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l-INTRODUCCION.

la fitoquimica Cdel griego fiton,plantad es una rama de
la quimica orginica que trata de las sustancias formadas en el
organisme de los vegetales. En la actualidad varlos laboratorios
estén dedicados a la investigaciéon de metabolitos secundarios de
plantas, guiados por interés quimliotaxenémico, por la busqueda de
compuestos bioléglicamente activeos, © simplemente por conocer la
composicidn quimica de una especie no estudiada .

El metabolismo primario es comparable en todos los
organismos y comprende el metabolismo esencial de los seres vivoes,
asi tenemos las rutas y clclos metabdlicos de: carbohidratoes,
lipidos, proteinas, icidos carboxilicos, etc. . En @l caso de los
mnetabolitos secundarics, no son cruciales para el mantenimiento de
la vida perc pusden ser de suma importancia para el metabolismo,
desconociendose en mucho la funclén que desarrollan y sédlo mis
conocidos por su importancia ecoldgica, ya que sirven como agentes
de comunicacidén qul.micn' .

Un metabollto secudario se caracteriza por su
distribucién restringida a un origen filogenédilico, esto es, no se
encuentra distribuido en todos los organismos y es proplo de la
evoluclién de ellos. La formacién de los metabolitos secundariocs en
un organismoc es gracias a la accidén de enzimas codificadas por
material genético especial

La presencia de los metabolitos secundarios, con
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abundancia relativa en una planta, posibilita su utilizacién con
fines industriales, medicinales, comestibles, insecticidas, ete. .

Aunque el fresno pertenece a la familia del olive, cuycs
frutos son ricos en aceite, no se ha enceontrado reportada en la
literatura la producceidn de acelte de fresho, por lo que se pensd
en determinar la cantidad extraible de su aceite, de los
constituyentes de #ste y de 1o que se podria 1lamar
“contaminantes* .

En el otoffo la semilla se desprende y se dispersa
ayudada por su forma alada, favoreciendo as! la propagacidén de la
especie; como muchas semillas sirven de alimento a pequefios
insectos o quedan acumuladas para descomponerse y servir de abono,
son pocas las semillas que llegan a germinar

En vista de tode lo anterior parecld interesante
emprender el estudio fitoquimico del fresno fiaxinuse ulldel con el
alslamiento, purificacién y caracterizaclidén par meétodos
espectroscépicos ¥y quimicos de diversas sustancias que contlanve .

El estudic de la semilla verde se pensd como complemento
al estudic de la semilla madura; se observéd que, por la cantidad

de compuestos polares, es mis importante para la fitoquimica .



OBJETIVOS

El presente trabajo U.eno_ como finalidad el westudio
fitoquimico de las semillas del fresno y de su acelte, para
complementar los escases estudios realizados sobre aste srbol tan
abundante en la naturaleza, ya sea en estadc silvestre o en forma
cultivada en parques y jardines.

Los estudies realizados son los siguientes :

1?—,’ Estudio del aceite crudc y de sus constituyentes
para su posible utilizacién.

2‘,5.' Caracterizacidén de algunos componentes mis polares
en la semilla madura con el fin de complementar el
astuz?io del aceite y determinar la posible
presencia de compuestos tdxicos.

3?; Caracterizacidn de algunos de los componentes mis
polares en semilla verde, para comparar con los

resultados aobtenidos de la semilla madura.



H-GENERALIDADES.

FRESKNO { Fraxinuo uldei (Wenzigd Lingelshelm)

El género ¥raxinuo perteneciente a la familia Ofeacece,
comprende unas 40 sspecles casi todas proplas de climas templados
de Europa, Asia y América. En México existen alrededor de 15

espm:.u;sx de Fraxinus Ctabla 2.1).

Tabla 2.1, Faaxinuo existentes on la Republica Mexicana:

Fresno 1 "Descripcion Descripcidn posterior
Fruaxinuo americana L. Prof.Gabriel V. Alcocer
Fauaxinuo $ealandel
Faaxinus $erlanderiana| Doc. Paul C. Standley
Fraxinus cuspidada Tore. Prof. Maximine Martinez
Faoxinus dipetala Hook et Arm. - " "
Froxinue paegpid Gray. * " "
Fraxinuo papikleca Lingelsh.

Fraxiouwo paingled Lingelsh.

Fraxlinue peteoina Br. Prof. Maximino Martinez

Fraxinus aufeoceno Lingelish.

Frexinus schiedeana Cham, et Schl.

Fraxinus opn. G. V. Alcocer.M. Martinez
P. C. Standley

Faaxinus veludina Torr.

Facxinus uhded Wanz., st Lingelsh. Paul C. Standley

En la Reptiblica Mexicana el bosque de fresnos Liene su
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mejor desarrollo a la oriflla de los rios y riachuelos. penetrando
bastante al Lnteriér de la depresion central de la Republica. Se
puede encontrar en las llanuras asoeciado con frecuyencia al sabino
C Faxadium mucrenaiumd, Se reproduce rapide en zohas deforestadas’.
Ha sido estudiade por los botdnicos debido a que todos ellos son
arboles que proporciconan sombra y buena madera .

Al fresno® (Faaxinuo uhded se le conoce en algunas
reglones de Chiapas como "madre de agua™; en ingles le llaman
“evergreen ash'. Fué clasificado por Theodor Wer'\z.i.gs en 1883 y
confirmado por Alexander Lingnlshoim" en 1808 ; locallizandolo en
regiones de Sinaloca, San Luis Potosi y Jalisco .

F. uhdei @s un arbol que llega a medir unos 40 metros de
altura y mis de 1 m. de diidmetro. Sy corteza es gris,
profundamente agrietada, con placas cuadrangulares. Sus hojas son
opuestas Cpinnadas7). con § a @ hojuel as lancecladas u
oblongo-lanceoladas, nmenudamente serruladas. con nervadura ablerta
y pilosa abajo en la nervadura central, con base de la hoja
decurrente, Las !‘léros forman una pani{cula hasta de 20 em., son:
pequeNas, apétalas, verdosas coh ihvolucro @ involucelos cafés, se
desarrcllan entre enerc y febrero., El frute es una samara con una
sola ala, mide de 2.5-4 cm., madurando en agosto y septiembre .

La madera de ¥. ulfdeli es de muy buena calidad, de color
blance alge amarillenta., con marcadas l{neas de crecimiento. Es
regularmente dura y fuerte, con pesc medic de unos Bookg/ma.
Medlianamente durable. Los usos mis (mportantes comprenden mangos

para herramientas, instrumentos agricolas, armazones para



edificios, instrumentcs de atletismo, remos, muebles de cocina y
de decoracidén interior .

En Farmacia las infusicnes de la corteza interior se
utilizan como ténico amrgo. Ccont.iene un glucdsido llamado
Fraxina® . Figura.1) . En algunas especles estudladas se ha
encontrade que la ingestisén de infusiones de la corteza provoca un
aumento en la actividad excretora de orina® con aumento de acido

trico .

8-3,D-0LUCOGSIL-7-HIDROXI - ¢ ~METOXICUMARINA

Figura.1- rraxina .

El cocimiento de las hojas ha sido empleado para combatir las
fiebres paliddicas y la fiebre amarilta'® . Se ha encontrade que el
extracto de semilla, de un fresno diferente a Saoxinue uldel,
posee actividad bact-ricstaticam . En Japén se ha utilizado a la
corteza de Faaxinuo jnenica Blume para combatir el reumatisme y
la gota' . En China ha existido una droga llamada Chin Ple'* de la
corteza de ¥, AApyncAmiplla para combatir la disenteria y cuya
actividad ests también relacionada con la actividad excretora de

orina .
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Estudics realizades en otros palses scbre ia
digestibilidad y poder nutricional de algunos Faaxinuo los han
clasificado como buencs a excelentes como complementc a la dieta
de animales domésticos'® . En algunos lugares de la Reptblica
Mexicana, en los primeros meses del afic se cortan :l.as ramitas
tiernas para darlas a los animales como complement.o‘de la dleta
. Se han heche estudios de log Faraxinuwoe con varios fines, los que
mis destacan son: la utiitizacién de su aceite para la produccién
de barnices y pinturas, la aplicacién con fines medicinales de
compuestos extraldos de la corteza de algunos Arboles de esta
especie y en la utilizacién de la madera para la fabricacién de
) papel

El fresno os unc de los arboles mds sanos en el Valle de
México pues sélo es atacado por la "mariposa llamadora' < Panilis
daunus), en invierno lo parasita un muérdago ¢ que se desprende
en primaverad y diversos hongos Cej. Pelinerus fraxinenhiluc), que
son los que mis dafNo 1@ pueden hacer. Al parecer la contamlnacidn
ambiental en la ciudad de México ha afectado a los fresnos, de tal
forma que muchos de ellos desarrollan hojas pequeffas de color
amarillento o verde clare, sin alcanzar su color verde
caracteristico .

Articulos wescritos sobre ®axinuo uldel tratan de
estudlos blclégicos sobre el control de este't |

En una revisién mis o menos amplia se encontrd que los
Fraxinuo comunes mAs cltados por Chemical Abstract son en orden

decreciente, los siguientes :



| Fraxinuo excelolsn con variedades Aernel y pendula
Fraxinuo americansa

Faaxinuo npennopluanica con var. Lancesfota
Fraxinuo ernuo

Fraxinuo mandohurica

Fraxinuo wvinddio

Faaxinuo ’uwni.ca.

Fraxinue pubescenc



N-MATERIAL ¥ METODOS.

IIl.1.= EQUIPO Y REACCIONES PARA LA IDENTIFICACION DE COMPUESTOS

EQUIPO UTILIZADO EN LA INVESTIGACION

La semilla de F.ulAdel fue extraida primero con
disolventes de baja polaridad y posteriormente con disclventes
polares, Los extractos fueron analizados mediante cromatografia en
columna usandoc comc soporte gel de silice Silicagel 60 para
‘columna. con tamaffio de particula de O.063-0.200mm .

Con frecuencia se usdé la llamada percolacién, que
consiste en utilizar como soporte silicagel Merck para placa; ésta
se monta generalmente seca en una columna relativamente ancha,
durante su empaque y desarrollo se utiliza vacio, siendo posible
dejarla escurrir totalmente sin que se seque por cc;mple!.o. al
agregar nuevo dlsol:ftnho se puede reiniclar el proceso de elucién
y separacidn,

Los puntos de fusién se determinaron en un aparatoc de
FISHER-JONES y no se corrigieron. Las excepciones que sSe indican
con las siglas ATD, después del punto de fuslién, indican haberse
tomado en un aparato Calorimetro Diferencial de Barrido Perkin
Elmer Mod. DSC-2C, siendo en éste caso pequefic @l error.

Los espectros de I.R, se determinaron en aparatos Perkin

Elmer Mod.2283-B y en Nicholet FTIR Mod.S5SX. Los espectros de U.V.



en un espectrofotémetrc Perkin Elmer Mod.S52. Las rotaciones
épticas en un Polarimetro JASCO Mod. DIP-380. El andlisis de los
ésteres de acidos grasos se llevd a cabo en un cromatédgrafo de
gases Hewlett Packard Mod.S890 con detector de lonlzacién de
flama. Las R.M.N'H, en un Varlan FT-BCA para BOMhz; las R.M.N'RH
para 293.040Mhz y de *c para 75.426MHz en el equipo Varian
VXR-300S. Los espectros de masas enh el espectrémetro Hewlett

Packard Mod.5985-B a 70eV y a una temperatura de 250°%¢ .

REVELADORES Y REACCIONES PARA IDENTIFICACIONM

La purificacién de los compuesteos y el desarrcllo de las
reacciones se siguid por cromatografi{a de capa fina con placas
comerciales contenlendo gel de silice Merck F-254, antes de
revelar se observs primero con luz UV para localizar el frente del
eluato y asegurar una relaci¢n de frentes RF mayor o fgual a 13
para despues revelar con sulfato cérico al 1% en acido sulfarico
2N o con mezcla de acide sulfirico -~ dcido acético -~ agua
destilada con relacisén 1:4:20 .

Para la confirmacidén de las estructuras se prepard los
derivados acetilados , metilados o su fenilhidrazona cuando se

requirid .

10
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DIAGRAMA. L.~ Obtencidn de extractos en general.
Recoleccion de las semillas
Acondicionamiento y limpleza de las semillas

Molienda

Extraccidn con el disolventex en recipiente Pyrex
Repetir 2 veces, cada vez con disolvente fresco.

!

Reposo deo 1 dia
Disolvente
fresco
12 Filtrado en malla de henequén
22 Filtrado en al godén

Destlilaclién del disolvente para concentrar el extracto

Filtrado en papel riltroc con el embudo blchner
]

[ 3
Destilacidn del Materfal
disolvente hasta retenido
sequedad an el

buchher

Extracto del disclvente lavado con

empleado. di sol ventes
Cver diagramas.2.,3,4 y
Material
disueito
Analizado

% Lo secuencia se sigue primero
con sl dieolvente menca polar
y posteriormenie, secando ta ‘
semilla molida, con el disol-=-
vente mae polar,
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I1X.2.- PREPARACION DE LA MUESTRA

Se presenta la manera on que . trabajé la
semilla desde L] recoleccidn hasta la
sxtraccidn can diferentes disciventes.

Dando los pescs de cada extiracte.

