion de cada fraccidn (lectura a 280 mn).

El contenido de las distintas fracciones se estidid por c.c.d.
(Avicel, Sist, I), y cromatograffa bidimensional en japel. Segin las
condiciones empleadas, los flavonoides comenzaron a eluirse con

metanol 50%.

Caracterizacion de rutina y luteolina. Fracciones 101-123.

Esta fraccidn analizada por cromatograffa bidimensional, mostrd
la presencia de un producto de Rf,: 0,55; Rfg: 0,04, y otro de Rfp:
0,45; Rfp: 0,58, Estos compuestos fueron separados por cromatograffa
preparativa en papel, con el sistema de solventes I, y se confirmd
la presencia de luteolina (Sist. I, Rf: 0,03) y rutina (Sist, I, Rf:
0,51).

Una parte de las fracciones 101-123 (180 mg), se disolvieron en
metanol, y se depositaron en papel Whatmann 3MM para la cromatograffa

preparativa, tal como se indicd en la parte de Métodos Empleados.
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Cromatograffa de la solucidn acuosa de flavonoides en columna de

poliamida
Fr. N¢ Solvente peso reaccidn producto obt:nido
mg (x)
1-9 agua -
10-76 MeOH 20% 700 (-) aceite fluorescente azul
77-91 " 30% 90 (=)
92-100 " 40% 60 &)
101-123 v 50% 256 (4) sélido amarillo (rutina
y luteolina)
124-147 " 50% 300 (+) sélido amarillo (rutina
isoquercitrina y glucolu-
teolina
148-171 " 75% 78 (+) sélido amarillo ( isoquer
~ citrina e impurezas)
172-195 "o 75% 62 (+) sélido amarillo (isoquer-
citrina)
196-225 " 100% 8 (+) aceite.
226~ 23, ClH 0,5 N 10 (<)
235-2,8 ClH 1N aceite espeso oscuro

(x) reaccidn para fenoles con magnesio y dcido clorhfdrico.



151

Se desarrollaron los papeles hasti 2 ecm del extremo inferior,
y luego se evapord el solvente a temperatura ambiente. Las dos bancas
que contenfan los productos fendlicos, se separaron del papel y se
cortaron en trozos pequefios que fueron extrafdos con metanol acuoso
(85:15), repitiéndose este proceso hasta reaccidn negativa de flavo-

noides.

Luteolina (3',4',5,7-tetrahidroxi flavona). La evaporacidn del solven-

te, apresidn redu:ida, del elufdo de la banda de Rf: 0,03, dio sgujas
amarillo pdlido de p.f. 330-3319 idénticas a las obtenidas por hidrd-

lisis de glucoluteolina. (p.f.m.; co~crom.; !I.V.; I.R. superponible).

Rutina (3',4',5,7-tetrahidroxi-3-(6-0-X-L-rimnopiranosil- (%—D—gluco—
piranosil)-flavona. La evaporacion del solvente del elufdo de la ban-
da de Rf: 0,51, dio un sdlido amarillo, que recristalizado de agua,
dio agujas amarillas de p.f. 190-192% que coincidid con los datos re-
gistrados en la literatura, para rutina con 3 moléculas de agua de
cristalizacidn. [0(][2)0: - 40,4 (c: 0,861, piridina). Horhammer et.al.

(1966), quien hizo una s{ntesis de rutina, obtuvo p.f. 188-190¢2,
(o] 5°=- 36.9.

Su jdentidad fue confirmada por co-cromatograffa en capa fina,
Avicel, Sist, I, Rf: 0,51; Sist., II, Rf 0,593 Poliamjda, Sist. VI
Rfs 0,52. Cromatografia bidimensional, Rfy: 0,46; RfB : 0,55.

Sus propiedades espectroscovicas (U.V., [.R. y R.M.P.), coinci-

dieron con las registradas en la literatura.
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Hidrélisis dcida de rutina. Una solucidn de 250 mg de rutina en 15

ml de metano ., fue calentada & reflujo con 15 ml de dcido sulfurico
4% durante dos horas. El producto de la reaccidn se erfrid, primero
a temperatura ambiente, y luego en bafio de hielo, obteniéndose un sé-
lido emarillo que se filtrd y lavo con agua hast: neutralidad. He-
cristalizado de etanol 70% dio agujas de quercetina (102 mg, 98%),
de p.f. 300-301%, El punto de fusidn mezcla con una muestra autén-
tica no dio depresién.

