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I. INTRODUCCION. .

Importancia de los Metabolitos Secundarios.

Dentro de la gran diversidad de sustancies quimicas que producen las plan
tas, existe un nimero conasiderable de ellas que forman parte de metabolismo se
cundario, lo cual no las hace ni més ni menos importantes que las del metabo—
lismo primario, pero si les confiere caracterfsticas muy particulares, algunas

de las cuales se aprovechan para diferentes prop&sitoa.

Tomando como base algunas caracterfsticas especificas de los metabolitos
nocundurtoa; como lo son, su distribucién restringida, sus propledades farmaco

18gicas y de defensa de las plantas, entre otras, se han utilizado para estu——

dios émicos y en far logfa.

La funcién de estas sustancias en las plantas se ha discutido desde dos -
puntos de vista. Uno sostiene que estos productoa son princlpalmeﬁte sustancias
de desecho del metabolismo de lam plantas (krebs. 1985). Otro, opuesto, esta-—
blece que los metabolitos han surgido especificamente para rechazar a los her-

bivoros (Krebs, 1985).



Lo mAs probable es que estas sustancias quimicas estén presentes gracias
al proceso de evolucién y a las interacclones que las plantas han establecido

con otros organismos.

Existen metabolitos secundarios que adquieren otro tipo de importancia en
el momento en que el hombre los utiliza. Los Vtaxénomos clésicos miran los di--
versos componentes quimicos vegetalee como caracteres a considerar junto con -
otros aspectos de las plantas tradicionalmente empleados en taxonomfa (Trease,

1984).

Los caracteres quimicos tienen sobre los morfolégicos la ventala de ser,-
por lo general, més precisos y ffcilmente definidos; por otra parte, compues—
tos jguales raramente tienen distribucién amplia en los vegetales (Trease, —

1984),

Sin embargo aunque es muy fAcil demostrar la presencia de un determinado
compuesto se hace muy diffcil afirmur su ausencia, sobre todo por que los meta
bolitos secundarios se presentan en muy pequefias cantidades y esto dificulta -

su deteccién,

Otra utilidad que pr eatos p quimicos es en el &rea farma
colégica. Deade tiempos antiguos ia utilizacién de vegetalés como elementos -
curativos de diversos tipos de enfermedades era muy frecuente; ahora, algunos
principlos activos se pueden extraer de las plantas para suministrarlos a pa—--

clentes con algGn tipo de padecimiento.



Notivo del estudio.
Debido a la gran importancia que se estd dando a los metabolitos secunda-
rios como herramienta taxonomica, el presente anflisis quimico se basa en el -

interés de poder aportar algo sobre la quimica de una especie del género Jatro

pha, para que se pueda establecer la relacifn existente con otras eapecies del
mismo género. Este estudio se realizd scbre la especie Jatroghl galvani, perte

neciente a la gseccifn Loureira.

0ob, IQQ‘.VO!.

Objetivo general.-

Analizar extractos de hojas de Jatropha galvani con la finalidad de ais—

lar y caracterizar metabolitos secundarios.
Objetivoa particulares.-

a) Realizar una extraccién en medio &cido para alcaloidea y separar algu-
nos componentes dol extracto.

b) Obtener un extracto hexénico y otro metandlico para aislar metabolitos

secundarios mediante cromatograffa.

- ©) Andlizar los compuestoa obtenidos por espectrometrfa U. V., I. R., de.

RMN y de masas.



Il. ANTECEDENTES.

Los estudiocs realizados sobre el género Jatropha aon muy diversos y abar-

can diferentes como el 6mico, el boténico, el quimico, farmacold~

gico y toxicolégico.

Dentro do este género se pueden encontrar varias especies importantes por
su aporte al conocimiento de las &reas anteriormente mencionadas. Se pueden ci
tar como las mAs conocidas Jatropha curcas, J gossypifolia, J. diocica y J. mul
tifida. En los Gltimos aflos en n(mero de especies conocidas ha aumentado, una
de eaas nuevas especies es Jatropha galvani, descrita en 1982 (Jimenéz R.J. ——

1982) y scbre la cual se han realizado pocos estudios.

En el género Jatropha, al igual que ae fué desarrollando el conocimiento
de las plantas, se inicid su caracterizacibén quimica. Este grupo tiene, dentro
de sus componentesv quimicos, eateroides, flavonoides, diterpenos, alcaloides y
otros productos naturales como &steres, alcoholes, &cidos orgénicos, aminofci-

dos y aceites, distribuidos en diversos Srganos de la planta.



Desde el punto de vista quimico, los anélisis de Jatropha podagrica indi-
can la presencia de astornid;a y flavonoides (Odebiyi, }985). En esta misma es
pecie se pudo aislar el alcalaide tetrametilpirazina (Ojewole, 1984), el cual
actﬁ como suatancia antibacteriana (Odebiyi, 1980). de J. gossypifolia se han
podido mislar ésteres y alcoholes (Ahmad, 1984). En extractos de J. curcas ae
encontrarcn tres aminoficidos: valina, metionina e hidroxiprolina (Noor, 1952').
Los diterpenos citlalitriona, Jntroﬁholona A, jatropholona B y jatrophol, se -

aislaron de la rafz de J. dioica y J. curcas (Villarreal, 1988; Chen, 1988). -

Tanbién en J. curcas se encontraron aceites propuestos como posibles combusti~

bles (Martfn, 1984).

