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INTRODUCCION
El presente trabajo ha tenido
por objeto la investigacién, desde el punto de vista quimico, de la
raiz de una planta muy comin en la Repiblica Mexicana, conocida con
el nombre de "Zoapatle".
El uso de la planta se remon-
ta a la época precortesiana, pues ya desde entonces eran conocidas sus

propiedades oxitocicas, en la actualidad, se sigue empleando con ese

fin.
La importancia de la planta

despert5 el interés por su estudio, habiendo absorbido el trabajo de gran
nimero de investigadores, tanto en la rama de la Medicina (1, 2) como
en la rama de la Quimica (3, 4).

La actividad oxitocica del
Zoapatle ha sido cientificamente comprobada (1). Desde el punto de vis
ta quimico se ha avanzado en el conocimiento de los componentes de la
élanta (3, 4, 5, 6); sin embargo no se ha lqgrado aislar e identificar el

principio activo de la misma.

Entre las investigaciones mds



recientes estd la realizada por la Dra. Y. Caballero en 1971 (6), ésta
se enfocd al aislamiento y determinacion de la estructura de los com- -
puestos de la raiz del Zoapatle, estudio del que el presente trabajo es
una continuacién. Se escogié la raiz ya que ha sido la parte de la plan

ta menos estudiada.



PARTE TEORICA
La raiz estudiada fue recoleg_
tada en Febrero de 1972 en los alrededores de Ciudad Universitaria. La

planta fue clasificada como Montanoa tomentosa Cerv. y pertenece a

la familia de las Compuestas.+

Previamente a la extraccién
se dejd secar y se tritur en un molino. Se inici6 la extraccién con he
xano seguida de acetato de etilo, metanol y finalmente agua, con el
objeto de conseguir una exiraccién selectiva de acuerdo con la polari-
dad de los componentes de la planta.

%

Las extracciones fueron hechas
a la temperatura de reflujo del disolvente, durante un tiempo de tres a
cinco horas y en tres ocasiones con cada disolvente para hacer una ex-
traccién lo mas completa posible.

Al emplear hexano, metanol y

* Se agradece al Bidl. Fernando Chiang C. del Instituto de Biologfa de

la U.NLAM,, la clasificacion de la planta.



agua, se obtuvieron cantidades considerables de extractos, no asi al em
plear acetato de etilo, en este caso la cantidad de producto obtenido
fue muy pequefia, lo que indicé que con hexano se conseguia una muy
buena extraccion de los productos no polares. Por esta razén ya no se
siguio empleando acetato de etilo como disolvente y se pasé de hexano

a metanol .

Se tenia el antecedente sobre

los componentes ya aislados e identificados en la raiz que eran:

Acido Monoginoico

Acido Kaura =16~ en =19- oico

Acido Kaura =(9 (11). 16) dien =19~ oico
Monoginol

Zoapatlina

ESQUEHMA |

Todas estas substancias fueron

aisladas de extractos no polares.

Al analizar el extracto hexani

co se logrd la separacién de un producto de color blanco por cristaliza-

cion, el que fue purificado por cristalizaciones sucesivas, aislandose un



producto de punto de fusién de 178 - 180°c, el cual se sometié a un and
lisis espectroscopico que did los siguientes resultados:

En el IR presenté una banda en
3020cm™] que indicaba la presencia de una insaturacién, ésta fue con-
firmada con dos bandas mds, una a 1640 cm_] y ofra a 750 cm-] , vibra.
ciones que corresponden a una doble ligadura disustituida cis (7). En la
region de 2880 - 3000 em™ g8 presentd una banda muy ancha atribui-
ble al oxhidrilo de un grupo dcido, la presencia de carbonilo a 1890
confirmé este grupo. (Figura ).

La RMN present6 tres sefiales
simples de metilos terciarios a 0.68, 1.0 y 1.23 ppm, ademds se obser-
v6 un sistema AB con dos grupos de sefiales dobles centradas en 5.45 y
5.74 (J=5.5) y finalmente una sefial fuera de campo que integré para
un protén. (Figura II). Con estos datos se identifico a la substancia co
mo el acido Monoginoico, C20H3002 (Esquema [), dcido que anterior
mente habia sido aislado e identificado (6).

