0057

3
UNIVERSIDAD NACIONAL Z
AUTONOMA DE MEXIcOo ~J

FACULTAD DE QUIMICA

FTALIDOS DE LA FAMILIA
UMBELLIFERAE

T TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS QUIMICAS
(QUIMICA  ORGANICA)

(... ROSA GPE. REZA GAROURD TREVIRO

MEXICO, D. F. 1991



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



1.

2,

4.

Contenido

Pagina .

Resumen 1
Intioduccién 4
Revisién de ftélidos 8
Derivatizacién de ftilidos diméricos.

Correccién estructural de un ftalido dimérico

de Ligusticum wallichii .20

Constituyentes adicionales del extracto hexénico
de Ligusticum porteri.
Ensayos biolégices con Artemia salina

Conclusiones

Parte experimental

Espectros

Referencias

39

44

a7
49
59
79:



RESUMEN



Los ft&lidos son un grupo relativamente restringido de
productos naturales que provienen de ciertos grupos de
plantas de la familia Umbelliferae entre otras.

En total se han aislado hasta la fecha 45 ftalides,
nueve de los cuales son dimeros. En nuestro laboratorio se
aislaron y caracterizaron dos de estos dimeros al estudiar el
extracto cloroférmico de Ligusticum porteri. Bl estudio de
dichos dimeros y de uno de sus productos de hidrogenacidn
condujeron, respectivamente, a la propuesta de una
representacién tridimensional mAs adecuada para dichas
estructuras ya gque las empleadas anteriormente contenfan
cierta ambigliedad en cuanto a la orientacién exe o endo de la
molécula, y a la correccidén estructural de un producto
natural descrito por autores franceses.

Al analizar el extracto hexanico de Ligusticum porteri
se encontraron o-felandreno, g-felandreno, a-terpineno,
limoneno, p-cimeno y tres ftalidos, el 2-ligqustflido, el

E-liqustflido y el butilidenftalido.



Summary

Phthalides are a small group of natural products which
are mainly found in a certain dgroup of plants in the
Umbelliferae family. Tc date 45 phthalides have been
isolated, including nine which are dimeric.

Two of these dimers, diligustilide (37) and riligustilide
{40), were isolated and characterized previously in our
laboratory frem the chloroformic extract of Ligusticum
porteri. 'E NMR and UV spectral analysis of dimers 37 and 40,
and the hydrogenation products of 37 allowed the structural
reassignment of dihydrediligustilide {44), previously proposed
by French authors. Moreover, we propose a more accurate
three-dimensional representation of these molecules, affording
clarification of the current ambiguity between the exo and the
endo orientations.

Rnalysis of the n-~hexane extract of Ligusticum porteri
allowed characterization of the following monoterpenes and
phthalides: a-phellandrene, pg-phellandrene, a-terpinene,
limonene, p-cymene, E-ligustilide, Z-ligustilide and

butylidenephthalide.



INTRODUCCION



El descubrimiento de nuevas moléculas en la naturaieza
continua siendo un campo de investigacién fascinante gque
proporciscna conocimientos amplios en diferentes ramas de la
ciencia y representa un 4rea clidsica de investigacién en
gquimica orgénica. Las contribuciones en este aspecto y los
estudios sobre la funcién de estos productos en la
naturaleza, han permitido esclarecer fendmenos bioldgicos
complejos, como la interaccién quimica entre los seres vivos.
Por otro lado, los hallazgos en esta &rea han incidido de
manera notable en la sociedad moderna, ya que ciertos
productos farmacéuticos, componentes de insecticidas,
compuestos saborizantes, etc. han sido investigadcs tomando
como prototipe a las substancias naturales puesto que, por lo
general, éstas tienen actividades especificas, caracterfistica
muy apreciada para evitar reacciones o procesos indeseables
que dafien al ser humano y/o al medio ambiente que lo rodea.

De esta manera, en la bisqueda de compuestos cada vez
més especificos, se ha vigorizado notablemente en las Gltimas
décadas la investigaciém de las substancias naturales, en
especial las de origen marino, ya que estas presentan gran
variedad estructural asf{ como también actividades biolégicas
especializadas. Es interesante hacer mencién que algunos de
estos productos ya han sido comercializados.

En nuestro pais existe una notable tradicién en el uso
de la flora endémica para diversos propésitos, y esta
tradicién explica que desde los inicios de la investigacién

quimica en México, se practigue el estudic gquimico de la



vegetacién.

El presente estudio recopila la informacién existente de
un tipo de substancias naturales denominadas ftélidos,
circunscribiendo la descripcién a su presencia en la familia
de plantas Umbelliferae, y se analizan los resultados de
ciertas transformaciones quimicas de algunas substancias de
este tipo aisladas en nuestro laboratoric de la rafiz de una
planta perteneciente a este grupo, Ligusticum porteri.1

Este vegetal se Jlocaliza en la parte norte de 1la
Repiiblica Mexicana y en el suroeste de Estados Unidos, y ha
sido objeto de estudios etnobotdnicos por su importante uso
medicinal e intensa comercializacién en la regién, lo gque ha
provocado la sobreexplotacidén de este recurso.?

