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OBJETIVO DEL ESTUDIO

El objetivo principal de este estudio es contribuir al conocimiento
5 .
de la bioquimica vegetal, a través del estudio fitoqufmico exhausti

vo de un 6rgano sexual de una plantas

A la fecha, son contados los estudios realizados sobre la quimica
de los 6rganos sexuales de las plantas como son los estigmas, an-
teras, polen, ovarios, etc., y esto se debe en parte a la dificul-
tad que existe en conseguir cantidad suficiente de estos materia-

les para ser estudiados.

Algunas especies de faner6gamas presenta flores de gran tamafio y
con ello un gran desarrollo de sus 6rganos sexuales, tal es el ca
so de la Solandra nftida, cuyo tamafio de flor facilita la reco -
lecciébn de material sexual, siendo necesario aclarar que de una

flor completa se obtienen unos pocos mg., de material seco.

En este trabajo se separé el polen de las anteras con el fin de
estudiar la composicién quimica de las anteras sin otros conta -

minantes sexuales.

(3)



PARTE EXPERIMENTAL



A= GENERO SOLANDRA,

Las Solandras forman un reducido grupo dentro de la subfamilia Datireas,
familia de las Solanéiceas.

Son plantas trepadoras, lefiosas, que se encuentran silvestres en lugares
de clima templado y hdmedo, en alturas de 1600 a 2500 m. Sus flores‘son
grandes de 17 a 23 cm., monopétalas, tubulosas, solitarias, cominmente
aromiticas, blanuecinas, verdoso-amarillentas o amarillas.

Algunas se cultivan como ornamentales en lugares templados y adn en los
semicédlidos.

Se han observado en México 4 especies:

Solandra guttata

Solandra brevicalyx

Solandra nitida

Solandra guerrerense

Solandra nftida.- (Datura maxima, Solandra selerae, Solandra hartweggi).

Es una planta trepadora de ramas extendidas, con hojas elipticas u oval
elipticas, a veces ovales; dpice brevemente acuminado, rara vez agudo o
redondeado; flores blancas, amarillentas 6 amarillas, aromdticas, de 15
a 25 cm de largo por 12 a 15 cm de didmetro, estambres encorvados, sa
lientes; anteras oblongas de 10 mm , la base escotada; fruto comestible.
Las flores varfan en forma y tamafio: a veces el tubo es muy largo, otras
veces con tubo corto y limbo muy grande, y ocasionalmente se ensancha to
mando una forma globosa, por ello algunos ejemplares se han identificado

como Solandra longiflora y Solandra grandiflora.

(3)



Se le puede localizar en Chiapas, Guerrero, Jalisco, México, Michoacén,
Oaxaca, Puebla, Veracruz; se le conoce con los nombres vulgares: copa
de oro (D.F., Puebla, México, Morelos, etc.), lipaca-tuhue (Oaxaca),

tecomax6chitl, tetona (Veracruz), bule (Chilpancingo, Gro.).

Es la especie que mds se cultiva como ornamental. Se le puede ver en
muchos jardines de Cuernavaca, donde las flores suelen ser muy grandes,
pero no da fruto. Se le cultiva también en varios lugares del Distrito

Federal, donde cominmente da fruto.

Se usa el 1lfquido que se acumula en la flor cuando estd en botén para

aliviar la conjuntivitis. (1).

B.- LIPIDOS

Los 1fpidos se han definido como aquellas sustancias orgédnicas, inso
lubles en agua, que se pueden extraer de las células por medio de di
solventes orgédnicos de baja polaridad, tales como éter, cloroformo 6

benceno (2).

De la definicién anterior resulta que los lipidos incluyen diferentes
tipos de compuestos, tales como: grasas, ceras, esteroles, terpenos,

etc. Los lipidos se pueden clasificar de acuerdo a su comportamiento

quimico en:

a) Saponificables.

b) Insaponificables

(6)



a) Saponificables ,-

Son aquellos lfpidos que pueden hidrolizarse al ser calentados con un

dlcali, para obtener jabones de los 4cidos grasos liberados. En este

grupo inclufmos:

1 -

4 -

Grasas neutras, -

También son llamados acilgliceroles 6 glicéridos, son ésteres de
4cidos grasos del alcohol glicerol.

Fosfoglicéridos, -

Son aquellos en los que uno de los oxhidrilos primarios del glicerol,
estd esterificado con 4cido fosférico en lugar de un 4cido graso, y
la mayoria de ellos contiene un grupo alcohélico cuyo oxhidrilo estéd
esterificando al 4cido fosférico para formar asf un fosfodiéster.
Esfingolipidos. -

Son aquellos que por hidrélisis dan una molécula de 4cido graso, una
molécula de esfingosina 6 dihidroesfingosina (amino-alcohol de larga
cadena insaturada o saturada respectivamente) y un grupo polar unido
al oxhidrilo de la posicién 1 de la esfingosina.

