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‘I. INTRODUCCION



La flora de nuestro pais ez muy variada y afin no ha Qido estudia
da completamente desde un punto de vista boténico y guimico, asi como
farmacolbgico; teniendo pregente que uno de 1los objetivos de 1a quimi
ca farmacéutica es buscar sustancias con actividad teraputica, se —

Tealizb el estudio de las semillas de Erythrina breviflorsa, especie -~

que no ha gido eptudiada anteriormente..

Estudios farmacolégicos de los componentes quimicos de las plan—~
taé del généro Erythrina, han demostrado que contienen alcaloides al=
tamente- tbxicés, pero que administrados en dosis adeoua&as. actfian co=

mo blogueadores neuromusculares. Asf, se estudiaron las semillas de —

Ergthrina breviflora {especie vulgarmente conbﬁida como “patol") co=m
'iectada.s en el estado de Hichoac&, por los siguientes procedimientoss
.extracéién,. separacibén y purificao:';bn por métodos croma"bogréficos de
los prin.cipales principios, asf{ como su identificacifn por métodos =
’ves‘pelc'tro'so6pidos ¥y por cromatografia de liguidos. Nediante estos pro-
-cedimientos se lograron aislar e identificar dos alcaloides, los cua—

les fueronsy hipaforina y alfa-eritroidina.



Il. GENERALIDADES



_El género Erythrina perteneciente a la familia de las leguminosas
subfamilia papilionfceas, est4 formado por cerca de 108 especies dis-
tribuidas ampliamente en las zonas tropicales y subiropicales de todo
el mundol; encontrindoze en M&xico tan solo 20 de estas especiesz, -

siendo una de ellas la Erythrina breviflora cominmente conocida como_

"patol".

La especie breviflora es un arbusto espinoso de 2-4 m de altura,
que da flores rojas con rayas amarillas en el estandarte y que miran
hacia adentroB. Se encuentra dispersa a trévés del eje volcénico, des
de el estado de Morelos, el Estado de México basta el estado de Jalis
CO, encohtrﬁndose especies endémicas en los éstados de Puebls, Oaxaca
y Guerrero4.

Las semillas de esta especie son suaves., lisas y negras.de“t‘csrma
reniforme a clipsoide, que miden 17-20 x 14-19 mm5.

Los compﬁes‘tos mis coméinmente aislados de este género, son alca=-
loidez que en su estructura incluyen un nficleo indélico parcialmente_
reducido, pero se han clasificado dentro del gran grupo de elcaloides-
tetrahidroisoquinelinicos, encontrados también en plan‘t;as de la fé.mi—
lia de las menisperméceas.,

Los alcaleides de este género se clasifican e‘n tres grupossI)Die
noides, II) Alkenoides y III) Lactdnicoaé; todos derivados dei nﬁcl.eo

del eritrinano, que es un esgqueleto aminoespirfnico tetraciclico cong

cido en sus formas cis y trans7, en los que el anillo 4, B ¥y C con co



munes en los tres casod y solamente difieren en la naturaleza del ani

_ 1loD.

Ry

(11)
~ a) R1'R4“H’ 32=n3.cu3 «"o) nl=R2=n3=cu3, vn4nR6-u, RS'OH

b) n2=n4-n, RI-R3-0H3 d). nl-na=n3=cn3, R4=R5=H, R =0H
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CH;0 CHy0
(1IL,e) (111,f)

El primer grupo se caracteriza por poseer un aiaftema diénico con
jugado heteroanular en los anillos A y ﬁ. Dos ejemplos de los alcaloi
des que. mis abundan en este grupo sons la erisodina (I,a) y la eriso-
vina (I,b)s’s.

Los alcaloides del segundo gr;).po, presentan una doble ligadura -
Al’s en el enillo A; aqui podemos mencionar a la eritratidina (II,o)‘
v a su correspondiente isémer_q epi—eritratidina (II,d)6’8.

En el tercer grupo los alcalqides presentan aspectos estructura-
les diferentes a los anteriores, en los que el anillc D es una d-vale
rolacton}z' insaturada y como representantes se .enouentran &lfla (11I,e)
¥y beta-eritroidina (_III,f)G’a.‘ |

Otros alcaloides no perter-xecientes aly grupo Erythrina, han sid',o_‘
aislados también de varias ‘especies de este género y son predominante
mente del tipo tetrahidrobencilisoquinolfnicos (IV). Un alcaloide sin
relacisén estructural ‘con'lés anteriores y que se he encontrado en to--

das las especies de Erythrina, es la hipaforina (V)3 la presencia de_

este alcaloide con la excepeién de la especie officinalis del género_



Pterooargua? no se ha registrado en otras plantas por lo que parece —
ser carapteristica del género Erythrina. Quimicamente es la betaina -

del L—triptofa}zg o beta~-indolilalanina.

Los alcaloides del género Erythrina, se han subdividido én aloa=

loides libres y combinados, Los libres son nombrados com.el prefijo =

. . 11 12 oo
"Eritr-", por ejemplos eritramina , eritralina y eritroidina, eritra
tidina, eritratina 3; los combinados son los que .se .encuentran forman

do ésteres del #cido sulfodcético y se nombran con el prefijo "Eriso-
14,15

$io~-", como por ejemplos erisotiovina y erisotiopina » La hidr8li

sis de los alcaloides combinados, producen los alcaloides liberados y

" estos me denominan con el prefijo “Eriso-", dentro de este grupo se -
A N e oo ; ... 1obis -
-encuentran la erisovina, erisolina, erisodina, erisotrina y eriso

p.inal4, erisotina y erisosalvina.

El interés quimico de los alcaloides del género Erﬂhrina dat g——



de los aros 30's y 40's, cuande se descubrié la accién “curarizante"—
de los extractos de semillas de varias especiesé; 8 pesar de que ante
riormente Dominguez y Altamirano (18’{7) Teconocieron dicha e.coién' en_
extractos de semillas de E. americanam.