Sus propiedades espectroscopicas (U.V.; R,M.P,), coincidieron
con las registradas en la literatura.

El filtrado de la solucion de hidrolisis, fue cromatografiado
en cape delgada (Avicel, Sist. IV, revelador, biftalato de anilina).
Dio dos manchas de Rf: 0,49 y 0,61 que corresponden a glucosa y ram-
nosa respectivamente. E1 andlisis por cromatograffa gas-l{quido
(glucosa,.Tr: 10,10 min; ramnosa, Tr: 5,66 min; condiciones ya indi-
cadas anteriormente), corrobord el resultado anterior, indicando,

sus dreas relativas, una relacidn 1l:1 entre ambos azicares.

Penta acetil quercetira. A 43 mg de la quercetina obtenida por hidré-

lisis de rutina, fuercn tratados en la forma habitual. Recristalizada
de metanol, dio aguja: blancas de p.f. 190-1929, Nakamura et.al,
(1936) dio p.f. 188-150%

I,k. (nujol): 1730 e~ (éster alifdtico).

R.M.P, (CDC13): 2,32 (12 H, 8, « x CH400,-)5 2,42 (3 H, 8, CH3CO,-
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en C3); 6,87 (1 H, 4, Jg_g: 2 Hz, H-Cg); 7,33 (1 H, 4,
J6-8= 2 Hz, B-CB); 7.33 (1 H’ d’ J5._6.3 9 Hz, _H_—CS');
7'69 (1 H' d, Jz.-6': 2 HZ. H"Cz')‘ 7.74 (1 H’ c, J5|_6|:

9 Hz; J,y_44: 2 Hs, H-C¢1) ppa.

Caracterizacidon de Isoquercitrina. (3',4',5,7-tetrahidroxi-3-0- B -

D-glucopiranosil flavona). Andlisis de la fraccidn 172-195,

Estas fracciones analizadas por cromatograffa bidimensional,
mostraron la presencia de un producto con Rf,: 0,49 y Rfp: 0,28,

Su purificacidn se efectud depositando hasta 180 mg de sélido
en solucién metandlica en papel Whatmann 3MM, que fue elufdo ecn
el sistema de solventes I. La banda conteniendo isoquercitrina
(Rf: 0,30) se separc del papel, y se eluyé con metanol 85%.

La evaporacidn del metanol a presidn reducida, dio 413 mg de
un 8dlido que recristalizado de metanol acuoso (70%), dio agujas
emarillo palido de p.f. 221-223%, que corresponde & un producto con
4 moléculas de agua de cristalizacién.[ﬁqu =- 36,62 (¢ : 0,66,
piridina). El punto de fusion mezcla con una muestra auténtica no
mostré depresidn. Hérhammer et.al., (1968) quienes hicieron su s{nte-
sis dieron p.f. 217-2189,[0q %6 = - 38,,7. Sando y Bartlett (1922)
dieron p.f. 220-222° para una muestra aislada de Zea mays,

Ansalizada por co-cromatograffa en capa delgada, dio: Avicel,
sist. I, Rf: 0,35; sist. II, Rf: 0,60; Polinmida, sist. VI, Rf: 0,35.

Cromatograf{a bidimensional: Rf,: 0,49; Rfp: 0,35.
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en C3); 6,87 (1 H, 4, Je-g: 2 Hz, HCg); 7,33 (1 H, 4,
Jg_g: 2 Hz, HCg); 7,33 (1 H, 4, Jsi_get 9 Hz, H-C5');
7,69 (l H' d’ J2"6': 2 Hz' ﬂ—Czi); 7,74 (1 H’ C, J5|_6|:

9 Hz; J,y 44t 2 Ha, H-C¢y) ppm.

Caracterizacidon de Isoquercitrina. (3',4',5,7-tetrahidroxi-3-0- (b -

D-glucopiranosil flavona). Anélisis de la fraccién 172-195,

Estas fracciones analizadas por cromatograffa bidimensional,
mostraron la presencia de un producto con Rf,: 0,49 y Rfg: 0,28,

Su purificacidn se efectué depositando hasta 180 mg de sdlido
en solucidn metandlica en papel Whatmann 3MM, que fue elufdo ccn
el sistema de solventes I, La  banda conteniendo isoquercitrina
(Rf: 0,30) se separd del papel, y se eluyd con metanol 85%.

