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a obra contempla las meto-

dologias usuales para la extrac-
cién, aislamiento y determinacién es-
tructural de compuestos orgénicos de
plantas, principalmente de terpenoides,
esteroides, flavonoides, cumarinas,
cromenos, benzofuranos, xantonas,
quinonas y alcaloides. Cada uno de
estos grupos es discutido en términos
de métodos cromatograficos apropia-
dos y de sus caracteristicas espec-
troscopicas.

Con la informacién proporcionada en
esta obra se pretende impulsar las in-
vestigaciones fitoquimicas en el pafs,
tan necesarias para un conocimiento
cientifico-quimico de nuestros recursos
vegetales, orientando asi a un mejor
aprovechamiento de los mismos.

Olga Lock de Ugaz es profesora de
Quimica del Departamento de Ciencias
de la Pontificia Universidad Catdlica
del Perd.

Ingeniero Quimico, egresada de la Uni-
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su interés en la investigacién en pro-
ductos naturales contenidos en plantas
medicinales y en plantas de uso in-
dustrial.

Ha participado en numerosos eventos
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No hay nada que el esfuerzo perseve-
rante y el cuidado constante y diligente
no pueda vencer.

SENECA

PROLOGO A LA SEGUNDA EDICION

Los seis afios transcurridos desde la primera edicién han sido
de reafirmacién de la importancia de las plantas medicinales como
proveedoras de metabolitos secundarios o productos naturales. La
presente publicacién aparece en momentos en que se ha despertado
un inusitado interés mundial por una de ellas, la Uncaria tomentosa,
por los diversos efectos terapéuticos que se le atribuyen, algunos de
los cuales estan siendo cientificamente comprobados; ello demuestra
una vez mas la imperiosa necesidad de conocer sus principios activos
y en el cual la fitoquimica juega un rol trascendental.

Con esta segunda edicién ampliada y actualizada espero
nuevamente contribuir al desarrollo de la investigacién fitoquimica
en el pais, por supuesto, como parte de una investigacion multi-
disciplinaria, habiendo incluido en la presente dos grupos de
compuestos quimicos de creciente interés como son las xantonas y
las quinonas, asi como nuevos ejemplos.

Quiero agradecer a los lectores de la primera edicién por sus
comentarios y sugerencias, y a la vez comprometerlos a continuar
haciéndolos.

Mis reconocimientos muy especiales al grupo del laboratorio de
quimica orgdnica de la PUCP, en orden alfabético: Carmen, Isabel,
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Marisol, Ninoska, Olga, V. Hugo y a todos mis alumnos tesistas, con
quienes a través del quehacer diario en el laboratorio conocemos dia
a dia nuevas técnicas a aplicar en nuestras investigaciones fitoquimicas;
a mis amigos y colegas fitoquimicos de las diversas universidades
del exterior que me apoyan constantemente; a la Pontificia Univer-
sidad Catdlica del Peru, al personal docente y no docente de la seccién
quimica, al personal de la biblioteca de ciencias, por el aporte brin-
dado para esta publicacion; a mi esposo, y en particular, a mis queridos
hijos, quienes nuevamente digitaron el manuscrito y elaboraron las
férmulas.

Olga Lock de Ugaz
junio 1994
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Empezar es haber recorrido la mitad
del camino...
CONFUCIO

PROLOGO A LA PRIMERA EDICION

Las plantas son muy promisorias fuentes de nuevas drogas atin
en estos tiempos, se espera que muchas de ellas sean desarrolladas
en los siguientes 20 afios, pero esto sera posible s6lo si hay una estrecha
colaboracién entre botdnicos, farmacélogos y quimicos de productos
naturales. Lamentablemente, la experiencia demuestra que esto no es
general, salvo algunos programas desarrollados por la industria.

Es frecuente observar en la literatura ensayos biol6gicos hechos
en extractos crudos de plantas en los que se evidencia que los quimicos
no han estado involucrados en ellos; por otro lado, un nimero bastante
grande de plantas que tienen interesantes efectos biol6gicos han sido
muchas veces estudiados desde un punto de vista puramente quimico
y asi, aunque muchos compuestos han sido aislados de plantas de
interés bioldgico, el agente activo permanece todavia sin ser descu-
bierto.

Maés lamentablemente es atn, la situacién de nuestro pais, de
reconocida y abundante flora y que por sus condiciones climaticas
se hace muy variada, con una medicina tradicional de siglos de exis-
tencia, son muy escasas las investigaciones cientificas realizadas por
los peruanos; la mayoria de los conocimientos que tenemos de la
quimica de nuestras plantas han sido proporcionados por extranjeros,
que realizan expediciones y llevan material para estudios en sus
laboratorios. ' '
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Es urgente que tomemos conciencia de nuestro potencial eco-
némico y hagamos esfuerzos conjuntos para que luego de una in-
vestigacion bésica, llevemos estos resultados a nivel de industria
lldmese quimica, farmacettica, de cosméticos, de colorantes, etc.

Luchemos contra los escépticos que creen que todo estd des-
cubierto, que muy poco puede ya obtenerse de las plantas, o contra
los que creen que una investigacién de esta naturaleza es dépendiente
de la disponibilidad de instrumentos sofisticados y de enormes
edificios; recordemos estas palabras: “grandes edifi-cios y pequefios
personajes nunca hardn grandes instituciones; personas e imaginacion
son las mejores fuentes”.

El interés de incentivar las investigaciones quimicas en el Pert
me indujo a preparar esta obra que es una modesta contribucién al
estudio quimico de plantas en la que se pretende dar pautas de cémo
iniciar una ivestigacién fitoquimica, y de las diversas técnicas que
pueden emplearse para aislar y determinar estructuras de los llamados
Productos Naturales o Metabolitos Secundarios. Aunque el niimero
de técnicas utilizadas es bastante grande, mds atin en estos tltimos
afios con los adelantos cientificos; la intencién de esta obra es dar
aquellas que sean de facil acceso a nuestros laboratorios, aunque no
deja de nombrarse algunas més sofisticadas que por lo menos deben
ser conocidas como existentes.

Deseo expresar mis agradecimientos a los muchos investigadores,
autores de las referencias incluidas, porque sus esfuerzos combinados
a través de sus publicaciones han hecho posible presentar la in-
formacién en esta obra, y a la Pontificia Universidad Catélica del Pert
por las facilidades brindadas para la elaboracién de la misma. A la
Dra. Liliana Eguren por sus comentarios, criticas y sugerencias. A
mis hijos que, sacrificando sus vacaciones, escribieron a médquina el
manuscrito.

Esta obra puede ser utilizada como texto para estudiantes de
Quimica, Quimica Farmacetitica, Farmacologia, Biologia, Bioquimica;
y sera util a quienes trabajan en la investigacién fitoquimica. Desde
ya agradezco a los lectores por las criticas y sugerencias que pudieran
hacerme llegar.
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I

Generalidades sobre el andlisis fitoquimico

1. INTRODUCCION

Las plantas han sido desde la antigiiedad un recurso al alcance
del ser humano para su alimentacién y la curacién de sus enferme-
dades; éstas ultimas, llamadas plantas medicinales, eran veneradas
por las virtudes que se les habia reconocido, transmitiéndose sus
virtudes de generacion en generacion; nadie buscaba el saber porqué
0 c6mo actuaban, pero era un hecho incontestable y que parecia magico.

Atn en la actualidad cientos de plantas son utilizadas en la
medicina, pero la ciencia moderna, analizando y estudiando los efec-
tos terapetticos de las plantas, quiere precisar, comparar y clasificar
las diversas propiedades, no con el fin de disminuir esta confianza
en la naturaleza, sino para agrupar a las plantas de efectos similares,
para conocer los principios activos responsables de cortar, aliviar o
curar enfermedades, separarlos de las plantas que lo contienen,
determinar sus estructuras quimicas, procurar sus sintesis, proponer
modificaciones estructurales en busca de una fnayor actividad, y
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finalmente dar a conocer a la humanidad los resultados de estos
estudios. Un andlisis de esta naturaleza debe ser realizado como una
accién multidisciplinaria con la intervencion de botdnicos, quimicos,
farmacélogos, farmacognostas, entre otros.

La utilizacién de las plantas en la medicina no ha perdido in-
terés, segiin lo demuestra el hecho que durante alrededor de quince
afos (1959-1973), en el mercado de los Estados Unidos, el 25,0% de
las prescripciones médicas contenian principios derivados de plantas
(no menor de 24,0%, ni mayor de 26,0%); esta estabilidad permite
presumir que el porcentaje no serd diferente en estos momentos
(reportes de esta naturaleza no ha sido posible encontrar a nivel

nacional). Es también frecuente encontrar en estas prescripciones,
extractos crudos de plantas, aunque la proporcion es menor, alrededor
de 2,5%!.

Es conveniente comentar que si el extracto crudo posee el efecto
farmacolégico, podria parecer contradictorio el hecho de tener que
aislar el principio activo que contiene, y mas atin que la prescripcién
médica de este tltimo sea en porcentajes mayores; sin embargo, ello
es justificado si consideramos que:

e la ingesti6n oral del extracto puede tener en algunos casos menor
efecto que la aplicacion intramuscular del principio activo aislado,
y en este caso debe ser una substancia pura;

e debe conocerse la pureza y concentracion de la droga al admi-
nistrarse, lo que no serd posible al utilizarse directamente como
extracto;

e la concentracién del principio activo en las plantas es pequefio
(generalmente 0,1-2,0% en la planta, en otros casos menor que
0,01%).

Por otro lado, el aislamiento y conocimiento estructural de com-
puestos de plantas, podria dar a lugar a disefiar reacciones para pro-
ducir derivados semisintéticos, como ya lo indicamos; asi por ejemplo,
el uso de la diosgenina como materia inicial para la sintesis de la
mayoria de hormonas esteroidales usadas corrientemente en la me-
dicina, o dar pautas para la sintesis de compuestos similares como
el caso de la cocaina, que sirvié6 como compuesto modelo para la pro-
duccién de procaina y otros anestésicos locales. Es entonces de gran
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importancia aislar los principios activos de las plantas, y su locali-
zacion en las diferentes partes de las plantas o en los diferentes extractos
debe ser motivo de ensayos bioldgicos adecuados.

Un gran porcentaje de los principios activos de plantas estd com-
prendido dentro de los llamados Productos Naturales o Metabolitos
Secundarios, que son compuestos quimicos de estructura relativamente
compleja, y de distribucion mads restringida y més caracteristica de
fuentes botdnicas especificas, que los llamados Metabolitos Primarios;
éstos estdn universalmente distribuidos y participan en la actividad
celular de todo ser viviente. De los primeros, Productos Naturales
o Metabolitos Secundarios, podemos decir que no son indispensables
en las plantas que ocurren; no intervienen o quizés, mejor dicho, no
se ha descubierto ain una funcién metabdlica en la cual ellos in-
tervienen; son considerados articulos de lujo en la planta.

En la figura 1 se ilustra el drea general del metabolismo en los
organismos vivientes, en la que puede observarse, en la columna de
la derecha, los lamados Metabolitos Primarios: proteinas, dcidos grasos,
polisacéridos, etc., y en la parte inferior los Metabolitos Secundarios:
alcaloides, esteroides, terpenoides, flavonoides, etc.2. Algunos autores
han descrito a los Metabolitos Secundarios como Compuestos del Quimico
y a los Primarios como Compuestos del Bioquimico.

2. MARCHA FITOQUIMICA PRELIMINAR

Se ha desarrollado una serie de métodos para la deteccién pre-
liminar de los diferentes constituyentes quimicos en las plantas, ba-
sados en la extraccién de éstos con solventes apropiados y en la apli-
cacién de pruebas de coloracién3-5.

Un esquema sencillo se representa en la figura 2, para la de-
terminacion de alcaloides, saponinas y flavonoides.

Esquemas mds elaborados se indican en las figuras 3 y 4 para
la deteccion de los compuestos antes sefialados, y de otros como
antraquinonas, cardenélidos, etc.
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Fig. 1.- Area general del metabolismo en los organismos vivientes



Muestra seca y
molida

2-3g

+ 20 mL metanol,
etanol, cloroformo o

éter isopropilico: calentar
5-10 min. a ebullicién,
filtrar

extracto

concentrar
a 1/4 de volumen

+ gotas de + agua,

HCl 1% (el doble

de volumen),
sacudir 30 seg.

Alcaloides Saponinas
 Dragendorff  Prueba de la
« Mayer espuma

Fig. 2.- Marcha fitoquimica preliminar
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Muestra seca y molida
50g

EtOH 959/0
reflujar 1 hora,
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CHCl3 : EtOH (3:2)
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Dragendorff, Mayer,
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otros

=& 1 1

ext. EP residuo
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CCD bidimensional
silicagel, EtOH:H,0
EP:Acetona (80:20) (1:7), 60°C
y EP:Et0:HOAc
(75:25:1)
Rev. L.B. sol. B
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| |
Fl id Antraqui Taninos Saponinas
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FeCly

ccncentrar
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alcalinizar NaOH 200/o, :;‘e‘r"’:: ;31" L Pb (AcO); 590

ppdo filtrado
extraer con CHCl3, secar (NaySOy4),
concentrar, CC alimina neutra activada,
eluir con CHCI3:MeOH (90:10)

CCD silicagel
ext. SCC CH,Cly:MeOH:H,0 (87:12:1)
Rev. R. Raymond
Cardioténicos
CCD silicagel

CHCl3:Me,CO (90:10)
Rev. hidroxamato férrico
Rev. vainillina—ac. ortofosférico
Sesquiterpenlactonas
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Fig. 3.- Marcha fitoquimica preliminar



Muestra seca y molida
50g

+ 50 mL MeOH, macerar 20 horas
a temperatura ambiente, reflujar 4
horas, filtrar en caliente, lavar con

Taninos
R. Gelatina y

R. FeCl3 MeOH y llevar a 50 mL
separar 2 mL
ext. metanélico
Aminoécidos el resto,
R. de Ninhidrina llevar a sequedad/rotava-
por, extraer con 15 mL
Flavonoides HCI 19/0, a 50°C, filtrar
R. Shinoda sobre celita
insoluble solucién 4cida
lavar con H7O, secar, agregar " filtrar, enfriar,
S mL CHCl3, calentar, filtrar, alcalinizar con NH3,
secar (NapS0y), llevara S mL extraer en CHCl3 (2 x 25 mL)
fraccién b
fase cloroférmica fase acuosa
Esteroides i >
R. Liebermann Burchard lavar con Hy0, saturar con NaySOy
Quinonas secar (N2,S0y), (0.1 g de sal anhidra
R. Borntriger filtrar; a 50 mL CHCl3 por mL de soluci6n)

extraer con CHCl3:EtOH

(3:2),(2x 25 mL)
fraccién ¢ 1

Cardenélidos evaporar a sequedad
+ 2 mL HCl 190

R. Kedde evaporacion,
Esteroides +0.2mL CHCI3 4mL filtrar

R. Liebermann Burchard

filtrado i

Alcalgides fase cloroformica— Fiss ucuiasi

etanélica /" remanente
Javar con

sol. NagSO4 (10 mL),
secar NarSOy. filtrar,
llevar a 50 mL

fraccion e

fraccion d Flavonoides

R. Shinoda
evaporar a sequedad

+2.5 mL EtOH Leucoantocianidinas

R. Rosenheim

I l CHCl3 HCl 1970
Fi. - L ——— Cardenélid E ) Alealoid,
R. Shinoda R. Rosenheim anillos lactona triterpenos R. Mayer
a, f — insat. R. Liebermann- R. Dragendorff
R.Kedde Burchard

Fig. 4.- Marcha fitoquimica preliminar



3. METODOLOGIA EN EL ANALISIS FITOQUIMICO

En términos generales, un andlisis fitoquimico debe comprender
cuatro etapas bien definidas:

(a) recoleccién y clasificacién botdnica de la especie en estudio;
(b) extraccién, separacién y purificacién de constituyentes quimicos;
() determinacién estructural, y

(d) ensayos biolégicos y farmacolégicos.

Los ensayos biolégicos y farmacoldgicos deben ser realizados
a lo largo de todo el andlisis fitoquimico, su ubicacién como etapa
(d) es meramente el tener que indicarlo en algiin lugar dentro de
esta relaciéon de actividades.

Para la segunda y tercera etapa, vamos solamente a enumerar
las diferentes técnicas a aplicar (Tabla 1); en los capitulos sucesivos
se indican las condiciones a las cuales ellas pueden aplicarse mas
especificamente para cada uno de los Productos Naturales contem-
plados. Debemos resaltar que los métodos que se describen son los
mas ampliamente usados y que permitirdn obtener los primeros re-
sultados; posteriormente, el estudiante o investigador deberd desa-
rrollar su propia metodologia para resolver sus propios problemas;
el sentido comiin y la habilidad para pensar cosas son muy impor-
tantes. -

~ Por otro lado es recomendable que los aspectos tedricos de cada
una de las técnicas, estudiadas ya en otros cursos de su formaciéon
profesional, sean revisados para su mejor aplicacién, mds ain
considerando que dia a dia se desarrollan nuevas técnicas; por ejemplo,
en la resonancia magnética nuclear en los ultimos afios se ha intro-
ducido un amplio rango de técnicas altamente especializadas que
facilita la determinacién estructural, entre las correlaciones homo- y
heteronuclear mas utilizadas en productos naturales podemos men-
cionar la correlacion 1H-TH por COSY (Correlation Spectroscopy); la
correlacién 13C-13C por INADEQUATE (Incredible Natural Abundance
Double Quantum Transfer Experiment); la correlacién heteronuclear
13C-1H, HETCOR, por INEPT (Intensive Nuclei Enhanced by Polarization
Transfer) y DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer),
la correlacion 13C-1H a larga distancia por INAPT (Intensive Nuclei
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Assigned by Polarization Transfer) y COLOC (Correlation via Long-
range Coupling)*6.7.

4. ANALISIS FITOQUIMICO EN EL PAIS. IMPORTANCIA Y
PERSPECTIVAS

El Peru ha sido tradicionalmente un pais exportador de algunas
plantas aromaticas, medicinales y de colorantes; sin embargo, debido
a la competencia creciente de otros paises productores, su posicién
como exportador tiende a decrecer en beneficio de ciertos paises de
Asia, Africa y Europa; estos paises han tomado conciencia del po-
tencial de sus recursos naturales y han favorecido mucho sus programas
de desarrollo agricola e industrial; la India, por ejemplo, se ha con-
vertido en el principal abastecedor de gran variedad de plantas a
Europa, otros paises has concentrado sus esfuerzos en algunos re-
cursos, por ejemplo: Kenia que satisface el 70% de las necesidades
mundiales de piretro (como insecticida), Yugoslavia para la salvia,
Zaire para la papaina y quinina, Marruecos para la verbena y el senna,
Panamd para la ipecacuana, etc82.

El Perti puede recuperar su posicion de exportador si desarrolla
cultivos organizados de plantas medicinales, aromiticas y colorantes;
si efectda el control de calidad para apreciar la concentracién de prin-
cipios activos y mejor ain si en vez de ser exportador de materias
primas lo es de productos elaborados.

Por otro lado, en el pais por la gran riqueza de su flora, de
la cual varios miles de especies son conocidas, con varios cientos por
descubrir y con menos del 10% estudiadas desde el punto de vista
quimico y farmacolégico, un andlisis fitoquimico sistemético dard a
conocer nuevas drogas tan o mas importantes que las ya en aplicacién.
Con un programa de esta naturaleza, desarrollado en un periodo de
20 afios (1956-1976) en un laboratorio farmaceiitico de Estados Unidos
pudo descubrirse cuatro plantas de accion antitumoral, una de las

*  Se ha sefialado la técnica en el idioma ingles para mantener la abreviatura usual
en la literatura cientifica :



Tabla 1.— Técnicas generales a aplicar en un anélisis fitoquimico

L

De extraccién: En soxlhets. Maceracién. Percolacién. Arrastre de vapor.
Fluido supercritico.

II. De separacién y purificacion:

Cromatograffa de Papel, = Ascendente CPA
CP Descendente CPD
Circular CPC
Preparativa CPP
Cromatografia de capa Analitica CCD
delgada, CCD Preparativa CCDP
Bidimensional CCDB
Cromatografia liquida- Adsorcién
liquida, Particién
(de columna: CC) Exclusién
Flash
Al vacio

Intercambio iénico
Alta Performance, HPLC

Cromatografia en A la gota (DCCC)
contracorriente, Alta velocidad
CCC (HSCCC)
Cromatografia gas-1{

quido, CGL

Electroforesis

III. De determinacién estructural

Espectrométricas: Ultravioleta-Visble, UV-Vis
Inframrojo, IR
Resonancia magnética nuclear
de protén y de carbono-13: RMN-!H
RMN-13C
De masas, EM
Rayos X
Reacciones de coloracién y de precipitacién
Propiedades fisicas
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cuales el Catharanthus roseus conocida cominmente como “isabelita”,
abundante en nuestro medio como planta ornamental, ha dado lugar
al descubrimiento de los alcaloides vinblastina y vincristina, puestos
en el mercado en la década del 60 y de gran valor terapetitico en
el tratamiento del cancerl.

El andlisis fitoquimico podria ser orientado desde diferentes
puntos de vista aprovechando las experiencias de investigaciones re-
portadas en la literatura, asi por ejemplo:

e la literatura reporta varias especies de Dioscorea, especialmente
en la regién de la Selva, y de su contenido de diosgenina, de
gran importancia como materia prima para la producccién de hor-
monas esteroidales; debe propiciarse y buscarse la tecnologia para
la produccién de diosgenina a escala industrial.

e laliteratura reporta la presencia de lactonas sesquiterpénicas prin-
cipalmente en los géneros Ambrosia y Artemisia, las que por en-
sayos biolégicos se han demostrado que presentan accién
antitumoral y citotdxica, éstas podrian constituir un grupo de
plantas de estudio en la biisqueda de sesquiterpenlactonas
biol6gicamente activas.

e la literatura reporta varias especies del género Werneria en los
andes peruanos, que la medicina tradicional hace uso de éllas
para el tratamiento del cincer al ttero, como febrifuga, para el
tratamiento del reumatismo, de dolor de garganta, etc., sin embargo
hay escasos trabajos realizados en la parte quimica y farmacolégica,
por lo que propiciar su desarrollo seria importante, debido a que
estas especies son potencialmente fuentes de nuevas drogas.

Los ejemplos de esta naturaleza pueden ser interminables; en-
foques desde un punto de vista u otro podrian ser tomados en cuenta,
no importaria, de una u otra forma se estudia nuestros recursos con-
tribuyendo con ello a su conocimiento cientifico; ésto puede dar lugar
en el futuro a una explotacién racional de los mismos y por tltimo
se contribuye al desarrollo socioeconémico del pafs.

En las Tablas 2, 3 y 4 se da una relacién de plantas medicinales,
arométicas y colorantes, muchas de ellas conocidas en nuestro pais!011,
y de significacién econdmica en el mercado mundial. Para cada especie
se ha dado su nombre boténico, su nombre comun, la parte de la

11
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Tabla 2.— Plantas medicinales e insumos vegetales para la Industria Quimica

(Brot) A. Rich.

Especie Nombre Parte(s) Principio(s) % Usos
comiin utilizada(s) activo(s)
conocido(s)
Aloe vera Tourn savila, derivados hidroxi- laxativos, en cosméticos
zébila antracenos (como 28,0
barbaloina)
Artemisia annua qing hao artemisina antimalérico
Atropa belladona L.  belladona hojas, raices atropina, hiosciamina 0,13-1,7 estimulante del sistema nervio-
so, antiespasmddico, trata-
miento de Ulceras géstricas.
Berberis spp. raices berberina en diarreas.
Caesalpinia spinosa  tara frutos taninos mayor de  afecciones del estémago, cica-
(Molina) Kuntze 50% trizante, antiescorbitica.
Cassia senna L. senna hojas, vainas sennésidos Ay B (de- 2,545 estimulante laxativo.
rivados de antracenos)
Catharantus roseus isabelita hojas, raiz, ajmalicina (raices) 1055 tratamiento de leucemia.
(L.) G. Don flores vinblastina y vin-
cristina (hojas) .07
Cephalis ipecacuana  ipecacuana raices emetina 1,723 tratamiento de amoebiosis,

expectorante, emético, insecti-
cida.
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Especie Nombre Parte(s) Principio(s) % Usos
comiin utilizada(s) activo(s)
conocido(s)

Cinchona calisaya quina cortezas quinina, cinchonina, 6-10 antipirético, antimalérico, tra-

Weddel quinidina, cinchonidina tamiento de arritmia cardiaca,
propiedades astringentes y
amargas.

Chondrodendron curare raices, hojas, D-tubocurarina anestésico, relajante muscular.

tomentosa o género tallos, corte-

Strychnos zas.

Chrysanthemus piretro flores piretrina insecticida.

cinerariefolium

Croton lechleri sangre de latex taspina cicatrizante.

M. Arg. grado

Datura stramonium  chamico flores, hojas hiosciamina 0,25-0,55  accién sedativa y antiemética,

L. anticolinérgico, desérdenes

: gastricos, antiespasmédico.

Digitalis lanata hojas glicésidos cardioac- 1,0-1,4 actda en sistemas cardio-

Ehrh.; D. purpurea tivos: digoxina vasculares.

Dioscorea spp. tubérculos diosgenina 25 produccién de cortisonas y
hormonas sexuales.
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—
Especie Nombre Parte(s) Principio(s) Usos
comiin utilizada(s) activo(s)
conocido(s)
Glycyrrhiza glabra L. licorice rizomas, rai- glicirrizina demulcente y expectorante,
ces endulzane para diabéticos,

antiinflamatorio.

Krameria triandra ratafiia raices, hojas ratanina 17 astringente, accién hemostitica,

R. & P. diarreas.

Lonchocarpus nicou barbasco raices rotenona 6-8 insecticida.

(Aubl.) DC

Lupinus mutabilis tarwi semillas lupinona 2-5

Swett

Marsdenia condurango  cortezas de condurangina afecciones géstricas, anorexias

condurango Reich raices y gastralgias

Panax gingseng C.A. gingseng raices ginsendsidos febrifugo; regula presién de la

Meyer sangre por reduccién de nivel
de colesterol; estimulante y
afrodisiaco.

Peumus boldus Molina  boldo hojas boldino 0,1 estimulante digestivo, analgé-

sico




°] !

Parte(s)
utilizada(s)

Principio(s) %
activo(s)
conocido(s)

Rauwolfia serpentine
Benth

Rhamnus purshiane
D.C.

Rheum palmatum L.,
R. officinalis Baillon

Sylibum marianus
Gaertn

Stevia rebaundiana
Bertoni

Taraxacum officinale
Wigger

~ Tabebuia spp.

Taxus brevifolia Nutt

Uncaria tomentosa
(Willd.) U. guianensis
(Aubl.) Gmel

cdscara sa-
grada

ruibarbo

cardo santo

diente de
leén

iperox, lapa-
cho, tahuari

ufia de gato

cortezas de
raices

cortezas

rizomas, rai-

ces

hojas

raices

corteza, tron-
co

corteza, tron-
cos

ajmalicina, serpen-
tina 0,7-3

antraquinonas
frangulin A y B

emodina, etc.

silimarina, silibina,
silidianina

steviosidos 10
taraxasterol, tara-

xerol

lapachol y derivados

taxol, diterpenos,

taxanos

alcaloides

oxind6licos, acidos
quindvicos, taninos

hipertensién arterial, accién
sedativa.

estimulante laxativo.

accién catdrtica.

afecciones al higado.
edulcorante

diurético, desérdenes crénicos
en rifién e higado.
antitumoral.

antitumoral.

antitumoral, antiinflamatorio,
gastritis.
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Tabla 3.— Plantas aromatizantes

winterianos Jowitt

Especie Nombre Parte(s) Aceite esencial (a.e.) % a.e. Aplicaciones
comiin utilizada(s) componente(s)
principall(s)
: Allium sativum L. ajos bulbos antiséptica
Apium graveolens L. apio semillas 80% hidrocarburos terpe-  1,5-2,5 a., p., alimentos, aperitivo
nos (a-limoneno, selineno) diurético
Cinnamomum canela cortezas aldehido cindmico 0,5-1 a., p.
zeylanicum Garc. ex Bl 42-75%
Citrus limonium L. limén frutos citral, limoneno a.
Citrus sinensis Osbeck naranja frutos limoneno 90% a.
Coriandrum sativum L. culantro semillas linalol 50% 0,2-2 a., carminativo, estomaquico.
Cominum cyminum L. comino semillas aldehido cuminico 2,54 a., estimulante, estomaquico,
35-62% carminativo.
Curcuma longa L. palillo rizoma turmerona 60% 4-5 a.
Cymbopogon hierbaluisa citral a.
citratus (DC) Stapf
Cymbopogon citronela frutos citronelal a., p., desinfectante.

a: aromatizante, p: perfumeria




L1

Linné

Especie Nombre Parte(s) Aceite esencial (a.e.) % a.e Aplicaciones T
comiin utilizada(s) componente(s)
principal(s)
Eucalyptus globulus eucalipto hojas cineol 80% 13 bronquitis y catarro.
Labill
Eugenia clavo de olor eugenol 84% 15 a., p., medicina.
caryophyllata Thunb.
Matricaria manzanilla flores chamazuleno (0-15%) 0,25 a., antiespasmédico y sedante.
chamomilla L. bisabolol (10-15%)
farnesano (15%)
Melissa officinalis L. toronjil hojas citronelal, 0,01-0,2 a., sedante
citral
Mentha arvensis L. menta flores, mentol (50-70%), men- 1.2 a., inflamaciones vesiculares,
hojas tona antiespasmédica, antiséptica.
Minthostachys mollis muiia hojas, a., conservador, carminativo
(Kunth) Griseb. flores, estomacal.
.Myristica fragans nuez mos- semillas o, y B-pineno, sabineno 4-15 a.
Houtt. cada
Ocimum basilicum albahaca toda la linalol, metilchavicol 1,8 a.
Linné hierba (60%)
Origanum vulgare orégano hojas timol y carvacrol 0,1-1 a., fungicida, antihelmintico,

espasmolitico, carminativo,
diurético.
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Especie Nombre Parte(s) Aceite esencial (a.e.) % a.e Aplicaciones
conuin utilizada(s) componente(s)
principal(s)

Petroselinum sativum perejil toda la miristicina, feladreno 1-2 a.
Hofm planta

semilla 2-7
Pimpinella anisum anis semillas anetol 84-87%, metil 1,5-3,5 a., estimulante, antiespamédi-
Linné chavicol co.
Piper nigrum L. pimienta bayas felandreno (alcal. pi- 12,5 a.

blanca perina)
Rosmarinus officinalis romero arbustos borneol, cineol 1 a., estimulante estomacal,
Linné antiespasmédico.
Salvia officinalis L. salvia hojas tuyona 35-40% cineol 1,8 a., estimulante y antidiaforé-
14%, canfor 7-8% tico.
Satureja spp. panizzara hojas carvacrol 1 a., espasmolitico, carminativo,
expectorante.
Schinus molle L. molle frutos pineno,
felandreno

Thymus vulgaris L. tomillo flores, carvacrol, 2,5 a., antiséptico, estimulante de

hojas timol las vias digestivas y circula-

torias, antiespasmédico.

Zingiber officinales gengibre, rizomas canfeno, felandreno, 13 a., saborizante en medicina,
Roscoe kioén zingerona alimentos.
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Tabla 4.— Plantas colorantes

Especie Nombre Parte(s) Pigmentos % Aplicacién
comiin utilizada(s)

Amaranthus caudatus kiwicha inflorescencias amarantina colorantes para alimentos.

var. atropurpurea.

Berberis lutea R. & P. tankar raices berberina, otros tefiido de fibras.

Beta vulgarias L. betarraga tubérculos betanina colorante para alimentos.

Bixa orellana L. achiote semillas bixina, norbixina 1,5-2,5 colorante para alimentos; pro-
piedades medicinales: curacién
de quemaduras, antidisenteria,
alivia dolor de cabeza.

* Coccus cacti cochinilla insectos ac. carminico 15-18

Curcuma longa L. palillo rizomas curcumina 0,3-5,4 colorante para alimentos.

Opuntia soeherensii ayrampo semillas betanina colorante para alimentos.

Bredt

Tagetes erecta L. marigold flores xantéfila 0,6-0,9 Flor: alimentos balanceados.

g/Kg. Xantofila: industrias alimen-

tarias.

Zea mays L. maiz morado corontas antocianinas 1,2-1,8 colorantes para alimentos.

* insecto




planta utilizada; se ha tratado de indicar el o los principios activos
conocidos y su concentraciéon. En algunos casos de plantas
aromatizantes y colorantes ademas de su uso como tales se les conoce
otras acciones medicinales, las cuales también se indican. ]

Estas Tablas han sido elaboradas en base a la experiencia personal

y a una serie de datos recopilados de fuentes de informacion nacional
e internacional, oral y escrita.
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II

Terpenoides y esteroides

1. INTRODUCCION .

El término terpenoide se refiere a un grupo de substancias que
tienen un origen biosintético comun y que siguen la llamada “regla
del isopreno” esbozada por Wallach en 1866.

Pueden clasificarse como monoter-

penos (C,), sesquiterpenos (Cys), CH, =C — CH=CH,
diterpenos (C,(), sesterpenos (C,g), |

triterpenos (Cgp), y tetraterpenos (Cyg), CH,4

segin el namero de unidades de

isopreno (2,3..8) que los forman.

(Fig. 1) Fig. 1.- Estructura del isopreno

El amplio uso de los terpenoides, tanto en la industria como
en la medicina, ha despertado el interés por encontrar nuevas fuentes
y por el conocimiento de nuevas estructuras quimicas.
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2. BIOSINTESIS. GENERALIDADES

Aunque se sefiala la unién de unidades de isopreno como ruta
biogenética debemos destacar que el verdadero precursor de los
terpenoides es el pirofosfato de -A3- isopentilo, el cual es formado
del acetato via dcido mevaldnico. En la figura 2 se indica el esquema
general de la biosintesis de los terpenoides y esteroides.

La formacién del 4cido meval6nico, su conversion en pirofosfato
de -A 3- isopentilo y la isomerizacién de éste en pirofosfato de
dimetilalilo se observa en la figura 3; puede notarse en la figura 4
la unién cabeza-cola de las unidades para formar esqueletos de 10,
15 y 20 carbonos, y la dimerizacién de estos dos ultimos, C;5 y Cy,
por unién cola-cola para dar lugar a los terpenos de 30 y 40 carbonos
respectivamente!.2. En la figura 5a., se puede observar la subdivisién
en unidades isoprénicas en las estructuras del mirceno y farnesano,
en algunos casos puede ocurrir excepciones como el acido crisantémico,
figura 5b., en el cual a pesar de tener un niimero de d4tomos de carbono
muiltiplo de 5, la disposicion de las mismas impide la subdivisién
en las mencionadas unidades.

El gran nimero de terpenoides aislado de plantas ha sido ori-
ginado por la facilidad con que estos esqueletos carbonados sufren
reacciones de ciclacién y reordenamiento del tipo ion carbonio,
hidrataciones y oxidaciones, dando asi lugar a compuestos de estruc-
tura ciclica y aciclica, saturados o insaturados, con uno o mas grupos
funcionales (hidroxilos, aldehidos, cetonas, etc.)

3. ACEITES ESENCIALES

Son llamados asi los constituyentes odoriferos o “esencias” de
una planta. El término aceite, probablemente, se origina del hecho
que el aroma de una planta existe en las glandulas o entre las células
en forma liquida, el cual al igual que los aceites grasos son inmiscibles
con el agua. La palabra esencial fue derivada del latin “quinta essentia”
que significaba el quinto elemento, asignado a estos aceites, ya que
la tierra, el fuego, el viento y el agua, fueron considerados los cuatro
primeros elementos.
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Acido Acético ————» mevalonato o dcido mevaldnico

~ Caucho ¢ Pirofosfato — A_3 — isopentilo
(poli—cis—isopreno) \.
/7)@
85
e
&('/('_
%
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d e
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/ di
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= m 0
e {n Ubiquinonas
r
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z
a .
c Triterpenos (Uno de los triterpenos)
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)
n
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Fig. 2.- Esquema general de la biosintesis de terpenoides y esteroides
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mirceno farnesano ac. crisantémico

(a) (b)

Fig. 5.- Compuestos de estructura (a) isoprenoide, (b) no isoprenoi&c

Ocurren en muchas especies de las familias de las Umbeliferae
(apio, comino, perejil, anis), de Rutaceae (limén, naranja, lima,
mandarina), de Labiateae (lavanda, romero, timol, orégano), de
Mirtaceae (eucalipto, clavo), Piperaceae (pimiento, matico), entre otras.

Pueden estar ubicados en las diferentes partes de la planta; por
ejemplo, en las coniferas estd en todo el tejido; en la rosa, sélo en
el pétalo; en el comino, en las semillas; en el clavo de olor, en el
brote 0 yema; en la lima, en los frutos; en la menta, en los pelos
glandulares de las ramas y hojas; en el costus, en las raices. Algunas
plantas tienen un aceite esencial que difiere en composicién a través
de la planta, la canela es un ejemplo, el aceite esencial obtenido de
las hojas contiene principalmente eugenol, de la corteza principalmen-
te cinamaldehido y de la raiz el canfor.

Los aceites esenciales quimicamente estdn formados por la
mayoria de los monoterpenos y algunos sesquiterpenos, y compuestos
aromaticos. En las figuras 6 y 7 se indican algunas estructuras tipicas.

Los monoterpenos y los sesquiterpenos son biosintetizados a
partir de los pirofosfatos de geranilo y de farnesilo respectivamente;
las reacciones de ciclacién, oxidacién'y otras, pueden originar las di-
ferentes estructuras (Fig. 8 y 9)1.2. Los aromaticos se biosintetizan a
través de la ruta shikimato que se sefialardA mas adelante.

Las aplicaciones de los aceites esenciales son muy variadas: son
ampliamente utilizados en perfumeria, como saborizantes de alimen-
tos, y en la medicina. Ejemplo: los aceites esenciales de anis, menta
y canela son carminativos y soporiferas; el de clavo de olor es analgésico
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Fig. 6.- Algunos monoterpenos y aromdticos volatiles
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Fig. 8.- Esquema biosintético para algunos monoterpenos
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dental y se utiliza ademds en la produccién comercial de vainillina;
el de pino es desinfectante y desodorante; el de eucalipto es expecto-
rante; los de valeriana y de lavanda tienen efectos sedativos. Cada
uno de los componentes aislados puede también tener una aplicacién
como el citronelal que es repelente de los mosquitos, el mentol como
calmante de dolores de muela y de garganta, como anestésico y
antiespasmoédico; el citral que tiene accion antihistaminica y es anal-
gésica en oftalmologia; el cineol-1,8 es expectorante y antiséptico, etc.