Por otro lado se ha podido comprobar que los extractos de algunas eapecien
del género alteran la fisiologfa de algunos organismos. En vertebrados, por —-
ejemplo, extractos de J. curcas alteran el funcionamiento del aparato circula-
torio, modificando la presién arterial y la concentracifn de leucocitos en la
sangre (Ojewolo, 1984; Ahmed, 1979). Igualments, en estos organismos, tratados
con extractos de J. podagrica, el mecanismo de contraccibn muscular a nivel --
naurﬁusculnr sufrié modificaciones, incluyendo también el funcionamiento car-
diovascular (Ojewole, 1980). Muy relacionado a esta actividad existen muchos —
trabajos que tratan sobre la toxicidad de los extractos de J. curcas, J., ace-

roides y J. glauca sobre vertebrados ¢ invertebrados, encontrando que se alte-



ran las funciones reproductivas (Consoli, 1989), respiratorias (Adewunmi,1986)
excretoras {Barri, 1983) y accidentalmente se comprobd que en los seres huma—
nos J. curcas es altamente téxyica (Abdu-Aguye, 1986).

Finalmente, los efectos causados en diversos organismos se han utilizado
en muchas formas. Estudios sobre bacterias y virus, tratados con extractos de
J. curcas y J. podsgrica, revelaron su toxicidad frente a estos organismos, de
tal forma que los extractos se han utilizado contra infecciones en animales y
vegetales (Tewari, 1982; Odebiyi, 1980). As{ mismo, el latex de J. multifida,
se ha probado en el tratamiento de heridas infectadas, con buenos resultados

(Kosasi, 1989).

Jatropha galvani es una especie recientemente descrita y caracterizada cg
mo una especie nueva del género (Jimenéz R. J., 1982). Quimicamente, el primor
trabajo que se realizé sobre J. galvani fué un estudio preliminar on donde se
determiné 1, preasencia de algunos grupos de metabolitos secundarios. En el ex-

tracto hexfnico se detectaron iones de terpenos y esteroi--

des; en el extracto de acetato de etilo, glicésidos, terpencs y alcaloides, es
tos Gltimos en concentraciones altas; por Gltimo en el extracto metanélico, en
altas concentraciones alcaloides y, en menor proporcién, flavonoides, glicési-

dos y saponinas (Guevara, F. P., 1988).



III. UBICACION TAXONOMICA Y DESCRIPCION DE LA

ESPECIE.
REINO Plantae
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnolicpaida
SUBCLASE Rosidae
ORDEN Euphorbiales
FAMILIA Fuphorbiaceae
GENERO Jatropha
SUBGENERO ‘ Curcas
ESPECIE Jatropha galvani
SECCION Loureira

{Cronquist, 1981)



Esta eapecie os un &rbol con rango de altura de cuatro a ocho metros, cor
teza exfoliante, ramas de apariencia vieja con numerosos branquiblastos y len-
ticelas convexas. Hojas alternas o agrupadas cerca del #&pice del branquiblasto
lamina ovado deltoidea irregularmente. lobulada con tres o cinco 1l&bulos, con -
el margen sinuado y glfindulas globosas que degeneran con .].a edad, lamina con ~
cinco venas, #pice caudado y base truncada. Presenta abundante pilosidad sobre

un pecidlo delgado y largo en cuya axila existe pubescencia roja.

Especie dioica, inflorescencias masculines que surgen de la axila del pe-
dice!.o o cerca del &pice del branquiblasto. En el &rbol femenino las flores —
son solitarias o estin agrupadas en pares. Las flores son campanuladas, el fru
to consta de una capsula bilobular comprimida, es bicarpelar y en cada carpelo
existe una semilla color pardo y de forma globosa {Guevara, F. P., 1968) (Es—

quema 1},



Jatropha galvani.

Esquema 1



IV« MATERIAL Y. METODOS.

Material,

El material utilizado lo contituyen hojas de Jatropha galvani colectadas
a once kilometros al sur de Zicuirén, perteneciente al eatado de Michoacén, el
9 de Septiembre de 1986. El ejemplar de herbario se deposits en el herbario de

la Facultad de Ciencias de la UNAM (FCME).

Metodologia.

Pngnrnclsn.dnl material.

El material se extendit .sabra papel para que se Becara y posteriormente —
ae pudiera triturar lo més finamente posible. -Los peciolos y nervaduras dema—-—
ll;dc gruesos se eliminaron. Por Gltimo se pesS y se guardé en rrnm;ou capudu-'
¥ etiquetados.

Extracciones.

Se realizaron dos tipos diferentes de extracciones, efectuadas por dos -
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distintos métodos.

El primer tipo fu$ una extraccién selectiva en Soxhlet con tres disolven-
tea de polaridad creciente: hexano, acetato de etilo y metanol.

El segundo tipo de extraccién que se realizé fué una en medio &cido, en -
frfo, especifica para alcaloidea, utilizando dos diferentes disolventes: cloro

formo y &ter.

a) Extracciones en Soxhlet.

Se efectuaron extracciones consecutivas con hexano, acetato de etilo y me
tanol. Con cada disolvente se realizaron tres extracciones con una duracién de
ocho horas para cada una.

Se usé un aparato de Soxhlet, en el interior del cual se colocs la mues—-—
tra (24 g) dentro de un cartucho de papel filtro. En la parte superior del Sox
hlet se pusoc un refrigerante y en la inferior se ensamblé un matraz de fondo -
redondo, con el disolvente. Este aparato se colocd sobre un baflo de vapor con
‘el fin de llevar a ebullicién el disolvente e iniciar el proceso de extraccién
Al finalizar las extracciones con el primer disolvente, se sacs el cartucho, -
se dejé secar al aire, se colocd nuevamente en el aparato y 80 repitié el pro-
ceso con‘el segundo y tercer disolvente en el siguiente orden: hexano--acetato

de etilo--metanol. Posteriormente se eliminé el disolvente de cada extracto a
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presién reducida, con un rotavapor, para obtener los extractos secos, los cua-
les se pesaron y se calcul§ su rendimiento. Ademis se hizé una placa cromato—-

gréfica, en capa fina, de cadg uno de los extractos.

b) Extraccién para alcaloides.