La evaporacién del metanol a presidén reducida, dio 413 mg de
un 861ido que recristalizado de metanol acuoso (70%), dio agujas
emarillo palido de p.f. 221-223%2, que corresponde a un producto con
4 moléculas de agua de cristalizacién.[ﬂqu = - 36,62 (¢ : 0,66,
piridina). El punto de fusidn mezcla con una muestra auténtica no
mostrd depresidn. Horhammer et.al., (1968) quienes hicieron su s{nte-
sis dieron p.f. 217-2189,[0(] 12)6 = - 38,47. Sando y Bartlett (1922)
dieron p.f. 220-2229 para una muestra aislada de Zea mays,

Alalizada por co-cromatograffa en capa delgada, dio: Avicel,
sist. I, Rf: 0,35; sist. II, Rf: 0,60; Polinmida, sist. VI, Rf: 0,35.

Cromatograffa bidimensional: Rf,: 0,49; Kfg: 0,35.
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Sus propiedades espectr.ascopicas (U.V., R.M,P.) coincidieron

con las descritas en la literatura (Horhammer et.al., 1968).

Hidrdlisis dcida de isoquercitrina. Una solucién de 50 mg de 1so-

quercitrina en 5 ml de dcido clorh{drico 2N, fue calentada a reflu-
jo durante 2 horas. Luego se enfric, precipitando un sdlido amari-
1lo. Recristalizado de etanol 70%, dio quercetina de p.f. 310-313¢

la cual coincididé en todas sus propiedades f{sicas y espectroscopicas

con la quercetina obtenida anteriormente.
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ESTUDIO DEL LATEX DE FRUTOS DE M. BRACHYSTEPHANA

Se obtuvo el ldtex, tomando frutos frescos y maduros, a los cua-
les se le eliminaron las semillas., El resto fue prensado, obteniéndo-
se un lfquido de color blanco, viscoso, de aspecto lechosc.

A 130 ml de ldtex, se agregaron 230 ml de alcohol, y se calentd
8 ebullicién. La suspensidn se 1'iltré en c:aliente, obtenicndose una
solucidn hidroalcohdlica de color amarillo pdlido y un sélido resino-
so amarillo, que se descartd.

Por enfriamiento del filtrado anterior, y al concentrar, preci-
pitéd un sdlido blanco cristalino (4,73 g) que analizado por c.c.d.
mostrd la presencia de varios componentes que dieron positiva la reac-
cidn ce Liebermenn-Burchard, y con Rf 0,70; 0,58 (el mas importante)

y 0,32 (s{lica gel cloroformo).

Estos componentes fueron separados por pasaje a traves de una
columna cromatografica de sflica gel, en condiciones similares a las
indicadas anteriormente en las Tablas 8 y 10, Se obtuvieron los siguien-
tes productos, que fueron identificados a través de las constantes f{-
sicas que se indican: a) Rf 0,70: trans-cinamato de germanicol (1630
mg), p.f. 248-2509; [0(]%8: 48,74 co-cromat., p.f.m., I.R. superponi-
ble; b) Rf 0,58: acetato de germanicol (2380 mg), p.f. 272-274%, E%]éaz
+ 18,0; co-cromat., p.f.m., I.R. superponible; o) Rf 0,32: germanicol
(245 mg), p.f. 176-1779;[<41D8:+6,9; co-cromat., p.f.m., I.R. superpo-

nible .
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B. Morrenia conectens Malme

Una muestra de la parte aérea, molida y seca (1500 g), obtenida en
la ciudad de Formosa, se trabajé como se indicd para M, brachystephans.

La extraccion con solventes, dio un Extracto en éter de petrdleo,
102,3 g (6,8%); un Extracto en cloroformo, 34,5 g (2,3%) y un Extracto
en metanol, 255 g (17,1%).

Los tres extractos fueron estudiados prdcticamente en la misma for-

ma que se indico anteriormente.

Extracto en éter de petroleo. Este extracto fue fraccionado en una co-

lumna de sflica gel similar a la descrita en la Tabla 8,

Les primeras fracciones dieron una mezcla de hidrocarburos, que
se oristalizaron como se indicé y que analizada por c.g.l. dio: C27,
2,8%; Cogy 1,3%; Cpgy 8,28; Cyg, 2,6%; C31, 39,785 Cqy, 6,5%; Cy3, 33,3%.

