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x‘mnopucci'o_u‘ ,

1. Genaranaades de ia Euum cauu:vu Hook.

I.a fmﬂia Rubiaceao fundamntalmente distribufda en las zonas T
) trop'lcalos. esta constitnida aproximndlmnte por unas 700 especies
: ‘.,_lgrupadu en unas 34 tribus, 500 géneros y>5 subfamﬂus (VQrdcourt. .
: 1965. 1976) En el caso particu'lar de’ Mlxico se. consiguen nuuro- e
‘ :"_:'.v'_‘SCS esmies en ‘gran parte del territorio. y a'lgunas son end&micas.
: rEs dc hacor notar que de esus especus nuchas presennn problms
S do Tndole. taxondmico (sumn.y. 1975; Aello, 1979; Lorence, 1986).
' En general estas plantas, plantean 'lnteresantes 1nvest1gaciones '

S ;desde c‘l punto de visn quﬂn‘lco. pOr una parte. debido a que :mchas '

_ pra adas como rmd'los popunans (Lozoyl. xsaz. Ihrtfnez. 1969.'_" o
; :_"Mo‘l'lo. 1979, Bye, 1986; Paris, 1960 inter atia) y por la otra, de-

:1 ;f.bido 2 que 1a 1nformac16n en cuanto al “tipo y diversidad’ de 1os lne- :
- -'}_':‘7 ‘-‘tabo"tos secundarios presentos en las misms podrlan usarse como :

,clracures uxon&uﬂcos aunque. c‘laro esta no deteminantes en. nin-

: ‘“" “”' E': s"‘ "'"’“9"- "'U mas esncies mx'lcanas han sido estu-‘l SR

Le Exodt'cm"cou&tm 'ié'piesfe'nti"n;':Qo'io"mi‘d“e'" ﬁsf especies de g

-_‘( la fmﬂu"end!mica de Htxico. sino tmblln um espcci'_ cu,ya clas*l’

'sundlcy en su tratado dl la flon do Nortemﬁrica hace ‘una’ dcscrig_‘{',-




ci&n detallada de la plaru (Standley. 1975) Por mucho 'ﬁa"m ¥
hutu 'la fccha. la planu ha esndo chsfficada dentro del genero
Ezou:uu que segfiin algunos antons modernos - constituye un- géneru :
artific'lal ,v necesita una profunda revisién taxondmica (Mcno. N
| _;1979) ) S ' '
o Dcsdo c'l punto de. visn dc 1a md'lcinl popular no existc fn- ;
. fomcmn l'lgum del uso de 18 Exoatema coutteris sin embargo,
f‘:‘—.f-.ﬂ‘,otrn cspecios del mism ginom son muy preciadas como remedios
-ptricos.’ AsE teums que 18 €. mexicanum Gray'y la'E. caubaun
; "(Jncq) R.. at Sh. son up‘lunntc utﬂ'lzados en medicina tradicional
cow sucedlneos de 12 qu'lna en muchas regiones americanas (Roig, :
- 19743 Martfnez, del ,campo 1906; Atello, 1979; Monache, 1984,u,u:u, _
% Fitoqu!micamente no se- ha descr'lto ningﬁn trabado sobrc esta
*‘Rubucne. sin embargo. ta especie relacionada E. cwbaeum es :
:_._:‘tricl en fenﬂcounarinas (Sinchez Viesca. 1969. Cﬂzada. 1987. Hata
Cetar, 1987).

F‘ltgu!mica genera‘l de lg ann gub'l!gg.gg ) L
' Meals de las fenﬂcownr'lnaa (Monache u al 1984, Reher et

2.

ucue se han descr‘lto otros tipos de metabontos secumlar'los .
ta'lcs como antraquinoms (Mesogau. 1973. ﬂegnauer. 1973). F'lavo
oidos (Hﬂson ec aL t984- Harbome, 1975, 1982). counarfnas sim—

at, 1593, Reher et at, 1984, Mata et af, 1987) ‘en Ts fanilia Ru- : R




-,_'pm (Mogmuer. 1973). compuestos aromkticos S*wm ("'9"'""-

o 7 "}-'1973). xantinus. taninos, esteroides (Hcgnauer. 1973). alcaloi-
. das (Hewingway et al, 1980; Parry et a2, 1978; Cordell;"1980;
.f"h‘lau'ln et at, 1982; inten. a.w) y urponeides (Hegmucr. 1973.
:éxom et af, 1980; Sticher,’ 1976; Bock, 1976, Ducroix, 1975;

. Raguero et at, 1987. vmgnam. 1970; Das et at, 1983; pm:.
fxsnmaua) R Sl AL e
Entro los terponoidcs nls abcmdantcs se encmtnn Ios mno-_ e
terpcnoidcs da tipo iridoido ,y sccoiridoido y, Yos tritorponoidos' '

pmtacfclicos de hs cllscs dc'l ursnno. olnnano, lupmo y frle-
"“v"dclano (Pant’ et at, 1979. Dls et a,c, 1983). También se ha’ repor-

‘f‘._tado.aunquo con manor frecuoncia triterpenos tetracfclicos del
"'",tipo cucurbitano (Rios Y Cumcho. 1987. Reguero et u, 1987)

| . 3_ Gtmra'l idades sobrc trﬂ:c pentactclicos: de IoS‘ t‘i' s :
. ursgno, o’leanano z 'Iugng, o el e R T

-"Los tritemnoidcs en gomral sun mtabo'litos secundarios

'cuyo*uquo‘loto Msico estl constitufdo por 30 Stomos. de carbono,.» ‘_

‘Como: ge puedc obscrnr en 'laiFigun l. Ils estructurn d’,

'olumnes' urs.nos y lupanos 'on nntivamnte comp!ejas

-""‘"‘" de. “tﬁ' comuestos son alcoholes. cetonas. aldeMdos‘ R T

; 6 lcidos. En algunos casos otros grupos funciomles pueden OS- i
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e fﬁhnr 1.::f':;£§¥ﬁétqfas’ ﬁ‘sg'?'de “Jos oleananos, ursanos 'j.lxliap_aiw's. S

En relacidn a su distr!bucidn ‘e 1a nntuuleza. se. puede de—, R

v cir qun los oieananos. ursmos o Iupanos n son caracterfsticos
e mmu ﬂguna. ¥ -que’ casi ‘todas las familias del reino vege- .~

' ’-‘"han publicado dos revisioms lceru de m.levos tﬂtermos de es-

“-@E'Atos tipos Y de ot.ros de orinm vcgetﬂ (Pam:. et. a.c 1979. Das

~ "';"':‘do las cortczas dc los lrbo'lcs. o

‘bvl-’tnr-so‘env fom- 11bre o fomndo’eonbimcioms gncosi’dicas (u-

.;-“.‘ponims) (Adts!nl. 1585 Barua ot a, 1986, dnter aual. :

Gtmrnmante son solidos crisul inos. incaloros de elevados - :

En cunquier clso pueden lm:on-;.* k

' l-':tﬂ contienen a?gﬂn triterpcno de ostos tipos. Rec‘lentmnte se




o puntos de fusidn y opticamente activos. , o
Pnra obtenerlos a partir de sus fuentes mturales genernlmen- - "
v te el tojido vegetal es desengrasado Yy Iuego extrafdo con metanol. :
o “acetona o acetato de etilo (Pereda mrauda. 19863 Adosina. 1985-"'
Harbomo. 1984; Robinson. 1983 Ainten am) Posteriomnte son .
sepandos d¢ otros constitmntes pnsentcs en los extractos fun-_f :

;;damtalmte por cromtognﬂa en columna sobre sﬂica geI 6 alu . ‘

: im 0, por mltodos quimicos. - Para ‘la sepancf&n de los wnsti-“ e
','v:f:.tunntes imﬂvidules. casi todos los tipos de criterponoides se

:'seplran ndunte procedfmieutos simﬂans. basados principa'lmente -
,.envcrol!ltograﬂa en colmma ‘abierta, CCF 6 GLC. La cromutogra- -
i f1a en capa’ fina (TLC) se hace usunlﬁente en capas de’ siHca gel

""7~.iupregmdu o no con Agho; ¥ utﬂizando diversos. sistems de e‘lu-
: Lls

.nntos. EJ!w'los de los misms se indican en 'Ia Tabhul-

- p‘ucu impugnadas con Agno3 resultm particuhmnte atﬂes

culndo se demn sepanr triterpcnos con: v.riable nt‘mero de ; 1n- s ol
S "A‘vg‘utuuc'lonn. ' e RUAERE

Pau us sepanciones en cromtograﬂa de gases se un" f




Tabl_c‘kl. sutuus & elyentes ut‘llizados para cmtognﬂa en capa:
fina- de. tritarplnos do‘l tipo o‘lnmm. ursano y 1up|no.