La extraccién para alcaloides se realizd seg(in el método de Tiwari (1981)
(Esquema 2) (Bustamente, M. G., 1986). )

Se trabaj6 con dos muestras de hojas secas y molidas. A cada muestra (S0 g)
se agregaron 500 mililitros de &cido acético al 2% y se agitaron durante 24 ho
ras, después de las cuales se filtraron. Los extractos, se alcalinizaron con -
NH40H al 25% hasta pH=9 y se extrajeron, una muestra con cloroformo y la otra
con &ter. Se realizaron cinco extracciones consecut‘iwm, controlando sl final
de las extracciones con reactivo de Dragendorff para asegurar que ya no hubie-
ra alcaloides en las muestras. La fase acuosa de¢ las extracciones anteriores -
se alcalinizd hasta un pHs=l3 con NaOH al 2_5% y nuevamente las dos muestras fug

ron extrafdas con cloroformo y Ster.

Al final se obtuvieron cuatro extractos. Dos, a pH=9, uno cloroférmico y
uno etéreo; y dos, a pHs13, uno clorofé6rmico y otro etéreo. Estos extractos se

lavaron con ag{m, 86 Becaron con ans% anhidro, se llevaron a sequedad, se pe



" saron y se calculé su rendimiento. Adem&s, se hicleron placas cromatogréficas,

en capa fina, de cada uno de ellos.

Perfiles cromatogréficos de los extractos.

Se determinaron en placa fina de gel de aflice Merck-60 sin activar, uti-
lizando eluyente y revelador segfin el tipo de extracto. Para las placas de los
extractos obtenidos en Soxhlet se utilizaron como eluyentes: hexano-acetato de:
etilo 8:2 para el extracto hexénico, acetato de etilo para el extracto de ace-
tato de etilo, acetato de etilo-metanol 4:6 para el extracto metanSlico y como
revelador luz UV y sulfato cérico. En el caso de loa extractos obtenidos de ~—-
las extracciones para alcaloides se utilizé como eluyente acetato de etilo y -
como revelador lﬁz UV y reactivo de Dragendor{f. Para las fracciones obtenidas
de la cromatografia en columna de los extractos para alcaloides ss utilizaron
como eluyentes cloroformo para la fraccién A, acetato de etilo-hexano 8:2 para
la fraccién B y como revelador luz UV y Dragendorff. En laa fraccionea de la -
cromatograffa en columna, del extracto hexénico, se utilizé como eluyente hexé
no-acetato de etilo 8:2 para la fraceibén C, hexano-acetato de etilo $:5 para -
la fraccién D y como revelador luz UV y sulfato cérico. Para las plo;cas del ex
tracto metanflico el eluyents utilizado fué butanol-fcido acético-agua 5:1:4 y

como revelador luz UV y sulfato cérico. Eastos mismos se utilizaron para las -
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Hojas

Extracci6n con

CHS COOH al 2%
Extracto
Alcalinizar con
NH,OH al 25%
4
a plig
Extraccifn Extraccién con
con éter. CH 013.
Fase Orgénica. Fase acuosa Fase Orgénica. Fase acuosa
1} Alcalinizar con X 1) Alcalinizar con
NaOH al 25% NaOH al 25% a
a pH 13 pH 13
2) Extraccién con 2) Extraceidn con
Extrecto ey Extracto a,
Fase orgénica. Fase acuosa. Fase orgénica Fase acuosa
Extracto Extracto

Figura 2



fracclones de la cromatografia preparativa de extracto metanélico.

Aislamiento y purificacién de compuestos.
a) Extracto hexénico (Cromatografia en columna).

Para la cromatograf{a del extracto hexfnico se procedié a disolver, en la
menor cantidad posible de hexano, la muestra. Al disolverlo se formdé un preci-
pitado amarillento que se separ6 por filtracién. Ya separado, el precipitado -
se recristaliz8, se tomd su punto de fusibn, se le hicieron pruebas de solubl-
1idad y se determinaron sus espectros de infrarrojo, de ultravioleta y de ma-—
8a8.,

El liquido del filtrado se evapord a sequedad y el residuo (2.3 g) se cro

matografi6é en columna de la sigulente forma:

Se utilizé una columna de vidrio de 2.5 cm de difmetro y como adsorbente,
gel de sflice Merck—-60 en proporcién muestra-adsorbente de 1:80. La silice se
activé durante una hora a 120°C. La columna se montd colocando en la base un -

poco de algodén, despubs. se agregd una capa de arena, posteriormente se coloecé

la aflice ida perfec con h a una consistencia similar a una
papilla, se vacif en la columna, dejando el tiempo necesario para que se com~
pactara, adiclonando eluyente (hexano) y drenando la columna abriende ligera——

mente la llave. Por Gltimo, y después de que se compactd la sflice, se agregé

15



otra capa de arena. El eluyente se dejé fluir hasta que el nivel de este, en -
la parte superior de la columna, quedar; a unos milimetros de la capa de arena,
Con ayuda de una pipeta Pasteuyr y con el extracto disuelto en hexano, se fué -
agregando a la columna de manera uniforme. Al terminar de agregar toda la mues
tra se hicieron varios enjuagues del recipiente que contenfa el extracto, colo
cando cada enjuague en la columna de la misma forma descrita anteriormente y -

luego de esto se llenS con eluyente para principiar el fraccionamiento.