Glicolfipidos. -

Son aquellos que por hidrélisis dan grupos de carbohidratos polares
hidrofflicos, a menudo D-galactosa 6 D-glucosa, &4cidos grasos y
algunos contienen esfingosina y otros glicerol.

Ceras. -

Son ésteres de 4cidos grasos superiores con alcoholes monooxhidr{-

licos de cadena larga 6 con esteroles,

(7)



6 - Sulfolfipidos.-

Son aquellos que por hidré6lisis dan &cido sulfdrico, sulfatos 6

sulfuros ademds de otros componentes,

b) Insaponificables .-

Se encuentran en menor cantidad y son aquellos que por hidré6lisis no
dan 4cidos grasos, es decir, son sustancias no hidrolizables con &1-

cali. Entre ellos se incluyen:

1. Esteroides.-

Son derivados del nicleo ciclopentanoperhidrofenantreno. Los este
roides naturales mds importantes son: &cidos biliares, hormonas
sexuales, hormonas adrenocorticales y venenos cardfacos. Los més

abundantes en la naturaleza son los esteroles.

2, Terpenos. -
Son componentes lipfdicos menores que se encuentran formados por
dos o mds unidades de isopreno, o sea, son aquellos que se apegan

a la regla del isopreno, salvo algunas excepciones, (3).

3. Prostaglandinas.-
Son hormonas, que se forman a partir de Acidos grasos poliinsatura
dos por ciclacién oxidativa, para formar un ciclopentano 6 ciclo-

penteno en el centro de la cadena del 4cido graso.

(8)



C.- ACIDOS GRASOS

Todos los 4cidos grasos poseen una larga cadena hidrocarbonada y un
grupo carboxilo terminal, La cadena puede ser saturada 6 insaturada,
las diferencias entre unos y otros son: la longitud de la cadena,el
ndimero y posiciones de las insaturaciones que en su mayoria tienen
configuracién geométrica -cis-, lo cual disminuye el punto de fusién
del &cido graso (4). La mayoria tiene un ndmero par de 4tomos de car

bono y los dobles enlaces no son conjugados.

Los 4cidos grasos insaturados mds frecuentes en los organismos supe
riores son: oléico, linolénico, linoléico y araquidénico:
En la tabla I se dan las estructuras de los 4cidos grasos mids abundan

tes en la naturaleza,
Sus aplicaciones principales son:

1 - Fabricacién de jabones y detergentes,
2 - Como materias primas para la obtencién de 4cidos y alcoholes de
cadena larga en forma pura.

3 - Como agentes secantes en barnices y pinturas (aceite de linaza).
D= ESTEROLES

Los esteroles 6 esterinas son alcoholes cristalinos (del griego, ste
reos, duro) que se encuentran en la fracci6én insaponificable de los
aceites vegetales y animales; todos son alcoholes secundarios tetra

cfclicos. (5).

(%)



TABLA I

ACIDOS GRASOS DE MAYOR ABUNDANCIA EN LA NATURALEZA

No. de 4tomos
de carbono

Estructura Nombre Sistemdtico

Nombre Comin

Punto de
Fusién (°C)

12

14

16

18

20

24

16

18

18

18

20

Acidos grasos saturados

CH3(CH2)1OCOOH n-dodecanoico
CH4(CHy)1,COOH n-tetradecanoico
CH3(CH2)14COOH n-hexadecanoico
CH3(CHj) 1 COOH n-octadecanoico
© CH5(CHy)1gCOOH n-eicosanoico
CH3(CH2)22COOH n-tetracosanoico

Acidos grasos no saturados

CHy (CHy) 5CH=CH(CH, ) 7COOH
CH3(CHy) 7CH=CH(CHy) 7COOH

CH3(CH2)4CH-CHCH CH=CH(CH,,) ,COOH

2)7
CH=CH(CH,)) ,COOH

2

CH3CH2CH=CHCHZCH-CHCH2

CH3(CH2)ACH=CHCH2CH‘CHCHZCH-CHCHZCH-CH(CH

Acido Léurico
Mirfistico
Palmitico
Estedrico
Araqufidico

Lignocérico

Palmitoléico
Oléico
Linoléico
Linolénico

Araquidénico

44,2
53.9
63.1
69.6
76.5

86.0



Los esteroles se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza.
El grupo oxhidrilo estd invariablemente en posicién 3 P en los estero
les naturales, y la insaturacién generalmente se presenta en C-5 y a
menudo en C-7 y C-22 (6). Las uniones entre los anillos es trans, re
sultando asi, una molécula casi plana.

Generalmente, el colesterol no se encuentra en las plantas, las cuales
contienen otro tigo de esteroles conocidos en general como fitoestero-

les, En las bacterias, no se ha detectado la presencia de esteroles,

Windaus encontré en 1909 que la digitonina se combina con los 3 P es
teroles formando un complejo molecular en la proporcién 1:1, esto es,
un digiténido précticamente insoluble en alcohol de 90 - 95 7 lo que

permite la separacién de epimeros.