Se llevd a cabo la recoleccidn de semillas maduras
verdes de arboles cultivades en Ciudad Universitaria durante
aNos con recolecclones en pericdos de aproximadamente 8 neses, dos
veces cada vez .

De las numercsas colecciones de semillas de fresno sdlo
se mencionaran, como ejemple de Aanalisis de semilla madura, la
coleccién del 20 de junio de 16887 Cprimera recolecciénd; y de
semilla tierna, la del 12 de abril de 1888 (cuarta recoleccién).

PRIMERA RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS SEMILLAS

La semilla madura recolectada el 20 de junio de 1987 se
dejé secar a la intemperie, hasta noviembre de ese affo. Cuando
esta semilla se molid dié una masa seca con peso de 1270.90g.

’ EXTRACTO NO POLAR DE SEMILLA MADURA

La semilla molida se colocod dentro de un recipiente Pyrex
con capacidad para 188 se agregd heptano hasta cubrir
completamente la muestra, dejandolo en reposo un dia; al otro dia
se paséd el extracteo a través de una malla de henequén desengrasado
para retener particulas gruesas. Posteriormente se filtré a traves
de algodén., La operacidén se repitisd en tres dias sucesivos, usando

disolvente fresco en cada ocasién. El disolvente fué eliminado por
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evaporacisén en un rota-vapor, acumulindese un polve blanco en el
fondo del matraz; éste se separéd por filtracién al vaeclo, Por
cromatografia de capa rina se determind que se trataba de un
triterpeno al revelar la mancha color rosado Ccon revelador de
sulfato céricced. Posteriormente se le identificd como acido
ursédlico (figura.2). La eliminacidn total del disoclvente residual
se logré utilizande vacio con una bomba y tibiando el extracto en
un baffo maria. De esta manera se cbtuvo el extracto heptinico con
un peso de 145.38g, equivalente al 11.44 % de la semilla seca
original.
EXTRACTO POLAR DE SEMILLA MADURA

Una vez blen escurrido el disolvente no polar se agregd
una mezcla deo discolventes mas polares CHCl.:CH-OH con relacién
4:1, hasta cubrir con el material vegetal, después de 20hr. se
procedid a filtrar y concentrar el extracto, hasta sequedad. La
operacién se repitid tres veces, proporcionando 72.08g de extracto
seco, equiv. al S5.67% de semilla seca.

CUARTA RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS SEMILLAS

Las semillas verdes recolectadas el 12 de abril de 1988
se limplaron y separaron en dos fracciones muy irregulares, la
primera pesé &71.24g; la segunda, 1.0257Kg .A la primer fracclén
se le trabajd inmedlatamente Cfrescad; la segunda,fue scmetida a
desecacidn dande un peso de 744.20g.

EXTRACCION DE SEMILLA VERDE FRESCA
Fueron maceradas con CH'OH en un mortero de metal,

agregando porciones de semillas con uncs 20mi del disolvente y
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machacando con 1a mano del mortero; una vez machacada toda la
semilla y trasvasada a un mtraz‘erlenmynr de 250mk, se adiciond
un pocc mas de alcohol, se calentd en una esturfa de vapor y se
. flltré. Los residuos de la semilla fueron desechados. Se destild
el disolvente y al concentrar se formd un precipitadc blanco por
lo que se filtréd y continud su evaporacidn hasta lo mias posible en
un rota-vapor calentado a bafo maria. El peso del polvo blanco que
se ldentificd como acido oleandlico (figura.S5) fue 1,4203g. .
Despuss de evaporar totalmente el dlsclvente quedd un liquidoe
verdes oscUra y eespeso que sSe secd al vaclo lentamente dando
20.61g.
EXTRACCION DE LA SEMILLA VERDE Y SECA
CON DISOLVENTE NO POLAR

La semilla molida se extrajo con hexanc 3 veces y se
filtro, dejando un polvo café con abundantes trozos pequefios de
fibra scbre el papel filtro, su peso di¢ 26.6112g. y se trabajo
mas adelante.

Al final el hexano se elimind por evaporacién resultando
16.428g. de extracto seco; 2.21% de la semilla seca.

EXTRACCION DE LA SEMILLA VERDE Y SECA CON DISOLVENTE POLAR.

La extracciédn se realizéd con CH'CHIOH. sigulendo el
procedimiento empleado para el extracto polar de la semilla
madura. Se obtuvo un sdélido verde-cbscuro. con pesc de 90.83g..
equivalente al 12.20% de la semilla seca.

Se intentd realizar un extracto acucso de las semillas,

pero al dejarlo per un fin de semana se formd una nata, notindese
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la formacién de colonias de moho; por lo que tuve que ser
desechada. 7

EXTRACTO MeQH DE SEMILLA VERDE Y FRESCA DEL 12 DE ABRIL DE 1988

Al redisolver el extracto sece con MeOH se obtienen por
Flltracion 4.77g de sdélides no disueltos en MeOH, Al disolvente
pelar se agregd agua destilada para tenerleo al BOX aprox.;
posteriormente, se reallzaron 7 extracclones. cada una de i0Omf de
una mezela hexanosbenceno  1:1. AL evaporar la mezcla de
disolventes dejé 0.40189g de poivo blanco (mezcla de triterpencs
segun lo revelado en la cromatografia de capa finad

A la mezcla MoOH/Hzo « evaporada lo mids posible, se le
extrajo con 3 porclones de 100mf de CHCL . las cuales
proporcionaron al reunirse 1.8502¢g. de una pasta .

Evaporada la fase hldro-alcohélica hasta dejar casl al
agua como Unico disclvente, se le extraje con alcohol isobutilico;
realizande S extraccelones con 100mf cada una. El resultade fue la
obtencién de 3, 2450g de una pasta café-amarillenta .

La fase acuosa se evapord a sequedad cbteniende un
residuo en forma de pasta café-verdosa en cantidad de 12.378%g.

EXTRACTO EtOH DE SEMILLA VERDE Y SECA DEL 12 DE ABRIL DE 1888

El polvo café sobre el papel filtro C268.81g) se lavd con
MeOH pero sélo se disolvid muy poco; sin embargo de ahi se obtuvo
0.8608g de un sélido cristalino, muy soluble en agua y en
disolventes polares. Una vez decoclorado con carbdn activado y
cristalizade de acetona-MeOH, did una sustancia cristalina con

pt=168~160°c; cuyo wespectra en IR muestra abundantes grupos



oxhidrile.

Se prepard el derivado acetilade del poliol, tomando
100mg de la muestra y disolviéndolo en imi de piridina y 2mk de
anhidrido acétice, dejandole per espacioc de ihr. en baNo de vapor;
al final se agregaron unas gotas de agua fria y se d.:ié
cristalizar, obteniendose cristales en forma de agujas finas. se
recristalizdé de acetona-agua y se obtuvieron cristales solubles en
AcOEt y en acetona, parclalmente sclubles en ELOH e Llnsolubles an
agua, pf=t2z-124°C .

Se obtlenen mis cristales al trabajar el extracto ELOH,
dando un total de 11,5988g (1.58% de la semilla secad, por la
abundancia fue facil eristalizar de MoOH-H'O en frio; para su
identificacién se ceompararon los pf de los cristales y del
producto de acetilacidn, identificdndolo postericrmente como

manitol y su hexa-acetato (figura.6?

18
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III.3.- DESARROLLO DEL TRABAJO CON LOS EXTRACTOS

Todos lon disclventes mane jados fueron grado
indusirial por lo que tenfan que ser destilados, cuands  Las
recesidades lo requerian ol disclvente e purificaba por
otros procedimientos indicados on mar. .ales qui micos de
purificacién.

TRABAJO CON EXTRACTOS NO POLARES

1270g. de semilla madura proporcionaron 145.39g, de
extracto heptinico del que se tomd 51.74g., se mezcld (ntimamente
con celita y se aplicd a una columna empacada con 1Kg de silicagel
para columna. La elucldén se comenz¢ con hexano, aumentando la
“polaridad con AcOEt de S% en 5%, hasta terminar con AcOEt puro. Se
recolectaron fracciones de 200-300ml cru, cada fracclén se marcd
en orden progresivo hasta 718 fracciones. La cromatografia en
columna se siguid por placa cromatografica y las fracciones que
presentaron Rf parecido se reunieron .

La mayoria de las fraccicnes no fuercn trabajadas por
haber sido mezclas con poca cantidad de muestra, las de mayor
cantidad de muestra y las que se concldero importantes quedaron de

la siguiente manera:

De la fraccidn 10-12 se extrajo una sustancia séllida de
consistencia cerosa con peso de 0,1134g ¥y punto de fusidn
68-89 °C. cuyo IR Y RMN {ndican que es una parafina. Entre
las fracciones 1-54 se notd una aglutimacién que al tratar
de purificar con disclventes se polimerizé. Las fracclones
49-53 , ©92-121 , 122-159 y 166-184 son aceites . En 1la
fraccién 188-1G3 se encontré un pocoe del polve blanco que
se presenté al concentrar el extracto, dande igual Rf. no

s® pesd por estar impuro; se purificd una cantidad pequeffa
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dando pt‘=256-388°€. que coincide con el del acido ursélico
Cfigura.2)

Una wvez conocldos mAs © menos los constituyentes
maycrltarios del extracto hexinico, se procedid a caracterizar al
acelte tomando en cuenta algunas normas importantes. No se refind
el acelte, por lo que todos los datos se referiridn a acelte crudo y

quedard definide aqui como extracto o polar de semilla madura.

I1I.3.1.~ CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION DEL ACEITE CRUDO

Para enta parte fuéd recesarie realizar la mediciOn

de algunos parAmeiros como indice de saponificacidn,
Acidos libres, insaponificables y los Acides grasca
constituyentes det aceile. No se considerd ol Indice de
yodo por tener clerios inconvenisntes al preparar y

manipular el reactivo.

PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES NORMALIZADAS

Previamente fué necesarioc preparar ELOH y MaOH absolutos.
Para eliminar impurezas se realizé un reflujo agregandole a t.2%
del alcohol la cantidad de 10g de NaOH y 6g de Al en tiras pequefias
Cobtenlidas de papel aluminio para envolturas) ; una vez reflujado,
se destilé y guardd en una botella ambar con tapén y tapa .

Para preparar soluciones acuosas se usé agua destilada y
hervida, con el fin de impedir interferenclas.

La normalizacién del acido CHCl RA Merck) se realizd con
NazCO' QF, utilizando en todo caso agua destilada y hervida; los

indicadores fueron anaranjado de metilo ~- verde de bromogrescl y
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fenolftaleina, soluciocnes preparadas en el laboratorio.

La normalizacién de las socluciones de hidréxido de sodic
y la de potasa hidro-alcchdlicas se realizd con la solucidn aclda,
previamente preparada (C(patrén secundariod, utilizando como

indicader fenclftaleina.

PROCEDINIENTO PARA DETERMINAR LOS PARAMETROS DEL ACEITE

El seguimients de las reacciones de saponificacidén
"Chidrélisis alcalina de un aceited, para determinar el namero o
indice de saponificacién, fue por retro-titulacioén; esto es:
agregado un exceso conocido de sclucidén de hidroxido, en seguida,
hidrdélisis con reflujo por una media hora y finalmente 1la
titulacidn del exceso de base con el Acido normalizado. agregando
indicader de fenclftaleina.

En la determinacién de 4acidos libres las muestras
tomadas fuercon de aprox. 1g-2g , se disolvian parcialmente en EtOH
redestilado sobre AlsNaCH y se valord con soluciédn basica,
utilizando come indicador fenolftaleina.

Para determinar el material insaponificable se realizé
una serie de saponificacicnes de una cantidad conccida de la
muestra y se extrajeron con hexano; primero en medio basico
CpH=10)y posteriormente, aclidulando, en medio aclido <pH=4)

Las muestras anallzadas fueron todos los aceltes crudos.



DETERNINACION DE ACIDUS GRASCS

Para analizar el tipo de J4cido grasoe se siguid la
metodologia de una tosisu,del ASTM“, del AOAC‘7 y de un libro de
1a TUPAC'®. Consiste en hidrolizar los esteres del glicerol con KOH
o NaOH en solucién hidro=-alcohdlica; posteriormente, formar los
esteres met{licos de los aclidos grasos con MeOH absoluto (destilado
sobre Al~-NaOH), wutilizando trifluoruro de boro Ceterato) como
catalizador. A continuacidén se analizéd la mezcla de ésteres por
medic de cromatograf{a de gases. En el casoc presente se Llhyectd a
una columna de 25mts. de si{lice fundida con didmetro interior de
0.3mm y fase estaclionaria de 5% fenilmetilsilicén, el flujo
acarreador fue de 2mimin. de hidrédgens conh relacién de split 40:1;
las temperaturas: del inyector 250°c, del detector 250°C y de la
columna programada desde 180°C a 5 °C/min. hasta 250°C.

