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INTRODUCCION

El objetivo final del Analisis Fitoquimico, es la identifi-
cacion de las substancias que estan presentes en un vegetal,
aunque en la practica es imposible lograr un analisis fitoqui-
micae completo, el proceso comun a seguir es identificar y cuan-
tear determinados grupos de compuestos o algunas substancias
en particular v esto dependeria de la finalidad del analisis, que
podria dirigirse a identificar grupos como: lipidos, carotenoi-
des, glucosidos, esteroides, vitaminas, alcaloides, proteinas,
ete.

Es sumamente importante investigar la presencia de aque-
llos grandes grupos de compuestos que se sabe poseen activi-
dad fisiolégica como los alcaloides, glucésidos cardiotonicos y
cionogenéticos, saponinas, flavonas y taninos y después proceder
a la separacion e identificacion del o de los compuestos activos,
empleando para ello técnicas especificas.

En estos ultimos anos el Analisis Fitoquimico ha adqui-
rido mucha importancia, va que por medio de él, se estudian
ciertas substancias que existen en los vegetales que son de
sumo interés, porque algunas de estas poseen poderes curati-
vos y cualquier aportacion que venga a contribuir al aumento
de con..cimientos sobre estos compuestos es de mucha utilidad,
asi cemo también viene a contribuir en el campo industrial

(1).

En México el intereés sobre plantas medicinales se remonta
a las experiencias de los aztecas, sobre dichas plantas, infor-
macion que fué recogida por Martin Cruz y Juan Badiano en
el Siglo XVI, en un manuserito que se Hama Codice Badiano,
que contiene una recopilacion de las plantas medicinales usa-
das por los aztecas (2).




Martinez, (3, ), ha escrito también una recopilacion en
una serie de publicaciones sobre las plantas medicinales, lo
que ha venido a contribuir a su divulgacion y a la conserva-
cion de nuestras costumbres,

El presente trabajo es una contribucion al estudio quimico
del Echinocereus engelmanii, planta sobre la que no se encon-
tro nada en la bibliografia, (5) v en el Chemical Abstracts
desde 1915 hasta junio de 1964,

GENERALIDADES SOBRE LAS CACTACFEAS

Las cactaceas constituyen una numerosa familia de plan-
tas cast exclusivamente americanas, y México tiene el privile-
gio de albergar en su territorio la mas grande variedad de
géneros v de individuos,

Se distinguen facilmente por su porte caracteristico, son
vegetales crasos, con tatlo carnoso, simple o mas ramificado,
globuloso o cilindrico, columniforme, a veces comprimido y
articulado, con las hojus reemplazadas por espinas muy a me-
nudo.

Las flores solitarias generalmente, son grandes y de colo-
res vistosos.  Los cactos habitan tanto en los desiertos como
en las selvas humedas de los tropicos, presentandose en gran
cantidad de formas, se adaptan a las diferentes regiones geo-
graficas de nuestro pais, estas plantas debido a sus multiples
cualidades de adaptacion, a su extraordinaria vitalidad, a sus
variados medios de propagacion, a sus peculiares funciones
mediante las cuales pueden tomar de la atmostera substancias
nutritivas, ete. constituyen uno de los factores mas importan-
tes que intervienen en la conquista de los desiertos, puesto que
contribuyen al desarrollo de una vegetacion normal  perma-
nente que poco a poeo fertiliza el suelo v que, gracias a la trama
que forman sus raices, impide la denudacion de los terrenos,

De tiempos atras se considerd a las cactiaceas como  un
recurso alimenticio entre las tribus nomadas v sedentarias de
Anahuac, por su abundante fructiticacion y debido a los recur-
sos cconomicos que suministraban y o su facil propagacion,
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fueron al mismo tiempo que los magueyes, el maiz, el tule, las
primeras plantas que al ser cultivadas intervinieron en el des-
arrollo de centros de poblacion estable asi mismo tienen im-
portancia y un valor inestimable en las zonas desérticas del
pais, como plantas que almacenan agua en sus tejidos (6).

Las cactaceas son plantas xeroéfitas, producen galactana y
arabana, acidos organicos v sales de los mismos acidos, sobre
todo malato y oxalato; diversos azucares, glucosidos del acido
cereinico v sobre todo alcaluides como el peyote (Lephophera
williamssi) que produce embriaguez y que fué una de las pri-
meras cactaceas estudiadas por los quimicos; el jugo de sus
frutos contiene una cantidad considerable de agua, gran parte
de arzucar, substancias nitrogenadas, y materia colorante (7,
8).

Djerassi v sus colaboradores han llevado a cabo una in-
vestigacion sistematica de los triterpenos presentes en las cac-
taceas, habiendo examinado cuarenta especies de la subtribu
Cereanae, logrando aislar doce nuevos triterpenos, cuyas es-
tructuras han procurado determinar, como ejemplo de ellos son
los acidos machaerico 1, (del Machaerocereus gummosus) , el
acido queretaroico Il, (del Lemaireocereus queretaroensis),

(9).

"“ cHa ot
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Acido machaerico 1 Acido queretaroico II

También se ha logrado aislar de algunas cacticeas ciertos
compuestos como de la Mammillaria runyonii la apocinina o
acetovainillona 111 (4-oxi-3-metoxiacetofenona).
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Acetovainillona I

La apocinina se aislo primero en el fruto del canamo indio
(Apocynum androsaemifolium L.), y en forma de glucisido en
los frutos del Apecynum androsaemifolium L., en los bulbos
de una amarilidacea del Africa del Sur la Buphane disticha, y
en los rizomas del lirio. (115.



11
MATERIALES Y METODOS

DESCRIPCION DE LA PLANTA.

