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I NTRODUCCTION.



I, LNTROD.UECTION

La investigacién quimica en el drea del estudio de los ve-
getales ha tenido un gran auge en las dos Gltimas ddcadas, prin
cipalmente en la obtencidn de productos mnaturales. La biosinte
sis de este tipo de compuestos en las p].antasl se Lleva a cabo
inicialmente por medio de la forosintesis, en donde se utilizan
compuestos como carbohidrates, proteinas, Acidos nucleicos y J.g
pidos, los cuales son llamados metabolitos primarios y desempe-
fian un papel importante en la obtencidn de energia y de 1la gene
racidén de compuestus ms complejos que se conocen como productos
naturales § metabolitos secundarios, caracteristicos de un géne-
ro v/fo especie. Uno de los gineros mids abuodantes cn Mé&xico, es
el género Stev'_uz, que s¢ encuentra c¢n zonas de coniferas, altas
y templadas. Lkl presente trabaje tienme como ebjetive priuncipal,
aislar, purificar y determinar las estructuras de metabolitos -~
sceundarios que se encuentren especificamente en la parte subte-

rrinea de la Stevia lucida lap. var. lucida.




1. GENERALIDADES.



Il. GENERALIDADES.

Las plantas biosintetizan varios compuestos como metabuli-
tos secundarios, entre estos se encuentran los terpenos, este -
roides, carotenoides, compuestos fendlicos, ete. (fig. 1)3.
Para llevar a cabo esta biosintesis, s3lo algunos metabolitos
primarios participan para la claboracidn de los productos natu-

rales quc se conocen.

TERP-E KOS,

En el metabolismo de los compuestos terpenoides se manifies
ta el isopreno (I) como pirofosfato de isopentilo, que es la u-
“nidad. b&sica para la f(;rmaci(‘)n de los terpcnos!', estos se clasi
fican en varios grupos dependiendo del nfimeroc de unidades de i-

- 5
sopreno que formen a la molécula ™ :

A

(89
NOMBRE UNIDADES DE ISOPRRENO No. DE €.
Hemiterpenos 1 5
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Sesterpenos 5 25
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40

Politerpenos n n



Fig. “l. " ESQUEMA-DEL -ORIGEN DE' LOS: PRODUCIOS NATURALES.
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DITERPENOS.

El geranilgeraniol en forma de pirofosfato es el precursor
hiogintetico inmediato de los diterpenos tanto ciclico como aci-
clicos, este se forma mediante una serie de reacciones enzimiti-
ca

s partiendo del 3cido mevaldnico.

El Acido mevaldnico se transforma en dcido mevaldnico-5-
pirofosfato, este proceso de fosforilacién se logra con la par-
ticipacidn de la coenzima trifosfato de adenosina, conecida co-

mo ATP,

pP oK
o AK //¥ %

N
v 0
€00k CHZOH CO0t CHZ-O-P-OH
OH
Acido- (3R} -Meval&nico Acido- (3R ~5-fosfata meva-
18nico.

H

1}
ATP ? Pﬁ
COOH  CH,0-PP
Acido~(3R)~5-pirofosfato

-
mevaldnico.



El dcido~3R-5-pirofosfato mevaldnico se fosforila nucvamen
te formando el dcido-3-fosfato-5-pirofosfato que sufre a su vez
una eliminacidn descarboxilativa y se produce el pirofosfato de

isopentilo, forma en la cual encontramos al isopreno a nivel ce

lulac.

ok ADP or

ATP :

COOH CHZO—PI' . 0/\ 0 CHZOI’P

Acido- (SR)-~pircfosfato Acido-3-fosfato-5-piro-

mevaldnico. fosfato mevaldnico.

—

Pirofosfato de Isopentilo.

El pirofosfato de isopentilo sc isomeriza en pirofosfato de

Y, Y'-dimetilalilo.

3 /
—
opP oPP
Pirofosfato de Pirofosfato de Y, Y-dimetilalilo

isopentilo,



Posterlormence, el pu‘oiosfato de }‘ Y dimetilalilo sufre

una sene de austltucxones hasta dar lugar al geranilgeraniol,.