En 1937 Folkers y Major aislaron de varias especies de Erythrina
un principio cristalino fisiolbgicamente activo que estaba formado —-—
por alfa y beta—-eritroidinal7. Estas dos sustancias principalmente 1a
be}a—-eritroidina actan farmacolégicamente como blogueadores de la —
transmisifn neuromuscular, pudiendo utilizarse como antiespasmédicos_
¥y a diferencia del curare que s86lo actGe por via intramuscular, las -~
eritroidinas actdan por via oralw.

Después del descubrimiente de las eritroidinas, PFolkers y sus co
laboradores iniciaron una intensa investigacién sobre més de cinocuen-
ta especies de Erythrina colectadas por todo el mundo, aislando otros
alcaloides. A pesar de que obtuvierqn muchos alcaloides puros, pocos_
fueron los datos con que conta:ban para deducir sus estructu:rusz. Sin_
embargo después de un perfodo de intensa activided se ?udieron eluci-
dar sus estructuras.

En 1951 Carmack, NcKusick y Prelog sintetizaron el eritrinano --
¥ establecieron la estructura de la espiroamina de lbs slcaloides de-
este génerolg. Para estublecer la mayoria de las estructuras de éstos,
se valieron principalmente de las degradaciones y las interrelaciones

quinmicas entre ellos, Por ejemplo, la metilacién de la erisodina (I, a)



erisovina (I,b) y 1a erisopina (VI) dan un producto idérticos la eri-
sotrina (VJ:I)ZO, el oual se alslé después como producto natural de —-

otra especie de Erythrina.

CH40

(v1) ‘
. <]

ién

(z,0) CH30 (vI1)

Cuando las bases libres erisodina (I,a) y beta-eritroidina (III,f)

gse pone en mediov Acido a temperatura. ambiente, se producen sus de.ri.va-'
dos desmetoxiladds (VIII') v (VIII) respectivamente, los cuales al —
. ger éometidoa a tra’témientos también Acidos pero de manera drﬁgtioa,-
por ejemplo Acido brombidrico 6§ polifosférico va 125 'd, courre un reé—
grupamiento con aromatizacién del anillo A21; como resultado de esta -
reaccibén conocida como apotranapoéioibn, se obti_ené un derivado dihi—
droindflico que en el caso de apo-beta~eritrcidina '(Ix) ¥y #po-erisop_j.
.na. (IX') son 6pticament§ inactivoe, por deétruooidn de los centros a-’.

simétricos en las posiciones 3y 5. Este reagrupamiento también se ve
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acompafiado por el rompimiento de las ligaduras &ter en los alcaloides

arométicos.

O (1Xx!)
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?ROPIEDKDES GENERALES DE LAS ERITROID;NAS.

M1fa y beto-eritroidina son bases teroiarias con dos dobles enlgl
ces capaces de ser hidrogenados, con un grupo metil éter féoil de e'vl_i_
minar y una lactona inseturada. Sus espectros infrarrojo producen ban
~das & 5.78 nm debidas sl grupo carbonilo y se encuentran en la misma_
posica;.ﬁn, mientras que la absorcién mAxima al ultravioleta de sus oo~
rrespondientes clorhidratos son diferentess 224 nm (log E=4.5) y 238~
nn (log Es4.4) respectivamente. Beta-eritroidina da un color rojo coe
racterfstico con foido sulfdrico y cloruro férrico.

La beta~eritroidina (III,f) puede hidrogenarse oon Niquel—naneazra
en solucidén alcalina, para dar como producto dihidro-beta~eritroidine

(X) ¥ a su vez la reduccibn de esta Gltima con hidruro de litio y alu.

minio produce el dihidro-beta~eritroidinol (XI).
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Mfe-eritroidina (III,e) es extremadamente sensible al aire, pe-
ro relativamente estable en forma de sus 9519523. Bajo condicionés de
Teaccifn de apo-transposicifny, no da productos aislables y no da nin-
guna reaccidn de oolor23. Con &cido fluorhidrico a 20 % produce la —
desmetoxi-alfa~eritroidina (XII)}. La reduccién de (III,e) con LiAiH4—
da el diol correspondiente (XIII). Con Niguel-Raney ambas bases (III,e

¥ XIII) son hidrogenadas parcialmente a-dihidro-alfa-eritroidina (XIV)

y dihidro-alfa-eritroidinol (XV) respectivamente (esquema #1).

(x)

CH40

.E'squema #1.
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La interrelacién entre alfa y bveta-eritroidina fué demostrada en
1958 por, Boekelheide y Morrison, cuando realizaron la isomerizacién -
de alfa a beta-eritroidina en medio bﬁsic024, desplazfndose este eqh_i_
1librio en un 95 % en favor del isémero .beta. Esto demostfﬁ que ambos__
compuestos son isémeros estereoquimicamente iguales y que la finica dg._’

ferencia radica en la localigacién del doble enlace del anillo D.

CH CHyO
(11150) : ‘ , (111,£)
Beta—eritroidina (IIT,f) posee dos centros asimébricos, wno em —
el carbomo espirfinico (c-—5) y otro en el carbono sust:.tuldo por el e
metoxilo (C-3); en tanto que alfa~eritroidina (III,e) posee a parte =
de éstos, otro centro de asimetria adicional en C-12. La dgsignacién de
las configuraciones relativas y absolutas de los centros asimétricos_
se efectud por métodos quimicos, especiroscbpicos y oristalogréficos
25,26,27 . . . .
_ s resultando las siguientes configuraciones para dichos isfme

ross M fa-eritroidinas 2R, 5S, 128.

Beta-eritroidinas 3R, 58 .