El Echinocereus engelmannii, es una planta cespitosa que
forma grandes grupos de individuos; tallos ascendentes, cilin-
dricos, de 10 a 30 centimetros de longitud por 5 a 10 centime-
tros de diametro, de color verde claro, costillas de 11 a 14, poco
prominentes v obtusas, areolas grandes circulares; espinas
radiales de 10 a 13, de un centimetro de longitud; espinas cen-
trales de 4 a 6, amarillentas o de color café, gruesas mas o
menos encurvadas de 5 a 7 centimetros de longitud; flores de
5 a 8 centimetros de longitud de color purpura; su fruto es de
forma ovoidal, espinosa de 3 centimetros de longitud; las semi-
llas negras casi redondas.

Fig. t
Echinocereus Engelmannii.

Es una planta originaria de México y del sur de los Esta-
dos Unidos y se encuentra repartida en los Estados del Norte
y Centro del pais. Esta admirablemente adaptada para vivir
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en terrenos secos y estériles o en las anfructuosidades de las
rocas, pudiendo soportar sequias muy prolongadas y cambios
bruscos de temperatura y de humedad. (6).

RECOLECCION Y PREPARACION.

La recoleccion se efectudé en Mina Nuevo Le6n, a 5 Km.
del municipio, durante los meses de junio y julio de 1963.

El material se corto en trozos pequenos, se seco al sol, des-
pués fué¢ pulverizado en un molino Wiley recogiéndose un
polvo de color café claro.

METODOS DE EXTRACCION.,

Se utilizaron dos métodos generales: el de extraccion y el
de percolacion.

Las extracciones se hicieron con el material seco, molido
y pesado, en extractores tipo Soxhlet, utilizando sucesivamen-
te los siguientes disolventes: éter de petrdleo (p. eb. 30°—60°),
acetona, etanol y agua destilada.

Los precipitados obtenidos fueron separados por filtraciéon
y las soluciones resultantes concentradas casi a sequedad en
un evaporador tipo “Flash” continuo, a baja temperatura y
a presion reducida.

Para la percolacion se usé una mezcla de etanol, acido
acético glacial y agua destilada (75:2:15) (1).

La identificacion de las substancias contenidas en los ex-
tractos se efectuaron valiéndose de los métodos comunes de
analisis cualitativo y cuantitativo organico, (1), (12), (17),
para su separacion por medio de cristalizacion en disolventes
adecuados, por sublimacion, por cromatografia en capa delgada
cuantitativa y preparativa,

Las extracciones se hicieron de acuerdo a las tablas 1y IIL
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TABLA IL.-METODO DE PERCOLACION

40 GRrR, MATERIAL VEGETAL

EvanoL
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REFLUJAR

FILTRAR
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PRUEBAS:
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et
ot |



METODOS CROMATOGRAFICOS:

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA CUANTITATIVA
Y PREPARATIVA (12), (13).
Material empleado:

Se usaron frascos de vidrio de boca ancha de 10 em. de
altura ¥ 4.5 cm. de diametro, tapados en su parte superior por
una cubierta movible de vidrio.  Placas de vidrio de 3 c¢cm. de
ancho, 9.5 cm. de largo y 3 mm. de espesor.  Aplicador de pas-
tas Merck v subcapilares.

Pastas:

Se prepararon las pastas mezcelando 30 gm. de silicagel
Merck con 60 ml. de agua destilada y agitando la mezcla du-
rante varios segundos.

Disolventes empleados:

a) General: Butanol-acético-agua, (75:10:15).

b) Para alcaloides: Butanol-acético-agua. (75:10:15).
Butanol-acetato de etilo-metanol.

¢) Para esteroles: Benceno-cloroformo. (1:1).

d) Para Flavonoides: Acetato de etilo-acido acético-metanol-
agua.
Reveladores empleados:

a) General: acido sulfurico al 85°¢.

b) Para esteroles: tricloruro de antimonio en cloroformo al
1077, vapores de vodo.
Procedimiento:

Preparacion de las placas: La pasta se extendio sobre las
placas de vidrio mediante un dispositivo mecanico, en capas
de espesor uniforme, se secaron i temperatura ambiente du-
rante media hora y después en una estufa a 100—110", por
una hora.  Lucgo se pasaron a un desecador con cloruro de




calcio donde se dejaron hasta el momento que se utilizaron.

Aplicacion de las muestras: Se disolvieron las muestras en
un disolvente apropiado de preferencia volatil y de poca pola-
ridad, y se aplicaron con una micropipeta a 2 em. del borde
inferior de la cromatoplaca.

Desarrollo de los cromatogramas: Los cromatogramas asi
preparados se colocaron en posicion casi vertical dentro de un
frasco de vidrio v de boca ancha que contenia el disolvente
adecuado, el frasco tenia cubriendo sus paredes interiores una
hoja de papel filtro cue permitia mantener la saturacion del
disolvente dentro del frasco. Se cubrio la parte superior del
frasco con una tapa de vidrio para evitar la evaporacion del
disolvente.

Cuando el disolvente hubo subido aproximadamente las
tres cuartas partes de la altura de la cromatoplaca, se saco ésta,
se puso a secar en una estufa para revelarla posteriormente.