)\/\ CH,OPP
oPP AN

z R
?
oPP l
Pirofosfato de 3 .}A—dime—
vilalilo. Pirofosfato de geranilo.

)\/\OPP =

[ S T
/k CH,0PP

Pirofosfato de farnesilo,

orp

SN

=
] o

FARNESOL.
(precursor de
sesquiterpenos).

CHZO H

GERANILGERANIOL,
{precursor de Diterpenos).

Pirofosfato de geranilgeranilo.



Una de las ciclizaciones mi3s comunes del geranilgeraniol

se inicia por un ataque electrofilico de la doble ligadura ter-

minal,

acompafiandose por un cierre del anillo en un proceso es-

tercoelectronicamente controlado.

Durante este proceso se gene

ra un carbocatidn, por:

pérdida de un protdn, captura de un e~

lectrdéfilo,

or medio de una ciclizacidn o por migracidn de me-
p

tilos™. (Fig. 2}.
A,
- ch,opp
+
B. ) i
PPOC, \r//\\‘ PPOCH, \
- X1
X+
:
;
CH,oPP
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En-la familia de. las compuestas, el género Stevia ha resul
tade ser-una de-las fuentes importantes de productos naturales,
iniciandose su estudio de aislamiento y caracterizacidn a prin-
cipios de este siglo. Rasenack fue el primero en aislar de
Stevia rabaudiana6 un glicdsido en forma crisctalina, posterior-
mente Dietrich’ describid una vez mdAs ¢l aislamiento de dicha
entidad y le dio el nombre de stevifsido. Con estos estudios
aumentd el interés de muchos investigadores sobre el género -
Stevia, y por consecuencia la obtencién de nuevos compucstos.

{Tabla I).



4
TABLA -1
ESPECIE COMPOSICION QUIMLCA REFERENCIA

1. §. rebaudiana Di terpeno, 8, 9
Triterpeno,
Es teroides.

2. S, rhombifolia Lactonas (sesquiterpenicas) 10
Sesquiterpenos.

3. 8§, serrata Lactonas sesquiterpenicas 11
Sesqui terpenos.

4. S. berlandieri Triterpenos, 12
Flavonoides.

5. S. paniculata Diterpenos {(Kaureno) i3

6. S. purpurea per. Sesqui terpenos, 14
Flavonas.

7. S, jaliscensis robinson Sesquiterpenos, 14
Diterpenos {Labdano).

8. S. policephala bertol Sesquiterpenos, 15
Dicerpenos (Clerodano).

9. S. eliator Sesquiterpenos. 11

10. §. ovata Sesquiterpenos, 11
Diterpenos.,

11. 5. boliviensis Sesquiterpenos, 16
Lactonas sesquiterpenicas.

12, 5. mandonii Scesquiterpenos, 16
Triterpenos,

13. 8. setifera Lactonas sesquiterpenicas 16

Diterpenos (Kaureno).



ESPECIE S ' i COMPOSICLON QUIMICA REFERENCIA

4. S salicifolia biterpenos, 17

Flavonoides,

Sesqui terpenos.

15, S, monardaefolia Lactonas sesquiterpenicas, 18

Diterpenos (Labdano).

16.5, myriadenia Lactonas sesquiterpenicas. 19

i7. 8. lucida lag. var. Diterpenos 20
biponti.

18. S. lucida lag. var. Diterpenos, 24
_lucida Esteroides.

19. S. seleriana robinson Estevoides. 24

Un andlisis muy simple de la tabla anterior nos permite de-
tectar que bastantes espccies del géncro Stevia contiencn diter

penus con esqueletos de Labdano (1) y/o de Clerodano (Il)zl.

(1) ¢ 11)



Teniendo en cuenta que hasta la fecha de el inicio de ela-
boracidn del presente trabajo no habdbfa nada descrito en la lite-
ratura quimica respecto al estudio fitoquimico de las rafces de

la Stevia lucida lag. var, lucida, se procedio al mismo, siendo

estoel ‘objetivo . del presente trabajo.

La»plénta presenta la siguiente clasificaciédn botdnica:

“.ee.Vegetal

A e Spermathopyta

ves s Angiospermal

Subdivisisn i.vi .