3.1. Técncias recomendadas
3.1.1. General

Los aceites esenciales son obtenidos del material fresco que los
contiene utilizando principalmente el clasico procedimiento de des-
tilacién por arrastre de vapor (Fig. 10); obtenido el aceite esencial
éste es secado con sulfato de sodio anhidro. Otros métodos usuales
son de: expresién, extraccion con solventes lipofilicos, y el enflorado;
este tltimo bastante usado en perfumeria, consiste en que los pétalos
de una flor, por ejemplo, se colocan y presionan entre dos laminas
impregnadas de grasa en las cuales se absorbe el aceite, el que luego
es extraido con alcohol3-5.

Las reacciones de color y de precipitaciéon pueden ser utilizadas
para determinar la presencia de determinados grupos funcionales: los
alcoholes pueden determinarse por la aparicién de un precipitado
amarillo debido a la formacion de xantato cuando la Ms es tratada
con CS, y KOH; los aldehidos y cetonas por la formacién de pre-
cipitado rojo, anaranjado o amarillo por reaccién de la Ms con 24-
DNFH; los ésteres reaccionan con una solucién alcalina de
hidroxilamina y aparecerd una coloracién pirpura cuando se agrega
gotas de solucion de FeCl,; los fenoles dan también coloraciones
caracteristicas con solucién de FeCly; las insaturaciones pueden ser
determinadas por la decoloracion de una solucion de bromo en CCl,
0 de una solucién acuosa de KMnO,; también es usada la prueba
de tetranitrometano que revela la presencia de insaturaciones cuando
aparece un color amarillo o rojo; los hidrocarburos aromaticos dan
coloraciones en presencia de una gota de formaldehido y un mL de
acido sulftrico5s. .
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Fig. 10.- Equipo para la destilacion por arrastre de vapor

El andlisis por CCD puede realizarse utilizando gel de silice,
y sistemas de solventes como benceno, tolueno, cloroformo, acetato
de etilo o mezclas binarias de éllos; ejemplos: tol:EtOAc (95:5, 937,
6 90:10), tol:CHCly (25:75). Para terpenos conteniendo dobles enlaces
las placas de gel de silice pueden prepararse con una solucién acuosa
de AgNO; al 2,5% y utilizar sistemas como benceno, bz:EtOAc:Me,CO
(1:2:2), o CH,Cl,: CHCl3:EtOAc:n-propanol (45:45:4,5:4,5); es también
usual preparar las placas con una solucién de NaOH 0,IN en vez
de agua, para evitar isomerizaciones. En general la CCD es més usual
para los compuestos oxigenados que para los hidrocarburos.

Como agentes cromogénicos pueden utilizarse: SbCl; al 5% en
CHCl,, solucién acuosa de KMnQy al 0,25%, H,SO, conc., vainillina-
H,50, o anisaldehido-H,SO,; las placas deben ser calentadas a 100-
105°C después del rociado para que se desarrollen los colores. Los
compuestos con dobles enlaces 0 con grupos ceténicos pueden de-
tectarse utilizando vapores de bromo o ser revelados con 2,4-DNFH,
respectivamente®7-9.
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La técnica mds usual para el andlisis cualitativo y cuantitativo
es la CGL. En el caso de un aceite esencial de composicién quimica
conocida podria ser suficiente un cromatograma de gases; en otro
caso seria indispensable un CG-EM para determinar cada uno de los
componentes, o realizar la separacién por CC o CCD, como se sefialé
antes, y cada uno de ellos analizados por espectroscopia UV, RMN
y EM. El andlisis por CG-EM para 64 aceites esenciales ha sido
reportado por Masadal?.

En las figuras 11 y 12 se muestran cromatogramas tipicos co-
rrespondientes a los aceites de eucalipto y de citronela respectiva-
mente. Puede observarse que en el aceite de eucalipto hay una
concentracion bastante alta de un componente, el cineol, mientras que
en el aceite de citronela se observa una mezcla mas compleja de
constituyentes.

3.1.2. Andlisis espectrométricos

El andlisis por métodos espectrométricos de un aceite esencial
constituido por una mezcla de compuestos puede ser utilizado para
obtener una informacién sobre su posible composicién, y asumir la
ausencia o presencia de determinado grupo funcional.

En el espectro UV, absorciones intensas entre 202 y 210 nm y
ninguna a mayores longitudes de onda seria indicativa de compuestos
saturados o de la presencia de insaturaciones aisladas; entre 215 y
250 nm de la presencia de compuestos insaturados, y entre 250 y
270 nm de compuestos aromédticos. Los espectros UV de los aceites
de eucalipto y de citronela (Fig. 13 y 14) indicarian la ausencia de
compuestos aromaticos 0 su presencia en muy pequefia concentra-
cién, no asi el del aceite de matico donde se observa absorciones a
longitudes de onda mayores de 250 nm (Fig. 15).

En el espectro IR, la presencia de alcoholes puede ser detectada
por las sefiales a 3600-3300 cm! y la naturaleza de ellos 1°, 2° 6 3°
por las sefiales a 1200-950 cm1, grupos carbonilicos por las sefiales
a 1800-1650 cm-1, insaturaciones o anillos aromaticos por las sefiales
entre 1670-1500 cm1l.
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Fig. 11.- Cromatograma gas-liquido del aceite de eucalip-
to (PE 3920 B, columna SE-30 en Chrom. W,
AW-DMCS 80/100 mesh, 0,22 mm d.i. x 1,8
m. longitud; programa de temperatura 4/80/8/250/
16, temperatura de inyector e interfase 250°C)
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Fig. 12.- Cromatograma gas-liquido del aceite de citronela
(PE 3920 B, columna 3% OV-17 en Chrom Q
100/120 mesh, 1,8 x 1/8", programa de tempe-
ratura 2/80/4/200/4, temperatura de inyector e
interfase 250°C)
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Fig. 13.— Curva de absorcién en el ultravioleta del aceite de eucalipto

En el caso de compuestos puros desconocidos, ademas de los
andlisis espectroscopicos anteriores, es indispensable el andlisis por
RMN vy por EM para la determinacion estructural.

En el RMN-13C los diferentes tipos de carbono en un terpenoide
presentan desplazamientos en los siguientes rangos: carbén metilico
a 10-30 ppm; metilénico a 20-45 ppm, metinico a 25-55 ppm; cuaternario
a 30-55 ppm; olefinico a 105-165 ppm; acetilénico a 65-95 ppm; al-
cohélico a 50-80 ppm y carbonilico a 180-220 ppm. En la figura 16
se muestra algunos terpenos con sus valores de desplazamiento
observados para los diferentes carbonos!!.12,

En el EM la aparicién de algunos fragmentos es indicativa de
la presencia de determinados grupos funcionales; por ejemplo, M+-
15, de metilo; M*- 43, de isopropilo; M+*- 18, de hidroxilo; de
fragmento m/z 29 a la presencia de grupo aldehido; de m/z 43 con
una intensidad de 100%, de acetato (Fig. 17). .
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aceite de matico
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Fig. 16.— Desplazamientos quimicos de RMN-13C de terpenos (valores de &
ppm relativos a TMS) (a y b pueden estar intercambiados)
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Fig. 17.- Fragmentaciones tipicas en la espectrometria de masas

En la figura 18 se observa las fragmentaciones que dan lugar
a los picos bases para el limoneno, o-terpineol, y alcohol feniletilico!O.
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Fig. 18.- Picos bases de limoneno, o-terpineol y alcohol feniletilico

3.1.3. Determinacion de los aceites esenciales

Las caracteristicas de un aceite esencial son dadas en forma
general mediante valores de indice de refraccién, gravedad especifica,
rotacion especifica, rango de temperatura de ebullicién, punto de
cristalizacién o congelacién, indice de acidez, indice de éster y mas
especificamente, cuando se conoce, en base a el(los) componente(s)
principal(es), como el caso del aceite del eucalipto que se expresa
como contenido de cineol; el de comino como aldehido cuminico (p-
isopropilbenzaldehido); el de limén expresado como citral; el de
citronela como citronenal; el de menta como contenido de carvona;
el de salvia, de tuyona; el de orégano como contenido de fenoles
(contiene principalmente timol y carvacrol); el de clavo expresado como
eugenol, etc. :
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Las definiciones y/o fundamentos de algunas de estas deter-

minaciones se indican a continuacion:

Indice de acidez del aceite esencial (IA): es el niimero de mg de
hidréxido de potasio necesarios para neutralizar los dcidos libres
contenidos en 1g de aceite esencial.

Indice de éster (IE) de un aceite esencial: es el nimero de mg
de hidréxido de potasio necesarios para neutralizar los acidos li-
berados por hidroélisis de los ésteres contenidos en 1g de aceite
esencial.

Determinacién del contenido de fenoles: basada en la transfor-
macién de los fenoles contenidos en un volumen conocido de aceite
esencial en fenolatos alcalinos y la posterior medicion de la frac-
cién de aceite esencial no transformado.

Determinacién de compuestos carbonilicos: basada en la fomacién
de oxima, y determinada por titulacién de HCI liberado de la
reaccién entre el compuesto carbonilico y el clorhidrato de
hidroxilamina.

3.2. Ejemplos de aplicacion

o Aceite esencial de eucalipto

De la destilacién por arrastre de vapor de hojas frescas de

eucalipto se obtuvo un aceite esencial de IA 04921 e IE 1.403913.

El CGL present6 dos picos principales con tr 194 y 320 segundos

correspondientes al o 6 £-pineno y cineol respectivamente (Fig. 11).

De la destilacién al vacio (5 mm Hg) del aceite de eucaliptb

se separ6 el cineol con una pureza no menor de 98% (Fig. 19a). El
cromatograma del cineol estidndar se observa en la figura 19b.
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El espectro RMN-1H del cineol se muestra en la figura 20.
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Fig. 19.-Cromatograma gas-liquido de (a) cineol obtenido del aceite de
eucalipto, (b) cineol estdndar (condiciones similares a Fig. 11)
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Fig. 20.— Espectro de resonancia magnética nuclear del cineol
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® Aceite esencial de comino, orégano, pimienta, hierbaluisa, palillo y
panizzara.14

Los aceites fueron obtenidos por destilacién por arrastre con vapor
de agua. En las figuras 21 a 26 se muestran los espectros UV, IR
y CGL.

o Aceite esencial de Lepechinia meyenii Walpl®

100 g de hojas secas de L. meyenii produjeron 1,86 g de un aceite
ligeramente amarillo (d=0,9836 g/mL, n20 1,4810). El aceite (0,283 g)
fue calentado con 30 mL de etanol y luego filtrado. El filtrado lechoso
se dej6 en reposo durante tres dias, obteniéndose agujas cristalinas
amarillentas las que luego de ser purificadas dieron 0,094 g de agujas
incoloras de pf 86,5-87°C. Las agujas fueron caracterizadas como el
sesquiterpeno guaiol por correlacion de sus datos espectroscopicos:

OH
guaiol

IR vor, el 3374 (OH), 2924, 2920 (CH,, CHy), 1370 (gem-dimetil),

max’

1150 (CO)

RMN-1H (350 MHz, CDCly), 1,19 (3H, s); 1,16 (3H, s); 0,98 (3H, d,
J=64 Hz); 0,95 (3H, d, J=6,4Hz) y sefiales complejas entre 1,2-
2,6 (13H), ppm.

RMN-13C (62,9 MHz, CDCl,) 15 sefiales a 139,99; 138,86; 73,52; 49,57;
46,26; 35,34; 33,74; 33,64; 30,89; 27,82; 27,33; 27,29; 25,90; 19,90;
19,73, ppm

APT: sefiales para 4 grupos metilos (19,73; 19,90; 25,90; 27,33); 5 grupos
metilenos (27,29; 27,82; 30,89; 33,73; 35,34), 3 grupos metino (33,63;
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Todos los cromatogramas fueron corridos en un HP 5890-A, columna capilar HP-1, 0.2 mm DI,
25m longitud, programa de temperatura 2/100/10/250/10; temperatura de inyector e interfase 250
°C. Los espectros UV fueron medidos en metanol y los IR en KBr.
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46,26; 49,57), 1 carbén cuaternario enlazado a un oxigeno (73,52)
y 2 carbonos olefinicos completamente subtituidos (139,99;138,86).

EM, 70 eV, m/z (int. relat.) 222 [M]* (2) (calculado para C;5H,.0),
204 [M-18] (20), 189 [M-H,O-CH,] (10), 161 [M-59] (100), 59

4. SESQUITERPENLACTONAS

Las sesquiterpenlactonas, derivadas biogenéticamente de los
sesquiterpenos, son una clase de productos naturales distribuidos
menos ampliamente que estos tiltimos y de ocurrencia predominante
en la familia Asteraceae (notablemente en géneros Artemisia y Ambrosia),
de alli que su distribucién permite ser aplicada a problemas
taxonémicos especialmente en los géneros nombrados y en otras
taxas!6-18. Del 25 al 80% de las lactonas sesquiterpénicas han sido
aisladas de especies de la familia Asteraceae.

Son substancias amargas que se encuentran en todas las partes
de la planta, en concentraciones que varian entre 0,01 y 8% del peso
seco, siendo las concentraciones mayores generalmente en las hojas;
son bastantes solubles en cloroformo y en éter etilico. Presentan gran
importancia por la variada accion biologica que han demostrado: accién
citotéxica, antitumoral, analgésica, inhibidores del crecimiento de
bacterias, entre otras!9-28.

El rapido desarrollo de las técnicas analiticas hace que el co-
nocimiento de estos compuestos haya incrementado notablemente en
los tltimos afios: prueba de ello son las aproximadamente 1100
sesquiterpenlactonas conocidas al afio 1980, contra las 600 en 1976,
las 350 en 1970 y las pocas decenas conocidas en 1950; son de es-
tructuras muy diversas, resultantes de una variedad de ciclaciones,
fusiones de anillo, oxidaciones, esterificaciones, etc., pero con un anillo
caracteristico de Yy -lactona-o,-insaturada.

Estos compuestos lacténicos son primariamente clasificados en
base a su esqueleto carbociclico como germacrandlidos, guaianélidos,
eudesmanélidos y pseudoguaianélidos, entre otros (el sufijo 6lido se
refiere a la funcién lactona) (Fig. 27). '
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Fig. 27.- Algunos esqueletos carbonados tipicos de sesquiterpenlactonas

Los estudios demuestran que el anillo de lactona se forma a
partir del grupo isopropenilo de un sesquiterpeno, a través de las
reacciones que se indican en la figura 28, produciéndose el cierre de
anillo en el C-6 6 el C-81.29,

[ E B R

3 i ¢ B =
e . OH
3
8 (O]
sy s, o] g L
l COOH CHO

lactomzacmn

iI’?:C 8 lactona

Fig. 28.- Formacién del anillo de lactona

C-6 lactona
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Se ha demostrado también que hay una relacion biogenética entre
el germacrandlido y las otras sesquiterpenlactonas segiin puede ob-
servarse en el esquema de la figura 2930,

Y 0
0
seco—eudesmandlido

i bakkendlido
0 0

elemandlido

eudesmandlido eremofilandlido
0
germacrandlido _
guaia nohdo

_ seco —guaxanohdo seco ——,pseudogua—
iandlido

seco—germacra- ; ; .
nohdo

pseu gualanohdo

psﬂotachmohdo

0.
cadinandlido 0 0
chrimoranoélido

Fig. 29.- Relaciones biogenéticas del germacranélido con otras sesquiter-
penlactonas
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Durante los ultimos afios han aparecido muchas publicaciones
relacionadas con el aislamiento, elucidacién de estructura y, quimica
de sesquiterpenlactonas. Los primeros estudios de este campo fueron
sumarizados por Korte en 195931; los pseudoguaianélidos por Romo
de Vivar en 196732, y por Herz en 196833; los germacrandlidos y
guaianélidos fueron revisados por Sorm en 197134; los eremofilanélidos
y bakkenoélidos por Pinder en 1977%. Una publicacién de Yoshioka,
Mabry y Timmermann en 197336, presenta los mas grandes esqueletos
tipo de sesquiterpenlactonas, con espectros de Resonancia Magnética
Nuclear de alrededor de 200 lactonas sesquiterpénicas de ocurrencia
natural, ademads de una breve introduccién a algunas transformaciones
quimicas tipicas de los varios tipos de lactonas. Los aspectos
biogenéticos han sido revisados por Fischer37.38 y Geissmanl29,
habiéndose producido un incremento en el estudio de estos compuestos
por su variada accién bioldgica.

En 1979 Fischer hace una nueva publicacién con estudios re-
portados para germacrandlidos, eudesmandlidos, guaianélidos,
elemandlidos, pseudoguaianélidos, eremofilanélidos, con méas de 1000
lactonas sesquiterpénicas de ocurrencia natural y 1313 citas biblio-
graficas30. Nuevas estructuras aisladas en los tiltimos afios se compilan
en el Natural Product Reports3940.

En la figura 30 se dan algunas sesquiterpenlactonas de recono-
cida accion bioldgica.

0
molefantinina allamandina ambrosina
Elephantus mollis Allamanda cathartica Ambrosia cumanensis
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CH3

O-HE) i

eupahisopina helenalina vernolepina
Eupatorium hyssopifolium Helenium autumnale Vernonia hymenolepsis
Analgésicos Inhibidor del crecimiento

] ! 0
(0] HO
0
0
santonina alantolactona
Inula sp.

Fig. 30.- Algunas sesquiterpenlactonas bioldgicamente activas

4.1. Técnicas recomendadas
4.1.1. General

Un procedimiento general para la extraccién y separacién de
las sesquiterpenlactonas se indica a continuacién:

A 100 gramos de hojas secas y molidas se le agrega 500 mL
de CHCl; grado técnico, y se deja en reposo durante una noche. El
extracto cloroférmico se filtra, el filtrado verde oscuro se evapora a
una masa resinosa, la cual es disuelta en EtOH 95% (250 mL). Si el
jarabe espeso no se disuelve facilmente la solucion se calienta a bafio
de vapor por 5 minutos, y se deja luego a temperatura ambiente.
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Se adiciona 250 mL de solucién acuosa de acetato de plomo al 4%
para precipitar los compuestos mas polares. Se filtra la solucién a
través de celita, el filtrado se concentra al vacio y luego se extrae
3 veces con 75 mL de cloroformo cada vez; los extractos cloroférmicos
se reunen, se secan sobre MgSO, anhidro y se concentran. Este extracto
cloroférmico contiene las sesquiterpenlactonas y en algunos casos
triterpenos y flavonoides altamente metilados; el nimero de lactonas
se determina por CCD usando silicagel G con sistemas como bz:Me,CO
(4:1) o CHCI3:Et,O (5:1) y revelando con vapores de yodo o con solucién
acuosa de KMnO, al 5%?21.

La separacién de las lactonas puede hacerse por CC disolviendo
5 g del extracto en bz:Me,CO (2:1) y cromatografiando sobre gel de
silice empacada en benceno, por elucién con benceno y mezclas de
bz:Me,CO de polaridad creciente. Cada fraccion se lleva a sequedad
y se comprueba por CCD. Las lactonas menos oxigenadas son eluidas
primero y las més polares en las fracciones mas polares. La cristalizacion
puede hacerse con EtOAc:ciclohexano o éter isopropilico.

Otros sistemas para eluir una CC de un extracto cloroférmico
o diclorometano, tratado o no previamente con soluciones acuosas
de acetato de plomo, son: CHCl;:Me,CO (95:5, 90:10, 80:20,...)41,
CHClj:acetato de n-propilo (7:3, 1:1, 2:3, 1:2)42, bz:EtOAc (8:2, 7:3,...)43,
EPEs0 G, 2135

En la CCD se utiliza ademads otros sistemas como bz:MeOH (9:1),
bz:Et,0 (2:3), CHCl3:Et,O (4:1), CHCl3:MeOH (99:1), EP: CHCl3:EtOAc
(2:2:1), y aunque la gel de silice es el adsorbente mas usual también
se reporta el uso de alimina en sistemas como bz:CHCl3, en mezclas
de polaridad creciente.

La técnica de HPLC ha dado buenos resultados para la sepa-
racion de mezclas de sesquiterpenlactonas, utilizando columnas de
fase reversa p-Bondapak C-18 y eluidas con una mezcla de MeOH:H,O
(s,

Como agentes cromogénicos aparte de los ya sefialados, puede
utilizarse H,50, conc. o al 50%, o vainillina al 1% en etanol; luego
del calentamiento de la placa por 5 min a 100-105°C apareceran
manchas verdes, amarillas, marrones, rojas o azules.
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Son también usuales las reacciones quimicas de color para de-
tectar el anillo de lactona, entre ellas la reaccién con cloruro de hidro-
xilamina y cloruro férrico para producir los hidroxamatos férricos
coloreados, o las pruebas de Baljet y de Legal56.

4.1.2. Andlisis espectrométricos

Debido a la gran variedad de esqueletos carbonados no es posible
dar caracteristicas espectrales de un tnico esquema; sin embargo,
algunos valores pueden ser caracteristicos como la absorcién UV entre
205-212 nm (e 14000-5000), la sefial a 1750 cm™1 en el IR para el anillo
de y -lactona-o,B-insaturada y la aparicién en el RMN-1H de dos
dobletes generalmente uno por debajo de 6,0 ppm y otro por encima
con J=1,04,0 Hz para los dos protones o-metileno del C-13 y con
acoplamientos geminales de 0,7 a 2,0 Hz. En el espectro de RMN-
13C es tipico el valor aproximado a 170 ppm debido al carbono lact6-
nico.

En el EM también los modelos de fragmentacién son bastan-
te diferentes, de acuerdo al tipo de sesquiterpenlactona; por ejemplo,
para esqueletos pseudoguaiandlidos puede revisarse las referencias
46 y 47.

Algunos ejemplos de sesquiterpenlactonas con sus valores
espectroscopicos reportados se muestran en las Tablas 14849, 241, 348,50),

4.2. Ejemplos de aplicacion
e Sesquiterpenlactonas de Neurolaena lobata (L.) R.Br.

250 g de hojas secas y molidas de Neurolaena lobata se extrae con éter
de petréleo (40-60°C, 500 mL) y luego con cloroformo (500 mL). El
extracto cloroférmico se filtra, concentra (8 g) y cromatografia en
silicagel con bz:EtOAc (8:2 y 7:3). De la primera fraccion se aisla 100
mg de neurolanina-B y de la fraccion bz:EtOAc (7:3) una mezcla de
lobatina-A y lobatina-B; esta mezcla fue posteriormente separada por
CCDP con bz: EtOAc (7:3) obteniéndose 28 y 21 mg respectivamente
(Fig. 31)43.
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Tabla 1.- Valores espectroscopicos reportados para la psilotachina C vy
altamisina48.49

EtOH
Uv )‘mé.x’

KBr
VOmax

nm 220 (e 10000)

IR (nujol) cm-! 1775 v-lactona
1730 &-lactona
1665 estir. C=C

RMN-1H, & ppm, CDCl;, TMS est.int.

H-15 1,00 3H, d, J=7,0 Hz)

H-14 1,27 (3H, s)

H7 340 (H, m)
psilotachina C43 H-6 4,66 (1H, d, J=9,0 Hz)
‘ H-13a 5,64 (1H, d, J=3,5 Hz)
H-13b 6,20 (1H, d, J=3,5 Hz)

UV 22 nm 212 (e 12700)

IR nfflgf cml 1768 y-lactona
1725 C=0 éster
3530 OHj.

RMN-1H, § ppm, CDCl;, TMS est. int.
H-14 12 (3H, s)
H-15 1,72 (3H, s.a.)
H-6 4,70 (1H, d, J=9,0 Hz)
H-13a 5,46 (1H, d, J=3,5 Hz)
H-13b 6,16 (1H, d, J=3,5 Hz)
OH *4 88 (s, intercambia

altamisina4? con D,0)
OCH,CH, 4,10 (2H, c,

=70 Hz)
OCH,CH, 124 (3H, t,

J=7,0 Hz)

* (en DMSO-dy)
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Tabla 2.- Desplazamientos quimicos de los protones del linearilobin-A41

I}
R=-C —CH(CHg)z
1o

linearilobin-A

Protén

H-1
H-2a
H-2b
H-3a
H-3b
H-5
H-6
H-7
H-8
H-%9a
H-9b
H-13a
H-13b
H-14a
H-14b
H-15a
H-15b
H-2'
C2-CH,

acetato
(en C-15)

8 ppm, (multiplicidad, J:Hz)

5,18 (dd, 12,5, 5,0)
1,63 (m)

2,40 (m)

2,40 (m)

2,64 (m)

504 (ad., 10,5)
527 (dd, 10,5, 8,5)
2,79 (m)

4,62 (m)

2,22 (m)

2,96 (dd, 15,0, ca 6,0)
5,62 (d, 3.0)

6,38 (d, 3.5)

4,56 (d, 12,5)

473 (4, 12,5)

4,51 (d, 13,0)

4,63 (d, 13,0)

2,50 (m)

1,18 (d, 7,0)

1,19 (d, 7,0)

2,12
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Tabla 3.— Desplazamientos quimicos (multiplicidad) de los carbonos de al-
gunos pseudoguaianélidos (en ppm relativos al TMS)48-50

ambrosina50 altamisina48, 49 psilotachina8

ambrosina altamisina psilotachina
C-1 474 134,3 (s) 41,6 (d)
2 163,4 25,7 (v) 232 (1)
3 130,9 343 (1) 306 ()
4 210,5 173,9 (s) 168,9 (s)
5 56,0 86,5 (s) : 89,4 (s)
6 80,1 85,9 (d) 85,7 (s)
7 445 419 ) 40,6 (d)
8 29,6 25,7 (v 21,8 (v
9 24,7 350 (v 309 (1)
10 33,7 1124 (s) 34,6 (@)
11 170,3 170,2 (s) 138,7 (s)
12 138,0 138,8 (s) 170,6 (s)
13 119,8 120,1 () 120,0 (v)
14 174 24,7 (c) . 184 (¢)
15 17,2 228 (c) 14,1 ()
16 60,2 (t)
17 14,3 (c)
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La Neurolaena lobata es usada en la medicina popular como
hipoglicemiante.

neurolanina—B lobatina—A lobatina—B

Fig. 31.- Sesquiterpenlactonas aisladas de Neurolaena lobata

e Sesquiterpenlactonas de Schkuhria pinnata var.pinnataSl

200 g de las partes aéreas fueron extraidas con Et,O: MeOH:éter
de petréleo (1:1:1). El extracto fue cromatografiado en columna de
silicagel. Las fracciones resultantes fueron sometidas posteriormente
a CCD y/o HPLC (RPg, MeOH:H,0,3:2), obteniendo diversas ses-
quiterpenlactonas, entre ellas las schkuhripinnatélidos A, By C, y
el 88-(4"-hidroxitigloiloxi)-3-dihidro-4£3, 15-dihidrozaluzanin C (Fig. 32).

8B-(4'-hidroxitigloiloxi)-3-dihidro-48,

15-dihidrozaluzanin C

Fig. 32.- Sesquiterpenalctonas aisladas de Schkuhria pinnata
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5. DITERPENOS
5.1. Generalidades

Comprende un grupo de compuestos de 20 4tomos de carbono
que puede presentarse en forma de hidrocarburos, alcoholes, cetonas,
‘lactonas y acidos carboxilicos, siendo estos tltimos conocidos desde
tiempo atrds como &cidos resinicos y obtenidos como componentes
de las oleoresinas exudadas por cortes en los troncos de pinos y abetos.

Se subdividen atendiendo al tipo de esqueleto carbonado, entre
otros, como biciclicos (tipo labdano y clerodano); triciclicos (tipo
pimarano, abietano, cassano, totarona y podocarpano); tetraciclicos (tipo
kaurano, beyerano, atisano, giberelano). En la figura 33 se sefialan
las estructuras de los hidrocarburos base y la relacién que existe entre
los diversos esqueletosl.

Los diterpenos, han sido clasificados también en base a sus pro-
piedades; entre los 4cidos resinicos ya nombrados, tenemos los acidos
abiético y agatico a los que se les atribuye funciéon protectora en la
planta; los diterpenos toxicos como los grayanotoxinas que ocurren
en las hojas de Rhododendron y son los responsables de la naturaleza
venenosa de éllas; y las giberelinas, un grupo de hormonas que
estimulan el crecimiento vegetal, de las cuales el mas comin es el
acido giberélico4.

Es de destacar que en los tltimos afios han sido reportados
muchos nuevos diterpenoides, como resultado de continuos estudios
fitoquimicos, siendo interesante el hecho que los tipos de esqueleto
encontrados pueden ser diferentes en las distintas partes de la planta.

Algunos diterpenos muestran actividad antitumoral como la
taxodiona aislada de Taxodium distichum, la jatrofona de Jatropha
gossypifolia, la gnidicina de Gnidia lamprantha, el ingenol del Euphorbia
escula; siendo quizas el taxol del Taxus brevifolia Nutt, el de mayor
importancia a la fecha (una amplia revision se presenta en la ref.54);
otros, muestran actividad irritante, t6xica o cocarcinogénica como los
ésteres de forbol aislados de especies de Croton y Euphorbia, actividad
anti-inflamatoria como el cajucarinélido de Croton cajucara; edulcorante
como el steviosido de Stevia rebaudiana. Otro ejemplo es el forskolin -
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S T
geramlgera.mlo taxano

cembreno (aciclico)
(monociclico)
(biciclicos) C@K\

labdano clerodano

TS (triciclicos)

podocarpano ;

abletano " pimarano cassano

o,

giberalano kaurano atisano

Fig. 33.- Diterpenos: hidrocarburos base
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de Coleus forskohlii, que en vista de sus propiedades ha sido consi-
derado para ser desarrollado como un agente para el tratamiento de
cardiomiopatia congestivos, glaucoma y asma52-62.

En general, estos compuestos pueden ser separados por las
técnicas cromatogréficas que se sefialaron para los terpenos menores
y las que se indicardn mas adelante para triterpenos.

'Algunos ejemplos se dan en la figura 34 y otros en las Tablas
4 y 5, con sus valores espectroscopicos reportados.

0
grayanotoxina-1
taxodiona

L.

HOHZC

ac. hardnickico (clerodano
Croton lechleri)
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ococ =CHCH3

FOCO(CH).CH

CH,OH
forbol
OR2 forskolin
|
OH
OH
\\ H
COZR
HOH .C 0 P ; 1y
R! = < N, ac. 16-hidroxicarndsico
HO g (Salvia apianor)
HO OH
0
HOH,C o \
R2 0
H0H2C 0
HO
HO OH
steviosido : cajucarinolido

Fig. 34.- Diterpenos oxigenados
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Tabla 4.- Valores espectroscépicos reportados para el ac. tucumanoico®3

H 1
HO 2"

4c. tucurmanoico
(Baccharis tucumanensis)
(derivado de clerodano)

UV. A

IR v

EtOH

nm 233

médx’

KBr om-13400-3200,

méix

1155 y 1040 (OH),
1695-1645

Valores de desplazamiento (multiplicidad y J) de RMN-
1H (en CDCI3 y ppm relativos al TMS) (360 MHz)

H-1 1,75 y ca. 1,57 2H)
H-2 4,13 (1H, m.a,, después de D,0:ddd)
12'3=4, Jlﬁ,2=12’ Jla,2=5'0 Hz)
H-3 3,61 (1H, t.a., después de D,O:d, J2'3=4,0 Hz)
H-8 ca. 1,5 (1H)
H-10 1,81 (1H, dd, JIB,10=2'0 Hz)
H-11 ca. 1,4-1,6 (2H)
H-12 2,71 (2H, 2, 112’12.=12,0, 112'13=112'13.=
112.'13.=5.0 Hz)
H-14 5,63 (1H, s.a.)
2-OH 2,06 (1H, d.a., J=3,5 Hz, desaparece con D20)
3-OH 2,36 (1H, d, J=2,5 Hz, desaparece con D,0)
4-OH 1,25 (1H, s, desaparece con D,0)
OCH,4 3,67 (3H, s)
H-18 1,89 (3H, d, Jl4,18=1'6 Hz)
H-20 1,29 (3H, s)
H-19 1,10 (3H, s)

(éster-o,B-insaturado) H-16 0,84 (3H, d, J=6,0 Hz)

H-17 0,74 (3H, s)

Valores de desplazamientos (multiplicidad) de RMN-13C (en Py-ds y Me,CO-dg,

relativos al TMS)
& ppm (multiplicidad)

c py-ds Me,CO-dg c p,~ds Me,CO-dg
1 27,4 (1) 27,6 (©) 12 373 () 377 (1)
2 69,6 (d) 69,4 (d) 13 161,5 (s) 1622 (s)
3 79,5 (d) 79,5 (d) 14 1157 (d) 1159 (d)
4 71,0 (s) 77,0 (s) 15 166,5 (s) 1670 (s) -
5 41,5 (s) 41,5 (s) 16 16,4 (c) 16,4 (c)
6 28,1 (1) 282 (1) 17 178 () 177 )
7 269 () 26,6 (1) 18 167 (c) 187 (c)
8 36,6 (d) 36,9 (d) 19 22,2 (c) 21,7 (c)
9 39,3 (s) 39,6 (s) 20 252 (c) 253 (c)
10 39,1 (d) 392 (d) OCH, 50,7 (c) 51,0 (©)
11 329 () 330

N
o]
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Tabla 5.- Valores espectroscopicos reportados para el 7o-etoxiroyleanona®4

7Ta-etoxiroyleanonaé
(derivado de abietano)

OH
v hon

nm 271
410
NaOMe 273

514

AlCl, 289

520

AlCl; + HC1 277
295h
366h

4,04)
(2,48)
(3,88)
(3,08)
(3.92)
(2,60)
(3,94)
(3,70)
(2,60)

RMN-1H (300 MHz, & ppm, CDCl;, TMS est. int.)

H-18

H-5a

H-6a

H-68

H-78

H-15

H-16, H-17
H-18, H-19
H-20
OCH,CH,

OCH,CH,
OH

2,68 (ddd, Jyg1,=12,0, J182=4.0, J12=2,0 Hz)
1,63 (dd, J5a63—129 J5a6a-15 Hz)

2,01 (ddd, J6a63—141 J6a7B-1 8 Hz)

1,37 (ddd, Jeg 7B—3 S Hz

4,42 (dd)

3,17 (septeto, J15’16=J15,17=7,0 Hz)

1,23 (3H, d), 1,19 (3H, d)

0,94 (3H, s), 091 (3H, s)

1,21 (3H, s)

3,71 (d), 3,68 (d) (chm—89 Hz, J;=7.1 Hz)
1,21 (3H, t)

7,13 (s)




5.2. Ejemplos de aplicacion
* Diterpenos dxido de manoilo de Werneria dactylophylla D.C.65

550 g de la parte aérea de W. dactylophylla o “conuca”, fueron
extraidos en un soxlhet sucesivamente con éter de petréleo (6 g) y
cloroformo (36 g). 3 g del extracto cloroférmico fue cromatografiado
en una columna de silicagel usando cloroformo con cantidades
crecientes de metanol como solventes de elucién. Las fracciones
colectadas fueron reunidos de acuerdo a su comportamiento croma-
tografico en capa delgada y posteriormente purificada por HPLC
(columna RP,g, MeOH:H,O, 17:3) obteniendo cuatro diterpenos 6xidos
de manoilo (Fig. 35).

1.27

3.27 3.47
CH,0H

e 3

090 079

Fig. 35.- Diterpenos de W. dactylophylla
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e Diterpenos de Werneria ciliolata A. Gray 66

Las partes aéreas secas (1 kg) de W. ciliolata fueron extraidas
sucesivamente con éter de petrdleo y cloroformo (32 g). El extracto
cloroférmico fue cromatografiado en una columna de silicagel usando
cloroformo con cantidades crecientes de metanol como sistema de
elucién. Las fracciones resultantes fueron reunidas en 8 fracciones,
A a H, de acuerdo a su comportamiento en CCD y luego purificadas
por HPLC (RP;g) con MeOH:H,0 85:15 (A y B), 80:20 (C), 70:30 (D
y E), 65:35 (F), 70:30 (G y H), obteniéndose diterpenos derivados de
kaurano (1-4) y de 6xido de manoilo 5 (Fig. 36).

R
1 -COOH
2 -CHO
3 -CHO
4 -COOH

R, R,
CH,OH H
-CH,0H -OH
CH,0H -OCH,
maa— O

Fig. 36.- Diterpenos de W. ciliolata
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6. TRITERPENOIDES Y ESTEROIDES
6.1. Generalidades

Los triterpenoides son compuestos con un esqueleto carbonado
basado en seis unidades de isopreno que derivan biogenéticamente
del escualeno, hidrocarburo aciclico de 30 carbonos. Son de estructura
relativamente compleja generalmente tetraciclicos o pentaciclicos, y
pueden contener grupos hidroxilo, cetona o aldehido y acido carboxi-
lico. Muchos se encuentran como glicésidos formando las llamadas
saponinas triterpenoides. En la figura 37 se muestran algunas estruc-
turas tipicas, y en la figura 38 rutas biosintéticas propuestas a partir
de dos unidades de pirofosfato de farnesilo!/67.

Los esteroides, biogenéticamente muy relacionados a los
triterpenoides, y con un esqueleto ciclico base al igual que los triter-

Aok

lanosterol escualeno

N G ' A <
X

tirucalol : eufol
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B-amirina R=Me o-amirina R=Me
4c. oleandlico R=CO,H dc. ursolico R=CO,H
(serie oleanano) (serie ursano)

lupeol hidroxihopanona friedelano
(serie lupano) (serie hopano)

én ’ arborano
ginsenésido Rx '
X=o0, a, bl,bz, c, d, e, etc.
ejm: ginsenésido Re  R=L-ramn—(0.1-2)-D—glc
R'=D-glc

CHZOH

Gch(ﬁhZ)Gchﬁ—O J
glicirricina dc. arjundlico

Fig. 37.- Algunos triterpenos



- Ny
Y “\/ """"" a
2 (PPF) escualeno
lX:OH

8 CH3 - 14 =
14 CH,; » 13
(A) 3 Sl LS E (e 1 Xy
13 H - 17 HO
-H
17 H - 20 lanosterol, eufol, tirucalol
(que difieren sélo en la estereoquimica
de los carbonos 13, 14, 17, 20)
3 . /—\
rearreglo de A" N
(A) >

enlace 16/17 —16/20

Ko \

Hoéigéj\ .