Revelado de los cromatogramas: Se utilizaron los revela-
dores antes mencionados, los liquidos se aplicaron a los cro-
matogramas con un atomizador o colocando éste en un ambien-
te saturado por vapores del disolvente, de acuerdo al caso.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

Preparacion de las columnas cromatograficas: Las colum-
nas cromatograficas se prepararon de la siguiente manera: en
la base se puso un pequeno tapon de lana de vidrio, se le agreg6
el éter de petrdleo, se dejo caer una pequefia capa de arena
lavada, de 0.5 a 1 ¢m. de espesor, luego se le agregd una can-
tidad conveniente de alumina neutra Merck o de acido silicico,
segun se requirio, se dejo caer en pequenas porciones golpean-
do el exterior de la columna con un agitador que tenia un
capuchén de hule, una vez que se termino de anadir la altmi-
na se puso otra capa de arena como la primera y un trocito de
algodon,

Una vez preparada asi la columna, se dejo salir el éter y
se agrego por la parte superior de la columna la muestra a es-
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tudiar, previamente disuelta en éter o en otro disolvente cuan-
do fué necesario.

Se realiza la elucion haciendo pasar los digolventes en por-
ciones de 100 ml.

Las columnas cromatograficas se emplearon en los extrac-
tos de ¢ter de petrdleo y acetona, fueron empacados con alu-
mina activada y acido silicico y como eluyentes se usaron; éter
ctilico-acetato de etilo; acetato de etilo; acetato de etilo-acetona;
acetona; acetona-etanol; etanol. También se usoé: cloroformo;
cloroformo-acetato de etilo; acetato de etilo; acetato de etilo-
etanol; etanol.

Se recogieron las fracciones, las que se evaporaron y se
pesaron, se observaron, se juntaron cuando fueron iguales, y
se procedié a un examen posterior.

IDENTIFICACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS:

En la identificacion de los compuestos aislados se emplea-
ron los métodos y técnicas usuales de: analisis elemental cuali-
tativo y cuantitativo, puntos de fusion, espectro ultravioleta e
infrarrojo, grado de ionizacion, resonancia nuclear magnética,
preparacion de derivados y cromatografia en capa delgada. (1),
(14), (15), (16), (17, (18), (19), (20).

REACCIONES DE IDENTIFICACION:
ACIDOS: (17)

A 5 mg del compuesto disuelto en etanol se le agregé bi-
carbonato de sodio; si se observa desprendimiento de CO: la
prueba resulta positiva.

ALCALOIDES:

Los precipitados se producen al agregar la muestra,

a) Reactivo de Dragendorff.—(Solucion de bismutiyodu-
ro de potasio que forma precipitados café rojizos). Se disol-
vieron 8 gr. de subnitrato de bismuto en 20 ml de acido nitrico
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concentrado y se anadio lentamente esta solucion a una solu-
cion concentrada (en muy poca agua) de 22.7 gr. de yoduro de
potasio.

b) Reactivo de Mayer.—Solucion de mercuriyoduro de
potasio. Produce un precipitado blanco.

Se disolvieron 13.55 gi. de cloruro mercurico y 50 gr. de
yoduro de potasio en agua, aforando a un litro. La mayor par-
te de los alcaloides dan un precipitado blanco aun cuando es-
tan muy diluidos.

¢) Reactivo Silicotungstico.~—Forma precipitados blan-
quecinos.

Se disolvieron 12.0 gr. de acido silicotungstico (Si0-:
12W0. 26 H.0). en suficiente agua (80-90 ml.), aforandose a
100 ml. Se anadio una solucion de alcaloides en Acido clorhi-
drico al 1'¢,

ALDEHIDOS: (17)

a) Reactivo de Tollen’s.

En un tubo de ensayo se pusieron 30 mg. del compuesto,
se le agregaron 2 ml. del reactivo recientemente preparado. Se
agito el tubo y se dejo reposar durante diez minutos, luego se
puso en bafio de agua a 35 por cinco minutos.

Un precipitado de plata en forma de espejo en la pared
del tubo indica pruecba positiva.

CARBOHIDRATOS: (17)

u) Reactivo de Fehling.—8Se colocaron 2 ml de la mezcla
de la solueion Ay de Lo solucion B del reactivo en un tubo de en-
suyo, se le atadieron 20 mg. del compuesto y se calentod en bao
maria durante 5 minutos,

-
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CETONAS: (17)

a) En una placa excavada se colocaron 10 mg de la mues-
tra disuelta en ctanol y se le agregaron gota a gota una solucion
de 2, 4-dinitrofenilhidracina en etanol y acido fosforico, la for-
macion de un precipitado rojo-anaranjado o amarillo indica
que la prueba es positiva.

b) Prueba del Yodoformo:—A la muestra disuelta en dio-
xano se le agregaron unas gotas de hidroxido de sodio al 1090
(en medio alcaling) mas unas gotas de lugol una coloracién
amarilla indica que la prueba es positiva.

ESTEROLES: (1)

Reactivo de Liebermann-Buchard.—Se afadidé una gota de
una disolucion reciente de acido sulfurico a 1 ml de anhidrico
acético helado y 1 ml. de cloroformo, se observo las coloracio-
nes a varios intervalos de tiempo (2, 5, 10, 20 minutos).

FENOLES: (17)

a) Reactivo de cloruro férrico.—(Disoluciones no acuo-
sas). Se disolvieron 30 mg. del compuesto en 1 0 2 ml. de clo-
roformo. Se agrego 2 gotas de la siguiente disolucion: se disol-
vieron 1 gr. de cloruro férrico anhidro en 100 ml. de clorofor-
mo, se agrego 8 ml. de piridina y se filtré la mezcla. Se anoto
el cambio.

b) Reactivo del cloruro férrico.—A 5 mg de muestra se les
agregd gota a gota una solucion de cloruro férrico al 10‘¢ si se
desarrolla una coloracion obscura la prueba es positiva.