Las fracclones 46-53 , ©G2-i21 , (22-150 y 168-184,
liquidos aceitosos que aumentan en viscosidad segin el orden de
elucidn; su color va de un amarille tenue con enturbiamiente a un
amarille caracteristico, La cantidad de cada uno es con el mismo
orden: 28,2061g , $5.2817g . 2.01768g y 4.42059. Todas éstas estaban
muy lmpuras por lo que se desarrollé una percolacidén para la
fraceidn 49-53 y la fraccidn 92-121, tomando 2g e iniclande con
hexano y continuande con mezcla de hexano-acetato de etilo de 2% ,
5% y 10% . Se lograron purificar un poco, obteniendo un aceite
incoloro-trasparente de la frac. 49-53 y un aceite
amarillento-trasparente para la frac. 82-i21; de ahf{ se tomarcn

muestras preparéndolas para : IR , RMN. cromatografia de gases.



II1.3.2.~ EXTRACTOS POLARES

Esta seccidn trala del Lrabajo con tos axtrocios

polares de semilla madura v verde, la purificacidn Jde los

compuestos obtenidos, as! como de tos <compuestos derivados
on coso necesario; dando algunce daten espectroscdpion
esenciales.

ESTUDIO EN SEMILLAS MADURAS
El 20 de junioc de 1687 se recolectaron semillas maduras

de fresno, las gque una vez secas y molidas pesaron 1.27kg. cuando
estas fueron desengrasadas con heptane y posteriormente extraidas
con CHC.I..-HDOH 4:1 dieren 72,08g de extracto, este fue adsorbido en
celita y se inicid su analisis el 4-abril-iGas.

Se realizé extraccidn sdlido-liquide para separar
fracciones solubles en fase liquida, utilizando como fase sélida el
total del material adsorbido; como fase liquida, diferentes
disoclventes, empezando con el de menor polaridad.

Las extracciones fueron repetidas cuatro veces por cada
disolvente, utilizando 250m! en cada extraccidédn. Los extractos se
reunieron para destilar a sequedad y pesar. L;as resultados se
presentan en la sigulente tabla.2 :

Tabla.3.1. -Resultado de las extracciones

de matertial polar de semlllas
maduras adsorbidas en cellita.

Disolvente peso extraldo

[AEXANC 0. c216g

HEXANO/ACGEL 1:1 0. B8OOg

AcOEL 8. 2708g

e TG 7. 9313g

He'CO/‘MQOH 1:2 9.3121g9
MeCOH 47.6104g




DI AGRAMA. 2- Trabajo con el extracto polar de la semilla madura.
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En las fracciones hexinicas y en tas hechas con mezcla
hexanosAcOEL 1:1 fue observada, por cromatografia de capa fina, la
presencia de un tLriterpeno comc componente mayoritario. lLas tres
siguientes también lo tenian, perc en menor proporcién; ademis. se
notaba la presencia de otro, en poca cantidad. Olros compuestos se
observaron a partir del tercer extracto; estos eran mis abundantes,
pero no fue posible separarlos en placa var lando las
concentraciones y componentes de los eluyentes; porque sus Rf son
muy parecidos y arrastran a otros de menor cantidad con

caracteristicas de grupos funcionales semejantes .

FRACCION SOLUBLE EN MeOH DEL EXTRACTO POLAR ADSOBIDO EN CELITA
Del extiracto metanédlico C47.6g) se tomaron B.75g, los

cuales se hidrolizaron, extrayende posteriormente con disol ventes.
Para empezar se disolvié con 10mk de MeOH ligeramente caliente;
posteriormente, se aNadié 10mR de agua destilada y 20mR de HCL al
38%, se calentd a reflujo durante 2hr. Una wvez terminada la
reaccidn se agregaron 2O0mR de agua destilada y despues se extrajo
en medic acido., con 25ml de hexano. la operacién se repitié 3
veces, después se realizaren idénticas extracclones con cloroformo;
posteriormente se neutralizé con solucidn de sosa concentrada y se
extrajo siguiendo el procedimliento antes descrito. Los resultados
obtenides fueron:

hexana en medio acido did 0.1751g

clorofermo en medioc dcido aporté 0.3107g

hexano en medio neutro CpH = 8) dié 0.1317gy

cloroformo en medic neutro CpH = B8) did 0.60119g
AcOEL en medio neutro CpH = 8> did 0.480Sg



DIAGRAMA. 3~ Obtencidn de TIROSOL
1270g semilla madura
|

L

extracte polar
adeorbido en
celita.

extracciones
liquidossélide
ANO

HEXANO/ACCEL 1:1
AcOEL
Mezco

MezCO/MeOH 1:1
+

sclucitn MeOH
47.6104g
+

temar 5.78g
hidrolizar
con H'/H20
|extraccidn hexano t(medio Acldo)

£ 3
0.17581 g selucidn acuocsa
tmezclass |extraccion CHCL . (medio Acido)
L &é‘ *
o. 31079 fOoluc I QACUOND _
cmexclam Ajuste pH=8 con sol.NaCH

solucidn acucma
|extraccidn hexano CpH=8)

¥
0.1317g

aolueidn acucea
(mezclae)

|extraccion CHCL  CpH=8)
£ g
soluci®n acuosa

extracclién AcOEL
CpH=8)

-
0.6911g

(mezelas)

&
0. 48054
H

L d
salucidn acuosa

desechada.
eristalizacidn

en solucidn AcOElL

percolacion
Hexano~AcOEL
6: 4
eristales puros
en forma de agujas.
TIROSOL pr=94-95°C.

a4



238

Las soluclones se oscurecieron al concentrar, excepto la
de AcOEL que empezé a cristalizar; la placa cromatografica reveld
que estos extractos estaban constituidos por mezclas complejas, y
de menor polaridad que la muestra original.

Se volvié a repetir la hidrélisis con 5.206i12g del
extracto MeOH. Siguiends el mismo procedimiento se obtuvieron come
resultado cristales incoleros en forma de agujas estriadas,
insolubles en CHC].'. parcialmente sclybles en éter {sopropilico y
solubles en metanol y en acetatc de etilo. Se obtuvo un total de
0.1400g, que fuercn purificados por medio de percolacidn con una
relacién muestrarssilica-para-placas 1:12. utilizando como eluyente
hexano/AcOEL B8:4, para las primeras 4 fracciones de 10mR, y se
aumentd la relacisn a 1:1 para las 4 fracciones sigulentes y se
terminéd con AcOEtL puro.

Las fracclones 4-5 eluyeron un compuesto cristaline, que
fué recristalizade de éLer isopropilico——AcOEt dando un compuesto
puro con p!‘=92-93°C. . Se le identificéd como tiroesol
CA-Cp-hidroxifenilletanol, figura.3 por comparaclén de sus
constantes fisicas reportadas en la literatura y por su
espectroscopla. Su espectro de IR muestra la presencia de funciones
alcohol, las que se confirman mediante la formacién de un
di~acetate. Para realizar la reaccidn se tomd 0.0520g de los
cristales y en un matraz para Smi se agregés 0,5mi de piridina y
0.85mk de anhidrido acético., Por espacioc de 1/2hr se deja sobre una
bafio de vaper caliente y postericrmente se agregé unas gotas de

agua, Al notarse que después de up tiempo no se formaron cristales
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y la solucidn era turbia, se procedid a extraer con AcOEL;
recuperindose 0.0800g. de un acelte incoloro, cuyso espactro de
RMN'H muestra la pros;nCLa de dos metiles de acetato, uno alifitico
a 2.05ppm y otro aromatico a 2,.30ppm, el metilenoc bencilico
permanece en 2, 90ppm mientra que el metileno unido al grupo acetoxi

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

PERCOLACION DEL EXTRACTO MeOH DE LA CELITA
7.1801g del extracto fueron aplicados en una columna Ccon
relacién 1:12 de muestrarsilica-para-placad, iniclando la elucién
con CHCls y termlinande con MeOH en la fracclédn 80. lLas fracciones
" fueron reunidas de acuerdo a las placa de seguimiento de la

elucidn, Los resultados se muestran en la tabla.3 :

Tabla. 3. 2. - Resultado de percolacién de
compuestos séle solubles en
disolvente polar CHeOHD.

fraccién peso fraccidn peso

1 -5 - 34 -

6 -9 1.00g 35 - 50 0.53g

10 - 18 2.32g 51 ~ 54 0.25g
18 - 55 - 68 0.34g

17 - 24 0.80g 50 - 80 0.23g

28 - 33 Q. 47g

Las fraccicnes de 10-15 contenian Lres compuestos mas
abundantes; por lo que se realizé otra percolacidn con
muestrassilica-para-placas 1:12, utilizando CHCI‘/MGOH en relacién
9:1 y fracclones de 10mR. Las fracciones importantes fueron la 12 cgon
0,1688g y de la 13-20 con O. 7792g. A estas ultimas fraccliones se les

percold por contener a 2 compuestos mayoritarios, utilizando relacidn
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muestrassilica-para-placas 1:12 y eluyente CHzClz/HeOH 8S:15, hasta
la fraccidn 12; posteriormente, CHZCJ.z/MeOH 8:2 hasta la fraccidén 26.
para finalmente lavar con MeOH. Las fracciones mis importantes en
este caso (tabla.4) fueron unos sélidos color ambar, amorfos, que
fundferon con caramelizacidn .

Tabla. 3.3, - Compuestos polares obtenlidos

por extraccidén y percolaciones
de extracto polar de semilla

madura.
fraccidn peso punto de fusidén
[<] 13.1mg 120-122 °¢c
10 8. 8mg 132-135 og
20 7.7mg 133-135 0C

Se mandaren a IR, con clave Fr. M-8 (pf=133-135), M-19 y
M=20, los espectros en el IR de M-6 y M-19 nmuestran la presencia de
numerosos grupos -~OH, ademis de un  earbonileo posiblemente de
carboxilo a 1700cm—'; M-20 tamblén muestra carbonilo y varies -OH's,
su egpectro de RMN'H indicé que se trata de un glucésido de
secoiridolde por presentar seRMales simples en 7.50 y 7.80ppm tipicas
para H-3 de iridoldes que contlenen carbonilo en C-11; se observan
seffales de metilos superpuestos a 1.6ppm, tipicas de secoiridoide. la

comptejidad de ésta seffales y el hecho de observar 2 seales para H-3

hace pensar gque se trate de un bis-secoiridolde.
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EXTRACYO MeOH DE SEMILLA VERDE Y FRESCA DEL 2 DE ABRIL DE 1589

Al rediselver el extracto seco con MeOH se obtienen por
filtracién 4.77g de sdélidos no disueltos en MeOH. Al disolvente
polar se agregé agua destilada para tenerle al 80% aprox.;
posteriormente. se realizd 7 extraccliones de 100mR cada una, con
mezcla hexanorbencenc 1:1. Lo que quedo en la mezcla
hexanorsbenceno se seco dando 0.4019g de polve blanco Cmezcla de
triterpenos segun lo revelado en la cromatografia de capa finad.

A la mezcla MeOH/HZO ., evaporada lo mAs posible, se le
extrae con 3 parciones de 100mR de CHCL-. las cuales juntas y sin
disolvente diercon 1.6502g de una pasta cafe-verdosa

Evaporada la fase hidre-alechélica hasta dejar casi al
agua come Gnico disclvente, se le extrajo con alcohol isobutilico;
utilizande 5 extraccicnes con 100mk, El resultade fue de 3.2450g
de una pasta café-amarillenta,

La fase acuosa seca dejd 12,3785g. de un residuo en
forma de pasta café-verdosa , No fue posible trabajarla por ser
una mezcla compleja, segun lo revelado en la cromatografia de
capa fina.

A partir de estos resultados lo tnico que se pudo
deducir es que la semilla verde contiene mas material polar

extralble en MeOH y HZO. que lo obtenido en el extracto no potlar.



RESIDUC EN SEMILLA VERDE Y SECA DEL 12 DE ABRIL DE 1589

El polvo café (26.81g) se lavéd con MeOH disolviéndose
poca cantidad de residuo, al separar y evaporar la solucién dié
0.68009g de un sélido cristalino, muy soluble en agua y en
disolventes polares. Purificado con carbén activado y ecristalizade
de acetona-MeOH, mostré pf=168—169°C; en su espectro de IR se
presentd abundancia de grupos oxhidrilo .

Se prepard al derivado acetilado, tomandoc 100mg de la
muestra ¥y disoclviendolo en itmi de pirldina y 2ml de anhidride
acético, dejandole por ihr. en baffo de vapor; al final se agregaron
unas gotas de agua fria y se dejé cristalizar, obteniendose
eristales en forma de agujas finas. Al ser recristalizados de
acetona-agua produjeren cristales inecelores, con p:‘=123-124°C,
solubles en AcOEL y en acetona, parcialmente solubles en ELOH e
insolubles en agua. Su espectro de RMN'H fue idéntice al del
hexa-acetato de manitol (figura.8d .