No fué, sino hasta 1932 cuando se dedujo la estructura correcta del
Colesterol, en forma independiente y simultdnea por Rosenheim y King

y por Wieland y Dane.

M4ds tarde, los productos naturales de tipos muy diversos, se han iden
tificado como esteroides si es posible encontrar el hidrocarburo de

Diels entre los productos de deshidrogenacién.

Hidrocarburo de Diels.

R CH4
B by 3

(11)



La férmula de algunos tipos representativos de esteroles se muestran

a continuacién: (7).

HO H

Colesterol Colestanol
X N
CHs
HO HO
Ergosterol Estigmasterol

Lanosterol

(12)



C2Hs c2H5
HO HO

PB-sitosterol Estigmastanol
Dihidro p-sitosterol

Campesterol Campestanol
HO Ho/ij:?\ﬁ%
Desmosterol Coprosterol
O@Y
Fucosterol

(13)



HO HO

Brasicasterol Ergostanol

N

HO
[ﬁ§7Dehidrocolesterol Coprostenol
HO H HO
oK -espinasterol Polinastanol

HO

24-metilencoleste;ol

(14)



La biosintesis del colesterol se realiza via &4cido mevalénico hasta
llegar a obtener el escualeno, el cual es convertido al epéxido 2,3,
A continuacién, mientras la molécula se mantiene en una conformacién
adecuada sobre la superficie de una enzima, se abre el epéxido en
reacci6én catalizada por &cido y se produce la ciclacién en la que

el ndcleo del esteroide se construye estereoespecificamente. La sub
siguiente trasposicién de varios hidrégenos y grupos metilo, produce

el primer producto de ciclacién aislable, el lanosterol,

La conversién de lanosterol en colesterol precisa la pérdida de tres
grupos metilo, el desplazamiento de un doble enlace y la reduccién

de otro por medios enzimidticos.
Del colesterol se obtienen la mayor parte de esteroles y esteroides.
a) Colesterol, -

Es un alcohol cristalino de férmula Cy; H4eO, de peso molecular
386,64, punto de fusién 148.5°C en forma anhidra, con [}&];: =
-31.5 (c=2 en éter), précticamente insoluble en agua, soluble en éter,
piridina, cloroformo, aceite, éter de petréleo. Se precipita con digi
tonina, Se aislé por vez primera en cdlculos biliares humanos donde

es el principal constituyente.

Se encuentra presente en todos los tejidos del organismo animal, en
estado libre 6 esterificado con &cidos grasos. Una concentracidn ele
vada de colesterol libre en la sangre, puede provocar su precipitacién
en los vasos sanguineos, con el consecuente aumento de la presidén san

gufinea y la aparicién de ateroesclerosis,

(15)



Se obtiene comercialmente de la columna vertebral del ganado por ex-
traccién con éter de petr6leo del material insaponificable. El coles
terol extrafdo de los érganos animales siempre contiene como impure-

za colestanol y otros esteroles saturados.

Se purifica por medio de la bromacién del acetato de colesterol for-
mando el dibromuro y luego se regenera la insaturacién por medio de

amalgama de sodio en etanol. (9).

El colesterol se elimina principalmente como &cidos biliares en las
heces, aunque se le encuentra también libre y transformado en 7-dehi

drocolesterol y coprostanol. (8).

Todas las hormonas esteroidales de los mamfferos y 4cidos biliares se

obtienen enzimdticamente a partir del colesterol.

Se usa comercialmente para la preparacién de vitamina D3. El coleste
rol fué la materia prima original para las hormonas esteroidales y --
esto se ha reforzado con el descubrimiento de bioconversiones microbio

l6gicas de sus derivados 19-oxigenados a estrona y 19-noresteroides.

Tiene propiedades emulsificantes y por ello se usa como tal (emulsiones

agua en aceite) en bases de ungllentos, en cosméticos y medicamentos.

Su férmula en detalle estereoquimico es:

(16)



Estereoquimica del Colesterol

~

b) B-Sitosterol, -

Es un alcohol cristalino de férmula ngﬂ 0O con peso molecular de 414,69,

5

precipitable con digitonina, Recristalizado en alcohol presenta un punto
25

de fusi6n de 140°C. D#Jy- -37° (c=2 en cloroformo), fécilmente soluble

en benceno, cloroformo, disulfuro de carbono y éter,

Probablemente el B-Sitosterol es el esterol mi&s comin en las plantas y
se puede aislar del aceite de gérmen de trigo, aceite de mafz, de los
frijoles de soya y otras mds, Se le puede aislar puro o casi puro de los

esteroles crudos de la planta de hule y de los frijoles comunes Phaseolus -

vulgaris. (10).

E1l B-Sitosterol puro se obtiene mejor de una fuente que no contenga estig
masterol ni )‘-sitosterol como el aceite de semilla de algodén, por -

cristalizacién fraccionada,

(17)



El P-sitosterol por oxidacién da oxisitosterol y por hidrogenacién se

obtiene el sitostanol,

La sintesis de sitosterol ocurre principalmente durante la germinacién
y en las partes de rdpido crecimiento de las plantas j6venes (rafz, -

yemas y hojas), siendo mayor a la oscuridad que a la luz.