Las fracciones elufdas oon una mescla de éter de petrdleo/benceno
en relacidn 8:2 se cromatograf{aron en una columa de s{lica gel simi-
lar a la descrita en la Tabla 10, de la cual se aislaron: trans-cina-
mato de germanicol, p.f. 248-2502 (acetato de etilo); EX]%O:+8,33
(¢: 2,21 cloroformo); co-¢romat., p.f.m., I.R. superponible, y aceta-
to de germanicol, p.f. 27..-2722 (acetona); B>q§0:+17,2 (c: 2,51 cloro-
formo); co-cromat,., p.f.m., I.R. superponible.

Las fracciones eluidas con benceno-cloroformo 1:1, dieron germa-
nicol, p.f. 175-1762 (acetona); kj]%gz-bﬁ.B (c: 2,30 cloroformo); co-

cromatograffa, p.f.m., I.}. superponible.
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El producto de la hidrdlisis bdsica, de una paste del extracto
en éter de petréleo, cromatografiado en una columna te sflica gel
similar a 1la indicada en la Tabla 11, permitio aislar la fraccion de
fitosteroles. Su identificacion se realizd por comparacion de los
tiempos de retencidn relativos al colesterol (T,p) en cromatografia
gas-1fquido. Se determiné la presencia de sitosterol y campesterol

en una proporcion aproximada de 8:2,

Extraoto en cloroformo. El1 contenido del miamo, no fue analizado, se-

gin lo explicado para M, brachystephana (reaceidn negativa de alcaloi-

des y de glicosidos cardenolidos) y fue descartado.

Extracto en metanol. Este extracto, estudiado por cromatograffe bidi-

mensional en papel, mostrd la presencia de cuatro flavonoides con Rf

idénticos a los encontrados en M. brachystephana,

Luego de efectuar una particion con solventes, como la anteriormen-
te descrita, combinando la cromatograffa en columna de poliamida con
cromatogruffa preparativa en papel, se aislaron: a) glucoluteolina,

p.f. 256-258% (metanol), p.f.m., co-cromat. en 3 sistemas (Sist, I, II
y VI); U.V. (con agregado de reactivos eapec{ficos). Su hidrélisis dio
luteolina, p.f. 325-328?, co-cromat., U.V., y glucosa, co-cromat. y
c.g.1.; b) rutina: p.f. 189-1919,5*]§2: -41,3 (e: 1,12 piridina); p.f.m.
co-cromat. en J sistemas; U.V., (con agregado de recctivos espec{ficos);
su hidrdlisis dcida, condujo a quercetina, co-cromet.; J.V. y ramnosa y

glucosa, co-cromat., c.g.l.
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La identificacidn de luteolina e isoquercitrina, componentes fla-
vonoides minoritarios, present..s en este extracto, se realizé por co-
cromatograffa en 3 sistemas de solventes (ademds decromatograffa bidi-
mensional), y por los espectros de absorcidn U.V., y el comportamien-
to de los mismos por adicidn de los reactivos habituales, que coinci-

did con los de muestras auténticas.
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C. Morrenia odorata (Hook. et Arn.) Lindley

Una muestra de la parte aérea de esta especie (1800 g), molida
y seca, se procesé como en los casos mencionados anteriormente.

La extraccidn con solventes, dio un extracto en éter de petro-
leo, 77,4 g (4,3%); un extracto en cloroformo, 32,4 g (1,8%) Yy un
extracto en metanocl, 306 g (17%). Como en los casos anteriores, el

extracto en cloroforao fue descartado.

Extracto en éter de pstrdleo. El contenido de este extracto fue frac-

cionado sn columnas de s{lica gel, como ya se ha indicado. Las pri-
meras frucciones elufdas con dter de petrdleo, dieron una mezcla de
hidrocarburos lineales de p.f. 66-699, cuyo contenido estudiado por
c.g.l, fue: Cps, 4,3%; Cx, 3,8%; Cog, 1,5%; C29, 10,4%; C30, 1,9%;
C331, 51,7%; C32, 1,9%; C33» 17,7%.

La eluciin con solventes de polaridad creciente, permitid ais-
lar: a) cinamato de germanicol, p.f. 240-2459, BXJ%I: 48,90 (e: 3,0
cloroformo) § co-cromat., p.f.m., I.R. superponible; R.M.P.; b) ace-
tato de germanicol, p.f. 266-2709, ki]gQ:+18,0 ; co-cromat., p.f.m.,
I.K. superponible; c) germanicol, p.f. 266-270¢, [ %8: + 5,9 (e: 3,0
cloroformo) ; co-cromat., p.f.m., I.R. superponible; d) mezcla de si-

tosterol y campesterol, identificada nvor comparacidn de sus tiempos

de retencidn relativos al colesterol pr c.g.l.