Posteriormente se cbtuvieron mis cristales al trabajar el
extracto EtOH, dando un total de 11.5656g de manitol; que por su

abundancia fue facil cristalizar de u.on—ulo .
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EXTRACTO EtOH DE SEMILLA VERDE Y SECA DEL 12 DE ABRIL DE 1989

Al extracto (90.63g.), disuelts en MeOH caliente, se le
agregd acetona, formandose un precipitado blanco que se separd por
filtracién y se lave con acetona. El precipitado se disolwvis en
MeOH y se agregé acetona Chasta observar inicio de precipitacién,
con relacidn aprox. 3:1 de MeOH/HeZCOJ. se@ dejé en reposc para
formar cristales de manital con pr=158-1BQ°C Cver diagrama.d4d

El extracto final (peso de 77.38g). redisuelto en MeQOH,
formé un precipitado chicloso color ambar, al agregar Me:CO-,
filtrando y lavando con MeOH se disolvié parcialmente, lo que quedd
en el papel filtro se hidraté al secar al vaclo, formindose una
pasta chiclosa. Al observar que no era scoluble en MaOH se agregse
agua, disolviendose en ella. A la solucién acetona-MeOH se le
destlileé el disclvente a sequedad, agregande acetona y disolvienda
lo posible con calentamiento. Separando por filtracidn se obtuvo
una masa 4ambar chiclosa que se disolvié parclalmente con MeOH
caliente; lo insoluble, fué a la otra porcidén disuelta en agua. Al
final quedaron tres soluciones acetona, MeOH y acuosa que,
destilandolas proporcionaren las cantidades indicadas en la

tabla.3.4 :

Tabla. 3. 4. - Resultade de las separaciones con disolventes
del extraclo polar de semillas verdes.

DISOLVENTE PESO RESIDUO
acetona 18. 289
MeOH 58, 52g
acuosa 2, 86g




DIAGRAMA. 5- Separacién del extracto polar de semilla verde
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EXTRACTO SOLUBLE EN ACETONA

La fraccién de acetona (diagramas.5 y 6. en el cuadro A
se percold con 128.35g de si{lica para placa, oteniéndose fracciones
de 125mi, utilizando como eluyente AcOEt- hexanc 1:1Chasta fraccién
13D, AcOEtChasta fraccién 328) y posteriormente con mezcla
AcOEt/acetona. De las fracclones 47, 48 y 48, eluldas con
AcOELacetona 7:3, se obtuvo un s¢élido cafée con p!‘=95-97°(:; cuyo
espectro en el IR muestra la presencia de abundantes grupos
oxhidrilo Cbhanda ancha 3200-3500cm ') Y grupo carbonile C1700cm ),
su espectro en UV muestra absorciones a Amax 2290, 28% y 325nm,
tiplcos de un fenil propanoide .

Las fracciones de 26-84 reunidas proporclionaren 5.88g de
residuo. Este se cromatografiéd con 80g. deo silica, utllizande como
eluyente CHCl’/MeOH 82:8Chasta la faccién 113, 85:15Chasta la
fraceidn 223, 8:2Chasta la fraccidn 310, 7:3HKhasta la fraccien 382
Yy con 1:6Chasta la fraccién 48). Las fracclones obtenidas estaban
constituidas por mezclas, por lo que se eligié las que se
presentaban menos complejas, resultando las fracciones 15-21 y
£286-32.

Las fracciones 26~32 fueron 1800mg de una mezcla pastosa
de color ambar ., presentindose tres componentes al revelar las
cromatoplacas; por le que se hizo una percolacién con 3I2g de
silica. eluyente CHCl./MeOH B:2 con fraccleones de 20mf desde la 1
hasta la 12 ; de 40mf apartir de la fraccidn 13 , de la fraccidn 23
se cambid el eluyente a CHCJ../M'OH 1:1. El resultade de esta

percolacién did un compuesta mayoritario mias o menos puro,




DI AGRAMA. 6~ Obtencidn del FENIL PROPANOIDE y del SECOIRIDOIDE.
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y Percolacién

8-19

fraccionen

1.25q

adsorcion en celita
y Percolacidén

fraccionea 3-8
sdlido amartillento
0. 4309 °
pt=135-136°C
una porcién
mezclada con
carbédn activadeo
en solucidn
con MeOH

sdlido verde
pf=135-1368°C
Fr. A~y

FENIL PROPANOIDK
VEAVASCORIDO

f{racciones 3-4

“a 0.2551¢
0-400 adsorcién en cellta Fr. A-2
: e y Percolacidn SECOIRIDOIDE
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considerandoc que no tenia pureza para las espectroscoplas se
decidié percolar las fracclones B-18, que pesaron 1,25g, con
15.08g de silica y utilizando como eluyente CHCJ.‘/Me:COIMeOH 5:3:12
¥y fracclonando con wolGmenes de 20mRk. De las fracciones 3-6 fué
obtenido un compuesto bastante puro. como un aceite espeso color
amarilio que al secar en el rota-vapor forma espuma rigida, la que
sSe recupera raspando las paredes, quedando como polvo apelmazado,
con pesa de 43Cmg. . Para purificarlc de colorantes (que dejaban
una estela amarillenta en la cromatoplaca antes de revelar) se
decidid disolver la mitad de lo obtenide en alcohol, agregandeo
carbdén activado, se callentd suavemente; posteriormente al filtrar
a través de celita se observd que el color de la solucidn
amarilla, antes de agregar el carbén, salid color verde y al
destilar e] disolvente en rota-vapor se comportd de la misma forma
el compuesto, pero de color verde. Comparando los puntos de fusion
de los polvos verdes con los amarillos se notsd, en repetidas
ocaciones, el mismo punto de fusién (pf= 135-136°¢>. Al disolver
cada polvo por separado en MeCH y calentando las solucicnes se
comportaron estables, sin variar su correspondiente color. Por sus

' de -OH y 1700cm™* de carbonilod. asi

bandas en IR C3300-3400cm
como su absorcidn en el UV (Amax 240, 288 y 330nmd y su espectiro
de RMN'H donde se manifestaron los hidrégencs anomérices en 4,80 y
en S5.10ppm y seflfal del sistema del cinamato a B.30 y 7.70ppm, asf
como del de aromitico a 8.80 y 7.40ppm se dedujo se trata de un
glucédsido de fenil propanolide Cfigura.?), corroborindocse con

RMN''"C la presenclia de éste.
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La fraccidn 15-21, c¢on 1340mg. formada por un liquide
vigceso color ambar con tres componentes, siendo uno el principal,
se percold utilizando 15.4g de silica y eluyende con H.OH/CHCL.
1:8. las fracciones se separaron de 20 en 20md; de estas., las
fraccicnes maés impertantes fueron la 11-13 con 380mg y la 14-22
con 790mg. Tratando de separar los componentes de 14-22 con
percolacicnes. no se logrd separar nada puro. De la fraccidn 11-13
se leogré reunir mis muestra parecida por aspecto y constituyentes
con mismos Rf en una cromatoplaca, de las percolacicnes hechas a
14-22, se obtuvieron 980mg con dos componentes mayoritarios y un
tercerc en poca cantldad, la percolaciédn se realizé con
CHCl’/MGICO/MeOH 5:4:1 con fracclones de 10m{; de estas, las
fracciones de 4-8 con peso de B30mg se reunleron y se volvieron a
percolar <on CHClg/MezCO/MeOH 8:3:1 y obleniendo eluatos de 10Omk.
Finalmente en la percolacién de 4-7 con 400mg de muestra
CCH2C1=/MeICO/MeOH 9:8:1 como eluyented, salid en las fraccicnes
3 ¥y 4 un acelte espesc coler amarillo casi limplo con peso de
288.1mg el cual resultd ser un glucédsido de secoirlidoide; porque
presentsd sefales en 7.30ppm como singulete del protén en C-3 y
carboxilo conjugado de C~11 unide a C-4, la presencia de azGcares

llc

y aromatico se observa en su espacirce de RMN'H y de
Cfigura.10>.
FRACCION MeOH DEL EXTRACTO DE SENILLA VERDE Y SECA
La mayor cantidad de muestra se extrajo en esta fracclén

€58.52g, ver diagramas.8 y 7 en el cuadro B) ; pero no fue facil

separar esta mezcla con percolacicnes, utilizando disoclventes de
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polaridad menor al agua. Se habla observade que la solubillidad en
MeOH era relativamente buena perc no separaba nada en placa; por lo
que realizande cromatografias en capa flna de silica-gel, usando

como eluyentes'®

las siguientes mezclas CHZCLz/HGOH. MezCO/HeOH.
CH'CIZ/MG’CO/MeOH Yy AcOEt/Mezt‘_‘O/MeOH en proporcicnes varlables,
no se observd la suficiente resolucidn como para elegir alguna.
Decldida la realizacién de una serie de perceolaciones
para 43.50g del extracto, con los eluyentes mejor selecclionados,

se obtuvo lo sigulente :

Primera perccolacidn con 304.8g de silica en columna

de 6.Scm de dismetro, fracclones de 100ml ceon los eluyentes

mostrados en la tabla.3.5.

Tabla.3.5. - Variaclén de los eluyentes en la percolacién
de la parte soluble en MeOH del extracte
polar de semilla verde.

A partir £luyentie Proporcidn
de fraccidn
1 CHaClz ~Me2C0 6: 4
13 CH2Cl 2 /Me2 CO-/MeOH i2:8:1
31 CH2Cl 2 /MezCO-MeCOH B:4:1
48 CH2Cl1 2z Me2COMaOH G:4:2
61 CH2Cl 2 /Me2C0O-MeOH 6:4:3
Q2 CHz2C1 2/ Me2C0O-MeOH S5:4:3
107 CHaCl z/MezCO-MeOH 4:4:3
120 CH2Cl 2 /Me2CO/MeCH 1:1:1
129 Me2CO-MeOH 1:1
133 MeOH 1
138 HeOH/H20 9:1

Do la fraccidén 1-4 se purifican 138.4mg de un triterpenc

llamandolo Fr. M-1Cencontradec)., Para la fraccldén 7-13 con peso de



DI AGRAMA. 7- obtencién de los azUcares.

acliuble
MeOH
56. 52g

+
tomar 43.50g

adsorcidén en celita
y Percalacion

fracciones
2-4

adsorcién en celita

y Percolacidn

l 1 1
" freacciones 1-4 fracciones 7=-13 fracciones S6-G1L
0.1384g 2. 0780g 14. 4740g
TRITERPEND +
¥Fr.u-1 adsorcién tomar 10.7405g
en celita y MaOH en
Percolacién matraz
velumétrico
MANITOL para 50mR
0. 42659 sotucidn
0. 2148g-ml
alicuota alicuota
9.96me | 19.02me
2.1304¢g 4.2788g
fracciones S6-51 fracciones 56-91
adsorcidén

en celita y
Percolacién

|

fracciones

L

8-12 fracciones
2;3723; o 0;4‘ fracciones fracciones
alucosa . Mea s-12 14-23
'? 2.8172g 1.163%g
cristales edt ide < adsorcién adsoreidn
pr>ze0c chicloso en celita y on celita y
0.1855¢ 0. 4218¢g Percolacién Percolacidn
Fr. M-3 Fr. M-4
e ? AZUCAR Fr. M-4 (l-;r.“‘:las
0.9S34g . 9
GLUCOSA

AEUCAR
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2.078g se sigue una serie de percolacicnes encontrandose 426.5mg
de manlteol Cfigura,6d

En un intento de separar mis componentes se decidid
probar mezclas de disolventes cercanas a la polaridad del MeOH,
siendo estos los sigulentes: nBuOH/AcOH/HzO 12:3:5, iBuOH/HQOH/H’O
4:1:1, C‘Hd/nBuOH/ACOH/‘HZO 1:5:2:4; sin embargo el recorrido del
eluyente se llevd en algunos lo menos 1 dia, aclarando que sélo
eran placas comparativas. Se traté de realizar una placa
preparativa en papel con uno de elles, durante una semana no llegd
a recorrer el eluyente lo suficlente, como para realizar una
separacidén .

De la fraccidn 56-01C14.474g) que contenia cuando menos
cuatro compuestos diferentes, se tomd 10.7405g, se disolvid en MeOH
Y Sée pasé a un matraz volumétrico aforande a 50mi. De ah{ se
tomaron alicuotas conocldas para poeder hacer pruebas. Una alicuota
de G.08mR C(2.14B1g de muestra) se percolé con 28.65g de silica y
come eluyente CHaCla/MeOH-AcOH 7:1:2 , obtenlende fracclones de
20mk. De las fraccliones 2-4 eluyeron 185.5mg de cristales solubles
en MeOH que no funden abajo de 280°¢ ¥y no revelan con los
reveladores convencionales, por lo que fue desechada. Lo disuelto
en la mezcla de disolventes se aplicé en cromatoplaca para
determinar su pureza. A su vez lo gque quedd disuelto en fraccidn
2-4 fue un azucar{M-4) que no se Lldentificé (421.8mgd, de ah! se
obtuvo mas sdédlido del desechadn. La fracciones 8-12 lo constituyd
un compuesto con impurezas (370.2mgd al que se le caracterizé como

glucosa, ya que su espectroscopia de IR, RMN'H y e y derivados
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actilado <p!‘=116-119°C)y fenilhidrazona Cpf=205-207°C) concordaron
con lo reportade.

De la fracclén S6-81 contenida en MeOH fueron tomados
16.8mlCequivaliendo a 4.2532g) para percolaclén con 55g de silica,
eluyendo con CHzClz2/MeOH/AcOH 8:1:2 y separando fracclones de 40mf,
resultados en la tabla.3.8 .

La percolacién de fraccién S-12 se realizd con 46.S5Slg de
s{lica, eluyendo con CH2Clz-MeCH-/AcOH 18:1:1 hasta fraccién 6 y de
ahli en adelante con relacidn 8:2:1, dejd comd> resultado 0.68534g de
M-4Cazlcar no identlficada) con buena pureza.

