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1.-1 NTRODUCCI ON. 

La. Cit.oqt.únú.ca Cdel griego fit.on.plant.a) es una rama de 

la quirrúca org•nica que t.rat.a de las sustancias formadas en el 

organismo de los vegetales. En la act.ualidad varios labor-at.orios 

est•n dlkticados a la 1nvest.igac1on de nwt.abolit.os secundarios de 

plantas, guiados por int.er~ quimiot.axon6mico, por la búsqueda de 

compuestos biológicamente activos. o simplemente por conoc:•r la 

composición quimica de una 8'SP9Ci• no estudiada . 

El metabolismo primario es comparable •n todos los 

organismos y comprende el metabolismo esencial de los seres vivos, 

a.si t.enernos las rutas y ciclos metabólicos de: carboh.idrat.os. 

lipidos, prot.einas, •cides earboxilicos, et.e. . En el caso de los 

rnet.abolit.os secundarios, no son cruciales para el mant.enindent.o de 

la vida pero pu9den ser de suma importancia para el metabolismo. 

desconociendose en mucho la función qUft desarrollan y sólo tnA.s 

conocidos por su importancia ecológica. ya que sirv.n corno agent~ 

de comunicación quimica• , 

Un nwtabol 1 to secudar i o se caracteriza por su 

distribución restringida a un origen filogen~tico, esto ~. no se 

encuentra distribuido en lodos los organismos y •s propio de la 

evolución de ellos. l.& formación de los JMilabolitos secundarios en 

un organismo es gracias a la acción de enzimas codificadas por 

ma~erial gen•t.ico especial . 

t.a presencia de los rnet.abolit.os secundarios, con 



abundancia relativa en una planta, posibilila su utilización con 

fines induslriales. medicinales, comeslibles, inseclicidas, et.e .. 

Aunqu• el fresno pertenece a la familia del olivo, cuyos 

f"rutos son ricos en aceile, no s• ha encont.rado reportada en la 

lileratura la producción de aceil& de fresno, por lo que se pensó 

en d•l•rm.inar la cantidad exlraible de su aceile, de los 

const.iluyenles de 6sle y de lo que se podria llamar 

"cont.am.i nant.es" 

En el ot.of"fo la senú.lla se desprende y se dispersa 

ayudada por su forma alada, favoreciendo as! la propagación de la 

9SP9Ci•~ como muchas semillas sirven d• alimenlo a pequeftos 

insect.os o quedan acumuladas para descomponerse y servir de abono, 

son pocas las semillas que llegan a germinar 

En vist.a de lodo lo anlerior pareció interesante 

emprender el estudio fitoquimico del fresno ,.~u.o '\J.luUi con el 

ai sl ami en to, purit"ic.ación y c.aracterización por mét.odos 

espectroscópicos y quim.icos de diversas sust.ancias que contiene . 

El estudio de la semilla verde se pensó corno complemento 

al est.udio de la semilla madura: se observó que, por la cant.idad 

de compuestos polares, es mis importante ~ra la fit.oquimJ.ca . 
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OBJETIVOS 

El presente trabajo tiene. como finalidad el est.udio 

rit.oquimico de las semillOl.s del fresno y de su aceit.e. para 

complementar los escasos .st.udios realizados sobre este irbol t.an 

abundante en la naturaleza, ya sea en estado silvestre o en forma 

cultivada en parques y jardines. 

Los estudios realizados son los siguientes 

1~ Estudio del aceite crudo y de sus const.it.uyent.es 

para su posible ut.ilización. 

2g Caract.erización de algunos componentes Ñs polares 

en la semilla madura con el fin de complenwnt.ar el 

estudio del aceite y determinar la posible 

presencia de compuestos tóxicos. 

a'fi Caracterización de algunos de los componentes Us 

polares en semilla verde. para comparar con los 

resultados obt.enidos de la semilla madura. 



11.- G E N E R A L 1 D A D E S • 

FRESNO (,,.'l.4.XÚ\.Uó u.hd6I. CWenz1g) Lingelsheim) 

El gén•ro ,.~U<> pert.enecient.e a la familia O.tu...:.a.c. 

comprende unas 40 especies casi t.odas prcpi.as de clim.as templados 

de Europa. Asia y América. En México existen alrededor de 15 

esp&ei es" de ,.'l.4.XU'\uo e t..1.bl a 2. 1). 

Tabla 2.1. - Y'l.4.X¿n.u.o exist.ent.es en la RepUblica M9xica.na: 

Fresno 1 ·0escripci6n 

L. 

,."4%4.n.U.O 'C'\..f.a..Mct'. 

Y'l.4.Xln.u.ó 'C'Lta.nd&'l.La.n.4 Doc. 

Tll.4Xin.u.o CU..Of\ida.to. Torr. 

7"4XLn.U4 d. i(\.cta.l.a. Hook el Arm. 

Jl"l\4.Xln:u.o QJ\.CfiHl'-i 

Fll4Xin.u..o f\.O.f\l..U.,oa. 

Y'LOXLnu.o fVL inQ te 4. 

$°'1.4..XLt\iU.ó (\• ol•04.n.ci. 

3""4.Xin.Uó "'u.i'coccn.o 

F'l4Xln.u..o ocALectco.1\4 

Jl"'\4!11::4.n.u.o o f\• 

Gray. 

Llngelsh. 

Lingelsh. 

Br. 

Llngelsh. 

Cham. et. Schl. 

Wenz. et. Lingelsh. 

O.scripción oost.arlor 

Prof. ~briel V. Al cocer 

Paul C. St.andl ey 

Prof. Max.imino Ma.rt.lnez 

Prof. M&Kimino Mart.inez 

G.V.Alcocer,M. Hart.in•z 

P. c. St.andley 

Paul C. St.andl •Y 

En la República Mexicana el bosque de fresnos Llene su 
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mejor desarrollo a la orilla de los rios y riachuelos. penetrando 

baslanle al 1nler1or de la depresión central de la República. Se 

puede encontrar en las llanuras asociado con frecuencia al sabino 

C 3"'~t.wn. frlU<A.d't'\.4.tt.Un.). Se reproduce r~pi do en zonas deforestadas•. 

Ha sido estudiado por los bot.anicos debido a que lodos ellos son 

~rboles que proporcionan sombra y buena madera 

Al conoce en algunas: 

regiones de Chiapas como "madre de agua"; en inglés le llaman 

"evergr-n ash". F"ué clasificado por Theodor Wenzig5 en 1883 y 

confirm.lldo por Al•xander Ungelsheimd en 1909 localizandolo en 

regiones de Sinaloa. San Luis Polos! y Jalisco . 

:J:'. v.lv:Ui es un árbol que llega a medir unos 40 metros de 

altura y mas de m. de di.imet.ro. Su corteza es gris. 

profundamente agrietada, con placas cuadrangulares. sus hojas son 

opuesl--.s Cpinnadas7
), con 5 a 9 hojuelas lanceoladas u 

oblongo-lanceoladas, menudamente serruladas. con nervadura abierta 

y pilos& abajo en la nervadura central. con base de la hoja 

decurrent.e. Las flores form.an una pan1cula hasta de 20 cm. , son: 

pequeftas, ap6talas, verd0111&s con involucro e involucelos cat'•s. s• 

desarrollan entre enero y febrero. El fruto es una s•mara con una 

sola ala, mide de 2.S-4 cm .• madurando en agosto y septiembre . 

La madera de !JI'. uhdcl es de muy buena calidad, de color 

blanco algo amarillenta, con marcadas lineas de crecinúent.o. Es 

regularrnent.e dura y fuerte, con peso medio de unos 6001cg/m3 • 

Mediananwnt• durable. L09 usos mis import.ant.es comprenden mangos 

para herrami ent.a.s, instrumentos agricolas, armazones para 



edif"icios, instrumentos de atletismo, remos, muebles d• cocina y 

de decoración interior 

En Farmacia las inf"usiones de la cor-laza interior s• 

utilizan como tónico amargo• Ccon~iane un glucósido llamado 

Frud.naP Figura.!) En algunas especias estudiadas se ha 

encontrado que la ingestión de inf"usiones de la corteza provoca un 

aumento en la actividad excretora de orinaº con aumento de .A.cido 

úrico . 

•-P.D•OLUCO•IL-7-KID•oxI-d-METOXICUMAaJNA 

Figura.1- r•A>elNA . 

El cocimiento de las hojas ha sido empleado para combatir las 

f"iebres ~lOdicas y la f"iebre am.arilla10 
• S. ha encontrado que el 

axt.ract.o da semilla, da un trasno dif"erant.a a ~"'4XÚl.Uó i..w\ct.el, 

pcsee actividad bact.ariost,.tica10 
• En Japón se ha utilizado a la 

corteza da ~~w.> ~ Blume para combatir el reumatismo y 

la got.au. En China ha existido una droga llamada Chin Pie'ª de la 

actividad est• tambi•n relacionada con la actividad excretora d• 

orina . 
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Estudios realizados en otros paises sobre la 

digestibilidad y poder nut.ricional de algunos .Tl\4XU\.tv.) los han 

clasificado como buenos a excelentes como complemento a la dieta 

d• animales do~st.1cos19 
· • En algunos lugares de la República 

Mexicana, en los primeros meses del al"io se corlan las ramitas 

tiernas para darlas a los animales como complemento de la dieta 

. S. han hecho estudios de los ,,.~u.o con varios fines, los que 

~s destacan son: la ulilizaci6n de su aceite para la producción 

de barnices y pint.uras, la aplicación con fines medicinales de 

compuest.os ext.raidos de la corteza de algunos '-rboles de esta 

•speci• y •n la utilización de la madera para la rabricación de 

papel . 

El fresno es uno de los •rboles mas sanos en el Valle de 

*'xico pues sólo es atacado por la "mariposa llamadora 11 C:P~ 

d4.tu'\.U.O), en invierno lo parasita un muérdago C que se desprende 

en primavera) y diversos hongos Cej, .:P~llf\411.u.o ~f\o"t,.tl\W), que 

son los que ~s dafto le pueden hacer. Al parecer la contaminación 

ambiental en la ciudad de H6xico ha afectado a los fresnos, de tal 

f'orma que muchos de ellos desarrollan hojas J)9quef"las de color 

amarillento o verde claro. sin alcanzar su color verde 

caract•r1st1co . 

Articules escritos sobre .sr~uo v..htUi tratan de 

estudios biológicos sobre el control de éste'• 

En una revisión ~s o menos amplia se encontró que los 

,,.~uo comun.s ""-• ci lados por Chernical Abstrae t. son en orden 

decreciente, los siguientes : 



,.'l.4.XÜ\.uo c:xu2oia"l. un. v~r i edades 4clww.i y (\oU\duRa. 

,."4XÚ\.UO 4'1\~ 

Jr~uo flA'W'.O~o.n.ic.a. con var. Ra.n.c.u.ea.ta. 

Jl"~U<) rLt\.UO 

,,.~u.o m.a.ndóhwW:a. 

Jl"'l.a.Xln.uo ullW.cUo 

8 
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111.- M A T E R 1 A L V M E T O D O S • 

I II • 1 • - EQUIPO Y REACCIONES PARA LA I DENTI FI CACI ON DE COMPUESTOS 

EQUIPO lITIUZADO EN LA INVESTIGACION 

l...a semilla de 7. t.J..Jv:Ui fue ext.raida primero con 

disolvenles de baja polaridad y posleriorment.e con disolvenles 

polares. Los ext.raclos fueron analizados mediant.e cromat.ografla en 

columna usando como soport.e gel de silice Silicagel eo para 

columna, con t.amafto de part.icula de o.oe3-0.200nun . 

Con frecuencia se usó la llamada percolaci6n, que 

consisl• en ut.ilizar como soporte silicagel Merck para placao ést.a 

se mont.a genera..lmenle seca. en una columna relat.ivament.e ancha, 

durante su empaque y desarrollo se utiliza vacio, siendo posible 

dejarla escurrir t.ot.alment.e sin que se seque por completo, al 

agr99ar nuevo disol~nt.e se puede reiniciar el proceso de elución 

y separación. 

l.os puntos de fusión se det.erminaron en un aparato de 

FISifER-JONES y no se corrigieron. Las excepciones que se indican 

con las siglas ATO. despu•s del punto de fusión, indican haberse 

t..oma.do en un aparato Calorimet.ro Diferencial de Barrido Perkin 

Elmer Hod. osc-2c. siendo en •ste caso pequefto el error. 

Los espectros de I.R. se determinaron •n aparat..os P•rkin 

El .. r Hod.2283-B y en Nicholet FlIR Mod.5SX. Los espectros de U.V. 



en un especlrofolómet.ro Perkin Elmer Mod.552. Las rot.aciones 

ópt.icas en un Polar!met.ro JJ.SGO Mod. OIP-360. El .a.n.i.lisis de los 

ésteres de .leidos grasos se lleVó a cabo en un croma.l6grafo de 

gases Hewlet.t. Packard Mod. 5890 con det.eclor de ionización de 

flama. Las R.M.N'H, en un Varian FT-SOA para BOMhz; lAs R.M.N"H 

para 2.00. Q40Mhz y d• He ~ra 75. •29MHz en •l equiPo Varian 

VXR-300S. Los espectros de ru.sas en el espect.rómet.ro Hewlelt. 

Packard Mod.5995-B a 70eV y a una temperatura de asoºc. 

REVELJ.DORES Y REACCIONES PARA IDENTIFICACION 

La purificación de los compuestos y el desarrollo de las 

reacciones se siguió por cromat.ografia de capa fina con placas 

comerciales conteniendo gel de silic• Merck F-254, antes de 

revelar se observó primero con luz UV para localizar el frente del 

eluat.o y asegurar una rel.ación d• frentes RF mayor o igu.al a 1/3 

para despues reVelar con sulfato c•rico al 1% en acido sulfúrico 

2N o con mezcla de .leido sulfúrico / ~cido acético / agua 

destilada con relación 1:4:20 . 

Para la confirmación de las estruct..uroils se preparó los 

derivados acet.11 a.dos • met..11 ado• o su teni l hidra.zona cuando se 

requirió . 