CH,0

ALFA-ERITROIDINA

.

CHL0

BETA~-ERITROIDINA

3R, 58, 128

3R, 58, 128

13
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FARMACOLOGIA

i.a. gccién curarizante de los extractos de semillas de varias es-
pecies del género Erythrina, se conoce desde el siglo pasado mediante
estudios realizados por Dominguez y Altamirano en 187716. Investiga—
ciones posteriores efectuadas en plantas de més' de 50 especies de eg=
te género, demostraron gque todas contenfan alcaloides con actividad -
curarizante.

De los alcaloides farmacolégicamente estudiados, s¢ descubrid -
que uno de los mis activos era la beta-eritroidina junto con sus deri
vados, ya que fueron los primeros agentes efeotivos‘oralmentela. Beta
—eritroidina, es un agente curarizante que produce una accidn relajan
{e muscular, apo-beta~eritroidina produce la misma acoifn, pero &sta_
es parecida. & la de la mefenesina, benzimidazol y gliée'balzs, en tan-
"0 que su accibn periférica se ve disminuida.

Slater y colaboradores, queriendo ampliar més a fondo la accibn_
farmacolbgica de la beta~eritroidina ¥ sus derivados, publicaroﬁ un -
trabajo en 1955 que incluia efectos .periféricos ¥y sobre el sistema —
nervioso centralzg. La accién periférica fué demostrada p01" Lehn}an, -
ouando administré extractos alcohdlicos de semillas de E.americana a
animales dé prueba3o.

Dihidro-beta-eritreidina es cinco veces mfs potente que beta~eri

n

troidina™ y de un quinto a un décimo de potente que la d-~tuboourari=-



B
na3233,

Los alcaloides del género Erythrina, son activos como bases ter—
ciarias, en tanto que su cuaternizacién provoca una reduccién de su -
potencia en aproximadamente cien veces'u. Con la reaccifn de apo—-trang
posicidén, la accién farmacolégica de éstos no se prolonga en las cone-
xiones neuromusculares, pero provoca una accién depresora del sistema
nervioso centrelza’zg.

Las eritroidinas causan disminucifén de la presién arterial y de~—
presién respiratoria a dosis paralizantes y a diferenocia de la d-tubo
curarina, no se libera histamina. La parilisis causada por estos alca
loides puede antagonizarse al igual que en la d-tubocurarina con anti
colinesterasas:u. Beta~eritroidina y dihidro-beta-eriiroidina han si-
do utilizadas en medicina clinica como sustitutos del curare30, dando
buenos result‘ados, demost rando asf que estos alcaloides son de mucha_
importancia farmacoldgica.

Se ha descubierto, que farmacolégicamente la hipaforina actfia oo

n

mo un veneno convulsivante” .



 III, DISCUSION DE RESULTADOS .
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Las semillas de _I_-J_r[ﬁhrina breviflora se estudiaron de la siguien
te maneras se pesaron, y se molieron é;x un molino "Thomas Wiley Mode-
lo 4" y se desengrasaron con hexano por extraccién continua. El extrac
to hexdnico constituy6 el 21.8% en peso de las semillas.

Las semillas libres de disolvente, se extrajeron exhaustivamente
con metanol. E1 extracto metanflico pesé 168.0 g (8.33 en peso de se
millas) ¥y presentd un aspecto gomoso café oscuroc.

Como en la mayoria de los trabajos publicados con anterioridad -
sobre extraccién de semillas de otras especies diferentes del género_
Erythring se ha encontrado la presencia de hipaforinas, se procedib a
seguir el método habitual para aislar este alca.loide14. Se di:solvié -
el extracto metanélico en la minima cantided de solucién acuosa de &~
cido clorhidrico al 5% y se extrajo repetidamente con benceno y des——
pués con cloroformo para eliminar la grasa residual La fase &cida se
evapord a vacfo a la mit.a,d de su volumen y se guardd en el refrigera-—
dor por dos dias, al cebo de los cv;xa.leg se obtuvieron unos cristales
color rosa que se filtraron y‘recris‘talizaron de ague caliente y pesa
ron 18.1 g (0.90% en peso de semillas), con un punto dt; fusién de 230
~232 03 por cromatografia em placa fina revelf una mancha‘ con R.f=0.65
(utilizando un sistema de elucién cloroformosmetanol 50/50, v/v y Dra
gendorff como reactivo de revelado); en el espectro infrarrojo (espeg

tro No. 2) la banda a 3250 c;m_l ancha sugiere la presencia del grupo_
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-NH, la banda en 1740 cm'-l para un grupo carbonilo y la banda ancha en
1200 c':m-f para una unién C-N § C-0.

El espectTo de resonancia magnética nuclear (espectro No.3), mos
tré una sefial sencilla muy intensa en 3,1 ppm, que integré para 10 ~
protones y por su posicién e integracién podria asignarse al grupo ——
-N—(C_Ii:;)3 ¥ otro protén perteneciente a uno.de los hidrSgenos en posi
cién beta al grupo carbonilo que desplaza en el mismo lugar; en 3.25-
ppm aparece una sefial sencilla que integra para un protén y se asignd
al otro protén beta. En 4.0 ppm aparece una sefial que podria interpre
tarse como doble de dobles que me asigné al protém alfa al grupo car—
bonilo, con una co-nstemte de acoplamiento mayor de 9 Hz, como resulta
do de su interaccién con uno de los protones t;eta y otra constante me
nor de 4.8 Hz para su interaccién oon el otro protém beta y que inte-
para un protén. En 7.12 ppm se encuenira una serial sencilla dentro de
un grupo de sefiales, que se asign6é al proibén de la posicién 2 del a.n_:'_.‘
llo indélicos de T.05 a 7.25 ppﬁ\ y de 7.3 a 7.6 ppm aparecen dos gru-
pos de sefiales mdltiples que se asignaron, el prinero a los prdtones__
} iy éy el segundo a los protones 4 y 7 del anillo ind8lico.