HO

. serie lupano

serie ursano

HO serie oleanano

Fig. 38.- Biosintesis del lanosterol y su conversién biosintética a otros
triterpenos
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penoides tetraciclicos, de ciclopentanoperhidrofenantreno, pueden ser
clasificados como esteroles (C,, 0 mas), saponinas esteroidales (0 sus
agliconas sapogeninas), glicésidos cardiacos, esteroalcaloides y las
llamadas hormonas esteroidales, las que hasta la década del 60 eran
consideradas exclusivamente de origen animal, pero que a partir de
1966 se han aislado de tejidos de plantas aunque en concentraciones
muy pequefias, y en algunos casos como trazas®8-71. Por poseer estos
ultimos el grupo hidroxilo en el carbono-3 son considerados por algunos
autores dentro del grupo de esteroles y mds especificamente como
zooesteroles para diferenciarlos de los fitoesteroles, aquellos que desde
sus inicios son considerados de origen vegetal

En la figura 39 se muestra algunas estructuras tipicas de
esteroides, y en la figura 40 algunas conversiones biosintéticas
propuestas a partir del lanosterol, via colesterol!,67.

Triterpenoles y esteroles son sdlidos incoloros, cristalinos, 6p-
ticamente activos, de alto punto de fusién; los esteroles, generalmente
tienen punto de fusién menor que 200°C y los tritepenoles mayor
que 200°C.

Las saponinas son glicésidos de ambos, triterpenos y esteroles,
dan soluciones jabonosas, y algunos extractos crudos de plantas han
encontrado uso como detergentes, y para la produccién de espumas
estables. Ellos causan hemdlisis de la sangre atin en soluciones muy
diluidas, una propiedad que ha sido utilizada para su deteccién en
extractos de plantas. Las saponinas no son faciles de aislar por ello
muchas veces se prefiere hidrolizar el extracto crudo de la planta y
aislar la sapogenina libre de azicar. Con pocas excepciones el aziicar
estd unida a la aglicona a través del grupo -OH en C-3.

Las saponinas del giupo triterpeno se encuentran extensamente
distribuidas, y constituyen la mayoria de las saponinas encontradas
en la naturaleza; una gran variedad de éllas difieren tinicamente en
el nimero y tipo de unidades de azicar unidas a las sapogeninas;
generalmente pertenecen al grupo de la fi-amirina, otras pocas son
derivadas de la o-amirina, del lupeol y del grupo de triterpenos
tetraciclicos.

Fuentes ricas de saponinas triterpenoidales y sus geninas son
el ginseng, la alfalfa, la avena, la quinua y la soya, entre otras.
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Los triterpenos han sido ampliamente revisados por Kulshreshtha
197272; Pant y Rastogi en 197973; Das y Mahato, 198374-76; y como
saponinas triterpenoidales por Basu y Rastogi, 196777; Agarwal y
Rastogi, 197478; Chandel y Rastogi, 198079 y Mahato y Nandy, 199180.

Las saponinas esteroidales son materia inicial para la prepara-
cién de varios productos muy potentes y ampliamente usados como
productos farmacetiticos, entre ellos: cortisona, anticonceptivos, estré-
genos, testosterona, etc. (Fig. 41). Fuentes ricas de saponinas esteroi-
dales son especies de las familias Dioscoreaceae, Liliaceae y Escro-
fularaceae. Algunos ejemplos son: digitonina (Digitalis purpurea y D.
lanata), gitogina (D. purpurea), tigogenina (D. lanata), sarsapogenina
(Radix sarsaparrilla, Yucca schott); dioscina (Dioscorea tokora), etc.

Las saponinas y sapogeninas esteroidales han sido revisadas por
Elks 1971, 19748182, Takeda 197283, Roddick 197484 y Mahato 198285.
Tienen caracteristico el anillo espiroacetal; aunque unos pocos son
conocidos como glucésidos furostenales, los que tienen un esqueleto
de furostano, carecen del espiroacetal, y son considerados precursores
del espirano.

Los glicosidos cardiacos o principios activos cardiacos tienen la
habilidad de ejercer una especifica y fuerte accién sobre el misculo
cardiaco, son llamados también principios cardioténicos. Ocurren en
pequefias cantidades en las semillas, hojas, tallos y raices de plantas
de las familias Escrofularaceae, Liliaceae, Moraceae, Ranunculaceae,
Apocinaceae. Muchas especies crecen en regiones tropicales y han sido
empleadas por los nativos de Africa y Sur-América para preparar
flechas venenosas para la caza y la pesca. Las drogas hechas de las
hojas secas han encontrado uso desde la antigiiedad y quizds sea la
Digitalis purpurea la mas usada.

Los glicosidos cardiacos tienen caracteristicos los -OH en C-3
y C-14, y el anillo de y-lactona-o,8-insaturado unido al C-17. Son
compuestos relativamente polares y son frecuentemente analizados
por cromatografia de papel.

Los esteroalcaloides ocurren frecuentemente como glicésidos en
especies del género Solanum y otros. La solanidina y tomatidina son
dos ejemplos tipicos de este grupo de compuestos.
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6.2. Técnicas recomendadas
6.2.1. General

Triterpenos y esteroides pueden ser separados por procedi-
mientos muy similares utilizando técnicas cromatogréficas de columna,
de capa delgada, de gas-liquido y de liquida de alta performance.
Las identidades deben ser confirmadas por punto de fusion, rotacion
especifica, infrarrojo, resonancia magnética nuclear y espectrometria
de masas.

Se han propuesto muchas reacciones de color4588687 para
detectar la presencia de estos compuestos, siendo las mds usuales:
la reacciéon de Liebermann Burchard [Ms + pocas gotas de HOAc
+ 3 mL de Ac,0/H,50, (50:1)] en la que las saponinas triperpenoidales
dan color rosado o purpura mientras las esteroidales dan azul-verdoso;
la reaccion de Salkowsky (1-2 mg Ms + 1 mL de H,SO, + gotas
de Ac,0), se observan coloraciones amarillo a rojo sangre; la reaccién
de acido tricloroacético que eventualmente sirve para diferenciar
esteroides y triterpenos tetraciclicos de los triterpenos pentaciclicos
por los cambios de color que se desarrollan a diferentes temperaturas
(Ms + cristales CCl3-CO,H: triterpenos tetraciclicos y esteroides
muestran coloracién a 60°C mientras que pentaciclicos dan color a
partir de 110°C); la reaccién de Noller bastante especifica para
triterpenos (Ms + 0,2 mL de reactivo: cloruro de tionilo conteniendo
0,1% de FeCly o SbCl; anhidro), por los cambios de color producidos
en los 60 minutos siguientes. Otras reacciones de coloracién usuales
son aquellas usando acido fosfomolibdico (solucién etandlica al 10%
de 4cido fosfomolibdico), 4cido silicotungstico (solu(:lon acuosa al 15%
de 4cido silicotungstico).

Los glicésidos cardiacos dan ademés otras reacciones caracte-
risticas como la reaccién de Legal, prueba caracteristica para lactonas
de 5 miembros-o,B-insaturada, que consiste en la adicién de alcali
a una solucién de la Ms y nitroprusiato de sodio en piridina, una
reaccion positiva se evidencia por el desarrollo de un profundo color
rojo; la prueba de Raymond (Zimmermann) que involucra reacciéon
con m-dinitrobenceno en &lcali metanélico caliente y es debido a la
presencia de un grupo metileno activado en este caso en el C-21
de la cadena lateral, una reaccién positiva produce una coloracion
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violeta que cambia a azul; la reaccion de Kedde, que es una modi-
ficacion de la anterior, emplea 4cido 3,5-dinitrobenzoico con aparicién
de color rosado a azul violeta, es ttil para detectar el anillo de y-
lactona; este ultimo, puede ser utilizado también para revelar una
CCD.

La deteccién por CCD7.88893 es generalmente en placas de
silicagel o silicagel tratada con solucién acuosa de AgNO; (7-15%)
en el caso de compuestos con diferente nimero de dobles enlaces.
Los sistemas de solventes empleados en desarrollar la CCD son muy
variados, para agliconas en placas de silicagel se utilizan CHCl;:EtOAc
(1:1), CHCI5: EtOH (19:1), CHCI;:Me,CO (9: 1), bz:Me,CO (17:3),
bz:MeOH (23:2), hex:EtOAc (1:1), hex:Me,CO (4:1), bz:EtOH (17:3);
en placas de silicagel con AgNO; se emplean hex:EtOAc (5:1),
ciclohexano:CHCI;:EtOAc (20:4:3), tol:CHCl; (10:3), tol:CHCl3:EtOAc
(20:4:3). El desarrollo continuo favorece la separacién, como en el caso
de una mezcla de diosgenina y yamogenina, cuya separacién fue
lograda sélo por el desarrollo continuo durante 8 horas con
CH,Cl,:Et,0O (4:1). La cromatografia bidimensional es también usual
para separar mezclas de triterpenoides y esteroides.

Como agentes cromogénicos son frecuentes los reactivos de: Carr
Price (SbCl; al 20% en CHCly), Liebermann-Burchard (1 mL de H,SO,
conc. + 20 mL de Ac,O + 50 mL de CHCl3, 6 10% de Ac,O + 10%
de H,SO, en etanol absoluto), cloruro de zinc (30 g de ZnCl,
completando a 100 mL con MeOH), vainillina-H,50, (1 g de vainillina
en 100 mL de H,50, conc.), H,SO, conc. o al 50%, sulfato de amonio
y sulfato dcido de amonio (1:1). En todos los casos el calentamiento
de la placa por unos minutos origina el desarrollo de colores variados.

Las saponinas pueden separarse mejor en CP o CCD en celulosa,
aunque también da buenos resultados el uso de silicagel en sistemas
como n-buOH saturado con agua, CHCl;:MeOH:H,O (13:7:2, fase
superior), o EtOAc:MeOH:H,O (81:11:8).

La técnica de HPLC esta siendo actualmente muy aplicada para
la separaci6n de varios compuestos incluyendo saponinas, usando una
variedad de fases estacionarias y moviles, por ejemplo: columnas de
silicagel octadecilsililado (ODS) LS-410 con una mezcla de MeOH:
H,O:HOAc:Me;N como fase mévil o columnas de p-Bondapak Cig
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usando MeOH o una mezcla de CH;CN:MeOH:CHCI,; como fase mévil;
este ultimo sistema en proporcion 83:10:7 ha sido utilizado para separar
una mezcla de hecogenina, tigogenina, diosgenina y estigmasterol.
Esta técnica de HPLC con columnas de fase reversa, en combinacion
con CC de silicagel y cromatografia en gel de Sephadex LH-20, son
ahora usuales para separar mezclas complejas que no puedieron ser
separadas antes por los métodos clasicos8>94.

La CGL ha sido muy 1itil para separar mezclas de ésteres metilicos
de 4cidos triterpénicos en columnas empacadas con OV-17 o SE-30
en Chromosorb W o para derivados trimetilsililados en columnas XE-
60 en Chromosorb Q. Se necesitan temperaturas relativamente altas
(250-280°C) y flujo de gas de 50-100 mL/min. Valores de tr para un
gran nimero de compuestos esteroidales han sido reportados95.9.

6.2.2. Andlisis espectrométricos

El espectro UV es muy ttil para deducir la presencia y ubicacién
de grupos croméforos por aplicacién de las reglas de Woodward.

Compuestos triterpenoides y esteroides en general muestran en
el IR® sefiales a 3650-3590 cm! y a 1055 cm! correspondientes a -
OH secundarios; sefiales a 2960-2850 cm! y 1485-1445 cm1 co-
rrespondientes a estiramientos de -CH- y flexiones de -CH,-; sefiales
a 1385-1380 cm! y 1370-1365 cm! de gem-dimetil; insaturaciones
podrian observarse a 3040-3010 cm™! correspondientes a estiramientos
=C-H y a 1680-1620 cm'! de estiramientos C=C. La conversién de
hidroxilos a cetonas elimina las bandas de -OH, apareciendo las
absorciones del carbonilo a 1718-1704 cm! si es una ciclohexanona
0 a 1738-1749 cm1 para las ciclopentanonas; la conjugacién con dobles
enlaces provoca desplazamientos a 1680-1660 cm1; los acetatos ab-
sorben a 1733-1739 cml y a 1250-1200 cm-!; los anillos de lactona
a 1725-1715 cmd.

Los 4cidos triterpencarboxilicos en los que el grupo -CO,H estéa
rodeado de grupos voluminosos como en el dcido oleanélico se
encuentran como monémeros y absorben a 1678-1690 cm1 con sefiales
adicionales a 3620 cm!; si es dimero la absorcién es a 1742-1745
caml,
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En las sapogeninas esteroidales son ademds caracteristicas las
absorciones del espiroacetal en forma de 4 bandas llamadas A, B,
C y D, aproximadamente a 980, 920, 900 y 860 cm™! respectivamente.
Con las sapogeninas 25-L~(S o neo) la banda B tiene una absortividad
maés fuerte que la banda C, mientras que en la serie 25 D- (R 0 iso)
esta relacion es inversa. Ademas las bandas A y D de la serie 25-
L aparecen a 987-984 cm! y 850 cml, mientras en la serie 25 D ellas
estdn a 981-976 cml y 860 cm! respectivamente (Fig. 42)83. Las
sapogeninas triterpenoides carecen de estas absorciones caracteristicas
por lo que a pesar de la coincidencia del comportamiento tensoactivo,
hemolitico y cambios coloridos, la ausencia de estos detalles en el
IR pueden confirmar que una substancia pertenece a este grupo de
sapogenina triterpenoide.

El espectro de Resonancia Magnética Nuclear> de prot6n es muy
caracteristico para esteroides y triterpenos. La region de 3,00-1,00 ppm
invariablemente contiene las sefiales intensas originadas por los gru-
pos metileno y metilo del nicleo esteroidal o triterpenoidal, desta-
cando las sefiales de los protones metilicos entre 1,20 y 0,70 ppm (sin-
guletes a 0,73 y 1,20 ppm para protones metilicos en C-18 y C-19,
y dobletes a 0,89 y 0,87 ppm para los C-21 y C-26); en los triterpenos
los grupos -CH3 en C-4 originan singuletes entre 0,8 y 0,9 ppm. Los
protones vinilicos producen sefiales a 5,20-5,50 ppm segiin estén en
la cadena lateral o en el anillo. En las agliconas cardioténicas los pro-
tones del metileno C-21 forman sistemas AB y dan los dobletes cen-
trados a aproximadamente 3,80 y 4,40 ppm; el protén en C-22 da
un singulete a 5,80-6,10 ppm. En todos los casos la multiplicidad y
las constantes de acoplamiento ayudan a determinar la substitucion.
Algunos valores tipicos especialmente de los grupos metilo se dan
en la figura 4397-100, En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear
de C-1311, los diferentes carbonos pueden encontrarse en los siguientes
rangos:

C alquilico primario 12-24 ppm
C alquilico secundario 20-41 ppm
C alquilico terciario 35-57 ppm
C alquilico cuaternario 27-43 ppm
C conteniendo OH 65-91 ppm
C olefinico 119-172 ppm
C carbonilico 177-220 ppm

Algunos valores tipicos se dan en la figura 44101-105,
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Desde la publicacién de Budzikiewics y Djerassi en 1963106 Ia
espectrometria de masas ha sido la herramienta mas fuerte y usual
para elucidar el esqueleto y especialmente la localizacién del doble
enlace en los triterpenos; la fragmentacién caracteristica de los di-
ferentes esqueletos permite asignar un triterpeno dado a una de las
clases; la localizacién de los grupos funcionales puede ser también
deducido por consideraciones de los modelos de fragmentacion.
Ultimos estudios han sido reportados por Ogunkoyal®” para el anélisis
de 105 triterpenos pentaciclicos. Para los compuestos esteroidales se
estan aplicando técnicas de EM, como la de impacto de electrones
(EIMS), ionizacién de campo (FIMS), desorciéon de campo (FDMS),
y desorcién de plasma (PDMS). Un gran nimero de referencias
aplicando estos métodos han sido recopilados por Mahato y cola-
boradores8>.

6.2.3. Andlisis cuantitativo de diosgenina

El método aqui sefialado ha sido desarrollado para evaluar
rutinariamente el contenido de diosgenina en tubérculos de Dioscorea,
y consiste basicamente de 3 pasos: maceracion del tubérculo, hidrélisis
acida y extraccion.

50 g de material fresco se macera con igual peso de agua y se
homogeniza en una licuadora; cuando estd macerado, se le coloca
en un baldn, al cual se le agrega 115 mL de HCI 3,5N de tal modo
que la mezcla es aproximadamente 2N. Se refluja durante 3 horas,
se le agrega 250 mL de agua y se deja enfriar para luego filtrarlo.
El residuo se lava de 8 a 10 veces con porciones de 50 mL de agua
y se deja secar durante toda la noche a 65°-70°C. El residuo seco se
coloca en un soxlhet y se extrae durante 8 horas con 100 mL de éter
de petréleo; después de la extraccién se reduce el volumen del solvente
a aproximadamente 10 mL y se deja en reposo a temperatura ambiente
durante 2 horas, tiempo en el cual los cristales de diosgenina deben
precipitar. Se filtra, seca y pesa. Paralelamente debe determinarse la
humedad de la muestral08.

Otros métodos de andlisis se han desarrollado posteriormente,
utilizando: la espectrofotometria IR, principalmente para conocer el
porcentaje de sapogeninas epiméricas en el C-25109110; la absorcién
en el visible, por formacién previa de un derivado coloreado por
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reaccién con anisaldehido!11; la cromatografia gas-liquida utilizando
columnas SE-30 en Chromosorb Q o W112113 y gltimamente el HPLC
con columnas de silicagel (u-Porasil) y como fase mévil el sistema
éter de petroleo: isopropanol (12:1)114, La ventaja de estos ultimos
métodos sobre el método gravimétrico es la pequeiia cantidad de tu-
bérculo necesario, menos de 5 g, lo que permite su aplicacién en su
programa de evaluacién para las diferentes etapas del desarrollo de
un sembrio. :

6.3. Ejemplos de aplicacion
o Triterpenos de la Vernonia baccharoides “ocuera negra”:

100 g de hojas secas y molidas de Vernonia baccharoides “ocuera
negra”, fueron extraidas con 600 mL de EP:Et20 (2:1) durante 30 horas
en un extractor soxlhet; al extracto se le agregd 300 mL de MeOH,
el precipitado formado después de 12 horas de reposo se filtra. El
filtrado se concentra al vacio a un residuo gomoso, luego es croma-
tografiado en columna sobre silicagel 60 (35-70 mesh ASTM, 60 g)
en tolueno y eluido con tolueno y mezclas de polaridad creciente de
tol:EtOAc. De la fraccion (9:1), se obtuvo 50 mg de acetato de lupeol
y de la fraccion (7:3) 15 mg de lupeol.

El acetato de lupeol de pf 219-220°C (lit. 220°C) fue recristalizado
en hex:MEK (1:1), y el lupeol de pf 215°C (lit. 215°C) se purificé por
recromatografia sobre silicagel. De los extractos cloroférmicos y
etandlicos se aislaron los mismos dos triterpenos!15.

o Triterpenos en Perezia coerullescens Wedd:

400 g de raices secas y molidas fueron extraidas durante 33 horas
con 1,2 L de hexano, concentrando luego el extracto a un volumen
aproximado de 50 mL. El extracto concentrado se cromatografia sobre
una columna de silicagel-60 (Merck) por elucién con mezclas de
polaridad creciente de hex:bz. De las fracciones (5:5) y (3:7) se ob-
tuvieron sdlidos blancos, que luego de sucesivas separaciones y
purificaciones por cromatografia de capa delgada y de columna, y
recristalizaciones en mezclas de bz: EtOH, se aislaron 86 mg de acetato
de $-amirina y 89 mg de acetato de y-taraxasterol. La caracterizacion
de estos dos triterpenos fueron basados en los siguientes andlisis:
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Acetato de f-amirina.- Agujas cristalinas de pf 233-243°C. Dio
positiva las pruebas de Rosenheim, Liebermann-Burchard y KMnO,.
El espectro IR confirma la presencia del grupo éster por las sefiales
a 1725 y 1240 cm’l. Se observa ademds sefiales a 2920 y 2880 cm1
de estiramiento C-H de grupos metilo y metileno, a 1470 cm! de
deformacién C-H de grupo metilo y a 1380 y 1370 cm-! de defor-
macién C-H de grupo gem-dimetilo, entre otros. El espectro de RMN-
1H es caracteristico para compuestos triterpenoides (o esteroides)
destacdndose las sefiales (5 ppm) de protones olefinicos (5,23, t, 1H),
de protén metinico adyacente al acetato (4,53, t, 1H), de metilo del
acetato (2,04, s, 3H), y sefiales para 8 grupos metilos a 1,13 (s, 3H),
0,97 (s, 6H), 0,87 (s, 12H) y 0,83 (s, 3H). El espectro de RMN-13C
presenta 31 sefiales; los valores de desplazamientos (3 ppm) y su
asignacion a cada uno de los carbonos, asi como la multiplicidad (aco-
plamiento spin-spin 13C-H) y la constante de acoplamiento residual
J* en Hz se indican en la Tabla 6.

Acetato de -taraxasterol.- Escamas brillantes de pf 218-220°C.
Dio positiva las pruebas de Rosenheim, Liebermann-Burchard y de
KMnO,. El espectro IR confirma la presencia del acetato por las sefiales
a 1720 y 1240 cm’l. El espectro RMN-1H muestra sefiales (§ ppm)
de un protén olefinico (5,30, t, 1H), de protén metinico adyacente
al acetato (4,38, t, 1H), metilo del acetato (2,04, s, 3H), metilo en carbono
metinico (1,00, d, 3H, J=8Hz), y otras 6 sefiales singuletes de metilos
a 1,03 (3H), 0,95 (3H), 0,88 (3H), 0,85 (6H) y 0,74 (3H), entre otras.
El espectro de RMN-13C “noise decoupled” presenta 31 sefiales
destacando entre ellos las del acetato (171,08 y 21,19 ppm), de carbonos
olefinicos (139,90 y 118,99 ppm), de carbono enlazado al acetato (80,95
ppm), se observa también las sefiales restantes entre 55,40 y 14,63
ppm correspondientes a carbonos metilénicos y metinicos del esqueleto
triterpénico.

A partir del espectro “off resonance” se hallaron 5 singuletes
(C cuaternarios), 6 dobletes (C terciarios), 9 tripletes (C secundarios)
y 8 cuadrupletes (grupos metilo). Se observé ademds que el doble
enlace era trisubstituido. La asignacion de los datos de desplazamien-
tos quimicos de 13C para el acetato de y-taraxasterol, se ha propuesto
por correlacion de los valores obtenidos con los reportados para el
acetato de a-amirina, morolato de metilo, glutinol y ment-1-eno-4-
ol (Fig. 45); estos datos se sintetizan en la Tabla 7. E1 EM con un
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pico molecular a m/z 468 y férmula empirica correspondiente a
C3,H5,0,, de un acetato triterpénico con una insaturacién, presenta
_ un pico base a m/z 189 y otros que coinciden con los reportados
para el acetato de y-taraxasterol®”’.

Tabla 6.- Valores de desplazamiento (8 ppm), multiplicidad y Jr en Hz, en
RMN-13C para el acetato de B-amirina, comparados con valores

reportados
G- é (ppm) multiplicidad Jr (Hz) é (ppm)
experimental (off resonance) reportado
1 38,24 t 10,5 38,2
2 23,62 t 14,7 23,6
3 80,95 d 31,3 80,7
4 37,55 s - 37,6
5 55,30 d 13,3 55,3
6 18,18 t 15,8 18,3
7 32,56 t 10,5 32,6
8 39,80 s - 39,7
9 47,57 d 19,3 47,6
10 36,83 s - 36,8
11 23,47 t 14,0 234
12 121,76 d 37,1 121,5
13 145,33 s - 144,9
14 41,69 s - 41,7
15 28,33 t 9,8 28,3
16 26,10 t 10,5 26,2
17 32,41 s - , 32,5
18 47,23 d 19,3 472
19 46,79 t 10,5 46,8
20 31,00 s - 311
21 34,70 t 10,5 34,8
22 37,13 t 11,4 37,1
23 27,99 q 14,0 28,1
24 16,72 q 15,1 16,8
25 15,46 q 14,0 15,7
26 16,62 q 16,1 16,8
27 25,85 q 14,0 . 26,0
28 26,87 q 21,0 27,0
29 33,24 q 14,0 334
30 23,62 q 17:5 23,6
CH;- 21,19 q 17,5 21,2
-CO,- 171,12 s - 170,5
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Tabla 7.- Valores de desplazamiento (8 ppm), multiplicidad, y J* en Hz,
en RMN-13C para el acetato de y-taraxasterol determinados por
comparacién con compuestos modelos

C 8 (ppm) multiplicidad  J© (Hz) é (ppm) Referencia
experimental (off resonance) reportado (Fig. 37)
1 38,44 t 11,6 38,4 C-1 @
2 23,62 t 9,7 23,6 C-2 @
3 81,00 d 234 80,7 C-3 O
4 37,76 s - 37,6 Cc-4 0y)
5 55,40 d 10,5 55,3 C-5 @
6 18,13 £ 14,0 18,3 C-6 @
7 34,16 t 10,5 34,5 C-7 (I)
8 41,06 s - 40,6 C-8 (€1))
9 50,34 d 10,5 51,1 C9 I
10 36,98 s - 36,8 C-10 (4]
18] 21,48 t 10,5 20,9 C-11 (€1))
12 26,97 t 8,8 25,9 C-12 (€19
13 42,13 d 23,9 41,2 C-13 I
14 42,33 s - 425 - C-14 (€1))
(15) 27,56 t 12.3 29,3 C-15 I
16* 36,69 t 11,6 35,2 C-11 ()
17 34,36 s - 33,8 C-17 @
18 48,74 d 10,5 49,9-47.6 C-8 {m)
19 39,22 d 14,1 39,7 C-19 )]
20 139,93 s - 139,4 C-13 @
21 118,99 d 29,3 118,7 C-2 av)
22* 36,30 t 18,6 34,5 C-3 av)
23 27,90 q 12,3 28,1 Cc-23 @
24 16,38 q 14,1 16,8 C-24 @
25 15,99 q 15,8 15,7 C-25 @
26 16,23 q 17,6 15,9 C-26 (€19)
27 14,63 q 10,5 14,9 C-27 I
28 27,56 q 1213 28,1 C-28 @
29 17,60 q 10,5 17,5 C-29 @
30 22,45 q 21,8 23,3 C-7 av)
CH;- 21,19 q 15,8 21,2 acetato @
-CO,- 171,08 s - 170,4 acetato @

* Puede estarintercambiado
() No bien definido
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o55°

(I) acetato de o-amirina (II) morolato de metilo

OH

(IlI) glutinol (IV) ment-1-en-4-ol

C ng‘o

(V) acetado de y-taraxasterol

Fig. 45.- Moléculas modelo (I-IV) utilizadas para asignar valores de RMN
13C al acetato de w-taraxasterol (V)

o Glicosidos del dcido quinévico de Uncaria guianensisl16

La corteza seca y molida de U. guianensis (250 g) se macer6 en
AcOEt durante 10 dias, obteniéndose 4,97 g de-extracto seco. Una
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porcién del extracto (3,64 g) se cromatografi en una columna de silica
gel 60, usando CHCl; en cantidades crecientes de MeOH colectandose
fracciones de 15 mL.

Las fracciones 15-22 (388 mg), 24-27 (20 mg) y 29 (80 mg), eluidas
con CHCly:MeOH (17:3), fueron combinadas de acuerdo a su CCD
en silicagel en CHCl;:MeOH:H,O (40:9:1).

Las fracciones 24-27 y 29 contuvieron una mezcla de los glicésidos
4y 1y la fraccién 15-22 los glicésidos 2 y 3. Posterior fraccionamiento
por HPLC (columna C;g-i. Bondapak, MeOH:H,0, 7:3) produjo 1 (25
mg) y 3 (15 mg) de la fraccién mas polar y 2 (12 mg) y 3 (15 mg)
de la fraccién menos polar.

Las estructuras fueron determinadas por anélisis 1H y 13C-RMN
y FABMS (espectrometria de masa, fast atomic bombardment).

Los glicésidos 3 y 4 son estructuras por primera vez reportadas,
1 fue aislada previamente de U. tomentosa, y 2 de Guettarda platypoda
(Fig. 46).

® Diosgenina de Dioscorea spp.

50 g de Dioscorea sp. fueron tratados como en 6.2.3 obteniéndose
65 mg de diosgenina de pf 208°C [lit. 208°C81].

La configuracién 25-R de la diosgenina puede apreciarse en el
espectro IR de la figura 47, donde las sefiales del anillo espiroacetal
se observan a 990, 930, 910 y 870 cml, siendo 910>930.

La acetilacion de 20 mg de diosgenina con anhidrido acético y
piridina durante 16 horas a temperatura ambiente produjo el acetato
de diosgenina de pf 200°C [lit. 199-202°C81]. En el espectro IR de la
figura 48 se observa la disminucién de la sefial a 3450 cm! co-
rrespondiente al grupo -OH y la aparicién de las sefiales a 1720 y
1240 cm! del grupo éster. El espectro RMN-1H de la diosgenina se
muestra en la figura 49117,
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Rt R2

‘OH
1 Gle
2 H
3 H
OH
(] Gilc
4 H()W,

Fig. 46 Glicésidos del acido quindvico de Uncaria guianensis

1. ac.-3B8-O-[B-D-glucopiranosil (1—3)-8-D-fucopiranosil]-(27—1)-8-D-
glucopirasonil quinévico 2. ac.-38-O-8-D-fucopiranosil quinévico

3. ac.-38-O-B-D-quinovopiranosil quinévico 4. ac.-38-O-8-D-
fucopiranosil-(27—1)-8-D-glucopiranosil quinévico
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Fig. 47.- Espectro IR de la diosgenina

Fig. 48.- Espectro IR del acetato de diosgenina

Fig. 49.- Espectro RMN-1H de la diosgenina
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e Sarsapogenina de Smilax spp118

50 g de Smilax sp. fueron tratados como en 6.2.3. obteniéndose
46 mg de sarsapogenina de pf 198-199°C [lit. 198-199°C81].

La configuracién 25-S de la sarsapogenina puede apreciarse en
el espectro IR de la figura 50, en el que las sefiales del anillo espiroacetah
se observan a 990, 925, 905, 855 cm! siendo 925>905.

La acetilacién de 20 mg de sarsapogenina con anhidrido acético

piridina durante 16 horas a temperatura ambiente produjo el acetato
de pf 143-144°C [lit. 143-144°C81] (Fig. 51).

T e

cm—

Fig. 50.- Espectro IR de la sarsapogenina

Fig. 51.- Espectro IR del acetato de sarsapogenina
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Compuestos fenodlicos

1. INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos se refieren a un grupo de substancias
que poseen en comin un anillo aromético con uno o mas substitu-
yentes hidroxilos, y que ocurren frecuentemente como glicésidos,
combinados con unidades de aztcar. Son relativamente polares y
tienden a ser solubles en agua; pueden ser detectados por el intenso
color verde, pirpura, azul o negro, que producen cuando se les agrega
una solucién acuosa o alcohdlica al 1% de cloruro férrico. Dada la
naturaleza aromdtica de estos compuestos fenodlicos, éllos muestran
intensa absorcion en la regién UV del espectro, siendo este método
espectral especialmente importante para su identificacién y analisis
cuantitativo. Asi mismo muestran desplazamiento batocrémico ca-
racteristico en presencia de alcalis. ’

Los compuestos fendlicos que se tratardn en este capitulo son
los flavonoides, cumarinas, cromenos y benzofuranos, xantonas, y
quinonas. Debemos destacar quel.2 a) algunos compuestos dentro de
los arriba nombrados podrian no contener el OH fendlico libre, b)
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» Compuestos fendlicos monociclicos simples

OH OH
OH 0250
hidroquinona arbutina

» Acidos fendlicos

R = OH, ac. p-hidroxibenzoico
R = OMe, ac. vainillico

e Fenilpropanoides

HO CH=CH

OH

HO OH OH

= R
gelp Rl o R = H, catecol
= H, resorcino - :

R = Me, orcinol R = OH, pirogalol
R = OH, florogucinol

R OH

HO Cco 2H COZH
B ac. salicilico

R = OH, ac. gilico
R = OMe, ac. siringico

4cidos hidroxicindmicos

OMe

HO CH=CH —CO,H

= COZH 2

R

R = H, ac. p-coumarico

R = OH, ac. cafeico
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R = H, ac. ferulico
R = OMe, ac. sindpico



fenilpropenos

lignanos
OMe
OCH 3
OH
HO CHZ—CH=CH2 )
0
NN
Hm i H eugenol
o} OMe
pinorresinol
HO
HO CH=CH-CH
OCH 3 2
isoeugenol
e Taninos (hidrolizables)
HO pri
Ho co—o—cIH — p0—co OH OH
HO HrC*O-—CO OH 0—2Co0 OH
HO.
O OH
HO €00 1 =H OH OH
Ho H=C==04-Co OH
1,3,4,6-tetra-O-galoil-2-O-
H=C==(- 8,:’ trigaloilglucosa (unidades
de 4cido galico y D-glucosa)
CH,—0—co OH
OH
HO
HO |
CH
|
HO CO—OCHZ = C <= 0OH
|
He C < OH
HO OH
He C 0
|
CH,—0—Co OH
tanino B-hamamelis
(unidades de acido gilico y D-hamamelosa) -
Fig. 1.- Algunas estructuras de fenoles, 4acidos fendlicos, fenilpropanoides

y taninos hidrolizables
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varios grupos de materiales poliméricos de plantas como las ligninas
y taninos son polifendlicos, ¢) compuestos fendlicos monociclicos
simples son relativamente raros en las plantas, quizés la hidroquinona
sea el mas ampliamente distribuido, pero otros como el catecol, orcinol,
floroglucinol y pirogalol, se reportan solo de algunas fuentes; en cambio
los acidos fendlicos como el dcido p-hidroxibenzoico, acido vainillico
y acido siringico, son universales en su distribucién, y generalmente
son liberados de la hidrélisis 4cida de los tejidos de la planta. In-
cluiremos en este punto a los fenilpropanoides como los acidos
hidroxicindmicos, y derivados como los fenilpropenos y lignanos, d)
ocasionalmente se encuentran unidades fenélicas en las proteinas,
alcaloides y terpenoides. En la figura 1 se da algunos ejemplos de
estos compuestos. ;

2.  FLAVONOIDES
2.1. Generalidades

Los pigmentos flavonoides, uno de los grupos mas numerosos
y ampliamente distribuidos de constituyentes naturales, conocidos
algunas veces como antotaxinas, aparecen frecuentemente revisados
bajo diferentes aspectos en la literatura cientifica, especialmente en
los ultimos 30 afios; asi podemos citar las publicaciones de Geissman
(1962)3, Mabry, Markham y Thomas (1970)4, Harborne, Mabry y Mabry
(1975)5, Harborne (1975)6, Swain (1976)7.8, Wollenweber (1981)9,
Harborne y Mabry (1982)10, Markham (1982)!1, Ingham (1983)12, Cody,
Middleton, Harborne (1985)13, entre otros.

Se conoce como diez clases de
flavonoides, todos contienen quince
atomos de carbono en su niicleo basico
(Fig. 2) y estan arreglados bajo un
sistema Cg-C5-Cg, en el cual dos anillos
aromaticos llamados A y B estdn
unidos por una unidad de tres car-

_bonos que pueden o no formar un
Fig. 2.- Nucleo basico de ~tercer anillo, que en caso de existir es
un flavonoide llamado anillo C.
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En la figura 3 se puede observar ejemplos tipicos para cada clase;
las antocianinas pertenecen también a esta clase de compuestos pero
son estudiadas aparte. Cada una de las clases de flavonoides, suele
encontrarse bajo la forma de glicésidos con una o tres unidades de
azucar, generalmente en los carbonos 3 y/o 7, siendo los aziicares
mas comunes la glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa; es
frecuente que diferentes azicares se hallen unidos a una misma aglicona
y en diferentes posiciones lo que hace mayor el nimero de glicsidos
conocidos.

Los flavonoides se encuentan generalmente en mezclas como
agliconas y/o glicésidos, atin de las diferentes clases siendo esto tiltimo
més comun; en muchos casos, debido a la complejidad de la mezcla
es mas frecuente el estudio de estos compuestos en forma de agliconas
en extractos de plantas previamente hidrolizados. Se hallan presente
en todas las partes de las plantas, algunas clases se encuentran mas
ampliamente distribuidas que otras, siendo mas comunes las flavonas
y flavonoles, y més restringidas en su ocurrencia las isoflavonas!2,
las chalconas y auronas!4. Al afio 1990 se conocen alrededor de 3000
flavonoides, entre ellos 450 flavonoles, 300 flavonas, 150 isoflavonas,
60 chalconas, 20 auronas, etc.2

OH O OH O

OH O ) OH O
flavonol kaemferol quercetina
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W HO 0 O

OH O
hesperetina
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o i

chalcona butelna 3,4- dlhldl’O\l-
lonchocarpina
aurona hlspldol sulf eretina

L,

Fig. 3.- Clases de flavonoides: nicleo bésico y ejemplos



Como caracteristicas generales de estos compuestos debemos
sefialar su solubilidad en agua y en etanol, su caréacter fenélico y su
intensa absorcion en la regién ultravioleta y visible del espectro debido
a la presencia de sistemas aromaticos y conjugados. Una clasificacién
preliminar del tipo de flavonoide en un extracto de planta, puede
hacerse basado inicialmente en un estudio de sus propiedades de
solubilidad y de comportamiento ante reacciones de color; ésto, seguido
por un examen cromatografico directamente del extracto y/o del
extracto hidrolizado. La separacién puede hacerse por procedimientos
cromatogréficos, y la identificacion de los componentes individuales
por comparaciones cromatograficas y espectroscpicas con compuestos
estandar o con la literatura. Compuestos nuevos requieren exdmenes
quimicos y espectroscopicos mas detallados.

Los flavonoides se forman biogenéticamente a través de la ruta
del shikimato y del acetato malonato11.15.16 (Fig. 4), siendo la chalcona
el flavonoide inicialmente formado, y a partir de la cual se derivan
las otras clases por posteriores modificaciones que ocurren en varias
etapas. Asi mismo, cada una de estas clases puede sufrir posteriores
metilaciones, isoprenilaciones o glicosidaciones de los grupos hidro-
xilos, metilenaciones de grupos o-hidroxilos, dimerizaciones, etc.

Ejemplos adicionales, de otros flavonoides, se indican en la figura
5. En las referencias sefialadas previamente puede encontrarse listas
del gran nimero de flavonoides existentes.

Los flavonoides se emplearon durante mucho tiempo como
colorantes de lana, y actualmente se usan en la conservacion de grasas
o jugos de frutas debido a las propiedades antioxidantes de algunas
polihidroxiflavonas. Entre otras aplicaciones, mencionaremos la de los
glucdsidos de dihidrochalconas como edulcorantes, de la rotenona
como insecticida, etc.