10 



OIAGRAMA.1.- Obtención de extractos en general. 

Recolección de las semillas 

1 
Acondicionamienlo y limpieza de las semillas 

Extracción RaT!r a 

Disolvente 
rresco 

con el 
veces, 

1 
Molienda 

1 
disolvente• en recipiente Pyrex 
cada vez con disolvente rresco. 

1 
Reposo de 1 dia 

1 
Filtrado en malla de henftquén 
Filtrado en algodón 

l 
LDesU!ac16n del disolvente para concentrar el extracto 

1 

11 

Filtrado •n papel t"illro con el embudo bUchner 

Destilación del 
disolvente hasta 

Extracto del disolvente 
empleado. 

Cver diagramas.2,3,4 y 5) 

M La ••cUencla •• •\gue primero 
con el dl•olvenl• meno• polar 
y Po•l•rlorm•nl•. ••cando la 
•emi.lla moli.dci, con el di.eot­

venl• '"ª• polar. 

Material 
retenido 
en el 
bUchner 

! 
lavado con 
di sol ventes 

¡ 
Material 
disuelto 
Analizado 
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III.2.- PREPARACION DE LA MUESTRA 

Se pr•••nlo. ta. lra.bo,JÓ la. ....... 
eictra.cc\.Ón di.ferenl•• d\.•olvenlea. 

Dando loe P••o• de coda. e)l\ro.cto. 

Se llevó a. cabo la recolección de semillas maduras y 

verdes de árboles cullivados en Ciudad Universitaria durante 2 

a.ftos con recolecciones en periodos de aproximadamente 6 meses, dos 

veces: ca.da vez . 

De las num.rosas colecciones de semillas de fresno sólo 

se mencionaran. como ejemplo de ánalisis de semilla madura. la. 

colección del 20 de junio de 1087 Cprimera recolección); y de 

semilla tierna, la del 12 de abril de 1989 Ccuart.a recolección). 

PRI IERA RECOLECCI OH Y ACONDI CI ONAlll ENTO DE LAS SEMILLAS 

La semilla madura recolectada el 20 de junio de 1987 se 

dejó secar a la int.emperie, hast.a noviembre de ese af"l'o. Cuando 

esla semilla se molió dió una masa seca con peso de 1270.90g. 

EXTRACTO NO POLAR DE SEMILLA MADURA 

La semilla molida se colocó dentro de un recipiente P)Tex 

con capacidad para 1et se agregó heplano hasta cubrir 

complelamenle la muestra, dejándolo en reposo un dia; al otro dia 

se pasó el extracto a lrav•s de una malla de henequén desengrasado 

para retener parliculas gruesas. Posleriormenl• se filtró a lra~s 

de algodón. La operación se repitió en tres dias sucesivos. usando 

disolvente fresco en cada ocasión. El disolvente fuá eliminado por 
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evapor-ación en un rola-vapor, acumulándose un polvo blanco en el 

rondo del mat.raz; ésle se separó por r11t.ra.ci6n al vacio. Por 

crom.at..ografia de capa fina se det..erminó que se t..rat.aba. de un 

lrit.erpeno al revelar la mancha color rosado Ccon revelador de 

sulf'at..o cérico). Post.eriorment..e se le identificó como ácido 

ursólico Cfigura. 2). La eliminación lot..al del disolvente residual 

se logró utilizando vacio con una bomba y tibiando el exlract..o en 

un baf'io maria. De esta manera obtuvo el ext.ract.o hept.ánico con 

un peso de 145. 399, equivalen le al 11. 44 ,.: de la sem.l l la seca 

original. 

EXTRACTO POLAR DE SEMILLA MADURA 

Una vez bien escurrido el disolvente no polar se agregó 

una mezcla do disolventes mAs polares CHC1
1
:CH

1
0H con relación 

4: 1. hast.a cubrir con el material veget.al • después de 20hr. se 

procedió a fil t.rar y concant.rar el ext.ract.o. hast.a sequedad. La 

operación se repit.ió lres veces. proporcionando 72.06g de exlraclo 

seco. equiv. al 5.67Y. de semilla seca. 

CUARTA RECOLECCION V ACONDICIONAMIENTO DE LAS SEMILLAS 

Las semillas verdes recolectadas el 12 de abril de 1QBQ 

se limpiaron y separaron en dos fracciones muy irregulares. la 

priraera pesó 271. 24g: la segunda. 1. 0257Kg . A la primer fracción 

se le t.rabajó inmediat.amenle (fresca); la segunda.fue somet.ida a 

desecación dando un peso de 744. 20g. 

EXTRACCION DE SEMILLA VERDE rRESCA 

Fueron maceradas con CH
9
0H en un mortero de melal. 

agregando porciones de semillas con unos 20mR. del disolvenle y 



machacando con la mano del mortero; una vez machacada toda la 

' semilla y t.rasvasada a un matraz. erlenmeyer de zsom.e.. s• adicion6 

un poco mas de alcohol. se calentó en una estufa de vapor y se 

filtró. Los residuos de la semilla fueron desechados. Se destiló 

el disolvente y al concentrar se formó un precipit.ado blanco por 

lo que se filt.ró y cont.inu6 su evaporación hasta lo más posible en 

un rola-vapor calentado a ba~o maria. El peso del polvo blanco que 

se idenlificó como acido oleanólico Cfigura.5) fue 1. 4203g. 

Despues de evaporar totalmente el disolvent.e quedó un liquido 

verde oscuro y espeso que se secó al vacio lentamente dando 

20. 81g. . 

EXTRACCION DE LA SEMILLA VERDE Y SECA 

CON DISOLVENTE NO POLAR 

L.a semilla molida se ext.rajo con hexano 3 veces y se 

filtró. dejando un polvo café con abundantes trozos pequef"ios de 

fibra sobre el papel filtro. su peso di6 26. 6112g. y se t.rabajó 

mas adelante. 

Al final el hexano se eliminó por evaporación resultando 

16.42g. de extracto secoo 2.21% de la semilla seca. 

EXTRACCIOH DE LA SEMILLA VERDE Y SECA CON DISOLVENTE POLAR. 

La ext.racción se realizó con CH
9
CH

2
00, siguiendo el 

procedimiento empleado para el extracto polar de la semilla 

madura. Se obtuvo un sólido verde-obscuro. con peso de 90. 83g .• 

equivalente al 12.20% de la semilla seca. 

Se intent.6 realizar un extracto acuoso de las semillas. 

pero al dejarlo por un fin de semana se formó una nata, not.~ndose 
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la formación de colonias de moho; por lo que t.uvo que ser 

desecha.da.. 

EXTRACTO MeOH DE SEMILLA VERDE Y F"RESCA DEL 12 DE ABRIL DE 1989 

Al redisolver el ext.raclo seco con MeOH se obli~nen por 

flllracion 4. 779 de sólidos no disueltos en MeOH. Al disolvente 

polar s• a.9ro96 agua dest.ilada p~ra t.enerlo al 90% aprox.; 

posteriormente. se realizaron 7 extracciones. cada una de 100mt de 

una mezel.a. hexano/b&nceno 1:1. Al evaporar la mezcla. de 

disolventes dejó O. 401Qg: de polvo blanco Cmezcla de t.rlt.erpenos 

s.,.~n lo revelado en la cromalografi~ de capa fina) . 

A la mezcla MeOH/H
2
p . evaporada lo rnás posible, se le 

e)(t.rajo 3 porciones de lOOmt de- CHCl 
31

• las cuales 

proporcionaron al reunirse 1.6502g. de una pasta . 

Evaporada la fase hidro-alcohólica ha.st...a dejar casi al 

agua como Onico disolvente. se le extrajo con alcohol isobutlllco; 

reAlizando 5 extracciones con 100m~ cada una. El resultado fue la 

obtención de 3.2450g de uoa pasta café-amarillenta . 

La fa.se ~cuos.a. se evaporó a sequedad obteniendo un 

residuo en forma de pasta café-verdosa en cantidad de 12.3789g. 

EXTIIACTO EtOH DE SEMILLA VERDE Y SECA DEL 12 DE ABRIL DE 1QBQ 

El polvo café sobre el papel filtro C26.51g) se lav6 con 

MeOH pero sólo se disolvió muy poco; sin embargo de ah! se obtuvo 

0.660Qg de un sólido cristalino, muy soluble en agua y en 

disolventes polares. Una vez decolorado con car-b6n activado y 

cristalizado de acet.ona-MeOH, dló una. sust.ancia cristalina. con 

pf=1es-1egºc; cuyo espectro en IR muestra abundantes grupos 



oxhidrilo. 

Se preparó el derivado acelilado del poliol, tomando 

lOOmg de la muest.ra y disolvi•ndolo en 1mt de piridina y é?mt de 

anhidrido acético. dej~ndolo por espacio de 1hr. en ba~o de vapor; 

al final se agregaron unas gotas de agua frla y se dejó 

crist.alizar, obleniendose cristales en forma de agujas finas. se 

recristaliz6 de acetona-agua y se obtuvieron cristales solubles en 

AcOEt y en acetona, parcialmente solubles en ElOH e insolubles en 

agua, pf=123-124°C . 

Se obtienen ~s cristales al trabajar el extracto Et.OH, 

dando un total de 11.5Q56g C1.66'" de la semilla seca), por la 

abundancia fue fácil cristalizar de MeOH-H
2
0 en frlo¡ para su 

ident..lficación se compararon los pf de los crlst..ales y del 

producto de acelilación, identificándolo posteriormente como 

manlt.ol y su hexa-aeet..ato Cfigura.6) . 
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III.3,- DESARROLLO DEL TRABAJO CON LOS EXTRACTOS 

Todos lo• 

lndu•t.ri.oJ. por lo que le ni a.n qu• 

lo requerían ol di.•olvent• puuhca.ba. por 

1.ndi.cCLdo• ma.r .• a.l•• qui m1.co• do 

pYri.hcaci.6n. 

TRABA.JO CON EXTRACTOS NO POLARES 

1270g. de semilla madura proporcionaron 145. 3Qg. de 

extract.o hepl~nico del que se t.omó 51.74g .• se mezcló int.imament.e 

con celit.a y se aplicó a una columna empacada con lKg de silicagel 

para columna. La elución se comenzó con hexano, .ilUment.ando la 

polaridad con AcOEl de 5~ en 5~. hast.a t.ernúnar con AcOEt. puro. Se 

recolect.aron fracciones de 200-300mR. C/U, cada fracción se marcó 

en orden progresivo hasta 71Q fracciones. La cromalografia en 

columna se siguió por placa croma.t..ográfica y las fracciones que 

present.aron Rf parecido se reunieron . 

La mayorla de las fracciones no fueron t..rabajadas por 

haber sido mezclas con poca cant..idad de muest..ra, las de mayor 

cantidad de muest..ra y las que se concidero import..ant..es quedaron de 

la siguiente manera: 

De la fracción 10-12 se extrajo una sust..ancia sólida de 

consistencia cerosa con peso de 0.11349 y punto de Cusión 

66-69 ºe, cuyo IR Y RMN indican que es una parafina. Enlre 

las Cracciones 1-54 se nol6 una aglut..inación que al t.rat..ar 

de purificar con disolventes se polimerizó. Las fracciones 

49-53 , 92-121 , 122-159 y 1ee-194 son aceit..es . En la 

fracción 198-193 se encontró un poco del polvo blanco que 

se present.6 al concentrar el extracto, dando igual Rf, no 

se pesó por ast.ar impuro¡ se purificó una cantidad pequeNa 



dando pf=266-268°C. que coincide con el del ~cido ursólico 

C!"igura. 2) . 
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Una vez conocidos m.6.s menos los consli t.uyent.es 

ma.yorit.arios del ext.ract.o hex.i.nico, se procedió a caraclerizar al 

aceite lomando en cuenta algunas normas importantes. No se refinó 

el aceite, por lo que todos los datos se referirán a aceite crudo y 

quedar& definido aqui como •xt.r.act.o no polar de semilla madura. 

III.J.1.- CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION DEL ACEITE CRUDO 

do J)drámelro• 

\n•aponi.fi.ca.ble• 

1 ndi.ce do •Gponi.C\caci.ón, 

l\.brH, y lo• áci.do• 

con•t.i.luyenle• del cice\.le. "º con•\der6 •L 1 ndi.ce cM 

yodo ci.erlo• i.nconveni.•nl•• y 

ma.nLpu\cir et rea.cl\Vo. 

PREPARACION DE REACTlllOS V SOLUCIONES -NALIZADAS 

Previamente fué necesario preparar Et.OH y MeOH absolutos. 

Para eliminar impurezas se realizó un reflujo agregandole a 1.2t 

del alcohol la cantidad de 10g de NaOH y 6g de Al en liras pequeftas 

Coblenidas de papel aluminio para envolturas) ; una vez reCluJado. 

se destiló y guardó en una botella ~mbar con lapón y lapa , 

Para preparar soluciones acuosas se usó agua destilada y 

hervida, con el Cin de impedir inlerCerencias. 

La normalización del ácido CHCl RA Merck) se realizó con 

Na
2
CO• QP, utilizando en lodo caso agua destilada y hervida; los 

indicadores fueron anaranjado de metilo -- verde de bromocresol Y 
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fenolflaleina, soluciones preparadas en el laboratorio. 

La normalización de las soluciones de hidróxido de sodio 

y la d• potasa hidro-alcohólicas se realizó con la solución acida. 

previamente preparada Cpat.rón secundario), utilizando corno 

indicador fenolflaleina. 

PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR LOS PARAIETROS DEL ACEITE 

El seguim!enlo de las reacciones de saponificación 

Chidrólisis alcalina de un aceite), para det.erminat" el número o 

indice de saponificación. fue por relro-lit.ulación; eslo es: 

agregado un exceso conocido de solución de hidróxido, en seguida, 

hidrólisis con reflujo por una media hora y finalmente la 

t.it.ulac16n del exceso de base con el Acido normalizado, agregando 

indicador de fenolflaleina. 

En la determinación de aeidos libres las mueslras 

lomadas fueron de aprox. tg-2g s• disolvian parcialmenle en ElOH 

redeslilado sobre Al/NaOH y se valoró con ~oluc16n básica, 

ulilizando como indicador renolflaleina. 