El espectro de u.v. (espectro No.l), mostré dos absorciones mé.xi-
mas en 231 y 282 nm. La rotacién especifica (+79.2) demuestra la pre—
" sencia del carbono alfa asimétrico.

Posteriormente se liberé al alcaloide de su correspondiente clor
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2
.0

hidrato, por medio de una colurma de amberlita anifnica 6omc; se deseri
be en la parte pr&cticaM. Como resultado se obtuvieron unas agujas -
blancas cristalinus que correspondieron a hipaforina libre como se ob
servd por sus siguicntes constantess el punto d.e fusibn fué de 249~ -
- 250 ¢ con. descomposicibn. El espectro infrarrojo (espectro No.5) con-
servé la sefial propuesta para el grupo ~NH- y desaparecieron un grupo
de seriales que estaban presentes en el espectro infrarrojo del clorhi
drato, en 2750 y 2500 om_lprobablemente la primera debida al -OH del_
4cido. La sefial en 1740 c:m_1 del ocarbonilo del &cide se desplazé a —
1650 cm_1 que corresponde al carbonilo del carboxilato. El espectro —
de resonancia magnética de hidrégeno (espectro No.6), conserva todas_
las seliales esperadaé para este alcaloide.

La fase acuosa libre de cristales de hipaforipa, se alcalinizé -
coﬁ bicarbonato de sodio é.bH dem8-9“9§ra obtener”ia’fraccién de alca

loides "libres" con un 0,91% de rendimiento en base al peso de semiw—

llas. En esta fracecifn se espera encontrar la mezcla de isémeros de -

alfa y beta—eritroi.é:i,na., las que se han in'ten.tado geparar por croma‘tgk
grafia preparativa en capa delgada, cromatografia de g;ses ¥y el méto
do que dié resultado fué.por cromatograffa en columna de alfimina neu-
tra grado II-II1 (Brockman), empleando.bencenc para eluirla, como se_

indica en la parte prfctica.

En las primeras fracciones de elucién se separaron dos compues-- -

I

SR
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tos mezclados, uno de los cuales ( el mis polar»\) revelé con reactivo_
de Dxl-age'ndorff, pero ambos resultaron en una cant~1da.d tan pequeiia que
no fué posible su posterior separacién en otra columna, Las siguientes
fracciones de elucién mostraron por cromatografia en capa fina una so
la mancha que correspondié al compuesto mas polar de las primeras ———
fraooioﬁes ¥ que al revelgr con reactivo de Dregendorff, sugirif la -
posibilidad de que fuese un alcaloide. Como en esta fraccién se han -
aislado lé.a- eritroidinas en semillas de otros géneros c_ie Erythrina, -
se procedié al anflisis de sus constantes espeotroscépicas, f‘és'\ii;i:an—
do un corﬁpueato no aromitico pbr i.r'y por Tr.m.n., muy inestable que_
se desocompone por exposicibn al aire y no fué posible cristalizarlo.-
© Bl eépectro infrarrojo ( espectro No.8) presenta une ba;xda fuerte en_
1736 o;nul de un grupo carbonilo, ademés de otras &bsc;roiones en :;840,
1090, 890 y 650 cm-l. La rotacién 6ptica a 200 es de +123.8 y el e~
pectxfo de u.v. (espectro No.7) muestra un méximo de absorcién en 226~
nm (log E=4.18),

El eapéotro de r.m.n (espectro No.9), muestra las sigui.enfes ge-
fialess en 6.4 ppm .una sefial doble que integra para un protén (J=11 Hz
¥ 2 Hz). En 5.9 ppm una sefial doble (J;nnz) que integrs para un pro

| tén. Ambas sefiales tienen‘una. constante de acoplamiento igual y por -
" su posicién, se asignaron a dos protones vinilicos veoinos entre sf.~
En 6.76 y 5.76 ppm dos sefiales simples, también de dos protones vinf-

licos, wno de ellos aistado (14~H). Estos datos proveen informuoién -
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de que se trata de un compuesto de tipo lactona, por sus sefiales de ab
sorcién er uv e i,r, y las sefiales en r.m.n., concuerdan con el nime
ro de protones vinilicos que posee alfa-eritroidina, Se corrobord su_
identidad por el resto de sefiales en el espectro de r.mn.s en 4.41 -
ppm una sefial doble de dobles (J=11 y 6 Hz), como parte A de un siste
ma ABX y la parte B del mismndv sistema, se encuentra en 4.05 (J=11 y 9
Hz), también representada por una sefial ‘doble de dobles; juntas inte-
grarén para dos protones y se asignaron a los protones del metileno -
en posicién 17.

. La sefial sencilla ancha en 3.6 ppm que _inteng para dos protones
se asigné al grupe metileno alflico en posicién 8 vecino al Atomo de_ ,
Nitrégeno; de 3.5 a 3.9 ppm se encuentra una seﬁa.l miltiple que se —
'asligné gl protén en posicién._l que es base del grupe metoxilo. ﬁn 3.36.
ppm se encuentra una sefial sencilla.‘pa.ra los protones del grupoc metoxi
" loj de 2.46 a 3.} ppmy, una sefial miltiple que fué asignada 8 los proto
nes de los grupos metileno en las posiciones 10, 11 y 12 y de 1.56 a-

1.93 ppm, una sefial miltiple para los protones en posicién 4.
Se traté de buscar la presencia de alcaloides 1ib¢;rados en estas
semillas, por lo que ce hizo lo .siguientet | |
El extracto acuoso bisico agotado de alcaldides "libres" se neu=

tralizé con dcido clorhidrico y despufs se acidificd hasta un pH de'l,

Después de someter la solucibn a reflujo por cinco minut'oa, se enfrié
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¥y alecalinizé con bicarbonato de sodio hasta pH de 8 y se extrajo repe
tidas veces ocon 6loroformo. No se obtuvo algin producto de este trata
miento, por lo que se concluyé que estas semillas no contienen alca—
loides "liberados".