FLAVONOIDES REDUCIBLES: (1)

A 1 ml. de muestra se le agrego 0.5 ml. de acido clorhidrico
al 10°¢ y 2 limaduras de magnesio.  Una coloracion roja indica
que la prueba es positiva,
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GRADO DE IONIZACION: (17)

En un tubo de ensayo se colocaron 50 mg. de material so-
lido finamente pulverizado se le anadio 1.0 ml. del indicador
(que se debe de conservar en frasco obscuro) se agité la mez-
cla con una varilla de vidrio. Se comparé el cambio de color
con el color de un tubo testigo que contiene la misma canti-
dad de indicador.

INSATURACIONES: (20)
Se empleo el método de hidrogenacion de Brown?®,
TANINOS: (1)

Reactivo de Cloruro férrico—1 gr. de cloruro férrico en
100 ml. de agua destilada.

Unas gotas de este reactivo dan coloraciones azules, ver-
des o negras con extractos conteniendo taninos o fenoles.

APARATOS EMPLEADOS EN DETERMINADAS
TECNICAS DE ANALISIS

Espectros de absorcion en el infrarrojo: Se usaron un I-R-5
Beckman y un Perkin-Elmer modelo 21.

Espectros de absorcion en el ultravioleta: Se determinaron
en un aparato Beckman DU, con alta sensibilidad dentro de los
limites comprendidos entre 234 a 362 milimicras, la tempera-
tura fué de 25 C y se empleo como disolvente etanol.

Se tomaron valores tanto de absorbancia como de trans-

mitancia a longitud de onda variable y se trazaron las curvas
correspondientes.

PUNTOS D FUSION:

Los puntos de fusion se determinaron usando una platina
de calentamiento Koffler,



SUBLIMACION:

Estas se efectuaron en un sublimador conectado a una li-
nea de alto vacio.

DETERMINACION DE CARBONO-HIDROGENO: -

Estas determinaciones fueron hechas en un aparato Car-
bon-Hydrogen Analyser Coleman, modele No. 33, corroborados
posteriormente algunos de ellos en los laboratorios Alfred Bern-
hard en Alemania.

Se emplearan las iniciales 1.T.E.S.M. y A.B. para indicar
si los analisis fueron realizados en los laboratorios del Instituto
Tecnologico o por los Laboratorios Alfred Bernhard.

DETERMINACION DE RESONANCIA
NUCLEAR MAGNETICA:

Una determinacion fué hecha en un Varian A-60 por el Dr.
José Luis Mateos, a quien se agradece su colaboracion, en el
Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de
México.

Otra determinacion se hizo en un Varian A-60 en el Depar-
tamento de Quimica de la Universidad de Texas.
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PARTE EXPERIMENTAL

El Analisis preliminar se hizo con el material recién reco-
lectado, seco ¥ molido.

Se trabajo con los extractos de éter de petrdleo y aceté-
nico.

A).—Analisis Preliminar, (1)

Se introdujeron cuarenta gramos de material pulverizado
y seco en una bolsa hecha de bramante de 10 cm de ancho y 15
cm. de largo, esta se amarroé con un trozo de alambre “nichro-
me"”, colociandose dentro de un vaso de precipitados de paredes
altas en el cual iba el disolvente (200 ml. de etanol, 50 ml. de
agua destilada, 6 ml. de acido acético glacial).

Para favorecer el reflujo se cubrio el vaso con un matraz
bola, provisto de entrada y salida de agua, el cual actué como
refrigerante.

El reflujo duré de 30 a 60 minutos al cabo de los cuales se
filtro siendo este de un color café obscuro, de aspecto turbio con
un poco de precipitado, didé negativas las pruebas para alcaloi-
des y flavonoides, positiva la de fenoles.

Con una parte de material molido y seco, se hicieron las
determinaciones que se resumen en la tabla I,

1.—NITROGENO.—Se empled el método de Kjeldahl.
(16).

2—EXTRACTO ETEREOQ.—Aparato Goldfisch, (16).

24



3.—FIBRA CRUDA. (18)
4.—CENIZAS. (16).

TABLA HI.—Datos experimentales del Analisis preliminar
(base seca) del Echinocereus engelmannii

DETERMINACION | PORCENTAJE
Humeduad 3 No se determing
Extracto Eterco R T
Fibra Cruda 2048
Cenizas T I
Nitrogeno total T e T
Nitrdgcno pmtéién ‘ o .éb S

Las cenizas fucron de aspecto pulvurulento, de color gris
claro, y mas o menos solubles en agua, dando reaccién alcalina,
y un pH de 8.5, dando positiva la prueba del sodio y potasio a
la flama.

B)—EXTRACCION DEL MATERIAL.

En un extractor tipo Soxhlet se extrajeron 4.058 Kg.
de material, seco v molido, exhaustiva y sucesivamente con
éter de petrdleo, acetona, ctanol y agua destilada.

Todos los extractos se filtraron, separando asi un precipi-
tado en caso de haberlo. Los filtrados se evaporaron en un
evaporador rotatorio, a presion reducida y baho maria, luego
se secaron a peso constante bajo una lampara infrarroja. Se
pesaron los extractos scecos.

EXTRACCION CON BETER DE PETROLEO:
Se pusicron en el exiractor tipo Soxhlet 4,058 Kg. de ma-
terial, scco y molido, usando dicha cantidad en tres porciones.

Se extrajo ol material durante siete dias, siendo éstas de un
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color café obscuro. Por filtracion se separaron 4.18 gr.
(0.010°¢) de un precipitado que habia depositado en el fondo
del matraz durante la extraccion, de color verde, soluble en
agua caliente de punto de {fusion 100 -106 ', (Koffler). Se le
asigno al precipitado la clave EP-AB (2).