P.ara delerminar el maler;ial insaponificable se re.a.lizó 

una serie de s.a.ponific.a.ciones de una canlidad conocida de la 

mueslra y se ext.rajeron con hexano; primero en medio b'-sico 

CpH=10)y posleriormenle, acidulando. en medio ~cido CpH=4) . 

Las mueslras analizadas fueron lodos los acei les crudos. 
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DETERMINACIOH DE ACIDOS GRASOS 

Para analizar el t.ipo de ~cido graso se siguió la 

met.odologia de una t.esis15,del ASTM'º. del AOAC'7 y de un libro de 

la IUPAc1
•. Consiste en hidrolizar los esteres del glicerol con KOH 

o Na.OH en solución hidro-alcohólica; post.eriorment.e. formar los 

esteres met.111cos de los •cides grasos con MeOH absoluto Cdest.ilado 

sobre Al/NaOH), utilizando t.rifluoruro de boro Celeralo) como 

catalizador. A cont.inuación se analizó la mezcla de ésteres por 

medio de cromat.ografia de gases. En el caso presente se inyectó a 

una columna de 25mls. de silic• fundida con diarnat.ro interior de 

O. 3mm y f'ase estacionaria de 5% fenilrnet.ilsilicón. el flujo 

acarreador fue de 2m.e,....m.in. de hidrógeno con relación de split. 40:1: 

las temperaturas: del inyect.or asoºc. del det.ect.or 25oºc y da la 

columna programada desde teoºc a 5 ºC/min. hasta 2soºc. 

Las fracciones •Q-53 gz-1a1 1aa-1sg y 1ee-1a4, 

liquides aceit.osos; que aument.an en viscosidad según el orden de 

elución; su color va de un ama.rillo tenue con enturbiamient.o a un 

ama.rillo caracterist.ico. La cant.idad de cada uno es con el mismo 

orden: 28.2Q61g , 5.2917g • 2.0178g y 4.4205g. Todas •st.as estaban 

muy impuras por lo que se desarrolló una percolación para la 

fracción 49-63 y la f'r acci 6n 92-121 , t.oma.ndo 2g e i ni ciando con 

hexano y cont.inuando con mezcla da hexa.no-acet.at.o de etilo d• 2% , 

SY. y lOY. . Se lograron purif'icar un poco, obteniendo un aceite 

incoloro-trasparente de la frac. 49-53 y un ac•it.e 

.amarillent.o-t.rasparent.e para. la f'rac. 92-121 ¡ de ah! se tomaron 

muestras prepar•ndolas para : IR , RMN. cromat.ogr.af'ia de gases. 
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III.3.2.- EXTRACTOS POLARES 

E•lci ••cd.ón lralci do\ LrcibGjo lo• •xLro.cloa 

pol.o.T•• do ••milla. "'""'"" y verd•. '" 
compue•Lo• obleni.do•, ~1 do 'ºº compu••lo• der\vado• 

nece•QT\o: dg,ndo a.lguno• dalo• ••p•clro•cÓpi.o• 

•••nci.Gl••· 

ESTUDIO EN SEMILLAS MADURAS 
El 20 de junio de 1Q87 se recolect.aron semillas maduras 

de fresno, las que una vez secas y molidas pesaron 1. 27kg. cuando 

est.as fueron desengrasadas con heplano y post.eriormenle ext.raidas 

con CHCl.-MeOH 4:1 dieron 72.06g de ext.ract.o, est.e f'ue adsorbido en 

celila y se inició su analisis el 4-abril-1Q8Q. 

Se realizó extracción sólido-liquido para separar 

fracciones solubles en fase liquida, utilizando como fase sólida el 

tot.al del mal.erial adsorbido; como fase liquida, diferentes 

disolventes, empezando con el de menor polaridad. 

Las extracciones fueron repetidas cuatro veces por cada 

disolvente, utilizando 250m.e. en cada extracción. Los exlract.os se 

reunieron para destilar a sequedad y pesar. Los resultados se 

presentan en la siguiente tabla.2: 

Tabla.3.1.-Result.ado de las extracciones 
de mat.ert.ial polar de semillas 
maduras adsorbidas en celita. 

Disolvente peso ext..raido 

t1t.AAN0 u.2219g 
H~x~O/Acoct. 1: 1 0.0000g 
AcOEt 6.270Bg 
,._

2
cv '· .... 1 .. g 

Me CO/MeOH 1:1 9.3121g z 

MeOH 47.6104g 



DIAGRAMA. 2- Trabajo con el ext.ract.o polar de la sem.J.lla rua.dura. 
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En las rr acciones hex.ini cas y en 1 as hechas con mezcla 

hexano/AcOEt. 1:1 fue observada, por cromat.ograf1a de capa. fina. la 

presencia de un t.rit.erpeno como component.a mayorit.ario. Las lres 

siguientes también lo t.enian. pero en menor proporción¡ ade~s. se 

notaba la presencia de otro. en poca cantidad. Ot.ros compuestos se 

observaron a pa.rt.ir del tercer axt.ract.o; estos eran más abundantes, 

pero no fue posible separarlos en placa variando las 

concentraciones y componentes de los aluyent.es; porque sus Rf son 

muy parecidos y arrastran et.ros de menor canlidad con 

caract.erist.icas de grupos funcionales semejantes . 

FRACCION SOL.UBLE EN MeOH DEL EXTRACTO POLAR AOSOBIDO EN CELITA 

Del ext.ract.o met.anólico C47.6g) se lomaron 5.75g. los 

cuales se hidrolizaron, extrayendo post.eriorment.e con disolventes. 

Para empezar se disolvió con 1ome de MeOH ligerament.e c.;11.lient.e; 

post.eriorment.e, se anadió 10mt de a.gua dest.ilada y 20mt de HCl al 

38%. calent.6 a reflujo durant.e 2hr. Una vez t.erminad.;11. la 

reacción se agregaron 20mt de agua dest.ilada y despues se ext.rajo 

en medio a.cido. con 25mt de hexano, la operación se repitió 3 

veces, despu6s se realizaron id•nt.icas ext.racciones con cloroformo; 

posteriorment.e se neutralizó con solución de sosa concent.rada y se 

extrajo siguiendo el procedimient.o antes descrito. Los resultados 

obt.enidos fueron: 

hexano en medio ácido dió 0.1751g 
cloroformo en medio ácido aport.ó 0.3107g 
hexano en medio neutro CpH = 8) dió 0.1317g 
cloroformo •n medio neut.ro CpH = 8) dió 0.6Q11g 
AcOEt. en medio neut.ro CpH a 8) dió 0.4805g 



DIAGRAMA.3- Obt.enci6n de TIROSOL 
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Las soluciones se oscurecieron al concentrar. excepto la 

de AcOEt que empezó a cristalizar: la placa cromatografica r•veló 

que estos extractos estaban constituidos por mezclas complejas, y 

de menor polaridad que la muestra original. 

Se volvió a repetir la hidrólisis con 5.2612g del 

extracto MeOH. Siguiendo el mismo procedimiento se obtuvieron como 

resultado cristales incoloros en forma de agujas estriadas, 

insolubles en CHC1
9

• parcialmente solubles en '1ter isopropilico y 

solubles en metanol y en acetato de etilo. Se obtuvo un total de 

0.1400g, que fueron puriCicados por medio de percolación con una 

relación muestra/silica-para-placas 1:12, utilizando como eluyent.e 

hexano/AcOEt. 6: '· para las primeras 4 fracciones de 1ornt, y se 

aument.6 la relación a 1: 1 para las 4' fracciones siguientes y se 

t.ermi nó con AcOEt. puro. 

Las fracciones 4-5 eluyeron un compuesto cristalino, que 

fu• recristalizado de •t.•r isopropilico-AcOEt dando un compuesto 

puro con pf=9G-93°c .• Se le 1denlif1c6 como tirosol 

C(l-Cp-hidroxifenil)etanol, figura. 3) por comparación de sus 

constantes fisicas reportadas en la literatura y por su 

espectroscopia. Su espectro de IR muestra la presencia de funciones 

alcohol, las que se confirman mediante la formación de un 

di-acet.ato. Para realizar la reacción se tomó O. 0520g de los 

cristales y en un matraz para 5m.t se agregó O. 5ml de piridina y 

0.5ml de anhidrido ac'1tico. Por espacio de 1/2hr se deja sobre una 

barto de vapor caliente y post.eriorment.e se agregó unas golas de 

agua. Al not.arse que despu•s de un tiempo no se Cormaron cri•lales 
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y la solución era turbia, se procedió a extraer con AcOEt.; 

recuperándose O. OQOQg. de un ac•it.e incoloro, cuyo espect.ro de 

RMN•H muestra la presencia de dos met.ilos de acetato, uno alif~t.ico 

a 2.05ppm y otro aromático a 2.30ppm, el metileno bencilico 

permanece en 2. QOppm mientra que el metileno unido al grupo acetoxi 

se ha desplazado de 3.70ppm en el tirosol a 4.25ppm en el acetato. 

PERCOLAClON DEL EXTRACTO M•OH DE LA CELlTA 

7.1901g del ext.ract.o fueron aplicados en una columna Ccon 

r•lación 1:12 de muest.ra/sllica-para-placa), iniciando la elución 

con CHC1
9 

y terminando con MeOH en la fracción 60. Las fracciones 

·fueron reunidas de acuerdo a las placa de seguimiento de la 

elución. Los resultados se muestran en la tabla.3 

Tabla.3.2.- Resultado de percolación de 
compuestos sólo solubles en 
disolvente polar CMeOHJ. 

fracción peso fracción 

1 - 5 - 34 
e - g 1.00g 35 - 50 

10 - 15 2.32g 51 - 54 
16 - 55 - 58 

17 - 24 O.OOg 50 - eo 
25 - 33 0.47a 

peso 

-
0.53g 
0.25g 
0.34g 
0.23g 

Las fracciones de 10-15 contenlan t.res compuestos rú.s 

abundantes; por lo que se realizó otra percolación con 

mueslra/silica-para-placas 1: 12, utilizando CHC1
9
/Me0H en relación 

Q:l y fracciones de 10mt. Las fracciones imporlant.es fueron la 12 con 

o.1eeeg y de la· 13-20 con 0.7792g. A estas óllimas fracciones se les 

percoló por contener a 2 compuestos mayoritarios, utilizando relación 
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mueslra/sllica-para-placas 1: 12 y eluyenle CH
2
Cl

2
/MeOH 85: 15. hasta 

la fracción 12; posteriormente. CH
2
Cl

2
/Me0H 8:2 hasta la fracción 26. 

para finalmente lavar con MeOH. Las fracciones m.i.s import.anles en 

esle caso Ct..abla. 4) ruaron unos sólidos color ámbar. amorfos, que 

fundieron con caramelización . 

Tabla.3.3.- Compuestos polares obtenidos 
por extracción y percolaciones 
de extracto polar de semilla 
madura. 

fracción peso punt.o de fusión 

C5 13. lmg 120-1c:2 ac-
lQ B.Bmg 132-13::> oc 
20 7.7mg 133-1~5 oc 

Se mandaron a IR. con clave Fr. M-e Cpf=133-135). M-1Q y 

M-20. los espectros en el IR de M-6 y M-19 muestran la presencia de 

numerosos grupos -OH, además de un carbonilo posiblelll9nle de 

carboxilo a 1700cm-': M-20 también muestra carbonilo y varios -OH's, 

su especlro de RMN'H indicó que se lrala de un glucósido de 

secoiridoide por presentar seNales simples en 7.50 y 7.60ppm lipicas 

para H-3 de iridoides que conlienen carbonilo en C-11; se observan 

settales de metilos superpuestos a 1.8ppm. llpicas de secoiridoide, la 

complejidad de ésta seNales y el hecho de observar 2 seNales para H-3 

hace pensar que se lrate de un bis-secoiridoide. 



EXTRACTO MeOH DE SEMILLA VERDE Y FRESCA DEL 12 DE ABRIL DE 1989 

Al redisolver el extracto seco con MeOH se obtienen por 

filt.raci6n 4.77g de sólidos no disueltos en MeOH. Al disolvent..e 

polar se agregó agua deslilada para tenerlo al SOY. aprox.; 

posleriormenle. se realizó 7 ext.racciones de 10óm2 cada una. con 

mezcla hexano/benceno 1 ; 1 . L.o que quedo en la mezcla 

hexano/benceno se seco dando O. 4019g de polvo blanco Cmezcla de 

lrilerpenos según lo revelado en la cromalografia de capa fina), 

A la mezcla MeOH/H
2
0 • evaporada lo más posible, se le 

ext.rae con 3 porciones de 100m2 de CHC1
9

, las cuales juntas y sin 

disolvente dieron 1.65029 de una pasla ca.fe-verdosa, 

Evaporada la fase hidro-alcohólica hasta dejar casi al 

agua como único disolvente, se le extrajo con alcohol isobut.1lico: 

ulilizando 5 ext.ra.cciones con 100m.q;, El resullado fue de 3.24509 

de una past.a café-a.marillenla. 

La fase acuosa seca dejó 12. 37859. de un residuo en 

forma de pa.sla café-verdosa. , No fue posible t.rabajarla por ser 

una mezcla compleja, según lo revelado en la cromat.ografia de 

capa fina. 

A parlir de est.os result.ados lo único que se pudo 

deducir es que la semilla verde cent.lene mas malerial polar 

ext.raible en MeOH y H
2
0, que lo obtenido en el ext.raclo no polar. 