Se colectaron fracciones de 40 ml. En el transcurso del corrimiento la po
laridad se aumentS paulatinamente con acetato de etilo hasta terminar con ace-
tato de etilo 100% (Tabla 5).

Ya obtenidas todas las fracciones (209), se procedis a reunir aquellas —
que tuvieron el mismo perfil en las placas de control, que previamente se ha——

bian corrido para cada fraccifn.

Se formaron asi 30 fracciones, a las que se les determiné su peso y su -
punto de fusién a aquellas que fueron sélidos. Para anfilisia espectroscépico -
se seleccionaron las dos fracciones que se obtuvieron puras, la c (60-63) y la

D (123-124).

b) Extracto metanSlico (Cromatograffa preparativa).

El extracto metanélico se redisolvié en metanol, form&ndose un precipita-

16



do se.le hicieron pruebas de solublilidad y determinacién del punto de fusién,
y el extracto obtenido del lfquido filtrado se cromatografié en placa prepara

tiva.

Para la cromatograffa (300 miligramos de muestra) se usaron seis placas
prepa}ativas de gel de aflice Merck-60, de zo_por 20 centimetros, las cuales
se activaron por una hora a 110°C, después de lo cual se dejaron enfriar den
tro de un desecador. Se marcé en la parte inferior de cada placa un margen de .
dos caentimetros para aplicar aobre esa lf{nea la muestra, disuelta en metanol
(50 mg), con un capilar, punteando a lo largo de la linea de aplicacién, con
una separacifén de medio centimetro entre cada punto. Con todas las placas se

repitié la cperacién hasta que se t erminS la muestra.

Para eluir las placas se utilizé butanol-fcido acético-agua en una pro-
porcién de 5:1:4. Este eluyente se colocS en la cémara cromatogréfica y dea-
buéa de diez minutos de estabilizacién se introdujeron las placas. Cuando ter
minaron de correr se retiraron de la cémara y se dejaron secar hasta que todo
el eluyente .se evaporara totalmente. El x"evelado se hizo primero con luz -ultra
violeta y después con sulfato cérico, sobre un margen lateral de las placas de
un centimetro de ancho, delimitando las franjas 'enA que se obtuvieron. Estas se

separaron de la placa y se colocaron en matraces para posteriormente extraer -

17



los compuestos. Las extracciones se hicieron con metanol. Los extractos se lle
varon a sequedad, se pesaron, se calculd su rendimiento, se tomé su punto de -~
fusién de los sSlidos y se hizé una placa cromatogrifica en capa fina de todas

las muestras (Figura 6 y tabla 7).

c) Extracto de alcaloides {Cromatograffa en columna).

Los extractos de alcaloides con cloroformo y &ter a pH=9 tuvieron un per-
fil igual en placa delgada y se reunieron, al igual que los de cloroformo y ==
éter a pH=l3. Se determiné el perfil en placa fina de ambos y como resultaron

iguales se reunieron también (Figura 2).

El extracto total (0.095) se cromatografié en columna, con gel de s{lice
Merck-60, activade durante una hora a 120°C. El eluyente utilizado fué cloro~--
formo y mezclas de cloroformo metanol. El montaje de ia columna fué igual al -
de la cromatografia hexédnica. Se colectaron fracciones de 15 mililitras, con—-
trolandc su pureza mediante placa fina. Se registro el peso de cada fraccién y

se reunieron las de igual perfil cromatogrdfico (Tabla 3},

Las dos fracciones que se obtuvieron en mayor cantidad y pureza adecuada

(A y B), se anflizaron por espectrometr{a (Figura 3 y tabla 3).
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V. KESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados obtenidos se presentan haciendo uso de tablas, grAficas -
y/o esquemaa.

Los rendimientos de los extractos fueron variables (Tabla 1), siendo el -
mayor el del extracto metanSlico y el menor, el de acetato de etilo.

Los perfiles cromatogréficos de los extractos obtenidos (Figura 1) presen
taron patrones de manchas, con diferente resolucién, que nos permitieron ele--—

gir los extractos méis

para la 1 16n de sus componentes.

Los perfiles‘con me jor resolucién fueron los de los extractos hexénico y

metanblico, por lo que ae seleccionaron éstos para ser anflizados.

Extraccién de alcaloides.

b tos se hizo una extraccién en medio dcido de ~

Para eatos

acuerdo con el método de Tiwari. Los alcaloides se precipitaron de la smolucién

19



acética de extraccién con dos diferentes bases con objeto de hacer una primera
separacién tentativa, con hidréxico de amonio, a un pH de 9, y con hidréxido -
de sodio, a un pH de 13, y se extrajeron con cloroformo y &ter, para determinar
cual era el mejor disolvente de extraccién. En esta forma se obtuvieron cuatro
fracciones dos cloroférmicas y dos etéreas. Las plac;s cromatogréficas corridas
con estas cuatro fracciones y reveladas con Dragendorff muestran muy poca dife

rencia (Figura 2b).

Los perfiles de los extractos etéreos y cloroférmicos, obtenidos de !._u al
calinizacién a un mismo pH, fueron i;ﬂnticoa por lo que se reunieron ambos ex-—
tractos para trabajarlos juntos.

Respecto a los perfiles de la extraccién con amoniaco y con sosa, eatos —
mostraron muy poca diferencia por lo que se decidid reunir tembién estas fra--—
cciones quedando asi una sola fraccién alcaloidica, cuyos componentes se sepa-

raron por cromatograffa en columna.