De las aguas madres se inten’
t6 obtener una mayor cantidad de dcido monoginoico puro; por cristali
zacién se obtenia un producto blanco de igual punto de fusion al dcido

monoginoico, sélo que mediante el andlisis espectroscdpico se pudo



apreciar la presencia del écido kaurenoico, por la seficl en 4.85 ppm
en el espectro de RMN, debida a un metiieno exociclico; mediante el
mismo espectro se calculé que la proporcién de monoginoico era de 70%
y la de kaurenoico de 30%.

Sabiendo que una buena par-
te del extracto era fraccidn dcida, se procedié a separar los productos
acidos y neutros del extracto. Se disolvié en éter y se extrajo con - -
KOH, separando en la forma habitual la parte dcida de la parte neufra',
se encontrd finalmente que la supuesta parte neutra seguia estando for-
mada por gran cantidad de dcidos terpénicos, que no se habian separa-
do por el tratamiento con potasa, a pesar de que éste se repitid varias
veces sobre la parte neutra, esto es debido a la naturaleza de los Gcidos
que tienen una considerable porcién parafinica, ademds al construir con
modelos las moléculas se observa que el ccrboxilo queda bloqueado, lo
que impide las reacciones habituales de los Gcidos.

Para trabajar el extracto me-
tandlico se buscaron en la literatura trabajos referentes a los extractos
polares del Zoapatle, entre éstos se encontre uno interesante cuyo fin
era establecer la naturaleza del principio activo de 'a planta (9),

En este estudio realizado con



el extracto de las hojas, se menciona el aislamiento de una substancia,
por medio de un método usado para compuestos del grupo de los alcaloi
des. Se basaba en la precipitacién de un producto empleando solucién
de cloruro mercirico, el precipitado formado era separado y disuelto en
agua. El mercurio presente en el complejo era precipitado como sulfu-
ro, a la suspension después de filtrada se le agregaba HCI, formdndose
el clorhidrato del compuesto, el cual se separaba al evaporar la solu-
cién.

Siguiendo el método descrito
anteriormente, se trabaj6 con parte del extracto metandlico de la raiz
del Zoapatle, que habia sido previamente exiraido con hexano, obte--
niéndose al final un producto que presenté un alto punto de fusién, con
descomposicidn, en un rango de 260 - 270° ¢, cuyo andlisis indicd que
se trataba de una mezcla, cuyos componentes probables podian ser una
betaina y su clorhidrato.

Como la cantidad aislada fue

‘muy pequefia y teniendo en cuenta la alta solubilidad que presentaba en
agua, se supuso que el producto estaria en mayor proporcion en el extrac

to acuoso, éste se obtuvo haciendo extraer la raiz con agua destilada,

después de haber hecho las extracciones de hexano y metanol.



Del extracto acuoso seco se hi
zo una extraccidn con etanol anhidro, la solucién se evapord a seque-
dad y este residuo se cromatografio en silice, obteniéndose una substan-
cia que recristalizada de alcohol presentd un punto de fusién de 292 -
293°¢, E) rendimfento obfenido fus muy reducido, por pérdidas en la
columna, por lo que se repiti6 la extraccidn, con el objeto de obtener
la cantidad de substancia necesaria para el andlisis y poder ademds, pre
parar un derivado.

Se trabajd con un extracto a-
cuoso, el cual fue obtenido al someter ofra parte de la raiz cosechada,
ya seca y molida, a las extracciones sucesivas con hexano, metanol y
finalmente agua. Del extracto ya seco se hizo una extraccidn con eta
nol , de donde fue separado por cristalizacion un sélido blanco, que pu
rificado por cristalizaciones con etanol di6 un punto de fusién de 292 -
293°c, estos cristales son altamente higroscépicos, su andlisis elemen
tal indicd la presencia de nitrdgeno, presentd una alta solubilidad en
agua y en etanol.