28 



29 

RESIDUO EN SEMILLA VERDE Y SECA DEL 12DE-ILDE1989 

El polvo café (26. 61g) se lavó con MeOH di sol viéndose 

poca cantidad de residuo. al separar y evaporar la solución di6 

O.eBOQg de un sólido cristalino. muy soluble agua. y •n 

disolventes polares. Purificado con carbón activado y cristalizado 

de acet.ona-MeOH. most.r6 pf=168-169°C; en su espectro de IR se 

presentó abundancia de grupos oxhidrilo 

Se preparó el derivado acet.ilado, tomando 100mg de la 

muest.ra y disolviendolo en 1m.e. de piridina y 2mt de anhidrido 

ac6lico, dejandolo por lhr. baf'fo de vaporo al final se agregaron 

unas golas de agua fria y se dejó cristalizar, obteniéndose 

cristales en f'orma de agujas finas. Al ser recrislalizados de 

acetona-agua produjeron cristales incoloros. con pf=123-124°C. 

solubles en AcOEt.. y en acet.ona. parcialmente solubles en Et.OH e 

inaolubles en agua. Su espect..ro de RMNºH f'ue idéntico al del 

hexa-acet.at.o de manit.ol Cfigura.6) 

Post.eriorment.e se obtuvieron mas cristales al trabajar el 

ext..ract..o Et.OH. dando un t..ot..al de 11.6Q66g de manit..ol; que por su 

abundancia f'ue f.icil crist..alizar de MeOH-H O • 
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DI AGRAMA. 4- Obt.encl 6n de MMII TOL. 
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EXTRACTO EtOH DE SEMILLA VERDE Y SECA DEL 12 DE ABRIL DE 1999 

Al exlract..o C90.83g.), disuelt..o en MeOH caliente, se le 

agregó acetona, formandose un precipitado blanco que se separó por 

filt.ración y se lavó con acetona. El precipitado se disolvió en 

M&OH y se agregó acetona Chast.a observar inicio de precipit.ación, 

con relación aprox. 3: 1 de Me0H/Me
2
CO), se dejó en reposo para 

formar cristales de manito! con pf'=168-16Q°C Cver diagrama. 4) 

El exl.ract.o f'inal Cpeso de 77. 3Qg). redisuelt.o en MeOH, 

formó un precipitado chicloso color Ambar, al agregar Me2COo 

filtrando y lavando con MeOH se disolvió parcialmente, lo que quedó 

en el papel f'J.l t.ro se hidrató al secar al vacio, formándose una 

pasta chiclosa. Al observar que no era soluble en MeOH se agregó 

agua. disolviendose en ella. A la solución acet.ona-MeOH se le 

dest.iló el disolvent.e a sequedad. agregando acet.ona y disolviendo 

lo posible con calent.amient.o. Separando por filt.ración se obtuvo 

una. masa Ambar chiclosa que se disolvió parcialmenle con MeOH 

caliente; lo insoluble, fué a la otra porción disuelt.a en agua. Al 

final quedaron lrt>S soluciones acetona, MeOH y acuosa que, 

destil4ndolas proporciona.ron l.as cantidades indicadas en la 

t.abla. 3. 4 : 

Tabla.3.4.- Resultado de las separaciones con disolventes 
del ex\.racto polar de semillas verdes. 

DISOLVENTE PESO RESIDUO 

acetona 19. 29g 

MeoH 56.52a 
acuoso& 2.56g 



DIAGRAMA.5- Separación del ext.racto polar de semilla verde 
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EXTRACTO SOLUBLE EN ACETONA 

La fracción de acetona Cdiagramas.5 y 6. en el cuadro A) 

se percoló con 128.359 de s1lica para placa. oleniéndose fracciones 

de 125mt, utilizando como eluyenle AcOEl/hexano 1:1Chasla fracción 

13). AcOEt.Chasla fracción 32) y posleriormenle con mezcla 

AcOEl/acet.ona. De las fracciones 47, 40 y 4Q, eluidas con 

AcOEt./acet.ona 7: 3, se obluvo un sólido café con pf=95-Q7°C; cuyo 

espectro en el IR muestra la presencia de abundantes grupos 

oxhidrilo Cbanda ancha 3200-3500cm-l) y grupo carbonilo C1700cm-1
), 

su espect.ro en UV muest.ra absorciones a Arrw:uc 220, 285 y 325nm, 

t.ipicos de un fenil propanoide . 

Las fracciones de 26-84 reunidas proporcionaron 5.6Qg de 

residuo. Este se crom.at.ograf16 con 609. de silica, utilizando como 

eluyent.e CHCl /MeOH bla: SChast.a la . facción 11). 95: 15Chast.a la 

fracción 22), 8:2Chasla la fracción 31), 7:3Chasla la fracción 38) 

y con 1:6Chast.a la fracción 48). L.as fracciones obtenidas est.aban 

const.it.uidas por mezclas, por lo que eligió las que se 

presentaban menos complejas, resultando las fracc.iones 15-21 y 

215-:32. 

Las fracciones 26-32 fueron 1600mg de una mezcla paslosa 

de color .i.mbar , present.Andose tres componentes al revelar las 

cromat.oplacas; por lo que se hizo una percolación con 32g de 

sllica. eluyent.e CHCl••'MeOH 8: 2 con fracciones de 20mt desde la 1 

hasta la 12 ; de 40mt apart.ir de la fracción 13 • de la fracción 23 

se cambió el eluyent.e a CHC1•/M90H 1:1. El resultado de esla 

percolación dió un compuest.o mayoritario mas o menos puro, 



DIAGRAMA.6- Ob~ención del FENIL PROPANOIDE y del SECOIRIDOIDE. 
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considerando qua lan1a pureza para las espect.roscopias 

dec1d16 percolar las fracciones 8-19. que pesaron 1.25g. con 

15.0Sg de silica y utilizando como eluyent.e CHCl
8
/Me

2
CO/MeOH 5:3:2 

y f'raccionando con volúmenes de 20mt. De las fracciones 3-6 fué 

obtenido un compuesto bast.ant.e puro. como un aceit.e espeso color 

amarillo que al secar en el rola-vapor forma espuma rigida, la que 

se recupera raspando las paredes. quedando como polvo apelmazado, 

con peso de 430mg .. Para purif'icarlo de colorantes Cque dejaban 

una eslela amarillenta en la cromat.oplaca antes de revelar) se 

decidió disolver la mil.ad de lo obtenido Ci'O alcohol, agregando 

carbón activado, se caliant.ó suavemanla¡ post.eriormenla al filtrar 

a través de celit.a se observó que el color de la solución 

amarilla., ant.es de agregar el carbón, salió color verde y al 

deat.ilar el disolvent.e en rot.a-vapor se comport.ó da la misma forma 

el compueslo, pero de color verde. Comparando los punt.os de fusión 

da los polvos verdes con los amarillos se not.ó, en repelidas 

ocaciones, el mismo punt.o de fusión Cpf= 135-136°C). Al disolver 

cada polvo por separado en MeOH y calentando las soluciones se 

comportaron estables, sin variar su correspondient.e color. Por sus 

bandas en IR C3300-3400cm-' de -OH y 1700cm _, de carbonilo). as! 

como su absorción en el UV (Xma.x 240, 285 y 330nm) y su espect.ro 

de RMN'H donde se manifest.aron los hidrógenos anoméricos en 4.90 y 

en 5.10ppm y seftal del sist.ema del cinamato a 6.30 y 7.70ppm, asi 

como del de aromAlico a 6.eo y 7.40ppm se dedujo se t.rat.a de un 

glucó.ido da renil propanoida Cfigura.7), corrobor~ndose con 

RMN'HC la presencia de ést.e. 



L.a fracción 15-21. con 1340mg. forma.da por un liquido 

viscoso color ámbar con lres componentes. siendo uno el principal, 

se percoló ulilizando 15. 4g de silica y eluyendo con MeQH/CHC1
8 

1: 9. las fracciones se separaron d• 20 en 20m~; de eslas. las 

fracciones más import.anles fueron la 11-13 con 380mg y la 14-22 

con 700mg. Trat.ando de separar los componentes de 1•-22 con 

percolacionas. no se logró separar nada puro. De la fracción 11-13 

se logró reunir mAs mueslra parecida por aspeclo y const.it.uyentes 

con mismas Rf en una cromatoplaca, de las percolaciones hechas a 

14-22. se obt.uvieron Qeómg con dos component..es mayoritarios y un 

t.ercero en poca cant..idad, la percolaci6n se realizó con 

CHCl
9
/Me

2
CO/MeOH 5: 4: 1 con fracciones de 10mR.; de est.as, las 

fracciones de 4-8 con peso de 830mg se reunieron y se volvieron a 

percolar con CHC1
9
(Me

2
CO/MeOH 6: 3: 1 y obt..eniendo eluat.os de 10mt. 

Finalmenle en la percolac16n de 4-7 con 400mg de muest..ra 

CCH
2
Cl

2
/Me2CO/Me0H 9: 6: 1 como eluyent.e). salió en las fracciones 

3 y 4 un aceit..e espeso color amarillo casi limpio con peso de 

255.lmg el cual result..6 ser un glucósido de secoiridoide; porque 

present.6 sen:ales en 7. 30ppm como singulet.e del prol6n en C-3 y 

carboxilo conjugado de c-11 unido a C-4. la presencia d• azúcares 

y arom.itico se observa en su espectro de RMN'H y de 'ªe 
Cfigura.10). 

FRACClON MeOH DEL EXTRACTO DE SEMILLA llEROE Y SECA 

L.a mayor cantidad de muestra se ext.rajo en est.a fracción 

ese. 52g, ver diagramas. 5 y 7 en el cuadro 8) ; pero no fue r•cil 

separar est.a mezcla con parcelaciones, ut.ilizando disolventes de 
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polaridad menor al a.gua. Se habla observado que la solubilidad en 

MeOH era relalivament..e buena pero no separaba nada en placa; por lo 

que realizando cromat..ografias en capa fina de s!lica-gel. usando 

como eluyenles' 0 las siguient..es mezclas CH
2
Cl

2
/MeOH, Me

2
CO/M<eOH, 

CHzC1
2
/Me

2
CO/MeOH y Ac0El/Me

2
CO/MeOH en proporciones variables. 

no se observó la suf icienle resolución como para elegir alguna. 

Decidida la realización de una serie de percolaciones 

para 43. 50g del ext.raclo. con los eluyenles mejor seleccionados, 

se obluvo lo siguiente 

Primera percolac16n con 304.59 de silica en columna 

de 5. 5cm de diAmet..ro, fracciones de 100mt con los oluyenles 

moslrados en la t..abla.3.5 .. 

Tabla.3.5.- Variación de los eluyenles en la percolación 
d• la parle soluble en MeOH del ext.raclo 
polar de semilla verde. 

.. pa.rf.1. r Eluyenle Proporc1.Ón 
do r ra.cci.ón 

1 CHzClz/HezCO 6:4 

13 CHzCl z/MezCO/MeOH 12:: 8: 1 

31 CHzClz/MezCO/MeOH 6: 4: 1 

48 CHzClz/MezCO/MeOH 6:4:2: 

61 CHzClz/MezCO/MeOH 6:4:3 

gz CHzCla/MezCO/MeOH 5: 4: 3 

107 CHaCla/MezCO/MeOH 4:4:3 

12:0 CHzCl:/MezCO/MeOH 1: 1: 1 

1ZGl MezCO/MeOH 1: 1 

133 MeOH 1 

138 He0H/H20 9: 1 

De la fracción 1-4 se purifican 136.4mg de un lriterpeno 

llamandolo Fr. M-1Cenconlrado). Para la fracción 7-13 con peso de 



DIAGRAMA.7- oblenci6n de los azúcares. 
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2. 078g se sigue una serie de percolaciones encont.randose 426. 5mg 

de manit.ol Ctigura.6) . 

En un int.ent.o de separar mas component.es se decidió 

probar mezclas de dlsolvent.es cercanas a la polaridad del M&OH. 

siendo est.os los siguientes: nBu0H/Ac0H/H
2
0 12: 3: 5. iBuOH/MeOl-l/H

1
0 

4:1:1, C
0

H
0

/nBuOH/AcOH/H
1
0 1:5:2:4; sin embargo el recorrido del 

eluyent.e se llevó en algunos lo menos l dia. aclarando que sólo 

er-an placas comparativas. Se t.rat.6 de realizar una placa 

preparativa en papel con uno de ellos. durante una semana no llegó 

a recorrer el eluyent.e lo suficient.e, como para realizar una 

separación . 

De la fracción 56-91C14. 474g) que conlenla cuando menos 

cuatro compuestos diferentes, se lomó 10.74059, se ,disolvió en MeOH 

y se pasó a un matraz volumét.rico aforando a 50mt. De ah1 se 

t.omaron alicuot.as conocidas para poder hacer pruebas. Una alicuot.a 

d• g, Qemt C2.1•81g de muest.ra) se percol6 con 28. Q5g de silica y 

como eluyente CHzCl2/MeOH/AcOH 7: 1: 2 , obteniendo fracciones de 

20mt. De las fracciones 2-4 eluyeron 185.5mg de cristales solubles 

en MeOH que no funden abajo de 290°C y no revelan con los 

reveladores convencionales, por lo que fue desechada. Lo disuelto 

en la mezcla de disolventes se aplicó en cromatoplaca para 

determinar su pureza.. A su vez lo que quedó disuelto en fracción 

2-4 fue un azt1carCM-4) que no se ident.ificó C421.8mg), de ah! se 

obt.uvo mis sólido del desechado. La fracciones 8-12 lo const.it.uyó 

un compuesto con impurezas C370.2mg) al que se le caract.eriz6 como 

glucosa, ya. que su esp~ctroscopia de IR, RMN'H y He y derivados 
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aclilado Cpf=116-119°C)y fenllhidrazona Cpf=205-207°C) concordaron 

con lo reportado. 

O. la fracción 56-91 cont.enida en HeOH fueron tomados 

10.Sml.Cequivaliendo a 4.2532g) para percolaci6n con 55g de silica, 

eluyendo con CH2Cl2/MeOH/AcOH 8: 1, 2 y separando fraccion•s de 40mt. 

resultados en la t.abla.3.6. 

La percolación de fracción 5-12 se realiz6 con 46.51g de 

silica, eluyendo con CH2Clz/M'eOH/AcóH 18:1:1 hasta fracción 6 y de 

ahi en adelante con relación 9:2:1, dejó corno resultado O.Q534g de 

M-4Cazúcar no identificada) con buena pureza. 