Do fraccién 14-23 se realizéd percolacién con 468.Qg de
silica y oelucién con CH2Clz2/MeOH/AcOH con fracclones de 5O0ml,
empezando con relacidén 18:1:1 para las primeras 3 fracciones, en
las fracciones 4-10 con relaciédn 16:1:3; para la 11 en adelante,
con 7:1:2. Para las fracciones 12-15 se obtuve 0.2027g que
contenian bastante M-B(glucosa), en las fracciones 16-25 salid

0.4112¢g de glucocsa con buena pureza para espectroscopias .

Tabla. 3.8. - Resultados de percolaclién de la fraccidén 56-91.,

Fraccion contenido cantidad
1-4 M-3,no identificado 0.914dg
S-12 M-3 y mucho M-4 2.8172g

13 M-4 y M- |  —mem——
14-23 M-4 y mucho M-B 1.1831g
24-27 muy poco M-S ¢ | ______

LMPUrezas
29 Lavade con MeOM -—————
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Para caracterizar a los compuestos fenil-propanoide ¥

secoiridolde se prepararon los der { vados acetilados <con

Aclc/pj,ridlna » lograndose separar, no agregando agua y destilardo

la mezcla de reaccldédn con AcOEt como liquido de arrastre al

evaporarse con la piridina y del anhidride acético.

Con apeye de la RMN''’C se decidio determinar la

estructura de los compuestos para conclulr con sus estructuras.



42

III.3.3.-PURIFICACION Y PREPARACION DE DERIVADOS DE LOS TRITERPENOS

Los triterpenos encontrades tante en la semilla verde
como en la madura. fueron purificados al practicar extracclén
hexano/bencenc 1:1 de tna disolucidn previa de las muestras en
MoOH/HlO 8:2 . Los triterpencs se disuelven en MeOH y decoloraron
con carbdn activado para concentrarlos y que formaran cristales,
para secarlos por filtracidén del disolvente.

Para la percolacién se tomé 1g de cada grupe de los
triterpenos (de semilla madura y de la semilla verded. cada uno
fue disuelto en lo menos de MeOH callente y adsorbido en celita.
Posteriormente en cada case se eluyd con hexanosacetona 8:2 en
columna para 20g de silica para placa. La presencia de los
triterpencs en las fracciones se hizo notar por la formacidn de L;n
polve blanco en las paredes de los recipientes. El triterpenc
principal en la semilia verde cristalizé formando cumulos, se
obtuvieron 371.2mg considerandolos como puros y con pf=309°CCA‘!D)
o mis de 290°CCFISHER), el cual se identificé con el Acide
oleanélico Cfigura.S). Para el triterpeno principal en semilla
madura, se obtuvo 437. 4mg. , considerandolos puros, pr=
268-288°CCFISHER), ol cual es el acido ursédlico Cfigura.2).

METILACION DE TRITERPENGS CON DIAIOMETANO

Utilizando 20mR de NaOH al 40% Cesta solucién se enfrid
una vez preparada, dejandola en baflo de hielo hasta su
utilizacisnd, B80m de éter etilico lavado 3 veces con 25ml de agua
helada, 1g N-pitroso-N-metilurea, embudo de separacién para 125ml

con llave de teflén y aprox. ig del triterpenoc.
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La forma de preparar el diazometano es la siguiente:

Se colocd en el embudo de separacidn la scsa y el
éter eotilico, dejando separar las fases perfectamente.
Porciones pequefias de la N-nitroso-N-metlilurea fueron
adiclonadas en el élter y cbservando la reaccidn en la
interfase, hasta que dismnuyd, se agregd un poco mas. La
fase etérea se fue poniendo amarilla, si se observaba que
el desprendimiente de las burbujas llegaba a 1la
superficle indicaba la saturaclén del éter, por lo que no
se agregaba mis del reactivo. Una vez preparado el
diazometano en éter, era vaciada con cuidado la scsa y
desechada, recibiendeo el éter en un recipiente limpioc con
lentejas de sosa, sin raspaduras en su interior.

El reactivo preparado se mantuvo en baMo de hielo o
guardado en la hielera de un refrigerador, no dura mucho tiempa
por lo que se le tratsé de utilizar inmediatamente en la reaccidn
de metilacioén.

La reaccldn se llevd a caboe agregandeo un poce del
diazometane a la solucién sobresaturada del triterpeno en MeCOH
enfriado con bafio de hielo. sigulends la reaccidén por
cromatografia de capa fina.

El Acido triterpénico en semilla verde dié un éster
metilico cristalino incoloro en forma de agujas finas y largas,
con dos puntes de fusién pf=130—132°C cambiande a estructura
amorfa con pr=198-aoo°c. Como su pf y su espectroscopia de IR y de
RMN'H coinelde con la del oleonclato de metilo., quedd el

triterpenc plenamente jidentificado como &cido oleandlico,
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El segundo 4cide triterpénice dié una mezcla de
productos; por lo que se sometiéd a una percolacidén con
muestrarssflica-para-placa 1:10 y eluyente Hexanosacetona 95:5 ,
dividiendo en fracclones de Smi; saliendo el derivado en la s* y
8% fraccién, cristalizando como agujas pequeflas con pfxl.lO-lla.C;
con las espectroscopfas se le identificd como el éster metilice

del &cido ursdlico.
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W-RESULTADOS Y DISCUSION.

En  esta seccidn se presenta una serie de tablas

comparativae de a aceiles comerciales Y s
introducen tos resultados axperimentales de las
semillas del fresnc esiudiado, como una
comparacidn, POT otra tado e pressntan los

resullados de la cromatografia de games de las

2 fraccionss mds importantes del aceile.

Centinuando, la preseniocidn de loa compuestoe
obtenidos con sus datos fisico~qui micon v
especiroscdpicos caracter sticos, asi como su
swiructura.

Iv.1.~ CONTENIDO DEL ACEITE CRUDO

Al iniciar el trabajo del aceite crudo de semilla madura
Se observd la formacidn de precipitados sélido cerosos que al
calentar la solucién se disolvio. Una parte lo forma una parafina
cuyos datos son:

-~-Parafina solida de fraccién 6-8 y 10«32 con
p!‘=65-87°(.'. Férmula ana' El espectro de IR en scluciédn hace
notar la presencia de metilenos como componente casi total del
compuesto (2030em ', 2860em !, 1470em ', 1380em™, 1130em™'3. En
RMN'H se observa metilenos C(muchos en 1.22ppm ¥y pocos en 1.17ppmd
¥ los metilos €0.85ppmd. El espectro de masas indica una pérdida
constante de metilenos (14 unidades) siendo la mrz = 436 para el
M Y . Por lo que se decldid que era n-C“H“.

Otro sélide es una cera con aspecto muy parecide al
anterior, obtenido en la fraccidn 49-53 y datos sigulente:

-~=-54!ido separado de la fraccidn 49-53 en percolacliones
de purificacién de esa fraccidén, con pr=85-58°c y soluble en
cloraforme y hexano, Férmula condensada (:uHmOz como éster., Su IR
en solucidn de CHCl. muestra: SeMal de metilenos 20285cm !, 2850cm
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Y 1480cm ; carbanilo a 1720cm con banda en 11S0cm del enlace
o

-c‘:'-o-—c. En el especiro de masas hay rompimiento de hidrocarburo
hasta mz = 236 CC‘,’H!s#J y de 437-564 CCpHm*)una perdida
completa sin fragmentaciocnes previas, de 582-677 CC‘H"*) con
perdida inicial de 13 unidades ?7.mrz = S7C(100X0, de 257CS2Q a
295C23%0 a 313C15%W a 341C11% ¥y a 3IBISW con fragmentaclones
intermedias muy poco notorias., B650C1.6%) . B677C1.4%0.

Otra parte lo forma la presencia de un triterpeno que
fue identificadeo como Acido ursdélize CCSOH“O’J. de acuerdo a sy
pf. ¥ por el espectro de RMM'H, idéntico al de una muestra pura y

bien caracterizada de dicho &cido. Sus datos son:

Figura.2- AcIDO URSOLICO

Precipitado en el extracto heptdnico y obtenido en la
percolacidn del mismo extracto. Un polvo blanco poco soluble en
CHC].- y parcialmente en MeOH, con pr=256-268°C(FISHE§). Su IR en
suspensidén indica grupo funclonal alcohol y Acido carboxtilico;
bandas entre 3%00-3300cm que se agudiza en esta zona y una
amplia., pequefia, a 3500-2500cm '. Banda de carbonilo en 1882cm * .
LLa RMN'H en CDCJ.. y en CDCI.*DMSO. da en 5.25ppm CL,1HY absorecidn
de un protédn vinitlico , en 3.20ppm Ct,1H,J=8Hz) protén base de
alcohol secundario., en 2.88ppm ¢d,.J=8Hz)., multiples seNales
entre 2.5-0.9ppm donde se presenta el esqueleto y los grupos
intercambiadores de deuterio por 2.20ppm . Singulete e«n 0.8ppm .

L.a mayor parte del sélido se debe a la presencia de los
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ésteres grasos con grupos de dcidos totalmente saturadeos y que son
mas solubles.

Las fracclones 489-53 y 92-121 de la cromatograffa en
columna del aceite., tuvieron IR*s en solucidn parecidos a los de
aceites comestibles debide a que contienen los mismos Acidos
grasos C(son una mezcla de trilacllglicéridos)d ¥y su diferencia
radica en la proporcidén de cada uno de ellos. Lo mismo se presenta
al comparar su RMCH®® | En el espectro de masas se observa el
patron de fragmentacidn tiplco para triglicérldos".

Al revisar la tabla.4.2 se observan variacioches en
porcentaje para algunos acidos grasos, lo que se atribuye a los
diferentes cultivos de estas y otras plantas, que se han extendido
a muchas partes del munde; provecande que exdistan, por ejemplo,
varios tipos de aceltes de una sola especlie con ligeras
variaciones de sus componentes segin la regidén donde se producen.

La cromatograf{a de gases ha ayudado a la identificacidén
y cuantificacidn de los dcidos grasos coenstitutivos de aceites.
Los resultados de la cromatografi{a de gases de las fracciones
48-53 y 92~121, se presentan en la tabla 4.1

Tabla. 4.1~Muestra de los principales Adclidos graseos constituyentes
de 2 aceites fraccionados del aceite de Fiaaxinus uhdedl,

aceite aceite

tiempo Fracelén 49-53 | Fraceisn 92-121 Referido a
retencion directo [cerregide] directo Jcerregido| acido

A% W% 1 A% L]
B, G2 20. 578 18,430 8, 844 4. 731 palmitico
11.85 1.078 Q. 861 43.175 30. 745 lincleico
11.93 87.322 45. 772 36. 414 a28.218 olaelco
i12.28 10. 784 8.611 2. 320 1.852 estedrico

1 y 2 correcciones debidas a las reacciones y extracciones para
refarirlas al acelte respectivo.

1 Hidrélisis 80.88% Formacién del ester metilico 99% Factor x0.79

2 Hidrélisis 75.76% Formacidn del ester metilico 94% Factor x0.71
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Los resultades del andlisis del aceite crudoc se
presentan en comparaclén con ¢l de otros aceites en la tabla.4.2 .

No es posible asegurar los valores de indice de
saponificacién y Acidos libres debido a que la bureta utilizada
CPyrex para 100mD tenla precisién de 0.2mR y on clerta forma esto
inducia a un error,

Al realizar las saponificaciones se decidid determinar
el alcohol correspondiente, siendo éste el glicerol, con punto de
ebullicidn mayor al del agua, fue el uUnico encontrado. Presenta,
en ol IR en pelicula con filtro de IRTRAN, banda ancha que va de
3700cm™* a 2500cm ™ de alcohol primaric en 10S0cm™ y alcohol
secundario en 1100em ). Presencia de agua por banda en 1650em *.
Metilenos en 2930cm * , 2880cm '
espectro de glicercl del Sadtler?®

y 1480cm™", Comparande con el
* practicamente todas las bandas
son {guales .