Clase ... e Dicotyledonal

orden ... «+ass Synandral

Familia ...ccvevnvineeasa. Compuestas
Tribu +v.vsiveensnerass.e. Lupatorial
GBNEero «oevuivennvarnisenss Stevia

Especia . Lucida

Variedad ... .00 vse.. Lucida



I1I, DISCUSION DE RESULTADOS.



ILI.  DISCUSION DE VRESULTADOS.

De la cromatografia en gel de silice del extracto de Ace -

tato de Etilo, de la planta en estudio Stevia lucida lag. var.

lucida, se obtuvo un compuesto aceitoso de color amarillo, y
una mezcla de compuestos, la cual se sometio a reaccciones qui-

micas logrando cavacterizar un segundo compuesto,

ACIDO LABDANLUCILUCIDICO.

r 75
Este primer compuesto presenta una t.aL-L')) = ~31.07 v una

>\max / EtOh = 224nm (& - 1820) (espectrd 1). El espectro
de IR (espectro 2) presenta upna banda en 3148 cm-l que corres-

i

ponde a dobles lipaduras, una banda en 1710 cm ' correspondien-
te a un carbonilo de cetona e<, B -insaturada, y en 1639 czn—l
se presenta otra banda que corresponde al carbonilo del dcido
carboxilico.

En el espectro de masas (espectro 3), el idn molecular M+
se localiza a m/z 318, que concuerda para una f8rmula condensa-
da C20H3003.

En el espectro de RMN-lH (espectro 4), se observa una se-
fial multiple en 5.7 ppm que integra para dos protones vinilicos;
¢n 2.2 ppm s¢ observa una sefial doble que integra para tres pro
tones que corresponde a un grupo metilo en A a una cetona o,
B - insacturada; en 1.2 ppm una sefal simple que integra para
tres protones que corresponden a un metile angular; en 0.8 ppm
su observa una sefial simple que integra para seis protenes a -

signada a gem dimetilos,



En basc al andlisis. cspectr ropuso’

la estructura para el Acidq‘Lﬁbdgnluc debe-ser un

diterpeno con esqueleto de’Eabd5n

Estructura 1.

ACIDO CLERODANLUCILUCIDICO.

El segundo compuesto presenta en su espectro de LR (espec-
tro 5), una banda entre 3500-3100 em | caracterfstica de un gru
po oxhidrilo de alecohol; una banda para un carbonilu de cetona
en 1638 cm_] y otra banda en 1625 cm—‘ para un carhonileo de 5(:3

do carboxilico.

En el espectro de RHH-IH (espectro 6) se¢ observa una sehal
simple en 5.7 ppe asignado ariginalmente 2 un protédn vinflico;
en 4,7 ppm se¢ encuentra una sefal ancha que intercambia con DZO
caracteristica dc un alcohol, en 2.2 ppm Se¢ encuentra una senal
dojle que s¢ asipgno para tres protones de un grupe metile vini-
lico; en 1.9 ppm se¢ ohserva una sefal doble que inteyra para -
tres protones de grupo netilo cercano a un dcido carnoxilico;
en 0.9 ppm encontramoes una senal simple que fue asignada para
tres protones de un metilo angular; en 0.8 ppm una scenal simple

que integra seis protones de gem dimetilos.



Cabe sefialar que esta espectroscopia nos muestra la pre-

sencia de una mezcloa de productos, diffciles de separar.

En base a la informacidn anterior se propuso inicialmente
la estructura del segundo compuesto, el Acido Clerodanluciluci-

dico {(estructura 2).

; CoOH
Ho

[

Estructura 2,

Para efecto de corroborar esta estructura, el compuesto
cuya ¢structura fue 2 sc tratd con el reactivo de Jones, vbte-
niendose los siguientes datos espectroscdpicos: en su espectro
de IR (espectro 7), se observa una banda en 1711 cm-l correspon
diente a un carbonilo de cetona y en 1690 t:m—l se presenta una
banda que corresponde al carbonileo de un dcide carboxilico.