De fracción 14-23 se realizó percolaci6n con 46. Og de 

silica y elución con CHzClz/HeOH/AcOH con fracciones de 60ml, 

empezando con relación 18: 1: 1 para las primeras 3 fracciones, en 

las fraccionas 4-10 con relación 16: 1: 3; para la 11 en adelanle, 

con 7:1:2. Para las fracciones 12-16 se obluvo 0.2027g que 

cont.enlan bast.anl• M-5Cglucosa), en las fracciones 16-25 salió 

0.4112g de glucosa con buena pureza para especlroscoplas 

Tabla.3.6.- Result.ados de percolación de la fracción ee-01. 

rraccL6n Conl•n" do co.nlLdad 

1-4 M-3,no id•nlif icado o. 9144g 

5-12 M-3 y mucho M-4 2.9172g 

13 M-4 y M-5 

14-23 M-4 y mucho M-5 1.1e319 

24-27 muy poco M-5 . 
Lmpur•zo• 

aa lo.vado con lil•OH 
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Para cara.et.erizar a los compueslos f'enil-propanoide y 

secoiridoide se prepararon los derivados acelilados 

Ac
2
0/piridina , logrAndose separar, no agregando agua y dest.ilardo 

la mezcla de reacción con AcOEl como liquido de arrast.re al 

evaporarse con la piridina y del anhidrido acético. 

Con apoyo de la RMN' 19C se decidio determinar la 

eslruct.ura de los compuestos para concluir con sus eslruct.uras. 
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III.3.3.-PURIFICACION Y PREPARACION DE DERIVADOS DE LOS TRITERPEHOS 

Los t.rit.erpenos encont.r.a.dos t.ant.o en la semilla verde 

como en la madura. f'ueron purificados al practicar ext.racción 

hexano/benceno 1: 1 de una disolución previa de las muest.ra.s en 

MeOH/H
2
0 8:2 . Los t.rit.erpenos se disuelven en HeOH y decoloraron 

con carbón act.ivado para concenlrarlos y que formaran cristales. 

para secarlos por filt.ración del disolvente. 

Para la percolación se t.om6 lg de cada grupo de los 

t.rit.erpenos Cde semilla madura. y de la semilla verde). cada uno 

fue disuelto en lo menos de MeOH caliente y adsorbido en celit.a. 

Post.eriorment.e en cada caso se eluyó con hexano/acet.ona 8: 2 en 

columna para 20g de silica para placa. La presencia de los 

t.rit.erpenos en las fracciones se hizo notar por la rormación de un 

polvo bl aneo las paredes de los recipient.es. El t.rit.erpeno 

principal en la semilla verde crist.aliz6 f'ormando ctl.mulos, se 

obt.uvieron 371.2mg considerandolos como puros y con pf'=30Q°CCATD) 

o m.is de 200°CCFISHER). el cual se ident.ific6 con el Acido 

olean6lico Cfigura.5). Para el t.rit.erpeno principal en semilla. 

madura. se obt.uvo 437.4mg., considera.ndolos puros. pf= 

2ee-aee°CCFISHER), el cual es el ~cido urs6lico Cf'igura.2). 

METlLACION DE TRITERPENOS CON DlAZOMETANO 

Ut.ilizando 20mi de NaOH al 40% Cesta solución se enfrió 

una vez preparada, deja.ndola en bal'fo de hielo ha.sta su 

ut.ilización), eome de ét.er etilico la.vado 3 veces con 25mt de agua 

helada, 1g N-nitroso-N-met.ilurea, embudo de separación para 126ml 

con llave de teflón y aprox. 1g del triterpeno. 



L..a. forma de preparar el diazomet.ano es la siguiente: 

Se colocó en el embudo de separación la sosa y el 

•t.er et.ilico, dejando separar las fases perfect.amE'lnt.e. 

Porciones pequeffa.s de la N-nit.roso-N-met.ilurea fueron 

adicionadas en el ét.er y observando la reacción en la 

int.erfase, hast.a que dismnuyó. se agregó un poco mAs. ~a 

rase et.•rea se fue poniendo amarilla, si s• observaba que 

el desprenditnient.o de las burbujas llegaba la 

superficie indicaba la sat.urac16n del éler, por lo que no 

se agregaba más del reactivo. Una vez preparado el 

diaZotn$lano en ét..er. era vaciada con cuidado la sosa y 

desechada, recibiendo el ét.er en un recipiente limpio con 

lentejas de sosa, sin raspaduras en su interior. 
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El react.ivo preparado se rna.nluvo en baf'{o de hielo o 

guardado en la hielera de un refrigerador. no dura mucho tiempo 

por lo que se le t.rat.ó de utilizar inmediatamente en la reacción 

de metilaci6n. 

L.a reacción se llevó a.' cabo agregando un poco del 

diazometano a la solución sobresalurada del lrilerpeno en MeOH 

enfriado con baf'So de hielo. siguiendo la reacción por 

croma.tografia de capa fina. 

El Acido triterpénico en semilla verde dió un éster 

met.ilico cristalino incoloro en forma de agujas finas y largas, 

con dos puntos de fusión pf=130-132°C cambiando a est.ruct.ura. 

amorfa con pf=198-200ºc. Como su pf y su espectroscopia de IR y de 

RMN'H coincide con la del oleonolato de metilo, quedó el 

triterpeno plenamente identificado como ácido oleanólico. 



'' 

El segundo .\.cido t.ri l•r?"nico d16 una. 1n9zcl.;i de 

productos; por lo que se so~t.16 una percolación con 

muest.ra/s!lica-para.-placa 1: 10 y eluyent.e Hexano/acet.ona QS: 5 

dividiendo en tracciones de Sml; s~iendo el derivado en la 5°' y 

ea. t'racc16n, cristalizando como agujas pequer'las con pf•ll0-112·c; 

con las espect.roscopias se le 1dent.ific6 como el éster melilico 

del ~cido ursólico. 
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IV.- R E S U L T A D O S V D 1 S C U S 1 O N . 
En ••ta. ••cci.6n 

co"'pa.rallva.• do 

i.nlroduc•n loo do 

••mi.Ua. dol ••tudi.ado, 

compa.raci.ón. 'º' otro ta.do pre•enlc:r.n loo 

r••ulta.do• do la c:romotogrQfi o. de ga••• d• lae 

z íro.cci.onee mAa i.mporla.nt•• d•L cic•~l•. 

conti.nual"ldo, lo pr•••nloc~Ón do loo compueelo• 

dato• t1 aleo-qui mi.coa y 

••peclroac:Óplco• 

rv.1.- CONTENIDO DEL ACEITE CRUDO 
Al iniciar el trabajo del aceite crudo de semilla madura 

se observó la formac16n de precipitados sólido cerosos que al 

calentar la solución se disolvio. Una parle lo forma una parafina 

cuyos datos son: 

---Pararina sólida de fracción 6-Q y 10-32 con 

pf=65'-67°C. Fórmula C
81

HcU. El espectro de IR en solución hace 

notar la presencia de met.11 enos como componente casi t.ot.al del 

compuesto C2930cm-1
, 2860cm-•, 1470cm-'. 1380cm-•, 1130cm-ª). En 

RMNºH se observa metilanos Cmuchos en 1.22ppm y pocos en 1.17ppm) 

y los metilos C0.95ppm). El espectro da ma.sas indica una p•rdida 

constante da met.ilanos C14 unidades) siendo la nvz = 436 para el 

H+ y . Por lo qua s• decidió que ara n-C
9
,H""'. 

ot.ro sólido as una cara con aspecto muy parecido al 

anterior. obtenido en la Cracción 49-53 y dalos siguiente: 

---Sólido separado de la Cracción 49-53 en parcelaciones 

de puriCicación de esa fracción, con pf=66-68°C y soluble en 

cloroCormo y hexano. Fórmula condensada C,
62

H
92

0
2 

como éster. Su IR 

en solución da CHC1
1 

muestra: Sen'al de melilenos 2926cm-'. 2850cm 



y 1460c'" ; car.bonilo a 1720crn con banda •n 1150c'" del enlace 
o 
11 

-e-o-e. En el espectro de masas hay rompimient.o de hidrocarburo 

hasta RV'Z a3Q cc17HJl!S+) y de 437-564 CCPH.lP+)una perdida 

complet.a sin f'ragment.aciones previas, de 59a-677 CC
0

H
18

+) con 

perdida i ni cJ. al de 13 unidades ? . m/z = 57C 100%:> , de 257C 52'0 a 

295C23"0 a 313C15"...0 a 341C11Y.:> y a 369C5"...0 con f"ragmént.aciones 

intermedias muy poco not.orias .• 650C1.6Y.l, 677C1.4!0. 

Ot.ra p ... rt.e lo f'orma la presencia de un lrit.erpeno que 

f'ue ident.ificado como ácido ursólico CC H O), de acuerdo a su 
90 ••• 

"' 

pf'. y por el espectro de RMN'H, idéntico al de una muestra pura y 

bien caraclerizada de dicho Acido, Sus dalos son: 

FJ.gura.2- ACIDO uasoLICO 

PrecJ.pit.ado en el ext.ract.o hept.Anico y obtenido en la 

percolación del mismo extracto. Un polvo blanco poco soluble en 

CHCl• y parcialment..e en MeOH, con pt'=266-258°CCFISHER). Su IR en 

suspensión indica grupo funcional alcohol y A.cido carboXilico: 

bandas entre 3500-3300cm -i que se agudiza •n esta zona y una 

amplia. pequefta. a 3500-2500cm-1
. Banda de carbonilo en 16Q2cm-1 

• 

La RMN"H en CD:!• y en coc1.+DMSO. da en 5.2Sppm Ct..,1H) absorción 

de un prot..ón vinilico , en 3.20ppm Ct,1H.J=8Hz) protón base de 

alcohol secundario, en 2.95ppm Cd, ,J=SHz), mult.iples seftal~ 

ent.re 2. 5-0. 9ppm donde se presenta el esqueleto y los grupos 

inlercambiadores de deuterio por 2.20ppm. Singulele en 0.9ppm . 

LA mayor parle del sólido se debe a la presencia de los 



ésteres grasos con grupos de ácidos lolalment.e saturados y que son 

mas solubles. 

Las tracciones 49-53 y 9Z-12:1 de la croma.t.ograf1a en 

columna del aceite. tuvieron IRºs en solución parecidos a los de 

aceites comeslibles debido a que contienen los mismos ácidos 

grasos Cson una mezcla de lriacilglicéridos) y su dit'erencia 

radica en la proporción de cada uno de ellos. Lo mismo se presenta 

al comparar su RMN'H2º'21
• En el espectro de masas se observa el 

patrón de fragmentación lipico para t.riglicéridos22 . 

Al revisar la labla.4.2 se observan variaciones en 

porcentaje para algunos Acidos grasos, lo que se atribuye a los 

dit'erent.es cult.ivos de estas y otras plantas, que se han ext..endido 

a muchas partes del mundo; provocando que exislan, por ejemplo, 

varios lipos de aceites de una sola aspee!• con ligeras 

variaciones de sus componentes según la región donde se producen. 

La crom.at.ograf1a de gases ha ayudado a la 1dent.ir1caci6n 

y cuAnt.iricaci6n da los .á.cidos grasos const.1t.ut.1vos de aceites. 

Los resultados d• la cromalograria de gases de las rracciones 

4Q-53 y 92-121, se presentan en la tabla 4.1 . 

Tabla.4.1-Muestra de los principales ácidos grasos constituyentes 
de 2 aceites rraceionados del aceite de J='ll.4Xlnu.o u.lutel. 

aceite aceite 

tiempo F'racc16n 4Gl-63 Fracción g2-121 Referido a 

retención directo corregido directo corregido ácido 
AY. W-4 1 A'/, WY, 2 

8.92 20.676 16. 430 6.644 4. 731 pal mili co 

11.85 1. 078 o. 861 43.176 30.746 linole!co 

11.Q3 67.322 46. 772 36.414 26.218 o.laico 

12.28 10.784 8.611 2.320 1.662 esteárico 

y 2 correcciones debidas a las reacciones y extracciones para 
referirlas al aceite respectivo. 
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1 Hidrólisis 80.e6% Formación del ester melilico QQY. F'act.or x0.7Q 
2 Hidrólisis 75.76% Formación del ester melilico Q4Y. Factor x0.71 



Los resultados del anilisis d•l ac•it.e crudo se 

present.an en comparación con el de otros aceit.es en la t.abla.4.2. 

No es posible asegurar los valores de indice de 

saponificación y .i\.cidos libres debido a que la burel.;i ut.ilizada 

CPyrex para 100mt> tenla precisión de 0.2mR y en ci•rla forma. esto 

inducia a un error. 

Al realizar las saponificaciones se decidió determinar 

el alcohol correspondiente, siendo ést.e el glicerol. con punlo de 

ebullición mayor al del agua, fue el (mico encontrado. Presenta. 

en el IR en película con filtro de IRlRAN. banda ancha que va de 

3700cm-t a 2500cm-t de alcohol primario en 1050cm-• y alcohol 

secundario en 1100cm-1• Presencia de agua por banda en 1650cm-'. 

Melilenos en 2930cm-t , 2880cm-• y 1460cm-•. Comparando con el 

es¡>9Ct.ro de glicerol del Sadt.ler29 pract.icament.e t.odas las bandas 

son iguales . 
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De ot.ras fracciones de los aceites 97-12.0. 139-154 y 

186-194. dieron IR"s donde se observa que al aument..ar el número de 

fracción se present.aban compuest.os de •ster con aument.o da -OH 

(banda en 3500-3400cm -i) y con ligera notoriedad de dos lipos de 

carbonilo muy ligeramente dif'erenciados c1e00em-' y 1670cm -•), 

Ade~s. en lodos se nota la presencia de doble ligadura Cen 

3005cm -i). Su cantidad era. pequef"ra a la del aeei te en tolal. por 

lo que no se l•s tomó en cuent.a. 



Tabla.4.2-Huest.ra. de los result.ados del ace1t.e de J". uhdt!t 
eompa.rando con dat.os de aeei t.es comes t.ibl es. 

Ac~i t.e fresno fresno olivo 

~•101:N F'\A:xt.n.uo .}'"'\a.xc.n:u.o 0-tota. tfo.'\th~un.uo J"c~a.m.um. 