De otras fracciones de los aceites 97-120., 139-154 y
188-184, dieron IR's donde se observa que al aumentar el nuUmero de
fraccidn se presentaban compuestocs de éster con aumentc de -OH
Cbanda en 3500-3400cm 3 y con ligera notoriedad de dos tipos de
carbonilo muy ligeramente diferenciados C1890cm ' y 1870cm ',
Ademids, en todos se nota la presencla de doble ligadura Cen
3005cm™*>. Su cantidad era pequeffa a la del aceite en total., por

lo que no se les tomd en cuenta.
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Tabla. 4,2-Muestra de los resultados del aceite de 7. ulAded
comparando con dates de aceites comestibles.

trnduce de
wapanificazion

Acidaos tibres
tnwaponifica,

Tolal aceite
sn semilla

Saturados

Insaturados
Gaproico

capritice

caprico
Lidurico
Mir{stico
Paimilice
cetedrico
Araquldica
Behdnico
Lignocérico
Tetradecencico
Hexadecenoica
Oleico
Erucico
Linoleico
Docosadienoico

tinolénico

ajenjoin

Aceite| fresno fresno olive cartamo
— sesamo
QRIGEN |Faaxinuo Fagxinuo| Olea Barthamuo| Fesamum
o ufdded excelolarfeuronea |tincleatuf {ndicum
CLAVE ~
L.s 2:- 133-160 | 167-102 | 187-100| 1a0-2019 187~198
ALID_| s r-4.2 ..0 6.2-1.9| 0.4~1.0 t.0-1. %
9
Insap.%|12. s-148.96 5.52 0. 4-1.8]| 0.3-1. 8 6.op-2. %
A.S.% |1o.p-12.3 0.7 10-40 25-37 3-87
7.0 . 5-17. - .8-10.
Sat. % 7.5 s-10 L2.8-106, 3
1.0
C
s
c
[
[of
10
[+
12
c 1.2 traze=-0. 1
ia
c:e 3,78 ®.2-13. 8 ) s, 2-90. ¢
4 .48 2.0 A 1. 6-3,7
1.
[ 0.z2-0.9 a.2 c.e-t.2
20
C
22
[
24
[+
144
[+ t. 0
Lozs
Clacs 70 -83.0]48.4-21,4[35,0-45,. 3
C
z2:4
[+ 1. 41 ¥.0-19, [72.0-70.0[40.0-4
ie:2
[
22:2
< 1,18 0. 06-0. 18

-




CONTENIDO DEL EXTRACTO POLAR DE SENILLA WADURA

Al  hidrolizar wuna parte del extracto y reaiizar
posteriormente una serie de extracciones se obtuvo un producto
incoloro, zristalino con pr=g4-95°c. soluble en alcohol y en agua.
Sy derivade di-acetilade es liquido amarillento, soluble en
acetato de etlloc e insoluble en alcohol. La férmula condensada,
determinada por espectrometria de masas es c-HmOz ., sus dates
fisices b4 espectroscépicos concuerdan con los del
fA-Cp-hidroxifenildetancl, tilrosol® o alcshol 4-hidrosxifenetilico™

H Hz—CHz——OH
Figura.3- rimosoL

Su espectro de IR en suspensién (Espectro.i1), mestré
abundantes bandas finas y largas entre 1560-730cm™*, destacando la
de 1512cm™* . otras bandas mis anchas entre 3400-2800cm™,
quedando casl limpia la regidén entre 2450-1600cm !, Sefales de -OH
en 3301cm ' como banda fina y en 3142cm 'como banda mediana. Sefal
pequefia y fina en 3023em™ indfcando presencia de aromitico; nae
hay sefMales entre 1900~1800em * que indiquen la presencia de
insaturaciones, por lo que se corrobora con la presencia en la
regidn de 2000-1860cm™ de un pequefio pico junto con ondulaciones

casl desapercibidas y otro pico large y finc en s18em™

indicando
sustitucién para- en anillo bencénico .
El espectro de IR del derivade acetilado en solucidn,

muestra pequeMas seMales entre 3880-2600cm™*

y seffales grandes y
finas entre 1750-840cm™. Banda pequefa y fina en 3143cm™ del
aromatico, en 1740cm ™ y 173%cm* dos bandas grandes vy
sobrepuestas de carbonilo, que ocultan las demids sefMales del
aromético, perc hay banda mediana y fina en B47cm " que confirma

la sustitucidn en para- . Se nota presencia de metilos y metilenos
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por bandas 2958cm ', 1460cm ' y 1380cm™.

En la regién de campe bajo del espectro de RMN'H del
tirosol en CDC,La CEspectro.2), Se observa un doblete tripleteado
C¢8.B5ppm,J=8Hz,2Hz) que es selal de aromatico s=sustituido en
posicldan para- (gistema Asz); una sefial simple que desaparecs al
agregar agua deuterada e integra para 2H's (S.20ppm,s). de los
-OH's; dos tripletes blen definidos que, uno indica el metileno
unido a alccochol (3.70ppm,t,J=68Hz), el oiro es de un metileno unido
al aromitico ¢2.73ppm,t,J=6Hz)., La RMN'H del tirosol acetilado, en
CDC.I.‘ Cespectro, 32, da selal de aromitico sustitucidn en para-—
C7.10ppm,dt ., J=8Hz y 2Hz>; presenta un metilenoc unido al ox{genc
del éster C4.25ppm,t.t=BHz); un metilenc unido al anillo aromético
¢2.90ppm,t,J=8HZ); por ultimo, 2 seffales simples de los metilos de
acetatos C2.30 y 2.05ppm.singuletesd, en anille aromdtico ¥y en
cadena alifitica respectivamente .

En el expectro de masas para tirosol se presenta
rompimientos en mrsz= 77C(20.84 lon fenilio; 108.8(100% 1ion
hidroxi~tropilic de escisiédn C-a y C-1; M‘ 138€18%); ion tropilio
B81¢(3%0 y abundante ion hidronioc 0.8(16. 4%

Una parte del extracto polar fue sometida a una serie de
cromatografias (percolaciones) mediante las cuales se pudo obtener
tres diferentes sustancilas muy polares (diagrama.2), dos liquidos
pastosos M-19 y M-20 y un sélido pardo M-SCpt‘=133~135°C)', sus IR’'s
en suspensidn y en pastilla presentan: banda ancha e intensa de
oxhidrile entre 3B00-28%0cm ° con aparente presencia de grupo
Acido, por la forma en que la sefNal de -CH se presenta,
extendiendose la banda hasta 2500cm *, la presencia de carbonilo
es revelada por una banda en 1708em *

La RMN'H de M-20 (Espectro.4) muestra, entre gran
cantidad de seffales, dos agrupamientos de glucosas 4.02 y 4.B8Sppm
Chidrégenos anoméricosd; hidrégencs aromiticos sistema AA'BB*
€7.30,7.13,7.03,6.85ppm;d; J=8H2) y aparentemente dos hidrogenos
H-3 de iridolde (7.80,7.52ppm;s); la presencia de seflales
repetidas para H-8 y H-1 entre S.75-8,25ppm parece ilndicar gque se



‘Lr.a‘La ‘de un bis-secolridcide con
C~10" €1.75.1.65ppm;d;7H2)
La

acreditados
principalmente
121C100%0);
m/z=185C30%) que no se asignaron.
n/Za224C3. 30

espectroscopia de
estructura
77C30%0

abundantes fragmentos

a la

{msz

Con estos datos se propone la estructura parcial

secoiridoide en la figura.4,

anille aromatico y la presencia

seffales de metilos en C-10 y

masas nuestra fragmentes
con al anille aromatico,
si1caad, 107C 4050, 120C80%D .,

menores Yy pocosS mayores como

El fragmento mayor fue el de

posiblemente en R* a través del anillo aromitico .

R* =H , O-azdcar , O-R* .

R’.R‘ = ~azUcar, cualquier compueesto como:
-azlcar ~0O-secoiridoide.
-tirocsol.

R

= CH. por lo general.

Figura. 4~ Estructura general de un secoiridolide.

CONTENIDO DEL EXTRACTO POLAR DE SEMILLA VERDE

La semilla tierna del mes de abril,
al ser extralda con MeOH dié precipitado blanco, que se

molida,

determiné como decido

oleandlico

una vez seca Yy

identificado por sus
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del
a la cual se le debe adicionar un
de otro secoiridoide, wunido



© caracteristicas sigul entes:

Flgura.5- ACIDO OLEANOLIGCO

Pelvoe blanco poco soluble en CHC.I.. y parcialmente
soluble en MeCH, pf‘=309°CCATD). forma cdmulos al dejar cristalizar

lentamente en MeOH. Con férmula cmx“o. . El derivado metilado
a
20 C

dié [a]n =+80 en CHCL’. con pf‘=l.10—11!.°C. Su IR en pastilla
manifiesta banda ancha entre 3600-2500cm * Yy una mds aguda entre
3500-3100cm ' indicande grupos ~OH, seflal de carboniloc en 1680cm *
y sefales de metilenos 2930cm ', 2850cm ' , con la presencia de
pocos metiles 1450em” ', 1380cm * La RMN'H en CDCl  +DMSO-d,
presenta triplete en 8.25ppm de doble ligadura, tripliete en
3.20ppm J=6Hz, doblete dobleteado en 2.8ppm J=8Hz, multiplete en
2.60ppm y multiples sefales entre 2.5-0Q,9ppm donde se presenta el
esqueleto y en 2.80-2.75ppm aparece un doblete con J=2Hz que
comparando con el del dc.ursdédlico se presenta como singulete
cercanc a 2.90ppm. Dos singuletes en 0.80 y 0.7Sppm, mientras que
en el 4cido ursélice se cbserva une. La RMN'H del derivade
metilado en CDCl. da seffales en ppm y multiplicidad siguientes:
3.37d, 3.284, 2.85dd, 1.85d, 1.65s, 1.%9s, 1.4t, 1.15s, 1.085s,
0.95s, 0.85 y 0.7s .

El extracto alcohdlico de la semilla seca y desengrasada
proporciond un rendimiento poco mayor al 1% de una sustancia
eristalina gue se identifico como manitol por medio de sus
caracteristicas risicas y espectroscédpicas .
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Flgura.B8~ ACETILACION DE MANITOL

Agujas cen pr=168-169°C. Soluble en MeOH y en agua;

insoluble en disolventes menos polares, como acetona, acetato de

<
etilo o cloroformo. [2]2° °=-1.85 en HO. Férmula CH O

Confirmado con su derivado hexa-acetliladoc que did [u];°°°=+26.13
en CHC]., .con pr=123-134°c. El espectro de IR del manitol en
pastilla presentd. banda muy notoria de oxhidrilos entre
3800-3000cm™ con dos plces sobresalientes en 3387cm™ y en
3280cm* 3 en 1020em™ Y 1080cm* dos bandas grandes y finas
indicande aleschol primario y secundario, respectivanente, Sefales
pequefias de metilos y metllenos. El IR del manitol hexa-acetilado
en solucidén Indica banda distorcionada Caparentemente nulad de
metiles y metilenos debido a una alta cantidad de carbonilos en
1755em™, 1745cm™' y 173Sem™ que aparentan una banda con pequelos
picos sobresalientes., Banda mediana en 1370cm™ de metilos . Banda
ancha tipo éster entre 1200-1000cm™ .

El espectro de RMN'H del manitol hexa-acetilade en CDC].'
presenta la seNal del CHOAc intermedios (S, 40ppm,d,J=8Hz)e integra
para 1H; la seffal de los CHOAc inmedlatos no muy definida
C5.07ppm.ddd, J=2> que Integra para 1H; una serie de seNales que se
sobreenciman de CH:OAc del extremo C(4,4ppm,4.08ppm;dd; J=6GHz), e
integra para 2H's. Tres singuletes en 2.05Sppm, 2.10ppm y en
2.12ppm de los metlllos del acetato. La comparacidn del espectire.S
con los datos repertado en la 1iteratura®® concuerdan

perfectamente .,



En ©l espectroc de masas se presenta el lon CH-C=0 mrz=43,

+

como ¢l ion mas notorio. Las fragmentacliones m/z=73CCH’=C°OCH.)
*

y de Mz:EQCCOOCH‘) se notan poco, pero sus fragmentos

+ H
complementarios son notorios mr/z= 115C7.8%0 CHOCH!—CHR-COOCH‘) +
381C0. 450CM =73 ¥ 975C0.1% CM-585. M'(434> no 1 lega al

detaector .

COMPOSICION DEL EXTRACTO Me,CO DE SEMILLA VERDE

La patrte soluble en acetona del extracta polar, sometida
a percolaciones como se describio en la parte experimental
Cdiagrama.B), proporciond sustancias de aspecto pastoso color
ambar a café¢ obscuroc. Dos de ellas se lograron separar como
compuestos puros, identificando a une como verbascdsido Cun
glicdsido de fenil-propanoide) Yy al otro como
10-hidroxiligustréside Cun glucésido de secoliridoided

vERBASCOBIDO. Al evaporar el disolvente en rota-vaper
formé, el compuesto, espuma; al ser rasparda de las paredes del
matraz bola dié un polvo amarilie y apelmasado. scluble en acetona
y muy socluble en MeOH., Al disclver en acetcna, agregar carbén
activado, flltrar y concentrar a sequedad se obtvo un polve verde

o

apelmasado, pf=133-138°C, [a]:o ©2-101.454 . Cuando se agrega

solucidén de Fecl., a una solucién metandlica del compueste, se

desarrolla una coloracidn verde; indicando presencia de fenoles. Su

1
Cde

numercsos grupos oxhidrileo), en 1700cm™ se cbserva banda de
+

espectro de IR en suspensién, muestra banda ancha a 3350cm”

carbonilo, en 185{0cm™" banda Cmis grande que la de carbonilod

mostrando anillos aromiticos y en 810cm™*

banda de sustitucién en
posiclén para-. El espectro de ultravicleta muestra Amex a 200nm y
a 330nm, Clog.&e= 4.158 y 4.2687, respectivamente) Llndicative de un
sistema carbonilico con jugado y de anillos aromaticos

respectivamente .




Figura.7- wvErmascosibo

El especiro de RMN'H CEspectro.6) muestra. una sefial doble
asignada a un metilo secundario (i.1ppm, dJ; una seNal equivalente
a dos protones (2.7Sppm,d) gque se asigna al metileno C-8& de
glucosa; entre 3.5 y 4.25ppm se observan seffales superpuestas
indicando presencia de dos azucares Canoméricos 4.8ppm y 5, 1ppm,s).
A campo bajo es hnotable la sefal de un sistema AB, tipice de
elnamato (6.3 y 7.7ppm,d); ademds, se observa hidrégenos aromaticos
entre 6.6 y 7.4ppm .