El espectro en el IR presentd

las siguientes bandas: una banda fuerte a 1635 an”! , que indicaba la

presencia de un grupo COO”  (banda asimétrica de alargamiento), y



otra debida al mismo grupo en 1410 cm-] (banda simétrica de alarga--
miento). Otra banda en 1485 em™! debida a la deformacién del grupo
metilo unido al Nitrdgeno, y otra mds debida al mismo grupo en 1438cm”

La banda en 1360 em™! estd re
lacionada con la vibracién de la unién C-N. En la regién de 800 -

400 em™! se presentaron tres bandas: la observada en 710 om™! y la de

760 cm™! atribuibles a las vibraciones del grupo COO y ofra a 600 -
em™! que corresponde a la vibracién C-C-N. (Figura Ill). Esta Gltima

regidn es de gran utilidad debido a que se presentan pocas bandas; ha si

do ampliamente estudiada por Warren et al (8), para compuestos que con
tienen Nitrégeno, principalmente el grupo de los aminodcidos y substan

cias consideradas derivadas de éstos.

En la regidon de 2000 - 3500
cm-] se observa una banda ancha centrada en 3360 cm-] , originada por
la vibracién O-H que es debida a la asociacién del agua, sin embargo
el espectro no nos proporciona informacién sobre el acomodo de ésta den
‘tro de | a estructura molecular.

Debido a la complejidad de

bandas en la zona de 1400 cm ™" , no se pudo precisar la banda del grupo

metileno, pero éste junto con los grupos metilo fueron facilmente identi
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tificados en el espectro de RMN (Figura IV); en donde se observé una se
fial en 3.29 ppm debida a metilo unido a Nitrégeno; otra a 3.89 ppm debi
da a metileno y una més de agua a 4.68 ppm. La informacién obtenida
de; los espectros, coincidia con los datos descritos para la betaina de la
glicina, cuya formula es:

(CH3) 3 I-I\-l - CH2 -CO0O"~ y que cristaliza en disolventes no anhidros,
en forma de hidrato.

La designacion de la estructu-
ra correcta para este compuesto, fue objeto de un estudio especial por
parte de Leifer y Lippincott (9). Las posibles estructuras se muestran en
el esquema Il. Si el compuesto tuviera la estructura |, la posicion de la
banda de absorcion del carboxilo, en el IR, debia ser 1725 an) (10),
ahora si el compuesto estuviera cerrado formando una lactona, como en

1

la estructura 111, la posicién del carboxilo deberia ser de 1800 cm™ .
La posicidn observada en el espectro del producto es de 1635 cm”! , ca
racteristica de un compuesto idnico, por lo tanto se acepta la estructu-
ra |l como la correcta.

Quimicamente se tuvo la evi-

dencia, de que el compuesto era en efecto una betaina, al preparar un

derivado; se formd el clorhidrato, obteniéndose un producto blanco, cris
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talino, muy soluble en agua, bastante soluble en etanol y que mostré
punto de fusién de 251 - 252°c. El andlisis elemental indicd la presen
cia de Nitrégeno y Cloro.

El espectro en el IR, (Figura
V), presentd una banda fuerte a 1745 cm-] , debida a la absorcién del
grupo C=0; otra banda a 1420 em™! atribuida al carboxilo, y una a
1190 cm™' debida a la vibracién del t ipo alargamiento del grupo
-C-CO-O-. En 1480 cm™! y en 1438 em™! se apreciaron 2 bandas,
debidas a la vibracién del grupo metilo, unido a Nitrégeno, y a 1410
cm-] se presentd una banda, debida a la vibracién de deformacién del
grupo metileno unido a carbonilo.

Estas ltimas bandas, pudieron
ser asignadas en base a los trabajos de Watson (11), quien estudié los
espectros en el IR de varios clorhidratos de aminoacidos N metilados.
Entre los compuestos estudiados por este investigador, se encontrd el
clorhidrato de la betaina. El producto fue comparado con los datos des
‘critos en la literatura (12), asi como, los datos estroscépicos con los re

portados anteriormente (13).
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PARTE EXPERIMENTAL

La raiz de Montanoa tomento.
sa, se recolectd en el mes de Febrero de 1972, en los alrededores de
Ciudad Universitaria; se dej6 secar y se molid.