.... .... uAd.ci CXC4l!~Oict'\ CU'\O'f'l.44 tin.Ct0'1.t.U in.di<:um. 
CLAVE ' 

lrid\C• d• mg 
•a.pont.l\ca.c.\Ór. I.S.-g-

l. 0-1 •• 
Ac\.do• \i.br•• A. L.!!!'1_ .. .,_,. 7 

O, P- Z. a 
lr.•opori\.l\Ca., 9 

Insap. ~~ 
Tola.\ GC•\l• .. ••mt.LLa. A.S.% 

Saturado• 
Sat.. Y. 

lr.eoluro.doe 
Insat..~ó 

Coproi.co e . 
Caprl l l::~ e . 
C.\prt. co e 

'º L.iur\.CO c .. 
Mt.rÍ•LÍ.co e .. 
Pa\ml L \CO e .. •. z-o." 

E•L•.i.r ~co e .. 
Araquid\.co e zo o.·- t.. z 
•ehérnco e zz 
Llgnocér\.co e .. 
T•L ra.d•c•no\CO 

l,;l•: l 

H••a.d•c•riot.CO e 
ld:t. 

Ole\ e o e 
,. : l 

l:ruclco e zz: l 

Llno\ •\.co e ,. :z •o.o-••·' 
Doco•o.di.enolco e zz: z 
L\noléraco e ,. : . 
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CONTENIOO DEL EXTRACTO POLAR DE SEMILLA MADURA 
Al hidrolizar una parle del ext..ract.o y realizar 

posleriorment.e una serie de extracciones se obtuvo un producto 

incoloro. crist.alino con pf=Q4-95°c. soluble en alcohol y en agua. 

Su derivado di-acet.ilado es liquido ama.rillent.o, soluble en 

ac•t..at.o de elilo e insoluble en alcohol. La. .fórmula condens,¡,da, 

det.erminada por espect.romet..r!a de masas es C•H
10

0
2 

• sus dalos 

tisicos y espect.roscópicos concuerdan con los del 

(1-Cp-hidroxifenil)et.anol, t.irosol u o alcohol 4-hidroxifenet.ilicozts 

Figura.3- T1aosoL 

Su espectro de IR en suspensión CEspect.ro.1), mostró 

abundantes bandas finas y largas entre 1560-730cm-'. destacando la 

d• 1512cm-1 et.ras bandas ~s anchas entre 3400-2600cm-1
, 

quedando casi limpia la región entre 2450-1600cm-'. Sef'l'ales de -OH 

en 33Q1cm-1 como banda f'J.na y en 3142cm-1corno banda mediana. Sef'Sal 

pequ•f'l'a y f'J.na en 3023cm-1 indicando presencia de aroNtico; no 

hay sen'al es entre 1 Q00-1600cm-' que indiquen la presencia de 

J.nsaturaciones. por lo que se corrobora con la presencia en la 

región da 2000-1660cm-1 de un pequef'lo pico Junto con ondulaciones 

ca.si desapercibidas y otro pico largo y fJ.no en 818cm-' indicando 

sustitución para- en anillo benc•nico . 

El espectro de IR del derivado acetilado en solución, 

muestra pequef'l'as se"ales entre 3e60-2900cm-1 y sef'l'ales grandes y 

fJ.nas ent.re 1750-840cm-'. Banda pequel"fa y fina en 3143cm-' del 

aroÑtico, en 1740cm-' y 1736cm-' dos bandas grandes y 

sobrepuestas de carbonilo, que ocultan las demas seftales del 

arom&t.ico, pero hay banda mediana y fina en 847cm-' que confirma 

la sust.it.ución en para- . Se nota presencia de metilos y met.ilenos 
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por bandas 2Q59cm-'. 14C50cm-1 y 13BOcm-•. 

En la región de campo bajo del espect.ro de RMN'H del 

t.irosol en COC1
9 

CEspect.ro. 2), se observa un doblete t.riplet.eado 

C6,85ppm,J=8Hz,2Hz) que es sel"Sal de aromático sustituido en 

posición para- Csist.ema A
2
8

2
); una sel"Sal simple que desaparece al 

agregar agua deut.erada e integra para 2H's C5.20ppm,s), de los 

-OH's; dos t.riplet.es bien definidos que, uno indica el met.ileno 

unido a alcohol C3.70ppm,t.,J=6Hz), el otro es de un melileno unido 

al aromático C2.73ppm,t.,J=6Hz). La RMN'H del t.irosol acet.ilado, en 

CDC1
9 

Cespect.ro. 3), da sef'S'al de aro~t.ico sust.it.ución en para­

C7.10ppm,dl,J=8Hz y 2Hz); presenta un met.ileno unido al oxigeno 

del •st.er C4.26ppm,t.,J~6Hz); un met.ileno unido al anillo arom.Alico 

C2.QOppm.t,J=6Hz); por úllimo, 2 seftales simples de los melilos de 

acelalos C2.30 y 2.05ppm,singulet.es), en anillo arom.llico y en 

cadena alifAlica respeclivamenle . 

En el expeclro de masas para lirosol se presenla 

rompim.ienlos en fn/z=:; 77C20. 9~ ion f'enilio; 106. QC100'° ion 

hidrox!-lropilio de escisión C-o y C-~; M+ 138C18'°; ion lropilio 

91C3"0 y abundante ion hidronio O. 8C16. 4Yal . 

Una parle del extracto polar f'ue somelida a una serie de 

cro~lografias Cpercolaciones) medianle las cuales se pudo obtener 

lres dif'erenles sustancias muy polares Cdiagrama.2), dos liquides 

paslosos M-19 y M-20 y un sólido pardo M-6Cpf=133-135°C)¡ sus IR's 

en suspensión y en paslilla presenlan: band.a. ancha e inlensa de 

oxhidrilo enlr• 3600-28!50cm - .. con aparenle presencia de grupo 

ácido, por la f'or~ en que la seftal de -OH se presenla, 

ext.endiendose la banda hasla 2500cm - .. , la presencia de carbonilo 

es revelada por una b:¡,nda en 1 702cm -.. . 

La RMN'H de M-20 CEspeclro.4) mueslra, enlre gran 

canlidad de seNales, dos agrupamientos de glucosas 4.Q2 y 4.B5ppm 

Chidrógenos anoméricos); hidrógenos aromAlicos sislema AA'BB' 

C7. 30, 7.13, 7. 03.6. 85ppm;d;J=8Hz) y aparenlemenle dos hidrógenos 

H-3 de iridoid• C7.eo,7.52ppm;s); la presencia de seftal­

r•pelidas para H-8 y H-1 enlre 5.75-6.25ppm parece indicar que se 



t.rat..a de un bis-secoiridoide 

C-10' C1.75,1.65ppm;d;7Hz) • 

La espect.roscopia de 

sei"lales de metilos en C-10 y 

masas muest.ra fragment.os 

acredi t.ados a la est.ruclura con el anillo arom.it.ico. 

principalment..• Crn/z 77C30%:>, Q1C22~.). 107C40'0, 120CSO"D, 

121C100Y.)); abundantes fragmentos menores y pocos mayores como 

rrVz=165C30,,...) que no asignaron. El fragmento ma.yor t~ue el de 

m/z=224C 3. S-/o:> • 
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Con estos dat.os se propone la estructura parcial del 

secoiridoide en la figura. 4, a la cual se le debe adicionar un 

anillo aromat.ico y la presencia de et.ro secoiridoide, unido 

posiblemente en R4 a través del anillo aromático . 

o .. ~~· . . 

H O-azúcar , 0-R" . 

-azúcar, cuo.lqu\er compueelo 

-azúcar-0-seeoiridoide. 
-t.irosol. 

R
8 

=CH• por lo 9•nero.l. 

Figura.4- Eslruct.ura general de un secoiridoide. 

CONTENIDO DEL EXTRACTO POLAR DE SEMILLA VERDE 
~ semilla tierna del mes de abril. una vez seca y 

molida, al ser extraida con MeOH di6 precipitado blanco. que se 

det.erminó como Acido oleanólico identit'icado por sus 
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caract.er1st.icas siguient.es: 

Figura.5- ACIDO OLEANOLICO 

Polvo blanco poco soluble en CHCl y parcialment.e 

soluble en MeOH, pf=309°CCATD), forma cúmulos al.dejar crist.alizar 

lent.ament.e en MeOH. Con fórmula C H O . El derivado met.ilado 
zoºc so •• • o 

dió [o.]
0 

=+60 en CHC1
11

, con pf=ll0-111 C. Su IR en past.illa 

manifiest.a banda ancha ent.re 3600-2500cm-' y una más aguda ent.re 

3500-3100cm-' indicando grupos -OH. seftal de carbonilo en 16QOem-' 

y sef'(ales de met.ilenos 2930cm-', 2850cm-' , con la presencia de 

pocos met.ilos 1450cm-•, 1390cm-' . L.a RMN'H en COC1
11 

+OMSO-dd 

pr•sent.a t.riplet.e en 5.25ppm de doble ligadura, t.riplet.e en 

3.20ppm J=6Hz, doblet.e doblet.eado en 2.5ppm J=BHz, mult.iplet.e en 

2.60ppm y mult.iples se~ales entre 2.5-0.Qppm donde se presenta el 

esquelet.o y en 2. 80-2. 75ppm aparece un doblete con J=2Hz que 

comparando con el del a.c. ursólico se presenta como singulete 

cercano a 2.QOppm. Dos singuletes en 0.80 y 0.7Sppm, mientras que 

•n el acido urs6lico se observa uno. La RMN'H del derivado 

metilado en COC1
8 

da saf"! .. les en ppm y multiplicidad siguientes: 

3.37d, 3.2d, 2.B5dd, 1.B5d, 1.65s, 1.5Gls, 1.4t, 1.15s, 1.05s, 

O.Q5s, o.es y 0.7s . 

El extracto alcohólico de la semilla seca y desengrasada 

proporcionó un rendimiento poco mayor al 1% de una sustancia 

cristalina que se identifico como manitol por medio de sus 

caracterislicas fisicas y esP*Clrosc6picas . 
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f1120H CH -cl1 TH20Ac • 'o 
HOlfH CH~ AcOTH 

HOlfH ·~ AcOTH 

HlfOH © H'fOAc 
H'fOH HTOAc 

CH20H CH20Ac 

Figura, 6- ACETILACION DE WA.NITOL 

Agujas con pf=168-169°c. Soluble en MeOH y en agua; 

insoluble en disolvent.es menos polares, como acetona. acet.at.o de 

et.ilo o cloroformo. 

Confirmado con su derivado hexa-acet.ilado que dió [aJ:ººc=+26.13 

en CHC1
3 

,con pf=123-124°C. El espectro de IR del mani lol en 

pastilla present.6. banda muy notoria de oxhidrilos ent.re 

3600-3000cm-1 con dos picos sobresalient.es 3387cm-• y en 

3280cm-• ~ en 1020cm-• y 1080cm-• dos bandas grandes y f'inas 

indic.a.ndo alcohol primario y secundario, respect.ivan\ent.e. Sei"iales 

pequei"ias de metilos y met.ilenos. El IR del manit.ol hexa-acet.ilado 

en solución indica banda dist.orcionada Caparent.ement.e nula) de 

met.ilos y met.ilenos debido a una alt.a cant.idad da carbonilos en 

l 755cm-', 1745cm-' y 1735cm-' que aparent.an una banda con pequei"tos 

picos sobresalientes. Banda mediana en 1370cm-' de metilos . Banda 

ancha tipo ést.er ent.re 1200-!000cm-' . 

e1 espectro de RMN'H del manitol h•xa-acelilado en CCX:l
9 

presenla la se~al del CHOAc intermedios C5.•0ppm,d,J=8Hz)e integra 

para 1H; la seftal do los CHOAc inmediatos no muy derinida 

C5.07ppm,ddd,J=2) que integra para 1H; una serie de serta.les que se 

sobreenciman de CH
2
0Ac del exlremo C4, 4ppm, 4. OBppm;ddoJ=6Hz), e 

integra para 2H's. Tres singuleles en 2. 05ppm, 2.10ppm y en 

2.12ppm de los melilos del acetato. La comparación del especlro.5 

con los dalos 

perfeclament.e • 

reportado en la lit.erat.ura20 concuerdan 



En el espeet.ro de masas se presenla el ion CH C=O m/%=43. 
• + 

como el ion mas not..orio. Las fragment.aciones m/z=73CCH2=cºOCH9) 

Y de m/z=5QCc0~H ) se not.an . 
compl ement.ar i os son not.or 1 os nVz= 

361CO. 4:0CM•-73) y 375<0.1:0 

detect..or- , 

poco. pero sus fragment.os 

115(7. Q:O CH~H -CH -cº~H) 
CM-59). M+C43•) 

2 

no
2 

llega
9 

al 

COMPOSICION OEL EXTRACTO 11e,co DE SEMILLA VEROE 
La parte soluble en acetona del extracto polar, sometida 

percolaciones como se describio en la parle experiment..al 

(diagrama.. 6), proporcionó sust.anc;!as de aspecto pastoso color 

ii.mbar a café obscuro. D:::is de ellas se lograron separar como 

compuestos puros. identificando a uno como verbascósido Cun 

glic6s1do de fenil-propanoide) y al et.ro como 

10-h1droxi11gust.r6sido Cun glucósido de secoiridoide) . 

v1:aaAscos100. Al evaporar el di sol vent.e en rola-vapor 

formó. el compuest.o, espuma; al ser rasparda de las paredes del 

mat.raz bola di6 un polvo amarillo y apalmasado, soluble en acet.ona 

y muy soluble en MeOH. Al disolver en acet.ona, agregar carbón 

act.ivado, filt.rar y concent.rar a sequedad se obt.vo un polvo verde 
o 

apelmasado, pf=135-136°C. [a]:º c=-101. 454 • Cuando se agrega 

solución de FeC1
8

, a una solución met.anólica del compuest.o, se 

desarrolla una coloración verde; indicando presencia de fenoles. Su 

espect.ro de IR en suspensión, muest.ra banda ancha a 3350cm-1 Cde 

numerosos grupos oxhidrilo). en 1700cm-1 se observa banda de 

carbonilo, en 1510cm-1 banda Cmá.s grande que la da carbonilo) 

most.rando anillos aromAt.icos y en 810cm-1 banda de sust.it.ución en 

posición para-. El espect.ro de ul t.raviolet..a muest.ra A.mo.x a 2QOnm y 

a 330nm, Clog.c= 4.156 y 4.267. respect.ivament.e) indicat.ivo de un 

sist.ema carbonilico conjugado y de anillos arorú.t.icos 

respect.ivament.e • 
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Figura.7- YE•••scoa100 

El espectro de RMN'H CEspeclro.6) muestra una sen:al doble 

asignada a un melilo secundario C1.1ppm. d); una sef"[al equivalente 

a dos protones C2. 75ppm,d) que se asigna al melileno C-6 de 

glucosa; ent.re 3. 5 y 4. 25ppm se observan sef'iales superpuestas 

indicando presencia de dos azúcares Canoméricos 4.9ppm y 5.1ppm,s). 