De esta cromatografia se aislé una fraccién pura (A, tabla 3), un sSlido
ceroso con punto de fusién 70-75°C, que di6 una sola mancha en placa delgada,
¥ otra fraccién, también de consistencia cerosa (B, tabla 3), con punto de fu
8i6n 72-74°C, cuya placa (Figura 3) muestra que esti formada por un producto -

principal y huellas de dos m&s. Estas dos fracciones se obtuvieron en cantidad
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suficiente para anal;zarlas con fines de caracterizacién.

La fraccién A se identificé como una amina alifdtica, mediante el andli~-
sis de sus espectros en IR, UV y de RMN (Gr&ficas 1, 2 y 3), con la férmula -

que se indica en la tabla 8.

La fraccién B no fué un compuesto nitrogenado. De acuerdo con los resulta
dos que arrojeron sus espectros de UV, IR RMN y Masas (Gré&ficas 4, 5, 6 y 7) -

se le asigné la férmula que aparece en la tabla 9,

Extracto hexénico.

Al momento de redisolver este extracto en hexano, precipité un polvo ama-
rillo, con punto de fusién 81-83°C, cuyos datos de solubilidad se encuentran -
en la tabla 4.

Los resultados del anilisis espectrométrico (Tabla 12, Figuras 16, 17 y -
18) condujeron a la proposicién de la férmula indicada, correspondiente a una
cera, . formada por un alcohol y un dcido, ambos de 16 Atomor de cérbono y con -

trea dobles enlaces en la molécula.

Después de separar el precipitado antes mencionado, el resto del extracto
se cromatografié en columna para aislar alguncs de sus componentes. De esta ~-

cromatograffia se aislaron ceras en las fracciones eluidas con la mezcla.de di-
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solventes menos polar (hexano-acetato de etilo 95:5). Del resto de las fraccio
nes se eligieron los dos que se obtuvieron puras (61 a 63, fraccién C, y 123-
124, fraccién D, Tabla 5; una mancha en cromatoplaca, Figura 4). La primera --
fraccién, C, se caracteriz6, mediante un andlisis espectromStrico UV, IR, RMN
¥ M (Gréficas B, 9, 10 y 11) y comparacién de,los espectros de IR, MN con los

reportados en el catalogo Sadtler, como un derivado del ergosterol {Tabla 10).

\ CHEOH

<

Derivado del Ergosterol
(Fraccién C).

HO

La segunda fraccién D se andlizo en la misma forma que la anterior, determindn
dose una serie igual de espectros (Tabla 11, Gréficas 12, 13, 14 y 1S). Se pro
pone que el compuesto sea un ester del Forbol con la siguiente férmula en la -

cual se hallan indicadas las principales seffales de resonancia magnética nu-—

clear.
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Gl °‘f,‘°“a'( CH,) 5=CHy
]

0-C-CH.
03

CH

CH,

Ester del Forbol
(Fraceién D).

En el espectro de masas (Gréfica 15) se pueden apreciar los fragmentos: m/z
368, que correaponde al niicleo del Forbol, e 43, al acetilo y M* 99 al hexa~

noilo, y que vienen a apoyar la f6érmula propuesta.

Extracto metanélico.

Al igual que en el extracto hexénico; el metan6lico di6é un precipitado al

redisolverlo en metanol,

gl precipitado, de color café oscuro, es una sustancia que funde a més de
300°C y es poco Boluble en disolventes polares (Tabla 6). Por todo esto no fué
posible andlizar este compuesto espectrométricamente y se supone que sean tani
nos oxidados.

Con reapecto al filtrado, obtenido durante la separacién del precipitado,
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se viS, por su perfil cromatogréifico. (Figura 5) la posibilidad de separar al-
gunoa compuestos por cromatografia preparativa.’ Se obtuvieron as{ diez fraccig
nes puras (Figura &), pero no en cantidad suficiente (Tabla 7) comc para carac

terizarse espectroscépicamente. .
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TABLA DE RENDIMIENTOS DE LOS EXTRACTOS
{Extracciones en Soxhlet).

EXTRACCIONES
Penmo de
la muestra. 94 g
Acetato
Diaolvente Hexano de Netanol
etilo
Peso
del 2.3637 g 2.2323 g 12,1829 g
‘Extracto
Rendimiento 2.51 % 2.36 % 12,80 %
Tabla 1
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PLACAS DT LOS EXTRACTOS OBTLNiDOS PUR
el Método de Soxhlet.

11O 0000 O

-~
.~

Extracto: Hexénico.
Eluyente:
Hexano-AcOEt 8:2

8 0
o [o]
O
bl
o
?3'
L
o) [

Extracto: Acetato Extracto: Netan6lico
de etilo . Eluyente: AcOEt-MeOH

Eluyente: AcOEt

Revelado con Sulfato Cérico.

Revelado con Luz Ultravioleta.

Figura 1

4:6
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TABLA DE RENDIMIENTOS
{Extraccién para Alcaloides).

Peso. de la

Muestra S0g
Con Con Con Con
Extracto Cloroformo &ter Cloroformo éter

a a 3 a
pH=9 pi=8 pH=13 pH=13
Peso
del 0.0545 g 0.0365 g 0.0128 g 0.0177 g
Extracto

Rendimiento 0.109 % 0.73 % 0.0256 % 0.0354 X

Tabla

2




PLACAS DE LAS EXTRACCIONES

PARA
ALCALOIDES
(A) (B)
009%¢
%0
o8 ‘0o g9
o0
.00 o OO -]
-] Y o .
ST Cq Esaxen
Eluyente: AcOEt Bluyente: AcOEt
Revelado con: Luz UV Revelado con: Dragendorff.