Se separo también 0.420 gr. (0.001<) de unos cristales
solubles en cloroformo, dando negativa la prueba para flavo-
noides, se recristalizaron en alcohol obteniéndose tres clases
de cristales que se les asigno la clave EP-AD (a) EP-AD (b), y
EP-AD (c). cuyvos p. de f. fueron: 1107, 114°-108°-109°-114"-
115, (Koffler), respectivamente.  Se corrio una cromatogra-
fia en capa delgada con una mezcela de los tres, en butanol-ace-
tato de cetilo-metanol, observandose una mancha Rf. 0.594 al re-
velarse con H-SOL al 85,

PRUEBA PARA ESTEROLES INSATURADOS
CON EP-AD (a. b, ¢).

A 2 ml. de anhidrido acético, 2 ml. de cloroformo y 2 o 3
gotas de acido sulfurico concentrado, se agregd una pequena
cantidad de las tres clases de cristales, dando positiva la prueba.
No se investigaron mas.

TRATAMIENTO DE LAS EXTRACCIONES
DE ETER DE PETROLEO:

Las extracciones de éter de petroleo se juntaron y se con-
centraron en un evaporador a presion reducida, quedando un
concentrado 67 gr. (1.65'¢) de aspecto resinoso, de color café
obscuro y que se le asigno la clave EP-AC,

Se sacudi) el concentrado con 200 ml. de una solucidon
acuosa de bicarbonato de sodio al 5'¢, se decanto, se separd el
residuo de la solucion, a ésta se le anadid acido clorhidrico con-
centrado para acidular, la formacién de un precipitado indica-
ria probable presencia de acidos grasos, no obteniéndose pre-
cipitado.

Se saponificé el residuo poniendo a reflujar 150 ml. de
una solucion de hidroxido de potasio al 10« durante 4 horas.
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Se enfrio, se evapord, el residuo se extrajo con tres porciones
de 75 ml. de éter n-butilico. Se separaron la solucion etérea
v el residuo, al residuo se le asigné la clave EP-ACS. La solu-
cion etérea se arrastré con vapor de agua para separar el éter
n-butilico quedando un precipitado, el éter y el agua. Al pre-
cipitado se le asignd la clave EP-ACI, siendo de aspecto sdlido
1.94 gr. (2.89¢) de color naranja, se hizo una cromatografia
en capa delgada usando como disolvente butanol-acético-agua
(75:10:15) y como reveladores yodo, y acido sulfurico al 857,
no observandose ninguna mancha,

ACETILACION DE EP-ACI

Un gramo de EP-ACI, se reflujo con 2 ml. de anhidrido
acético y 1 ml. de piridina durante tres horas, una vez que se
termind de reflujar se dejo reposar toda la noche y se decanto
sobre agua caliente formandose un solido de color café ama-
rillento, de aspecto amorfo, se decanto, se lavé con agua desti-
da, se le agrego éter n-butilico para disolver, se hizo una croma-
tografia en capa delgada usando como disolvente butanol-acé-
tico-agua (75:10:13), ¥ como reveladores yodo y acido sulfu-
rico al 85'¢, no observandose nada.

RESIDUO EP-ACS

Al residuo de clave EP-ACS, se le agreg6 acido clorhi-
drico para acidular, se formé un precipitado que se separd, se
secd éste con sulfato de sodio anhidro, quedando un s6lido 2.94
gr. (4.38°7), de color verde con p. f. 70 -73" (Koffler), se desti-
16 al vacio para obtener acidos grasos que hubiese presentes, en
caso de haber, al destilado se le hizo la prueba para la identi-
ficacion de acidos grasos (carbonato) dando la prueba negativa.

PRECIPITADO EP-AB

El precipitado EP-AB, se¢ sublimo al alto vacio (0.01 mm.
de Hg), obteniéndose unas agujas de color blanco 1.698 gr.
(40.62¢), solubles en etanol con p. f. 111 -113 " (Koffler) que
se les asigné la clave EP-AB (2).

También se recogid la parte no sublimable 2.34 gr. (48.6¢ ),
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siendo un residuo de aspecto ceroso, de color verde obscuro,
soluble en agua caliente con p. f. de 73°-75", (Koffler), se le
asigno la clave EP-AB (n-s).

SUBLIMADQO EP-AB (2)

El sublimado EP-AB (2), did positivas las pruebas para
cetonas.

El espectro infrarrojo (Fig. 2), mostré maximas a 3500
cm' (OH), 3000 cm' (—CH)), 1670 em! (C-0), conjugado,
1590, 1505, 1460 c¢cm* (correspondientes a fenilo substituido,
2920 em (CH ), 1125 em (-C-0O-).

El espectro ultravioleta, (Fig. 3), disolvente etanol, mos-
tro maximas de absorcion a 229 mu, 276 mu y 304 mu.

El espectro N.M.R. mostro dos multipletes a 2.55t y 3.22¢
correspondientes a protones aromaticos multiplete a 4.15¢ co-
rrespondientes a un proton fenoélico, un singulete a 6.05t, co-
rrespondientes a tres protones de metilo unido a un carbolino
(Fig. 4).

El analisis carbon hidrogeno de EP-AB (2) di6 los siguien-
tes resultados:

C: 65,001« H: 6.71¢ (Lab. LT.E.S.M.)

C: 65.14%¢ H: 6.10%¢ 0: 28.77 (A.B.)
Calculado para: CH,O, (P.M. 166.17).

C: 65.05 ¢ H: 6.07¢ 0: 28.89¢¢

El peso molecular (método de Rast) encontrado (A. B.)
fué: 150.