A campo bajo es notable la sef"[al de un sistema AB, t.ipico de 

cinamat.o C6.3 y 7.7ppm,d); además, se observa hidrógenos aromálicos 

entre 6.6 y 7.4ppm. 

El espectro de RMN' 13C most.ró 1 a. presencia de 29 álomos 

de carbono, 12 de los cuales son atribuibles a dos hexosas siendo 

uno de ellos ramnosa, ya que todas sus se~ales coinciden con los 

dalos publicados en la lileralura27 para dicho monosacárido. 

Usando el mismo argumento, se puede deducir que el ot.ro azúcar es 

glucosa. La pocición C-1 de la ramnosa se encuentra unido a la 

posición C-3 de la glucosa, lo que se deduce del desplazamiento 

quimico de est.a sena! a B0.3ppm
27

• La glucosa se encuent.ra 

est.erificada por ácido caféico cuya sef'lal del carbonilo aparece a 

104ppm. la del carbono (J a 144ppm y el del a a 123. 5ppm • La 

posición C-1 de la glucosa se encuent.ra et.orificada por cafestol, 
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como lo indica la sei"lal a 34., Sppm para su mE-•t.ileno alilico y l.;1.s 

sel"iales aromAlicas de 112 a l27ppm; de acuerdo con la t.a.bla. 4. 3. 

que rue racilitada por su espectro A?T CEspect.ro. 7) . 

Por comparación de los datos mencionados los 

publicados, la est.ruct.ura para el glucOsido de semilla verde qyeda 

identificado cotne verbasc6sido, un renil propanolde originalment.e 

aisla.do de 'YMJ!a.ocuni. oi..n.u.aA:um. L.; present.andose en la tabla. 4. 3 los 

d.at.os de RHN'
11

C del compuest.o y del verbascósido . 

Tabla.4.3.- RMU·'•c del fenilpropanoide, comparado con dalos 
del verbascosido. 

# FRECu1:..UCI A e en ppm) INTENSIDAD MVL TI PLI CI DAD CARBONO 
EMPll:a tMENTAL t. J TE•ATUaA EXPEalWENTAL 

1 168. 00 16Q.6 30.274 s g 

2 147. 480 14Q. 33 33. 078 s 4 
3 146.38 148.06 24.2SZ d 7 
4 144. 301 146. 35 30. 580 s 3 
5 143. 824 145.58 37. 380 s 3' 
e 142. 205 144.10 30.118 s 4' 
7 131.008 131.56 31.855 s 1' 
8 128. 545 127. 40 28. 882 s 1 
g 122.880 123. 36 23. 833 d e 

10 121.057 121. 06 47. 331 d e· 
11 116. 824 117.54 45. 202 d 2' 
12 116 117.03--- d 8 
13 116.121 118.04 22.182 d 5' 
14 114 115. 7Q--- d 2 
15 113. 832 114. 70 21.034 d 9 
16 102. 048 102. 44 27. 088 d 1a 
17 101.522 101.25 33. 086 d 1b 
18 80. 737 79.18 25. 576 d 3a 
lQ 73.85 74.61 24. 938 d 2a 
20 73. 597 74.61 27.Q82 d 5a 
21 71.043 72.oa 30.532 l 8' 
22 70. 288 71.80 33. 374 d 4b 
23 6G.BQ4 70.61 32.BQO d 2b 
24 6Q. 300 70.52 30.10 d 3b 
25 68. QOO 6G.18 24.188 d 4a ?Sb 
28 66. 503 1004. 23 ---- -dl cxano----- ---
27 130.149 80.78 18.108 l ea 
28 34. 475 35.99 31. 289 l 7' 
2Q 17.198 18.18 42. 425 e 6b 

En ot.ra rut.a del diagrama. 6 se obt.uvo un aceit.e espeso de 

color amarillo, cuyil espect.roscopia prasent.a. caract.arlst.icas 
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t.1picas de glucósido de secoir-idoide; dificil de caract.erizar 

direct.ament.e. porque muest.ra sena.les adicionales. enlre ella las de 

glucosa . 

OLUC081DO 8S::COIRIOOIDE, En el IR en pelicula. 

CEspect.ro.B). banda a 3300cm-1 de los -OH y en 1700cm-t la del 

carbonilo; además. en 1640cm-". 1600cm-•, 1510cm-' y en 1500cm-' 

bandas de dobles ligaduras alif~t.icas y aromát.icas. En el UV 

presento banda de absorción con Amo.11 a 205nm, 228nm y 277nm 

Clog.&=4.00. 4.157 y 3.293) debidas a carbonilo conjugado y anillo 

arom.it.ico present.e . 

El espect.ro de RMN'H CEspect.ro.9) muestra la presencia de 

azocares con se~ales ent.re 3-4ppm y se observa se~ales de arom.:..t.ico 

cent.radas en 6. 87ppm debidas a un sistema A
2
B

2
; pero la sel"'íal que 

da más información es un singulele que aparece a 7.3ppm. debida al 

prol6n vinllico H-3 de un iridoide con carbox.ilo en C-11. Se debe 

aclarar que la senal de lppm corresponde a una impureza . 

El espectro de RMN" 11C y su APT CEspectro.10) muestran la 

presencia de 31 á.tomos de carbono, lo que concuerda con una 

estructura de iridoide unida a dos hexosas Cglucosa y ramnosa), a 

un fen!lelilo deducido como lirosol Cpor haber ant.ecedenles) y a 

dos ésleres Csiendo uno melilico). Una eslruclura lenlaliva en un 

principio fue la del ntizhenide Cver figura.9) . 

Comparando los dalos de la bibliografia2
• se llegó a la 

conclusión de que no explicaba la presencia de un metilo unido a 

metileno, que aparece en RMN'H en 1.05ppm y en 15ppm para RMN'' 1C; 

explicada por la estructura de la figura.Q . 

Se pensó que esta segunda estructura podia quedar bien 

ya que el metilo de la ramnosa concordaba con la serial de UC y a 

la cual se asigna en la lileralura por 1Bppm; sin embargo no 

concuerda con el desplazamiento quimico ni con la multiplicidad 

del espectro de RMN'H, ni del lodo con el de RMN''9C . 



H-0 

Figura.e- NÜZHENlDE 

-H 
Figura.Q- •-•ANNOSA LIOUST•OSIDO 

Al preparar una buena cant.idad del compuest.o acelilado, 

que se logró purificar, se pudo elucidar la eslrluct.ura. la que fue 

1d6nlica a la reportada para el 10-hidroxiligust.rósidoªP 

CF"igura.10) . 
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'1l_ 

Flgura.10- lO•H1oaoN1i.1ousTao•100 

Est.a est.ruct.ura concuerda con su RMN'H CEspect.ro. Q) y con 

RM>P'•c y APT CEs?4tct.ro.10), pero m.!s con el derivado acet.ilado 

CEspeet.ro.11 y 12), Tablas compara\.ivas 4.4,4.5,4.6 y 4.7. 

Tabla. 4. 4. - RMN prot.6nica comparat.iva del secolridoide, 
DESAPLAZAIUEMTO EH PPN 

Exp.Co
2
o) Lit.. 27Co

2
o> Lit.. 2QCco.oo) MULTIPLICIDAD ASlOHAClON 

r.3 7, ,,. ·r. '31 5 1H, H-3 
7.0 7.20 7.03 d 2H, H-9' 
6.87 6.85,7.11 6.72 d 2H, H-5' ,7' 
5.9 6.06 e.14 l ancho 1H, H-8 
5.6 5.84 9.94 s ancho 1H, H-1 
4.70 4.89 4.93 d 1H, H-la 
? 4.10 2H, H-10 
? 4.15 l 2H, H-1' 
? 3.66 dd 1H, H-5 
2.62 2.ao l 2H, H-2' 
2 •• 2. 71 dd 1H, H-6(1 
2.10 2,47 dd 1H, H-Cci 

1.69 dd 3H, 10 

? en la zona d• 64.2-3ppm aparesen las sel'lales del a:1Jcar. 
• no se observa set"l:al ent.r e 1. 2 y 2. O ppm. 
Exp.Co:to) dat.os experiment.ales. ent.r• par•nt.esis est.• el disolvant.e. 

l.it..27Co:to) referencia 27. dalos da nUzhenide. 

Llt.. 2QCco•oo) referencia 2Q, dat.os de 10-hidrox.iligust.rosido. 
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Tabla.4.5.- R.MN de 1 •c comparativa del s.coiridoide. 

1 raECUENCIA 'º" pprn> INTENSIDAD MULTIPLICIDAD C4a•ONO 
CEXP.) CLIT.27) CL!T. 29) CEXP.) 

1 173 . ..,,. 174. 4 172.99 01. "'" s ' 2 169.12 169.9 169.37 3Q.01 s 11 
3 155.23 155.6 155. 00? 36.65 d 3 
4 155.10 46.07 
5 155.10 155.1 150.97? se.ca s 6' 
6 131. 02 131. 1 130.90 129.06 d 4',9' 
7 130.66 131.1 130. 90 60.66 s 3' 
9 130.62 129.4 129.99 63.21 s 9 
g 129. 39 125.7 129.36 33.60 d 9 

10 116. 19 116. 3 116. 27 129.63 d 5'.7' 
11 109.46 109.0 109.11 49.14 s 4 
12 102.72 70.13 d lb 
13 100.33 loo.5 100.79 52.10 d la 
14 Q4.67 QS.7 46. SS d 1 
15 77.19 77.2 77.49 d 5a 
16 76. 74 76. 6 79.28? 96. 79 d 3a 
17 76.67 102. 03 d 2a 
19 76.45 93.05 d 
19 73.96 73.9 74. 64 96.92 d 2a 
20 73.49 71. 0 65.27 t 1' 
21 70.49 70.3 71.36 95.19 d 4a 
22 70.42 43.96 d 2b 
23 70.23 74.91 d 4b 
24 67.40 206.06-- dioxano ---- ------
25 66.99 66.94 112. 01 t 1' 
26 61. 62 61.5 62.67 00. 41 t ea 
27 61. 51 59.94 t 6b 
29 61.43 59.14 41.27 t 10 
29 59.36 65.65 
30 52.70 52.6 5Q.72 e OCH• 
31 41. 01 41. o 41.13 34.62 t 6 
32 34.17 35.3 35.04 41. lll t a· 
33 31.60 31.1 32.19 40.2Z d 5 
34 1!5.13 13.6 5Q.30 e 10 

? al C-6° l• G•Lgnaron •••valor lo• G~lor••• e¡n embargo para otroa 
••coLr~do\dee a•¡gncn valor•• •nlr• 1•4-148ppm. 

CEXP.) Dalos experimenlales del secoiridoide. 
CLIT.27) Da.los del arl1culo 27, NÜZHENIDE 
CLIT.2Q) Dalos del articulo 29, 10-H1aox1L1ausTaos100. 



Tabla. 4. 6. - RHN de 11C comp.arat.iva del hexa-acetat.o del seco1rido1de . 

.. r•ECUCHCIA 1 er'I PP"'J IHTl:H•J:DAD WULTIPLJ:CIDAD CA••OHO 

CEXP.l CUT. 29) CEXP.) 

1 170.56 170. 48 45. '37 s COHe 
2 170. 49 170. 34 32.97 s COMe 
3 170. 07 170. 24 38.30 s 7 
4 169.28 16Q. as 40.Q6 s COMe 
5 169. 21 169.13 39.11 s 2 X COMe 
6 166. 24 186.15 33.31 s 11-CO Me 
7 152.80 152. 72 69. 30 d 3 • 
9 149. 27 149. 46 23.06 s 6' 
g 139.07 135.09 43.01 s 3' 

10 130. 00 131. 37 51.30 s g 
11 129.73 lZ9.63 168.00 d ¿• ,8' 
12 124.15 124.17 ea.oo d 9 
13 121.92 121. 48 164.7" d 5• ,7' 
14 108.21 108. 47 51.BQ s • 15 06.86 97.02 81.78 d la 
16 92.61 92.88 74.28 d 1 
17 72.36 72.53 86,QO d 5a 
19 72.14 72.30 93.92 d 3& 
1Q 70.58 70.87 Be.04 d 2• 
20 67.98 88.36 73.67 d 4a 
21 64.92: 64.98 73. 31 t 1. 
22 61. 48 81.70 56.95 t 6• 
23 60.52 60. 44 101.21 t 10 
24 51 .... 6 51.31 78.42 e ce He 
25 3Q.7Q 30."2 se.11 t 6 z 

26 34.21 34.29 71. 61 t 2' 
27 30. 72 30.88 56. 33 d 5 
29 20.98 20.60 56.2:9 e COHe 
20 20. 75 20.60 50.76 e COMe 
30 20.81 117. se 
31 20.•7 20.34 111. 72 e 2 X COMe 
32 20. 44 20.34 106.03 e 2 >< COHe 

CEXP.) Dalos experiment.a.les del secoiridoide. COCl 1 677. 38, 70. oe. 76. 53 
CLIT.2\l) Da.t.os del art.!culo 29, to-H1aox1L10U•T•o•1Do.COC1

1 
679.47 



63 

Tabla. 4. 7. - RMNºH del hexa-acet.at.o de 10-hidro:<lligust.rosido. 