Parece existir una estrecha relacién entre el metabolismo del sitoste
rol y la utilizacién de la grasa de los cotiledones; por ello el sitos
terol parece ser un constituyente vital de las plantas j6évenes y no un

producto de desecho,

Los animales alimentados con sitosterol (conejos, ratas, ratones) normal
mente lo excretan cuantitativamente y sin alteraciones en las heces. Si
se alimenta a ratas con B-sitosterol en una dieta libre de otros estero

les, ésta lo convierte en coprositostanol y se excreta en las heces,

El sitosterol es un factor de crecimiento para levaduras, larvas de mos

cas Lucila sericata y Drosophila melanogaster, y Trichomonas columbae.

Mientras, que el sitosterol crudo adquiere débiles propiedades antirra
quiticas por irradiagiGn con luz ultravioleta, el sitosterol puro, ya

no se activa por éste método; pero ain el P-sitosterol puro adquiere
propiedades antirraqufticas en las ratas si se calienta en 4cido acético
glaéial a 85-90° con algo de 4cido sulfdrico conc. y anhidrido acético,
aunque su actividad es 20 veces menor que el colesterol tratado en la

misma forma,

(18)



El sitosterol inyectado ejerce un fuerte efecto ténico-muscular, espe

cialmente en el corazén de la rana y el dtero del puerco.

Sus propiedades emulsificantes son aproximadamente las mismas que las
del colesterol, y puede reemplazarlo en sus usos como emulsificante
(emulsiones agua en aceite) en bases de unglientos para propésitos mé

dicos y cosméticos.

~

Terapéuticamente se usa como anticolesterémico.
¢} Vitamina D.-

El 7-dehidrocolesterol que se encuentra en proporciones relativamente
altas en la piel, origina unas serie compleja de reacciones fotoqui-
micas bajo la accién de la luz del sol, uno de los productos es el

colecalciferol o vitamina D3, un esteroide con el sistema ciclico -

abierto que regula el metabolismo del calcio e impide el raquitismo.

En los Estados Unidos se fabrica anualmente Calciferol por valor de un
millén de d6lares, utilizdndose como materia prima del 7-dehidrocoles-

terol el colesterol.

i
Luz
HO HO
Ergosterol Vitamina D, (Ergocalciferol)

(19)
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Tuz

J
Il

O //CHZ

/\ 7-dehidrocolesterol HO

Vitamina D (Colecalciferol)

3

Existe una gran cantidad de estudios sobre lfpidos en polen pero son
muy contados los estudios quimicos en anteras.
Los primeros estudios de lfpidos en polen fueron realizados en el mafz

(11), betabel (12), la planta Typha angustata (13) y a ellos han seguido

una serie de investigaciones con diferentes fines, tales como, relacién
de los compuestos del polen con las abejas (14,15,16,17), composicién
quimica del polen de diferentes pinos y coniferas (18,19,20), del polen
de palmas (21), estudio comparativo de lipidos en polenes (22), es
tudios quimicos de lfpidos en polen (23,24), estudios quimicos de po
len de diferentes familias botdnicas (25,26), y con fines diferentes

a los ya mencionados,

S6lo existe un estudio de lfpidos en polen de Solandceas, que es el reali
zado por Hoeberichts y Linskens (27) sobre polen de Petunia, en el cual

se obtuvieron los siguientes resultados en mg/g polen:

(20)



Acidos grasos totales .,
Acidos grasos libres

Acidos grasos unidos

Acidos grasos en triglicéridos. . .

Fosfolipidos .

Haciendo el estudio en c,c.f., se obtuvieron

por ciento del total de 4cidos grasos libres:

~

Palmitico .
0léico y estedrico .
Mirfistico .
Liurico .

Y por ciento de 4cidos grasos unidos:

Palmitico .
Miristico .
0léico .
Estedrico .

La cantidad total de A4cidos grasos

a la del polen de coniferas,

en polen de

Petunia

fué

« 42.3

10.26

. 32,04

4.8

. 42,16

siguientes resultados en

42,2

< 15.5

10.6

12.4

35.9
43.3
4.7

8.5

veces mayor

A, Kwaitkowski (24), realizé un estudio sobre la constitucién quimica del

polen de diferentes especies y familias de plantas, encontrando &cidos

mirfstico, araqufdico, behénico, lignocérico y cerético, alcoholes satu

rados y no saturados, hidrocarburos y dioles, Encontré diferencias en

composicién, ain dentro de la misma familia de plantas.

(21)



M. Battaglini, (15) encontré que todos los polenes son ricos en 4cidos

grasos no saturados; en Papaver rhoeas constituyen el 91% del total.