PREPARACION DE LA 2, +DINITROFENILHIDRACINA
DE EP-AB (2) (17, 19).

Preparacion del reactive 2, 4-dinitrofenilhidracina:
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Fig. 4. Espectro (N.M.R.) Resonancia Nuclear Magnética
de EP-AB (2).
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Se disolvieron 3 gr. de 2, 4-dinitrofenilhidracina en 30 ml.
de acido fosforico al 85°¢, se calento la disolucion y se diluyé
la mezcla con 19.8 ml. de ctanol al 95¢. La solucion se filtré.

Preparacion del derivado:

A aproximadamente 2 o 3 mg. del compuesto se le agrega-
ron 2 gotas del reactivo 2, 4-dinitrofenilhidracina, el precipi-
tado que se formo se recogié por filtracion y se recristalizo en
metanol-agua.  Los cristales obtenidos fueron de color naranja
y al determinar su punto de tusion sufrié una descomposicion
a 200 (Koffler).

PREPARACION DE LA SEMICARBAZONA DE EP-AB (2)

Cincuenta miligramos de clorhidrate de semicarbazoda y
75 my. de acetato de sodio, se disolvieron en una mezcla de 1
ml. de agua destilada y 1 ml. de etanol.  Se agregaron 10 mg.
del compuesto, se calento la mezcela en bano de agua a 70 °C por
10 minutos. Se anadieron 15 ml. de agua destilada y se enfrio
en una mezcla de agua-hielo. El precipitado formado se reco-
gio por filtracion y se recristalizdo en una mezcla de metanol-
agua. Los cristales obtenidos eran de color crema y con punto
de fusion de 170 -172  (Koffler).

El analisis carbono-hidrogeno (Lab. L'T.E.S.M.) di6 los

valores:
C: 52.58°¢ H: 7.27%

Calculado para C H,,O, (P.M. 160.17):
C: 52.49¢ H: 7.55%

OXIDACION DFE EP-AB (n-s) CON ACIDO CROMICO

25 myg. de EP-AB (n-s) se mezelaron con 1l de acido
acctico glacial y 25 myg. de acido cromico y 1 gota de agua desti-
lada, se oxidaron a temperatura ambiente durante d horas, se
agrego 1 ml de etanol v Lo mezelacse diluyo con agua obtenién-
dose un precipitado blanco que se recogio por filteacion, se lavo
con agua destilada, se reeristalizo en etanol, fundiendo a 1387-
141 (Koffler)y, Dio negativa la prucha de 1o, d-dinitrofenil-
hidracina, positiva la de acidos,

By




La clasificacion por grado de ionizacion situé al compuesto
en el grupo A,

SAPONIFICACION DE EP-AB (n-s)

Se saponificaron 5§ gr. de EP-AB n-s) poniéndose a reflu-
jar con 10 m!. de una solucion de KOH (hidroxido de potasio)
al 10"« durante 4 horas. Sc enfrio, se evapord, el residuo se
extrajo con dos porciones de éter butilico, se lavo con agua sa-
turada de cloruro de sodio se seco con 2 gr. de sulfato de sodio
anhidro, se filtrd, se destilo el ¢ter en bano maria, quedando un
residuo 2.06 gr. (41.2°¢) de color anaranjado, soluble en dioxa-
no, con una alicuota se hizo una cromatografia en capa delgada
usando como disolvente benceno-cloroformo (1:1) no obte-
niéndose ningun resultado.  Dio positiva la prueba de Lieber-
mann-Buchard (1) v sc observaron los colores: 2 minutos vio-
leta, después azul verde que duro aproximadamente 2 minutos
v finalmente verde intenso.

ACETILACION DE EP AB (n-s).

A 1.5 gr. de EP-AB (n-s) se le agregé 3 ml. de anhidrido
acético y 1.5 ml. de piridina. Se reflujo durante 3 horas. Se
dejoé enfriar, se lavo con agua destilada caliente, se decanto,
luego se lavo con acido clorhidrico al 5« y finalmente con agua
destilada.

Un gramo del material acetilado se hizo pasar por una co-
lumna cromatogrifica empacada con 75 gr. de alumina Como
cluyentes se usaron: Cloroformo; cloroformo-acetato ue etilo;
acetato de etilo; acetato de etilo-etanol; etanol; en las propor-
ciones 1, 2:3, 114,

Las fracciones obtenidas se intentaron cristalizar no pu-
diendo lograrlo.  No se continud investigando.
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EXTRACTO ACETONICO

El extracto de acetona tenia una coloracion café obscuro,
se filtro obteniéndose un residuo 4.1 gr. (0.101°¢), de aspecto
resinoso, soluble en cloroformo de color café obscuro, se le co-
rrio una cromatografia en capa delgada en butanol-acético
agua, (75:10:15), no observandose ninguna mancha al revelar-
se con vodo v acido sulfurico al 85 «.

El filtrado se evaporo a presion reducida quedando un
concentrado, 349.88 gr. (8.62°¢), de color café obscuro de as-
pecto resinoso. soluble en dioxano al que se le corrié una cro-
matografia en capa delgada en butanol-acético-agua, (75:10:15)
mostro una raancha Rf. 0.725, al revelarse la cromatoplaca con
acido sulfurico al 85°¢. Al concentrado se le asignod la clave
AC-BC.

El concentrado AC-BC, se arrastré con vapor separando
el residuo, el agua residual y el destilado, que se les asigno las
claves: AC-BC (1), AC-BC (2), AC-BC (3), respectivamente,
el destilado AC-BC (3), se desecho.

TRATAMIENTO DEL RESIDUO AC-BC (1).