En 1966, Leete y AhniadBS demostraron la incorporacién de tirosina

14

-2=C én las eritroidinas y sugieren la formacifn de alfa-eritroidina®
en el paso final de la bilosintesis, que por una isomerizacién de la ~
doble ligadura en 5-13 ¥ C=14 del anillo D de la lactona, se forma be
ta~eritroidina mis estable. En una revisién hecha por Hargreaves et =
&18 ¥y por Games et a136 en 1974 de los eloaloides de diferentes espe-
cies de semillas de Erythrina, en la mayorfa de los casos en que se ~
encuentran alfa y beta-eritroidina presentes, suelen estar mezolaflos,
beta en mayor proporcién que alfa, ademls en algunas especies g0) amen’
te =e encuentrs el isGméro béfa, pero en ningfin caso existe el isGmerov
alfa ai.slado.

Por los resultados obtenidos del estudio de las semillas de Ery-
thrina breviflora, s;a puede concluir que los alcaloides preseﬁtes son
hipaforina ¥ alfa-eritroidina.como finico alcaloide libr;e, a diferen-—
cia de los otros ca.aos citados en la biblibgrafia. |

como una comprobacibn de la presencia de alfa~-eritroidina como -

finico alealoide libre, se hizo un anflisis cuslitativo de aloaloides_

por cromatografia de lfguidos de alta resolucibn, inyectando el extrac



23

to cloroférmico y empleando como esiéndares externos muestras puras de
alfa y beta-eritroidina por separado.

En los cromatogramas resultantes, coincidié el tiempo de retenw—
cibn de alfa-eritroidina con el tiempo de retencién de un pico del —
extracto cloroférmico (extracto purificado), mas no se obtuvo ninglin_
pico con el mismo tiempo de retenci6n del esténdar de beta-eritroidi-
na. |

Con estos resultados se pudo comprobar que en las gemillas de --

E. breviflora, existe sélo alfa-eritroidina como dnico alcaloide libre,



IV. PARTE EXPERTMENTAL
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" Los puntos de f\mién‘ se determinaron en un aparato “Fiaher Scien
tific Co" 115 volt-1.4 amp.; 50/60 cycle., Los espectTos de absoreisén -
gn el infrarrojo fueron determinados en un espectrofotémetro "Perkin-
Elmer Mod. 559-B", en discos de bromuro de potasio o en solucifn clo-
roférmica. |

_‘Las rotacioﬁe;a esi)ecif.icas fueron determinadas en un p_ol#'rimefro
"perkin—Elmr Mod. 241v, Lbos espectros de resonancia magnética\nucl.e—
ar ée determinaron en un espectrofotdmetro analftico "Varian ER~3901=
usandc agua deuterada o cloroformo deuterado como disolvenfe, emplean
" do éélo en el casc del espectro de alfa-eritroidina tetrametilsilano
.«:cqmb “referencia iht'efna; el desplazamiento guimico esté expresado en_

paﬂes‘ por millén (ppmj, u‘tiliéando el parfmetro delte.
| Los espectz;ds de ﬁlt;'avioleta se determinaron en un espectrofotﬁ_
‘metTo U.V;visibléi"Pérkin—Elmer Mod. 202". |
En 1,3 eromﬁtogrétia de liquidos se empleé un cromatSgrafo de 1i-
quidos'. "Perkm-Elmer Nod. Series 2".
| | Pa.ra la cromatogra.ﬂa en pelicnla ge utiliza.rou placa.a rluorescm ‘
tes de gel de eﬂice (lerck) tipo G254 y para la columa cromatogri-

fioca sc emp1e6 alﬁmina neutra grado II-1X1 (Brockman)



PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

PR 7 Semilla molida
(2.016 Kg)

Extracoién con hexano

Extracto hexdnico
(grasas, 21.8%)

Semilla desengrasada

Extraceién con metanol

Semilla extrafda Extracto metanélico

Evaporacidén 8 sequedad

Extraoto conrcen'l': rado (8. )

1) Acidulecién con HCL al 5%
2) BExtraccién can benceno .
3) Extracoién con cloroformo

Hipaforina.HCL. Fase Orglnioa

Fase 80u083 |_xloaloides

‘(grasa residual)

26
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PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION (CONT.)
-Hipaforina.HCl

Fase acuosa —Alcaloides

' Residuo

Pase aouosa (alcaloides)
(Cristales de Hipaforina. HCl) ’ '
-(0.908) 1) Alcalinizacién
: : : (pH 8-9)
Cromatografia de 2) Extraccién con
Intercambio aniénico cloroformo

(Ambverlita)

Hipaforina Libre,

Fase Orghnica - Fase acuosa
- (Alcaloides) {libre de alcaloides)

Evapoiacibn a sequedad
Extxja.c{o putificm_io
‘Cromatografia en columna

(Alfmina neutra grado IHII)

 Mife-eritroidina (0.18:$).
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EXTRACCION. DE LAS SENILLAS.