D•splc.:a.mL•nLo Mul.t.i.pLl.ci.dGd A•1.gna.ci,.6n 
Cppm) 

7. 43 s H-3 
7.18 d H-5' ,7' 
e.ea d H-4' ,8' 
5.88 l H-8 
5.65 s H-1 
5.23 dd H-3a 
5.14 d H-2a 
5. 10 d H-4a 
5.02 d H-loa. 
4. 7Z dd H-10,. 
4.62 dd H-10• 
4.23 ld H-1"• 
4.17 ld H-1 •• 
4.10 d H-6a 
3.82 dm H-5 
3. 75 l H-5a 
2.96 l H-2' 
2.?a dd H-6a 
2.37 dd H-6A 
2.21 s AcO en 6' 
a.oo s 5Ac0 

Con una t:écnica reciente en espect.roscopia de RMN se ha 

logrado la asignación de los hidrógenos y carbonos 

correspondienl•s; de acuerdo a la est.ruct.ura de la mol•cula •n 

cuestión, los carbonos e hidrógenos asociados por uniones 

covalent.es y/o por cercanía espacial se correlacionan debido a su 

int.eracción elect.romagét.ica • 

Los espectrogramas de correlaciones en RMN 
Cbidimencionales). se logran través de la acumulación de 

información de la resonancia da los núcleos at.6micoso con un ajuste 

de escalas en el equipo se puede asociar en el grifico las se~ales 

en la abcisa y la ordenada, la inforrnac16n acumulada queda 

ordenadas perpendicularmenle a cada eje . 
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En el COSY Ccorrelat.ion spect.roscopy) se presentan las 

cor-relaciones espectroscópicas en RMN de los protones 

Chomonuclear) del compuesto en cuestión ; para analizarlo se traza 

una diagonal, que parle de la 1nlersecci6n de los ejes al ext.remo 

opuesto, donde se acumula. la información de resonancia Ccomo 

curvas de nivel) para los dos ejes• cuyo espectro Cpicos de 

absorción) se presentan en el extremos superior. por lo gener--.1. 

La acumulación de información queda colineal una sef'{al 

determinada. y perpendicular al eje , y simétricas al formarse un 

rect.Angulo con vértices corespondienles a la acumulación de dalos 

por la interacción de los nUcleos atómicos resonantes . 

En HETCOR Chet.eronuclear correlat.ion) la interacción que 

se pres•nt.a es ent.re dos núcleos at.6micos diferent.es. siendo la de 
1H-18C la mas común ;la acumulación de infC::rmaeión queda colineal 

a una se~al det.erm!nada. siguiendo la linea perpendicular a un eje 

se sabe a que se~al corresponde la acumulación de información. 

A t.ravés de la información obl.enida de COSY 

CEspeclro.11) y de HETCOR CEspect.ro.12) se construyó la t.abla.4.8 

para el hexa-acet.alo del secoiridoide. Las int.eracciones entre los 

ml:cleos at.6micos quedaron acomodadas en forma lineal, para saber 

que núcleo interacciona con cual sólo hay que seguir el mismo 

renglón . 



Tabla.4.8.- Correlaciones en RHN, según HETCOR cuadros A-8 y según 
COS'l cuadros B-C , del hexa-aceLato del secoiridoide. 

# 
1 
a 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
g 

10 
11 

1a 
13 

14 
15 

16 
17 
18 
1Q 

ªº a1 

A 
FaECUEHCIA. ppm. CAaaOHO 
( MULT I PL IC I DAD) 

15a. 80Cd) 3 
1ZQ, 73Cd) 5',7' 
1Z4. 15Cd) 8 
1 aL sacd) 4' ,8' 

Q6. 86Cd) 1a 
QZ, 61Cd) 1 
7Z.36Cd) 5a 
7Z.14Cd) 3a 
70.58Cd) ªª 67. QB(d) 4a 

"'· ''""t) 1 

61. 48Ct) ea 
60. sacu 10 

51. CJ l(.;0Zl"!9 
3Q. 7Q(t) 6 

34. <:1Ct) a· 
30. 7ZCd) 5 
ZO.Q8Cc) COMe-6' 
ao. ro(c) ICOMe en 10 
ZO. 47(c) a X COHe 
ao. 44Cc) a X COH9 

8 e 
FAEC. , ppm PROTON PaOTON 
MUl..TIPLI. 

7. 43Cs) H-3 
7 .18Cd) H-5' ,7' 
5. QB(t) H-8 H-1,H-10A 
6.QB(d) H-4' ,8' 
5.oaCd) H-1a AZÚCAa 
5.65Cs) H-1 H-10•, H-10A,H-8 
3.75Ct) H-5a H-1', H-6a 
5.a3Cdd) H-3a 
5.14(d) H-Za 
5.10(d) H-4a H-5a 
4. Z3Ctd) H-1 '• H-a• 
4.17Ctd H-1 'a H-a• 
4. QS(d) H-15a H-6a 
4.7ZCdd) H-10A H-8 
4.6ZCdd) H-10• H-1, H-9 
3. 30Cs) COzHe 
a.7ZCdd) H-6• H-6• 
a.37Cdd) H-6A H-ea 
a. Q6Ct) H-a• H-1' 
3.QZCdm) H-5 H-6a,H-6A 
a.a1Cs) COHe-6' C0Me-AS11l:CA• 

la.caes) 5C0He COHe-6' 
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EXTRACTO METANOLICO DE SEMILLA VERDE CDiagcama. 7) 

L.a separación de los componentes de esle exlraclo fue 

dificil, se ensayó percolaciones y cromaloplacas preparativas con 

malos resultados. por lo que se decidió manejar mezclas bast.anle 

polares con MeOH. AcOH Los resultados fueron 3 compuestos 

Fr.M-3.M-4 y M-5, de los que M-3 se presenl6 en forma de cristales 

incoloros parcialmente solubles en MeOH y muy solubles en agua. La 

espect.roscopia indico presecia de abundantes met.ilenos muy 

desplazados a bajo campo, como de un polimero con uniones -O-CH2-o­

pero de alguna forma como sal con cambio de const.it.uci6n sin 

fundir. Sin poder sacar mas información se le abandonó. 

El compuesto M-4 se present.6 como un sólido ceroso 

amarillento que en el espectro de IR en pelicula mueslra poco Acido 

acélico y -OH como de poliol con gran banda enlre 3!300cm-
1 

y 

3000cm-1 corroborandose con seffales enlre 1100cm-1 y 1030cm-•. Hay 

m4s sef'\:ales pero cree de conlaminanles. Los derivados 

fenilhidrazona y acelalo son liquides 

Su RMN"H en DMSO+COC1
9 

presenla 4.eppmC1H,d,J=6), 

4.32ppmC5H,s), 3.65ppmC1H,d,J=4), 3.35ppmC1H,d,J=8) y 

330ppmC2H,l,J=6). El derivado acelilado, en COC1 9, dió 

5.0ppmCm,J=6Hz), 4.BppmCd,J=6), 4.45ppmCd,J=6), 4.17ppmCt,J=2), 

3.47ppmCd,J=8), 3.42ppmCs) y 2 singulelos enlre 2.15-2.0ppm de los 

acelalos. 

Tabla. 4. Q. - RMN' ••e de M-4 , un azócar. 

FRECUENCIA lNTl'NCIDAD MUL TI PL..l CI DAD CARBONO 
Cen ppm) 

104. 21 20.53 d . 
100. 22 55.24 d • 
76.88 21. 74 d • 
76.78 21.50 d ~ 

74.07 66.53 d z 
72.57 47.37 l 
72.22 41.84 l 
70.60 48.37 l 
61. !58 38.56 l d 

!15.94 29.01 e COMe 
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La rraeción mas polar se obt.uvo como liquido d•nso color 

ambar. cuyo espectro en el IR Cen pellcula) mostró la presencia de 

abundantes grupcs oxh.idrilos ent.re 3500-3000cm-t confirrM.ndo ent.re 

1100-1030cm-'; est.o y su solubilidad en a.gua hizo sospechar de que 

se trataba de un azocar. por lo que ser preparó la fenilhidrazona 

que dió pf=205-207°c. se preparó t.ambien un acet.at.o que tuvo 

pf=116-119°C. Como los puntos de fusión de ambos derivados 

corresponden a los de la glucosa. se analizó la espectroscopia del 

acet.at.o. 

El IR, en solución. del derivado acet.ilado. present.6 

picos muy finos ent.re 3050-2000cm-t deduciendo que son de 

insat.uraciones por impureza. de metilos y de met.ilenos; además, un 

gran pico fino de carbonilo a 1757cm-• y de enlaces tipo éster 

entre 1oeo-1030c:m-... 

La RMN'H a 300MHz del derivado acelilado muestra. al 

hidrógeno a-anomérico CH-1) como doblele en 5.72ppm • un lriplete 

en 5. 46ppm del hidrógeno unido a C-5. un doblete tripleteado a 

s. 2ppm de dos hidrógenos de e-e , una sel'fal dtd en 4. 2ppm del 

hidrógeno que esta en C-4 y un doblete multiplete.a.do en 3.84ppm 

asignado al hidrógeno en C-3. Tambi6n se observa varias s•ftales 

entre 2.2-1,Qppm acreditandolas a los metilos de los acetatos, 

Figura.11- Anórneros a y~ de oLuco••· 
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Tabla.4.10.- RHN" '~del compueslo confirmado como glucosa. 

,, t--t<E'wvc.n'--IA lNTEN:>iDAD MUL. TI Pl.1 CJ OALJ c~ciONO 

Cen ppm) 

1 17Q, 48Q 40. 426 -- singulele---- carbonilo 
2 Ql3.724 150.005 d 1 
3 Q2.Q05 Q4,1341 d 1 
4 713.747 157.188 d 2 
5 713.574 157.02 d 2 
13 74,Q58 148.358 d 5 
7 73.583 90.473 d 5 
8 72. 301 1013.839 d 3 
9 72.247 110.1713 d 3 

10 70.489 113. 319 d 4 
11 70. 431 1138. d 4 
12 67.4 83.393 -- ---dioxano---
13 131. 578 142.677 l 6 
14 131. 431 88.435 l 13 
15 22.5413 58.752--- cuadruplet.e-- --met.ilo 

De acuerdo a los result.ados se le reconocio como glucosa 

impura. present.ando sus anomeros a y (1 Ctigura.11) y arrastrando 

compuestos insat.urados, los que al parecer le dan la coloración 

amarillenta. 



v.- e o N e L u s 1 o N E s . 

La semilla madura proporciona con m:Ayor abundAncia 

t.riacilgliceridoso ent.re ellos se encuent.ra est.erificando a la 

glicerina los acidos grasos linoleico y el linolénico, 

indispensables en la diet.a de organismos superiores; al no 

encontrar compuestos l6x1cos en el aceit.e Cpor cromat.ografia en 

columna y preparación de los aceites para cromat.ografia 

gas-liquido) y sabiendo que la purificación del aceit..e a nivel 

industrial requiere una serie de lavados donde se elimina a los 

compuest.os no polares CeJ. parafinas) a los poco polares Cej. ceras 

y alcoholes de cadena larga) y a los polares Cej. alcoholes de 

cadena pequef'fa. •cides grasos. t.rit.erpenos con funciones alcohol 

y/o .leidos carboxilicos), se concluye que el aceit.e puede ser 

procesado para consumo humano. El Onico inconvenient.e a considerar 

es la cant.idad de aceit.e ext.raido de la semilla ya que se encuent.ra 

en un rango bajo Cdel 9-11% comparado en peso con la semilla). 

En cuant.o a los compuest.os obt.enidos en la semilla 

madura: A.cido urs6lico Ct.rit.erpeno común ent.re las plant.as), una 

parafina, una cera y la presencia de glic6sidos de secoiridoides no 

det.erminados; a ninguno se le a considerado de t.oxJ.cidad. 

Algo que hay que enmarcar es que el A.e. olean6lico se 

encont.ró en semilla verde, y el ac.urs6lico en la madura; aunque 

no se niega la posibilaidad de que en ot.ros periodos, de 

desarrollo de la semilla, se encuent.re la mezcla de los dos. 

En la semilla v.rde se det.ermin6 la presencia d• rnanit.ol 
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como el compuesto mas importante en cantidad, ya que se present.6 

en aproximadamente el 1% con respect.o a la semilla verde, siendo 

posible su proc:esamient.o pcr su valor comercial. 

La presencia de glucósidos de secoiridoides se determinó 

por espeet.roscopia. Al utilizar la RMN'H con ayuda de la técnica 

de COSY y RMN' 19C con ayuda de APT y HETCOR se elucidó la 

est.ruct.ura del secoiriodoide, que se ident.iricó con el 

10-hi droxi 11 guslr ósi do. 

Al glicósido de fenilpropanoide se asignó una estructura 

que concuerda con la publicada para el verbascósido. 

Por otra parle, la presencia de az!lcares despues de 

hidrólisis, indica que la mayoría de los compuesto se present.an 

como los glicósidos o glucósidos. Es por eso que en la senú.lla 

verde la mayor cantidad de compuest.os se encuent.ra en la rracción 

mas polar. Para un post.erar est.udio de la parle polar de la semilla 

v.rd• se debe considerar est..a sil.uación para llevarse a cabo una 

ac•l.ilación t..ot..al y separar los productos con y sin agregar agua . 

Adem.A.s, es imporl.ant.e ha.car not.ar que el exlract.o acuoso sirve de 

cull.ivo para moho, pero hay que considerar que previamente se habla 

exlraido con et.ros di sol venl.es, lo cual quiere decir que en el 

ext.ract.o no hay susl.ancia que inhiba el crecimient.o de •st.os. 

Los objet.ivos del trabajo se consideran a.lcanzados y la 

posibilidad de ut.ilizar algunos component.es de la semilla abren 

opciones para est.udios post.eriores, ya que algunos son de int.erés 

comercial y el.ros en rarmacologia. 
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