: S&VENT ES

-Eter de potro'loo (loo-zoo‘c)-dic'loroeti'leno-lcido acético
(50 + 50 +0.7) .

5 Tolueno-acetona-fcido acético (wo +3+0.07)

" Carbdn totnch'loride-étcr do potrﬂco (70-30'c)-lcido acltlco :
(66 + 33 +.0,07) . -

U Eter de pntnbllo (100-120'6)-0“1 fomto-lcido férmico
(93 % 7 +.0.7) .

— "‘Nuopropﬂ ltor-lcotom (75 + 30)
L Eter de pctrﬂoo-accuto de etilo (95 + 5)
" 'Eter de patrSleo-ter (90 + 10)
'v"—ﬁ._Etor d. potréloo-ttor (50 + 50)
Eter dietflico:
- Benceno
. ‘Benceno-dter (60 + 40)
" 'Eter-benceno (80 + 20)
.. Benceno-cloroformo. 90 + 10)
" ‘Benceno-cloroformo-metanol (43 + 43 + 13)
‘Benceno acetato de etilo (70 + 30) 2
' Ditsopropil-6ter-metanol  (95:5)
?fvmuopropi'l-éur-mtmo'l (90510)
: oliospropﬂ Ster. . .
: oﬂsopnpﬂ ttor-acctonl (95 +: 5)
Mlupropﬂ lt-r-acctom (75 * 25)
. Cloroforso. - ' :
- Cloroformo<acetato’ do otﬂo (80 + 20)
cv]orofom-accuto de etilo (80 + 20) -
Cloroformo-matanol (90 +9) .

_‘C‘lonfom-uunol (0 +40
¥ otras mezclas "

“Cloroformo-acetona (84 + m

- 'Clorofom-acotom (84 + 14)

,CIorofom-enno'l (95 + 5)

7% Varfos solventes BT
T n-honm-ncotom (78 + 13) °
B cnzﬂz-autou (75 +: 25)




"’si'n de ‘ui;¢1as de Sy‘cido‘ urséiico y oleansico o cong@ﬂéres;' estos
, o “pucdcn ser separados sat‘lsfactorumente bajo la fom de sus &s-
teres mctﬂicos (Das’ et at,’ 11983).-

l.a croutograf?a Hquidl de alta pres16n se emp'lea tlmbun

"parc 'Il sepancién de tritcrpenos y su m.vor ventaja es que no e

requiere de derivatizacitn (Snith et at, 1980. Sakiya et a, 10795 - s
Das et az, masmuaw) a _ - ,
_Adnls dc los metodos croutogriﬁcos nuMén se han descrito : )
nltodos quinicos para la sepauc'lén de este tfpo de - constituyen- 7

k..tcs. por o:leap‘lo. recienteunte se_han sepando ursanos y olea-
) nanos. ndimte la fomcicn de derivados broudos y clorados

?(Lmis ot az,"1983; T.K. Radzan-et af, 1982; Bannon et aZ, 1975).
'--A|lu vez separidos 'los tritemnos son ident'lf'lcados por mstodos
sp.ctrosc&picos (IR. W. RM. Ell). difracci&n de rms X y por
: mitodos qu‘lm‘lcos. e FOT Lo ’ ' f .

: ,'Pau Ta dttccc-;ldn de tr'lttrpcnos se lllll dlscrito uuchas reac-

.c‘loms co'wridn.

'a‘lgunas dc ol'las se nsmn cn 1a ‘l’abu 2. o ‘
"Biomlt'lcmnte estos tritorpenos se origilun por la rutl dol-i‘_‘

eotato nvalomto a pll‘t‘ll‘ dc‘l epoxiescuuleno (4) oom se indica o

m‘ll Figura 2. ;




'Tabla 2.

Reacciones coléridas para 1a ‘detqc;iicn de triterpenos.

‘Rgn_c"t'livd o _Qmﬁo\sic‘l&n' o

" Color observado

Referencia

- _Anhidr'ldo aceﬂco

L _'I,'lbben'lian-
Burchard
L Ro.f_.gntﬁa'lei- v

TS en etanol HCY &

",'"250_4

“Cloruro de tioni'lo
] conteniendo 0.1%
f'de tetrac’lomro

-~ Noller

L Fec13 6 SbC1y
_~~anhidro L

- Sa‘lkowski _ﬁ,"l.m‘l CH(_:13. »
‘,,1"ml,H2504'- S

h ‘,‘litfdm'lca al 108 -

Vafn_illina ul n.

e de estannico 8 S

- solucién cloro- ;’ " Amarillo 6 rojo

dc trinitmta””?f o

Verde 6 naranja

violeta

Cambia de co'lpf

. soluci6n original -

L Amar‘lllo 6 rojo

‘Domfnguez,1974

- liol;inson.* 1983

Hl?;bohﬂa. '19¥,-1'»‘ .

Robnson, 1983

Domlnguez. 1914
. _Harbome. 1984
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Desde e‘l punto de vfsta medicinal uuchos oleananos son de

| ’,'lmportanci a famaco'lag'lca. Qu'lzas de estos compuestos los ms
;:f'v_",investigados son-las sapon'lnas de 1a ulbe‘liferae. &Aptvwm 5alcatun
E L y de la ampanu'laceae Platycodon ghandi §lorun OC. Ambas plan-'__ e
tas son amp‘liamente utilizadas en 'la medic'lna tradicfona'l cMna. \
% ;f"n primn cont'lene las saikosaponinas y 'Ia segunda 'las p‘latieo- L
".,__';dinu.:; S o : o
S Tanto las saikosaponinas como ‘las platicodinas poseen activi- o
:j'v"‘t_r_‘-/dlbd anti 1nﬂmtorfa y algunos e;lemlos do estos compuestos sek -
‘ .'A"-b,'llustran en la Figun 3 (Sticher. 1976) :

D-Glc(81-3)D-Fuce-0

D-L-Ara(2-161L-Fha (6=10)0. 2y (310}

. Flgura 3. Ejemplos de satkosaponinas y platicodinas.




Ere

: Otros compuestos 1de;'mi‘tl_ﬂ¢,ﬁ estdn presentes en la "Aesina” qﬁe es
‘; uhtmm de éapﬁninié t‘rfi:erp!nicas del tipo"‘ole‘lﬁono. Se aisla de

) las snnlls de’ Aucotu h-cppamwm L. (Hyppocasumceae) y se

e un cHMcaunte com antﬁnﬂamtorio. La estructura del princi—
[‘-pn gucosido de u mezcu se flustra. en la ngm 4 (Sticher, 1975)

.v - 2 ) :'d » '
B D I‘le(ll- 3;‘“”‘9 :
T o-6ic m—n '

Fféii?-fq-.',- G1ic8sido bv"i'n'c‘lb?afl;#é"?:_l'a Mesina.

S ‘l'utbun la gt‘lcirr‘lcim. presente en varus especies de‘l géne-”' e
e w thcwhiza (Lesuminosu). cura’ mccus oistrlcas inducidls ex-';.’:‘*' '
p.rimntﬂuente y poseen_'ctividades hipoco!estero‘lemimte y mti- ’

;'finﬂmtorh. La estructun de esta saponina se ilustra en 'Il

B 55 'F'lgun‘ 5
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2. Objot'lvos
oz l Objetivo genenl. :

) Con lc ﬂmlidad do proseguir un ostudio sistemltico de es-_,
»k;pecios nxicanas de Tos gincros utama y Exos g (Rubiacuc) ’

- 'se considero conven'lento analinr desde e'l punto de vista qu‘lmi-: o

; co. 1. Exoatm eau-&tvu: nook. Como se huﬂco pnviunnte muchas,’ '
, ~"5._a:pcc'lcs de‘l g!mro son up'linmntc usadas en mu:ina tradicio-
L M'l y otras como Ta E. couummsentm problms de fndo‘le '

f taxnnﬁn‘lco. ‘on consecucncia los resultldos que’ dorivasen de Ia

invost'lgac‘lbn propuestl podrhn. por una parte,. representar una
7"3‘:cvidencia taxon&nicn ldiclonﬂ. aunque no determinante. para wu-

- ginlro lrtif‘lcia'l. Por Ta otn. serh factible, sobre cons'lden-
D :c'lones quimiotaxonﬂmicns. aunqul dudosos por ‘lo antes expuesto. i_

X cncontur al igul'l quc m ‘la E. eaM.baaun mtabo‘litos secundarios

“:"eon aeuvidad bioldgica (lhta ot a-C. 1987)

*'2 z Objeti vos ospecfﬁcos.