La accién farmacolégica es también extensa y variada, son bien
conocidas sus actividades contra la fragilidad capilar (bioflavonoides
del género Citrus: rutima y derivados), dilatadores de las coronarias
(proantocianidinas de Crataegus, Arnica y Gingko), espasmolitica
(glicésidos de apigenina), antihepatotéxica (silimarina de Silybum),
colerética, estrégena y diurética. Destacaremos asimismo la actividad
antimicrobiana de flavonoides prenilados y otros fenoles y la accién
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" Fig. 4.- Ruta biogenética para los flavonoides
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Fig. 5.- Otros ejemplos de flavonoides :
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fungitéxica de isoflavonas, como las de algunas especies de Lupinus!8.
Nuevas propiedades biolégicas y farmacoldgicas de los flavonoides
se reportan en la referencia 13.

2.2. Técnicas recomendadas

2.2.1 De extraccion

Los solventes empleados en la extraccion de estos compuestos
son muy variados y pueden ser desde muy polares como agua y etanol
para glicésidos o agliconas muy hidroxiladas, hasta menos polares
como éter y cloroformo para flavonas altamente metoxiladas. Es
recomendable emplear una sucesion de dos 0 mas solventes, usual-
mente en el orden de lipofilico a hidrofilico; ejemplo: éter de petréleo,
benceno, éter etilico, acetato de etilo, alcoholes y finalmente agua,
aunque en este 1ltimo caso se presenta la desventaja de su alto punto
de ebullicién y presiéon de vapor que dificultan luego el ser removido
rapida y completamente del extracto; por otro lado, podrian ser
extraidos otros compuestos de alto peso molecular que usualmente
interfieren en las subsiguientes etapas de purificacién del flavonoide.

2.2.2 Reacciones de color

La reaccién mds usual para la deteccién de los flavonoides en
un extracto de planta es la reaccién de Shinoda: al extracto alcohélico
incoloro o ligeramente amarillo se le coloca un pequefio trozo de
magnesio y unas pocas gotas de HCl conc., el desarrollo inmediato
de coloracién es indicativo de la presencia de: flavonas y flavonoles
(amarillo a rojo), flavanonoles (rojo a magenta), flavanonas (rojo,
magenta, violeta, azul), isoflavonas (amarillo); isoflavononas, chalco-
nas y auronas no dan coloracién!311,19,

Otras reacciones de color usuales son:

¢ Reaccion con élcalis: los extractos acuosos pueden mostrar va-
riaciones de color con el agregado de un dlcali, si hay presencia
de flavonas, flavanonoles e isoflavonas se ponen amarillas;
flavononas y flavonoles cambian de amarillo a naranja; chalconas
de naranja a rojizo.
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e Prueba de Marini Bettolo: con solucién de SbCls en CCl,, los
flavonoides en general dan colores carcateristicos o formacién de
precipitados; por ejemplo, las flavonas dan precipitado amarillo
o anaranjado, y las chalconas, rojo oscuro o violeta.

e Reaccién con H,SO, conc.: hay coloraciones para flavonas y
flavonoles, fuertemente amarillas; flavanonas, anaranjadas o
guindas; chalconas y auronas, rojo guinda o rojo azulado.

e Reactivo de Dimroth: soluciéon de H3BO; en Ac,O, las 5-hi-
droxiflavonas dan soluciones anaranjadas o rojas.

e Reaccién con solucién acuosa o etanélica de FeCls: aunque hay
coloracién en presencia de cualquier compuesto fenélico, la
aparicién de un color verde sugiere la presencia de un derivado
de catecol y de un color azul de un derivado de pirogalol.

En algunos casos puede realizarse pruebas directamente sobre
el material; por ejemplo, si los pétalos blancos de una flor en presencia
de vapores de amoniaco se ponen amarillos es indicativo de flavonas
y/o flavonoles, si viran de amarillo a rojo hay presencia de chalconas
y auronas. :

2.2.3 Técnicas cromatogrificas

Las técnicas cromatograficas usadas para la separaciéon de
flavonoides o su deteccién en un extracto de planta son también muy
variadas en cuanto a las técnicas mismas, asi como las condiciones
en las cuales éllas puedan realizarse; no se pretende en este punto
abarcar todas ellas sino dar pautas generales, las que deben ser
ampliadas con la literatura més especializada.

La cromatografia de papel es la técnica més antigua, y atin usada
desde su introduccién en 1948 por Bate Smith, se utilizan sistemas
de solventes como BAW (n-buOH:HOAc:H,O, 4:1:5, fase superior),
TBA (t-buOH:HOAc:H,0, 30:10:3), CAW (CHCl;3: HOAc:H,0, 30:15:2),
Forestal (HOAc:H,O:HCl, 30:10:3). Sucesivas CP en los sistemas
siguientes pueden ser usados para posteriores purificaciones de flavo-
noides previamente aislados: BW (n-buOH: H,O, 1:1, fase superior),
5HA (5% HOAc acuoso), BEW (n-buOH: EtOH:H,O, 4:1:2,2, fase
superior). Los flavonoides pueden ser desorbidos de una CCDP con
MeOH si se trata de agliconas, y con MeOH:H,O (1:1) en caso de
glicosidos0.
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Es recomendable para examinar la complejidad de la mezcla en
un extracto crudo, correr una CP bidimensional, en la cual el primer
sistema seria uno de los nombrados y entonces HOAc diluido (2-
15%)1419.

Una generalidad puede asumirse al utilizarse sistemas con
solventes alcohdlicos para las agliconas flavonoides, que para una
misma clase el valor de Rf es méas bajo cuanto mayor es el niimero
de grupos hidroxilo, y son en la mayoria de los casos més altos que
los correspondientes glicosidos.

La cromatografia de capa delgada ha sido utilizada en adsorbentes
como celulosa, poliamida y silicagel en sistemas como los que se indican
a continuacion:

Sistemas para en
TBA, BAW, 5-40% HOAc glicésidos celulosa
TBA, CAW, 50% HOAc 6 agliconas polares celulosa

10-30% HOAc agliconas no polares celulosa
BPA (bz: Py:HCO,H, 36:9:5) agliconas polares silicagel
CAA (CHCl;:Me,CO:HCO,H, 9:2:1) agliconas silicagel
CHCl;:MeOH (15:1 a 3:1) agliconas no polares silicagel

Otros sistemas usuales son:

bz:Py:NH; (80:20:1 gt)21 agliconas silicagel
EtOAc:HCO,H:H,0:MeOH (10:2:2:1)22 agliconas no polares silicagel
EtOAc:Py:H,0:MeOH (16:4:2:1)23 glicésidos silicagel

" EtOH:Py:H,0:MeOH (80:12:10:5)24 glicésidos silicagel
CHCl,3:MeOH:H,0 (65:45:12)25 glicésidos silicagel
CHCI,:HOAc (100:4)26 glicésidos silicagel
bz:HOAc (100:4) glicésidos silicagel
CHCl;:HOAc:MeOH (90:5:5) agliconas poliamida
bz:MEK:MeOH (4:3:3)27 agliconas poliamida
bz:petréleo:MEK:MeOH (60:26:7:7)28 agliconas poliamida
MeOH:HOAc:H,0 (18:1:1)29,30 agliconas o glicésidos poliamida
H,0:n-buOH:Me,CO:HOAc (16:2:2:1)31 glicésidos poliamida
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La detecci6n de los flavonoides en ambas cromatografias, de papel
y de capa delgada, puede hacerse por el color que desarrollan en
el Vis o en el UV, apareciendo como manchas fluorescentes azules,
rosadas, naranjas, purpuras y otras, las cuales se intensifican 0 cambian
de color luego de su exposicién a vapores de amoniaco. Geissman3
y Markhaml! reportan la relaciéon que existe entre los colores y la
posible estructura del flavonoide, algunas de las cuales se indican
en la Tabla 1.

Tabla 1.- Relaci6n entre el color de la mancha y la estructura del flavonoide3.!1

Color de la mancha a la luz UV

Posible tipo de flavonoide

Sin NHj

Con NH,4

plirpura

amarilla,
amarilla verdosa o
verde

sin cambio o con
pequefios cambios

celeste
roja 0 naranja

5-OH flavonas o flavonoles
(3-0 substituidos) con 4'-OH
5-OH flavanonas

flavonas o flavanoles-3-0- subs-
tituidos, con 5-OH pero sin
4'-OH libre

6- 6 8- OH flavona y 3-0-
substituidos flavonoles con 5-OH
isoflavonas, dihidroflavonoles y
flavanonas con -5-OH

chalcona con 2'- 6 6-OH, pero
sin 2- 6 4-OH libre

5-OH flavanona
chalcona con 2- y/o 4-OH

celeste fluo
rescente

fluorescente

amarilla-verdosa

sin cambio o con
pequefios cambios

flavonas y flavanonas sin 5 -OH
libre

flavonoles sin 5-OH libre y con
3-OH substituido

isoflavonas carente de 5-OH libre
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invisible fluorescente ce- » isoflavonas carente de 5-OH libre

leste
amarilla-ama sin cambio o  flavonoles con un 3-OH libre y
rilla opaca pequefio cambio con o sin 5-OH libre
0 naranja
fluorescente

amarilla fluo | amarilla o naranja . aurona con un 4'-OH libre y al-

rescente gunas chalconas 2- 6 4-OH

amarilla-ver- sin cambio o con | ¢ aurona carente de 4'-OH libre y
dosa, azul-ver | pequefios cambios flavanona carente de 5-OH libre
dosa o verde  flavonoles con un 3-OH libre y

con o sin 5-OH libre

Es también comun el uso de otros agentes cromogénicos como
la vainillina-HCl (5% de vainillina en EtOH se mezcla con HCI conc.
en la relacion 4:1, justamente antes del uso), se observan coloraciones
rojas o purpura-rojizas con la presencia de catequina y proanto-
cianidinas, las flavanonas y dihidroflavonoles lo hacen mds lentamente;
el complejo difenilboriloxietilamina (Naturstoffreagenz A), cuya
aplicacién de una solucién al 1% en MeOH revelan todos los 3'4'-
dihidroxiflavonas y flavonoles como manchas naranjas (UV o Vis),
mientras que los equivalentes 4'-hidroxi aparecen amarillas verdosas;
solucion acuosa o etandlica al 1% de cloruro férrico que revela la
presencia de todos los compuestos fendlicos, como ya lo indicamos
antes!132, Otros reactivos se indican en el Apéndice.

La CC permanece como una técnica muy usual para purifica-
ciones preliminares y para separaciones a escala preparativa de gran-
des cantidades de flavonoides de extractos crudos de plantas. Los
adsorbentes usuales son los mismos que para la CCD y tltimamente
se estd usando gel de Sephadex tipos G y LH-20. A continuacién se
da una relacion de sistemas de elucion utilizados para agliconas o
glicésidos con los diferentes empaques.
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Sistema para en

CHCl;:MeOH:MEK:Me,CO (40:20:5;1)27 agliconas poliamida
bz:petréleo:MEK:MeOH (60:26:3,5:3,5)28 agliconas poliamida
MeOH:H,0 (en diferentes proporciones)?’-33  glicésidos poliamida
Me,CO:H,0 (en diferentes proporciones)3* glicésidos poliamida

CHCI;:MeOH (en diferentes proporciones)35 agliconas silicagel
CHCl;:MeOH:H,0O (80:20:1,65:20:2,

80:18:2)2526 glicésidos silicagel
EtOAc:Me,CO:H,0 (25:5:1)25 glicésidos silicagel
H,037 glicésidos Sephadex G-10
HZO-M?CO (8:2—6:4)30 glicésidos Sephadex G-25
MeOH3 glicésidos Sephadex LH-20
MeOH:H,O (en diferentes proporciones)36 glicésidos Sephadex LH-20
CHCl;:MeOH (9:1)35 glicésidos Sephadex LH-20
Me,CO:MeOH:H,0 (2:1:1)34 glicésidos Sephadex LH-20

En el campo de los flavonoides el HPLC ha sido bastante utilizado
por ser una técnica precisa y sensible el cual produce resultados en
minutos comparado a los procedimientos clasicos que requieren dias
0 semanas, y requieren ademds grandes cantidades de material. Su
aplicacién ha sido para comprobar la pureza de un compuesto, para
determinaciones cuantitativas y para separaciones a pequefia escala.

La mayor parte de las separaciones por HPLC se ha realizado
utilizando columnas llamadas de fase reversa RP, ya que la fase
estacionaria es menos polar que la fase movil, de esta forma los solutos
més polares poseen tiempos de retencion mas cortos que los solutos
menos polares; asi, en la separacion de mezclas complejas de
flavonoides, los glicésidos eluirdn primero, seguido por las agliconas
generalmente en orden de polaridad decreciente. Los sistemas mads
usados son mezclas de CH3CN:H,0O 6 MeOH:H,O conteniendo
pequeiias cantidades de HOAc. Algunas columnas RP usuales son
Lichrosorb RP-18 6 RP-8, p-Bondapak C;g, Zorbax Cg.

La primera aplicacién del HPLC al andlisis de flavonoides fue
publicada por Ward y Pelter en 197438, Posteriormente Wulf y Nagel39
estudiaron los efectos de la estructura y de los solventes en los tiempos
de retencién en una docena de flavonoides. Otras interesantes pu-
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blicaciones son las de Kingston40 sobre la aplicacién de HPLC a
flavonoides y otros metabolitos secundarios; Casteele y Van Sumere4!
en la determinacién de tiempos de retencién de 141 flavonoides desde
agliconas hasta triglicésidos; Daigle y Conkerton4243 que trata de la
aplicacién a 34 flavonoides y hace una revisién de los andlisis realizados
al afio 1983 con més de cien citas bibliogréficas, y Rouseff y Ting#4
sobre la cuantificacién de flavonas metoxiladas en jugo de naranja.
Aplicaciones de HPLC han sido hechas también para el andlisis de
flavonoides en frutos citricos, hojas de tabaco, manzanilla, soya, tomates
y otros.

Un rango amplio de combinaciones empaque/solvente han sido
reportados en la literatura de flavonoides, y una revisién de éstos
han sido publicadas por Kingston), y por Daigle y Conkerton43; Fondi
y col. han estudiado el comportamiento por HPLC de 16 flavonoides
en diferentes sistemas de solvente?5, asi como el comportamiento
comparativo de 18 flavonoides por HPLC y HPTLC (CCD de alta
performance), ambos en fase reversa46.

Para la separacion de agliconas no polares o débilmente polares
se usa comunmente columna de silicagel (fase normal: Lichrosorb Si60,
u-Porosil-, etc.) y sistemas de elucién como hept:isopropanol (60:40)
y tol:EtOAc en diferentes proporciones; los glicésidos han sido se-
parados por elucién con bz:CH3CN (85:40).

Todas las técnicas cromatograficas que hemos mencionado
emplean una fase estacionaria sélida y una fase mévil liquida; como
consecuencia ocurren a menudo adsorciones irreversibles o des-
composiciones del soluto en la interfase liquido-sélido. Para evitar
estas complicaciones del uso de soporte s6lido, se han desarrollado
varios soportes liquidos, que acttian por un mecanismo de particién
dando lugar a las técnicas de cromatografia contracorriente CCC, como
por ejemplo la DCCC (a la gota), RLCC (rotacién locular), CCCC
(centrifuga) entre ellas la HSCCC (alta velocidad). Estas técnicas han
sido ampliamente utilizados para todo tipo de compuestos, polares
y no polares, la diferencia en su aplicacion esta en la eleccién de sistema
de solventes¥. En el caso de 'os flavonoides se han empleado sistemas
como: CHCl;: MeOH:H,0O (7:13:8), CHCl;:MeOH:H,O:n-PrOH
(9:12:8:1), CHCl3:MeOH: H,O:n-buOH (10:10:6:1), n-buOH:AcOH:H,0
(4:1:5), entre otros.
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2.2.4 Técnicas espectrométricas

El método mas usual para un andlisis preliminar de la estructura
de un flavonoide es quizds la absorcién UV-Vis; esta técnica es usada
tanto para identificar el tipo de flavonoide como el modelo de
oxigenacidn. Este tultimo puede ademds ser mejor definido por el uso
de reactivos de desplazamiento los cuales, como su nombre lo indica,
provocan el desplazamiento de las bandas de absorcion.

Los espectros de los flavonoides son determinados usualmente
en solucién metandlica. El espectro tipicamente consiste de dos
méximos de absorcién en los rangos 240-285 nm (Banda II, BII) y
300-550 nm (Banda I, BI). Podria indicarse como caracteristica que
en dihidroflavonas, dihidroflavonoles e isoflavonas la banda I es de
baja intensidad (méas baja que la banda II). En la Tabla 2 se dan los
rangos de los valores de absorcién para las Bl y BII de los diferentes
tipos de flavonoides y en la figura 6 se observan los espectros UV-
Vis caracteristicos!!.

Tabla 2.- Valores de absorcion para las BI y BII de los diferentes tipos
de flavonoides

Banda I, nm Banda I, nm  Tipo de flavonoide
250-280 310-350 flavonas
250-280 330-360 flavonoles (3-OH substituido)
250-280 350-385 flavonoles (3-OH libre)
245-275 310-330h isoflavonas (5-deoxi-6,7-dioxi)
275-295 300-330h isoflavonas, dihidroflavonoles
230-270 (baja 340-390 chalconas

intensidad)
230-270 (baja 380430 auronas

intensidad)
270-280 465-560 antocianidinas, antocianinas
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o Dihidroflavonol
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Fig. 6.- Espectros de absorcién UV-Vis de diferentes tipos de flavonoides con
modelos de hidroxilacién equivalentes!!
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La variacion de estos rangos depende del modelo de hidroxila-
cién y del grado de substitucién de los hidroxilos: a) los cambios
en la substitucién del anillo A tienden a ser reflejados en la banda
II de absorcién, mientras que alteraciones en las substituciones de
los anillos B y C tienden a ser mas aparentes en la banda I; b) la
oxigenacién adicional (especialmente hidroxilacién), causa general-
mente un desplazamiento batocrémico de la banda correspondiente;
c) la metilacién o glicosilacion, especialmente de 3, 5, 7 y 4'-OH, causa
desplazamiento hipsocrémico de las bandas, no siendo dependientes
de la naturaleza del aztcar en el caso de los glicésidos; d) la acetilacién
tiende a nulificar el efecto del grupo hidroxilo fendlico en el espectro;
e) en flavonas y flavonoles, la presencia de o-hidroxilo en 3' y 4'-
generalmente se evidencia por un segundo pico (algunas veces un
hombro) en la banda IL

La influencia de la substitucién por grupos hidroxilos en los
anillos A y B puede observarse en los siguientes ejemplos, en los que
se indican los valores de Amdx en nm de la banda I y banda II res-
pectivamente: 3-hidroxiflavona (344, 239); 3,5,7-trihidroxiflavona (360,
267,5); 3,3 4'-trihidroxiflavona (368, 250) y 3,5,7,4'-tetrahidroxiflavona
(367,5, 266).

El uso de los reactivos de desplazamiento, como ya lo indicamos,
proporciona informacién adicional, ttil en la determinacién de la
estructura de un flavonoide, asi:

e el acetato de sodio, causa significativa ionizacién de tinicamente
el grupo hidroxilo mas 4cido del flavonoide y es usado basica-
mente para detectar la presencia de un grupo 7-hidroxilo libre;

e el metéxido de sodio, causa ionizacién de todos los grupos
hidroxilos, la degradacién del espectro con el tiempo es un buen
indicador de la presencia de grupos sensibles a &lcalis;

e el cloruro de aluminio, forma complejos con grupos o-hidroxilo
y con grupos hidroxil-cetona vecinos; en el primer caso el com-
plejo formado es labil ante la presencia de acido de tal modo
que éste desaparece con el agregado de HCI, no asi en el segundo
caso en que el complejo formado es estable; y

e el acido bodrico-acetato de sodio, forma también complejos con
los grupos o-dihidroxilo y es usado para detectar su presencia.
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La accién de estos reactivos de desplazamiento se esquematiza

en la figura 7.
complejo
Q con AlC]

rompimiento del complejo

HO
ionizacion
con NaOAc

\OH/_,O\/ complejo

. con A1C13
complejo
con AlCl3

Fig. 7.- Accién de los reactivos de desplazamiento en un flavonoide

Para la preparacion y utilizacion de estas reacciones de despla-
zamiento, ver el Apéndice.

Un gran nimero de espectros ultravioleta han sido publicados
para la mayoria de los flavonoides por Mabry4, Harborne®, Jurd,
flavonas y flavonoles por Jay4%, auronas por Geissman y Harborne0,
chalconas por Jurd? e isoflavonas por Horowitz>2.

Muy poca es la aplicacién de la técnica IR en el andlisis de
flavonoides debido a que los espectros UV son mas informativos y
requieren mucho menos material, sin embargo, algunas absorciones
(cm1) caracteristicas pueden ser ttiles como la absorcién C=O entre
1680 y 1640, aromaticos entre 1600 y 1500 y la de -OH quelatado
(o-hidroxicetona) a 3500-3200.

Las primeras mediciones de RMN-1H en flavonoides fueron
limitadas a aquellos menos polares, solubles en CDCl;, luego uti-
lizando CCl, previa reaccion para formar el derivado éter trimetil-
sililado y ultimamente las agliconas y los glicésidos son corridos en
DMSO-d;. Un gran numero de espectros en los primeros solventes
es publicado por Mabry4.

Los espectros corridos como éteres trimetilsililados en CCl, tienen
la ventaja sobre los tomados en DMSO-d,, en que el solvente tiene
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bajo punto de ebullicién y puede ser removido facilmente, se evita
asimismo la intensa sefial entre 2,0 y 4,0 ppm producido por el DMSO
no deuterado o parcialmente deuterado asi como la sefial del H,O
que facilmente absorben; los éteres formados pueden ademads ser
facilmente hidrolizados con metanol-agua.

En la Tabla 3 se sefiala los desplazamientos quimicos aproxi-
mados de varios tipos de H en agliconas y glicésidos flavonoides.

Tabla 3.-Desplazamientos quimicos aproximados de varios tipos de protones4

Desplazamiento, ppm Tipo de proton

ca. 1,0 C-CH; de ramnosa (duplete ancho)

ca. 1,7 metilos de substituyentes prenilos (-CH,-CH=C
(CHj3),) (los otros protones a 3,5 y 5,2 ppm)

ca. 2,0 acetato (-OCOCHj3) y aromatico =C-CH,

2,0-3,0 H-3 de flavanonas (multiplete, 2 protones)

3,741 metoxilos

3,5-4,0 C-H de muchos azicares

4,2-6,0 H-1 de azicares (también H-2 dihidroflavo-
noles a 5,0 ppm y H-2 de flavanonas a 5,0-
5,5 ppm)

6,0 metilendioxi, O-CH,-O (singulete)

6,0-8,0 protones de anillo A y B

7,5-8,0 H-2 de isoflavonas (singulete)

9,5-12,5 OH (en derivados no sililados)

Es también usual utilizar reactivos de desplazamientos para la
elucidacién estructural de flavonoides; Joseph-Nathan y colaborado-
res utilizaron Pr(fod); para el caso de flavonas y flavonas
metoxiladas53,54 (fod=6,6,7,7,8,8,8-heptafluoruro-2,2-dimetil-3,5-
octadionato).

En los dltimos afios, los espectros de RMN-13C de flavonoides
han sido muy usuales y de gran ayuda en las determinaciones es-
tructurales10,55-62, ]a informacién obtenida con esta técnica es com-
plementaria a las obtenidas con el 1H.
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En la Tabla 4 se da los rangos de desplazamientos quimicos para
varios tipos de carbonos en los flavonoides!l. Algunos ejemplos se
ilustran en la figura 8.

Tabla 4.- Desplazamientos quimicos aproximados de varios tipos de car-

bonol1
Tipo de carbono Desplazamiento, 6 ppm
carbonilo (4-ceto, acilo) 210-170 .
aromdticos y olefinas
(a) oxigenados 165-155 (no ofp oxigenacién)
150-130 (con ofp oxigenacion)
(b) no oxigenados 135-125 (no o/p oxigenacion)

125-90 (con ofp oxigenaci6n)
aliféticos
(a) oxigenados (azicares) 83-69 (C-1 de O-glicésidos)
(b) no oxigenados
(C-2, C-3 de flavanona) 80-40

metilendioxi ca. 100
OCH,4 55-63
C-CH,, 17-20

isopropenilos (CH,CH=C(CHj), 21(CH,), 122(CH), 131(0), 18(CH,)

En la espectrometria de masas, una gran ventaja es la cantidad
muy pequefia de muestra requerida para el andlisis. Al aplicar este
método, debemos recordar los pesos moleculares para los diferentes
nicleos basicos, como son: 222 para flavonas, isoflavonas y auronas;
224 para flavanonas y chalconas; 238 para flavonoles; 240 para
dihidroflavonoles; el incremento de 16 unidades de masa por cada
grupo hidroxilo, y de 30 por cada metoxilo’.11, entre otros.

Asimismo algunos fragmentos caracteristicos son: M+ del pico
molecular; M*-1 originado por pérdida de un hidrégeno; M+-15 por
pérdida de metilo del grupo metoxilo, la intensidad de la sefial es
también indicativa de la posicién del grupo metoxilo, siendo mas
intensa si éstos estdn en C-6 6 C-8 que en otros dtomos; M*-31 por
pérdida de grupos metoxilo; M*-18 por pérdida de agua; M+-28 6
M+*-29 por pérdida de grupo CO o CHO del C-4 para formar un anillo
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Fig. 8.- Valores de RMN-13C para algunos flavonoides
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de cinco miembros; M*-43 por pérdida de grupo -COCH3, M+-56 por
pérdida de isopentilo, etc.

Es también usual la fisién de M* en dos fragmentos conteniendo
anillos A y B, como se observa en la figura 9.

La determinacién del peso molecular y formacién del derivado
perdeuteriometoxilado (PDM) es también importante para conocer los
grupos presentes, por ejemplo: un flavonoide cuyo M* es 360 esta
de acuerdo con un flavonoide conteniendo tres grupos hidroxilos y
tres grupos metoxilo; su derivado PDM debe exhibir un M+ a 411
en concordancia con tres grupos -OCHj y tres grupos -OCD;3.

+
o‘|
v L
C-C HC=C
Al B1
oH
L
OH
OH OH 0H Bl 150 (24)
OH AJH 153 (44)

M 302 (100)

OH
@""
CHy0 K;[ HC=C OCHg
OH 164

m* 346 (100)

4

”/‘;’b

[M* —CH3] 331 (72) M _-co—cr{3]* 303 (44)

Fig. 9.- Algunas fragmentaciones caracteristicas de los flavonoides
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2.3. Ejemplos de aplicacion
e Estudio quimico del cactus Ariocarpus retusus?2

Después de extraer 7,75 Kg de A. retusus, seco y molido, con
éter de petréleo durante 100 horas se obtuvo un sélido amarillo, el
que fue saponificado y el insaponificable extraido con éter isopropilico;
este extracto produjo un residuo que fue acidificado con 4cido
clorhidrico precipitando un sélido amarillo, el que después de varias
recristalizaciones en etanol dio 3,2 g
de cristales de punto de fusién 160-
161°C. Su férmula molecular se de-
terminé como C;gH;,O, (por espec-
trometria de masas) y fue caracteri-
zado como 3,7,3',4'-tetrametoxiquer-
cetina o retusina (Fig. 10).

Fig. 10.- Retusina

Los datos espectroscépicos se indican en la Tabla 5.

Tabla 5.- Valores espectroscépicos encontrados para la retusina22

EtOH
uv Xowe DM 213 (€ 26475), 255 (e 18783), 270 (e 15831),
356 (e 17173)
IR vKBr cml 3000 (OH), 2900 (CH), 1670 (CO)
RMN-1H & ppm 8,30 (2H); 7,00 a 6,80 (1H, m):
6,50-620 (2H, m); 3,95, 3,90,
3,87 (12H, s); 12,61 (1H,s)
EM M+ 358, M+-Me 343, M+-OMe 327, M+43 315,

otros picos importantes fueron a
175, 167, 166, 138, 85, 79, 69.

La acetilacién de la retusina produjo cristales amarillo analizados
para C,y;H,;05, de punto de fusién 165-166°C y que dieron negativo
a la reaccién con cloruro férrico.
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e Flavonoides de Andira inermis Wright64

1,750 Kg de corteza seca y molida fue macerada en 4 L de metanol
durante 30 dias. El extracto fue concentrado a sequedad (13,9 g) y
disuelto en 160 mL MeOH:H,O (2:3). Esta solucién acuosa-metandlica
se someti a una extraccion exhaustiva con CHCl; obteniéndose
después de concentrar el extracto cloroférmico 1,6 g (E1). E1 fue
cromatografiado por CCDP en bz:acetona (2:1), separdndose entre
otros, formometina y pseudobaptigenina (9,0 mg), genisteina (28,0 mg),
3'-metoxidaidzeina (4,0 mg), y daidzeina (3,0 mg).

OMe

daidzeina

Los flavonoides aislados fueron caracterizados en base a sus
datos espectroscépicos, algunos de los cuales se reportan en la
Tabla 6.
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Tabla 6. Valores espectroscépicos encontrados para la genisteina, 3'-
metoxidaidzeina y daidzeina

Genisteina

UV A, nm (Fig. 11)
MeOH 260, 328h, NaOMe 275, 324h (no desc), AICl, 271, 304h, 371,
AICL,/HC1 271, 304h, 371, NaOAc 271, 327 (no desc), NaOAc/H,BO,

259, 332

IR vEBr cmel 3343, 1649, 1616, 1516, 1459, 1360, 1252, 1172 (Fig. 12)

max

RMN-1H (CD,COCD,, & ppm) (Fig. 13)
12,97 (s), 8,11 (s), 747 (d, J=9,0 Hz), 695 (d, J=9,0 Hz),
639 (d, J=2,0 Hz), 629 (d, J=2,0 Hz)

EM m/z, (int. relativa) (Fig. 14)
M+ 270 (67,1), 153 (33,2), 124 (2.2), 118 (22,4), 83 (18,0), 69 (32,0),
55 (28,7), 44 (100,0), 29 (55,8)

3'-Metoxidaidzeina
UV A, nm
MeOH 249, 256h, 284; NaOMe 257, 326 (no desc), AICl; 249, 284; AlCl,/
HCI 249, 284; NaOAc 257, 328 (no desc); NaOAc/H;BO5 249, 258h, 284

RMN-1H (DMSO-dg, 8 ppm)
8,15 (s), 8,06 (d, J=8,7 Hz), 8,0 (s), 7,37 (s), 7.24 (d, J=9,0 Hz), 7,17
(s.a), 7,07 (dd, J=9,0 Hz), 6,94-7,02 (m), 6,91 (s), 3,88 (s).

EM m/z (int. relativa)
M+ 284 (16,0), 269 (4,4), 241 (2,9), 148 (3,4), 137 (8,9), 139 (4,7), 108
(2,4), 105 (7,0), 97 (21,7), 83 (36,3), 69 (47,5), 57 (66,9), 43 (100), 29
(75,3)

Daidzeina
UV A, nm (Fig. 15)

MeOH 236h, 250, 258h, 298; NaOMe 258, 322 (no desc); AICl; 238h,

250, 260h, 300, 345; AICI;/HCI no hay cambio; NaOAc 254, 325 (no desc),

NaOAc/H,BO, 249, 302

KBr
IR v, cml
3400, 1630, 1593, 1513, 1460, 1385, 1245, 1197

RMN-1H (acetona-dg, & ppm) (Fig. 16)
9,54 (s.a.), 8,37 (s.a.), 8,12 (s), 8,07 (s), 7,53 (d, J=9,0 Hz), 7,15 (d, J=2,0
Hz), 7,03 (s.a.), 6,93 (d, J=2,0 Hz)
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Fig. 11.-- Espectros UV de la genisteina con reactivos de desplazamiento
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Fig. 12.- Espectro IR de la genisteina
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Fig. 15.- Espectros UV de la daidzeina con reactivos de desplazamiento
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Fig. 16.- Espectro RMN-1H de la daidzeina
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o Rutina de Werneria dactylophylla5

100 g de la parte aérea seca y molida de W. dactylophylla “conuca”,
fue macerado en metanol durante 7 dias. Se filtré y concentr6 la solucién
metandlica; sobre el extracto concentrado se realiz6 una particién con
AcOEt:H,O (1:1) obteniéndose las fases acetato de etilo y acuosa
respectivamente.

Al ser dejada la fase acuosa en reposo, precipité un sélido amarillo
que por repetidas purificaciones da 100 mg de un polvo amarillo de
punto de fusién 188-190 °C (MeOH:H,0, 1:2), caracterizado como rutina
en base a los datos espectroscopicos de la Tabla 7.

Tabla 7. Valores espectroscopicos. para la rutina

UV A% 1m 258, 266h, 298h, 359 nm (Fig. 17)

‘max?

IR Urllea; cm-l 3416, 2939, 1651, 1596, 1501, 1454 (Fig. 18)

RMN-1H (MeOD, TMS, & ppm)
3,20-3,85 (10H, m), 4,55 (1H, s), 5,12 (1H, d), 6,20 (1H, d, J=2,0
Hz), 6,38 (1H, d, J=2,0 Hz), 6,87 (1H, d, J=8,0 Hz), 7,63 (1H,
d, J=2,0 y 8,0 Hz), 7,67 (1H, d, J=2,0 Hz)

RMN-13C (MeOD, TMS, & ppm), sefiales para 27 carbonos (Fig. 19)
17,89, 68,51, 69,67, 71,32, 72,04, 72,18, 73,89, 75,68, 77,11, 78,11,
94,85, 99,92, 102,36, 104,72, 105,53, 116,00, 117,67, 123,03, 123,54,
135,59, 145,75, 149,75, 158,39, 159,27, 162,84, 165,96, 179,29.

EM del compuesto hidrolizado, m/z (intensidad relativa) (Fig. 20)
M+ 302 (100), 273 (6,85), 137 (15,42), 81 (5,71), 69 (17,14), 44
(17,14), 29 (11,42).

141



2.27857
1.8228 4
Cd
Iz
=
= 1.36714
=
w
)
o
@ 0.911394
<
0.4£5€9
0.0000

Fig. 17.- Espectro UV de la rutina
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e . Quercetina de Uncaria guianensis, “tambor huasca”

1 kg de corteza seca y molida de “tambor huasca” se extrajo
en soxhlet con solventes de polaridad creciente, éter de petréleo, CHCl,,
CHCl;: MeOH 9:1 y MeOH. El extracto metanélico fue concentrado
a sequedad obteniéndose un residuo de color rojo granate de aspecto
brillante (110 g).

75 g del extracto metanélico fue sometido a hidrélisis dcida con
HCl 1% y extraida exhaustivamente con éter. Se concentr$ la fase
etérea obteniéndose 1.75 g de un residuo que dio positiva la prueba
de Shinoda y FeCl,. La purificacién de la fase éterea se hizo con CC
(silica gel GF-254, 70-230 mesh) empacada en CH,Cl, y eluida con
mezclas de CH,Cl,: MeOH de polaridad creciente. Una de las frac-
ciones (Fll) (CH,Cl,: MeOH 25:1) fue sometida a purificacién por HPLC
(Ultrasphere ODS 140 x 4 mm, MeOH 6% + 0.06% TFA) dando un
polvo de color amarillo (30,9 mg) de pf 290 °C, determinandose como
quercetina en base a sus espectros UV, IR y a su comparacién por
CCD y HPLC con un estandar (Tabla 8).

250.0 3p98.0 350.0 408.0 450. 0 500.0
NM

Fig. 21.- Espectro ultravioleta de la quercetina
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Tabla 8.- Valores encontrados para la quercetina

nm 2544, 271h, 370,8 (Fig. 21)

cm-1 3408, 1664, 1612, 1559, 1519, 1383, 1319, 1261, 1169,
(Fig. 22)

MeOH
UV K »

IR ey
1014, 864, 823

HPLC tr = 518  (Fig. 23)

Fig. 22.- Espectro IR de la quercetina

S-18

«25

Fig. 23.- Cromatograma HPLC de
a) quercetina estandar b) fraccién F11
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3. CUMARINAS

3.1. Generalidades

Las cumarinas son compuestos ampliamente distribuidos en las
plantas, principalmente en las familias Umbeliferae y Rutaceae; se
encuentran en todas las partes de la planta, desde la raiz a flores
y frutos siendo méds abundante en estos tltimos; se presentan a menudo
como mezclas, en forma libre o como glicésidos.

El nombre de cumarina fue asignado originalmente al compues-
to cuya estructura se muestra en la figura 24, aislado por primera
vez en 1820 por Vogel de la Coumarona odorata o arbol de la tonka;
actualmente se denomina cumarinas a todas aquellas que tienen como
base la estructura sefialada. Aunque el conocimiento de estos com-
puestos data desde aquella época, los progresos hechos en este campo
fueron escasos hasta hace aproximadamente 30 afios.

5 4 Los desarrollos en los procesos de ais-

6 % T lamiento y andlisis estructural en estos
ultimos afios han conducido a un marcado

7 g incremento en el nimero de cumarinas
5 @) O aisladas de plantas; éllo, unido al interés
despertado por el amplio rango de acti-

Fig. 24.- Cumarina vidad biolégica que muchas cumarinas

han mostrado, como por ejemplo la ac-
cién anticoagulante y antibacterial del dicumarol, la accién antibiética
de la novobiocina, la aguda hepatoxicidad y carcinogenicidad de ciertas
aflatoxinas, la actividad estrogénica del cumestrol, la accién fotosen-
sibilizadora de furanocumarinas como el bergapteno y la xantotoxina,
la accién insecticida de los surangin A y B, entre otros; cabe destacar
también las aplicaciones de las cumarinas como saborizantes y en
perfumeria67-70,

Hasta el afio 1982 se habia reportado el aislamiento e identi-
ficacién de aproximadamente 800 cumarinas (23 en el periodo de 1812
a 1898, 66 en los siguientes 50 afios, 101 en el afio 1959, 162 en el
periodo 1960-1969 y 450 entre 1970-1982), de las cuales el 33% han
sido aisladas de Rutaceae y 36% de Umbeliferae®®. Al afio 1990 se
reporta como en 1000 el nimero de cumarinas conocidas?.
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Las cumarinas de las cuales solo el 5% aproximadamente carece
de oxigeno en la posicion -7-, pueden clasificarse como:

e simples, como la estructura de la figura 24 o sus derivados hidro-
xilados, alcoxilados y alquilados, y sus glicésidos;

e furanocumarinas, lineales o angulares;

e piranocumarinas, analogas a las anteriores con un anillo de pirano,
pueden ser también lineales o angulares;

e cumarinas preniladas, y

e cumarinas substituidas en el anillo de pirona.