El residuo AC-BC (1). tenia una coloracion café obscuro
141 gr. (40.8¢), se cxtrajo von tres porciones de 100 ml. de
éter isopropilico, se separaron el residuo y el éter, al residuo
se le asigno la clave AC-BC (1-a), cl éter se destilo quedando
un residuo de color café obscuro 18 gr. (12.7°¢) que se le
asigno la clave AC-BC (1-b).

El residuo AC-BC (1-a), se extrajo con tres porciones de
75 ml. de éter de petrdleo, se separo el residuo se le asigno la
clave AC-BC (1-¢), el ¢ter se destilo quedando un residuo de
color café verduso 9 gr. (6.3'¢), que se le asigné como clave
AC-BC (1-d).

Los residuos AC-BC (1b) y AC-BC (1d), 25 gr. (7.147¢),
se juntaron y se hicieron pasar por una columna cromatogra-

fica empacada con 100 gr. de alumina neutra como eluyentes -
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se vxaron: éter etilico-acetato de ctilo; acetato de etilo; acetato
de etilo-acetona; acetona; acetona-etanol; alcohol etilico, en las
porciones de: 1:4, 2:3, 4:1.

Las fracciones obtenidas tenian aspecto resinoso al evapo-
rarse, no logrando cristalizarlas.

RESIDUO AC-BC (1-¢)

El residuo AC-BC (1-C), se lavd con bicarbonar de sodio
al 5"« para la separacion de acidos fuertes, se acidulo con acido
clorhidrico, se dejo enfriar, se lavo con agua salada, se dejo
secar, quedando 74 gr. del material soluble en dioxano, un
gramo de este material se pasoé por una columna cromatogra-
fica empacada con 75 gr. de alumina neutra usando como elu-
yentes: éter etilico-acetato de etilo; acetato de etilo; acetato de
etilo-acetona; acetona; acetona-ctanol; etanol, en porciones de:
1:4, 2:3, 4:1.

Las fracciones obtenidas al evaporarse presentaron aspec-
to resinoso, se intentaron cristalizar, no obteniéndose resulta-
do.

Los 73 gr. restantes se disolvieron en hidroxido de sodio
al 5%¢, se filtro, se acidulé con acido clorhidrico, se filtré que-
dando un precipitado amarillo, se secd bajo una lampara in-
frarroja, tomando al secarse un color café obscuro 29.21 gr.
(39.4<), dando negativa la prueba de fenoles.

TRATAMIENTO DE AC-BC (2).

El agua residual tenia una coloracion café obscuro, por lo
que se destilo, quedando un residuo 140.7 gr. (40.7%) de
color café obscuro, soluble en dioxano.  Se sublimaron 5 gr.
de este residuo, obteniéndose unos cristales de color amarillo
paja, 152 myg. (3.04'), dundo negativa la prueba de la 2. 4-
dinitrofenilthidracina.

Estos cristales se resublimaron dando unos cristales 0.0785
gr. (51.3¢), de color amariltlo paja, mis intenso el color que
el del sublimado, con pf. 102 =100 (Koffler)y dando negativa
la prueba de la 2, 4-dinitrofenithidracina,

)
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Una muestra de AC-BC (2), se hidrogend por el método
de micro-hidrogenacion de Brown® (19), consumiendo un equi-
valente mol de hidrogeno.

Se corrio una cromatografia en capa delgada en butanol-
acetico-agua (75:10:15), mostrando una mancha de color ama-
rillo Rf. 0.630, al observarse a la luz ultravioleta mostré un
color rojo con un contorno violeta y al revelarse con acido sul-
furico tomd una coloracion café, también se observd la mancha
con vapores de vodo.

El espectro infrarrojo (Fig.,  5) mostro bandas a 3400
em’,a 3000 em' (C-H alifatico), 1630 em™. 1595 em™ (de
anillo aromatico sustituido).

El espectro ultravioleta (Fig.  6) mostrdé bandas de ab-
sorcion a 222 mu, y 294 mu.

El espectro de N.M.R. mostré dos singuletes a 400 c.p.s.
(3.33T), el segundo a 296 c.p.s. (6.75T). La integracién del
arca del espectro indicé 13 protones, la primera banda del N.
M. R. corresponde a siete protones aromaticos distribuidos
simeétricamente y la segunda a seis protones de grupo metile
unido a nitrogeno,

El resublimado AC-BC (2) dié negativa la prueba del yo-
dofcrmo, positiva la del cloruro férrico, formandose un pre-
cipitado en forma de agujas de color rojo. Este precipitado se
filtro y se recogio 0.002 gr. (2.56°¢) de agujas, solubles en
agua y acido clorhidrico al 10¢¢, insolubles en hidroxido de
sodio al 10, pf. 210 —214 (Koff.).

El AC-BC (2), se disolvio en agua y con acido clorhidrico
al 10°¢, dié una coloracion anaranjada, al agregarsele alcohol
amilico, el alcohol tomé un color amarillento.

Con hidroxido de potasio tomd una coloracion amarilla,
formandose un precipitado también de color amarillo, con el
amoniaco, no dio coloracion, con el acido sulfurico dié una
coloracion salmon, disuelto en agua caliente se formé una
solucion de color amarillo, que se intensifico en doce horas, al
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‘abo de 72 horas se scpararon unas agujas rojas, largas, inso-
lubles en agua, solubles en etanol, dando una disolucion ama-
rilla, con p.f. 285 —290 (Koffer), s¢ pusieron amarillas y
perdieron su forma sublimindose en cristales amarillos rec-
tangulares que no fundieron ni a 3507, solo sublimaron a 285°
~-290 a las agujas rojas se les asigno la clave AC-BCS ox.
cuyo espectro infrarrojo mostro bandas a 2855 e¢m™ (C-H)
1685 ¢cm™', (C 0 insaturado) 1655 em™' (insaturacion), 1615
em', 1050 em' (insaturacion) y 998 em™.