En el espectro dc¢ RM lh (espectro 8) se encuentra una se-

flal simple en 5.7 ppm que integra para un protén vinilico; en

2.8 ppm se obscerva Una seial doble que integra para tres proto-
nes, dos sobre el anillo B y uno angular; en 1.9 ppm se encuen-
tra una sefial doble que integra para tres protones asignados a
un metilo (_5 a un dcido carboxilico o€, ﬁ- insaturado; en 1.2
ppa una scial simple asignada para 12 protones de cuatro grupos

metilos.




Estos datos nos indicaron la necesidad de descartar la es-
tructura 2, ya que en el espectro de RMN—lH de la oxidacidn se
encuentra una sefial que integra los protones de cuatro metilos
con desplazamientos quimicos semejantes, lo que no ocurre con la
estructura prepuesta anteriormente, ya que posece desplazamientos

quimicos diferentes para cada metilo.

En base a las anteriores evidencias espectroscdpicas se in-
firié que la estructura del segundo compuesto debia ser un diter

peno con esqueleto de Clerodano (estructura 3).

COOH

Ol

Estructura 3.

El compuesto 2 s¢ sometié a una segunda reaccién quimica,

usando cleruro de¢ benzoilc; observandose en su espectro de -~-
RHN-XH (espectro 9) dos sefiales multiples centradas en 7.7 ppm
que integran para cinco protones los cuales son asignados a los
hidrSgenos del anillo Ltencénico; una sefial simple ancha en 5.7
ppm que integra para un protdn vinflico; en 1.8 ppm una sedal

doble que integra para tres protones de un metilo A a un dcido
carboxilico o<, @2 - insaturado; centradas en 1.3 ppm varias se
fales simples practicamente sohrepucestas que integran para doce

protones de¢ cuatro metilos,



1V.. PARTE EXPERIMENTAL.



IV. PARTE EXPERIMENTAL.

La pureza de los productos y el desarrollo de las reaccio-
nes-se determinaron por cromatografia en placa fina utilizando
como reveladores, suylfato ecdrice al 1% en dcido sulfirico 2K,

vapores de yodo, y/o luz ultravioleta

Las cromatograffias en columna se realizaron en gel de si-
lice tamafio de particula de 0.2-0.5 milimetros (35-70 mallas),
utilizando como cluyentc un gradiente de sistema Acertato de Eti
lo -~ Hexano. Los puntos de fusidn se determinaron en un apara-

to. Fisher-Jones y no estan corregidos.

La rotacidn Gptica se efectud en un polarimetro digital
Perkin Elmer modelo 241. EL espectro de Ultravioleta se reali-
zo en un espectrofotdmetro UVIS, Perkin Elmer modelo 552 en Eta
nol. Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotdme-
tro Perkin Flmer modelo 283 y en un Nicolet modelo FT-3SK, uti-
lizando la t@cnica de pastilla (KBr) y solucidn clorof8rmica.
Los espectros de masas fueron determinados en un espectrofotd -
metro H/P 5895 GC/MS. Los espectros de RMN-lu fueron determi -
nados ¢n un espectrofotdmetro de RMN Fu-80 A, a 80 MHz, utili -
zando CDCI] como disolvente. Los desplazamientos quimicos es -
tén dados en ppm referidos al tetrametilsilano. Pava indicar
patrones de acoplamiento se usan las siguientes abreviaturas:

s = senal simples, d = scnal doble, t = seial triple, q = sefial

cuadruple, sa = seital simple ancha.



La Stevia lucida lag. wvar, lucida fue clasificada en el

Instituto de Biologia de la Univarsidad Nacional Autdnoma de
México y esta registrada con Voucher MEXO 419142, se colectd
en el mes dv Septiembre de 1983 en el Cerro del Cubilete, Esta
do de Guanajuato. £s un arbusto de un metro de¢ alte con flores

de color rosa.

Para el estudio quimico sc utilizd la parte subterrinca.
Se pesaron 350 g. de la rafz, se pico y macero con Acetato de
Etilo en frfo por tres veces. El extracto se concentro a sc -
quedad resultando de esta operacidn 20.7 gr. del crudo original.
Posteriormente fué cromatografiado en una colummna de gel de si-
lice, con el sistema Acetato de Etilo - kKexano (90-10), obre -

niendose una goma resinosa.

ACIDO LALDANLUCILUCLIDICO.