“’_Mn botlrncl. ctmbotl
Exoatm cou.btuot Hook._

2 2 2 Dctemtnnr la presoncu s ausencia de n‘lccloiy

. ums dn h plant.. considenndo qua algunls espccies de -

'..dcr a la nso'lucidn dl a'lgunos dc 'los pmbluus existences en este SIRCE




2.2

2. 2._4,

" géneros relacionados son ricas en alcaloides 'y que, previa-
‘mente se ha reportado como dudosa presencia de los mismos '

en Ta Exoatm coul.tm Hook

Fraccionar el producto vegeta'l mediante Tos métodos adecua-r_

Separar y puriﬂcar algunos de los constituyentes de las

d'lferentes fracciones. .

; C2.2.5 Identfﬁcar mediante métodos quimfcos. espectroscdpicos y

- espectrom!tricos las sustancias aisladas.

c2.2.6

COrre‘lacionar los resultados obtenfdos con 1a 1nfomacidn

previamente descritn en’ 1a’ Htentun en cuanto a la BN T

’ .composicion quimica de especies rel acionldas.




s ,mféﬁim.ss Y METODOS . -

 ‘7 .3.1 Hateria‘l vegeta] ‘

u phnta fue: colectlda en ‘la barrancu de Tolantongo. H'lda'lgo.ﬂ'”,
T cl 23 do abril de 1986 Yy fue 1dentif1cada por el Dr. David Lorence .
‘,;,.~"dc'l Instituto de Bio‘logu de’ la IMM Una muestra se dcposito cn -
el Hornr'(o Nacfonal - (Voucher DL 5044). 51 materia) vegem se '_
L G 60.10 secar a temperatura ambiente ¥ se moli6, posteriomente en un B

‘:_'nblino‘de cuchillos modclo uﬂey s

‘ !3.2 Deteminaciﬁn dg a'lca'loides y triterpenos.

‘ La determinacién de alca'loides se hizo de acuerdo ala meto- V‘
,-'do'logfa descrita por Hurborno (Harborne. 1984) y se resmne en el '

l-[j'Esquan : SO _ . .
L t:olno reaetivos se euplearon el de Dngendorff y e1 de Hayer -
: y p.u mlizar ambas dotemlnaciones. se diso'l v16 una pequeﬁa can v -
, "’tidld dc h fase orginica‘ "AY cn mtanol, la so1uc16n resultante

se. lcidiﬂco md'unu HCY N y ﬂnllmente se agrago cadu uno e
: [los nactivos. En anﬁos cnsos sc utﬂ 126 un- bnnco _y ‘un pntrﬁ_

v:ndecuado pln i:onﬂmr 12 veracidad de las. mcciones. Plu a

‘-"dete‘ ’ hucidn de triterponos sc uso 'la reaccian de Liebemnn
R -.'Bu'_',‘ hard y ura e'no se tuté unl porcidn de‘l extracto munb‘lic
del. Esqum 1 con 1 m‘l dc anh‘ldrido ac‘tico y gotas de uzso4 con e

o cmtndo.-




16.

~ 56.6 g_’dé corteza 7 @2.'7 'g de parte,iem

‘Extraccicn con 700 m'l de . Etml
vfa ‘maceracién por separado

| Extracto etanblico concentrado

Extner oon ‘varias porciones :
|de 20 m de HC1 1IN

Fase lc'ldl ‘ _
e Basificar con NH40H ' 6 fase neutra
_hasta PH = 9 T oo

2. Extraer con CHC13
varias veces i

R’e‘s'l,d_uo .del extracto’

E!?i-~'_l¢u§ig " Fase orginica -

1. SQcar sobre so4uaz anhidro :
“la.: Concentnr al vacio K

: ‘;‘ I"-'ase‘org‘in‘l.cav A"
. concentrada

ESQUEMI _Proceso seguido para detenn‘lnar la presenc'la de a'lca-
: 101des en Exostema’ cnu.btvu Hook. o




e 3.3 n!‘lisis cmntogr‘ficos. v , ,
‘Los anllis‘ls cromtogrlﬂcos en capa fina se efcctunou si-
- guiendo Tas técnicas convcnciomlcs utit izando p'ucu de vidrio '
x mubiortas de gel de sﬂ'lco (siHca go'l 60 “254' Harck) Como_
W '.aonntc cronog!nico se utﬂiz& una so‘lucién rnctivo de sulfato

IJ'v,{."clrfco en fcido sulfdrico ccncentndo (suh'l. 1969) y para lognr; o

ol dcnrroﬂo de color er mcosario u'lontar por 2 nin. 2 110°C; .

: culles se nsmn en la Tabh 3. -

mtogrlﬂcos en upa fim. ‘

- Sistomas de S Coﬁbééicidu e Proparcidn %
- eluentes o K R

. Acetato de otﬂo 100 1

_ ;-':"cncls.noou ,I i 'lvcrns proporc'lones'
 ‘Acetona-H;0 e1:10 :
n-butlnol-ACOH-Hzo ' 4:,1:5» ;

n-propanol-nzo . - 8.5:15

veom fase nﬁvﬂ se ut'l‘lizaron varios sistuas de diso‘lventes. los e

“Tabla 3. Sistema de diso'lvenus utﬂizados para los anl'lisis cm-’- o

;fj‘r*,ulx-'nb;cﬂci’," T Diverses proporciones |
[ P S

"’"cums:Acozt . Diversas proporciones

- -'_:v,"Acotlto de ctﬂo H-OH ,Diverns proporcionos'



3.4 preparacién del ‘extragto': kn&gnélico.
- 2 Kg de corteza seca. pu‘lverizada de la planta se extraJeron .

""f"sogﬁn cl procedimiento sehalldo en el Esquema 2.

3 5 Fraccionamiento grel iminar del extracto metano'l'lco. ‘
: " EV tota‘l del extracto metanGlico (176 g) se fracciono pre- 7

""Hninarse mdﬂnte una cmmtognﬂa preparativa en coluum ut-l-
.]’lzando cowo adsorbente s'l'Hca gel (1 8715 g de silica ge'l 6/60

",".'Nerck 70-230 ml'las). el proceso de elucion se efectu6 con. hexano. »
 f ?clorofomo, aceuto de etilo. mtanol. etanol, en diferentos pro-

: i«_?poﬂ_:iones. Se recogieron un total de 527 fracciones de 500 m .
: f‘m‘c‘ada una. Cada fraccidn fue analizada por cromatografh en ca-
’ ;” fim. conbinlndose aquel'las similares. En.la Tab'la ‘4:se. resu-
‘nh Ios s*lstms de eluyentes -npludos. e‘l nﬁmm de: fmcciones

elufdas con capa uno de el'los asf como ‘las fracciones combinadas.
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Nitéria'l veé_eti'l pdlverizado‘ 1y
Extraccidn con hexano 2/ - -

* Material _yegeth‘l + disolvente R

1. Fﬂtnr

2. Dejar secar el materfal veget-l
¥ temperatura amhiente ; :

"' Extracto héxsnico hateﬂﬂ vegeﬁl -
‘concentrar - v : B
al vacfo R ‘ o 1. Extraccién con

MeOH (R.A.)
_ Z. Fﬂtrar _/

- Extracto hexfnico -
;_copcenprado <74 il

Extracto Residvo

e " metan8lico BT vegetal .
2 Kg T " lconcentrar I

o “fal vacio
Vic mcencién por e : ;
”5‘1’1'?“‘&%2:"" G i |
u 2an ts. e
Extracto metanﬂlico
hexano. - TR concentrado -

,r(:antidad tota'l de‘l . .
extucto hexlnico- 42 49 g. .

'Tres extracciones utﬂ'lznndo S
8 1ts. de MeOH (R. A. por cada'
'extrachn.» :

- Cantidad total del extraeto
] metnnﬁlico- 176.80

’ “'”:ESQUEMA 2. Extfacci&n del Exoatém coa&tau. Hqék'. S -




PROPORCION

" 'No. DE FRAC.

FRACC. COMBIN.

‘t'hxuio-c'lorofor'lb :

: ‘.:Heuno-c’lorofom :

" ::Hexano-cloroformo _?
~Cloroformo < i "t

HC'lorofom-lcmto de etilo’

c’loroform-accut.o de etilo’

. Cloroformo-acetato de etilo

L c’tomfom-ueouto de etilo -

. v.,,;curofom- etato de etilo -

" Cloroformo-acetato de etilo -
:Acotnto de- etilo: loroform;

0 tato ds‘ctﬂo-clordfom_‘o' :
s Acetato ‘de_etilo-metanol

i ,Acotato de cti lo-—nm‘l

9:1
8:2 . -

SR
40-:48 .