Extracto en metanol. Este extracto mostrd por cromatograffa bidimensio-

nal en papel, la presencia de 4 flavonoides que son los mismos encon-



trados en M. bruchystephana segin sus Rf.

Se hizo la particion habitual de este extracto, con butanol-
agua, y por cromatograf{a en papel preparativa, se aislaron:
glucoluteolina, p.f. 244-2469; p.f.m.; co-cromatograffa; U.V.;
rutina, p.f. 187-192¢, Bi]%o:: -40,2 (c: 0,8,piridina), p.f.m.,
co-cromatograffa; U.V.; luteolina e isoquercitrina, fueron identi-
ficados por co-cromatograffa (Sistemas I, II y V1), y espectrosco-

pfa U.V. con posterior agregado de los reactivos habituales.



161

D. OTRAS ESPECIES DE MORRENIA,

De algunas especies de Morrenia, solo se pudo disponer de peque-
fias muestras, por lo que fue necesario aplicar precedimientos que per-
mitieran una mayor sensibilidad en la deteccidn de los componentes si-
milares a los aislados en las especies ya indicadas, o compuestos rela-
cionados.

Con la experiencia adquirida en las tres especies de Morrenia an-
teriores, se .desarrolld un método, que luego se aplicd en forma siste-
mdtica, donde se combinan las diversas técnicas cromatogrédficas, que
demostrd ser lo suficiente sensible como para poder analizar muestras

de 1 g o mayo:es.

METOIO. 5 g dol vegetal seco y molido (parte aérea), se extrajeron en
Sohxlet hasta agotar, en forma sucesiva con éter de petrdleo, clorofor-
mo y metanol (100 ml de cada uno)(aproximadamente 3, 4 y 6 hs respec-
tivamente).

Extracto en éter de p:trdleo. Una parte del residuo de la evapora:ién

del solvente (100 mg uprox.) se disolvieron en 3 ml de éter de petrdleo
y fue cromatografiado en una columna seca de sflica gel (10 g, 12 x 1
em), r:cogiéndose fracciones de 5 ml, con los siguientes sistemas de
solventes: éter de petrdleo (30 ml); éter de petrdleo-benceno, 1l:1,

(40 m1); benceno (40 ml); cloroformo (40 ml) y metanol (40 ml). Las
fraccisnes con igual contenido, se reunieron, estudidndose individual-

mente, por c¢.c.d. y c.g.l. compardndose los Rf y Tr de sus componentes
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con muestras puras,

La cromatograffa preparativa en placa delgada (%00 u), de estas
fracciones, penm1t16 obtener en algunos casos, sustancias puras para
el andlisis por métodos espectroscdpicos y determinacidn de sus cons-
tantes f{sicas.

Otra parte del extracto en éter de petrdleo (50-100 mg), se hi-
drolizd en una mezcla de hidrdxido de potasio en eténol(lO%), 20 ml,
y 10 ml de benceno, durante 3 noras a reflujo. Luego la solucidn se
acidifi:6, y se extrajo con cloroformo, se sec el extracto clorofdr-
mico con sulfato de sodio y después de evaporar el solvente, se estu-
di6 su contenido por c.c.d. y c.g.l.

Extracto en cloroformo. Sobre este extracto se hicieron ensayos de

alcaloides y glicdsidos cardiotdnicos, ya mencionados. Para el caso
de las Morrenias, al obtenerse resultados negativos para ambos tipos
de sustancias, el extracto se descartd.

Extracto en metanol. Luego de concentrarlo a 1/5 del volumen inicial,

fue cromatografiado en placa delgada de celulosa (Sistemas I y II),
poliam:da (Sistema VI) y cromatograffa bidimensional en papel (c¢.b.p.)
Se comnararon los Rf con los de muestras puras de glicosidos flavonoi-
des y agliconas,

Cuando no hubo superposicién de manchas en la c.b.p., éstas se
cortaron y se eluyeron con metanol, empledndose la solucion, luego de
concentrarla, para obtener el espectro U.V. y estudiar su comportamien-
to frente al agregado de los distintos reactivos de desplazamiento.