La poma resinosa se recromatografio en una columna de gel
de silice en el sistema Hexano-Acetato de Etilo (70-30), aumen
tando la polaridad hasta (50-50) logrando obtener una fraccidn

I.

De dicha fracciGn se aislé un compuesto cl cual posterior
mente se purificd por placa preparativa de silice, usando el
sistema hexano-Acetato de Etilo (50-50) y se identificd por sus
datos espectroscidpicos: ol ;5 = -31.0°; UV(EtOll) (espectro I)

)\max = 224nm (£ = 1820); IR (espectro 2) (CHCIJ) V max cm‘1
3148, 1710, 1639; L.M. (espectro 3) m/z (%) e 318(6.2); RMH~1H
Cespectro &) (CbCl,, ™S)d ppm, 5.7 (m, 2H), 2.2 (d, 3W), 1.9
(d, 3H)y, 1.2 (s, 3L}, G.8 (s, 6H).



“ACIDO:.CLERODANLUCILUCIDICO',

. De la fraccién I obtenida anteriormente s¢ abtuvo una mez-

’ fgla‘dc compuestos, la cual se corrio en una placa preparativa

de sflice, utilizando el sistema Hexano - Acctato de Etilo (60-40)
y se obtuvieron los siguicntes datos espectroscdpicos: IR (espeg
tro 5) (CHC13) ;-max Cm—‘ 3500-3100, 1638, 1625; RMN—lH {espee -
tro 6) (CDC1,, 5)d ppm, 5.7 (s, 1H), 4.7 (sa, LlH), 2.2 (d,3H),
1.9 (d, 34), 0.0 (s, 3H), 0.8 (s, hH).

OXIDACION DEL ACIDO CLERODASLUGILUCIDICO.

50 mg. del compuesto, se disolvieron en la menor cantidad
de acetona, se Llevd a bafio de hielo con agitacidn constante -
adicionando poco a poco ¢l recactivo de Jones, monitoreando la
reaccidn por cromatograffa en placa fina en el sistema Hexano -
Acctato de Etilo (60-40), posteriormente se extrajd con Acetato
de Etilo y se lavd con agua la fase orgldnica ¥y se scco con sul-

fato de sodin anhidro, obtenicndose un aceite puro, ¢l cual pre
sentd la siguiente espectroscopia:s LR (espectro 7) (CﬂCls) vV omax
en”! 1711, 1690; RuN-'t (espectra ) (€L, ™8)d ppm, 5.7 -

{(sa, 1H}, 2.8 (m, 3W), 1.9 (s, 3WH), 1.2 (s, 124).

BENZOILACION DEL ACIDO CLERODANLUCILUCIDICO.

50 mg. del producto se hicieron reaccicnar con 5 ml de clo-
ruro de benzoilo y 3 gotas dc¢ piridina, con agitacidn comnstante,
la reaccidn se controlo por medio de cromatografia en placa fi-
na, en el sistema Hexano - Acetato de Etilo (60-40), al término
de la reaccién se purificd el producto de la reaccifn por una
cromatografia en columna de silice, en el sistema (60-40) obte-

niendose una fraccidn A, un producto cristalino con los siguien



- {8 -

THS)S

tes datos espectroscdpicos: RMN-IH (espectro 9) (CDC13.
ppm, 7.7 (m, 5H), 5,7 (s, 1K), 1.8(d, 3H), t.3(m, l2H).



V., "CONCLUSIOXES.



V. LUSTIONES.

Se aisld y caracteriz6 duv la Stevia lucida lag. var, luci-

da, un nueve diterpeno biciclico con esqueleto de Labdano,

denominado Acido Labdanlucilucidico.

Se logrd determinar estructura a un segundo producto na =
tural diterplnico, con csqueleto de Clerodano, al cual se
le denomind como Acido Clerodanlucilucidico, no descrito

con anterioridad en la literatura.

Se sugiere continuar trabajando los mismos cxtractos, ya
que en ecllos se manifiesta la presencia de una probable

mezcla isomérica de los productos aislados.

Actualmente se esta determinando la configuracidn absolu-

ta d¢ estos dos nuevos productos naturales.



vi. ESPECTROSCOPIA.
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