49-108
109-125
126-220 -
221-227

228-307

'308-327

. 328-3658°
£ 359-388.

L 403-4Y
"l 418-472:

487-492

. 487492 .
S 493528
. 525-528 .

1-22, 23-39.

. 40-a8
Vi 492102

'103-227




.

- 3.6 Afslémiento y purificacibn de los compuestos.

3,61 Aislamiéntd de‘lbéster metilico del Scido betulfnico 14: '
Lo Al disolver Tas fncciones 103-227 de la comma ongml
’(Tab‘la 4) ‘o’ una mezch de- hennc-ntano] 8:2 crist«lizaron 25-mg -

- (0 0125%) del betulinlto de metilo; pf. 205-207°c. el cual fué E
'Mcntificado por companc‘ldn con unl muestra auténtica.

: '._v*3_.6 2 Ms‘la‘n’uiento de: 'los Icidos ursdlicos rs y olunblfcd ls:
B - De las fraccioms 230-255 de 1a cotunna origiml Tabla 4 pA
7 ‘n obtuvo 100 g de un po)vo mrfo. pf 230-235°c. A la tota‘li-

: ?daa de este s61ido disuelto en 160 m) de metanol, se- le adiciona-

3 '_ron gon '3 gota 10 ml de. una solucién de bromo (85 mg) en etanol.

: L mcci&n se dejo a tmutun llnb'lente oon ugitacicn ‘ _
:durantc 2 hs. Al cabo. del timpo anterfor el crudo de la reac- .
,ci‘on se concentro in uac.uo pan obtener 754 mg de un res‘lduo §6- '
lido. E1 nniHsis cmtoariﬂco dc ute _producto . 1nd1co la pre= . -

'sencia dc dos compuestos nyoritarios. Tos: cuales fuerou seura- '

dos munte unn cromtogmﬂa pupcnt‘lva nn capa ﬁna sobre SE T A
9.1 dc sﬂice._ SQ usaron ,l_' ls de. 2ox20 an. ,y com eluyante
tAce! de etﬂo ‘8: 2. I.a cmtogn"a se

ml‘lzo‘s gb icndo 'las tlcnicas adoculdas. y al cabo de u opern- e
c16ri fuo posible la separacidn de 187 04 mg de h hromhctona del
lc'ldo o'lunslico. 164. pf 240-243‘ (mtano]) y de 662 mg del Sci-
o do. ursmco. ot zas-zas-(neon) | T




‘ so mg de 12 bromlactou Iéa posteriomente se debromamn
'ut'l‘lizando 12.5 ml de icido lcétfco y0.3g¢g de Zn, para eﬂo se
H"‘_’siguio la técnfca que se 'lndiu a continuacidn: _
‘ ‘ “Se agrego en una boh de 50 ml Pyreu 'las cantidades de rnc ,
tivos indicados anteriormente y se reﬂujo durante 3 hs.y usando .
% Inﬂo marfa que favorecw la mccian., Al t!nnino de Ta rcaccicn

el residuo se fﬂtro. posteriomnn ol fﬂtrado se trasblsc a un :
ncipiente con agua fria dlndo lugar 2 la formacidn de un precipf- o
: ﬁdo. el cual’ se hv& con var'las porciones de’ agua dest'l'llda.. .

. £l rendimiento obtcn'ldc de tcido oleanbico fue de 15 mg.

lkE‘l Scido fue caracterizado ba:lo 1a forma de‘l &ster metﬂ‘lco corres &

Er pondiente. -

'.s 3 Aishniento dal lcido mtdnd'lco n ¥ del 33-glucositosterol .
i ' De hs fracciones 330-455 de 1a colunnn origiml (Tabla 4) .
' :';sc obtuvo un residuo (4.75 9)-aue fue ucmtograﬂado en 150 9

o ,;"'dl snicl gﬂ. La e‘lncian se ‘nevo a "cabo_con Tos- s'lgu'lentes d‘l-» L o

solventcs heuno'acetato dc ctno 9:1y cantidadcs crec'lentas dl

"-ccuto de. eti‘lo. s- recogleron un total de 505 fnccfoncs de-

so'ni cada um Cada fraccidn fuo nmnzada por cmmltogrnfh en

- ca.pi ﬂm coubinlndost aqucﬂas cmtogr‘ﬂcmnte simﬂans.,'4

‘*':En h Tab'la 5 3@ nsuun los sitms dt e‘luyentes empludos. c'l ‘

: .nmnro de fraccionu clu!dn con cada uno dc ellos ¥ ‘las fnccio- FRE
ms eombinldns. . o : : e




18 ‘separact6n de los constituyentes de-las fracciones 340-455 de la -

'

ELUYENTE

NO. DE FRAC. FRACC. COMBIN.

: Hoxqilo-iciﬁtﬁ ‘de-etilo
©  Hexano-acetato de etilo
L Hexam-nconto de eti To

Acltcto de. cﬂlo-ouml
- »Acctato dc ctl‘lo-onnol

Hexano-Acetato de etilo

lhxlno-lccuto do cti lo,

Acetato de ctllo-mnolh'
_Acetato de etilo-etanol
-Acetato de etilo-etanol

e 126
T

13 60-154

'80-84
| 155-186 .
‘.m-zos,'i
zo7-zzsﬂ» L

' R

S

3s2-387
3472

16, 7-8, 9,
10-13, 14-23
24-28, 29-33,
34-43, 44-55"

56-68, 114-154

473-505.




—

; Dc las fracc'lones 80-84 elufdas con hexano-acetato de eti lo
e H 3 se obtuvo un po‘lvo anrfo mrﬂ'lo que luego de una recr'lsu- :
f_Hzac'ldn en mtanol origim un s&l‘ldo blanquecino de: pf 270-270 '
"lnsolublo en cnc13. cns-ou ncotcto de etﬂo y acetona. Para fa-
cﬂitar el proceso dc idcntiﬁcacisn el. producto 17 fuc aceti‘lado
por tntulento con anhidrido-acltico piridina como se indica en L

; D‘ lls fraccionos 276-295 clu‘l‘das ‘con hexano-acecato dc
ctﬂo 1 9 u obtuvieron 66 m dc unos cristales bhncos pf. 268- -
¥ ;,210'(: 1gunnlntc fnsolub'lcs en la: m_vorh de los diso‘lventes orgl- L

fr nicos lubituﬂes.‘ Este producto fue caucteriudo com B-D-g'luco- ;f

"""sitosterol por comncian con una miestra aut&ntica. Sy

7 . Cancterizlcidn de los compucstos aislados.

7.1 Pnpam:ian dedertvados. s
1)3 Acotﬂac‘ldn. pan fcmr los d.rivados acet'l‘lados de




' Crudode reaccin:
~ agregar hielo
Mezcla de reaccién:
|Extraer con acetato de eii,io'o .
cloroformo et
vKf.v"e ‘agfa’osa - Fase or'glnica’

Extraer con HC1.
IN X 2 veces

. Fase cida i : Fase'~bjroini¢a
B Lavar con

M0, (10%)

: E‘a;e'ﬂry‘niéa" “Fase lcqn""sav

."Flse"orglni’é'a R Fase acuosa

~ Broducto
acetilado

‘2. Fﬂtrar

‘1-( agreglr Na.‘,so4 anMdro
3.Evaporar o

Esquema 3, Sepanciﬁn de los derivados acotnados a partir dol
< crudo: de la reacéibn




nuacidn:

. Los cnmpue;tos*que'fuefun acetilados se fndican a conti-

© . .Compuesto

Cantidad del
' compuesto

Prdducto‘

'obgeniqo

Cantidad
*.

producto
obtenido

. p.f.

' Actdo ursSlico 15

_ Acido rotlndico 17

Bromolactons ©
‘olesnbica  léa '

260'mg ;
g-s'lucositnsw 1‘_ 30.’

3wy

Ac.~3-acetil- -
Tetra-acetil

. 8=D~glucosttos-
terol 18b

' Diacetil Rotun-

" Bromolactona

~ 'olesnbica
© acetilada 18b

189. 6 mg
10. mg -

27",.5 -

160-167 .