Los primeros estudios donde se encontraron esteroles en polenes son -
los realizados en 1922-23 por Suguru Miyake (11) y R.J. Anderson (28)

donde adn se les denomina fitosteroles.

Los trabajos sobre esteroles en polenes han tenido diferentes objeti-
vos, tales como: presencia de esteroles en polen de pino (29), polen
de palmas (30), estudios de polen de varias especies (31), con revi -

sién biogenética (32).

El trabajo de Devys y Barbier es una confirmacién de que existe coles
terol en el reino vegetal (33), ya que ellos encontraron que el 90% de

la fraccién de esteroles en el polen de Hypochoeris radicata es coles-

terol.

Uno de los trabajos mds completos es el realizado por Marie France Hugel
(23), en el cual se aislaron fracciones de diferentes polenes que conte
nfan series biosintéticas de esteroles Cpy, Cpg, Y Cpg, S€ reporta la -
presencia de un nuevo esterol, el polinastanol, y se formula una hip6-

tesis biogenética.

Se han aislado de anteras de Lilium candidum y Lilium tigrinum (34, 35),

substancias carotenoides (anteraxantina).

A la fecha, no existe estudio alguno de esteroles contenidos en anteras

sin polen de la familia Solanéceas.

(22)



En estudios anteriores sobre anteras de Solandra nitida, se han re-
portado diversos compuestos aislados, asf{ en 1970 (36), se obtuvo
en un estudio de disolventes sucesivos, el disacdrido SACAROSA del

extracto metanélico.

(+) -Sacarosa

En 1975, se aislé por métodos cromatogrdficos el 4cido dehidroacético
(37), del extracto cloroférmico, lo cual sugiere un mecanismo de eli-

minacién de dcido acético diferente al del &cido mevalénico.

sl

Acido Dehidroacético

En el mismo afio, se realizé un estudio de la grasa de éstas anteras

(38), obteniendo los resultados de la Tabla II.

(23)



T A B L A ITI

Acidos grasos contenidos en las anteras de Solandra nitida.

PICO NO. ESTER METILICO NO. DE C. %)
DEL ACIDO GRASO

1 _ Mirfstico 14 0.8796
S evr RESRUE R 12001
. 0 Pty RS el RN 39.9440
i b Paluitoletco T et a il 2.0727
E T Az v coR A L g T ey 13562
p o o Fatasriepl | Alfa 7 224561
F o e St Lo gl 49258
£kl Liboléicor e 0 5k Akt SR 5.6879
e A i P S, SO 7.4223
2 e Eluolentgal . it LR 1008
0 - Behénico * s S 7.5263
IR R R Phimee 11875
o o el S el S ek, . 4 -0 0.6397
W Gerético * 75 Eas 3.6920

* Proposicién no confirmada por falta de 4cidos grasos tipo.

(24)



PARTE EXPERIMENTAL



1

2)

3)

Los espectros de Infrarrojo se determinaron en la Div. de Est,
Sup. de la Facultad de Quimica en un Espectrofotémetro Perkin
Elmer 237 en pelfcula, Las frecuencias estédn especificadas en

-1

cm o,

Los Cromatogramas se obtuvieron en la Div. de Est. Sup., de la
Facultad de Quimica en un Cromatégrafo de Gases marca Varian
Aerograph modelo 2100, en las condiciones que cada cromatograma

indica.

Las anteras de este estudio fueron recolectadas de flores abiertas

en Cuernavaca, Mor., por el Dr. Francisco Giral,

(26)



ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Anteras secas (sin polen)

Extraccién con hexano

Residuo Extracto hexénico

1) Potasa alcohélica 0.5 N
2) Calentar a reflujo 6 h.
3) Concentrar

4) Extraccién con éter de petré6leo

Insaponificable Saponificable

(Fase etérea) (Residuo sé6lido)

(27)



ESQUEMA DE TRABAJO DEL SAPONIFICABLE

Saponificable

1) H20 . HCL

2) Extraccién con AcOEt

Acidos grasos libres Sales
(Fase de AcOEt). (Fase acuosa).
1) MeOH anh,. , HpSO, cohc,
2) Calentar a 60-70°C, 20 min,
3) Adicionar H20

4) Extraccién con CHC1

5) Concentrar

Esteres metflicos impuros

Cromatograffa en columna

hexano : AcOEt (75:25)

c.C. £, Cromatograffa de

Gases

(28)



ESQUEMA DE TRABAJO DEL INSAPONIFICABLE

Insaponificable A
1) Suspender en HZO
x 2) Extraccién con éter etflico

Insaponificable B Sales de ac, grasos
(Fase etérea) (Fase acuosa)
1) Metanol enfriar
2) Filtrar en frfo
Filtrado Precipitado I
1) Etanol 96° caliente
2) Filtrar en caliente

Parte insoluble Filtrado

1) Concentrar
2) Crom, placa preparativa

3) Elucién con CHCl
3

Parte superior Parte inferior
(esteroles impuros)

Cromatograffa en columna
hexano: AcOEt (25:75)
Esteroles Puros
CsCofs Crom, Gases

(29)



III) PARTE EXPERIMENTAL

1 - Extraccién,

Se pesaron 215 g de anteras secas molidas exentas de polen y se colocaron
a macerar con hexano a ebullicién cambiando el disolvente cada 24 h , -

hasta agotamiento total.