El espectro de RMN''?C mostré la presencia de 29 Atomos
de carbono, 12 de los cuales son atribuibles a des hexosas siendo
une de ellos ramnosa, ya gue todas sus seffales coinciden con los
dates publicados en la titeratura®’ para dicho monosacairido.
Usando el misme argumento, se puede deducir que el otro azucar es
glucosa. La pocicidn C-1 de la ramnosa Se encuentra unido a la
posiclén C-3 de la glucosa, lo que se deduce del desplazamiento

quimico de esta sefal a 80. 3ppm27.

La glucosa se encuentra
esterificada por aclide caféico cuya sefal del carbonilo aparece a
184ppm, la del carbono 3 a 144ppm y el del « a 123.5ppm . La

posicidn C-1 de la glucosa se encuentra eterificada por cafestol,
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como lo indica la selal a 34,.Sppm para su metileno alilico y las
sefales aromiticas de 112 a 127ppm; de acuerdo con la tabla.4.3,
que fue facilitada por su espectro APT CEspectro.7) .

Por comparacién de les dates mencionados <¢on  los
publicados, la esiructura para el glucdsido de semilla verde queda
{dentificado como verbascédsido, un fenil propanoide originalmente
alslado de TVerdaocum ocinuatum L; presentandose en la tabla. 4.3 los
datos de RMN*'’C del compuesto ¥ del verbascédstide .

Tabla. 4.3, - RMH''7C del feni lpropanoide, comparado con datos
del verbascosido.

# FRECUENCIA Cen ppmd THTENSIDAD |[MULTIPLICIDAD]CARBOND
EXPERIMENTAL LITERATURA EXPERIMENTAL
1 168. 00 169.5 30.274 s -]
2 147,480 149.33 33,078 s 4
3 145.38 148.06 24.282 d 7
4 144.301 148,35 30.580 s 3
5 |. 143,824 145.58 37. 380 s 3
5] 142,208 144.10 30.118 s 4°
7 131.008 131.58 31.858 s 1°
8 128.84S 127. 40 28. 882 s 1
Q 122. 880 123.38 23.833 d -]
10 121,057 121.68 47.331 d 8
11 118.824 117.54 4S. 282 d 2
12 118 117.03--- d a8
13 118,121 118.84 22.182 d s°
14 114 115, 78~~~ d 2
18 113,832 114.70 21.034 d 8
16 102. 048 102. 44 27.9088 d 1a
17 101,522 101.28 33. 088 d ib
i8 80.737 79.18 25,578 d 3a
19 73.85 74.61 24,838 d 2a
20 73.587 74.861 27.682 d Sa
ai 71,043 72,02 30.832 t B8*
22 70.288 71.80 33.374 d 4b
23 80, 804 70.61 32, 880 d 2b
a4 69, 300 70.52 30.10 d 3b
a5 88. g00 69.18 24.188 d 4a 75b
a6 66,503 1004.23 ----|~dioxang=—us==|===
a7 B80.148 80.78 18.108 t Ga
ze 34,475 35, 99 31.289 t 7
20 17.108 18.18 42. 425 c &b

En otra ruta del diagrama.8 s¢ cbtuve un acelte espeso de
coler amarillo, cuya espectroscopia presenta caracteristicas
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tipicas de glucésido de secoiridoide; dificlil de caracterizar
directamente, porque muestra sefales adicionales, entre ella las de
glucosa .,

oLUcOoSIDO BE SECOIRIDOIDE. En ol IR an pelicula
CEspectro.B8), banda a 3300cm™® de los -OH y en 1700cm ' la del
carbonilo; ademis. en 1840cm™, 1800cm™*, 1510cm™ y en 1500cm™
bandas de dobles ligaduras alifiticas y aromiticas. En el UV
presento banda de absorclén con Amax a 208nm, 228nm y 277nm
{log.£54.08. 4.157 y 3.293) debidas a carbonilo conjugado y anillo
aromatico presente .

El espectro de RMN'H CEspectro.9) muestra la presencia de
azucares con seMales entre 3-4ppm y se observa sefales de aromidtico
centradas en 6.87ppm debldas a un sistema AzB!~ perc la selal que
da mAs informacién es un singulete que aparece a 7.3ppm, debida al
protén vinillico H-3 de un irideoide con carboxila en C-11. Se debe
aclarar que la seffal de ippm corresponde a una impureza .

El espectro de RMN'**C y su APT CEspectro.10) muestran ia
presencia de 31 Aatomos de carbone, lo que concyerda c<on una
estructura de iridoide unida a dos hexosas (glucosa y ramnosad, a
un feniletilo deducido como tirosol C(por haber antecedentes y a
dog ésteres Csiendo uno metilice). Una estructura tentativa en un
principic fue la del nilizhenide C(ver figura.B8)

Comparande los datecs de la blbliografiaz. se llegd a la
copclusién de que no explicaba la presencia de un metileo unido a
netilenc, que aparece en RMN'H en 1.0Sppm y en 15ppm para RMN'“C;
explicada por la estructura de la figura.9 .

Se pens¢ que esta segunda estructura podia quedar bien
Ya que el metilo de la ramnosa concordaba con la seffal de “C Y a
la cual se asigna en la literatura por 18ppm; sin embargo no
concuerda con el desplazamiento quimice ni con la multiplietdad
del espectro de RMN'H, ni del tode con el de RMN‘“C .



Figura.8- ~NUzHENIDE

o
o " !/o_c<,_{u

Figura.9- s-RAMNOSA LIGUSTROS1IDO

Al preparar una buena cantidad del compuesto acetilado,
que se logré purificar, se pude elucidar la estrtuctura, la que fue
idéntica a la reportada para ol io—hldroxliigustréstdo'p
CFigura.10)
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Re CH;C— HEXAACETATO DE 10-HIDAOXKILIGUSTROSIDO

Ra =H 10~HIDROXILIGUSTROSLIDO R=-0

Figura.10- 10-HIDRONILIGUSTRORIDO

Esta estructura concuerda con su RMN'H C(Espectro.®) y con
RMN**°C y APT (Espectre.lQ). pera mis con el derivado acetilado
CEspeclro,ll y 12), Tablas comparativas 4.4,4.5.4.8 y 4.7,

Tabla.4.4. - RMN protédnica comparativa del secoiridoide,

DESAPLAZAMIENTO £EN FFM

Exp.(n'o> LsL.a?Co'o) LH..EO(cn.no) MULTIFLICIDAD AStaNACIoN
7.3 7.54 7. 81 s TH TR=3
7.0 7.20 7.03 d 2H, H-8°
6.87 6,858,711 B.72 d 2H, H-5*,7°
S.9 6.08 B.14 t ancho 14, H-8
5.8 5.84 S, 94 s ancho 1H, H-1
4.78 4.89 4.83 d 1H, H-ia
7 4.10 m 2H, H-10
? 4.15 t 2H, H-1"*
? 3.88 dd iH, H-S
2.82 2.80 t 2H, H-2*
2.4 2.7 dd 1H, H-B7
2.18 2. 47 dd 1H, H-Ba
[ 1.68 dd 34, 10

? eon la zona de &4.2-3ppm aparesen las sefales del azucar.
% no se observa sefial entre 1.2 y 2.0 ppm.
Exp.(n:o) datos experimentales, entre paréntesis esti el disolvente.

Lit. 27Cnlo) referencia 27, datos de ntizhenide.
Ll.!,.agl:cb.po) referenclia 29, datos de 10-hidroxiligustrosido,
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Tabla. 4.5. - RMN de C comparativa del secoiridoide.

x FRECUENCIA (en ppm} INTENS IDAD {MULTIPLICIDAD CARBOND
CEXP,> |CLIT.27) |CLIT. 29 CEXP.)

I1173.93 | 174. 4 172,99 1. 23 s kd

2! 188.12 | 188.8 168, 37 30.0t s 11

31 185.23 | 155.6 1S5, 007 38. 65 d 3

4 155.18 46.07

5| 155.10 | 155.1 158. 872 58. 08 s &°

sl 131.02 | 131.1 130.60 128.08 d 4,8

7! 130.88 | 131.1 130. 80 60. 68 s 3’

e[ 130.82 | 129.4 123.88 83.21 s 9

ol 128.30 | 125.7 128, 38 33.80 d 8
10} 116.18 | 116.3 118,27 126.63 d 5,7’
11| 108.48 | 109.0 109, 11 48.14¢ s 4
12| 102.72 70,13 d ib
13{ 100.33 | 100.8 100,79 52.10 d 1a
14 94. 867 9S.7 46.55 d t
15 77.19 77.2 77.49 d 5a
16 76.74 76.6 78. 287 86.78 d 3a
17| 76.87 102.03 d 2a
18] 76.45 83.05 d
19] 73.06 73.8 74.84 8a. 82 d 2a’
20| 73.48 71.8 85. 27 t 1’
21| 70.49 70.3 71.36 85.18 d d4a
22} 7o0.42 43. 96 d 2b
23| 70.23 74.91 d 4ab
24 87.40 208.06-—1 dioxane --——|-——-=-
25 es.99 66.84 112.01 t 1
28| 61.82 61.5 682,67 80, 41 [ Ba
a7| &1.51 58,84 t 6b
28l s81.43 59,14 41.27 t 10
za| s58.38 65. 65
30| sa2.70 52.6 50. 72 c OCH=
31| 41.01 41.0 41.13 34.682 t -]
32| 34.17 35,3 35. 04 41.91 t 2
33] 31.80 3.1 32.19 40. 22 d 5
34) 15.13 13.8 50. 30 c 10

? al C-8" te amignaron ese valor los autores, sin embarge para oiros
secoiridoides asignan valores entre 144-148ppm,

CEXP.) Datos experimentales del secoiridoide.
CLIT.27) Datos del articuleo 27, NUZHENIDE
CLIT.28) Datos del articulo 29, 10-HIROXILIOGUSTROSIDO.
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Tabla. 4.8.~ RMN de ‘’c comparativa del hexa-acetato del secociridoide.

” FRECUENCIA (en ppm) INTENSIDAD | MULTIPLIGCIDAD CARBOND
CEXP.) |CLIT.292 CEXP.)
1 170.568 | 170.48 45, 37 s COMe
2 170.48 | 170.34 32.97 s COMe
3 170.07 | 170.24 38. 30 s 7
4 169.28 | 189.88 40.68 s COMe
5 1e0.21 | 189.13 39.11 s 2 x COMe
& 168.24 | 186.15 33. a3t = 11-CO_Me
7 152,80 | 182.72 89, 30 d a?
8 140.27 | 149.46 23. 08 s e
e 138.07 | 135.09 43.01 s 3
10 130,98 | 131.37 81,30 s ]
11 126.73 | 128.83 168. 00 d 4,8
12 124.15 | 124.17 e3. o6 d )
13 121,82 | 121.48 184,74 d 5,7
14 108.21 | 108.47 51.89 s 3
15 ©e. 88 97.02 8L.78 d 1a
18 9z. 81 92, 88 74.28 d 1
17 72.36 72.53 88, 90 d Sa
18 72.14 72. 30 93. 02 d 3a
10 70. 58 70.87 86. 04 d 2a
20 87.98 88. 36 73.67 d da
21 64.02 84.68 73.31 L 1t
22 61.48 81.70 568. 95 1 Ba
23 80,582 80. 44 101. 21 [ 10
24 51.46 51,31 76,42 e CO, te
25 30.70 30. 82 56,11 t 8
28 34.21 34.20 71.81 L 2r
27 30,72 30.68 56, 33 d E
28 20.98 20. 80 56. 29 c COMe
28 20.75 20.60 50. 76 P COMa
30 20,51 117.88
E 20. 47 20.34 111,72 e 2 X COMe
32 20. 44 20. 34 10€. 03 e 2 X COMe

CEXP.) Datos experimentales del secoiridoide.CDCls &77.38,76.06,78.83 .
CLIT. 20> Datos del articulo 20, m-uuoxu.mu-'rlonno.CDC].’ &75. 47
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Tabla.4.7.~- RMN'H del hexa-acetato de LO-hidroxiligustrosido.

Desplozamiento|Multiplicidad| Asignacidn
Cppmd

7.43 s H-3
7. 18 d H-S*', 7"
6.908 d H-4°*,8"
5.¢88 t H-8
S.85 s H=-1
5.23 dd H-3a
.14 d H-2a
5.10 d H-4a
S, 02 ..d H-1a
4.72 . dd H-10a
4.82 “dd H-108
4.23 td H-1'a
4.17 Toled H-1"a
4.10 Ui ed i H-Ba
3.682 o dm H-8
3.7 : t . H-Ba
2.96 S H-2*
2.72 . dd H-Ba
2.37 dd H-8a
2.21 ] s AcO en &°
2. 00 s SAcO

Can una técnica reclente en espectroscopla de RMN se ha
longado la asignacién de los hidrégencs y carbonos
co.t:rosrpon'diont.os; de acuerdo a la estructura de la molécula an
cuestidén, leos carbonos e hidrégenes ascoclades por  uniones
covalentes y/o por cercania espaclal se correlacionan debido a su
interaccidn electromagética .

Los especlrogramas de correlaciones en RMN
Chidimencionales), se logran a traves de la acumulaclidédn de
informacién de la resonancia de los niGcleos atémicos; con un ajuste
de escalas en el equipo se puede ascclar en el grafico las seffales
en la abecisa y la ordenada, la informacién acumulada queda

ordenadas perpendicularmente a cada eje .