‘ 107.;10_ v

1’118.’.‘120‘.: ‘. ]

180..132 :  ‘




: i b)jﬂjtiii&idn.‘ Para obtener Tos derivados metilados de los
e prouuctbs it;lados se utilizé una soiucian eterea de diazometano..,'
Por. clda'iob mg de pboducto a metilar se utilizé 20 ml de una so- :

' _'lucion de diazomntano preparada con 4 m! de una so!uciﬁn acuosa de -
";‘hierxido ‘de potasio al 50%, 20 ml- dm &ter etflico y 2 g de N- j{"
:5n1truso-u-nctil-urea. En todos Ios casos el producto a. metilaf i 1=;.’

i;fse disolvi6 en 10 m de etanol y la wezcla se dejo reaccianar ‘
"ftamperatura ambiente durante 12 horll. A continuacicn se 1ndican ,:”* :
::los coupuestos somntidos a meti!acidn. '

‘Compuesto - Cantidad de Producto  Rendimiento p.f. .
) S - compuesto S B O S T

"Ac'ldo 3-acetil- 8.2 ng ‘8ster metf- . 50 mg  200-225°

‘i};ursanco 15& e del B
DL - &c1do 3

_»ncctil ursb=

198-200°

- ‘lsur metf- 100 mg
,_m:o del Scido
o nﬁco le i




l

3.7 2 Rucc'lon del Conpuesto u frente al reactivo de nol'lsch. .
A unl pequena cantidad del conpuesto. 18, disuelto en 3 m‘l
de agua destilada. se . 'le ad1ciono 1. ml de so!ucibn reactivo de
o 'j.a-mfto'l (10% en etano'l). scguidmente se agregaron por. las Pll“e-:
" des del. tubo 2 gotas:de lcido sulfﬁrico concentndo. observ‘ndosc*i
V_\una eo'lorlcian v'lo‘leta en ‘la 'lntcrfase do Jos 'Hquidos. La co‘lo-:_. '_ ‘
L _».yincicn oburvada en 'lndiutiva do una prueba posnin para car-
"'--fv"“bohidutos. A ‘ : e

"3.7 3 mmisis del s-o-glucositostlro'l
, Para efectuar la Mdr&lisis &cida del compuesto Il se uti- 7
i _‘»l'lzo 30 mg de‘l producto y3 m'l do lcido cloerrico IN, La mez- .

cla de mccién se reﬂujo duranto 1 hora. E| producto de’ reac-» S

‘eitn. na so separ6 por ﬂltnciOn y poster'lomente se ‘lav6 repe :
1dimte con agua destilldl. El t!rmino de la Mdrﬁl is‘ls se ve-_

- ri f1c6 cronltograﬂ camnte. .

.7.4 Dotcminlcicn de constmtos ﬂsicas y espectmscdpicas.

I.os puntos de fusiGn fuemn ndidos nn un aparato Fische

. oms y no estln corregidos:”.’Los cspectms I, R. fueron registn-

idos en un 1ntrumento Nicolet n-xasx de un solo Mz ‘en,pastﬂ'l



._espectros U.v. se. obtuvieron m un espectrdmetro de doble haz
’ HitacM 2205. Los espectros de. mlsas fueron obtenidos en un’ apa-‘
B l‘rato H'ltachi Perkin-Elmer nm GD en el Inst‘ltuto de ouﬂnica de 'la

L
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RESULTADOS Y DISCUSION

" p. E ‘extracto inétano'l'lco de las partes aéreas de 1a Exoa«tuia -
c.ouLte)u'_ Hook. luego de un fncc‘lonmiento preliminar vfa una cr'o-’ o
mtograﬂa preparativa en columna ‘sobre’ gel de sﬂice Yy poster'lor
recromtografia en’columna de alguna de 1as fracciones originales.

. ‘se aislamn tres Scidos triterpenicos pentacic'licos. ‘un éster rne-- ’

. tﬂico de. un Scido triterpénico pentacfcl'lco y un esterol. B

_ Los icides tr'lterpénicos obtenidos fueron. el. &cido ursé'l'l- o
co 15, el lcido o‘leanb'l'lco 16y el lc'ldo rotﬂndieo 12, E‘I éster ‘

" mettlico fue caracter'lzado como betulinato de metilo 14 y el este-':'

rol como el SB-D-g'luco s‘ltostertﬂ n. Los rend'lm'lentos de ca-»

da uno de estos compuestos se resumen enla Tab'la 6. "

Tabla 6. Rendimientos de los compuestos aislados. :

: CBwués:t'o"s". o ‘Cantidad referfda de'l‘ % en reucwn a L
R T extngtp“tqpl en mg . p‘lanta sm S

‘lmunmto a metﬂo . o280 oo ,'p?.vobiz_s‘*f“' S
.- 'Acido-ursBlico 15 < . .o 662.8° 0,033
Acido oleanblico 16 - 33T - . 0.0169 . U

o a-o-gwco-mosterol 8 €60 . . 0.0033




L 3.1 ldentificacidn del lc'ldo o]un&ico ls y del &cido urs6'l'lco __5_. )

» _ De las fracc'lones 230-255 de 1a- columna de Ta ‘l‘abla 4 se obtu- ‘
-v:”vieron l. 188 g de un sm 1do amorfo blanco verdoso. pf 230-235" :

4Las eonsuntes f‘l’sicas y espectrosc&picns de este polvo se resumen s
,j”en 'll Tabh 7. ’ ' '

Tabl_i#. Constantes ﬂsicas ¥ espectrosc6p1cas pam 1a mezcla do o
s lcidos ursﬁlico 15 ,y olean&lico 76. L

pf “-zso-zsa"

Br ol -_:3591, 3607, 3515. 3oso-zsoo. 2931.
ST L 2859, 1698, 1633, 1387, uso, uu. g
- 1027 - LT

o ass’ (3.4). 249 (zx 5) 248 (mo). o
234.(3.1), 207" (24), 203 (59 9). S
- 189 (13), 13309) o

S ’}_o.7s (5. ), o.s;(s. sn). 1.0 _(s. .3n).,

1:18 (s, 3W); 1.25 (s, 6 25,
_J-lOHz. H-18), 2.85 (dd, J-lO.SHz. :
. H=18), 3.2 (aa. 1M, u-a). s zs (t. w.'
u-xz) ' 3 ’




- El anﬂisis crbuifogv‘-’tﬂed de ‘6sta sustancia sugirié que posi-
: blennte. u misma era um mezcla de dos o mis constituyentes .va .

» quo al unhr las cmtopuus -Se. obscrvaban en los diferentes
sistuu una mnclu alamdl. EV anlnsis espectrosc&pico global

v _:';'~1'confimo quo cfectivaunn cl 's6lido ulorfo estaba oonstitufdo
‘por una. nzcla de icido triurp‘nicos de 'los tipos Au o‘luneno

y 83 nrsm. dc acuerdo con las siguiontcs obseruciones.

. l) E'l espcctro IR (Espectro 1) pnsentb bandns de absorcibn

,‘a' 3843 y 3423 oml (ou-nbus).aoso-zsoo n”1 (On- de dcido car-

hox"'lco). 1693 t:m"1 (cnrhonﬂo de lcido) ¥ 1633 cul'l (oIefiun
’.,truumtufda) | ,

b) EI cspectro de musas (Tabh 1) present& un ién molecular |

_}' l'/l 456 (030H4303) yun pico base. a m/z. 248. . Este Gltimo frag-

'nto es uncteristico dc triterpenos pentacic’l 1cos del tipo A‘z

: i a!umnas & Al? ursenos y nsul tn de. una ruptura de‘l tipo Rutro-
Ps ,j'.vnms Alder (Okungaya, 1981). | |
e) El espcctro de MIN (Espectro 2) presentd seimes para-
'-':‘,." .1 Un prot&n vinﬂfco trnusﬂtuﬂh a $ 5.25.