.2_.0}6 Xg de semilles secas de E.breviflora (patol), colectadas -
en la regifn de Tuxpan, WNichoachn y molidas en un molino “Thomas Wiley
lod.rl‘l", ae udmetiex"on‘a reflujo durante 24 hr con 3 litros de hexano
con el fin de d'e‘se!igrasu.rlas, repitiéndose éste proceso hasta que rio__
se oombro’bﬁ la preéeﬁbia' de grasas. Los extractos hexfinices se combi-
nart;.m y se evapoi-ﬁ el _diaolvénté; se obtuvo un residuo aceitoso de co
lor amarillo que pes$ 437.2 g (21.60% en peso de semillas). Las semi-
llas déséngruadas ¥y secas se extrajeron cont{nuamente con 3.5 1t de_
metanol durante 24 hr oa.lentax_tdq' auavemgnte la‘mezola.; _este proceso -~
se repitif hasta qﬁe los ﬁlﬁmos- extractos no dieron positiva la prue

ba para aloaloides.c'on_el reactivo de Mayer y Dragendorff.

AISLANIENTO DE ,-niruonnu
Los éxtractoa ne:tanéueoa.ae ;lunt‘a:':on»y conoentraron ﬁen un rota-
. wapor uontrolnndo 1a temperatura del bafo urta entre 40-50'c pau -
-evitu- 1s duco-poucica de los prmipioa aotivo-. Posteriormente «=
= b
" con 1a ayuda do ‘1a bomba de vacio se secaron & temperatura mbiente,-'f
" : obteniladon [uu residuo gomoso café oscuro que pe-@ 168.0 g (8. 3, —
'en‘l:.'peuié" de semillas). Este residuo se 21801748 on 1a minima cantidad
o ﬁé .leido‘clorh!dtico al 5§ quedando una fraccién insoluble, ls oual -

" se elimind por filtracién con vaplo. El filtrado fcido se extrajo oon
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cloroformo y benceno para 'elimina'r grasa residual e impurezas.

La fase ac;idulada se concentr$ a veofo a 1a mitad del volumen o=~
riginal y se puso en refrigeracién durante dos dfas, al cabo de los -
cuales, cristglizé hipaforina en forma de agujé.s pequetias de color ro
sfceo; al filtrar y recristalizar estas agujas de ague oa.}.iente,' ge =
obtuvieron agujas pequefias blanco rosfceas, las cuales pesaron 18.1 g
(0.9% en peso de semili;é) y presenta.;‘on las siguiente‘:é carac':teristi;
cast : ‘

P.f':” 530-232°c (con descomposici&n);,/lméxl.x 231 y 282 nm (en agu

“)’REO“ #7942 (16.8 mg/10 ml, etanol)y r.f.(CHCL sMeOH 50-50,V/¥)=_

3
0653 'i.r'.\)ﬁif 3250, 2750, 1740 y 1200 on™>; r.m.n. (G0MHz, D,0): 3.1
() )r 8, 3.04-3.35 (my Bty 3.25 (o i)y 4.0(adyoloty Ty —
4.8 Hz, 1-H), 4.6(HDO), 7.12(s, 2-H), 7005-7.25(my 5-H y 6=H)y To3 =
f-ﬁ(m‘, 4-§ y 7-H) ppm. | |
OBTENCION DE HIPAFORINA LIBRE
Sé utilizé una columna de’ resina de intercambio i§nico;> ae 1a si-
éuiente manerau
5g de Amberlita IRA-402. (OH )s sé suapendxeron én un matrag c(;nv
T+5 ml de agua. deatilada, ae 1av6 la resina y 8 transfirid a un embu
do Bnchner donde =e enjuagé con 10 nl de agua. y despuéa con 25 ml de

una soluc:.én 1N de hid:dg:de de’ sodios Se lavé la a.mbgrlita. con agua_

hesta que el pH de los lavados fu€ neutro, evitando dejar la i'esiha_'--
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expuesta al aire. Finalmente ge lavé con-30 ml de etanol del 96 y se_
transfirié la suspensién a una burete de 50 ml y se lavé con agua. Se
apliceron 100 mg de clorhidrato de hipaforina disueltos en la minima_
cantidad de aéua, eluyéndose la columna con el mismo diso}vente‘y se_
pbtuvieron 85.0 mg del compuesto eluido, el cual se recristalizé de -
_agus ca.liehte ¥y present$ las siguientes caracteristicess
Aguja.s blancas cristalinasy p.f.= 249—250°C con descomposicibng—
>\m&x.: 229.5 ¥ 280 nm (en egua); 1.r.\) a 1 1650, 1730 om l; T.Men.
las sefiales observadas en el espectro fueron consistentes con las es-

‘peradas.

iQUnmchczon DEL EXTRACTO

La fase gduo:aa libre dé‘alcaloides se alcalinizb con bicarbonato
, de sodio é..ﬁﬁ pH entre 8 y 9, y se extrajo repetidaé ve;:eg con porcio
"nes de ciorqftsrmo hasta que los filtimos éx‘hractos cloroférmicos no —-—
' ‘éieron_'; positiva la prueba para alcaloides con los reéfcti\}os de Méyer_
¥ Dz;é_g‘endorff.. Los extractos cloroférmicos corﬁbinados', se secaron con
- sulfato ‘de sodio anhidro y se concentraron a sequedad, ‘obteniéndose’ -
.- 18.44 g (0.91% en p‘éab de semillas} de un residuo go‘mc‘rso‘ café. Se co- -
rrif un;s. placa oromafogréfioa que al w.v. present6 3 manchas en un ==
~ sistema 'cnloroformo:metanol 50=50,v/v, una de las cuales reveld con —

reactivo de Dragendorff'presentando un r.fe= 0.82,



AISLAMIENTO DE ALFA-ERITROIDINA

200 mg del extracto purificado me adsorbieron en lg de alfmina,=-
la cual una vez seca se agregd a una columna cromatogréfica de 1‘.5 cm
de difémetro por 7O cm de altura, empacada con 70 g de alfmine neutra
grado II-III {Brockman), empleando como eluyente benceno.