Después de eliminar el disolvente por destilacién a vacfo se obtuvieron -

4.46 g (2.1 7) de grasa cruda,

2 - Saponificacién.

Se colocaron a saponificar 3,2 g del extracto hexdnico con solucién al--
cohélica de potasa 0.5 N y se hirvié a reflujo durante 6 h , (39). Una
vez terminada la reaccibn se evapord la mezcla a sequedad por destila---

cidén a vacfo del disolvente.

3 - Separacién de las fracciones Saponificable e Insaponificable.

La mezcla de reaccién de la saponificacién, una vez exenta de disolventes,
se extrajo repetidas veces con porciones de éter de petréleo R,A, hasta
agotamiento total, se reunieron las porciones etéreas y se filtraron (por

cién insaponificable).

En el residuo s6lido remanente de la extraccién, quedé la fraccién saponi

ficable,

(30)



4 - Purificacién de la fraccién Saponificable.

a) Extraccién de &cidos grasos libres.

El residuo s6lido restante después de las extracciones con éter de pe-
tré6leo, fué secado a vacfo y se disolvi6 en agua destilada caliente, la
solucién obtenida se acidulé a pH 3 con &cido clorhfdrico 1IN, y se ex-
trajo a temperatura ambiente con porciones sucesivas de acetato de eti-

lo que se reuhieron y lavaron repetidas veces con agua destilada.

Las porciones de acetato de etilo una vez lavadas con agua destilada, -
se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron por desti-
lacién a vacfo obteniéndose 0.970 g (27.7%) de 4cidos grasos libres, -

que fueron controlados por c.c.f. e I.R, (espectro No. 1).

b) Metilacién.

Se usaron para la esterificacién 0.800 g de &cidos grasos libres, que
se disolvieron en 2 ml de cloroformo libre de agua y se adicionaron -
50 ml de metanol anhidro R.A, con 0.3 ml de 4cido sulfdrico concentra-

do R.A,

La mezcla de reaccién se llevé a 60-70°C con agitacién continua durante
20 minutos a bafio marfa, al producto de la reaccién se le adicionaron
50 ml de agua destilada y fué extrafdo con porciones sucesivas de clo-

roformo (40).

Las porciones cloroférmicas se reunieron y secaron sobre sulfato de --
sodio anhidro, para ser concentrados por destilacién a vacfo obtenién-

dose 0.800 g de producto de reaccién (ésteres metflicos).

(31)



¢) Purificacién de Esteres Metilicos.

La purificacién de 0,700 g de ésteres metflicos fué hecha por cromatografia
en columna con gel de sflice 60 (mallas 70-230 ASTM) de Merck (1:100), usan
do como eluyente hexano:acetato de etilo (75:25), la columna se control6 -

por. C.c.f.

El peso de ésteres metflicos puros fué de 0.630 g (90%), los cuales fueron
identificados y cuantificados por cromatograffa de gases (Cromatograma No.

1) y espectro infrarrojo (Espectro No. 2)ie

5 - Purificacién de la fraccién Insaponificable.

a) Obtencién de las porciones Insaponificables A y B.

A las porciones etéreas filtradas obtenidas en la separacién de las frac--
ciones Saponificable e Insaponificable, se les lavé con porciones sucesi--
vas de solucionnsalina saturada y luego repetidas veces con agua destilada,
La fase etérea asf obtenida se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y se --
concentr6é por destilacién a vacfo obteniendo 1.773 g (50.6%) de la porcién

insaponificable A.

Los 1.773 g obtenidos de la porcién insaponificable A, se suspendieron en
agua destilada caliente y fueron extrafdos a temperatura ambiente con por-
ciones sucesivas de éter etflico R.,A,, se reunieron las porciones etéreas y
fueron lavadas con porciones sucesivas de solucién salina saturada y luego
con agua destilada, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se les con
centr6 por destilacién a vacio obteniendo 1.035 g (58.4%) de insaponifica-

ble B.

(32)



b) Precipitacién de ceras, (Precipitado 1)

1.0 g de la fraccién insaponificable B se suspendié en 5 ml de cloroformo
caliente, luego se procedié a enfriar gradualmente la suspensién adicionando
metanol R.A. frio gota a gota hasta formar un precipitado amorfo, finalmen-
te se adicioné un exceso de metanol y se enfrié con acetona-hielo seco. El

precipitado formado se filtr6 a vacfo en frfo hasta claridad del filtrado

(41).

Este mismo procedimiento se repiti6é una vez mds para lograr una mayor pureza.
Al precipitado asi obtenido se le llamé '"Precipitado 1",

¢) Purificacién del precipitado 1 (precipitado 2).