En China, India, Méxice y en el surceste de Estados
Unidos, los usos tradicionales de este vegetal y de ciertas
plantas del mismo género incluyen actividad antibacteriana,
insecticida, para el Atratamiento de dolores asociados al
reumatismo, y para padecimi;ntos gastrointestinales, El té de
la raiz de chuchupate, nombre que le dan los tarahumaras a
Ligusticum porteri, es efectivo para aliviar dolores de
cabeza y fiebres. El polvo de la misma se aplica tépicamente
sobre las heridas para prevenir infecciones.??

Sorprendentemente, alqunas investigaciones han
demostrado que ciertos animales hacen uso andlogo de este
vegetal. Un ejemplo de ello son los estudios realizados sobre
ciertos osos en Colorade, los cuales indican que estos

animales mastican la rafiz de Ligusticum porteri y la aplican



sobre  sue patas y piel empledndola asi como agente
antiséptico.‘ﬁ

Por otro lade, a diferencia de otros metabolitos
secundarios, los £ft&lidos han sido poco estudiados, tanto
desde el punto de vista quimico como farmacolégico. Es por
esto que el objetivo de éste trabajo es contribuir al

conocimiento de la reactividad de tales compuestos.



REVISION DE FTALIDOS



Se sabe que algunas especies de la familia Umbelliferae
contienen ftilidos.'* Sin embargo, estos metabolitos
secundarios se han encontrado también en otras familias de
plantas como son la Compositae, Gramineae, Leguminoseae,
Oleaceae,'* y iltimamente en la Gentianaceae.'*®

Algunos ftalidos son las subtancias responsables del
sabor y olor caracteristico de ciertas plantas comestibles de
esta familia, como el apio, y tales substancias se utilizan
como odorizantes y saborizantes en la industria
alimenticia.®'?

Las plantas que contienen ft&lidos se han usado y afn se
siguen utilizando ampliamente en la medicina tradicicnal en

2,3

diversos paises del mundo, principalmente en México, China

y Japén.222%323

Los usos populares de estas plantas son, entre otros,
los siguientes: para la dispepsia y flatulencia,®como
emenagogos y carminatives,’ como sedantes y espasmoliticos;'®
para dolores de cabeza, fiebres y dolores asociados al
reumatismo;°y para el tratamiento de desérdenes ginecolégicos
y obstétricos.™

BEn la tabla 1 se describe la informacidén de 1la
distribucién de los ftalidos en las plantas de la familia
Umbelliferae. Hasta ahora, de las especies gue se han
estudiado en esta familia s8élo veintiuna de ellas contienen
£t4lidos {tabla 1) y pertenecen a algunc de los siguientes

géneros: Angelica, Apium, Bifora, Cnidium, Levisticum,

Ligusticum, Meum y Petroselinum.



ESPECIE

L.dangelica
ZJy\gol(cd
3.dngelica
“+.Angelica
S.dngelica
é.Angel\'ca

7.4ngelica

acutilobag Kitagagua

acutiloba var.sugiyamae
anomala var. chinensis
agnomala Laliement
glauca Edgeu

sinensis

ternata

B.Apium graveolens

. Aplum graveolens var. rapaceunt

10.B{ fora testiculata

11.Cnidium officinale Makino

Ligusticum officinale Kitagawa

12.Conioselinum Kamtschaticum

13.Leuvisticum officinale Koch

14.Ligusticum acutiloba var.sugiyamae

15.Ligusticum acutilobum Sieb. et Zucc.

t6.Ligusticum nodiflorum Vill.

Trochiscanthes nodijflora Koch

17.Ligusticum porteri

18.Ligusticum stinense

Tabla 1

10

L ,20,34'%00

<FTALIDOS

1,4:2218,24,31.32,36,

3741427

134"

2:3,6,7,11,14,15,217.

C16293.4,7,10;12,13%?

1,3,4,5,7,11,12,14%°

1,15,8.4.5,7,12,13*%

1.1b,3.4,7,11,12,14%°
4,7,12%
3,10:°45'*16;°°19%¢
17,18,24,26,30,31,32,

39;25,26

10.12%7
1.4

4,38,39;'%4,5,7,22'°



19.Ligusticun wallichii 14;1425,40,44,;1%32;%°

37;%*27,35,°°16,31,32
455t

4:47,32,37 710,17,
18,19,2+4,31,32"

zi.Potrosorlinym c_ri‘.spum var.tuberosum 4,7°

Tabla 1 (continuacidn)

Bs importante hacer notar.que en todas estas especies se
estudié el contenido de ftalidos en la parte subterrdnea de
la planta, y en la mayoria de las ocasiones se estudiaron los
extractos poco polares o hexdnicos, pues se ha demostrado que
en este tipo de vegetales, los disolventes no polares son
capaces de extraer los principios activos mas efectivamente
que los disolventes polares.”