Algunas estructuras tipicas se dan en la figura 25.

Todas las cumarinas se caracterizan por el sistema benzo-a-pirona
y su cardcter lactonico hace que sean solubilizadas por soluciones
alcalinas con la aparicién de un color amarillo en la solucién; el hecho
que aproximadamente el 95% de las cumarinas poseen substituyente
oxigeno en el C-7 hace que se considere a la 7-hidroxicumarina o
umbeliferona como el compuesto padre, mejor que la cumarina
misma.

Las cumarinas estdn biogenéticamente relacionadas a los
fenilpropanoides como flavonoides y ligninas asi como a las subs-
tancias derivadas del acetato, como esteroides y terpenoides, ya que
su biosintesis transcurre por ambas vias: via shikimato y via policétido
del acetato. En la figura 26 se muestra la via shikimato.

El paso inicial es una condensacion del acido fosfoenol pirtvico
con fosfato-D-eritrosa para formar acido 2-ceto-3-deoxi-D-arabo-
heptanoico-7-fosfato, el cual se cicla a dcido 5-dehidrokinico. Este, por
pérdida de una molécula de agua seguida de una reduccién da lugar
a los dcidos 5-dehidroshikimico y shikimico respectivamente. El dcido
shikimico por medio de su 5-fosfato condensa con otra molécula de
acido fosfoenolpirtvico para formar después de algunas etapas el dcido
prefénico, el que aromatiza para producir acido fenilpirivico (o su
p-hidroxiderivado), y formar luego fenilalanina (o tirosina). La
deaminacién enzimdtica de la fenilalanina produce acido cindmico,
el cual sufre una o-hidroxilacion seguida de una glicosidacién. Este
glicésido es el que finalmente se convierte en cumarina6’.
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Fig. 26.- Biosintesis de la cumarina, ruta del 4cido shikimico
(-O-® = fosfato)
(1) 4c.3-deoxi-D-arabinoheptulosénico-7-fosfato-sintasa (2) 5-dehidroquinato sintasa
(3) dehidroquinato dehidratasa (4) shikimato dehidrogenasa (5) shikimato kinasa

(6) 3-enolpiruvilshikimato-5-fosfato-sintasa (7) chorismato sintasa (8) cinamato-2-oxigenasa
(9) glucosidasa
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La quimica de las cumarinas de ocurrencia natural ha sido pe-
riédicamente revisada7.69-76, Entre ellas destacamos la publicada por
Murray y colaboradores en el afio 198269 en la que se incluye la lista
de las aproximadamente 800 cumarinas aisladas a la fecha de la
publicacién, asi como las fuentes (plantas) y 3383 citas bibliograficas
referentes a su aislamiento, elucidacién estructural y sintesis.

3.2. Técnicas recomendadas

3.2.1 De extraccion

La extraccion de las cumarinas puede realizarse sobre el material
vegetal fresco o seco, con solventes de diferentes polaridades de-
pendiendo de las estructuras de las cumarinas. Las cumarinas oxi-
genadas, por ejemplo, son ligeramente solubles en solventes poco
polares y a menudo pueden cristalizar directamente de un extracto
de éter de petrdleo, ya sea por enfriamiento o por concentracién del
extracto. Solventes usuales son éter de petrdleo y éter etilico o sus
mezclas?7/78, acetona’?, metanol y etanol8081. Si una cumarina se
encuentra en cantidades apreciables en una fuente natural es posible
separarla por cristalizacion directamente del extracto; en caso de
mezclas complejas es mas conveniente usar técnicas cromatograficas
para la separacién.

3.2.2 De separacién cromatogrifica y de deteccin

La cromatografia de columna ha sido ampliamente usada, ya
sea utilizando silicagel’8-80,8283 ¢ alimina neutra o 4cida’ como
adsorbentes; la alimina bésica no es muy recomendable pues se ha
observado que produce degradacion de las cumarinas, aunque algu-
nos trabajos reportan su utilizacion84. Como sistemas de elucién han
sido utilizados mezclas variadas de solventes en diferentes propor-
ciones como, hex:Et,O, hex:EtOAc, EP:Et,0, CHCl;: EtOAc, bz:EtOAc,
CHCI5:Me,CO, tol:Et,O (1:1, saturado con HOAc 10%), tol:EtOAc:
HOACc.

Son también bastante usadas las CCDP utilizando silicagel y en
los sistemas de solventes nombrados u otros como CH,Cl,: Et,0, hex:
Me,CO, tol:EtOAc, hex:CHCl,:Et,O.
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La sensibilidad y fuerza de la resolucién de la CCD puede ser
mejorada utilizando placas cromatograficas preparadas con una mezcla
de silicagel y celulosa (1:1, silicagel G y polvo de celulosa-MN), uti-
lizando sistemas como TEF (to:HCO,Et:HCO,H, 5: 4:1), o CAW
(CHCI3:HOAC:H,0, 4:1:1) y detectando los componentes bajo la luz
UV (254 nm) antes y después de aspersar con NaOH 2N8>,

En la CP8687 es usual utilizar sistemas como BAW (n-buOH:
HOAc:H,0, 4:1:5, fase superior), to:HOAc:H,O (4:1:5), en este sis-
tema se ha encontrado una correlacién entre el nimero de -OH y
el valor de Rf, a mayor nimero de -OH menor valor de Rf. Las
cumarinas fendlicas tienden a dar manchas con cola, este problema
puede resolverse aumentando la concentracién de HOAc (por ejemplo
del 2% al 10%), aunque hay que tener cuidado en el caso de las
cumarinas ldbiles a altas concentraciones de acido.

Las cumarinas pueden ser desorbidas con cloroformo o acetona
mads facilmente de una CP que de una CCDP, aunque en este tltimo
caso muchas veces la resolucion es mejor (pero falla contra la pobre
desorcion).

Las furanocumarinas se separan mejor por cromatografia de
particion que de desorcién, utilizando silicagel impregnada con
formamida y en éter dibutilico como fase movil88.

La técnica HPLC ha sido ultimamente utilizada con éxito, ya
que ofrece ventaja de separaciones maés rdpidas y efectivas; ha sido
aplicada, entre otras, para la separaciéon de una mezcla de furano-
cumarinas del perejil utilizando columnas C,g-u-Porasil, asi como
fraccionar algunas cumarinas de citricos8990, y para la purificaciéon
de dos cumarinas inestables usando Lichrosorb Si 60 por elucién con
una mezcla de bz:Me,CO (8:2)91: buenos resultados se ha obtenido
como método alternativo, sobre todo a escala preparativa, el usar
columnas con fase enlazada a nitrilo y mezclas de hex:isopropanol
en diferentes concentraciones para la elucién?2.

También estd siendo utilizada la filtraciéon en gel para la
purificacién de cumarinas fenélicas, principalmente utilizando co-
lumnas empacadas con Sephadex LH-20 y por eluciéon con metanol
0 mezcla de solventes, por ejemplo de CHCl;:n-buOH:H,O (1:1:1).
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La propiedad fisica mas usual para reconocer una cumarina es
la fluorescencia que ellas desarrollan a la luz UV (365 nm), la que
es ampliamente utilizada para su deteccién en la cromatografia de
papel y de cada capa delgada mejor atin en este tltimo caso si la
silicagel contiene un indicador fluorescente. Se puede asignar
tentativamente ciertas caracteristicas a las cumarinas por el color que
ellas presentan®?:

e 7-alcoxicumarina generalmente presenta fluorescencia ptrpura;
e 7-hidroxicumarina y 5,7-dioxigenadas, fluorescencia celeste; y
e furanocumarina, fluorescencia amarilla opaca u ocre;

la intensificacién de la fluorescencia por tratamiento del cromatogra-
ma con vapores de amoniaco es indicativa de grupos fendlicos en
la cumarina. Los colores dados por las furanocumarinas pueden ser
intensificados por aspersion de las placas con una solucién de KOH
al 5% en MeOH o de SbCl; al 20% en CHCl;193. El efecto de la
substitucién en la fluorescencia de las cumarinas, asi como la intensidad
de la misma en varias concentraciones de alcohol y su estabilidad
en solucién alcalina han sido reportadas por Wheelock%4.

La deteccién de las cumarinas puede hacerse también con otros
agentes cromogénicos, desafortunadamente ninguno de estos reactivos
son especificos para estos compuestos y su confirmacién debe ser he-
cha por otros métodos; por otro lado, muchas veces la sensibilidad
de las cumarinas a estos agentes no es paralela a la que presentan
a la luz UV, por ejemplo: la 7-hidroxicumarina y la 7-hidroxi-6-
metoxicumarina frecuentemente dan resultados cromogénicos nega-
tivos pero dan intensa fluorescencia azul al irradiarse con la luz UV.

Los agentes cromogénicos usuales para detectar grupos fenélicos
son: solucién acuosa al 1% de FeCl; con la que compuestos con grupos
-OH libren dan colores azules o verdosos; el reactivo de Benedict para
cumarinas y también flavonoides con grupos -OH reactivos, la as-
persion de este reactivo a la CCD produce extincién parcial o total
de la fluorescencia; el reactivo de Emerson que produce colores rojo
naranja o rojo salmén luego de la aspersion sucesiva de soluciones
de 4-aminoantipirina al 2% en EtOH y de hexacianoferrato (III) de
potasio al 18% en H,O, este reactivo es usado también para diferenciar
entre furanocumarinas lineales y angulares; el reactlvo de Folin-
Ciocalteu, entre otros®9.9597,
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El anillo de furano de las furanocumarinas puede ser detectado
por la prueba de Ehrlich, que desarrolla colores naranja cuando se
aspersa la placa con una solucién de 4-dimetilaminobenzaldehido al
1% en EtOH, colocando luego la placa en una cdmara saturada con
vapores de HCl y seguido por tratamiento con una solucién de FeCl,%.

3.2.3 Técnicas espectrométricas

Para caracterizar a una cumarina nueva debe resolverse los dos
problemas siguientes: identificar inicialmente a los diferentes grupos
substituyentes y luego asignar su ubicacién en el nicleo de la cu-
marina.

Las cumarinas muestran bandas de absorcién ultravioleta carac-
teristicas a 274 y 311 nm (log € 4,03 y 3,72), las cuales son atribuidas
a los anillos de benceno y pirona respectivamente. Se observan des-
plazamientos batocrémicos en los espectros de las cumarinas
hidroxiladas, la posicién del nuevo maximo dependera de la habilidad
del grupo hidroxilo de conjugar con el sistema croméforo, como se
puede observar en la Tabla 9 (solamente se indica el valor a mayor
longitud de onda).

Tabla 9.- Valores de absorcién UV para cumarinas hidroxiladas

Compuesto Amax, nm
Cumarina 311
7-hidroxicumarina 315-330
6,7-dihidroxicumarina 340-350
5,7- 6 7,8-dihidroxicumarina 315-330
5,6,7-trihidroxicumarina 325-330
6,7 ,8-trihidroxicumarina 335-350

Las cumarinas metoxiladas y glicosidadas, por ejemplo 7-
metoxiladas o 7-glicosidadas, muestran espectros UV casi idénticos
a las hidroxicumarinas respectivas, mientras que los de las acetiladas
son similares al de los hidrocarburos padre, como en el psoralen y
derivados®983,
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Los cambios espectrales por la adicién de los llamados reactivos
de desplazamiento son particularmente tutiles para deducir la
orientacion de determinados grupos funcionales, especialmente grupos
hidroxilos. Los reactivos de desplazamiento usuales son: acetato de
sodio, hidréxido de sodio, &cido bérico y cloruro de aluminio.

El acetato de sodio como base débil puede ionizar tinicamente
los grupos hidroxilos mas acidos como los grupos -OH en C-5 o C-
7 produciéndose un marcado desplazamiento batocrémico ante la
presencia de éllos. Puede servir por ejemplo para diferenciar
escopoletina de isoescopoletina: en el primer caso hay un despla-
zamiento batocrémico de 47 nm (344 nm a 391 nm) al agregarse el
acetato de sodio, lo que no ocurre con la isoescopoletina. En cambio,
ambas producen desplazamiento batocrémico al agregar una base
fuerte como el hidréxido de sodio, aunque habria un modo de
diferenciarlos ya que en la cumarina-7-hidroxilada ocurre con un
incremento de intensidad mientras en la 6-hidroxilada ocurre con un
decrecimiento de la misma: escopoletina de 344 nm (log € 4,08) a
400 nm (log € 4,37); isoescopoletina de 347 nm (log € 4,06) a 403
nm (log € 3,91).

Cumarinas o-dihidroxiladas como las 6,7 y 7,8-dihidroxiladas
pueden ser diferenciadas facilmente de las 5,7-dihidroxi: ya que las
primeras forman complejos con cloruro de aluminio produciendo des-
plazamiento batocrémico, estos pueden ser pequefios como de 7 nm
en el caso de la 7, 8-dihidroxicumarina 0 mayores como de 28 nm
en la 7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina. Desplazamiento batocrémico
similar ocurre con la adicién de acetato de sodio-d4cido bérico (por
ejemplo: 6,7-dihidroxicumarina, de 352 nm a 376 nm).

Para la utilizacién de cada uno de estos reactivos de despla-
zamiento puede seguirse el procedimiento indicado a continuaci6n%:

e Espectro en hidréxido de sodio: se adiciona a la solucién metandlica
neutra dos gotas de solucién de NaOH al 5%.

e Espectro en acetato de sodio: a 3 mL de solucion metandlica, se
le agrega un exceso de NaOAc pulverizado; después de agitar,
se deja en reposo y se determina el espectro de la solucién.

e Espectro en acido boérico: a la solucion anterior, saturada con
NaOAc, se agrega H3BO; en polvo; el espectro se determina
después de agitar y dejar en reposo durante diez minutos.
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e Espectro en cloruro de aluminio: se adiciona tres gotas de solucién
etandlica de AICl3 al 5% a la celda conteniendo la solucién
metandlica y el espectro se determina después de cinco minutos.

En todos los casos el blanco es tratado de una manera idéntica
a la solucién de los compuestos.

En el espectro IR puede encontrarse bandas caracteristicas de
la a-pirona en la regién 1715-1745 cm! junto con la del doble
enlace conjugado al anillo aromatico en la regién usual, 1500 a 1600
cml.

Los grupos hidroxilos se encuentran a 3600-3350 cml, los hi-
droxilos secundarios y terciarios pueden diferenciarse por los picos
de deformacién O-H y estiramiento C-O que estdn a 1295 y 1090 cm'!
para los primeros y a 1410 y 1149 cm™! para los segundos; los grupos
metoxilos muestran bandas en la regién 1237-1272 cml; las sefiales
de los grupos aldehidos podrian estar superpuestas con las del grupo
carbonilo del éster cumarinico (su presencia podria deducirse del RMN-
TH por la sefial a 10,67 ppm).

Se podria sefialar otras particularidades, como las 2 bandas en-
contradas en las regiones 1088-1109 cm! y 1253-1274 cm1 en las
furanocumarinas, atribuidas a la vibraciéon de estiramiento C-O ca-
racteristica del grupo furano; asi como bandas en las regiones 740-
760 cm! y 870-855 cml atribuidas a las deformaciones en y fuera del
plano de los enlaces C-H del furano.

La RMN ha sido bastante aplicada para la elucidaciéon de
estructuras de cumarinas de ocurrencia natural, una importante
publicacién es la de Steck y Mazurek!00 en la que se sefialan reglas
para la correlacién espectro-estructura. También se aprovechan los
valores de la constante de acoplamiento a larga distancial01,102, Ja
utilizacién de reactivos de desplazamiento!03-105 y el efecto nuclear
overhauser.

En el andlisis de protén (8 ppm) de las cumarinas no substituidas
en el anillo de pirona, los H-3 y H-4, sistema AB, aparecen como
un par de dobletes centrados a 6,1-6,4 y 7,5-8,3 respectivamente con
J=9,5 Hz (en cloroformo deuterado, y a 7,8-8,1 y 8,1-8,3 respectivamente
en dimetilsulféxido deuterado).
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Una funcién oxigenada en C-7 puede conducir a un incremento
en la densidad electrénica del C-3 haciendo que se desplace la sefial
del H-3 a campo mas alto, el efecto es menor si el oxigeno estd en
C-5. En las cumarinas 5, 7-dioxigenadas, los protones de C-6 y C-
8 que estan metarelacionadas, aparecen como un par de dobletes con
J ca. 2Hz, pero si ademas el C-6 o C-8 estan substituidos por un carbono,
el H remanente aparece como un singulete. En aquellas cumarinas
6, 7-dioxigenadas, H-5 y H-8 aparecen como singuletes a 7,2 y 6,7
ppm respectivamente. Los grupos metoxilos aparecen normalmente
en el rango 3,8-4,4 ppm y los metilos a 2,45-2,75 ppm.

En la figura 27 se muestra algunas cumarinas con sus valores
de RMN-!H reportados!06-109,

*380.% . 595
6.29,s OCH; H 6 g
T (A
%*3.94,s
CH30 0
CH;™ 296,
H3C-C—CH3 107, s !
HO g5z, s 69 ,d, J=2Hz
seselinal106 angustifolinal07

7.40, d, 7.63,d, J=10Hz

Iz 3 829, J=i0kz
3.99,s
CH;0 0

4.%5,d, J:9Hz
H

J=9Hz y
“OH
=
HZC CH3
6-hidroxi-4-metoxi- : j’_?l;'; , e
-5-metilcumarinal08 )
460 ,a
murrangatinal09

Fig. 27.- Algunas cumarinas con los valores de RMN-1H reportados
(*pueden estar intercambiados)
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En los ultimos afios la espectroscopia de RMN-13C ha sido
grandemente aplicada para identificar cumarinas habiendo aparecido
muchas publicaciones con asignaciones completas de los desplaza-
mientos quimicos de C-13, asi como valores de constantes de aco-
plamiento C-H para hidroxicumarinas, metoxicumarinas, cumarinas

preniladas y relacionadas, furanocumarinas y dihidrofuranocuma-
rinas!11-113,

El valor de desplazamiento del atomo de carbono carbonilico
es el mismo en todos los casos, aproximadamente 160 ppm, el efecto
de los grupos hidroxilo o metoxilo en el anillo bencénico es bastante
caracteristico en que la sefial del nuevo carbono cuaternario es
encontrado aproximadamente 30 ppm a campo mas bajo que el valor
observado de la cumarina, mientras que los carbonos orto y para al
substituyente se mueven a campo més alto aproximadamente 13 y
8 ppm respectivamente.

Debe aclararse que los valores de desplazamiento quimico y
constante de acoplamiento pueden ser significativamente cambiados
por alteraciones del solvente.

Algunos valores tipicos se observan en la figura 28110112113,

La espectrometria de masas ha sido de gran utilidad en deter-
minaciones estructurales de productos naturales; un estudio de
fragmentacion en cumarinas monoméricas y diméricas ha sido realizado
por Kutney!l4; otra particularidades pueden encontrarse en las re-
ferencias 78, 115 y 116.

Las cumarinas producen un fuerte ion molecular a m/z 146 (76%)
y un pico base a m/z 118 (100%) (28 unidades menos por pérdida
de mondéxido de carbono del anillo de pirona). Hay luego pérdida
consecutiva de otra unidad de CO y de un dtomo de hidrégeno (Fig.
29a).

Las 7-hidroxi y 7-metoxicumarinas también muestran pérdidas
caracteristicas de monoxido de carbono observandose en el primer
caso un fuerte ion molecular a m/z 162 (80%) con el pico base a
m/z 134 (100%), y en el segundo caso a m/z 176 (100%) y a m/
z.148 (82%) respectivamente, en este ultimo se observa ademds un
fragmento a m/z 133 (83%) de pérdida de un grupo -CHj (Fig. 29b).
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Fig. 28.- Algunas cumarinas con los valores de RMN-13C reporta-
dos110,112,113
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La pérdida del grupo metilo no ha sido observada en los espectros
de 5,7-dimetoxicumarina y 6-hidroxi-7-metoxicumarina (Fig. 29¢) pero
si en los espectros de 6,7-dimetoxicumarina y 7-hidroxi-6-meto-
xicumarina (Fig. 29d). La pérdida del -CH; de C-6 seria explicada
porque originaria un sistema p-quinoide favorable.

En el caso de alquilcumarinas como la 4-metilcumarina, ocurre
la pérdida de CO (M+-28) seguida de la pérdida de un atomo de
hidrégeno del grupo metilo (Fig. 29e).

Algo similar ocurre en la 4-metil-7-hidroxicumarina (Fig. 29f),
y en el caso de la 6-metilcumarina (Fig. 29g), en estos dos ultimos
casos el fragmento (M-CO)* es mayor que el (M-CO-Me)*.

En las furanocumarinas la presencia del anillo de furano no altera
fundamentalmente el proceso de fragmentacién indicado para las
cumarinas simples; sin embargo este proceso puede predominar en
las metoxicumarinas, como la xantotoxina, donde la pérdida del ra-
dical metilo dejaria un ion oxonio conjugado (Fig. 29h).

En la piranocumarina predomina la pérdida de un radical metilo
y la generacién de un ion benzopirilo estable que frecuentemente es
el pico base (Fig. 29i).

3.3. Ejemplos de aplicacion

” o u

o Umbeliferona de Lepidophyllum tola, “tola”, “toya"117

600 g de ramas secas y pulverizadas de L. tola, sinonimia
Parastrephia lepidophylla (Weddel) Cabrera, fueron extraidas con
cloroformo en un extractor soxlhet durante 50 horas. El extracto
cloroférmico se concentré y el residuo obtenido fue lavado repetidas
veces con etanol; las soluciones etanélicas se reunieron y trataron con
una solucién de acetato de plomo al 7% hasta la no formacién de
precipitado; luego de la filtracién la solucién acuosa-etandlica fue
liberada del exceso de acetato de plomo, concentrada y extraida con
cloroformo. La CC de este extracto clorof6rmico en silicagel G 60 (mesh
70-230), por elucién con tol:EtOAc (3:2) separ6 un sdlido que luego
de repetidas recristalizaciones en metanol y sublimacion posterior entre
160 y 170°C dio agujas incoloras, que producen intensa fluorescencia

160



b)

c)

d)

e)

@'CO @:} €O o [Crms]’

m/z 146 (76) 118 (100) 90 (43) 89 (35)
CH;0 0 CHy0 + 0 i
m/z 176 (100) 148 (82) 133 (83)

OCHj OCH4
Xy, -CO -CH i
N P | PG C [CgH703]
CHy0 0 0 CH30 0
m/z 206 (100) 178 (55.6) 163 (27.6).

CH3O X - CH3 -co m
- CH30 0 CH3O CHy0
m/z 206 (100) 191 (46) ' 163 (36)
CH;
CH CH
Xy -CO 3y 2
—_— I —_— -
¥ 0 e +
m/z 160 (100) 132 (85) 131 (97

161



o/

+

m/z 176 (98) 148 (100) 147 (72.8)

m/z 160 (100) 132 (48. 8) 131 (36. 8)
= CH3 \
o 0
OCH3 0}
m/z 216 (100) 201 (22) 173 (56)
+
m/z 252 -

162
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azul celeste, caracterizadas como la 7-hidroxicumarina o umbeliferona
(Fig. 30), en base a los resultados espectroscépicos que se indican
en la Tabla 10.

6 X3
2

7
HO * % 0

Fig. 30.- Umbeliferona

Tabla 10.- Valores espectroscpicos encontrados para la umbeliferonall?

UV A4, nm (Fig. 31)
MeOH 324, 253, 243h
NaOAc 371, 274, 265h
H;BO, 324

IR o2 eml 3140 (estiramiento OH), 2820 (estiramiento C-H aro-
matico), 1705 (estiramiento C=0) 1600, 1560, 1500, 1450
(deformacién C=C aromético), 1405, 1195 (estiramiento
C-0 y deformacién de O-H fendlico), 1230, 1125
(estiramiento C-O de lactona-o.,B-insaturada).

RMN-1H, § ppm, CDCl, + DMSO-d¢ (Fig. 32)
H3 616  (d, J;;=9,5 Ho)
H4 768  (d, J34=9.5 Ho)
HS5 734 (4, J5=9.0 Hz)
H6 680  (dd, J5¢=9.0 He,
Jg §=2.2 Hz)
H8 68  (d, Jgg=22 Hy)
OH 1030 (s

e Cumarinas de Perezia coerulescens Wedd118

400 g de raices secas y molidas, extraidas previamente con hexano,
fueron sometidas a extraccién en soxlhet con 2 L de cloroformo durante
31 horas. El extracto cloroférmico fue evaporado a sequedad y el
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Fig. 31.- Escpectro UV de la umbeliferona en MeOH
(—) + NaOAc (—) + H3BO; (-.-.-)

T T T T T T T T T T T T T T
n - = . . = - "
b - ‘ A i B "

J S o
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Fig. 32.- Espectro RMN-1H de la umbeliferona




residuo extraido exhaustivamente con benceno caliente, este extracto
bencénico fue concentrado y cromatografiado sobre silicagel G 60 (100
g) con mezclas de polaridad creciente de bz:CHCl,. La fraccién (4:1)
produjo 4 mg de pereflorina (por recristalizacion en acetona), la fracciéon
(3:7) 2 mg de 3,4,8-trimetoxi-5-formil-2H-1-benzopiran-2-ona (por
cristalizacion en cloroformo) y la fraccién (1:9) 25 mg de 8-hidroxipere-
florina (por recristalizacion en bz:CHCIl;:EtOAc, 3:5:2) (Fig. 33). La
caracterizacién de cada uno de los compuestos aislados fue basada
en los andlisis de los datos reportados en la Tabla 11.

CHO OCH, CHO OCHj CH; OCH;
RO, Xy CHs O X0 X
o~ O o~ O 0~ 0
OCH, _ OCH; OH
pereflorina b 3,4,8-trimetoxi-5-formil - 8-hidroxipereflorina

-2H-1-benzopiran-2-ona

Fig. 33.- Cumarinas de Perezia coerulescens Wedd

Tabla 11.- Valores encontrados para las cumarinas aisladas de Perezia
coerulescens Wedd118

Pereflorina: Agujas cristalinas de color amarillo palido
pf 190-193°C
EtOH
uv Apax - nm 211 (e 22400, 238 (e 12900), 307 (e
18500) (Fig. 34).

RMN-1H & ppm, CDCl;, TMS est. int. (Fig. 35)
OMe (en C4) y 3,99 (6H, s)

OMe (en C-8)

OMe (en C-3) 427 (3H, s)
H-7 6,57 (1H, s)
CHO 10,68 (1H, s)
OH 13,56 (1H, s)



3.4,8-trimetoxi-5-formil-2H-1-benzopiran-2-ona:
Agujas cristalinas de color amarillo pélido.

pf  185-187°C
UV ATl nm 225 (e 28200), 260 (¢ 14100),
301 (e 16300)

IR vig cml 1725, 1669, 1586, 1576
RMN-1H & ppm, CDCl;, TMS est. int. (Fig. 36)
OMe (en C-8) 398 (3H, s)

OMe (en C-4) 401 3H, )

OMe (en C-3) 430 3H, s)

H-6 784 (1H, d, J=8,6 Hz)
H-7 707 (14, d, J=8,6 Hz)
CHO 10,67 (1H, s)

EM 70 eV m/z M* 264 (100)
8-hidroxipereflorina; Agujas incoloras.
pf 175°C (sublimacién)

uv xEtOH

'max °

nm 208 (€ 30700), 254 (¢ 12700),
289 (¢ 13000) (Fig. 37)
IR vSHCL em-1 3510, 1715, 1610, 1585 (Fig. 38)

max

RMN-1H & ppm, CDCl; + DMSO-dg, TMS est. int. (Fig. 39)

Me (en C-5) 2,56 (3H, s)

OMe (en C-4) 3,98 (3H, s)

H-3 5,65 (1H, s)

H-6 6,85 (1H, d, J=8,1 Hz)
H-7 7,02 (1H, d, J=8,1 Hz)
OH 9,29 (1H, s.a.)

RMN-13 “noise decoupled” & ppm (Fig. 40)
22,2 Me (aromdtico); 55,9 OMe; 89,5 C-3; 114,6 C-4a; 117,7
C-7; 126,5 C-6; 142,8 C-8; 142,8 C-8a; 161,1 C-2; 169,1
C-4
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EM

70 eV, m/z (%)

M+ 206; M+-Me 191 (12,5); M+-CO 178 (10,4); M+-(H,CO)
177 (6,6); M*-(Me, CO) 163 (29,6); M+-(2Me, CO) 148 (14,6);
M+- (Me, 2CO) 135 (8,2)

211

J

i
190 ‘Ans 350

Fig. 34.- Espectro UV de la pereflorina B

sk

Fig. 35.- Espectro RMN-1H de la pereflorina B
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Fig. 36.- Espectro RMN-1H del 3,4,8-trimetoxi-5-
formil-2H-1-benzopiran-2-ona
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Fig. 37.- Espectro UV de Ia 8-hidroxipereflorina
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Fig. 38.- Espectro IR de la 8-hidroxipereflorina
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Fig. 40.- Espectro RMN-13C “noise decoupled” de la 8-hidroxipereflorina
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4. CROMENOS Y BENZOFURANOS

4.1. Generalidades

Los cromenos y benzofuranos son productos naturales que se
han encontrado en algunas especies de Rutaceae, Liliaceae, Ciperaceae
y principalmente en ciertas tribus de las Asteraceae, entre las cuales
parecen ser exclusivos de las Asterae, Eupatorieae, Heliantheae, Inuleae
y Senecioneae; su presencia en esta tribu ha sido revisada por Proksch
y Rodriguez 1983119,

Estos compuestos se encuentran presentes generalmente en hojas
y tallos, y menos cominmente en raices habiéndose encontrado en
los primeros hasta en un 5% sobre el peso seco. Son biogenéticamente
formados por combinacién de una unidad de isopreno y un sistema
fendlico; en el pasado, se especul6 que el anillo fendlico era derivado
del p-hidroxiacetofenona via dcido shikimico, pero estudios mas
recientes han demostrado
que es originado por la via

0
l N acetato; mientras que el
1 anillo heterociclico, formado
o7 0 por una unidad de Cg lo es

(a) (b) a partir de un metabolismo
terpenoidall20,121,

Fig. 41.- Estructuras basicas de (a)

cromeno, (b) benzofurano La formacién del anillo

heterociclico puede ocurrir
de dos maneras, dando el
2,2-dimetilcromeno (Fig. 41a) o el 2-isopropilenbenzofurano (Fig. 41b),
teniendo la mayoria de ellos un grupo metilcetona usualmente en
posicion para a la funcién oxigeno del anillo heterociclico. En la na-
turaleza muy raramente estos compuestos carecen del grupo
metilcetona, como el caso de los precocenos I y II, de las llamadas
werneriacromeno o de la eupatorona, esta Gltima con un metilcetona
en C-2, asimismo unas pocas estructuras han sido encontradas con
un grupo C=0 en el C-3 (Fig. 42)122-124,
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precoceno | precoceno II 3—cetobenzofurano—
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CO,CH3

wernerias—cromeno

Fig. 42.- Cromenos y benzofuranos con modelos de substituciéon no comunes)

Muchos cromenos y benzofuranos han mostrado ser
biolégicamente activos como el toxol y la dehidrotremetona que son
bacteriostdticos; la tremetona, la dehidrotremetona y la hidro-
xitremetona son toxicos a los peces; el toxol y el angelato de toxilo
exhiben una débil actividad antitumor contra la leucemia linfocitica
P-388; el encecalin, el 7-hidroxiencalin y la 6-metoxieuparina son
fototéxicos a varios hongos y bacterias; el encecalin también ha
mostrado accion insecticida; asimismo los precocenos I y II actdan
como hormonas antijuveniles en los insectos (Fig. 43)119,125,126,

0 0
gewSiaew
0 i

dehidrotremetona tremetona

(0] (¢}
- OAng
CH30 : ;: i
6 —metoxi— angelato de 7—hidroxience-
—euparina toxilo calin

Fig. 43.- Cromenos y benzofuranos
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4.2. Técnicas generales

Varios cromenos y benzofuranos son volétiles y pueden ser
extraidos por desfilacion por arrastre de vapor, sin embargo un
procedimiento més efectivo y méas suave es la extraccion de plantas
frescas con solventes orgénicos como benceno!?7, éter de petréleo-
éter etilico (2:1)124, diclorometanol23 o cloroformo!28,129,

La cromatografia en columna o cromatografia de capa delgada
preparativa en silicagel o acido silicico con fases méviles como diclo-
rometano o mezclas de EP:Et,O, CHCl;:MeOH!24/128 ¢ bz: EtOAc129,
son métodos muy usuales para el aislamiento de cromenos y
benzofuranos. Son también métodos muy efectivos la utilizacion de
CC usando Sephadex LH-20 con metanol como eluente!?3 y de la
técnica de HPLC sobre RP que tultimamente ha podido ser aplicada
para la cuantificacién de cromenos y benzofuranos en extractos de
plantas!19.

En el espectro IR la presencia de la cetona aromética puede ser
observada por las sefiales a 1675 cm’! y entre 1625 y 1500 cm! (o-
hidroxicetona) y de los grupos hidroxilos a 3600 cml.

En el espectro RMN-TH (8 ppm) de los cromenos, por ejemplo,
en el encecalin (Fig. 44), los dtomos H-3 y H-4 aparecen como dos
dobletes (sistema AB) a 5,48 y 6,28 (J=10 Hz), el gem-dimetilo a 1,41
como singulete, el grupo metilce-
tona a 2,52 como singulete, el
metoxilo a 3,82 como singulete y los
H-5 v H-8 como singuletes a 7,50
y 6,38 respectivamente!30. En los
benzofuranos, por ejemplo, la
euparina (Fig. 44), se observa 3
singuletes para H-4, H-3 y H-7 a
7,88, 6,88 y 645 respectivamente,

; dos singuletes anchos para 1H a

Fig. 44.- Estructuras de (a) 5,15 y 5,70 de =CH,, sefiales para

encecalin, (b) euparina 3H correspondiente al grupo

metilvinilico a 2,05 como doblete

(J=1 Hz), para el grupo metilcetona a 2,60 como singulete y a 12,40

se puede observar la sefial singulete para el protén hidroxilico (in-
tercambio con D,0)130,
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Otros ejemplos se observan en la figura 45.

0

6.82

10, 11-dihidro-10-hidroxi-
tremetonal3l

8-[3,3"dimetilalil]-
5.07, 5.67 -werneria cromenol24

5,6-dimetoxi-2-isopro-
penilbenzofurano!27

13.23

2.12

3.9
0 5.20, 5.78
2-acetil-5-(1e-hidroxietil)-

-6-metoxibenzofurano132 4-hidroxidehidrotremetonal33

Fig. 45.- Valores de RMN-1H para algunos cromenos y benzofuranos
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4.3. Ejemplos de aplicacion
e Benzofuranos de Werneria ciliolata A. Grayl29134

Las hojas, raices y tallos secos y molidos (230 g) fueron extraidos
con cloroformo (2 L) en un soxlhet. El extracto fue concentrado al
vacio y el residuo gelatinoso agitado con etanol (250 mL) y filtrado.
A esta solucién etandlica se le agregé solucién acuosa de acetato de
plomo al 4% forméndose un precipitado, el que fue separado por
filtracién. El filtrado se concentr6 y agit6 con acetato de etilo; el extracto
en acetato de etilo se concentré y el residuo 96,71 g) se cromatografié
sobre silicagel. La elucién con bz:EtOAc dio cristales incoloros, por
recristalizacién en éter de petrdleo, de dihidroeuparina, de pf 68°C
(it 69°C) y [0]24 -47,9 (CHCly, ¢ 0,76).

Otra muestra de 100 g de material seco y molido se macer6 por
30 dias en una mezcla de EP:Et,O (2:1), obteniéndose 3,2 g de extracto
seco. Este extracto fue cromatografiado en columna de silicagel y eluida
en mezcla de polaridad creciente de EP: Et,O. La segunda fraccién
se someti6 a CCDP en bz:CHCI; (1:1) separandose 15 mg de cristales
de color amarillo palido de 2,5-diacetil-6-hidroxibenzofurano de pf
134 °C.

Las estructuras (Fig. 46) fueron deteminadas en base a los datos
espectroscopicos (Tabla 12).

0
) O |
H-
0 oI HO 0
0
Dihidroeuparina 2,5-diacetil-6-hidroxibenzofurano

Fig. 46.- Dihidroeuparina y 2,5-diacetil-6-hidroxibenzofurano
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Tabla 12.- Datos espectroscopicos encontrados para la dihidroeuparinal29.134
y el 2,5-diacetil-6-hidroxibenzofurano

Dihidroeuparina

Uv OO nm o 225, 248, 286, 331

KBr
R

cml  3400-2700, 1645, 1605 (Fig. 47)
RMN-1H 8 ppm, CDCl;, TMS est. int. (Fig. 48)

1,75 (3H, s.a.), 2,53 (3H, s), 3,10 (2H, ddd),
5,10 (2H, m), 5,25 (1H, dd), 6,38 (1H, s),
7,50 (1H, s.a.), 12,98 (1H, s)

RMN-13C  § ppm, CDCl4
16,70 (CH,), 25,70 (CO-CH,3), 33,13 (CH,), 87,50
(CHO), 97,90 (CH), 112,60 (CH,), 113,80 (C, s),
118,50 (C, s), 126,50 (CH), 143,50 (C, s), 165,70
(C=0)

EM m/z M+ 218 (94), 203 (100), 185 (13), 175 (56), 161
(17), 160 (30), 129 (18), 105 (20), 94 (15), 91
(18), 77 (28), 69 (34), 43 (100)

2.5-diacetil-6-hidroxibenzofurano

UV A0 nm 226, 250, 295, 343 (Fig. 49)

IR oXBr eml 3410, 2920, 2860, 1665, 1635, 1540 (Fig. 50)
RMN-"1H & ppm, CDCl;, TMS est. int.

8,09 (1H, s), 7,39 (1H, s), 7,02 (1H, s),

2,64 (3H, s), 2,51 (3H, s) (Fig. 51)

EM M+ 218,2 (50), 203 [M-Me]+ (100), 43,2 [MeCOJ*
(33,9)
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Fig. 47.- Espectro IR de la dihidroeuparina

Fig. 48.- Espectro RMN-1H de la dihidroeuparina
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Fig. 49.- Espectro UV de 2,5-diacetil-6-hidroxibenzofurano

Fig. 50.- Espectro IR de 2,5-diacetil-6-hidroxibenzofurano
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5. XANTONAS

5.1. Generalidades

Son pigmentos fendlicos amarillos; quimicamente son diferentes
a los flavonoides, pero son muy similares en sus reacciones de
coloracién y en su movilidad cromatogréfica. Se presentan espe-
cialmente en ciertas familias: Gutiferae, Gentianaceae, Moraceae y
Poligonaceae, al estado libre o como O. glicosidadas, siendo menos
comunes las C-glicosidadas!. Algunos ejemplos se dan en la figura
52,

La gentiseina es probablemente formada a partir del &cido 4-
hidroxibenzoico y de tres unidades de malonil CoA. Para otras xan-
tonas se propone que se originan a partir de las antraquinonas; por
ruptura oxidativa en el anillo B se forma derivados de benzofenona
que luego son transformados en xantonas, como ocurre en el siguiente
ejemplo a partir del crisofanol?.