El espectro ultravioleta mostro maximas a 258 mu. Por
oxidacion con aire de AC-BCS también se obtuvo AC-BCS-ox.

EXTRACTO ETANOLICO.

El extracto de etanol tenia una coloraciéon café obscuro.
Se evaporo a presion reducida y se le agregd agua (300 ml) a
medida que se iba eliminando el alcohol etilico. La porcion
acuosa se alcalinizo con hidroxido de amonio, las bases libres
se extrajeron con cloroformo.  El cloroformo se destilo a pre-
sion reducida casi a sequedad, el resto se evaporo a tempera-
tura ambiente. El residuo obtenido peso aproximadamente 2
gramos, de color café obscuro intenso, dando negativa la prueba
para alcaloides con el reactivo de Dragendorff (17). No se
trabajo mas.




IV vy V
DISCUSION
y
CONCLUSIONES

El compuesto EP-AB-2 dio positiva la prucba de la 2, 4-
dinitrofenilhidracina y negativa la de ‘Tollen's para aldehidos,
confirmando asi la presencia de un carbonilo tipo cetonico.

La prueba del yodoformo que dio un precipitado amarillo
confirmo la presencia de una metilcetona,

La prueba del cloruro férrico en etanol que dio una fuerte
coloracion azul-verdosa confirmo la presencia de  oxhidrilos
fendlicos.

La 2, 4-dinitrofenilhidrazona, que se descompuso a 200,
era de color rojo, caracteristico de cetonas aromaticas, El
punto de fusion de la semicarbazona fué de 172'—173" (repor-
tado 1747).

El espectro infrarrojo (Fig. - 2) de los cristales KP-AB-2,
obtenidos por sublimacion mostro maximas a 3500 em™' (OH),
3000 em' (-C-H), 1670 ecm™' (C 0) conjugado, 1590, 1505,
1460 ecm! correspondientes a fenilo sustituido, 2920 em™' (CHY),
1125 em™' (-C-0-).

El espectro ultravioleta  (Fig.  3) mostro miximas a
FPOI max 229 mu (E  66800), ETOH max 276 mu (W
J0900), KTOH max 304 mu (E  34180), lo cual confirmd In
presencia de un anillo bencenoide sutituido y conjugado con
carbonilo,

I N.M.R. (Fig. 1), que mostro dos multipletes a 2,557

'R
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y 3.22T, correspondientes a protones aromaticos multiplete a
4 15T correspondiente a tres protones de metilo unido a un
rarbonilo.  Por la banda 3500 em ' del espeetro infrarrojo el
cual también muestra las bandas 880 v 810 em, que sugie-
ren unn substitucion en el esqueleto de acetofenona, eliminan-
do adeinas varios de los diez posibles isomeros estructurales,
aunque es posible confirmar la estructura de EP-AB-2, por
otros medios fisicos v quimicos, se¢ busco en la bibliografia

informacion sobre los isomeros de formula (3()11 I()O 1 Se en-

contro que los datos fisicos coincidian con s de la Apocinina
(acetovainillona) o 4-oxi-3-metoxi-acetofe  na (Fig.  8) que-
dando demostrada la identidad de EP-A° ! como la acetovai-
nillona, aislindose LG9S gr. (0.3°) cc. un punto de fusion
de 111 —113 | cuva formula estructural vs:

¢y
K]

e:=0

acH,

ot s

Acetovainillonn

Fig.  8.—Acctovainillonn,



EXTRACTO ACETONICO.

Del extracto acetonico se obtuvieron unos cristales ama-
rillos cuyo espectro infrarrojo (Fig. ©5) mostré bandas a 3400
cm'', a 3000 cm™' (C-H aromatico), 2950 ecm™' (C-H alifatico),
1690 ecm™', 15395 em™t (de anillo substituido).

El espectro ultravioleta (Fig. =-6) mostré bandas de ab-
sorcion & ETOH max 222 mu (E -12400), ETOH max 294 mu
(£ 2949).

El espectro de (N.M.R.) resonancia nuclear magnética
(Fig. 7). mostro dos singiletes a 400 c.p.s. (3.33) y a 296
c.p.s. (6.75) la integracion de las arcas del espectro N.M.R.
indico trece protones.  El analisis elemental de AC-BCS, per-
mitié asignarle la férmula C_H.,_ N_  Aislandose 4.277 gr.

977133
(1.2°¢) de p. f. 102 —105 .

El compuesto AC-BCS reaccion6 con la solucién de cloru-
ro férrico dando unas agujas negro-rojizas AC-BCS-ox, cuyo
espectro infrarrojo mostro bandas a 2855 cm™ (C-H), 1685
em' (C O) insaturado, 1655 cm™' (insaturacién), 1615 em™,
1050 em!, (insaturaciéon) y 998 cm''.

El espectro ultravioleta mostré bandas a EtOH 258 (E=
max

2440). Por oxidacion con el aire AC-BCS también se obtuvo

AC-BCS-ox. La busqueda bibliografica no mostré ningin com-

puesto con propiedades similares y los datos anteriores sugieren

para ¢l compuesto AC-BCS una estructura heterociclica del

tipo de la quinolina con un grupo -N-(CH3)2 La determi-

nacion de la estructura total serda objeto de otra tésis,
EXTRACTO ETANOLICO.

Del extracto etandlico se hicieron las pruebas para alca-
loides, dando negativas dichas prucbas.
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