C = Extracto Cloroférmico.
E = Extracto etereo.
§ = a pH=g

13 = a pHa13’

Figura 2
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CROMATOGRAFIA EN.COLUNNA
EXTRACTO PARA ALCALOIDES.

FRACCION ELUYENTE PESO ASPECTO OBSERVACIONES
+Solido/cer
1 (A) CHCL, 0.0301 g 70-759C Una Mancha.
2 N 0.0042 g | Aceitoso Dos Manchas.
3-5 " - " Dos Manchas.
6 -8 " 0.0010 g " Una Mancha.
9 " - " Nezcla.
10 " - " Mezcla.
11 --20 " - " Mezcla.
21 ~ 23 " - " Huallas.
24 — 30 " - " H:lellas.
31 - 33 CHCL,:MetOH 99:1 0.0019 g " Mezcla.
34 " - " Mezcla.
35 - 37 " 0.0030 g " Una Mancha,
~ Solido/ ezcla, una Ci
38 - 68 (B " 0.0105 gl °73294%¢" |principal.
69 - 79 CHCIS:HetOH 98:2 0.0032 g1 Aceitoso Huellas.
B0 - 82 CHCIS:HetOH 96:4 - " Huellas.

Tabla 3




PLACAS DE LAS FRACCIONES A Y B DE LA
CRONATOGRAFIA

- DEL
EXTRACTO PARA ALCALOIDES.

000 o
opo00

1 S3SY
Fraccién A Fraccién B
Eluyente :Cloroformo. Eluyante: AcOEt-hexano 8:2
Revelador :Dragendorff. Revelador: Dragendorff.
Figura 3
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PRECIPITADO DEL EXTRACTO

HEXANICO,

«~ Peso:  0.7551 g
= Polvo Fino Color Amar:

illo.

- Puntc de Fusifn: 81-83°C.

SOLUBILIDAD
Hexano Metanol Agua Cloroformo
Muy
Eh Poco Poco M Poco
Frio Soluble Soluble Insoluble Soluble
Eh Poco Hu&
Caliente Soluble Soluble Insoluble Soluble

Tabla 4




CROMATOGRAFIA EN COLUMNA EXTRACTO HEXANICO,

PUNTO DE
FRACCION ELUYENTE PESO Fusioy | CARACTERISTICAS
118 Hexano 0.1822 g a3-assc Cera Blancd
17 Hexano-AcOEE 95:5 0.3240 g aB-50°¢C 851~cerogo-Amarill
18 - 26 " 95:5 0.2113 g | _ aa-dgec S61.ceroso-Amartll
27 - 34 [} 90:10 0.2131 g Cera Naranja
35 - a8 o 90:10 0.0896 g Cera Amarilla
39 - 40 " 90110 0.0457 g 60-60°C S61ido Caroso
a1 - a2 " 90110 0.0665 g 5611do Cercso
43 - 54 [ 85115 | 0.0808 g Cora
55 - 59 " a5:15 0.0348 g Cera
60 " 85315 ©.0290 g 114-119°C Resina

61 - 63 " 85115 0.0753 g 118-119°C Resina (C)
64 - 71 " 85:16 0.0590 g 50 - 86°C Resina

| 72 -74 0 85:15 0.0099 g Resins
75 ~ 92 " 80120 0.0789 g s611do
93 - 99 “ 75125 0.0392 g Aceite
100 - 118 D 70130 0.1197 g Aceite
119 - 122 ) 70130 0.0244 g Acelte
123 - 124 [ 70;30 0.0326 g 70-80°C S611do (D)
125 - 139 " 65135 0.1714 g 44-47°C S61ido
340 - 150 " 65135 0.0636 g S611do Ceroeo
151 - 156 " 60140 0.0454 g Aceite
157 - 163 " 50150 0.0612 g Aceite
164 - 168 " 45155 0.0553 g Aceite
169 — 172 " 40160 0.0817 g Acelte
173 - 177 " 35:65 0.0568 g aceite
178 - 181 [ 30170 0.0382 g Aceite
182 - 186 " 25175 0.0502 g Acalte
187 - 190 » 20180 0.0356 g Acelte
191 - 194 " 15:85 | 0.0380 g Acoite
105 - 198 " 10190 0.0324 g Aceite
199 - 202 " 5195 0.0230 g Aceite
203 - 209 AcOEE ©0.0326 g Acelita

Tabla &
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PLACAS DE LAS FRACCIONES C Y D DE LA
CROMATOGRAFIA
DEL
EXTRACTO HEXANICO,

o O
0000
bt e,
€0616263] 123 a4
Fraccién (C) Fraceidn (D)
Eluyente: Eluyente:
Hexano-AcOEt 8:2 Hexano-AcOEt 5:5
Revelador: Sulfato Cérico. Revelador: Sulfato Cérico.

Figura 4
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PRECIPITADO DEL EXTRACTO

METANOLICO.

- Peso 2,1227 g
- Polvo Café.

= Punto de Fusifn: Funde a mds de J00°C
SOLUBILIDAD
Metanol Agua
En Poco R
Frio Soluble Insoluble
En Poco
Calisnte Soluble Insoluble
Tabla (-]
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PLACAS DEL EXTRACTO

METANOLICO
o o
o
o Q
A "
Eluyente: Eluyente:
Butanol-&cido acético-agua. Butanol-&cido ac&tico-agua
6:1:4 §:1:4
Revelador: Luz UV. Revelador: Sulfato Cérico.