0 OH OH o OH
O‘O O ®
_—
ik H-0 C0 CHy 0 Q “CH3
OH H-0"0 oH

crisofanol }
derivado de xantona

5.2. Técnicas generales#/135-139

Las xantonas pueden ser extraidas del material que las contiene
con solventes como CH,Cl, o MeOH, y ser separadas por CCD sobre
gel de silice utilizando sistemas como n-hex:AcOEt (2: 3), bz:AcOEt
(3:1), CHCI5:AcOEt (en proporciones variadas) , bz: CHCly (3:7),
CHCl3:MeOH (7:3); CHCl53:AcOH (4:1), tol:AcOEt: EtOH (7:3:1); para
glicosidos puede utilizarse AcOEt:MeOH:H,O (100: 16.5:7). Para
algunas xantonas solubles en agua como la manglferma puede utili-
zarse la CP.
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Otra técnicas cromatograficas son tambien muy usuales como
la filtracién en Sephadex LH-20 con MeOH o CH,Cl,:MeOH (1:1);
0 el HPLC usando columnas RP-18 con MeOH:H,0O (3:2). Para xantonas
glicosidadas puede utilizarse la DCCC con el sistema CHCl;:MeOH:
n.PrOH:H,0 (9:12:1:8), en la que puede actuar como fase mévil tanto
la fase superior mas polar como la fase inferior menos polar.

Pueden ser detectadas en una cromatografia por su coloracién
al UV con y sin amoniaco; con solucién de KOH al 5% en MeOH,
o en general usando reveladores para grupos fendlicos.

! H HO 0 OH
N OH

glc
OH © OH O
gentiseina mangiferina
OH OMe
MeO 0 H
RO Z 0 O 0
A
OH 0 OH OH 0

R=CH,, bellidifolina
R=H, desmetilbellidifolina

MeO ' 0 O
OH

OH 0 OH

swertianina
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1,6-dihidroxi-3,5-
-dimetoxixantona

OMe
MeO O 0 O OMe
OMe

OH 0 OMe

1-hidroxi-3,5,6,7,8-pentame-
toxixantona



OH .
HO 0
: e o e i
MeO
0 OMe
0 HO 1,7-dimetoxi-2,3-metilendioxixantonal37

1,4,5-trihidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)-xantonal36

o

1 R=— H garcilivina A
2 R= 1 H garcilivina B

Fig. 52.- Algunas xantonas!35-139

Nota: por razones de conveniencia, la numeracién utilizada es arbitraria
y no estd de acuerdo a las reglas IUPAC

Entre las propiedades espectrales sefialaremos que en el UV
presentan maximos de absorcién a 230-245, 250-265, 305-330 y 340-
400 nm. Al igual que los flavonoides sufren desplazamiento bato-
crémico con alcali, AlCl; y NaAcO-H3BOj3, dependiendo del niimero
y posicién de los substituyentes hidréxilos. Asi un fuerte despla-
zamiento batocrémico con AlCl; indica la presencia del grupo OH
peri a la funcién carbonilo, con NaOAc-H;BO; en posicion C-3 o
C-6, etc..

En el IR presentan sefiales caracteristicas a 1640-1660 cm! del
carbonilo conjugado, tambien como a 1610 y 1596 cm1 del sistema
aromatico.
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En el RMN-1H una sefial singulete a campo bajo (8 11,7-134
ppm) confirmaria la presencia del grupo hidroxilo quelatado en el
C-1. Un par de protones aromaticos meta-relacionados producen sefiales
ad 63 (H4)yd 65 (H-2), esto indicaria una disustitucién -1,3- en
el anillo A. Un par de protones arométicos orto-relacionados puede
aparecer, por ejemplo, a 6 70 y 7,8 (H-7 y H-8, respectivamente) 6
86,8-7,2 y 7,3-7,5 (H-5 y H-6, respectivamente). Los grupos metoxilos
se presentan como singulete entre 3,90-4,10 ppm y el grupo
metilendcoxi a 6,0-6,1 ppm.

En el RMN-13C el grupo carbonilo aparece generalmente entre
los 178,0 y 184,0 ppm, correspondiendo a los valores a campo mas
bajo cuando hay la doble quelacién debido al 1,8-di-OH. Para los
carbonos del sistema aromatico es tambien notorio los valores dife-
rentes que presentan, si estdn o no oxigenados, siendo los oxigenados
los que aparecen desplazados a campo mas bajo.

En la figura 53 se encuentran algunos ejemplos.

6. QUINONAS
6.1. Generalidades1.2,140-142

Las quinonas naturales son un grupo de compuestos cuya
coloraciéon puede ser desde el amarillo palido hasta casi negro. Se
encuentran frecuentemente en la corteza, en el corazén de la madera
o de la raiz, y en algunos casos en las hojas, donde su color estd
enmascarado por otros pigmentos. En general, estin ampliamente
distribuidas pero contribuyen en muy pequefia extension a la colora-
cion de las plantas superiores, a diferencia por ejemplo de los
carotenoides y antocianinas; en cambio hacen mayor contribucién en
las bacterias, hongos y liquenes. Se presentan mayormente al estado
libre, pero las hidroxiladas pueden encontrarse glicosidadas. Para
confirmar su presencia puede ser util una simple reaccién de color
basada en las propiedades redox de las quinonas; asi, la reduccién
a‘un producto incoloro (0 menos intensamente coloreado) y la facil
regeneracion de su color por oxidacién es caracteristico y distintivo
de éllas (en comparacion a otros compuestos naturales coloreados).
La reduccién puede efectuarse con solucion neutra o alcalina de
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Xantona

1-hidroxi-3,5-dimetoxixantona
(DMSO-d6, 50 MHz)

1,8-dihidroxi-3,5-dimetoxixantona
(DMSO-dg, 50 MHz)
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1,7-dimetoxi-2,3-metilendioxixantona
(CDCl,, 50 MHz)

Ppsorospermin -
(DMSO0-d¢-50 MHz)

Fig. 53.- Algunas xantonas con los valores RMN-13C reportados
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ditionito de sodio u otros agentes reductores, y la oxidacién con
peréxido de hidrégeno o la simple agitacién -al aire- de la solucién.

Para su mayor estudio, las quinonas se subdividen en benzo-
quinonas, naftoquinonas, antraquinonas, quinonas isoprenoide. Ellas
ademds pueden contener diversos grupos funcionales, anillos de furano
0 pirano, encontrarse como dimeros, ser parcialmente reducidas como
la antranoles y antronas, etc.. (Fig. 54).

Se asume que la mayoria de las antraquinonas han sido ela-
boradas a través de la ruta acetato-malonato como podemos observar
para la endocrocina y emodina, formadas a partir de una cadena
policetida de ocho unidades de acetato, la que se pliega, condensa
y luego sufre reacciones de oxidacién, metilacién, descarboxilacién,
etc.1.2,

endocrocina

!

i OH 0 HO

FPe
HO Me

0
emodina

En otros casos, han sido formadas por la ruta del acido shikimico
como se observa en la figura 55 para la shikonina, juglona, lawsona,
alizarina y filoquinona2.

Las quinonas han sido conocidas desde Antigiio por sus pro-
piedades tintéreas. Algunas presentan ademas otras propiedades como
la emodina que es catartica; shikonina, antimicética; rhein, bajo la forma
de diacetato, antirreumdtico; plumbagina, muy activa para la
leishmaniasis; lapachol, citostatica, bacteriostatica, fungistatica, entre
otros.
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* benzoquinonas
(a) p. benzoquinona ; (b) o-benzoquinona

0
0
0 0
(a) (b)
» naftoquinonas
(c) simple; (d,e) furanonaftoquinona
(f.g) piranonaftoquinona ; (h,i) dimera
0 , 0
)
B e
0 0
© (d)
0 0
0] 0
4@ )
0 0
®

()
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e antraquinonas
() simple; (klm) dimera; (n) reducida (antrona)

HOH2C "¢ bH
OH

)

° quinonas isoprenoides

0 0
Me O Me Me
Me O MH O‘ S H
n
e 0
ubiquinona

filoquinona
(n=1a12) o

(vitamina k)

Fig. 54.- Quinonas diversas
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varias etapas

€O, H
2 COpH C0H ¢
o o, @\Q — |
Z 7
oH OH oH % | geranilhidro-
Bl ac.3-geranil- quinona
ac.sh1frmco -4-hi(giroxibenzoico H oo OH

ac.chorismico

CH,
I _coon
OH _COOH 3 0
l .
v v H_COOH COOH_C
o,,,,ij/cow 5 hilie s CO%H; £, “cos
. (O] e > i
Fipelty C/CH2 3 c-CuH
146 Ssochoriemi [ OH i Ti H
acido isochorismico ;5 ) 0
“succinil- acido-2-succinil- 2-succinilben-
semialdehido” benzoico zoico CoA

activado /
4 i
B . o S @ i
: g \_COOH 3O
W S e R R Y
S v Hl 5 4

OH O 0 ~ OH 0
: naftoquinona acido 1,4-nafto- lawsona
Juglona . hidroquinona-

2-carboxilico

alizarina acido-3-prenilnaftohidro- filoquinona
quinona-2-carboxilico

Fig. 55.- Biosintesis de naftoquinonas y antraquinonas
(1) difosfato de geranilo: 4-hidroxibenzoato geraniltransferasa (2) sintasa-2-
succinilbenzoato (3) 2-succinilbenzoato: CoA ligasa (4) sintasa naftoato (5) 1,4-
dihidroxi-2-naftoato: polipreniltransferasa '

187



6.2. Técnicas recomendadas

6.2.1. De extraccionl40

Los métodos de extraccién utilizados no son particulares para
las quinonas; de acuerdo a su solubilidad y polaridad pueden ser
extraidas en solventes de diferente polaridad, por lo que generalmente
se utiliza la extraccion secuencial con solventes de polaridad creciente
y luego los extractos se fraccionan y purifican por las diversas técnicas
cromatograficas. Otro método usual es la extraccion en medio alcalino
aprovechando la presencia de grupos hidroxilos fenélicos; asi, las
naftoquinonas y antraquinonas 3-hidroxiladas en el anillo bencénico
son solubles en solucién de bicarbonato de sodio, mientras que los
isémeros o-que estdn quelatados-, lo son en solucién de hidréxido

de sodio.

Tabla 13. Coloracién de las hidroxiquinonas en solucién alcalinal40

EtOHIOH -

naftoquinonas color . nm
2-hidroxi naranja 459
5- violeta 538
6- “ violeta-rojizo 520
2,3-dihidroxi azul 650
gE violeta-rojizo 490
5wt 10jo 435
56- “ azul 571
57- violeta 542
58- ¢ azul 655

antraquinonas
1-hidroxi 10jo 500
2- naranja-rojizo 478
1,2-dihidroxi violeta-azulado 576
1,3- « rojo 485
14- “ violeta 560
1,5- « r0jo 496
1,8 “ 10jo 513
1,2,3-trihidroxi verde 668
124- violeta-rojizo 544
145 violeta 561
1,4,5,8-tetrahidroxi azul 630
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_ Es interesante destacar que en exceso de solucién alcalina las
hidroxiquinonas producen diferente coloracién, lo que puede ser una
informacién preliminar en la determinacién estructural, como puede
observarse en los ejemplos de la Tabla 13. Por otro lado, debe
considerarse que si hubiera mds de un grupo-OH, podria haber mas
de un cambio de coloracién.

6.2.2. De separacién cromatogréfica y de deteccionl 47,140

La CCD en gel de silice es un procedimiento general para la
separacién de quinonas, aunque dada la variedad de estructuras no
hay un sistema de solvente tunico; por lo general las benzo- y
naftoquinonas son liposolubles y para ellas puede utilizarse solventes
puros tales como benceno, cloroformo, éter de petréleo, o mezclas
de éllos; en el caso de antraquinonas o quinonas mas hidroxiladas
son usuales sistemas como AcOEt:MeOH:H,O (100:16,5:13,5); éter de
petréleo:formiato de etilo:dcido férmico (90:40:1).

La DCCC utiliza sistemas como C;Hg:EtOH:H,O:AcOEt (5:4: 1:2),
CHCl;:MeOH:H,O:n-buOH (9:12:8:1), EP:EtOH:H,O:AcOEt (5:4: 1:2),
entre otros.

Desde que las quinonas son coloreadas, €éllas son detectadas a
la luz visible; sin embargo pueden tambien ser examinadas a la luz
UV, o utilizar reactivos cromogénicos como el azul de leucometileno
que produce en las benzo y naftoquinonas manchas azules sobre un
fondo blanco, o KOH metandlico al 10% que producen cambios de
color de las manchas originales, de amarillo a rojo, violeta, verde o
purpura.

6.2.3. Técnicas espectrométricas140,141

Las mediciones espectrales son esenciales para la identificacién
de las quinonas. El espectro UV-Vis indica la clase de quinona presente,
desde que el niimero y posicion de las bandas de absorcién aumenta
con la complejidad de la estructura. Por otro lado, presentan en el
IR absorciones fuertes caracteristicas del grupo carbonilo, y en el
espectro de masa es caracteristico la pérdida de una o dos moléculas
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de monéxido de carbono a partir del pico padre. Mayores detalles
se dan en los parrafos siguientes.

El espectro UV de la p-benzoquinona se caracteriza por una
absorcién intensa alrededor de 240 nm (g, 26000), una de inten-
sidad media a 285 nm (¢, 300) y una atin mucho mas débil (n
— 7 ) en la regién visible. La introduccién de grupos substituyentes
produce un pequefio desplazamiento batocrémico en la primera banda
(~10nm), para la segunda banda el desplazamiento es mayor y
dependiente del substituyente (Me 27 nm, MeO 69 nm, OH 81 nm);
la introduccién de un segundo substituyente no produce desplaza-
miento significativo.

En las naftoquinonas el espectro es mas complejo desde que hay
absorciones del sistema bencénico y quinénico. La naftoquinona
padre presenta absorciones a 245, 257h y 335 nm (log € 4,34, 4,12
y 3,48 respectivamente). El hombro a 257 nm corresponde a las
transiciones electronicas en el sistema quinoideo, por lo que hay
desplazamiento batocrémico si se introduce substituyentes +I y +M
(ejemplo 2-hidroxi, 275-280 nm); por otro lado, la peri substitucion
por grupo hidroxilo produce en la banda del bencenoide (335 nm)
un desplazamiento de alrededor de 100 nm (ejemplo 5-hidroxi:420
nm, 5.8-dihidroxi: 490 nm).

Las antraquinonas muestran intensa absorcién bencenoide a 250
nm y de intensidad media a 322 nm; la absorcién quinoidea fuerte
se observa a 263 y 272 nm y una débil a 405 nm. La substitucion
por grupos hidroxilo o alcoxilo invariablemente intensifica las bandas
y provoca desplazamientos batocrémicos. Algunos ejemplos se ob-
servan en la figura 56.

En el IR la absorcion del grupo carborilo se observa a 1669
cm! para la p-benzoquinona; la frecuencia aumenta con el nimero
de anillos bencénicos fusionados lineales, ejm 1,4-naftoquinona, 1675
cml; 9,10-antraquinona, 1678 cml; la frecuencia disminuye por la
presencia de enlaces de hidrégeno.

En el RMN se observa valores caracteristicos para el proton del
sistema quindnico (~ 6,5-7,0 ppm) y para el carbono cartonilico ( ~170,0-
190,0 ppm), como podemos apreciar en la figura 57.
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COREge N KL
OH

0 0 0
naftoquinona 2-hidroxinaftoquinona 2,3-dihidroxinaftoquinona
) _ (lawsona)
245, 257h, 335 249, 275,5, 282, 339 240, 286, 418, 430
(4,34, 4,12, 3,48) (4,20, 4,23, 4,24, 3,53) (4,00, 4,10, 3,56, 3,56)
OH Q 0
O‘ I eSS
OH © OH 0 OH 0
juglona 5,8-dihidroxinaftoquinona plumbagina
253,5, 337, 429 269, 338, 490, 524 220, 266, 418
(4,19, 3,15, 3,64) (3,87, 3,00, 3,73, 3,78) (3,87, 4,12, 3,61)
0
0
=
0

dehidro-a-lapachona
267, 276h, 333, 434
(4,35, 4,17, 3,40, 3,21)
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emodina
253, 266, 289, 436
(4,31, 4,29, 4,36, 4,14)

OH o Ho
O‘O Me
0
crysophanol

228, 257, 2717, 287, 429
(4,30, 401, 4,03, 4,03)

OH 0 HO
0
aloe emodina

225, 254, 276,5, 287, 430, 457h
(4,59, 4,34, 4,01, 4,03, 4,04, 3,89

CH,0H

physcion
257h, 266, 288, 431
(4,35, 4,36, 4,30, 4,20)

0 OH
oy
0

alizarina
2417, 278, 330, 434
(4,45, 4,13, 3,46, 370)

Fig. 56.- Propiedades espectrales UV-V de algunas quinonas de ocurrencia
natural, kﬁi?f’ nm (log €)
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RMN-TH

H 6,78

RMN-13C

187.0
1364

0

O CH3 219d

H 6,84 c(J=15H;)

0
0
HyC M8 yog cHy 15,8
133.8
0

Fig. 57.- Algunas quinonas con sus valores RMN
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6.3. Ejemplos de aplicacién
e Lapachol de especies de Tabebuial44

50 g de madera seca y molida de lapacho fue macerado durante
24 h con 300 mL de NaOH al 1%; al cabo de ese tiempo se le agregé
HCI 6N hasta la formacion de un precipitado (pH 7) el que fue separado
por filtracion, lavado con etanol varias veces, luego disuelto en CH,Cl,
y dejado recristalizar. El proceso se repite varias veces hasta obtener
cristales amarillos de lapachol (400 mg) de pf 137-139°C.

48 4

lapachol

Los datos espectroscépicos encontrados son:
MeOH i
UV A 252, 281, 331, 390 nm (Fig 58)

IR v 2 3360, 1660, 1640, 1590 cm-l (Fig 59)

max

RMN-H (CDCl,, & ppm) 8,01 (4H, m), 7,3 (1H, s), 5,1 (1H, m, J=8 Hz),
325 (2H, d, J=8 Hz), 1,75 y 1,54 (3H, c/u, s) (Fig 60)

g — ’ . — b nm
200.8 250.8 380.8 350.8  480.8  450.8

Fig. 58.- Espectro UV del lapachol
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Fig. 59.- Espectro IR del lapachol

%/
' : v
1 " 1 I 1 -y 1 1 L 1 1 -
3 3 9 4 3 2 1 a_

Fig. 60.- Espectro RMN-1H del lapachol
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e Quinonas de Pseudocalymma alliaceum145

130 g de corteza y tallo de “ajo sacha” se extrajo con 700 mL
MeOH (2x48h); el extracto se concentr6 a sequedad (9,0 g) y fue
sometido a una particién con AcOEt:H,0 (1:1). El extracto AcOEt (0,41
g) se someti6 a una CC de silica gel 60 eluyendo con cloroformo con
cantidades crecientes de metanol, obteniéndose luego de la purifica-
cién de las diversas fracciones, cuatro compuestos quinénicos de color
amarillo, para los que se propone las siguientes estructuras en base

a sus datos espectroscopicos (Fig. 61).
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0 0
I
OH 0 OH 0

-HO
6-hidroxi-o.-lapachona 4,6-dihdroxi-o-lapachona
(1,7 mg, pf 118.5--119.5°C) (1,44 mg, pf 123-127, 5°C)

OMe O Me 0
Oy
OH 0 OH 0 HO
6-hidroxi-9-metoxi-ol- 4,6-dihidroxi-9-metoxi-
lapachona (1,1 mg) -0-lapachona

(Img, pf 152-156°C)

Fig. 61.- Quinonas aisladas de Pseudocalymma alliaceum
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IV

Alcaloides

1. GENERALIDADES

Los alcaloides constituyen el grupo mas grande de metabolitos
secundarios de plantas. Se encuentran en las semillas, raices, cortezas
y hojas; al estado libre o como glicésidos, o formando sales con dcidos
organicos. Al afio 1970 se reportaba alrededor de 5000 alcaloides ais-
lados de aproximadamente 40 familias de plantas, principalmente de
Apocinaceae (ca. 800), Papaveraceae (ca. 400), Ranunculaceae (ca. 300),
Solanaceae (ca. 150), Rutaceae (ca. 250) y Rubiaceae (ca. 150)1; al afio
1990 se reporta alrededor de 70002.

Aunque no hay una definicién exacta para el término alcaloide,
en él se incluyen aquellas substancias basicas que contienen uno o
mas atomos de nitrégeno como parte de un sistema ciclico, que mani-
fiestan significante actividad farmacolégica y han sido biosintetizados
de aminoacidos como precursores; compuestos que llenan estas ca-
racteristicas, se dice que son verdaderos alcaloides, para diferenciarlos
de los protoalcaloides o aminas bioldgicas, como las alquilaminas, bio-
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sintetizadas también de aminodcidos, y de los pseudoalcaloides,
aquellos que también poseen nitrégeno en un ciclo, pero no son
originados por aminoécidos, por ejemplo: los derivados de purina
y los esteroalcaloides3.

La funcién de los alcaloides en las plantas es aiin no muy cono-
cida, como ocurre con la mayoria de los productos naturales, aunque
se reporta que algunos intervienen como reguladores del crecimiento,
0 como repelentes o atractores de insectos; el hecho que aproxima-
damente el 80% de las plantas no contienen alcaloides hace suponer
que éstos no son vitales para los organismos vivientes. Sin embargo,,
por afios, es conocida la accién fisiologica de muchos de éllos como
los que se indican en la Tabla 14.

Tabla 1.- Principales alcaloides en el comercio. Su accién fisiolégica

Alcaloides . Accion fisiolégica

atropina antiespasmoédico, estimulante, analgésico
cocaina estimulante, anestésico local, sedante

codeina analgésico, sedante, hipnético

emetina emético, expectorante, antipirético, amebicida
escopolamina hipnético, sedante

esparteina estimulante cardiaco, diurético

hiosciamina hipnético, sedante cerebral, midridtico
morfina narcético, sedante hipnético, analgésico
quinina ténico, emenagogo, antiséptico, antipirético
efedrina vasoconstrictor, asma, insuficiencia circulatoria
papaverina relajante muscular

lobelina expectorante, emético, estimulante respiratorio
reserpina control de la presién alta de la sangre
tubocurarina relajante muscular

Debido a la complejidad de estructuras que presentan los
alcaloides, su nomenclatura no ha sido esquematizada y su clasificacién
ha sido generalmente en base a la similitud con estructuras moleculares
més simples y asi con clasificados, por ejemplo como alcaloides
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indélicos, alcaloides quinolinicos, alcaloides del tropano, etc. Otras
veces son designados segtin su origen, género o especie de la planta,
por ejemplo: papaverina del Papaver, berberina del Berberis, senecinas
del Senecio, coniina del Conium, vincaleurocristina del Vinca, deljacina
de Delphinium ajacis, millaurina de Millettia laurentii, kopsinina de Kopsia
teoi, estricnina de Strychnos, tubocurarina de curare, cocaina del
Erytroxyllum coca; también la clasificacion es por la accién fisiolégica
que presentan: morfina (de Morpheo, dios del suefio), narcotina (del
griego narkoo, entorpecer), emetina (del griego emetiko, vomitar); o
por el nombre de su descubridor, como la pelletierina de Pelletier,
etc. Algunos ejemplos se dan en la figura 1.

El conocimiento de estos compuestos contintia desarrollindose
y asi en los tltimos afios se han encontrado nuevas estructuras que
también muestran diversas acciones, por ejemplo: jatrofano y
maitansina presentan accién antitumoral; codonopsina, cocculina y
hoveina, hipotensivas; shikimianina, sedativa; carpaina, antibacterial;
mitragina, analgésica; criogenina, anti-inflamatoria; foliosodina para
la arritmia cardiaca; vincristina y vinblastina, antileucémicas,
pilocarpina, para el tratamiento de la glaucoma, etc. (Fig. 2)°.

Los alcaloides derivan principalmente de los aminoacidos orniti-
na, lisina, fenilalanina (o tirosina), triptéfano, y del acido antranilico,
a través de una serie de reacciones, entre ellas, reacciones tipo alddlica
entre dos compuestos conteniendo grupos -C=N, reacciones tipo
Mannich, de formacién de bases de Schiff, oxidaciones y reducciones,
isomerizaciones, deaminaciones, etc26.7.

El 4cido antranilico es formado ya sea a partir del 4cido chorismico
o como un producto de degradacién del triptéfano. Alcaloides con-
teniendo un anillo de imidazol, como la pilocarpina, son biosintetizados
a partir de la histidina; otros, conteniendo anillo de piridina, como
el 4cido nicotinico, son formados a partir del triptéfano (en animales
0 microorganismos aerébicos) o a partir del 3-fosfato-D-gliceraldehido
y el acido L-aspartico (plantas superiores). La nicotina es originada
por reaccién del 4cido nicotinico con el cation N-metil- Al-pirrolinio;
la ricinina es un derivado de la nicotina via nicotamida, etc. (Fig.
3)27.
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Fig. 1.- Alcaloides
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En la figura 4 se observan los nicleos basicos que originan cada uno
de los precursores sefialados en los péarrafos anteriores, asi como otros
nicleos relacionados biogenéticamente y un ejemplo para cada caso;
el esquema biosintético para la cuscohigrina puede observarse en la
figura 5.

Precursor Niicleo basico y Alcaloides
niicelos relacionados tipo
]
H Me Me
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ornitina
ﬂ-cozH :
NHp NHz tropano H OH
CO
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2. TECNICAS RECOMENDADAS

Debido a la gran diversidad de estructuras que pueden presentar
los alcaloides, el tener como referencia la planta (familia y género)
del cual ha sido aislado reduce el problema de identificacién a un
nimero menor de posibilidades y clasifica al alcaloide dentro de un
determinado tipo; la posterior aplicacion de pruebas de cromatografia
de capa delgada en combinacién con reacciones especificas de
coloracién hace posible en muchos casos la identificacion de un
alcaloide conocido; esta asumcion puede ser comprobada y comple-
mentada con un registro UV e IR, con mediciones de rotacién es-
pecifica, de dispersién rotatoria 6ptica o de dicroismo circular que
permitirian confirmar la estereoquimica.

En el caso de desconocidos, son indispensables otros métodos
espectrales, como la RMN-!H y de -13C y la EM. Debe remarcarse
el hecho que la estructura de un desconocido, atin la méds compleja,
puede actualmente con la introduccién en los tltimos 40 afios de las
diversas técnicas espectroscopicas hacerse en un tiempo relativamente
corto a diferencia de épocas pasadas donde las tinicas herramientas
disponibles eran los métodos quimicos, y las estructuras eran de-
terminadas completamente a través de reacciones de formacién de
derivados y de reacciones de degradacion.

2.1. De extraccion

Dada la importancia de los alcaloides se ha desarrollado diversos
métodos para obtenerlos, resultando muchos muy particulares, lo cual
no sorprende por la enorme variedad de estructuras que los carac-
teriza, y el amplio rango de solubilidad y de otras propiedades que
presentan; sin embargo, en todos ellos se aprovecha su caracter basico
para extraerlos de la planta que los contiene, siguiendo generalmente
uno de los métodos que sefialamos a continuacion:

e usando una solucién acuosa o alcohédlica débilmente 4cida (HCl
1IN 0 H,SO, 1N, o de écidos acético o tartarico al 10%), el extracto
es luego alcalinizado con amoniaco, hidréxido de calcio o car-
bonato de sodio y los alcaloides asi liberados, extraidos finalmente
con solventes organicos como cloroformo, diclorometano, éter
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etilico, entre otros, obteniéndose asi el llamado “extracto crudo
de alcaloides”;

e liberando antes los alcaloides: humedeciendo el material con
soluciones diluidas de amoniaco o carbonato de sodio, secado al
aire, y extraido con solventes organicos como cloroformo, diclo-
rometano, éter etilico, éter isopropilico, acetato de etilo; el extracto
organico se concentra y se trata con 4cido diluido formando las
sales de los alcaloides; se alcaliniza este extracto 4cido y los

> alcaloides liberados se extraen con uno de los solventes inmiscibles
sefialados antes, teniendo asi el “extracto crudo de alcaloides”.
En este método es algunas veces preferible desengrasar el material
antes de iniciar todo el proceso.

2.2. Reacciones de coloracion y de precipitacion

Para la comprobacién de la presencia de alcaloides se ha de-
sarrollado también un gran numero de reactivos de coloracién y de
precipitacién; algunos de ellos son considerados de aplicacién general
mientras otros son de uso mas especifico y pueden servir para
clasificaciones parciales de estas substancias; generalmente se consi-
dera que hay presencia de alcaloides si dan reaccién positiva a por
lo menos 4 de estos reactivos. Son de uso general los reactivos de
Dragendorff, Mayer, Wagner, Sonneschein!8-10, La preparacién y
aplicacion de estos reactivos y de otros, se indican en el Apéndice.

2.3. Técnicas cromatogrificas

Dentro de las técnicas cromatograficas, la CCD es la mas usual
utilizando principalmente silicagel G; otros adsorbentes usuales son:
6xido de aluminio G, poliamida, celulosa 0 la misma silicagel G hecha
alcalina por preparacién de la placa con una solucién de KOH 0,5N
0 NaOH 0,1N en vez de agua. Los sistemas de solventes son también
muy variados, y al igual que las reacciones de coloracién y de
precipitacién, algunos son considerados de uso general y otros han

sido aplicados més especificamente como puede observarse en la Tabla
28-19,
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Tabla 2.- Sistemas de solventes usuales para cromatografia de capa delgada

de alcaloides

Sistema Aplicacion

En silicagel G:
tol:EtOAc:EL,NH (70:20:10) general
EtOAc:MeOH:H,0 (100:13,5:10) general
MeOH:NH,OH (220:3) general
CHCI;:Et;)NH (90:10) alc de la corteza de quina
tol:ME,CO:EtOH:NH; conc (40:40:6:2) alc. de opio
ME,CO:H,0:NH; conc (90:7:3) alc. de Solanaceae
HOAC:EtOH (1:3) solanina

hept:MEK:MeOH (58:34:8)
CHCl;:MeOH (85:15)

n-propanol:HCO,H:H,0 (90:1:9)
ciclohexano:CHCl;:HOAc glacial (45:45:10)
MEK:MeOH:NH; 7,5% (6:3:1)
DMEF:Et,NH:EtOH:HOAc glacial (1:1:6:12)
Me,CO:H,0:NH, (80:15:2)
CHCl;:MeOH:NH,OH (45:2:0,1)
bz:EtOH:NHEt, (4:5:1)

bz:Me,CO:NHEt, (7:2:1,5:4:1)
hex:M%.ZCO:NH 4, (6:3:1)

n-propanol:NH; conc. (8:2)

CHCl;:MeOH (9:1)

CHCI1;:EtOH (9:1)

En silicagel G alcalino (con KOH 0,5N):
EtOH 70%:NH; 25% (99:1)

En silicagel Gfsilicagel GF,s, (1:1):
CHCl;:Me,CO (5:4)
CHCI;:EtOH (19:1)
CHC1;:MeOH (49:1)
E,O:EtOAc (1:1)

En poliamida:
ciclohexano:EtOAc:n-propanol:Me,NH(300:25:9:1)

En aliimina:
CHCI;:EtOH:Me,CO (18:1:1)

En celulosa impregnada en DMF:
hept:EL,NH (500:1)
bz:hept: CHCl;:Et,NH (6:5:1:0,02)
EtyO:EtOH (95:1)
hept:MEK (1:1) en atmdésfera amoniacal

alc. Rauwolfia

alc. isoquindlico, alc. de
ipecacuana, alc. del opio
alc. de Berberis

berberina

alc. tropano

alc. tropano

alc. tropano

alc. indélico

alc. bisbencilisoquinolinico
alc. bisbencilisoquinolinico
alc. bisbencilisoquinolinico
alc. B-carbolina

alc. B-carbolina

alc. de purina: cafeina,
teobromina, teofilina

alc. tropano

alc. oxindélico
alc. oxinddlico
alc. oxindélico
alc. oxinddlico

alc. de opio

alc. de Rauwolfia

alc. tropano

alc. tropano, alc. del opio
alc. tropano

alc. Rauwolfia
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El agente revelador de uso general es el reactivo de Dragendorff
cuya aplicacién produce manchas generalmente de color naranja; son
reactivos mas especificos, el reactivo de Ehrlich y el FeCl3/HCIO,
para alcaloides ind6licos, el reactivo de Marquis para la solanina, etc.20.

La CCDP y la CC siguen constituyendo las técnicas mds comu-
nes para la separacion de los alcaloides de los extractos crudos: los
sistemas de solventes y los adsorbentes son generalmente los sefia-
lados para la CCD. Ultimamente se esta generalizando el uso de
Sephadex LH-20 por elucién con metanol y el HPLC especialmente
con columnas de fase reversa, con sistemas como metanol,
MeOH:H,O:Et;N (80:15:0,3), CHCl3:MeOH:25%NH,OH (191:8:1), entre
otros. La cromatografia contracorriente utiliza sistemas como CHClj:
MeOH:H,O:tol (5:7:2:5), CHCl3:MeOH:5%HCI (5:5:3), CHCl;:MeOH:
H,0 (5:5:3 o 13:7:4), CHCl3:bz:MeOH:H,0 (5: 5:7:2)21

Aunque la cromatografia con fluido supercritico (SFC) fue
introducida alrededor de los afios 60, es recién en los afios 80 que
su uso viene a ser significante, logrando un rapido e importante avance
y haciendo que actualmente su aplicacién sea una necesidad en muchos
laboratorios analiticos.

El SFC es un método cromatografico instrumental similar al de
CG con la diferencia que utiliza un fluido supercritico como fase mévil,
siendo el diéxido de carbono el mas usual. Estd actualmente siendo
utilizado para separacion de productos naturales, en el caso de los
alcaloides ha sido aplicado para la separacién de 8 alcaloides
pirrolizidinicos en extractos de Senecio, de 40 alcaloides inddlicos de
Catharanthus roseus, de 6 alcaloides del opio, entre otros?2.

2.4. Técnicas espectrométricas

El UV, siendo uno de los métodos espectrométricos mds anti-
guos, es alin una herramienta til en la identificaciéon y elucidacion
estructural de los alcaloides. Hay grupos de alcaloides que no ab-
sorben en esta region como los alcaloides de pirrolidina, de piperidina
y los esteroalcaloides, al menos que presenten substituyentes con
grupos cromoéforos; mientras, que otros debido a su naturaleza
aromadtica presentan absorciones, las que pueden verse modificadas
por la presencia de substituyentes en determinadas posiciones o por
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Tabla 3.— Valores de absorcion en el UV

del cromoforo indol
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cierta variacién estructural como puede observarse en la Tabla 3 para
el croméforo indol. En la misma Tabla se dan ejemplos de otros
alcaloides con sus valores de absorcionl423,

En el IR los alcaloides carecen de absorciones que permiten iden-
tificarlos, pero proporciona informacion sobre la presencia o ausencia
de ciertos grupos substituyentes; las absorciones usualmente tiles
son a 3700-3200 cm'! para determinar presencia de grupos hidroxilo
0 amino; 3060-2800 cm! grupos metilo, metileno o vinilico; 1780-1620
cm! grupos carbonilo; 1600, 1550, 1500 cm-! sistemas aromaticos, 900-
800 cm! metoxilos y metilendioxi. Ejemplo: el alcaloide oxindélico
rinchofilina, muestra sefiales a 3415 cm! de grupo amino, 1732 y 1708
cm-! de grupo carbonilo, 1643 y 1623 cm! de sistema aromético; el
alcaloide tipo carbazol glicozolidol muestra sefiales a 3500 cm! de
grupo hidroxilo, 3440 cm™! de grupo amino, 1625 y 1600 cm™! de sistema
aromatico, 1208 cm'! de éter aromatico, 815 cm-1 de benceno

substituido, entre otros (Fig. 6)1624,
N OCH,8
H

OCHJ ‘
(a) rinchofilina . (b) glicozolidol

Fig. 6.- Alcaloide tipo oxindélico (a) y tipo carbazol (b)

El RMN-1H puede también dar informacién directa, por los des-
plazamientos producidos, de la presencia de protones de ciertos grupos
funcionales como aminas, hidroxilos, metoxilos, dobles enlaces y
aromaticos; sefiales a 1,0-4,0 ppm serian indicativos de -CH, y -CHj,
aunque en estructuras complejas, esta zona puede ser también muy
compleja; a 4,0 ppm de metoxilo; a 6,0 ppm de metilendioxi; a 7,0-
8,0 ppm de sistemas aromaticos y entre 7,2 y 9,2 ppm de protones
heteroatomos; ejemplos: en la rinchofilina, el grupo metilo aparece
a 0,77 ppm; el metoxilo unido al vinilo a 3,67 ppm, el metoxilo del
éster a 3,58 ppm, los H aromaticos a 6,78-7,20 ppm, el protén vinilico
a 7,21 ppm y el N-H a 8,48 ppm; en el glicozolidol, el grupo metilo
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(=C-CH3) aparece a 2,38 ppm, el metoxilo a 3,70 ppm; arométicos
entre 6,75 y 745 ppm; N-H a 8,0 ppm y el O-H a 10,8 ppm1624.
Otros ejemplos se indican en la figura 725-29,
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Fig. 7.- Valores de desplazamiento de RMN-1H de algunos alcaloides
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En el RMN-13C los desplazamientos de los diferentes carbonos
de los alcaloides estdn dentro de los rangos correspondientes a los
diferentes tipos de carbono. Una mejor correlacién puede hacerse si
se tienen los valores correspondientes a los hidrocarburos padre o
de moléculas mas simples (Fig. 8)252729-34,
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Fig. 8.- Valores de desplazamiento de RMN-13C de algunos alcaloides y
de moléculas relacionadas de estructuras més simples
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La interpretacién de los EM de los alcaloides se facilita con el
conocimiento del grupo estructural al que pertenecen, pues una vez
mads, la gran variedad de estas substancias dificulta la generalizacién
debido a que los procesos de fragmentaciéon son muy variados. Algunos
han sido estudiados con amplitud, como los derivados del indol: tipo
B-carbolina o tipo oxindélico, cuyos esquemas de fragmentacion se
sefialan en las figuras 9 y 10 respectivamente35-37.

i :
; ! H
-CHy -CHy=NH Tk
' ) ) QLY ook
, NP N N CHCH,
H

f’l1 H CH3
m/z 171 1, 2, 3, 4—tetrahidro— m/z 157
—B- carbolina
—H.
+ -HCN -C2H3
[ CgH7 ] .2 e
N
m/z 103 H
m/z 130 m/z 156
l—CH:*C-N
m/z 115

Fig. 9.- Esquema de fragmentacion de un alcaloide tipo B-carbolina

2.5. Determinacion cuantitativa de los alcaloides

Dada la importancia de los alcaloides, se ha desarrollado di-
versos métodos para cuantificarlos directamente en el material vegetal
asi como en un extracto bruto; el contenido se expresa como por-
centaje de alcaloides totales, referido al de mayor concentracién, por
ejemplo: los alcaloides de la belladona se expresan como atropina,

los de la coca como cocaina, los de la quina como quinina, etc.38-
40

A continuacién se da algunos, ejemplos:

234



<174

H

N
CHCHy |
Ot —
0 | 1
H
! J
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Fig. 10.- Esquema de fragmentacién de un alcaloide oxindélico



e Me¢étodo general de titulacion:

Pesar la muestra finamente molida que contenga ca. 100-200 mg
de alcaloide, transferir a un erlenmayer con ca. 20 mL de agua, agregar
1 mL de H,SO, al 2% y extraer con cloroformo (3 x 25 mL). Agregar
ca. 1 mL de NHj (aq) (verificar la alcalinidad con papel indicador,
en caso contrario adicionar gts. de NH; (aq)), y extraer con cloroformo
(4 x 25 mL).