G "'r g'c 2 Un protan base dc llcohol secundario a s 3 17 (m). _

i b'leto (J-m.snz) asa. 85y o otro com doblete (J~10Hz) a 5 2. 25.
El: prinro oS clncterfstieo dc‘l u-m de’ un olunono y el segundo
i ,;m H-13 de un urseno (Cheung et af, 1969). Esta informactdn fuf
quuls 'Ia mls 1mportante plra determinar Ja- presencia de una: ‘mez-~

B c 3 nos protones alﬂicos. uno aparecu -] dcblete de &o- i R



Cela” en el pmducto. ' ‘
c.4 Varios metllos en .la zona comprendida entre & o 75-1. 25

" Para resolver la mezcla ;de.-l_os‘acidos en sus compon_e}nte_s indi-

“ v'idua‘iés se decidid’ tf‘ahéfomr'él- 412 oleaneno presente en Ta

. bm‘lactona correspondiente (Radzan et at, 1982 Lwis et a.t.1983).
' f‘vtol como se indicé en la seccian experimenta'l. Posteriomnto. a

b kbmmlactom resu‘ltantc se separo dc'l urseno crontogrlﬂaunte. »

: _;:Fimlmte 1a bromlactom separada se transfonna ) el lcido

"‘,'Lcornspondiente. 16 por tntuﬂento con In en ud'lo lcido. vl..a
/rbromhctona léa y su derfvado acctﬂado __é_h se cancterizarcn co-

' mo la bromo'llctona oleanm'lca y Ta acetﬂbmm]actonl oteanonca

o nsmtivnmte por comparacicn de sus datos ﬂ‘sicos y espectros

cdp'lcos con Jos previamunte descritos en la liteutura (Radzan wt
e 1982). . U e
PR El &cido fue caracterizado como Scido o‘leanalico ba,jo 1a for-
','"" de su Gster mtﬂico lée por comparac'lcn con una muestra autén- v

"Vtica.; Iguahnente e1 cido urs6iico 15 se fdemﬂca como. tal si-"
jlﬂﬂl& Tos métodos c'llsioos (IR. am’u. CCF, pf ) por: compancicn

_"con unl muestra orig'lna'l del lcido Hbre y del: der'lvado acot'l'lado

: y u'lit'ﬂ dd‘, 1_b_ Las reacciones que permitieron la obtencion de'l
,jlcido oleanﬂlico y del lc'ldo urs&'lico en forma pura se seﬁa‘lln en B
‘V"'la Figura 6 y ‘las constantes ﬂsicns y espectrosoapicas de los com- ‘
'v-'Vpuestos y sus der'lvados se 'mdican en 'las Tabhs 8 y 9.,. S ) :
Los espectros correspondientes se encuentnn 'nustrados tam-

S bien en las plginas siguuntos.f :




CHN Gter:
T k’ -

1, 2n, HCY

‘Figura 6. Separaci6n del Scido ursdlico y olesndiico. -



. Tabla 8.

Constantes ffsicu y espectrosc&picas del lcido ursdlico ls

y su derivado acotﬂado mﬂlado 156,

C U pet.

KBr

s F.R.v"'

, MIH

L emIE wiz (%)

-80MHz, CDCY 5-DMSO

-1 3817, 3156, 2966, 2927,
2871, 1692, 1457, 1387,
1266, 1239, 1030, 996

248 (100, 207 (21.1), -
203, (28.8), 133 (32.8)

0.7 (s. an, u-zs). o. e
(3, 6H, H-29), H-24),"
-0.91 (s, 3H, H-25),
0.98 (s, 6H, H-23), 1.1
- (s, 3H, H-27), 2.25 (d,
_ J=10Hz, IH, H-18), 3.2

U7 (dd, =10, 7Hz, 1H, u-s). ~r_".;

4.3 (sa; 1M, OH), 5.20 -
(t, M, H-12).

2000, 2950, 2880, 1742,
©.1738, 1465, 1380, 1250 -

dss, (u'*v;_'-l.s). ‘.45 (0.2),
o 452 (3), 262 (92.7), 203

5 __o 75 (s, M, H-26), 0.85
“(so 6H; H-29, H-24), 0.90

7 H27), 2.08 (s, 3H,.
© 2.20 (d, J=11Hz, 1H, H-18), L
-3 58 (S. 3“. OCN )' ‘ ‘5
~(dd,- J=10, Mz, m. u-s).
- 5,23 (t. M, - n-12)

512. (M » 1. 2). 4” (0 7).

(68), 133 (33.5) 43 (1oo)

(s, 3H, H-ZS). 0.95. (s. .
3". "'23). 1 07 (s. 3"’ )
3'c').n




. Tabla 9. uﬁéthteg fistcas ¥ ‘espectroscopicas de bromolactona oleans-
‘ lica y del &ster metflico del &cido oleandlico.

- 22s°c 198-200°C

o 33ao. 2930, 2860, 1770, 3461, 3436, 3984, 3361,

.. 1460, 1380, 1310, 1255, . 2928, 2859, 1727, 1640,
1240, 1215, 1165, 1135, 1462, 1385, 1200, 1190,

- 1'1105, 1075, 1025, 925, . 1163, 1032, 996

. 905, 875 ' R e

CEMIEw/z (%) 636 (1.4 M), 635, (0.7), 470 (M C; "so" . 117
534 (1.5), 207 (100), - o 485 (150 1.35), 611
[ 203 (48.9), @1.2 (50. s). ©(m-59, '5.0), 410 (M-60, -
g -,'43 (67.7) : 14.3), 262 (u-zoe). 207 -
- S ~ (16.2), 203 (100), 189
(26), 133 (25)

melH 0.7 (s, . HS26), 0.90 < 0.75 (s, 3M, H<26), 0.8
.jfaonu. cnm,-nuso s+ 6H, H=28, H=25), 1.0 (s, 3H, H-24), 0.9 (s,
- (34:3H, H-23), 1.23 (s, 6H,. H-25, H-29), 1.0 (s,
D3, He27), 1045 (s. 3N, 3H, H-30), 1.15°(s, M.
- He29), 3.3 (my IH). 1.50 © ‘H-23), 1.25 (s, 3M. H-27), .
e 4(8. 3H, ”-30). 4,30 (lllo . 2 85 (ddb 1“. "-’).‘ 3.2 PR
' a---un. u-xza) L i (dd, aM, u-:). 5. .25 (6o
MM MRIR2) e
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Es de hicer notar.‘ que de usarse un éxceso de so'lucidn -de

" bromo (Brz)‘ en metanol para preparar la bromolactona se corre el

“"Hesgo de obtener el &ster metflico del Scido urslico como sub-

: pmducto'. Por éste ‘rﬁotivo. es recomendablé realizar ensayos pre-
v l 1n1nares pnn detemimr. de acuerdo a 1a clntidad de oleaneno
T j,,pnswte. l1a cantidad necesaria de Ja so'luc'ldn de Brz quc debe

' X agregarse.

e 2 ldentiﬁcacion del Scido rotandico 17, | |
De 'las fracciones. 80-84 de 1a columna de Ta Tabla 5. se ob- s

” ft'uvieron 30 mg de un s81ido b‘lanco gris&ceo pf = 270-271° inso‘lu-

{_ible en la mnyoru de los disolventes orginicos habituales. | '

‘ Su espectro R (Espectm 8) asf como um mcci&n positiva
fmte al reactivo de l.‘lebeman-Burchard sugirieron a pvu.au que
‘ ¢] compuesto era un &cido triterplnico. Debido 4l alta’ 1nso- '
: '-("lf':‘lubl‘lidad de’ esta sustancu ¥ eonsidenndo quo el compuesto era
"'.“'taw'l!n de natunlcu l'lcohﬂ'lca. a Juzgar por las bandas de ab- o

o _J ‘v'la fom de su. derivado lcotﬂado. Es de hacer notar adenls 7
" .f:"f.IQul en el compuesto origina‘l el anico tipo de carbonﬂo observa--ﬁ '
_v-*'do on K IR era para. lcido (1695 cm 1. ' ' :
: E'l cnﬂfsis espectroscdpico globﬂ del derivado acctﬂado

sorcitn en el IR a 3450 y 3389 en1, se decidi6 caractcrizar’lo ba-‘ e

) H& pemitia caucter‘lur ala sustancu obten'lda de las fraccio- v o

«_&nes 80-84 como el &cido rotﬁndfco 1L Las constantes ffs*lcas y
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espectroscﬁp'lcas del der"lvado l7a se resunen en 'la Tabla 1o ,y ‘las

estructuras de 'los compuestos se 'lnd'lcan en la Figura 7.

- OH*

R - R' Lt H Ic'ldo rotﬂndico 17 R
R = R' ‘- Ac !c‘ldo d‘llcet'l'l rotﬁndieo S

igdrd'7. Estructura del Icido rotﬁndico 17 y de su der'lvado d'lacetﬂado 7¢/

‘ 7 Los resultados parc'lales que permitieron la conclusion ante-
-jvrior fueron- los siguientes- ' AN B : o
’_ a) & espactro U v. (Espectro 9) de‘l der‘lvndo acetﬂado pn- f,." 3
'>sento so'lo absorc'lﬁn tenninal. : - o S o '.” s
b) £l espectro 1. R, (Espeetro 10) mo ms bmdcs cancterfsti-
f__'cas a 3450 .:‘...-1 (oK), 1735 en™? (cns-c-). ‘1695 an”1 ( (- -ou). L
- 1640 uu‘l (dom ngaduu trisustitu!gl . y10s et (oK terc‘lario).
’ c) El espectro de usas (Espectro‘u) bresentG un ion molecu-"f. L




Tabla 10. : Constantes ﬂsicas y espectrosccp'lcas del" Dilcetil
Rotundato

270-271°C
3450. 1735, 1695 1640. 1036

§5.25 (m. 1H, H-IZ). 4 75 {dd, J'BH:). 3.77
(s 3. 87. d. J-lZHz. 3. 55. d, J'IZHZ). 2; 55

'”"(s. lH. H-l9). 2.05 (s. CH3-g-). 2,0 (s, Cﬂa-g-)

1.24 (s, 3H, H-29), 1. 20 (s. 3H, H-27). 0.97 -
{s. 3H, H-25). 0.90 (s. 3H, H-30), 0.83 (s. 3H.