El precipitado 1 se suspendi6 en etanol 96° a ebullicién y se filtré en calien

te, ya que existe una porcién insoluble en este disolvente,

El filtrado se concentrd por destilacién a vacfo del disolvente y se obtuvie-

ron 0,446 g (44.6 %) de residuo que se le 1llamé "Precipitado 2" . (7).

Este precipitado 2 se colocé sobre placa preparativa de gel de silice G 60
Merck para eliminar impurezas de Rf-0, usando como eluyente hexano; acetato
de etilo (25:75), revelando con luz UV., las manchas obtenidas se recuperaron

por extraccién con cloroformo y las fracciones obtenidas se clasificaron en

superior e inferior.

(33)



d) Columna Cromatogréfica de esteroles,

Los 0.368 g (82%) obtenidos en la fraccién superior de la placa prepara
tiva se aplicaron sobre una columna de gel de sflice 60 (mallas 70-230 -
ASTM)de Merck (1:100), usando como eluyente hexano: acetato de etilo -
(25:75). La columna se controlé por c.c.f., y asf{ se obtuvieron 0.050 g.
(14%) de esteroles puros (algunos de ellos cristalizaron en la salida de

la columna),

Esta muestra de esteroles obtenida se procesé por cromatograffa de gases
para identificar y cuantificar los esteroles presentes (Cromatograma No.

II y III).

El proceso de purificacién del insaponificable, fue seguido por c.c.f.
(gel de sflice GF254 tipo 60 de Merck) con patrones de colesterol y -
p-sitosterol y se identificaron esteroles por color de revelado y Rf .

(42) .

(34)
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ESPECTRO INFRARROJO No.1
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Interpretacién del Espectro No. 1

=1 Grupo
v (em ) Intensidad Funcional Vibracién
3500-2500 fuerte -COOH Alargamiento
3010 débil =C-H Alargamiento
2950 y 2840 fuerte -CHqy Alargamiento
2920 y 2840 fuerte -CHp - Alargamiento
1710 fuerte -C=0 (écido) Alargamiento
1470 fuerte -CHy-, =-CHi Deformacién en el plano
1410 media -CHy-CO- Deformacién_en el plano
920 débil -OH Deformacién fuera plano
720-725 débil -CHp - Deformacién en el plano

(36)



ESPECTRO INFRARROJO No. 2
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Interpretacién del Espectro No. 2

v(mEL Intensidad
3600-3100 fuerte
2960 fuerte
2920 y 2840 fuerte
1740 fuerte
1470 fuerte
1435 fuerte
1360 media
1170 fuerte
760 media
720 media

-CHy-CO-, -C00-CHj

-C-0-C (R-COO-CH3)

Grupo
Funcional Vibracién
-OH y OH'*0 * Alargamiento
-CHj3 Alargamiento
-CHp - Alargamiento
-C=0 (éster) Alargamiento

-CHy-, -CHj

-C00-CH3

-C00-CH3

- CHp-

Deformacién en

Deformacién en

Deformacién en

Alargamiento

Deformacién en

Deformacién en

* -0H y OH-°0 polimérico, debido a agua residual en la muestra.

(37)
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TABLA III: Acidos grasos de anteras sin polen de Solandra nftida.

PICO NO. ESTER METILICO NO. DE 74 i %
DEL ACIDO GRASO CARBONOS TESIS 1975
1 No id. S 0537 - e = =
2 Léurico 12 0.10 =l e
3 Miristico 14 0.50 . 0.8796
4 No id. --=-- 055 1.2091
5 Palmftico 16 22.64 39.9440
6 No id. SR 0.82 2.0727
7 No id. - = == 0.55 1.3562
8 Estedrico 18 14.89 22,4541
9 Oleico 18:1 2.58 4,9258
10 Linoléico 18:2 23.23 5.6879
11 Araquidico 20 3.57 7.4223
12 Linolénico 18:3 19.38 1.0028
13 Behénico (*) 22 5.74 7.5263
(*), (&)
14 N-Tricosanoico 23 0.32 1.1875
15 No id. - == - 0.60 --- -
*), &)
16 Lignocérico 24 4,16 3.6920
(*) Proposiciones hechas en base a la tabla y grédfica de la SERIE HOMOLOGA,

(&)

+)

no confirmadas por falta de &cidos grasos tipo.

Correcciones propuestas a la tesis 1975 (38), en base a la tabla y gréd
fica de la SERIE HOMOLOGA.

Datos obtenidos del Cromatograma I

(39)
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TABLA IV: Datos de la SERIE HOMOLOGA de 4cidos grasos saturados linea

les de anteras con y sin polen de Solandra nitida.