Filtrar y continuar por uno de los métodos alternativos:

a) evaporar el extracto en un bafio de vapor con corriente de aire
hasta ca. 10 mL, agregar exceso medido de H,5O, 0,02N y continuar
la evaporacién para remover el solvente. Enfriar, agregar rojo de
metilo y titular el exceso de 4cido con NaOH 0,02N.

b) evaporar el extracto en un bafio de vapor con corriente de aire
hasta sequedad, disolver el residuo en ca. 2 mL de metanol, ca-
lentando si es necesario. Agregar rojo de metilo y titular con H,SO,
0,02N.

® Determinacion de alcaloides en especies del género Catharantus

Se pesa 3 g de muestra seca y pulverizada, y se alcaliniza con
3 mL de solucion de NHj al 10%, se extrae esta solucién con benceno
(1 x20 mL y 2 x 10 mL), y se lleva el extracto bencénico a 100 mL.
Se toma 20 mL de este extracto bencénico y se extrae con H,SO, al
2% (3 x 10 mL). Se alcaliniza 20 mL de la solucién dcida con una
solucién de NaOH hasta pH 8 y se extrae con cloroformo (4 x 5 mL).
Se seca el extracto cloroférmico con Na,SO, anhidro y se evapora
10 mL a sequedad.

Se disuelve el residuo en una mezcla de 10 mL de cloroformo
y 5 mL de acido acético y se titula con HCIO, 0,01N en HOAc:CCl,
(1:1), en presencia de violeta cristal como indicador.

3,544 mg de vincamina base (Cy;H,,0O3N,) requiere 1 mL de
solucién estdndar; de esta manera se determina el contenido total de
alcaloide en 0,2 g de planta pulverizada.

El resultado se expresa como porcentaje de vincamina.
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e Determinacion de alcaloides en el Lupinus mutabilis, “tarwi”:

Se pesa 1 g de muestra seca y pulverizada, se humedece con
1 mL de KOH al 15%. La pasta formada se seca en un mortero con
3 g de Al,O3 y se extrae luego con 3 porciones de cloroformo hasta
completar un volumen de 50 mL.

Se concentra el extracto cloroférmico, en un rotavapor, a 30°C
y se titula con 4cido p-toluensulfénico 0,01N, utilizando como indicador
sal de potasio del éster etilico de tetrabromofenolftaleina.

El resultado se expresa como porcentaje de lupanina (peso
molecular 248).

e Determinacién de alcaloides en las hojas de coca:

Se pesa 10 g de muestra seca y pulverizada, se humedece con
una solucién saturada de Na,COj y se extrae en un soxlhet con una
mezcla de EP:Et,0 (1:1), durante 8 horas.

El extracto EP:Et,O, se extrae con H,SO, 2N (1 x 40 mL, 1 x
30 mL, 1 x 20 mL). Los extractos acidos reunidos se alcalinizan con
una solucién saturada de Na,COj; y se extraen con hexano (1 x 40
mL, 1 x 30 mL, 1 x 25 mL). Los extractos hexanicos, que contienen
los alcaloides, se retinen, se secan con Na,SO, anhidro y se concentran
a sequedad. '

La mezcla sélida de alcaloides se disuelve en 30 mL de H,SO,
0,IN, se agrega indicador rojo de metilo y se titula con NaOH 0,1N.

El resultado se expresa como porcentaje de cocaina.

® Determinacién de alcaloides en las hojas de belladona:

Se pesa 10 g de muestra y se humedece con una mezcla conte-
niendo 8 mL de NHj conc., 10 mL de etanol y 20 mL de éter, y
se extrae luego con éter, en un soxlhet, durante 3 horas como minimo.

El extracto obtenido se trata con H,SO, 0,5N; se separa la solucién
acida y se alcaniza con NHj, y luego es extraido-con cloroformo (5
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x 20 mL). Se retnen los extractos cloroférmicos, que contienen los
alcaloides, y se evaporan a sequedad.

Se disuelve el residuo en pocos mL de cloroformo, se agrega
15 mL de H,SO, caliente (para expulsar el cloroformo); se enfria, se
afiade gotas de indicador rojo de metilo y se titula el exceso de acido
con NaOH 0,02N.

El resultado se expresa como porcentaje de atropina.

3. EJEMPLOS DE APLICACION
* Dos nuevos alcaloides oxinddlicos aislados de Hamelia patens Jacq:

Las partes aéreas de Hamelia patens Jacq se reflujaron en etanol
obteniéndose un extracto crudo de alcaloides. La cromatografia de
este extracto en silicagel 60 usando proporciones variadas de bz:EtOAc
dio en las fracciones de polaridad media un alcaloide oxindélico,
palmirina I, de férmula molecular Cy,H,/N>Og, de pf 101-102°C (por
recristalizacién en MeOH:H,0) y de [0]20-56,5; y de las fracciones
eluidas con acetato de etilo, un segundo alcaloide oxinddlico, rumberina
II, de férmula molecular C,;Hy4N,Og, de pf 188-189°C (por
recristalizacién en ciclohexano) y de [a]20-48,0 (Fig. 11)4142.

R 18

O palmirina I R=OCH,
rumberina II R=OH

Fig. 11.- Alcaloides oxinddlicos aislados de la Hamelia patens Jacq.)

Los datos espectroscépicos de cada uno de los alcaloides se
resumen en la Tabla 4.
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Tabla 4.- Valores espectroscopicos de los alcaloides aislados de Hamelia patens Jacq.41:42

Palmirina

Rumberina

R o™ cml

3300 (NH), 1720 (COOR), 1600 (CONH)
Xi:g({, nm
312 (e 2990), 255 (e 24900), 220 (e 30900)

uv

RMN-1H, Me,CO-d¢, & ppm
142 (3H, d, J=7 Hz), 3,54 (3H, s),
3,72 (3H, s), 4,38 (1H, m) , 6,70-7,00
(3H, sistema ABC), 7,38 (1H, s),
9,24 (1H, s.a. desaparece con D,0)

EM m/z M+ 398 (83), 223 (100), 208 (48), 189
(18), 180 (36), 174 (37), 160 (36), 69 (57).

R o™ eml

3300 (a. NH y OH), 1720 (COOR), 1690 (CONH)
U
312 (e 2900), 255 (¢ 18100), 227 (e 12600)

RMN-1H, Me,CO-dg, & ppm
140 (3H, d, J=7 Hz), 3,56 (3H, s), 4,40
(1H, m), 6,70-7,10 (3H, sistema ABC), 7,39
(1H, s), 7,20 (1H, desaparece con D,0)

EM m/z M+ 384 (90), 223 (100), 208 (53), 180
(47), 146 (37), 69 (80).



continuaciéon Tabla 4

RMN-13C
Palmirina Rumberina
C & (ppm) multiplicidad
2 181,0 181,3 s
3 72,3 72,0 d
5 53,6 53,4 t
6 34,9 34,9 t
7 17,6 57,2 s
8 135,3 134,7 s
9 109,9 112,9 d
10 156,0 152:3 d
11 4 1122 114,3 d
12 111,9 109,5 d
13 133,8 133;2 s
14 30,3 30,6 t
15 30,7 30,9 d
16 110,0 110,2 s
17 155,1 155,3 d
18 18,6 18,7 ¢
19 71,3 71,3 d
20 38,2 37,8 d
21 54,1 54,1 t
22 167,6 167,9 s
23 51,0 51,1 c
24 55,7 c

o Alcaloides pirrolizidinicos de especies de Senecio:

El tratamiento que se sefiala a continuacién fue aplicado por
separado a tres especies de Senecio (S. usgorensis Cuatr., S. dolichodoryius
Cuatr. y S. laricifolius)*3.

Las partes aéreas secas se reflujaron con Et,O:EP:MeOH (1: 1:1)
y los extractos obtenidos se trataron con HCl 2N y cloroformo. A
las fases acuosas concentradas se les agregé NHj y los alcaloides se
extrajeron con cloroformo; se separaron, otra vez, de la fase orgénica
por agitacién con HCl 2N y se extraen finalmente con cloroformo,
luego de la adicién de NHj conc.
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Las separaciones posteriores de los alcaloides fueron hechas por
CCDP sobre silicagel, usando mezclas de CH,Cl,:MeOH: NH; conc.
(85:14:1, 92:7:1, 94:5:1), y por HPLC-RP-8. Los compuestos aislados
(Fig. 12) fueron identificados por IR, RMN-1H, EM, por comparacién
con estdndares y con datos de la literatura.

OH
H 0
H
~

0 0
N
Neg
epdxido de seneciofilina epdxido
(de S. usgorensis Cuatr.) (de S. dolichodoryius Cuatr.)

|
CH 3
18-hidroxisenkirikina R=H
18-acetoxisenkirkina R=Ac
(de S. laricifolius)

- Fig. 12.- Alcaloides pirrolizidinicos de especies de Senecio

e Alcaloide oxinddlico pentaciclico de Uncaria guianensis, “ufia de gato”
o0 “garabato colorado”:

Las hojas secas y molidas de U. guianensis fueron desengrasadas
con benceno, luego humedecidas con NHj al 10% (72 horas), y
finalmente maceradas con acetato de etilo (72 horas).

El extracto acetato de etilo se concentrd, se extrajo con H,SO,
al 2% y se alcaliniz6 con NH; hasta pH 11. El precipitado formado

241



se separd y se trato con cloroformo; el extracto cloroférmico obtenido,
de color-amarillo verdoso, fue concentrado y el residuo recristalizado
por varias veces en una mezcla de CHCl;:MeOH, obteniéndose agujas
cristalinas de pf 262-263°C identificadas como mitrafilina, alcaloide
oxindélico pentaciclico, en base a los datos espectroscépicos indicados
en la Tabla 54.

Tabla 5.- Valores espectroscépicos hallados para la mitrafilina%4

uv A% im 229.243270h 290

max
RMN-1H & ppm 8,30 (1H, s, NH), 7,40 (1H, s, protén vinilico), 7,20-
6,80 (4H, m, protones aromiticos), 4,30 (1H, ¢, H-19), 3,59 (3H,
s, COOCH3), 3,40-1.40 (11H, m), 1,1 (3H, d, J=6 Hz, ;3CH;-H,)
(Fig. 13).

EM m/z M* 368 (90,5), M+-15 353 (2,2), M+-OH 351 (7,2), M+-OMe
337 (8,7), 223 (100), 208 (23,2), 144 (13,2), 130 (24,6), 69 (84,7)
(las fragmentaciones son las tipicas de alcaloide oxindélico sefialadas
en la Fig. 10).

opcly

-

8 H ‘ H 4 3 z H © (ppm)

Fig. 13.- Espectro RMN-1H de la mitrafilina
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La pureza de la mitrafilina fue comprobada por diversas CCD:

Adsorbente Sistema Rf
silicagel GF,s, EtOAc: isopropanol: 0,22
NH; conc . (16:3:1)
CHCl;:CH5CN (1:9) 0,38
MeOH:CH;CN (1:9) 0,25
Et,NH:Et,0 (3:1) 0,20
silicagel Gisilica- CH;CN:Et,0:MeOH 0,75
gel HF,s, (2/1) (1:1:1)
MeOH:CH,;CN (1:9) 0,54
alimina bésica Tipo 1 EtOAc:Er,O (9:1) 0,48

Revelador: Reactivo de Dragendorff.

e Pirrol-3-carbamida de Brunfelsia latifolia%>

100 g de corteza de tallo seco y molido de B. latifolia “chiric-
sanango” se maceron en metanol durante 15 dias. El extracto metanélico
se llevo a sequedad obteniendo 4,0 g del extracto seco, el que fue
sometido a una particion con AcOEt:H,0 (1:1).

La fase orgénica se sec6 con Na,SO,, se llevé a sequedad en
un rotavapor (3,5 g) y se someti6 a varias CCDP en placas de silicagel
60 GF,54, por elucion con el sistema CHCl;:MeOH 90% (2:1),
desorbiéndose posteriormente la zona de intensa fluorescencia azul
a la luz UVy,. La fraccion asi obtenida se someti6 a purificaciones
por HPLC preparativas utilizando columnas RPg y sistema MeOH
5% + 0,1% TFA y recromatografiado en MeOH 80% + 0,1% TFA. La
concentracién de la fraccién purificada (tr 2,73

min) di6 lugar a la aparicién de cristales in- NH,
coloros (15 mg) en forma de agujas de pf 206- 4
207°C que revela violeta con el reactivo de 8
Erlich. 4/ \;
N

Con los datos espectroscépicos sefialados i
en la Tabla 6 se determind la estructura como
pirrol-3-carbamida. . pirrol-3-carbamida
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Tabla 6. Valores espectroscépicos encontrados para el pirrol-3-carbamida

EtOH

A, nm 2345, 262,1 (Fig. 14)

max ?

IR  vEBr  cm-13311, 3128, 1691, 1668, 1582, 1517, 1438, 1419, 1190,

max ?

1136, 1055, 806, 706, 677

RMN-IH (500 MHz, D,O, & ppm) 6,4 (1H, s), 6,8 (1H, s), 74 (1H, s)
(Fig. 15)

EM m/z M+ 109, 93, 66 (Fig. 16)

+

1 +

NH NH
/ s
C— NH2 ;G 4
+ s
HN—CNH2 — _— / ) ~ 4
N ‘N NS N
H H H H

m/z 43 M+ 109 m/z 93 m/z 66

A,

e -
1 T

199.4 299.1 395.1 Am

Fig. 14.- Espectro UV del pirrol-3-carbamida
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1.0 0.0 €N

Fig. 15.- Espectro RMN-1H del pirrol-3-carbamida

93
69 109

Ti) ,,,,l.....l I

n-rlhh i ul ki | et | | | | | | m/z

Fig. 16.- Espectro de masas del pirrol-3-carbamida
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e Harmano de Sickingia tinctorea (HBK)Schum4®:

1000 g de corteza seca y molida se macera sucesivamente con
éter de petrédleo, acetato de etilo y etanol durante 30 dias en cada
caso. Los extractos se concentran a sequedad obteniendo 72 g del ext.
etandlico. A 40 g del extracto se le afiadi6 Me,CO separandose un
residuo gomoso y un sobrenadante el cual se separd, concentrd y se
someti6 a una CC de silica gel. Se eluy6 con bz:Me,CO de polaridad
creciente; las fracciones mas polares se someten a CCDP en silica gel
y sistema metiletilcetona:EtOH (3: 1), desorbiéndose con etanol el
compuesto que presenta fluorescencia celeste-azulado. La solucién
etanélica se concentra a sequedad y se
extrae con hexano del cual precipita cris-
tales (pf 205-206°C) en forma de aguja l

: ; oh N
color amarillento, que se identificaron N
como harmano de acuerdo a los datos| CHy
espectroscopicos reportados en la Tabla 7. Rarmano

Tabla 7.- Valores espectroscopicos encontrados para el harmano

uv A nm (MeOH) 234, 288, 336 y 348 (Fig. 17).

max’
IR o2 cml 3440, 3130, 3060, 2960, 2870, 1625, 1565, 1502, 1475,
1455, 1405, 1328, 1288, 1240, 745, 640, 590 y 565 (Fig. 18).

RMN-1H: (CDCl;, § ppm) 8,57 (1H, s), 8,40 (1H, d), 8,08 (1H, d), 7,85
(1H, d), 7,52 (1H, s), 7,51 (1H, d), 7,30 (1H, m) y 2,83 (3H,
s) (Fig. 19).
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3 X = T T T T T T T
s 20 3 %0 m

Fig. 17.- Espectro UV del harmano

Fig. 18.- Espectro IR del harmano
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i L E J*

Fig. 19a.- Espectro RMN-1H del harmano

J

v\

Y

ppm

Fig. 19b.- Espectro ampliado de RMN-!H del harmano
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1

Reactlvos de coloraciéon para cromatografia
de capa delgada

1. GENERAL
1.1. Acido sulfiirico

e A. solucién de 4cido sulfirico al 50% en etanol, o
B. acido sulftirico concentrado (no utilizable para cromatografia
de papel).

e Aspersar y calentar 3-5 min. a 100°C. Evaluar a la luz Vis
o a la luz UV 365 nm.

e Deteccién: reactivo universal.

1.2. Permanganato de potasio-dcido sulfirico

e 0,5 g de permanganato de potasio se disuelven en 15 mL de
acido sulftrico.
Precaucion: peligro de explosion por la formacién de heptésido
de manganeso.

e Deteccién: reactivo universal.
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1.3. Permanganato de potasio neutro

e Solucién acuosa de permanganato de potasio al 0,5% (o en
otras concentraciones).
e Deteccién: compuestos facilmente oxidables.

1.4. Permanganato de potasio alcalino

® Sol. a: solucién acuosa de permanganato de potasio al 1%.
Sol. b: solucién acuosa de carbonato de sodio al 5%. Mezclar
volimenes iguales de a y b.
e Deteccién: substancias reductoras.

1.5. Reactivo 2 4-dinitrofenilhidrazina
e 0,1 g de 2,4-DNFH se disuelve en 100 mL de metanol seguido
por adiciéon de 1 mL de acido clorhidrico al 36%.
e Aspersar y evaluar en el Vis.
* Deteccién: aldehidos y cetonas.

1.6. Reactivo yodo

e Colocar aproximadamente 10 g de yodo en una cdmara.
e Evaluar en el Vis.
e Deteccion: compuestos con doble enlaces conjugados.

2. TERPENOIDES Y ESTEROIDES
2.1. Acido 3,5-dinitrobenzoico (reactivo de Kedde)
e 1 g de acido 3,5-dinitrobenzoico se disuelve en una mezcla
de 50 mL de metanol y 50 mL de solucién de KOH 2N.
e Aspersar y evaluar en el Vis. Manchas violeta-azuladas.
e Deteccion: glicosidos cardiacos.
2.2. Acido 3,5-dinitrobenzoico (reactivo de Kedde) (método alternativo)

e Sol. a: solucidon de acido 3,5-dinitrobenzoico (2% en metanol).
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Sol. b: 5,7 g de KOH se disuelven y completan a 100 mL
con metanol.
¢ Pulverizar primero con solucion a y luego exceso de b. Observar
manchas violeta-azuladas.
e Deteccién: glicésidos cardiacos:

2.3. Acido fosfomolibdico

e Solucién etandlica al 20% de acido fosfomolibdico.
e Aspersar y calentar a 100°C por 5 min.
e Deteccion: aceites esenciales.

24. Acido 24,6-trinitrobenzoico

e Sol. a: solucion de acido trinitrobenzoico (0,1% de una mezcla
de dimetilformamida-agua).
Sol. b: solucién de Na,CO;3 (5% en agua).
Sol. ¢: solucién de dihidrogenosfosfato sédico (5% en agua).
e Pulverizar sucesivamente con a y luego con b, calentar 4-5
min. a 100°C, después enfriar, pulverizar con c. Manchas rojo-
anaranjadas.
e Deteccién: glicésidos cardiacos.

2.5. Aldehido cindmico-anhidrido acético-acido sulfiirico

e Sol. a: solucién de aldehido cindmico (1% en etanol).
Sol. b: mezclar 12 vol. de anhidrido acético y 1 vol. de dcido
sulfdrico conc. Preparar poco antes de su uso.
e Pulverizar con 4, secar 5 min. a 90°C y pulverizar con b. Se
deja actuar b 1-2 min. a temperatura ambiente y luego calentar
a 90°C hasta que aparezcan manchas coloreadas.
e Deteccién: sapogeninas esteroidales.

2.6. Anisaldehido-dcido sulfiirico

e 0,5 mL de anisaldehido se mezcla con 10 mL de acido acé-
tico glacial, seguido por 85 mL de metanol y 5 mL de H,5O,
conc. (en ese orden) (el reactivo es de limitada estabilidad,
por ello descartar si el color se torna violeta).
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e Aspersar la placa, calentar a 100°C por 5-10 min. y evaluar
el Vis o UV-365 nm.
En el visible los componentes de los aceites esenciales muestran
coloraciones intensas: azul, verde, roja y marrén; algunos
compuestos fluorescen bajo UV-365 nm.

e Deteccion: aceites esenciales, saponinas, principios amargos,
etc.

2.7. Anisaldehido-dcido sufiirico

e Solucién recién preparada de 0,5 mL de anisaldehido en 50
mL de HOAc glacial, con adicién de 1 mL de H,SO, conc.

e Aspersar y calentar a 100-105°C. Colores violeta, azul, roja,
gris o verde. Evaluar en Vis o UV-365 nm.

e Deteccion: azicares, esteroides y terpenos.

2.8. Cloruro de antimonio (III)-dcido acético

¢ 20 g de cloruro de antimonio (III) en una mezcla de 20 mL
de 4cido acético glacial y 60 mL de cloroformo.

¢ Aspersar y calentar 5 min. a 100°C. Coloracién amarillo-rojiza
hasta azul-violeta. Observar también a la luz UV-365 nm.

e Deteccién: diterpenos y esteroides.

2.9. Cloruro de antimonio (V)

® Mezclar 2 vol. de cloruro de antimonio (V) con 8 vol. de
tetracloruro de carbono o cloroformo (preparar poco antes de
su uso).

o Aspersar y calentar a 120°C hasta que aparezcan las manchas.
Observar también a la luz UV-365 nm.

* Deteccion: terpenos, sapogeninas esteroides.

2.10. Cloruro de zinc

e Disolver 30 g de cloruro de zinc completando a 100 mL con
metanol y filtrar.

* Aspersar y calentar 5-10 min. a 105°C. Fluorescencia a la luz
UV de onda larga. Observar manchas.

e Deteccién: sapogeninas esteroidales.
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2.11. 4-hidroxibenzaldehido-dcido sulfiirico (reactivo de Komarowsky)

e Sol. a: &cido sulftirico al 50%.
Sol. b: solucién de 4-hidroxibenzaldehido al 2% en metanol.
Poco antes de su uso se mezclan 5 mL de a con 50
mL de b.
e Aspersar y calentar 3-4 min. a 105°C 6 10 min. a 60°C. Manchas
amarillas a rosadas.
e Deteccién: sapogeninas y corticoesteroides.

2.12. Paraformaldehido-dcido fosfdrico

e Disolver agitando a temperatura ambiente, 0,30 g de para-
formaldehido en 100 mL de 4cido fosférico (85%).

e Deteccién: esteroalcaloides de Solanum y sapogeninas
esteroidales.

2.13. Reactivo de Carr-Price

e Solucién saturada de cloruro de antimonio (III)-en cloroformo
o tetracloruro de carbono.

e Aspersar y calentar 10 min. a 100°C. Observar también a la
luz UV-365 nm.

e Deteccién: carotenoides, sapogeninas y glicésidos ester01dales,
derivados terpénicos, vitaminas A y D.

2.14. Reactivo de Liebermann-Burchard

e Mezclar 5 mL de anhidrido acético y 5 mL de 4cido sulftrico
conc.. Esta mezcla se agrega con cuidado y enfriando, a 50
mL de etanol (preparar poco antes de su uso).

e Aspersar y calentar 10 min. a 110°C. Mancha fluorescente a
la luz UV-365 nm.

e Deteccién: A5-3-esteroles; otros esteroides y glicésidos
triterpénicos.

2.15. Sulfato de cerio (IV)-dcido sulfiirico

"o Solucién saturada de sulfato de cerio (IV) en 4cido sulfiirico
65%. .
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e Calentar 15 min. a 120°C (no usar sobre capas de 6xido de
aluminio).

e Deteccion: esteroalcaloides del Solanum y sapogeninas
esteroides.

2.16. Vainillina-dcido fosforico

e Disolver 0,1 g de vainillina en 100 mL de solucién &acido
fosforico (50% en agua).

e Aspersar y calentar 10-20 min. a 120°C. Evaluar en Vis o0 UV
365 nm.

e Deteccion: esteroides y terpenoides.

2.17. Vainillina-dcido sulfiirico

e A. Disolver 1 g de vainillina en 100 mL de H,SO, conc., o
B. Disolver 0,5 g de vainillina en 100 mL de una mezcla de
H,SO:etanol (40:10). _
® Aspersar y calentar a 120°C hasta intensidad de coloracién
6ptima de manchas.
e Deteccion: alcoholes superiores, fenoles y esteroides.

2.18. Vainillina-dcido sulfiirico

* Sol. a: solucién etandlica de H,SO, al 5%.
Sol. b: solucién etandlica de vainillina al 1%.

e Aspersar con a y luego con b. Calentar 5-10 min. a 110°C.
Evaluar la placa en el Vis. Las coloraciones son similares a
las obtenidas con anisaldehido-acido sulftirico.

* Deteccion: aceites esenciales, terpenoides, derivados de
fenilpropano, fenoles, etc.

3. COMPUESTOS FENOLICOS
3.1. Acetato de plomo bdsico

* Solucion de acetato de plomo bésico (25% en agua).

e Aspersar y observar manchas fluorescentes a la luz UV de
onda larga.

* Deteccion: flavonoides.
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32

3.3.

34.

3.5.

3.6.

Acido p-toluensulfonico

e Solucién de acido p-toluensulfénico (20% en cloroformo).

e Aspersar y calentar pocos minutos a 100°C. Observar manchas
fluorescentes UV 365 nm.

* Deteccion: esteroides, flavonoides y catequinas.

4-aminoantipirina-hexacianoferrato (IIl) de potasio (reaccion de
Emerson)

® Sol. a: solucién de 4-aminoantipirina (2% en etanol).
Sol. b: solucién de hexacianoferrato (III) de potasio (18% en
agua).
 Aspersar con a y luego con b; colocar el cromatograma en
una cdmara preparada en solucién de amoniaco al 25%. Se
forman zonas rojo-anaranjadas o rojo-salmén.
e Deteccién: fenoles.

Bencidina

¢ Disolver 0,5 g de bencidina en 20 mL de 4cido acético glacial
y 80 mL de etanol.

e Aspersar y calentar 15 min. a 100°C.

e Deteccion: aldehidos terpénicos, flavonoides, hidratos de car-
bono.

Cloruro de aluminio

e Solucién de cloruro de aluminio al 1% en etanol.

e Aspersar y observar fluorescencia amarilla a la luz UV-365
nm. :

e Deteccion: flavonoides.

Cloruro de antimonio (III)

¢ Solucién de cloruro de antimonio (III) al 10% en cloroformo.

e Aspersar y observar manchas fluorescentes a la luz UV-365
nm.

e Deteccion: flavonoides.
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3.7. Cloruro de hierro (III)

e A. Solucién de cloruro de hierro (II) al 1 6 5% en &cido
clorhidrico 0,5N, o
B. Solucién de cloruro de hierro (IIl) al 10% en agua.
e Aspersar y observar manchas azules o verdes de fenoles o
rojas de 4cidos hidroxdmicos.
e Deteccién: fenoles y acidos hidroxamicos.

3.8. Complejo dcido difenilboriloxietanolamina (naturstoffreagenz-a)

e Solucién del 4cido difenilboriloxietanolamina al 1% en metanol.

e Aspersar y observar manchas en UV o Vis.

e Deteccién: 3',4'-dihidroxiflavonas y -flavonol como manchas
naranjas; sus equivalentes 4'-hidroxi como manchas amarillas
verdosas.

3.9. Hidroxido de potasio (reaccion de Borntriger)

e Solucién de hidréxido de potasio al 5% 6 10% en etanol (o
metanol).

e Aspersar y evaluar en Vis o UV-365 nm.

e Deteccién: cumarinas (azul, UV-365 nm), antrona (amarilla,
UV-365 nm), antraquinona (roja).

3.10. Hexacianoferrato (III) de potasio - cloruro de hierro (III)

e Sol. a: soluciéon de hexacianoferrato (III) de potasio (1% en
agua).
Sol. b: solucién de cloruro de hierro (IIl) (2% en agua).
Mezclar voliimenes iguales de a y b.

e Aspersar y observar; la coloracién se intensifica por aspersion
posterior con 4cido clorhidrico 2N. Compuestos fendlicos azul
oscuro; cumarinas fluorescen violeta a azul; furanocumarinas
rojizo-marrén o amarillo.

e Deteccién: fenoles, cumarinas, aminas y otras substancias
reductoras.
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3.11. Reactivo de Folin-Ciocalteu

Sol. a: solucién de carbonato de sodio (20% en agua).

Sol. b: antes de su uso se diluye 1 vol. de la solucién de
reserva con 3 vol. de agua.

Sol. de reserva: disolver 10 g de wolframato de sodio y 2,5
g de molibdato de sodio en 70 mL de agua y se agregan
sucesivamente 5 mL de solucién de acido fosférico
(85%) y 10 mL de &cido clorhidrico (36%). La mezcla
se calienta 10 horas a reflujo. Luego se agregan 15
g de sulfato de litio, 5 mL de agua y 1 gota de bromo,
se vuelve a calentar 15 min. y se completa, después
de enfriar, con agua en un matraz aforado a 100 mL.

Aspersar con a, secar brevemente y aspersar con b.

Deteccién: fenoles.

3.12. Sulfato de cobre-citrato de sodio (reactivo de Benedict)

1,73 g de sulfato de cobre (CuSO,.5H,0), 17,3 g de citrato
de sodio y 10 g de carbonato de sodio anhidro se disuelven
y completan a 100 mL con agua.

Aspersar y observar en el Vis y en UV. Las substancias con
-OH orto inicialmente fluorescentes a la luz UV onda larga,
se extinguen total o parcialmente con este reactivo, mientras
que se refuerzan o mantienen en caso de no existir -OH orto.
Deteccion: flavonoides y cumarinas con grupos hidroxilo en
orto.

3.13. Vainillina-dcido clorhidrico

Solucién de vainillina al 5% en etanol se mezcla con &cido
clorhidrico conc. en la relacién 4:1, justo previo al uso.
Aspersar, si es necesario calentar; aparicion de manchas rojas
0 rojo purpura para catequinas y proantocianidinas.
Deteccion: catequinas y proantocianidinas.
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4. ALCALOIDES
4.1. Acido nitrico

e Dejar reaccionar 100 mL de etanol con aproximadamente 50
gts. de acido nitrico (65%).

e Aspersar y evaluar a la luz UV o la aparicién de manchas
rojas.

e Deteccién: alcaloides como ajmalicina y brucina.

4.2. Cloruro de hierro (Ill)-dcido perclorico

* Solucién de cloruro de hierro (IIT) 0,2N en &cido perclérico
acuoso al 35%.

e Aspersar y calentar a 100°C.

e Deteccion: alcaloides oxinddlicos.

4.3. Yodoplatinato de potasio

* Dejar reaccionar 5 mL de solucién acido hexacloroplatinico
(5%) con 45 mL de solucion de KI (10% en agua), diluir con
100 mL de agua. Preparar poco antes de su uso.

e Aspersar y observar manchas azul-violeta.

* Deteccién: alcaloides.

4.4. Yodo-yoduro de potasio dcido

¢ Disolver calentando 1 g de yodo y 10 g de yoduro de potasio
en 50 mL de agua y se acidifica con 2 mL de HOAc glacial.
Completar con agua hasta 100 mL.

e Deteccion: alcaloides.

4.5. Reactivo de Dragendorff segiin Munier

‘e Sol. a: disolver 1,7 g de nitrato bésico de bismuto en 20 g
de 4cido tartarico en 80 mL de agua.
Sol. b: disolver 16 g de yoduro de potasio en 40 mL de agua.
Sol. de reserva: mezclar vol. iguales de las soluciones a y b,
conservar en refrigeracion.
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4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

Para usar: disolver 10 g de 4cido tartarico en 50 mL de agua

y agregar 5 mL de solucion de reserva.

Deteccibn: alcaloides y otros compuestos nitrogenados.

Reactivo de Ehrlich

Disolver 1 g de p-dimetilaminobenzaldehido en una mezcla
de 25 mL de 4cido clorhidrico (36%) y 75 mL de metanol.
Aspersar y calentar la placa. Aparicion de manchas azules,
violetas, verdes o rojas.

Deteccién: alcaloides indélicos y derivados.

Reactivo de Marquis

3 mL de formaldehido se diluye a 100 mL con 4cido sulftrico
conc.

Aspersar y evaluar en el Vis.

Deteccién: alcaloides tipo morfina, codeina, tebaina.

Reactivo de Mayer

Sol. a: 13,5 g de cloruro de mercurio (II) y 49,8 g de yoduro
de potasio, se disuelve cada uno en 20 mL de agua,
se mezclan y se completa a 100 mL. Agregar a la mezcla
15 mL de &cido clorhidrico en solucién acuosa al 17%.

Sol. b: 5 gde cloruro de zinc (II) en 80 mL de 4cido clorhidrico
37%).

Sol. ¢: solucién amoniacal al 15%.

Aspersar con 4, se lava el cromatograma con agua durante

10 min., se deja escurrir, se aspersa con b y después con c.

Observar aparicion de manchas marrones.

Deteccion: alcaloides.

Reactivo de yodo-dcido clorhidrico

Sol. a: 1 g de yoduro de potasio y 1 g de yodo se disuelven
en 100 mL de etanol.

Sol. b: 25 mL de acido clorhidrico al 25% se mezcla con 25
mL de etanol 95%.
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e Aspersar primero con 4, luego con b. Observar manchas
marrones en el Vis.
e Deteccién: derivados de purina (cafeina, teofilina, teobromina).

4.10. Reactivo de yodo-cloroformo

e Solucién de yodo al 0,5% en cloroformo.
e Aspersar y calentar a 60°C durante 5 min.
e Deteccion: alcaloides de ipecacuana.

4.11. Reactivo de Van Urk

e 0,2 g de p-dimetilaminobenzaldehido se disuelven en 100 mL
de 4cido clorhidrico al 25% con la adicién de 1 gt de solucién
de cloruro de hierro (III) al 10%.

e Aspersar y evaluar en el Vis.

e Deteccion: alcaloides del Secal.

4.12. Sulfato de amonio y cerio (IV)

e Solucién de sulfato de amonio y cerio (IV) al 1% en &cido
fosforico 85%.
e Deteccion: alcaloides del Vinca.

4.13. Sulfato de amonio y hierro (III)

e 1 g de sulfato de amonio y hierro (III) en 100 mL de &cido
fosforico 85%.

e Aspersar sobre la placa previamente calentada a 100°C.

e Deteccién: alcaloides del Vinca.

4.14. Sulfato de cerio (IV)-dcido sulfiirico (reactivo modificado segiin
Sonneschein)

e Suspender 0,1 g de sulfato de cerio (IV) en 4 mL de agua.
Agregar 1 gt de 4acido tricloroacético, hervir y afiadir lenta-
mente gts de 4cido sulftirico conc. hasta que la solucién se
vuelva clara.

e Aspersar y calentar algunos minutos a 110°C hasta aparicién
de manchas.
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* Deteccion: alcaloides como brucina, apomorfina, colchicina,
papaverina.

4.15. Tiocianato de cobalto (II)

* Disolver 3 g de tiocianato de amonio y 1 g de cloruro de
cobalto (I) en 20 mL de agua.

e Aspersar y observar aparicion de manchas azules sobre fondo
blanco o rosado.

e Deteccién: alcaloides y aminas.

4.16. Tetrafenilborato de sodio

e Sol. a: tetrafenilborato de sodio al 1% en metil etil cetona
saturada en agua.
Sol. b: solucién de fisetina o quercetina al 0,015% en metanol.
e Aspersar con a, secar al aire y luego aspersar con b, secar
nuevamente al aire. Observar manchas anaranjadas a rojas,
fluorescentes a la luz UV-365 nm.
e Deteccion: alcaloides.

4.17. Reactivo de Wagner

e Disolver 1 g de yodo y 10 g de yoduro de potasio en 50 mL
de agua, acidificar con 2 mL de 4cido acético glacial; completar
con agua a 100 mL.

e Aspersar y observar la formacion de manchas marrones.

¢ Deteccién: alcaloides.
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2

Reacciones de coloracién y precipitacién para grupos funcionales

Método Procedimiento Color Aplicacion y Comentario
DOBLES ENLACES OLEFINICOS
Tetranitrometano, 0,5 mg Ms/1-2 mL CHCl; o CCl, amarillo-rojo | pos: dobles enlaces y compuestos
TNM + 1-2 g TNM. arométicos; color incrementa con ni-
mero de dobles enlaces conjugados;
neg: A%B-4cidos, ésteres, aldehidos,
alcoholes, éteres.
Permanganato de 10 mg Ms/2 mL de H,0. decoloracion | pos: dobles enlaces; neg: Ar,C=
potasio, KMnO, R: KMnO, 0,01% H,0. CAr,; interferencia fenoles, aminas
Ms + R + 1 gt sol. Na,CO; 5%. aromaticas u otros Compuestos oxi-
dables.
20 mg Ms/2 mL CCl,. decoloracién | pos: dobles y triples enlaces.

Bromo, Br,/CCl,

R: 5 mL Br,/100 mL CCl,.
Ms + R por gts hasta decoloracién.