En el COSY (correlation spectroscopy’) se presentan las
correlacicnes espectroscépicas en RMN de los protones
Lhomonuclear) del compuesto en cuestidén ; para analizarlo se traza
una diagonal, que parte de la lnterseccidn de los ejes al extremeo
opuesto, donde se acumula la informacldn de resonancia Ccome
curvas de nivel) para los dos ejes; cuyo espectro (picos de
absorcién) se presentan en el extremos superior, por lo general.
La acumulacién de informacidn queda colineal a una seflal
determinada y perpendicular al eje , y simétricas al formarse un
rectiangulo con vértices corespondientes a la acumulacidén de datos
por la interaccidn de los nicleos atdmicos resonantes .

En HETCOR Cheteronuclear ccrrelation) la interaccidén que
se presenta es entre dos nUclecss atédmicos diferentes, siendo la de
'H-'"C 1a mas comun sla acumulacidén de Lnfo}macién queda colineal
a una sefal determinada, siguiendo la linea perpendicular a un eje
se sabe a que seffal corresponde la acumulacidén de informacidén,

A través de la informacién obtenida de cosy
CESpectro.11) y de HETCOR CEspectro.12) se construyd la tabla.4.8
para el hexa-acetato del secolridoide. Las interacciones entre les
nucleos atdamicos quedaron acomodadas en forma lineal, para saber
que nutcleo interacciona con cual sélo hay que seguir el mismo

renglén .
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Tabla. 4.8, - Correlaciones en RMN, segtGn HETCOR cuadros A-B y segun
COSY cuadros B-C , del hexa-acetato del secoiridoide.

A B C
FRECUENCIA, ppm. |[CARBONO | [FREC. . ppm]| ProTON PROTON
P CMULTIPLICIDAD) MULTIPLY.
1| 152. 80Cdd 3 7.43Csd H-3
2| 129,734 5,7 7.18Cd) H-5*,7'
3| 124.15Cd 8 8.08CL) H-8 H=1,H=10a
4| 121.852Cd 4,8 8. 98Cd H~4',.,8"
=4 o8, 88CdD ta 5, 02¢Cd H-1a AZUCAR
=] 92, 81dd) 1 5, B8Cs) H-1 H-10m , K-10a,H-8
7 7e.36(d) Sa 3.75CL) H-5a H-1',H-Ba
8 72.14Cd) 3a 5. 23Cdd> H-3a
e 70. 58¢d3 2a 5.14<¢dd H-2a
10 67, 98ldd 4a 5.10Cdd H-4a H-Sa
11 64. 92¢0 1* 4.23Ctdd H=1"'a H-2*
4.17Ctd H-1's H-2*
iz 61.48CL) Ba 4.05Cdd H-Ga H-Ba
13 €0.52Ct) 10 4.72Cddd> H=-10a H-8
4.82¢dd> H-10» H-1,H-8
14 51. 468(c) COzMe 3.30Cs) COzMe
18 349, 76CL) [ 2. 72¢dd> H-B» H-6a
2.37¢dd) H-Ba H-8»
i6 34.21CL) e’ 2.98CL) H-2* H-1°
17 30. 72¢d) S 3.082¢dm> H-5 H-0s, H-Ca
ie 20. 88Cc) COMe-8"* 2.21¢8) COMe-8" COMe-azlUcan
18 20, 75Cc) [COMe en 10
20 20. 47Cc) 2 X COMe 2. 00Cs) SCOMe COMe-8"
21 20. 44Ccd 2 %X COMe
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EXTRACTO METANOLICO DE SEMILLA VERDE CDiagrama.7d

La separacién de los componentes de este extracto fue
dificil, se ensaydé percolaciones y cromatoplacas preparativas con
malos resultados. por lo que se decidié manejar mezclas bastante
polares con MeOH., AcOH . Los resultados fueron 3 compuestos
Fr.M-3.,M-4 y M-5, de los que M-3 se presentd en forma de cristales
incoloros parclalmente sclubles en MeOH y muy solubles en agua. La
espectroscopla indico presecia de abundantes metilenos muy
desplazados a bajo campo, como de un polimero con uniones —0-CH1-O-
pero de alguna forma come sal con camble de constitucién sin
fundir. Sin poder sacar mas informacién se le abandond.

El compuestc M=-4 se presentd como un sélido ceroso
amarillento que en el espectro de IR en pelicula muestra poco aclida
acético y -OH como de policl con gran banda entre 3500cm™ v
3000em™

mis seffales pero se cree de contaminantes. Los derivados

corrcborandose con sefales entre 1100cm™y 1030cm™. Hay

fenilhlidrazona y acetatc son liquidos .

Su RMN'H en DMSO+CDC].' presenta 4.8ppmCiH,d,J=8),
4. 32ppmCSH,s), 3. 65ppmCiH,d, J=4), 3. 35ppmC1iH, d, =82 Y
330ppmC2H, L, J=6). El der i vado acetilado, on cDC1 s did
S. OppmCm, J=BHz), 4.8ppmCd,J=82, 4.45ppmCd,J=6>, 4.17ppmCt,J=2),
3. 47ppmld, J=8>, 3.42ppmis) y 2 singuleles entre 2.15-2.Cppm de los
acetatos.

Tabla.4.9.~ RMN'*®C de M-4 , un aztcar.

FRECUENCIA [INTENCIDADJMULTIPLICIDAD |[CARBONO
Cen ppmd

104.21 20.53 d 1

100. 22 55.24 d 1
76.88 21.74 d s
76.78 21.80 d s
74.07 £6.53 d 2
72,87 47.37 t
72. 22 41 .84 t
70.80 48. 37 t
Bl.58 38.56 t o
85.094 26.01 c COMe




a7

La fraccidén mas polar se obtuvo como liquide denso color
ambar, cuyo espectro en el IR Cen pelicula) mostrd la presencia de
abundantes grupos oxhidrilos entre 3500-3000cm™ confirmando entre
1100-1030cm™; esto y su solubilidad en agua hizo sospechar de que
se trataba de un aztcar, por lo Que ser prepard la fenilhidrazona
que did p!‘=205—207°c. se prepard tambien un acetato que tuvo
pt‘=118-119°C. Como los puntos de fusidn de ambos derivados
corresponden a los de la glucosa, se analizéd la espectroscopia del
acetato.

El IR, en soluciédn, del derivado acetilado. presentsd
plcos muy fines entre 3050-2900cm ' deduciendo que son de
insaturaciones por impureza, de metilos y de metilencs; ademis, un
gran plco fino de carboniloc a 1757cm*
entre 1080-1030cm™,

La RMN'H a 300MHz del derivado acetilado muestra al
hidrégenc a-anomérice (H-1) como doblete en $.72ppm , un Lriplete
en S5.46ppm <del hidragenc unlde a C-5, un doblete tripleteado a
S.2ppm de dos hidrégenos de C-8 , una seffal dtd en 4.2ppm del
hidrégeno que esta en C-4 y un doblete multipleteado en 3.84ppm

y de enlaces tipcoc eéster

asignade al hidrégenc en C-3, También se observa varias sefales
entre 2.2-1,0ppm acreditandolas a los metilos de los acetatos,

Figura.11- Andmeros a y 3 de oLucosa.



Tabla.4.10, - RMN® *& del compuesto confirmade come glucosa.

# | FRECUENCYA INTERSIDAD |MULTIFLICIDAD| CARBONO |
Cen ppmd
i 179. 4830 40.426 --|singulete——--|carbonile
2 a8, 724 150. 965 d 1
3 92.805 94,641 d i
4 78,747 157.188 d 2
] 76.574 167,02 d 2
B8 74,958 148, 358 d <]
7 73.883 90.473 d 3
B8 72.301 106. 839 d 3
<] 72.247 110.1786 d 3
10 70. 486 113,319 d 4
11 70.431 168, d 4
12 67.4 83,303 --|---dioxano~--
13 61.578 142. 677 t 6
14 61.431 88.435 t B
15 22. 3548 58. 752--- |cuadrupl ete--|--metilo

23]

De acuerdo a los resultados se le reconcclie como glucosa

impura,

compuestos Lnsaturados,

amarillenta.

presentande sus anomeros a y (2 C(figura.i13 y arrastrando

los que al parecer le dan la celoracién



V-CONCLUSIONES.

La semilla madura proporciona con mayor abundancia
triacllgliceridos; entre ellos se encuentra esterificande a 1la
glicerina los Acidesg grasoes linoleico Y el linolénlico,
indispensables en la dieta de organismos superiores; al no
encontrar compuesteos toéxicos en ol aceite C(por cromategrafia en
columna y preparaclén de los aceites para cromatografia
gas-liquido) y sabiendo que la purificacién del aceite a nivel
industrial requiere una serie de lavados donde se elimina a los
compuestos no polares Cej. parafinpas) a los poce polares Cej. ceras
y alcoholes de cadena largad y a los polares (eJ. alcoholes de
cadena pequefia, 4iclidos grasos, triterpenos con funciones alecochol
y/& acldos carbox{licos), se concluye que el acelte puede ser
procesado para consume humano. El dnico incenveniente a considerar
es la cantidad de aceite extraldo de la semilla ya que Se encuentra
en un rango bajo (del 8-11% comparado en peso con la semillad.

En cuanto a los compuestos obtenideos en la semilla
madura: acldo ursélico Ctriterpenc comin entre las plantas), una
parafina, una cera y la presencia de glicdsidos de secciridoides no
determinades; a ninguno se le a considerado de toxicidad.

Alge que hay que enmarcar es que el &c., oleanélico se
encontré en semilla verde, y el ac.ursdlico en la madura; aunque
no se niega la posibilaidad de que en otros pericdos, de
desarrollo de la semilla, se encuentre la mezcla de los dos,

En la ssemilla verde se determine ia presencia de manitol
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come el compuesto mas importante en cantidad, ya que se presentd
en aproximadamente el 1% con respecto a la semilla verde, siendo
posible su procesamiento por su valor comercial.

La presenclia de glucdsidos de secolridoldes se determind
por espectroscopfa., Al utilizar la RMN'H con ayuda de la técnica

de COSY y RMN' C con ayuda de APT y HETCOR se elucida la
estructyra del secoiriodoide, que se identified con el
10-hidroxiligustrasido.

Al glicésido de fenllipropancide se asignd una estructura
que concuerda con la publicada para el verbascdsido.

Por otra parte, la presencia de aztcares despues de
4hidrélisis. indica que la mayorf{a de los compuestoc se presentan
como los glicédsidos o glueédsidos, Es por ese que en la semiila
verde la mayor cantidad de compuestos se encuentra en la fraccién
mis polar., Para un posteror estudio de la parte polar de la semilla
verde se debe considerar esta situacién para llevarse a cabo una
acetilacion total y separar leos preductos con y sin agregar agua .
Ademas, es lmportante hacer notar que el extracto acuocso sirve de
cultive para moho, pero hay que considerar que previamente se habla
extralde con otros disclventes., lo cual quiere decir que en el
extracto no hay sustancia que {nhiba el crecimiento de dstos.

Los objetivos del trabajo se consideran alcanzades y la
posibilidad de utilizar algunos componentes de la semilla abren
opcicnes para estudios postericres, ya que algunos son de interés

comercial y otros en farmacologifa,
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APENDICE I

SIMBOLOS UTILIZADOS EN LA TESIS

AcCH 4cido acético
AcQEL acetato de etile
Aczo anhf{drido acético
ATD analisis térmice diferencial
L BuOH alecchel iso-butilico
nBuOH alechol butilice
CHzCl2 elerurco de metilenc
Ca“a bencenc
ELOH alcohol etilico
IR infra-rojo
MeOH alcohol metilico
MOSCO dimetil éter
m'z relacién masascarga
Multiplicidad
[ cuadruplete o tetraplete
d deblete
dd doble de doble
ddd doble de doble de doble
s singulete
t triplete
m miltiplete o poliplete
RMN'*"C rescnancia magnética de carbono-13
RMN'H resonancia magnética preténica -
Rf relacién de frentes entre muestrasdisclvete

pf punto de fusidén
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Los ntimeron enire paréniesin indican
especiros, loe subrayados at dibujo ¥
los normales donde se habla al respecto

Acelite 1,2,7,17,18,16,20,286,35.36,45.47.48,48,649.

Acldo graso 20,46,47,48,60.

APT B7,59,61,70,

AzdUcares 36,30,40,56,50,68,79.

Glucesa 39,40,41.,51,56,50,687,88,60,
Ramnosa 56,59,

Cera 45,70,58,59.

COosY 64.85,70.

HETCOR 84,85,70.

Fenilpropanoide 33,35,71,55,57.
Verbascoside 53,56,58,88.

Fraxina &

Faaxinuo uhdel 4,5,6,9.

Manitol 18,29,37,53,84,70.

Parafina 17,45,70.

Secoiridoide 27,36,41,51,52,55.58,64.
10-Hidroxiligustroside $5,590,80,70.
Nizhenide 58,58.
8-Ramnosa ligustrosido B3.

Tiresol 25,26,50.51,58.

Triterpenos 13,15,23,28,37,42,43,48,068.
Acido oleandlico 14,42,53,68.

Acido ursélico 13,18,42,44,46,53,68.
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