En las primeras fracciones (1-8 de 100 ml c/u) no se observé man
cha alguna al correr placas cromatogrificas y revelarlas con U,V.; de
lag fracciones 9=12 de 100 mi c/u se observé la presencia de dos man~-
chas, uné. de las cuales reveld con reactivo de Dragendorff. A partir
de la.‘fraccié_n 13 se obgservé la presencié ‘de una sola mancha la cual__
siguié apereciendo hasta la fracci6n 20, todas de un volumen dé 50 ml
y preaenfé el mismo r.f que la mancha més polar_ de las fracciones 9-12
al revels;rla con reactivo de Dragendoziff, el cual fué de 0.55 en un -
sistema cloroformogmetanol 95-5 (v/v).

_Con el fin de aislar otros alcaloides un poco m4s polares que'el
primel"o, se cambié el sistema de elucién a.bencenonacetato de etilo -
955 ‘v(v/v), a partir del cual se empezaron & colegtar fraceiones de -
100 ml ofu, aidlfndose ‘otr‘a ;ustancia e;l t@n pequefia oantbida‘td que ﬁb__
fué posible su identificacin.

Se obtuvieron 40.1 mg (0,1834% en peso de semillas) del alcaloi-
de aisladoy el cual present$ las siguientes caracterfsticass

861ido amarillento, r.f (cnc13;neoa. 9%/5, v/v)= 0.55¢ Amix.s226
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nm {log E= 4.18); i.r.\)cgilh 2840, 1730, 1090, 890 y 650 cm-l; T.man

1 (90 MHz, TMS)s 6.4(dd, J_ .1l Hz, J_ _: 3 Hz, 2-H), 5.95(d, J

2-1 2-3 1-2*"

11Hz, 1-H), 5.76(s, 14_-_11), 5.73(s, 7-H), 4.41(A de iBX, dd, J 4,3 11~

t11 Hz, J 19 Hzy

B, X
)y 3.5-3.9(m, 3B)y 3.6(s.a, 31&), 3.36 (s, -OQE )y 2.46-3.3

Hzy 3, 6 Hz, VI-E 6 eq), 4.05(B de ABX, dd, JB,A

1-E 6 eq

(m, ~CH,-5 10, 11, 12-H), 1.56-1.,93 ppm(m, ~CH,~s 4-3).

IDENTIFICACION DE ALFA-ERITROIDINA POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

DE ALTA RESOLUCION.

- Cromat 6grafos “Perkin-Elmer Mod. Series 2%

Condicioness f'a:se reversa

Fase M6vils AguasMetanol 5/95 (v/v)

Velocidad de Flujos: 1.5 ml/min.

Longitud de onda del detector: 223 nm.

Columna: Microbondapack (C-18), unido quimicamente un grupo ciano.

En estas oondiciones se inyecotaron muestras de alfa y beta~eri——
troidina como esténdares externos, las cuales mostraron un tiempo de_
retencién de 2.75 ¥y 3.34 minutos respectivamente. Posteriormente se -
' inyectd una muestra del extracto cloroférmico purificado y se obtuiro__
solamente un tiempo de retencién que fué de 2.77 min, el cual coinci=-
de con el tiempo de retencién de alfa-eritroidina. Para comprobar que

no habia beta-eritroidina en el extracto, se inyect6 una muestra de -
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extracto purificedo adicionado de beta-eritroidina esténdar, obtenién
dose un tiempo de retenci6én a los 3.33 minutos, pero alcanzfndose & -
distinguir un borde antes de que se alcanzara el pico miximo y que co
rrespondia al isSmero alfa. Esto no es de extraflar, ya que como se -——
mencioné en la discusién de resultados, la separacidén de estos iséme-
ros es dificil por métodos cromatogrificos y a esto se debe que tongan

un tiempo de retencidn aproximado.
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Resonancia magnét.ica. protSnica de Hipaforina libdre

Ultravioleta de Alfa-eritroidina

Infrarrojo de Alfa~eritroidina

Resonancia magnética. proténica de Alfa-eritroidina.
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50 g
202

LOCK NTERgL CIEXTERNAL
LOCK SIGNAL 2 :
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mm

(L5133 FO—

ACQUISITION ,
SPECTRAL WIDTH (SW).._..
“ND. OF TRANSIENTS (NT)
ACQUISITION TIME (AT).._.
PULSE WIDTH (PW)........
PULSE DELAY (PD)..
DATA POINTS (DP)

TRANSMITTER OFFSET (TO)......oom . -

HIGH FIELD.............. LOW FIELD...........
RECEIVER GAIN (RG)......... ;.....___. -
DECOUPLER MODE (DM)......
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NOISE BANDWIDTH (NB)...
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REFERENCE LINE (RL).



[
<

=+

0-0&5-'}.;1; i
0.] I iJ-_q o i

0.2

£ ! , !
0.3 v it ! >y i it _U{ 1 H‘;'LH

st -

i —— 1]

[
=
1

=

o'4r“|‘ ! 'x i i
. ik t
0.5']'“|I ; N R i
w T ] HITHN i
%Qéﬁrm_r‘ il ik '%H& HHtEHITH
R
‘%O.B *IH ’f‘ i Wiy ! %}} I
<0.94 BRI i
I it ‘ u Iik
1.0 fiiy \ i :
! i 1‘ i 3
S { i}L H ;? ,]; ;
2 il g A
13 ’]1 o ot L s
: il L L it il A
ol e
: A e AL U

i il I !
",15“%20' 250 300

w_wi;mcm (MILLLMICRONS) .

o sanpig e PR =1 ' cveNo.___ ISBE Y scan sres0 £ OPERATOR S /v

S | onie | ciu pamn Ll REMARKS —
L sowenr.___bba - ——_ | erzrence Sad |
O PANTNO. 202 AW T R PERKIN-ELMER

S



I : ) ”.:.Q;....L,.‘
mm.umn._‘mo_‘o.m

/ﬁs ////g\

A
KI5

<

i /mM
NG

%

o

\

i

i
ESPECTRO No 5

Y.
v((HBZS

o> -

_.;‘.

il

RS TN |
A.L\ isu L\\Pg%ﬁ;l' .

a————

SV




PRINTED IN U.S.A.