El procedimiento que se siguid
para exiraer los productos, fue el siguiente: se pesaron 450 g y se colo-
caron en un matrdz redonde de 5 |, se le afiadieron 3 | de hexano y se
puso a extraer en caliente durante 5 horas, pasado este tiempo, la so-
lucién se filird a través de un filtro de tela y se procedié a concentrar-
lu hasta un volumen aproximado de 250 ml. La solucién concentrada, se
filtré al vacio, a través de un filtro preparado con tierra de infusorios
y una vez filtrada, se pasé a un vaso tarado donde se dejé evaporar. A
la misma raiz, se le hizo una nueva exiraccion durante cinco horas con
nuevo disolvente y una tercera y Gltima, de la misma manera, las cuales
se unieron a la primera. Las tres soluciones de color amarillo, al con-

centrarse a sequedad, dieron un extracto cuyo peso fue de 18 g, corres

poncicnte a un rendimiento del 4% sobre la raiz seca.

En este extracto de color miel



y consistencia chiclosa, cristalizé un producto blanco en cantidad apre
ciable. Se procedid a separar los cristales formados, para lo cual, el
solido se tratd de disolver en hexano, observéndose que los cristales e-
ran poco solubles, no asi el resto del producto; una vez lograda la diso
lucidn parcial, se hizo una decantacién. Los cristales decantados de
color ligeramente amarillo, se recristalizaron de hexano, obteniéndose
3 g de cristales blancos, cuyo punto de fusion fue de 154 - 172°¢, lo
que indicaba que se trataba de una mezcla. Se procedié a investigar
la pureza de esa mezcla por medio de cromatoplacas, éstas indicaban
un sdlo producto, lo que hizo pensar en una mezclc.de substancias de
idéntico Rf, por lo que, una separacién en columna, como se habia pen
sado, no hubiera dado resultado. Por lo tanto, se procedié a purificar
el producto por cristalizacién fraccionada, empleando acetona - hexa-
no. Al final se empled Unicamente hexano como disolvente, separdndo
se un producto que presentd las siguientes caracteristicas: cristalino, de
color blanco, cuyo punto de fusién fue de 178 - 180° ¢, el andlisis ele
mental dio negativas las pruebas para Nitrégeno, Azufre y halgenos.

El espectro de IR (Figura 1),

indicd que se trataba de un éc;do, 2800 - 3000 cm-] (oxhidrilo del car

boxilo), 1590 cm-] (carbonilo), con insaturacion 3020 cm—], debida
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a una doble ligadura disustituida cis 1640 y 750 . , con grupos meti-
lo y metileno.

El espectro de RMN (figura I1)
indico tres sefiales simples de metilos a 0.68, 1.0 y 1.23 ppm; dos gru-
pos de sefiales dobles en 5.45 y 5.74 ppm, que indicaban sistema AB, y
una sefial fuera de campo que integré para un protén. Esta substancia
se identificd como el dcido Monoginoico.

Sobre las aguas madres se tra-
bajé por medio de cristalizaciones; de benceno-metanol se obtuvo un
producto, que presentaba las mismas caracteristicas y el mismo punto de
fusion del acido ya aislado; por cromatografia en placa se observé una
sola mancha, sdlo que, el espectro de RMN, indicd que se trataba de
una mezcla de dcido monoginoico y dcido kaurenoico. Se sabia que la
separacion era muy laboriosa y por no considerarse ya de interés, no se
realizé.

La separacion de productos
Gcidos y neutros, por tratamiento con potasa, en el resto del extracto

hexdnico, se realizé de la siguiente manera: el extracto seco se disol -
vi6 en éter y se afiadié una solucion de KOH al 5%, se dejo reaccionar

a temperatura ambiente y con agitacién magnética durante 12 horas, des



pués de este tiempo, se procedid a separar las dos fases. La fase acuo-
sa se neutralizé con HCI (1:1) hasta pH = 7, tan pronto como la solucién
se empezd a neutralizar, comenzé a formarse un precipitado amorfo de
color blanco, la suspension se filtrd, la solucidn se extrajo tres veces
con éter y se mezcl6 con el precipitado, que también habia sido disuel
to en éter. Esta solucion etérea se lavd con agua destilada hasta pH =
7'y se evapord el disolvente, obteniéndose 5 g de fraccién dcida.