Figura 5
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PLACA DEL EXTRACTO METANOLICO
FRACCIONES DE LA CROKATOGRAFIA PREPARATIVA.

»

45678210

0
i

Nt
vl o

Eluyente: Butanol-ficido acéti 2
5:1:4

Revelador: Sulfato cérico.
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CROMATOGRAFIA PREPARATIVA
EXTRACTO METANOLICO.

Peso Observaciones
Fracoidn (Mg). Aspecto Cromatogréficas.
1 8.64 Cera Una Mancha.
2 4.19 861ido Una ‘Mancha.
3 19.87 561ido Una Mancha.
4 39.95 S56lido Una Mancha.
5 63.48 861ido Tres Manchas.
[:] 18.35 S61ido Una Mancha.
7 6.84 S61ido Una Mancha.
8 13.01 8611do Una Mancha.
9 10.37 S§614do Una Mancha.
861ido
10 20,12 Crigtalss Una_Mancha.
Total 204.82
TABLA 7
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ANALISIS ESPECTROMETRICO DE LA
FRACCION A DEL EXTRACTO DE

ALCALOIDES.
Fraccién 1(A)
Ultravioleta: hexano 198 nm
max. h-250 n m
Infrarrojo:
2860  cm~!
¢ u 4 2929 " cH,_ 1375 cm™t
2860 "
R
- on,_ 2460 " > N - 1260
R
RMN:
CHg_ 0.88 (ppm) (Triplete)
= CH,_ 1.23 "
CH,
3N - 2.92 "
g
(:H3

cH
y )
> N-(CH,)_~CH,

CHS

Tabla 8
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ESPECTRO INFRARROJO FRACCICN 1 (A}.

750 cat

1260

1325

1460

2860
2929

~1

as

GRAFICA 1
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ESPECTRO ULTRAVIOLETA FRACCION 1 (A)

190 nm.
GRAFICA 2

450 na



k14

'8 ppa

ESPECTAO DE RESONANCIA
NMAGNETICA NUCLEAR
FRACCION 1 (A)

GRAFICA 3



ANALISIS ESPECTROMETRICO DE LA
FRACCION B DEL EXTRACTO DE

ALCALOIDES.
Fragei6n 38-68 (B).
Ultravioleta: . hexano 195 nm
X max. h - 280 nm
Infrarrojo:
~1
OH 3600 em
2960 em™t
Camv H 2022 en™t
2850 omt
~1
. 1710 .
-c=o0 ey Eoter Alifético
1670 cm
Cetona seis Miembros *)‘5
~1 Insaturada.
- CHZ - 1460 cm
cH 1330 ent
3 1375 on
RMN:
CHS 0.09 (ppm) Doblete.
- CH2 - 1.22 (ppm)
9 .
CH3 - C =~ 2.1 {ppm) Multiplete.
3.8% tiplete.
H - C-o {ppm) ‘l(ul plete
3.9 {ppm) Singulete,
H* vinflico 5.8 {ppm)
TABLA 9
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Rspectro de Masas: .M .= 208
Férmula Condensada:
012H18°4 ’ Peso Molecular = 226

(4" = M~ 18)

Férmula Desarrollada:

CH, - C -~ 0, - - -
; CHZ Cl’l2 CH CHS
L[] ]
o] " oH
1l
o

TABLA 9 Cont.
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ESPECTRO INFRARROJO
FRACCION 38-68 (B).

{1t

11

44

1370
1375

1460

1670%
17108
S

‘2850

2922

3600

-1

400
cm



sy

ESPECTAO ULTRAVIOLETA
FRACCION 38-68 (B)

GRAFICA 5

450 nm,




o

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
FRACCION 38-68 (B).

GRAFICA 6



ESPECTRO DE MASAS
FRACCION 38-68 (B).

2033
LRRGST 4:
LAST 43

;r:clxﬂﬁ; 3 RLthrlﬁ TTHE 5
,
s

tea)’
80,

FAETMINE- 1 A 28

GRAFICA 7




ANALISIS ESPECTROMETRICO

PRECIPITADO DEL EXTRACTO HEXANICO.

Ultravioleta: hexano 390 nm.
>\, 222 nm.
max..
270 nm.
Infrarrojo:
2920 en™t
C M H -1
2850 cm
N\ -1
C=0 1740 cm
/s
-1
- CH, = 1460 cm
2
-1
CH3 - 1365 cm
c=c¢ { 980 ont
920 en”t
Espectro de Masas:
W = a7a
Férmula Condensada:
Cyp Hgg O Peso Molecular 474

Cera con tres Insaturaciones, en los grupos R,

TABLA 12
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ANALISIS ESPECTROMETRICO
DEL
PRECIPITADO DEL EXTRACTO HEXANICO.

Férmula semidesarrollada:

1
R-CHZ-O-C-CHE-R

R (Cig)e

&t (e, ).

TABLA 12 Cont.
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ESPECTRO INFRARROJO DEL
PRECIPITADO DEL EXTRACTO HEXANICO.

] Ti ! L1 1t
o o %% § § g g8 700 ca”

GRAFICA 16
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ESPECTRO DE ULTRAVIOLETA
DEL PRECIPITADO DEL EXTRACTO
HEXANICO.

190 na.

CRAFICA

17

450 ns



ESPECTRO DE MASAS DEL
PRECIPITADO DEL EXTRACTO HEXANICO.

FRU_EBOIY | SPFECTRFUN RETENTION _TTHE D
LRARGST 43 B7.2,190.0 83.1, 30.% 69.1, ?0.0
LAIT 43 447.5, .7 443.5, .7 474.6, .