Método Procedimiento ]— Color Aplicacion y Comentario
ANILLOS AROMATICOS
Formaldehido 10 mg Ms/1 mL CCl, rojo, verde, azul | pos: anillos aromaticos; neg: si los

acido sulfiirico

Xantatos

Schiff

Fehling

20 mg Ms + 1 lenteja KOH + 0,5
mL EtOH. Calentar. Enfriar, + 1
mL Et,0 + gt a gt CS, hasta for-
macién de un ppdo. amarillo.

1-2 mg Ms/1-2 mL fucsina 0,025%/
H,0 justo en la decoloracién con
SO,, agitar.

a: 35 g CuSO4.5H,0/500 mL H,0O
b: 175 g sal de Rochelle + 50 g

NaOH/500 mL H,0.

R: 2 mL H,SO, conc. + 2 gts de | o pirpura
HCHO al 37%.
2 gts Ms + 1 mL R.
ALCOHOLES

ppdo. amarillo

ALDEHIDOS

rojo a violeta

ppdo. rojo

anillos aromaticos contienen grupos
-SO3H, -NO,, -CO,H.

pos: alcoholes.

pos: algunos aldehidos aromadticos.

pos: aldehidos y otros grupos reduc-
tores; neg: aldehidos aromaticos y
cetonas




Tollens

Legal

Baljet

Ac. hidroxdmico

R: 1a + 1b. Fresco.
5-10 mg Ms/1 mL R. Dejar 5 min.,
calentar.

R: 2 mL AgNO; 5% + 1 gt NaOH
10% + NH,OH 2% hasta aclarar
Sol. fresca.

Ms + R. Calentar.

1-2 mg Ms/2-3 gts Py + 1 gt ni-
troprusiato de sodio 0,5% + 1-4
gts KOH 2N.

a: 1 g éc picrico/EtOH 95%.
b: 10 g NaOH/100 mL H,0.
R: la + 1b.

Ms + gts de R.

1 gt Ms/1 mL NH,OH.HCI 0,5N/
EtOH + 0,2 mL NaOH 6N. Hervir
Enfriar, + 2 mL HCI IN + EtOH
(hasta aclarar) + 1 gt FeCl; 10%
Hacer blanco.

ppdo. negro o
espejo de plata

LACTONAS INSATURADAS

T0jO OScuro

rojo claro a os-
curo

ESTERES CARBOXILICOS

magenta

pos: aldehidos aromaticos y aliféti-
cos, aminas aromdticas; neg: ceto-
nas

pos: lactona-o.,8 insaturada.

pos: lactona-o.,B-insaturada.

interferencia: compuestos que con-
tienen nitrégeno.




Método

Procedimiento

Aplicacion y Comentario

Cloruro férrico

2.,4-Dinitrofenil-
hidrazina (2,4-
DNHF)

Legal

Yodoformo

1-2 gts Ms/2 mL H,O o MeOH +
1 gt FeCl; 1%/H,0 o MeOH.

R: 3 g 24-DNHF/15 mL H,SO,
conc. Agregar sobre 20 mL H,0
y 70 mL EtOH 95%, filtrar.

20 mg Ms/1 mL EtOH 95% + 2

mL R. Calentar si es necesario.

1-2 mg Ms/H,0O o EtOH (libre de
aldehido) + 1 mL sol. fresca de
nitroprusiato de sodio 0,5% H,O.

R: 20 g KI + 10 g 1,/100 mL H,O0.
10 mg Ms/1 mL H,O + 0,2 mL
NaOH 2N + R por gt hasta que per-
sista color oscuro por 5 min. calen-
tar 2 min a 60°C si es necesario.
Decolorar con NaOH 2N.

FENOLES

colores intensos

CETONAS Y METIL-CETONAS

ppdo. amarillo
0 naranja-rojizo

colores caracte-
risticos, rojo
oscuro

CHI;, olor carac-
teristico

pos: fenoles; -OH endlicos.

pos: cetonas alifaticas, conjugacién
varia coloracién de amarillo a roji-
Zo.

pos: cetonas, menos marcado para
aldehidos; también lactonas—ot,B3—
insaturadas.

pos: metilcetonas y metilcetonas
potenciales.




REACCIONES DE COLORACION O PRECIPITACION PARA ALGUNOS
PRODUCTOS NATURALES

Ac. fosfomolibdico
Ac. silicotungstico

Ac. tricloroacético

Carr-Price

Kedde

Liebermann-
Burchard

NUCLEO ESTEROIDAL O TRITERPENOIDE

R: ac. fosfomolibdico 10%/EtOH.
R: 4c. tungstico 15%/H,0.

Ms + cristales de 4c. tricloroacético

1 mg Ms/CHCl; + 2 mL SbCl; al
30% en CHCl,.

a: éac. 3,5-dinitrobenzoico 2% en
MeOH.

b: KOH 5,7% en H,0.

R: mezclar a + b, voliimenes iguales

1 mg Ms + 2 gts R.

1 mg Ms/pocas gotas HOAc + 3 mL
Ac,0/H,S0O, (50:1).

naranja, rojo,
T0jO OScuro

azul

plrpura o vio-
laceo

verde, azul ver-
doso (via rojo o
azul)

triterpenos tetraciclicos y esteroides
desarrollan color a 60°C, triterpenos
pentaciclicos a 110°C.

originalmente para vitamina A; pos:
derivados de colestano con dieno o
trieno potencial en anillos A y B.

pos: glicésidos cardiacos, para ani-
llos 7y -lactona-o.,B-insaturado.

pos: esteroides conteniendo 2 C=C
conj. o formados por deshidratacion
con H,SO,.




Método B Procedimiento Color Aplicacién y Comentario
Noller R: FeCl; o SbCly anh. 0,1%/SOCl,. | cambios colo- triterpenoides.
Ms + 0,2 mL R. racién/60°C
Rosenthaler Ms/sol. etandlica de vainillina varios para sapogeninas esteroidales y tri-
al 1% + 1 gt HCI conc. terpenoidales. '
Salkowski 1-2 mg Ms (seco o 1 mL CHCl,) + | amarillo-rojo aplicacién como para Liebermann.
1 mL H,SO, + Ac,0. sangre

Tortelli-Jaffé

Zimmermann
(Raymond)

SbCly/HCIO,

di-t-butil-p- cresol

0,5 mg Ms/0,2 mL HOAc (+ gts
CHCl; para disolver). Agregar

cuidadosamente 0,1 mL Br, 2%/
CHCl,.

0,5 mg Ms/1 mL KOH 2N/EtOH +
0.1 mL 1% m-dinitrobenzaldehido
(recrist.)/EtOH, 10 min. Diluir a
10 mL EtOH.

Ms + R.
R: sol. al 25% de SbCl; en HCIO,
al 60%.

Ms/2,6-di-t-butil-p-cresol

verde en la in-
terfase

azul o violeta

rosado

violeta, amarillo-
verde

para esteroides, dobles enlaces ter-
ciarios o potenciales.

para grupos metilenos activados ge-
neralmente en ésteroides y triterpe-
noides.

AS-sapogenina.

para sapogeninas triterpenoidales y

esteroidales.



Bomtriger
Cloruro férrico
Dimroth (4c. bé-
rico)
Gelatina-cloruro

de sodio

Marini-Bettolo

Shinoda

FLAVONOIDES Y OTROS COMPUESTOS FENOLICOS

Msfbz + NaOH 5% aq.

R: 1 gt FeCl,;/100 mL H,O0.
Ms + 1 gt R.

Ms/acetona + 4c. bérico y 4c. citrico
(u oxalico).

R: 1 g gelatina/100 mL H,O + 10
g NaClL
Ms + 1 gt R.

5 mg Ms/5 mL CCl, + 1 mL SbClg
2%/CCl,.

Ms + limadura Mg + HCI conc.

rojo en fase
acuosa

azul, verde ne-
gro.

amarillo o ama-
rillo verde

ppdo.

ppdo. amarillo

ppdo. rojo a
violeta

tonos rojos

pos: antraquinonas y naftoquino-
nas.

pos: comp. fendlicos, taninos.

pos: 5-hidroxiflavona.

pos: taninos.

pos:flavonas, flavonoles, flavanonas

pos: chalconas

pos: niicleo de y-benzopirona (fla-
vonoides*, si se afiade alcohol iso-
amilico y agita, el color pasa a la
capa isoamilica).

* excepto chalconas, dihidrochalco-
nas, auronas, catequinas e isoflavo-
nonas.
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Método Procedimiento Aplicacién y Comentario

Rosenheim Ms + HCI 2N/1-propanol. Hervir | rojo pos: leucoantocianidinas; catequinas:

15-30 min. marrén.
ALCALOIDES
Reacciones de Coloracién

DMB R: 4-dimetilaminobenzaldehido al violeta cido lisérgico y sus amidas.
5% en ac. ortofosférico/MeOH.
Ms + 1 gt R.

Ehrlich 0,5 mg Ms/1 mL EtOH + 1 mL 4- | violeta pos: si ~CH o. 0 8 a _NH.
dimetilaminobenzaldehido 5%/HCI.

Erdmann a: 6 gts HNO,/100 mL H,0. rojo, otros colo- |. brucina, tebaina, veratrina, morfina,
R: 10 gts a + 20 gts H,SO,. Tes codeina, colchicina, atropina.
1-2 mg Ms + 8-10 gts R.

Frohde R: 5 mg 4c. molibdico o molibdato | rojo, verde, azul | brucina, tebaina, veratrina; apomor-
de sodio/1 mL H,SO,. Fresco fina, berberina, emetina; codeina,
Ms + 2-3 gts R. morfina, papaucrina.

Keller Ms/HOAc + trazas FeC13 anh/ azul intenso en alc. ergot.

H,S0,.

interfase




Mandelin

Marquis

Mecke

Otto

Shaer

Tiocianato de co-
balto

Ms + 10 mg vanadato de amonio en

a: 8-10 gts de aldehido férmico
al 40% en 10 mL HOAc glacial.
b: H,SO, conc.

Ms + 1 gta+ 3gts b.

a: 0,25 g de &c. selenioso en 25
mL de HOAc glacial.

b: H,SO, conc.

Ms +1gta+3 gts b.

Ms/H,S0, 80% + 1 gt K,Cr,0,
diluido.

R: 1 mL H,0, 30% + 10 mL
H,S0,. Fresco.
0,1 mg Ms + 2-3 gts R.

R: 0,8 g tiocianato de cobalto +
1 mL 4c. ortofosférico/100 mL
MeOH:H,0 (2:3).

Ms + 1 gtR.

violeta, azul ro-
jo

naranja

violeta
purpura

azul-verdoso

rojo-violeta a
azul pudrpura

verde

azul-turquesa

solanina, estricnina.

mezcalina y anfetamina;
alc. del opio;
heroina, morfina.

morfina y heroina.

estricnina; otros alc. inddlicos.

alc. del tropano.

cocaina, antes de 5 seg.; después de
5 seg. otros anestésicos.



Método Procedimiento Color Aplicacion y Comentario
Reacciones de precipitacién
Dragendorff (yo- a: 8 g Bi(NO3)3.5H,0/20 mL HNO;.| rojo a naranja agregar a solucién 4cida de alc.
duro de bismuto. b: 27,2 g K1/50 mL H,O.
y potasio) Mezclar, reposar, decantar super-

Hager (4c. picrico)

Mayer (yoduro de
mercurio y pota-
sio)

Reineckato de
amonio (NH4[Cr
(NH3),(SCN),]
2H,0)

Scheibler (ac. fos-
fortungstico)

nadante. Diluir a 100 mL.

Sol. acuosa saturada de acido pi-
Crico.

a: 1,36 g HgCl,/60 mL H,O.
b: 5 g KI/10 mL H,O0.
Mezclar. Diluir a 100 mL.

R: reineckato de amonio, sol.
aq. al 4% (100 mL) conteniendo
300 mg NH,OH.HCI. Acidular con
HCL

100 g tungstato de sodio + 70 g
Na,HPO,/500 mL H,0. Acidificar
con HNO;.

blanco a crema

ppdo. floculante
color rosa

blanco

agregar a solucidn 4cida, particular-
mente con alc. cinchona.

agregar a solucion acidulada, preci

pita s6lo en exceso de reactivo.

general.

estricnina, quinina.



Sonneschein (4c.
fosfomolibdico)

Wagner (yodo-yo-

~ duro de potasio)

64T

Sol. 4cida de molibdato de amonio,
agregar sol. 4c. saturada de Na,HPO,|
hasta formacién de ppdo. Filtrar,
lavar ppdo. y disolver en sol. satu-
rada de Na,CO;. Evaporar a seque-
dad. Disolver 10 g del residuo en
100 mL HNO; 30%.

127gl,+2¢g KI/5 mL H,O. Di-
luir a 100 mL.

naranja

marrén

general.

general




Ladarg - |



3

Miscelaneas

I DETERMINACION DE ACEITES:- ESENCIALES
1. Indice de acidez (IA)

Pesar 1 g de muestra, agregar 5 mL de EtOH y 5 gts de
fenolftaleina (usar rojo de fenol en caso de aceites esenciales fendlicos)
y titular con KOH etanélico 0,1N hasta la aparicién de una coloracién
persistente por 30 seg. Hacer paralelamente un blanco.

2. Indice de ester (IE)

Pesar 2 g de muestra, agregar 25 mL de KOH etanélico 0,5N
y reflujar por 45 min. Enfriar. Agregar 20 mL de agua destilada y
5 gts de fenolftaleina (usar rojo de fenol en caso de aceites esenciales
fendlicos). Titular con HCl 05N o H,SO, 0,5N. Paralelamente hacer
una prueba en blanco.
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II. REACCIONES QUIMICAS

Se dan ejemplos de reacciones de acetilacién, hidrélisis, metilacion
y demetilacién aplicado a flavonoides:

1. Acetilacion:

Disolver el flavonoide (20 mg) en piridina (0,5 mL) y agregar
AcyO (0,5 mL). Dejar en un frasco tapado durante toda la noche a
temperatura ambiente. Vaciar la mezcla de reaccién en agua (ca. 30
mL) con agitacién y dejar por una hora. Separar el acetato insoluble
usando un pequefio embudo biichner. Si la filtracién es dificil extraer
la mezcla acuosa con éter. Recristalizar el acetato.

2. Hidrdlisis de O-glicdsidos de flavonoides:

Disolver el glicésido flavonoide (1 mg) en 5 mL de HCI 2N:
MeOH (1:1) en un balén de 25 mL y reflujar en un bafio de vapor
por 60 min. Evaporar a sequedad en un rotavapor. Disolver el residuo
completamente en un minimo de MeOH:H,O (1:1) y cromatografiar
el producto, paralelo al material inicial, para determinar si la hidrélisis
ha tenido lugar.

Si la hidrélisis ha ocurrido, evaporar la solucién acuosa-metanélica
a la mitad del voliimen para remover el MeOH y extraer varias veces
con EtOAc, agitando vigorosamente el tubo. La aglicona estard en
la fraccion EtOAc y el azicar en la fase acuosa.

3. Metilacion con sulfato de dimetilo del 5,4'-dihidroxi-7,2’-dimetoxi
isoflavanona ;

10 mg de muestra en 5 mL de acetona previamente secada, 1
g de K,COj3 anhidro y 15 mL de Me,SO, secado (sobre K,COj3 anhidro)
se reflujan por 2 horas colocando en el tope del condensador un tubo
con CaCl,. Se filtra, evapora y se cromatografia sobre SiO, y CHCl;,
obteniéndose 5-hidroxi-7,2' 4'-trimetoxiisoflavanona.

Nota: El 5-OH es dificil metilar.
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4.  Demetilacion:

La muestra (2 mg) se coloca en un pequefio balén y se cubre
con cristales de fenol, se agrega 1 mL de HI. Se refluja la mezcla
por 6 horas. Se agrega H,O (5 mL) y se extrae el producto con EtOAc.
Purificar el producto por CP.

III. ANALISIS ESPECTRAL UV PARA FLAVONOIDES USANDO
REACTIVOS DE DESPLAZAMIENTO

1. Preparacion de soluciones de reserva de:

1.1 Flavonoide: Disolver una pequefia cantidad de flavonoide
(0,1 mg), en 10 mL de MeOH grado espectroscépico, tal que el pico
de mayor absorcién entre 250 y 400 nm presente una densidad dptica
entre 0,6 y 08.

1.2 NaOMe: Agregar cuidadosamente 2,5 g de Na metdlico recién
cortado a 100 mL de MeOH anhidro grado espectroscépico.

1.3 AlCl3: Agregar cuidadosamente 5 g de AlCl; anhidro reactivo
a 100 mL MeOH grado espectroscopico.

1.4 HCI: HCI conc. grado reactivo (50 mL) se mezcla con agua
destilada (100 mL). Almacenar en un frasco tapado.

1.5 H3BO3: Se usa H3BO; anhidro en polvo grado reactivo para
el procedimiento (b), y una solucién de MeOH (100 mL) grado
espectroscépico saturado con H3BOj3; anhidro grado reactivo para el
procedimiento (a).

2. Andlisis espectral:

2.1 En MeOH: Medir el espectro con 2.6 3 mL de la solucién
de reserva 1.1.

2.2 En NaOMe: Medir inmediatamente después de la adicién
de 3 gts de solucién de reserva 1.2 a la solucién anterior 2.1. Medir
nuevamente el espectro después de 5 min. Descartar la solucién.
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2.3 En AlCl3: Medir después de la adicién de 3 gts de solucién
de reserva 1.3 a 2-3 mL de la solucién de reserva 1.1.

24 En AICI3/HCL: Medir inmediatamente después de la adicién
de 3 gts de solucién de reserva 1.4 a la solucién 2.3. Descartar la
solucién.

2.5 En NaOAc: Se determina después de agregar un exceso de
NaOAc en polvo, a la cubeta conteniendo 2-3 mL de solucién de reserva
1.1. Registrar dentro de 2 min de la adicién y nuevamente a los 5-
10 min para comprobar si hubo 0 no descomposicién. Descartar la
solucién.

2.6 En NaOAc/H3BOj3: Puede aplicarse 2 métodos dependiendo
de si hubo o no descomposicién durante el registro en NaOMe. En
el primer caso usar procedimiento (a), y en el segundo caso el pro-
cedimiento (b):

e Procedimiento (a): 5 gts de solucién de reserva 1.5, se agrega
a 2-3 mL de solucién de reserva 1.1. Saturar rapidamente la
solucién con NaOAc y registrar el espectro.

* Procedimiento (b): A la cubeta de 2.5 agregar suficiente H;BO;
en polvo, grado reactivo, para dar una solucién saturada.
Registar el espectro y descartar la solucién.

IV. ANALISIS FITOQUIMICO

Aparte de las marchas fitoquimicas presentadas en el capitulo
1 se puede realizar ensayos directos sobre el material vegetal, para
cada uno de los productos naturales analizados y otros. A continuacién
se da algunos métodos:

1. Saponinas y compuestos relacionados:

 Prueba de la espuma: Con el material pulverizado se prepara
un extracto acuoso al 1%, se filtra y el filtrado se agita
vigorosamente por 30 seg. La presencia de la saponina es
indicada por la formacién de una espuma persistente por 30
min.
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Reaccién de Liebermann-Burchard: Se afiade una solucién re-
ciente de una gt de HSO, en 1 mL de Ac,O helado a 1 mL
de extracto cloroférmico del material pulverizado. Se observa
el desarrollo del color a los 2, 5, 20 y 60 min después de
realizada la mezcla.

Glicosidos cardiacos:

Reaccion de Kedde: Se agrega 1-2 gts del R de Kedde sobre
las fracciones obtenidas siguiendo la marcha fitoquimica de
la Fig. 4 (Cap. 1). Los cardendlidos y sus agliconas dan colores
azules o violetas que desaparecen en 1-2 horas. Se efectia
un ensayo en blanco reemplazando el R por una solucién de
KOH 0,5N. Para preparar el reactivo mezclar volimenes iguales
de 4c. 3,5-dinitrobenzoico al 2% en MeOH y de KOH al 5,7%
en Hzo.

Compuestos fendlicos:

Reactivo de cloruro férrico: Unas gts de solucion de FeCl,
al 1% sobre un extracto etandlico del material, dardn
coloraciones azul, verde o negra con compuestos fendlicos.

Flavonoides:

Reaccién de Shinoda: A una solucién alcohdlica del material
se agrega un pequefio trozo de cinta de magnesio seguido
por gts de HCI conc.,, las coloraciones roja (flavonas), roja a
crimson (flavonoles), crimson a magenta (flavanonas) y algunas
veces azul o verde, son consideradas positivas. Las chalconas
y auronas, dan coloracién roja directamente por adicién de
HCI conc. al extracto alcohdlico.

Cumarinas:

Utilizar uno de los métodos siguientes:

Se coloca en un tubo de ensayo 0,5 g de material pulverizado
con 5 mL de agua destilada y se cubre con un papel filtro
humedecido con solucién de NaOH al 10%. El tubo asi cubierto
se coloca en un bafio de agua en ebulliccién por varios minutos,
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se remueve el papel y se expone a la luz ultravioleta. La
aparicién de una fluorescencia amarilla-verdosa o azul es
indicativa de la presencia de cumarina. El procedimiento es
aplicable s6lo a cumarinas volatiles.

¢ El material seco y pulverizado previamente desengrasado con
éter de petroleo (para remover los lipidos), se extrae con una
solucion diluida de élcali (se forman los cumarinatos solu-
bles). Se extraen con éter las impurezas orgénicas neutras y
se acidifica la solucién acuosa para regenerar la cumarina padre
la cual es luego extraida con éter. Las impurezas 4cidas
presentes pueden ser removidas con solucién de NaHCO;.
La solucion etérea conteniendo las cumarinas pueden ser
concentradas y usadas para estudios cromatograficos o prueba
a la gota (1 gt de extracto + 1 gt de solucién saturada de
hidrocloruro de hidroxilamina en alcohol y 1 gt de solucién
alcoholica de KOH al 1%, se calienta hasta burbujeo, después
de enfriar se afiade HCl 0,5N para acidificar la mezcla seguida
de 1 gt de solucién de FeCl; al 1%; el test es positivo si hay
un color violeta indicativo de la presencia de lactona).

6. Taninos:

* Reaccion de gelatina-sal: Se obtiene un extracto acuoso a partir
de un extracto etanélico del material seco y pulverizado. A
‘una solucién de NaCl al 5% se agrega una porcién de este
extracto; a una segunda porcion se le agrega solucién de
gelatina al 1% y a una tercera el reactivo gelatina-sal. La
precipitacién con este dltimo reactivo, o con ambos el 2° y
el 3°, es indicativo de la presencia de taninos. Si solamente
ocurre con el 1°, el test es falso. También puede comprobarse
si al extracto inicial se agrega solucién de FeCl; y aparecen
colores azul, azul negro, verde o azul verdoso y precipitado.

7. Antraquinonas
Utilizar uno de los métodos siguientes:

* Reaccién de Borntrdger: El material seco y pulverizado se
macera en benceno, se separa el benceno el cual se agita con
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solucion acuosa de NH; o NaOH, la produccién de una
coloracion rosada a roja en la capa acuosa es indicativa de
antraquinona.

¢ Reaccion de Borntrdger modificado por Kraus: El material seco
y pulverizado (0,3 g) se hierve por pocos minutos con KOH
0,5N (10 mL) al cual se le ha agregado 1 mL de H,0, diluido.
Después de enfriar la mezcla se filtra y 5 mL es acidificado
con 10 gts de HOAc. La mezcla acidulada se extrae por
agitacién con benceno, tomando el benceno un color amarillo.
5 mL de este extracto bencénico se agita con 2,5 mL de NH,
(aq), una reaccién positiva es evidenciada por la aparicién
de un color rojo en la fase alcalina.

 Glic6sido antraquinénico: 0,5 g de material seco y pulveri-
zado se extrae con 30 mL de CHCI; para separar la antra-
quinona libre; el marco se calienta con 25 mL de HCl al 10%
por 30 min. Se enfria y se extraen las agliconas con éter. El
extracto etéreo se prueba como para antraquinona libre.

8.  Alcaloides:

Se hace ensayos generales con reactivos de Dragendorff, Mayer,
Wagner, Hager, Sonneschein, sobre el extracto acido (acuoso o alco-
hélico). Se considera que hay presencia de alcaloides si se obtienen
resultados positivos a por lo menos cuatro de los reactivos citados,
u otros. Los ensayos pueden realizarse también sobre extractos mas
elaborados, obtenidos por los métodos siguientes:

e El extracto 4cido, acuoso o alcoholico, se hace basico y se extrae
con solvente orgénico (usualmente CHCly o Et,0) y luego
los alcaloides se extraen de la solucién organica con acido
acuoso diluido; esto tiene la ventaja de eliminar un gran
nimero de compuestos que pueden dar una reaccién positiva
falsa.

e Se remueve el solvente de un extracto alcohdlico y luego se
agrega acido para disolver los alcaloides. Se puede probar
directamente en este extracto acido. En otro caso se puede
purificar parcialmente este extracto acido siguiendo la se-
cuencia anterior de tratamiento con base-extracciéon con
solvente organico-extraccién con 4cido. Probar este nuevo
extracto 4cido.
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e Se humedece el material con un 4lcali seguido por extrac-
cién con solvente organico y particién del extracto con acido
acuoso diluido. Este método falla para alcaloides cuaternarios,
pero el extracto estd libre de muchas substancias.
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Indice de Materias*

Aceites esenciales 24
Agentes cromogénicos
aceites esenciales 34
cumarinas 153
esteroides 83
flavonoides 124
preparacién 255
sesquiterpenlactonas 58
triterpenos 83
Alcaloides 211
cuantificacién 234
extraccién 225
Andlisis fitoquimico 3, 284

Benzofuranos 170

Biosintesis
alcaloides 213
cumarinas 149
flavonoides 118
quinonas 187
terpenoides 25, 31

Cromatograffa de capa delgada
aceites esenciales 34
alcaloides 226
benzofuranos 172
cromenos 172
cumarinas 152
esteroides 83
flavonoides 122
quinonas 189
sesquiterpenlactonas 58
triterpenos 83
xantonas 179

Cromatograffa de columna
cumarinas 151
flavonoides 124

Cromatografia de gas liquido
aceites esenciales 35
triterpenos 84

Cromatograffa de papel
cumarinas 152
flavonoides 121

Cromatografia en contracorriente
flavonoides 126
quinonas 189

Cromatografia liquida de alta
performance, HPLC
cumarinas 152
flavonoides 125
sesquiterpenlactonas 58
triterpenos 83
xantonas 180

Cromenos 170

Cumarinas 146

Diterpenos 64

Espectrometrfa de masa
aceites esenciales 37
alcaloides 234
cumarinas 158
esteroides 90
flavonoides 132 i
sesquiterpenlactonas 59
triterpenos 90

Esteroides 23, 72

* En la mayoria de los casos se sefiala solamente la pigina inicial de la materia.
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Flavonoides 114
Glicésidos cardiacos 80

Infrarrojo, espectroscopia
aceites esenciales 35
alcaloides 230
benzofuranos 172
cromenos 172
cumarinas 156
esteroides 84
flavonoides 130
quinonas 190
sesquiterpenlactonas 59
triterpenos 84
xantonas 181

Monoterpenos 29

Plantas aromatizantes 16 (tabla)

Plantas colorantes 19 (tabla)
Plantas medicinales 12 (tabla)

Quinonas 182

Reacciones de color y precipita-

cién

aceites esenciales 33
alcaloides 226
esteroides 82
flavonoides 120

para grupos funcionales 269

quinonas 188
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sesquiterpenlactonas 59
triterpenos 82
Resonancia magnética nuclear,
espectroscopia
aceites esenciales 37
alcaloides 230
benzofuranos 172
cromenos 172
cumarinas 156
esteroides 86
flavonoides 130
quinonas 190
sesquiterpenlactonas 59
triterpenos 86
xantonas 182

Saponinas 75
Sesquiterpenlactonas 53
Sesquiterpenos 30

Terpenoides 23
Triterpenos 72

Ultravioleta, espectroscopia
aceites esenciales 35
alcaloides 228
cumarinas 154
flavonoides 127, 283
quinonas 189
sesquiterpenlactonas 59
xantonas 181

Xantonas 179



Indice de Compuestos

Alcaloides
ac. lisérgico 216
ajmalicina 15 palmirina 238
atropina 12, 212, 214, 229, panarina 232

238 papaverina 212, 216
berberina 12, 19, 216, 228 pilocarpina 213, 217
boldino 14, 217 piperina 214
carpaina 218 pirrol-3-carbamida 243
cocaina 212, 214, 229, 237 platinecina 216
cocculina 219 pseudopellieterina 214
codefna 212, 229 psilocibina 215
codonopsina 218 quinina 13, 212, 217, 229, 233
coniina 214, 229 quinolizidina 233
criogenina 213, 218 reserpina 212, 215
efedrina 212, 214 retronecina 216
emetina 12, 212, 216 ricinina 217
eritralina 219 rinchofilina 223, 230
escopolamina 212, 214 rumberina 238
espartefna 212, 222 seneciofilina 241
estricnina 215, 229 senecioilretronecina 232
fluocurina 215 senecionina 221
foliosodina 213, 219 shikimianina 213, 219
glicozolidol 230 solanopubamina 233

morfina 212, 217, 229
nicotina 217

harmalina 215
harmano 231, 232, 246
harmina 223

higrina 214, 224
hiosciamina 12, 13, 212
hoveina 218
indolizidina 233
jatrofano 213, 218
lobelina 212, 214
lupanina 237
maitansina 213, 219
mezcalina 214, 222, 229
mitrafilina 216, 241
mitragina 213, 219

tubocurarina 13, 212, 216
vinblastina 12, 213, 215
vincamina 236
vincristina 12, 213, 215

Aromaticos

anetol 29
anisaldehido 29
azarona 29

carvacrol 17, 18, 29, 41

cuminico, aldehido 16, 29, 41

eugenol 28, 29, 41
safrol 29
timol 17, 29, 41
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turmerona 16 sesilina 148

vainillina 29 surangin 146
tomentina 148
Cromenos y benzofuranos umbeliferona 160
2,5-diacetil-6-hidroxiben- xantiletina 148
zofurano 174 xantotoxina 146
6-metoxieuparina 171
7-hidroxiencecalin 171 Diterpenos
dehidrotremetona 171 7a-etoxiroyleanona 69
dihidroeuparina 174 . abietano 65
euparina 172 ac. 16-hidroxicarnésico 67
eupatorona 171 ac. abiético 66
precoceno 171 ac. agatico 66
toxol 171 ac. giberélico 66
tremetona 171 ac. hardnickico 66
wernerias-cromeno 171 . ac. tucumanoico 68
Cumarinas atisano 65
3,4,8-trimetoxi-5-formil-2H-1- beyerano 65
benzopiran-2-ona 165 cajucarondlido 64, 67
4-metoxicumarina 159 cassano 65
6,7-dihidroxicumarina 157 cembreno 65
7-metoxicumarina 148, 159 clerodano 65
8-hidroxipereflorina 165 forbol 64, 67
aflatoxina 146, 148 forskolin 64, 67
angelicina 148 giberalano 65
angustifolina 157 gnidicina 67
aurangin 148 grayanotoxina 66
bergapteno 146, 148 ingenol 67
cumarina 146, 159 jatrofona 64, 66
dicumarol 146, 148 kaurano 65
escopoletina 148 labdano 65
imperatorina 159 manoilo, oxido de 70, 71
murrangatina 157 pimarano 65
novobiosina 146, 148 podocarpano 65
osthol 159 stevidsido 15, 64, 67
pereflorina 165 taxano 65
psoraleno 148 taxodiona 64, 66
racemosina 148 taxol 15, 64, 66

seselinal 157
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Esteroides luteona 133

ac. cllico 78 morina 119
androsterona 76 naringenina 116, 133
colesterol 76, 79 nobiletina 119
corticosterona 77 pseudobaptigenina 136
cortisona 77 quercetina 115, 133, 144
digitoxigenina 13, 77 quercetrina 119
diosgenina 13, 78, 79, 80, 81, 85, ramnetina 119
88, 90, 96 retusina 135
esmilagenina 89 rotenona 14, 116
estigmasterol 76 rutina 117, 119, 141
estradiol 77 silimarina 15, 117
estriol 77 sulferetina 116, 133
estrofantidina 77
estrona 77 Monoterpenos
hecogenina 89 1,8<ineol 17, 18, 29, 33, 39, 41,
physalolactona 78 43
pregnelona 76, 81 bornano 39
progesterona 76, 81 bornileno 31, 39
sarsapogenina 78, 89, 99 canfor 28, 29, 31
sitosterol 76 careno 29, 31
solanidina 78 carvona 29, 39, 41
solasodina 79, 89 citral 16, 29, 33, 39, 41
testosterona 76, 81 citronelal 17, 29, 33, 41
tomatidina 78 fenchona 29
yamogenina 79, 85 geraniol 29, 39
limoneno 16, 29, 31, 39, 41
Flavonoides linalol 16, 29, 17
apigenina 115, 117 mentano 39
buteina 116 mentol 17, 29, 33
cartamina 119 mirceno 29
daidzeina 136 neral 29
formometina 136 norbornano 39
genisteina 116, 136 ocimeno 29
hesperetina 116 perillilaldehido 29
hibiscetina 119 pineno 17, 18, 29, 31, 39
hispidol 116 pulegona 29
kaempferol 115 terpinoleno 29
lonchocarpina 116 tuyona 18, 29, 31, 41
luteolina 115 o-terpineol 29, 41
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Sesquiterpenlactonas

alantolactona 57
allamandina 56
altamisina 60, 62
amatolina 57
ambrasandlido 54
ambrosina 56, 62
bakkendlido 55
cadinandlido 55
elemandlido 54, 55
eremofilandlido 54, 55
eudesmandlido 55
germacrandlido 55
guaiandlido 54, 55
helenalina 57
linearilobin 61
molefantinina 56
neurolanina 63
pseudoguaiandlido 55
psilotachindlido 54, 55, 60, 62
santandlido 54
santonina 57
schkuripinnatdlido 63
vernolepina 57

Sesquiterpenos

bisaboleno 32
cadineno 30, 32, 40
cariofileno 30, 32
cedrol 30
ciperano 30
elemano 30
farnesano 17, 30
farnesol 30
germacreno 40
guaiol 44
himachale 30, 32
humuleno 30, 32, 40
longicanfano 30
sativeno 30
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selinano 30
zingibireno 30

Quinonas
alizarina 187, 192
antraquinonas, mono
a tetrahidroxiladas 188
chrysophanol 192
emodina 15, 184, 192
endocrocina 184
filoquinona 186, 187
frangulin 15
juglona 187
lapachol 15, 194
lapachona, derivados de 191,
196
lawsona 187
naftoquinona 191
naftoquinonas, mono y
dihidroxiladas 188, 191
physcion 192
plumbagina 191
shikonina 187
ubiquinona 186

Triterpenos
ac. arjundlico 73
ac. quinévico 15, 95
amirina 73, 87, 88, 91
arborano 73
damnarano 72
escualeno 72
eufol 72
friedelano 73
ginsendsido 14, 73
glicirricina 14, 73
hidroxihopanona 73
lanosterol 72, 79
lupeol 73, 91
maytenfoliol 87



taraxasterol 15, 87, 91
tirucalol 72

Xantonas
gentiseina 180

mangiferina 180

psorospermin 183
swertianina 180

xantona 183

Indice de Plantas

Allium sativum L. 16

Aloe vera Tourn 12

Amaranthus caudatus var.
atropurpurea 19

Andira inermis Wright 136

Apium graveolens L. 16

Ariocarpus retusus 135

Artemisia annua 12

Atropa belladona L. 12

Baccharis tucumanensis 68
Berberis lutea R. & P. 19
Berberis spp. 12

Beta vulgaris L. 19

Bixa orellana L. 19
Brunfelsia latifolia 243

Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze 12
Cassia senna L. 12
Catharantus roseus (L.)
G. Don 12
Cephalis ipecacuana (Brot)
A. Rich. 12
Chondrodendron tomentosa 13

Chrysanthemus cinerariefolium 13

Cinchona calisaya Weddel 13
Cinnamomum zeylanicum Garc.
ex Bl. 16

Citrus limonnium L. 16

Citrus sinensis Osbeck 16
Coleus forskohlii 66

Cominum cyminum L. 16
Coriandrum sativum L. 16
Croton cajucara 64

Croton lechleri M. Arg. 13
Curcuma longa L. 16, 19
Cymbopogon citratus (DC) Stapf

16

Cymbopogon winterianos Jowitt 16

Datura stramonium L. 13
Digitalis lanata Ehrh. 13
Digitalis purpurea L. 13
Dioscorea spp. 13, 80, 96

Eucalyptus globulus Labill 17
Eugenia caryophyllata Thunb. 17

Glycyrrhiza glabra L. 14
Gnidia lamprantha 64

Hamelia patens Jacq . 238
Jatropha gossypifolia 64

Krameria triandra R. & P. 14
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Lepidium meyenii Walp 44
Lepidophyllum tola 160
Lonchocarpus nicou (Aubl.) DC 14
Lupinus mutabilis Swett 14

Marsdenia condurango Reich. 14

Matricaria chamomilla L. 17

Melissa officinalis L. 17

Mentha arvensis L. 17

Minthostachys mollis (Kunth)
Griseb. 17

Myristica fragans Houtt. 17

Neurolaena lobata (L.) R. Br. 59

Ocimum basilicum Linné 17
Opuntia soeherensii Bredt 19
Origanum vulgare Linné 17

Panax gingseng C.A. Meyer 14
Perezia coerulescens Wedd 91, 163
Petroselinum sativum Hofm. 18
Peumus boldus Molina 14
Pimpinella anisum Linné 18

Piper nigrum L. 18
Pseudocalymma alliaceum 196

Rauwolfia serpentine Benth 15
Rhamnus purshiane D.C. 15
Rheum officinalis Baillon 15
Rheum palmatum L. 15
Rosmarinus officinalis Linné 18
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Salvia officinalis L. 18
Satureja spp. 18
Schinus molle L. 18
Schkuhria pinnata var. pinnata 63
Senecio spp. 240
Sickingia tinctorea (KBK)
Schum 246
Smilax spp. 99
Stevia rebaundiana Bertoni 15, 64
Sylibum marianus Gaerth 15

Tabebuia spp. 15, 194

Tagetes erecta L. 19

Taraxacum officinale Wigger 15
Taxodium distichum 64

Taxus brevifolia Nutt 15, 64
Thymus vulgaris L. 18

Uncaria guianensis
(Aubl.) Gmel 15, 95, 144, 241

- Uncaria tomentosa (Willd.). DC. 15

Vernonia baccharoides 91

Werneria ciliolata A. Gray 71, 174
Werneria dactylophylla D.C. 70, 141

Zea mays L. 19
Zingiber officinalis Roscoe 18
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