S He24), 0. 7. - (s 3H, H-zs)

EHIE m/z (1)

572 | (1 9 M|, 581 | n-31 (1.1) |. szs (19).- '
536 (1. 2), 534 (2), 307 (1), 266 (21),-247 . -
(15), 246 (32), 219 (15), 219 (25), 201 (sz).
188 (77), 165 (19), 146 (89), 43 (100) -
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lar a m/z 572 ,'(c“nsz‘o,)_.- Otros p,ic‘oskk importintes se observarjon a
m/z 541, 536, 534, 526, 307, 264, 247, 246, 219, 218, 201, 188,
185, 165, 146 y 43 (pico base). Los picos a m/z 307 y 264, resul-
taron de 1a’ ruptura de tipo Retno-Die‘ls Alder caracterfstica de: un ’

. 412 yrseno 8§ un A2 o'luneno con dos funciones carbindlicas en los:
-’_’nni‘llos AyroB | framnto am/z307]y ‘con una ﬂmcwn carhoxi-_'i‘ ‘
1ica y otra carb'lnbl'lca en Jos anillos D y/o E [ fragnento am/z. . |
_‘:‘AZ“ ] (Ogunkoya. 1981). " Los iones secundar'los a m/z 246 (264-H20).
201 (264-H20-000H). 219 (zs4-coou). 218 (264-CO0H-H ) sustentaban'
.aﬂn -ls la pnoposic'lan de las: funciom'l'ldndes carbonélicas y car- -
boxﬂicls en Tos anil‘los D y E. Asimismo, pemitieron inferir
v"‘apunu', la ex'lstencia de - un hidroxilo terciario. en C-19 (Potier
IV " et at, 1966). Por otra plrte. el 16n intenso a.189 (307-CH.-

o 'los en los anillos A y/o B de'l colrpuesto 17 (Takan'l et az. 1977)

:'_-'-?tra en la Figura 8 : : v ,
K d) El espoctro dc nm‘u (Espectro 12) pomitid comprobar ine-

f_""bi!n Ta naturaleza, ublcacién y estemqufmm de 1as functones.

o carbinalicas. : l.as evidencias que pemitioron Tas conclusioms

t

".'_"'iantcs nnc'lomdas fuemn Tas s'lgufeutes- N ‘
d.l) AS 5.25 se observo un mult'lp‘lete para un prot&n vini‘H-'

: co trisustituido caracteristico del H~12 de 'la estructun tipo. '

fff,coou-ss) cvidenc'laba atn mis 1a existencin de dos grupos Mdroxi- o

i CUn nsm do'l patrén de fragmntacidn d- aste coupuesto se ﬂus- “'f,:';f. P

: quivocnmto. no so'lo quc e‘l conpuesto 17 era el lcido do un tri- o
J‘,,torpentriol con un esquﬂoto bls'loo dﬂ tipo A“ urseno. sino tam- jfj'._i 3
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‘ d.é) As4.75 s’e'ob‘servb‘ la tesoninqia para un pro't&n metf- S

" 1ico base de un acetato secundario. _E1 desplazamiento quimico,
1 multi plviéida'd obsérvada (gid; J=8Hz) y, finalmente consideraciones
_ E . biogenéticis eran consistentes con 1a d'l‘sbosicwn de‘l'acetoxi en -
Jla posic'lan C-3 con una. disposicwn s-ecuatorial (Oyame et wt,
: - f1968. Pereda-mranda et u,mas. Wenjuan et_al 1986, Chung ot al,
1968, Takani ot at, 1977, y Brieskorn et af, 1967, inter atia).
: d.3) Centrado en 6 3. 77 se observo un s‘lstema AB caracterfs- ’

"ﬁ-’,tico de los protones. de un grupo CHZOAC. [s3. 87, d, J-12Hz. P
a3l 55. d, J=12Hz ]. E1 desplazmiento quimico observado para es-
: ta senal era consistente con una d*lsposici&n a ecuatorial o cual
solo-era’ posible con 1a ubicaci&n del grupo CHZOAC en la posicicn
23 del esque'leto b&sico. _ ‘ :

d 4) A 6 2. 55 se observo un s'lngu'lete que 'Integraba pau un
Yy protﬁn y que ‘se atribuyo a'l H-lB de'l urseno. La m'lt'lp'licidad de '
o i"'la sefial y el desplazamiento quimico eran congruentes con la pre--
" sencia de un hidroxi'lc terciario o or'lentado en €-19 (Brieskam .
o et ac. 1967. Henjuan ot al.. 1986. Oyama u: at. 1968' Talun'l et d..

‘7'1977. -mtuat.m). ‘ ‘ ‘ R

As‘lmismo Ta. presencfa de la funcion carﬁinélica terc'larll en.

f»c~19 era consistente por una parte. con la fragmntacidn observadn
i : ,:en el espectn ‘de’ msas (Figun 8) y por 'la otu. con observac*lcn
B ‘__de una seﬁa'l para Mdroxﬂo. tercurio en el Espectro I R. del de-

LA rivado acetﬂado.




" d. 5) As 2. 05 y a 6 2. 00 se observan dos singu'letes caracterfs- -

‘ticos para las resonancins de los acetatos de los a'lcoholes primarios
en C-23 y secundar'los en C-3. v ;
‘ d.6) Finalmente en Ta zona de los metilos se obsé'rvamn sefales
~ para sefs metilos a 5 1.24 (H-29), 1.20 (H-27), 0.97 (H-25), 0.90 -
.‘-’(H-BO). 0 83 (H-24), 0.73 (H-ZG) (Takani et a.C, 1977, Cheuna et at, .

‘ 1968). :
~ 7 La Conparacidn y la s*lmi'litud de los desp‘lazamientos qufmicos
.entre ‘Ios meti'los del der1vado diacetﬂado ‘del &cido 33-23-d1h1droxi-

3 urs_-lZ-gn-ZB-oﬂ_:o (Mnta et q£.1987. Rios y Camcho. 1987), y las del

" compuesto 17a sustentaon aun més 1a 'estructurayv propuesta.. (Ver Tabla

11)‘Cabé destacar que la poSibinad de'obtener un acetbn‘ldo. en can=-

o tidad adecuada para ani‘lisis espectroscﬁpico 'lrnpidio comprobar quf=

“ micmnte 1a d'lspos'lcién relativa de Tos grupos carbinblieos prima-

\_;Vr'lo y secundar'lo. g




ki Hgm 8. “Patron de mmmun tlpo n.m-nms-amr «l mmn R
B ro undlto T




»Cowlncwn ‘do los:dosp'luluhntns quhﬂ:os en NtH de Tos m'llos del musto‘ S
V mm .quouos del gcido. 3e-za-m1dm1-urs-u-m-za-om 9. :




. Identificacitn de Betulinato de metilo 14.
f . De las fracciones i03-227 de la col(mmh orig'lna'l se 6btuv1e-.
’ %ron 40 mg de un s81ido café blanquecino. p.f. 175-180. | |
: Su ospoctro 1.R. (Esmtn '13) asf como una reacc'lon positi-
o va frento al reactivo de Liobomn-surchard sug'lrieron que el com-b
- L puesto era . de nnturaleu triterp&nicn. : ,
7 , I.as constantes fisicas y espectmscapicas de este comnuesto 14 v
sc resmn en la Tabla 12. R _
' CEl anl'l 1313 espcctrosc&p'lco compuesto 14 penni t16 caracterizar
f’:' a 'ln sustancia obtenida de 'las fracciones 103-227 como el Betulina-”‘

‘to de metilo 14, cuya estructura se incida en 1a Figura 9.