De las dos fracciones se corrie
ron cromatoplacas, observdndose en ambas, la mancha alargada, carac
teristica de los dcidos; la supuesta parte neutra, se volvié a extraer por
dos ocasiones con KOH, con el objeto de lograr la separacién, pero es
te "residuo neutro", seguia conservando las caracteristicas de la frac-
cion dcida, por lo que la parte quimicamente neutra no se pudo trabajar.

Una vez extraida la raiz con
hexano, se procedi6 a extraerla con acetato de etilo, de tres extraccio
nes consecutivas se obtuvo muy poco residuo, 2 g, por lo que la planta
se sometié nuevamente a extracciones, con el objeto de separar los pro
ductos polares presentes en la planta.

De las tres extracciones se ob

tuvieron 9 | de solucidn de color café obscuro, las cuales evaporadas a
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sequedad, produjeron 7 g de un residuo de color café obscuro. De este
extracto se tomaron 5 g, para proseguir con el siguiente método.

El extracto se disolvid en agua
caliente y se filtro, esta solucidn fue decolorada con carbdn activado y
defecada con una solucidén de acetato de plomo saturada. La elimina-
cién posterior del plomo se hizo sulfhidrando la solucién, la que fue fil
trada, acidulada con écido acético y concentrada a sequedad. Este re
siduo obtenido se digirié con etanol absoluto caliente, se filtrd en ca-
liente y al filtrado se le afiadi6 una solucién alcohdlica de cloruro mer
cirico (5N), precipitando un producto de color café claro, el que fue
separado por filtracién y lavado con alcohol . Este precipitado, se disol
vié en agua destilada y se filird, en el filtrado se precipit6 el mercurio
con HZS y se separd por filtracion, el filirado se acidulé con HCl y se
concentrd a sequedad, el residuo se extrajo con alcohol absoluto calien
te y se agregd éter sulfirico, hasta obtener un precipitado, se le tomd
punto de fusion obteniéndose 260 - 270° c (d).

El producto era muy soluble en
agua, por lo que se procedié a obtener el extracto acuoso.

La planfc seca y mol ida, que

habia sido extraida sucesivamente con hexano, acetato de etilo y meta



nol , se sometid a una extraccion con agua destilada, en la misma forma
que como se hicieron las anteriores extracciones. Los extractos acuosos
de color café obscuro, se juntaron y se evaporaron hasta obtener un vo-
lumen aproximado de 250 ml, esta solucién se decoloré utilizando gran
des cantidades de carbdn activado y se obtuvo una solucién clara y
transparente que se evapord a sequedad. g

Al sélido anterior (3 g) de co
lor blanco amarillento, se le hizo una extraccidn con etanol anhidro,
con el objeto de evitar la disolucion de sales inorgénicas, que podian
estar en la planta. A la solucién alcohélica se le afiadieron 2 ml de ben
ceno y se evapord, con el fin de eliminar el agua que pudiera contener
el extracto. Este, ya concentrado tomé una coloracién amarilla y en él
cristalizé un producto de color blanco, la solucién junto con los crista-
les se evaporaron a sequedad, el producto se cromatografié en SiOz, to
mando las precauciones posibles para evitar la humedad en la columna,
se empled como eluyente etanol anhidro. De las primeras fracciones se
‘obtuvo un producto de color blanco, que recristalizado de alcohol anhi.

dro, presentd un punto de fusién de 292 - 293° ¢, con descomposicion.

Con el obie’ro de tener una ma

yor cantidad de producto, se repitié el aislamiento del mismo. Como en
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los ensoyos se habia agotado el extracto, se procedié a hacer una nue-
va extraccion de la misma cosecha de Febrero.

Se extrajo 1/2 K de raiz, em-
pleando sucesivamente hexano, metanol y agua, este Gltimo exiracto se
siguid trabajando. Para decolorar el extracto se le afiadieron 100 g de
carbon activado por cada litro de extracto, se dejé agitar en frio, con
ayuda de un agitador magnético durante 5 horas, después se dejd asen-
tar 12 horas, finalmente se decanté y se filtrd al vacio. Esta solucidn
fue posteriormente evaporada, al extracto seco (5 g) se le afiadieron a-
proximadamente 175 ml de etanol anhidro, sélo que en esta ocasiédn la
extraccion se hizo con agitacién y temperatura de 40°c. La solucidn
tomé una coloracién amarilla, se filtré y se empezé a concentrar hasta
un volumen de 25 ml, en este momento se depositd un polvo fino de co
lor café, el cual fue separado por decantacién; este polvo no carboni-
za, ni funde a altas temperaturas, por lo que se supuso que se trataba de
un producto inorgdnico.