L. PRGE 1 Y 1.00

" T34 F 24 B L P w5y




ANALISIS ESPECTROMETRICO
DE LA FRACCION C DEL EXTRACTO
HEXANICO.

Fraccién 61-63 (C).

Ultravioleta: hexano 193 nm
>\' h 185 nm
max
198 nm
Infrarojo:
-1
OH (No asociado) 3600 cm-l 1378 cm-l
OH (Asociado) 3360 cm cH, 1370 b emt
4 1330 em !
2960 cm
-1
c /MW H 2940 -
2870 -, 1120 em?
en C vl 1075 cmt
C AV H (Oleffnico) 1600 cm * 1040 cmt
- cHy - 1460 ca”t
c em™!
ot
{0leoffnico)
RNN:
0.65 ppm (Singulete)
- 0.80 ppm {Doblete )
0.85 ppm {Doblete )
1.00 ppm {Singulete)
1.25 ppm (Singulete)

TABLA 10
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RMN (cont.) .
H - C - OH 3.5 ppm
)

1 #*  (Vinflico) 5:05 ppm {Triplete)
2 #'  (Vinflico) 5:30 ppm (Doblete)

Espectro de masas:

N« a4
Férmula Condensada:
€28 1Has 02 Peso molecular = 414
Formula desarrolladm:
\ CHZOH

Derivado del ergosterol.

Ho

TABLA 10 cont.



ESPECTRO INFRARROJO

FRACCION 61-63 (C) DEL EXTRACTO '
. HEXANICO,

T

[

|l

835’

890
1040
1075
1120
1330

1370
1375

1460

1600

2870

2870
2940

3360

3800

-

§

GRAFICA 8



ESPECTRO ULTRAVIOLETA
FRACCION 61-63 (C) DEL EXTRACTO
HEXANICO.

190 na ) 450 mn

GRAFICA 9
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ESPECTRO DE RESONANCIA NAGNETICA
NUCLEAR.

FRACCION 61-63 (C) EXTRACTO
HEXANICO.

N e

]

Pr.y—
ot

GRAFICA 10
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EXTRACTO HEXANICO,

SPECTRUH

43.1,100.0

413.3

ESPECTRO DE MASAS FRACCION 61-63 (C)
1.4

B033

3T 4@

i
43!

46!

44

Q!
1
421

8
9
49!

38

.
’
36

4]

FRU
RGST 41

o o 0 @ o o o % 5 6
b4 e %A AR

LARGST 41
FLAST &

i
i
i
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ANALISIS ESPECTROMETRICO
DE LA FRACCION D DEL EXTRACTO.
HEXANYCO.

Fraccién 123-124 (D)

59

Ultravioleta: hexano 192 nm
,.>\‘ . h 222 nm
ax
b 280 nm
Infrarojo:
p -1
- QH | 3340 cm
2930 om?
¢ H 2860 om™t
h 1740 emt
c =0 1
1710 cm
- CH, - 1455 et
2
-1
CH3 - 1370 cm
-1
0
¢ ° 111 cm X
1070 cm”
- RMN: .
©.50 ppm
0.68 ppm
oy . 075  ppm
0.85 ppm
0.90 pPpm
TABLA 11



RMN. (Cont):

- CH2 - 1.23 ppm
- CH, - (Anillo) 1.5 ppm {Doblete)
1.75 ppm (Doblete)}
CH3 - co 2.0 PPM
-~ CHy - (Vecinos 2.2 ppm
a C=0) 2.85 ppm
- € = 0H 3.5 ppm
R
:c -0 -¢C = 4.75 ppm
i . .
Ry 5.0 ppa
Espectro ds masas:
' = 508
nfz = 99 Cetin ©
‘m/z = 43 ‘CHy-C=0

F6rmula Condensada:

Cc28 H44 08

Peso Molecular = 508

TABLA 11 cont.
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Férmula Desarrollada:

T CH, . o - 8 - CHZ- (CHZ)S-CHS

/ oH CH,0H

Ester del Forbol.

TABLA 11 cont.
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29

_ 4000

ESPECTRO INFRAROJO
FRACCION 123-124 {D) DEL
EXTRACTO HEXANICO,

600
w NN I e e
-1 © N & W B O
~ -
on g 35 5 & 3 83 cnt
_GRAFICA 12
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ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA
ICLEAR.

o .
FRACCION 123-124 (D) DE EXTRACTO
HEXANICO.

o —4

GRAFICA 14
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ESPECTRO ULTRAVIOLETA
FRACCION 123-124 (D) DEL
EXTRACTO HEXANICO.

190 nm

GRAFICA 13
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T
LARGET 43
LAST 41

ESPECTRQ DE MASAS
FRACCIONES 123-124 (D) DEL EXTRACTO HEXANICO.

43.2,100,0 57.1, 62.7
466 .4 ] 480.4, 6.8

hoo]
4
80

80,

43.2,100.0 87.1, 67.7 6.2, ©
466.4, .8 482.4, 6.8 481.4,

34 k13 38 40 42 44 46 48

GRAFICA 15
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VI. CONCLUSIONES.

Del anéilisis de los diferentes extractos se obtuvieron los siguientes com

puestos:

1.- De la extraccién para alcaloides.
a) Una amina alifética ( compuesto A ).

b) Un derivado ‘de la cicloh ( to B }

2.~ Del extracto hexénico.
“a) Una cera de P. M, = 474,
b) Un alcohol derivado del ergosterol (compuesto C)

c) Un ester del forbol {compuesto D).
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