(Ver en Métodos Fupleados, Espectros de Absorcidn liltravioleta).
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Siguiendo procedimientos andlogos a los recién descritos, se
analizaron pequefias muestras de todas las especies recibidas, y en

particular se aplicaron al estudio de M. Schulziana, M. stormiana y

M. stuckertiana.

Los resultados encontrados, son similares a los de:critos nara
las especies anteriores, observandose un predominio del trans-cinamato
de germanicol frente al acetato y al alcohol libre; miertras que en
el extracto en metanol, se observd la ausencia total o parcial de

loa flavonoides del grupo de la luteolina.

COMPUESTOS IDENTIFICADOS

Alcanos. Los porcentajes relativos par: las tres especicus, segin el

estudio por c.g.l., se transcriben en la Tabla 13.

TABLA 13

Alcanos identificados en M, schulziana, M, stormiana y M. stuckertiana

n® dt. de C. 23 24, 25 26 27 28 29 31 32 33
M., schulziana 1,13 0,5 2,1 1,7 2,8 2,0 4,7 2,7 4,2 4,6 27,6
M, stormiana 0,9 0,5 2,51,7 5,0 1,6 6,7 2,4 47,8 4,5 23,5

M. stuskertisna 0,7 — 2,9 — 7,3 1,2 8,8 2,1 51,5 4,3 19,5

Triterpenos y fitosteroles. Se aislaron los mismos productos ya des-

critos para las otras especies de Morrenia.

Para M, stormiana y M. stuckertiana, se pudieron purificar mues-
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tras de t-cinamato de germanicol sobre las que se hicieron constantes
f{sicas.

De la hidrolisis bdsice se aisld en todos los casos germanicol,
cuyas constantes coincidieron con las anteriormente descritas.

Las 3 especies contienen meszclas de fitosteroles en pequefia pro-
poreion, y por comparacidn de sus Tr en cromatograffa gas-1fquido, se
identificaron sitosterol y campesterol.

Flavonoides. Empleando métodos cromatogrificos como se deseribid

antes, se identificaron los compuestos flavonoides indicados en la

Tabla 14.
TABLA 14
( lucoluteclina Luteolina Rutina Isoquercitrina
M. schulziana - - + +
. stormiana - - + +
M. stuckertiana + - + +

Se efectud en todos los casos co-cromatograffa con compuestos
puros y los espectros de absoreidn ultravioleta, con el elufdo de
la cromatograffa bidimensional.

En ninguna de las tres especies se detectd otro tipo de compues-

tos flavonoides.
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APENDICE

DATOS DE RECOLECCION Y CLASIFICACION )E MUESTRAS RZIPRESENT/TIVAS DE

LAS ESPECIES VEGETALES ESTUDIADAS

Morrenia brachystephana Griseb,

SI 26597, Recolectada en mayo y junio de 1972 por el Sr.
Giacopello en las proximidades de la ciudad de Formosa.
Clasif. Ing. Burkart,

SI 26598. Mayo de 1972, Leg. Ing. Beflatena, ciudad de Con-
cordia, Entre Rfos, Clasif, Ing. Burkart.

Morrenia odorata (Hook. et Arn.) Lindley

LIL 51387,. Diciembre de 1972. Leg. M. Blanco, ciudad de
Castelar, provinciu de Buenos Aires. Clasif. Dr, T. Meyer.
Junio 1973. Leg. Sr. Zeiszeneis, ciudad de Bartolomé de las
casas (Formosa). Clasificada Ing. Burkart.

Morrenia conectens Malme

SI 26780, Julio y agosto de 1973, Leg. Giacopello, Formosa
Clasif. Ing. lurkart.

Morrenia schulziana Moyer

SI 26907. Noviembre de 1973. Leg. Dr. Schults, Colonia Benf-
tez (Chaco). Clasif. Ing. Burkart,

Morrenia stormiana (Morong) Malme

SI 2€906. Noviembre de 1973. Leg. Dr. Schults, Colonia Benf{-

tez (Chaeco). Clasif. Dr. Schultz.
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Morrenia stuckertiana (Kurts ex Stuckert) Malme

SI 26908, Febrero de 197,. Leg. Dr. Juliani, ciudad de Cdr-
doba. Clasif. Ing. Burkart,

SI son las siglas del Herbario del Instituto de Botdnica Darwinion
(Buenos Aires) ; LIL son las siglas del herbario del Instituto Miguel
Lillo (Tucumén), lugares donde se hallan depositadas las muestras de

las especies estudiadas.
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