‘La infomc‘ldu que permit‘l& 1a concl us‘ldn anterior fueron las

s'lgu'lcntu. . :
o a) E1 espectro de mlsas (Tab‘la 12. presento un 16n

"';'m‘llcular a — 470 “32“5003 ) Otros p'lcos 1mportantes se observa-
'_;fron awz 452. 437, 411, 262, 248, 262, 233, 219, 207, 189, 175,

- 21. 55, 43. 41. Es ’do hlcor notlr que ‘los picos a m/z 207 y 262
__'ruu'ltm de: una. ruptun do tipo Retro-bie‘ls-l'lder. cancterfstica T

plro tritcrpcnos pentlc‘lc'l'lcos dol tipo lupano. o'lumno o urnno. S

;(audzkiewicz et aL. (1963) , ,
: El fragunto a m/z 207 sugirid ‘la prcscncia do una’ funcwn :

'leth'Hca en 'los ani'l‘los A y/o B.‘ En tanto que e'l fragmento am/z ¥



Tabla 12.' Constantes ﬂ's‘lcas y espectroscapicas para el betanatox
o ide meeﬂo. : . _

. '.pf.' :

5f ;wy ‘KBr -1 -

" Vmax om”

EMEI m/z (;) :

- j'éoc-zod°'

‘ A'c 4 58 (m.
8. 3. 65 (s,

] 1.67 (s.

- 8. 0 75 (s.

-] . ‘

IH. H-30a). 8. 4 68 (m. IH. H-30b)
3". OH)' 6 3 08 (m- 1". H-3). R
3“. ".29). 6 0 95 (s’ 6“. “‘1‘)’ S

3, #-10), & 080 (s, 3H, . Al ‘f‘:j _1~f~""

3". "")

:3611. 011, 2949. 1719, 1455. 1376. 1161. 1135. ;;5‘:.,,
111029, 982 y 889 cm” -1 t

4170 | L) (38) R 452 (M-H o. 8), 437 (4). 411
(1) 262°€37)5 248 (15), 262 (37), 233 (1),_
- 219 (1), 207 (30), 189 (85), 175 (11), 81 -
"“(57 5)- 55 (so). 43 (100). a1 (64 9
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'262 1nd1co un grupo coocua en. ‘los nn'l'l'los 0 .y/o E.
b) I.I proscncia en c'l cspoctro IR dc una’ banda fim a 1719 em
Iund.s a 3450 y 3457 cm -1 indico que la mollcula ara 01 !ster ‘

o “ntﬂo de un &cido trit.rpcn-ol.v_‘

‘ c) B ospcctm de um‘u (Espcctro 14) confirmo 1a conclusion
N lntorior ¥ pcnuﬂ:id ad-ls uublecor 1n¢qu1vocmntn quo o uque- '
loto blsico del mpunto on ol dc un luplno. yl que se obsorvo Ll

lo siguunte- e , 3 L
, c.l) l.a cx'lstcncia do 2 scm'lu com s'lnguletc a 6-4.58 (m. L '
‘-'lu. c-ao). ya 8+4.68 (-. lH. 6-30). canctcri‘sticls do dos proto- S

-

: 1,.fnos vinﬂicos localiudos en C-20. _
PR “e. .2) Un singuleu con fnt.grle'ldn p.ra tres protones a-
‘c-1.67 atribluib‘lo al umo vinﬂico c-29. | :

o c.3) CllltN sel!ﬂu singu‘lotes cntn 6 0 75 ,y 0 95 que 1nte-

f: gran: nau un. tota'l de 15 protonos y 'Ios cuales fndicabnn que 1.

‘-‘.-‘n'llcu'la pouia cinco ut‘l‘lo urc‘larios.ﬁ . T
c.l) Un m‘ltiplete a c 3 08 corrospondientc al prown lnse
: de un a'lcoho‘l ucundarlo._ s o i , :
% c.S) Fim‘lnnto '3 c 3.65 se obnrvo un sinyulcte’pln ”’aﬂlproto

mstn lutitiu do lcido bctul'n'lco_qont'l ‘lmto proporc'lom-’;"

o "da por ol nostn Guﬂlcmo Dolgado pomitid moqu*lvocaunte ll _
? ;.‘vidcntiﬂcocun dol conpuosto. B : ‘
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E-14. Espectro de ravln ged compuesto 14.




-Figura 10, Estructura del 8-D-gluco-s-sftostero if.




ldmtiﬂc«:idn del s-g‘luco-a-sitostem‘l 18

R De las fracciones 276-295 de 1a columnl de la. Tabh 5 se
‘ “',‘_'obtuvieron 66 mg de un bo‘lvo cristaHuo de p. f. 280" (dec.). La

alta solubﬂidad en solventes miy polares como MeOH, EtOH, y una e
"','vruccidn positiva con el rnct'lvo de m’lish sugirieron que el com- =
puesto era de naturaleza glicos!dica. Efcctivmnte 1a Mdrb'lisfsi._; )
: .lcidl con HC'l N permit:ic obtener 1a aglicom 186 y dctecur cro~
A"'mtogrlﬁcamente ala a-D—glucosa como ﬁnieo carbohidrato presen--
~teen el producto de hidrS1isis. '
' Como los espectros IR. (Espectro 16) de 1a achona y del pro-
: ducto orig‘lm'l (Espectro 15) presentnron el perfil tfpico de un 7

o esteroide se decidid comparar Tas constantes ﬂ'sicas y espectros- el
";".‘cOpicn dﬂ producto de: Mdrﬁ'l 1sis con el de una serie de patro- e
- nes. de esterohs. encontrlndose que el pmducto. era M!ntico a1l

B a-s'ltostero'l. nsimismo. la comparacidn directa del derindo ace- h

E ;](,',_tﬂldo dcl 9‘luc631do con muostras autinticas pcmit'lé corroborar .
‘la 1dontidad del coupmsto ais'lado com B-D—gluco-s-sitosterol -
, En la le‘la 13 sc 1nd1can el punto dc fusicn. 'los datos IR y 1j
"'Bl para e) ¢lr1vado acet‘l‘lado 18a y on QI Espcctro 17 se ﬂustra o
; mm‘u del mismo. o R
Se 'lnd'lca en h F'lgun 10 'la estructuu de'l s-gwco-s-sitosi

.‘_tero‘l._ L




‘f‘,Tab_la 13. Constantes ffs'lcas y espectrosc6p1cas del B-D-g‘luco-a- o
: sitosten‘l 18. : :

et

EMEI m/é (%)

Crp . KBP -1
IR vpay cm

'138-'141"

397 | m* -O-tetraacetﬂg‘lucosa (10° Is 331 (32);

169 (43); 43 (100)

2960, 2860, 1750, 1450, 1365, 1220, 1035
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€17, Espectro de N del compuesto 18a.
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% TRANSMITTANCE
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19;2"- 271 B
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~ E-15.. Espectro IR del compuesto 18,

1540 1130




o

nésu;t_u_' ¥ cdnct.ustdn:s -

o :laron y caracterizamn cuatro triterpenocs pentacfc‘licos Yy

' ’unl sustancia esteroidn Los triterpencs fueron ceracteri-:'
vndos como §cido. o'lnrm ico, &cido ursélico y &cido rotﬁndi-r
‘co’ y_betu'linato dq \meﬁ,tf‘lo.. £ esteroide fue identificado

' como ‘s'-;n-gl ucos;ltost'eroi .

La pnsencia de tritefpenos de los tipos del o'leaneno. ur=

'seno y lupeno en otrns especies ‘de 1a famﬂia de las Rubja- -

ceae se ha descr'lto prevumente. Sin embargo. es de hacer

De‘l extracto metanﬂ‘lco de 1a Exostema cou&tm Hook se ais- '

S 7.notar que es 1a- segundc ocns'lon que se. describa el aishmieu
L to e 1denttf1cac‘ldn del lc!do rotﬂndico 7.

K.E'I tipo de uubo'litos secundarios obtenidos dg 1a Exoatem, i
L Vcnuuvu. Hook es difennta al de 1a especic <relacfonada- .
VExastm cwubam Esta dffcrcncia.no obstante, no ser!a." L
_—; _por ‘tos mntos. dctcrurlmnte ‘en la nsoiuciﬁn dc los pro- '
A bhlls tcxcnomicos existentes en tomo a la E. . cou.etuc. ya;
;'que s necnsario rnl 1ur e'l estmﬂo de ctrn osplcus a.
fin do csnb‘lecer ol pcrfﬂ qui‘vuico del glmro. sin aum'go.
':f_,‘"-"-'ol antlisis quimico dc h Exoa-tm cnu!tvu: y el ncianu-
:",‘,mntc m'lizado de la E. cmbazun constituyen el 1nicio de’




-4,

este ‘labofiﬁsb* trabajo.

E an&lisis fitoquimico de‘rla "Exom waum ébnstituye unh
contribucibn adicional al conocimiento de los elementos cons- :
titutivos de 'Ia Flora mex'lcanl. B
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