-]
No. Pico No. carbonos log t'r( ) No. carbonos Graf. No. Carbo.
Cromatograma I ac. graso 1979 1975 1979 1975 IRONTED
1 1 1
3(&) 14 1,007 CaADEL 2% ¢ v ‘14 14
1 : ' 1
5(&) 16 1.342 11,290 +16 1 16 16
1 1 1
8(&) 18 1.585 1 1.550 . 18 18 18
) 1 ]
e 20 1.826 11.806 120 1 20 20
1 1 1 (*)
13 -- 2,074 12,066 1 22,031 22.04 22
1 ] ] (*) (+)
14 -- 2,199 12,196 1 23,061 23,06 24
1 1 1 * +
16 -- 2,310 12,325 123,97 24.07( ) 26( )
(*) Datos obtenidos por ajuste de la curva mediante técnica de minimos
(&) Datos usados como puntos de referencia para la curva,.

(+) Modificaiones propuestas a la tesis 1975 (38)

(°) t'r = tiempo de retencién corregido.

(41)
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TABLA V: Tiempos de retencién relativos de esteroles

XE-61 (PhSi)
Esteroles Rel. a Colestano
1.- Coprostanol 2.69
Z.TZS}A-Colesten-BP—ol 310
3.-A%222Colestadien-3p-ol 3.03
4,- Brasicasterol (24-pB) 3.66
5.- Desmosterol 3572
6.-A\222-Colestadien-3p-ol 3.40
7.- Colestanol 3.28
8.- 8(]‘z*)-Colest:en-3}3-ol 3.25
9.- Campestanol 4,22
10.- Campesterol (24«) 480
11.- Ls(la)-Ergosten-3p-ol 4,22
12.- 24-Metilencolesterol 4,25
13.-/\’>2%-Ergostadien-3p-ol 4,22
14,- Ergosterol (24p) 4,34
15, - Fucosterol 5.50
16.-/\’»22:%° Estignastatrien-3p-ol 5.60
17.- Colestano 1.00
18.- Colesterol 3.13
19.- p-sitosterol (240 521

XE-61 (PhSi)
Rel. a Colesterol

0.86
0.99
0.97
117
119
1.09

1.05

1335
1.35
1.36

1835

1,79
0.32
1.00

1.66

a) Estos datos fueron tomados de la referencia No. 43.

b) 1.0% XE-61 (fenilsilicén). Temp. 218°c, flujo N, 60 ml/min.

(42)
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CROMATOGRAMA II

(Cualitativo )

Esteroles de anteras sin polen
de Solandra nitida.
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TABLA VI: Esteroles encontrados en anteras sin polen

de Solandra nitida (anédlisis cualitativo).

t.r. rel. (%) Compuesto +)
Pico No. Colesterol(&) Compuesto Propuesto
Colesterol 1,00 Colesterol -=-
P-sitosterol 1.61 F—sitosterol -—-
1 0.24 e S |
2 0.41 --- 17
3 0.66 --- o
4 0.90 === 1,2,3
5 1.00 Colesterol —--
6 182 --- 4,5,6,7,8
7 1.32 c=s 9,10,11,12,13,14
8 1.63 p-sitosterol ---
9 1583 --- 15,16
10 2512 - i
11 2,68 -—- S5t

a) 3% 0v-17 (fenil-silicén)
(*) Datos obtenidos del Cromatograma II.
(&) tr. rel., = tiempo de retencién relativo

(+) Compuestos propuestos en base a la TABLA V

(44)
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CROMATOGRAMA I

( Cuantitativo)

Esteroles de anteras sin polen

de Solandra nitida.

Columna: 3% OV-I7 Chromwaw 5 ft 1/8"vidrio

Temperaturas : (%)

Columna 250° C
Detector 260° C
Inyector 250° C

Flujpo N_ : 40 ml/ min.

2
Vel. Carta: 0.l in/ min.

(® =Colesterol.
=B - Sitosterol.



TABLA VII: Esteroles contenidos en anteras sin polen

de Solandra nftida (andlisis cuantitativo).

Pico No. Compues to (&) % @)
1 --- 1.28
2 17 1.04
3 -—- 2,10
4 1,2,3 : 2.50
5 Colesterol 0.14
6 4,5,6,7,8 0.51
7 9,10,11,12,13,14 14,58
8 p-sitosterol 38.25
9 15,16 33.27

10 -—- 4,47
11 --- 1.85
99.99

(*) Datos tomados del Cromatograma III.

(&) Compuestos propuestos, tomados de la TABLA V.

(46)



Cc O NCLUSTIONES

]
]
"
"



1.- Se reporta la presencia en anteras, de al menos dos esteroles con -

firmados por c.g.l. y c.c.f.

a) Colesterol

b) p-sitosterol
El p-sitosterol en mayor proporcién, como generalmente sucede en -

el reino vegetal,

2.- Se detectaron otros esteroles, cuya identificacién queda abierta a

estudios posteriores.

3.- No se confirmé la presencia de un dcido graso Cyg, y se confirmé -

la presencia de algunos ya reportados.
4,.- Se encontraron variaciones en los porcentajes de los diferentes -

dcidos grasos, debidos quizd, a la ausencia del polen en las ante

ras motivo de este estudio,

(48)
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