3

-PART NO. 950209-02

palo alto. california

ision

varian instrument div

EEP

T

START OF SWI
1bppm
Sppm

i

i

END OF SWEEP
T TTT

vll|v‘lnlll||1"[vv~“'~:_f——4

T —
L300

I

EM-390 90 MHz NMR SPECTROMETER

pom(sy 10

FLOCK POS, it it

- LOCK POWER .

DECOUPLE POS.. .

" DECOUPLING POWER. '

L. ppm
mG
PP

oG

SPECTRUM. BMPL: (-1 % e

FILTER. -

R PEWER

’

. see

swege v ¥

SWEEP WIDTH ®

CEND O Swerp o -

-min
e

rpm

i
E R

NUCLEUS o K SAMPLE: o sabel, Opeanrbnﬂlx/w

ZERU BEF.. T PR omtE ¢ - U 46

SAMPUE TEMP, =" A°. €~ SOLVENT: 5.0 " SPECTRUM NO, /# 3¢/




L°N 0H1334S3 |

ESPECTRO Ne 7

X
i

A 230

t
s
'
1
|

AFA-ERTRODINA 1T €/ T LD



= .“".L.
‘ _;m R Y
- B e
ESPECTRO N..8 uy! ]
R I S . _ *M I
Ty Bt
" < oY
. M : A \, ~W
- ! <8 /N_ .
i R £ row
b i [}
7:+ P -
: 13
o L
s IR
. = U
" s = R Tt
g - ” EP 3 M.M S !
3 B Y385 |
K =) ! RV H
o= e Gery 3
P E ~ Ja L IFHEED _ ;
. Qo m ] , _
z Ao e I
3 was RRRAE
$- IS 03
g 5 1T _ =
T !
\_ - y.a.__ ot .w}. I K I./. TVNR:
- A i 25
~ TS §ES
| el
WME.. O] v ©
J ° zE &
slgsx
! 2Nexa
t o ﬁ
; N
-l 2 Py
-k . _ H
& o
Z. ¢ _M_J.
. <L Ty
Ua 3tz |3
i m ./gw .
Y & :
|
§ z !
. I~y
e gl g.i5 !
- PR u | [
2 i -
Hw m M ; §
vm i ~
¥ S
N 4 «
- %
i i U
« ) N
f 2
. SR
Lol —N. .
! b4 A
. . LA —
. ; : N = F oot
-n - PSR VDRI, IlL.lwnr s IR
- 4 ~ - . [ m_.n. o
o ° o < - ‘
Privaecay



PRINTED IN U.SA.

PART NO. 950209-02

palo alto, california

@ﬁvarian instrument division

© 10ppm

START OF SWECP

T

Sppin

2ppm

£R

MET:

CYRC!

SPE

Az MK

30 80 1

a s
.
e

EA

ppma)

“LOCK PCS.
" LOCK POWER

DECOUPLE POS. .

_DECOUPLING POWER

SUTmG RF POWER  <0U05 - mG  END OF SWEEP

i e

ppm  SPECTRUM AMPL3.S 119.«1?/ SWEEP TIME

FILTER o0 @5 sec SWEEP WIDTH. ..

ppm

5 . min NUCLEUS 4

/

2 /7 ppm ZERUREF. | res . .

—piin  SAMPLE TUMEL g

.C . SOLVENT: goa,

6'°N O¥y103dS3"

CPERATOR (Mpbedpirn
DATE 2~ T2- 00

SPECTRUM NO. /2 ¥34



1.

2.

3.
4.

CROMATOGRAMNAS

Esténdar de Alfa—eritroidina
Esténdar de Beta-eritroidina
Extracto purificado

Extracto purificado adicionado de

Beta~eritroidina.
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CINST L ETH 1 TILE 19 |
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- De 2,016 Kg de semillas de E, breviflora, se aislaron dos pro-
ductos que se identificaron como hipaforina y alfa-eritroidina, de a-—
cuerdo a las constantes fisicas que presentaron la betaina libre y ~—
gu clorhidrato del primer compuesto y la base libre del segundo, asi
como por anflisis de sus respectivoas especiros de ultravioleta, infra
rrojo y resonancia magnética proténica. Los rendimientos obtenidos ——
fueron 0.9% y 0.18% respectivamente por peso de semilla. -

~ A diferencia de las semillas de oiras especies de Erx!_:‘ hrina,-—
no se encontrs beta—eritroiéine. ni alcaloides liberados en esta espe~
cie.

- Por Anﬁlisis preliminares analiticos de oromatografia de liqui
dos.de alta resolucién, se comprobaron los fesultados cobtenidos en la
separacifén por columna croma.togré.fica:.

1 - Un estudio mis a fondo sobre la separacién de estos alcaloides
por cromatograffa de lfquidos de alta resoluci.én, tiene éra.n valor po
tencial tanto para estudios analfticos como en escala preparativa, yé
"'q‘ue‘es. péaible ‘separar compuestqs que por otros métodos (cromatogra——
.ffe. en piaca preparativa y de gaaes) eslimposible separar. Tal es el -
caso de élfary beta-eritroidina; ademfs se disminuye el tiempo de anéd
linisy ya que pbr técnicas convencionales para- aislamiento de aloalq_i_
des involucra procesos de extraccién, cromatografia y cristalizacibn_
‘que son mis tardados que por el método de cromatograffa de 1fquidos,~

ademfs de que se disminuye el gasto de disolventes y reactivos.
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