En el filtrado, después de la

separacion, cristalizé una substancia blanca, la que fue filtrada con

ayuda de un filtro de fondo porose, obfeniéndose 200 mg de producto,

se determind el punto de fusién, siendo éste de 280 - 290° c. Se obser
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vd que estos cristales eran higroscopicos, se recristalizaron de alcohol,
dando punto de fusion de 292 - 293°c y se les determinaron los espec-
tros de IR y RMN,

El andlisis elemental de esta
substancia indicé la presencia de Nitrégeno, por medio del siguiente
procedimiento (14): en un tubo de ensayo, se colocd un trozo pequefio
de sodio y se calentd para fundirlo, al empezar a desprender vapores de
sodio, se le agregd aproximadamente 50 mg de la substancia en examen,
y se continud el calentamiento para completar la fusidn, se dej6 en-
friar y se le afiadieron 2 ml aproximadamente de alcohol metilico, con
el objeto de destruir el exceso de sodio, y se le afiadieron posteriormen
te 5 ml de agua destilada para disolver los productos de la fusion, se fil
tré y a la solucién se le ajustd el pH a 13 y se afiadieron unas gotas de
solucién saturada de sulfato de fierro y amonio, se hirvié esta solucién,
con precaucion, durante pocos segundos, se enfrié la solucién y se aci-
dul6 con H2$O4 al 25%, obteniéndose la disolucién del hidroxido de
fierro y observdndose la formacién del precipitado color azul de Prusia
caracteristica.

Con los datos obtenidos fue

propuesto que el compuesto, presente en la raiz de la planta era la be-
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taina de la glicina, que vino a ser confirmado por la comparacién, con
los espectros de IR y RMN (13) de dicho compuesto.

Quimicamente se confirmé la
presencia de betaina, por preparacién de un derivado: se disolvieron
aproximadamente 100 mg de substancia en 5 ml de alcohol, se hizo pa-
sar por el seno de la solucion HCI seco, durante cinco minutos, obser-
vandose claramente la formacion de un precipitado cristalino, éste fue
separado por filtracion y lavado con éter. Recristalizada la substancia
dio un punto de fusion de 251 - 252°c, que corresponde con el reporta
do en la literatura (12), para el clorhidrato de betaina. El precipitado
formado di6 prueba positiva para halégenos de Beilstein, y con AgNO,
formd un precipitado que se identificd como cloruro de plata.

El espectro en el IR del produc
to, se compard con el espectro en el IR del clorhidrato de betaina (13),
resultando idénticos.

Los puntos de fusidn reporta-
dos, fueron determinados en un aparato Fisher - Johns y no estén corre-
gidos.

Las determinaciones de RMN

fueron realizadas en un aparato Varian A - 60, utilizando como referen
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cia interna tetrametilsilicio, los valores de las sefiales estdn dados en ppm.
Los espectros de IR los determi-
né la Q. Graciela Chavez, en un espectrofotémetro Perkin - Elmer 337
con rejilla, los valores de los maximos estan dados en em™!,
Todos los disolventes utilizados
fueron destilados en el Dpto. de Q. Experimental Il donde se efectud es

te trabajo.



ESQUEMA I.

Ac. Monoginoico Ac. Kaurenoico
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CHy-OH

COOH
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ESQUEMA II.
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CONCLUSIONES .

De la raiz de la planta de
Montanoa tomentosa Cerv. se aislé un dcido de estructura ya conocida,
el dcido Monginoico.

Asi’ mismo se identificé la pre
sencia del acido Kaurenoico.

Se aisl6 por dos diferentes mé
todos, un producto que por métodos quimicos y espectroscdpicos, fue
identificado como la Betaina de la Glicina, substancia que no estaba

descrita como constituyente de la raiz de la planta.
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