A la fecha se han encontrade 46 ftilidos dentro de la
familia de las Umbeliferas de los cuales nueve son dimeros.
En el esguema 1 se muestran las estructuras de todos los
ftalidos aislados hasta la fecha, y en la tabla 2 se indican
los nombres de cada une y su peso molecular.

Antes se crefa que los ftdlidos aislados de umbeliferas

no contenian substituyentes en el anillo Aj**

sin embargo,
estudios posteriores han demostrado lo contrario, ya gque se
han encontrado varios ftalidos los cuales tienen

epéxidos, *®hidroxiles'®*?»¥ 4 otros substituyentes en

1



dicho anil;lo.z
. El ft&lido aislade mis frecuentemente de las plantas gque
contienen  este tipo de substancias es el 2-liqustflido
“)"s-:u
" Dpebido a la abundancia del Z-ligustflido (4) en esta
familia, éste se ha propuesto como precursor biogenético de
ftalidos.'™® A su vez, se supone que la biogénesis de este
tipo de metabolitos se lleva a cabo a través de la unién
cabeza-cola de unidades de acetato.?®™

Como puede apreciarse en el esquema 1, hay algunos
ftalidos con estructuras bastante similares, por lo dque
resulta dificil su purificacién e identificacidén, y se han
realizado estudios tendientes a optimizar su sxc_sp:-u-a.r:.i.én.’5 En
cuanto a su identificacién, existe una recopilacién de los
datos espectroscépicos (RHN‘B Y RMN mC) de algunos
ftalidos,'> sin embargo, tal revisién s86lo incluye diez

ftalidos del total aislados hasta la fecha.

12
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1;
2.

3.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

19.

20.

_Tabla 2

Nombre(s)

3-butilidenftdlido (E y 2)
3-isobutilidenftalido
3-butilftalido

Z-ligustilido

B-ligustilido
3-isobutiliden~3a, 4~
~dihidroftdlido
Sedanendlido

Anhidrido sedanénico
Anhidrido sedanénico
Cnidilido

Sedandlido

Neocnidilido
cis-neocnidilido
3=-butilhexahidroftalido
3~isovalidenftdlido
7-hidroxi-3-butilidenftalido
5-hidroxi-3-butilidenftdlido
9-hidroxi=-3-butilidenftdlido
Senkyunolide B
4-hidroxi-3-butilidenftdlido

Ternino

Férmula
Ci2H1202
C12H1202
Ci12H1402
C12H1402

Ci2H1402

CizH1402

C12H1802
Ci2H1602
Ci2H1602
Ci12H1802
Ci12H1802
Cs2H1802
C12H1802

C12H2002

C13H1402

C12H1203
Ci12H1203

C12H1203

Ci2H1203

C13H1602

Tabla 2 (Continuacién) '
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P.M, T

188
188
190
193¢0

190°

190
192
192
192
194
194
194
194
196

T.202

204
204

'+ 204

204
204



21.

22,
23.

24.

25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.

33.
34.
35.
36.

7.

38.
39.

40.

3-igsovaliden-3a,4-
-dihidroftdlido
Valideno-4,5-dihidroftalido
Acido ligusticum
9-hidroxiligustilido
Senkyundlide F
2-6,7-epoxiligustilido
Senkyundlido G
Senkyundlido K
Acido sedanénico
Acido sedanélico
Senkyundlido D
cisg~6,7=dihidroxiligustilido
trans-6,7-
-dihidroxiligustilido
Senkyundlido J
Ternitino
Senkyundlido M
Angeloylsenkyundlido F
Levistélido A
Diligustilido
Levistélido B
Angedlido

Riligustilido

Ci13H1602
Cx:Bstz
Ci12H1403

C12H140a

Ci281403
Ci1zH1603
C12H1603
Ci12H1803
CizHz002
Ci12H1404
Ci2H1604

Ciz2B160¢

C12H1804
C14H1602
Ci6H2204
C17H2004

Cz2¢H230n

C24Has04
C24H2804

Ca4H2804

Tabla 2 (Continuacién)
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204
204
206

206

206
208
208
210
212
222
224
224

226
232
278
288

380

380
380

380



a1,
a2,

43,
44,

45,

Tokinélido A
Tokinélido B

E-232
Dihidrodiligustflido
Wallichilido

19

Ca4H2804
Ca4Has0u
C24H2804
C24H3004

Ca5H320s5

380
380
380
382

412



DERIVATIZACION DE FTALIDOS DIMERICOS.

CORRECCION ESTRUCTURAL DE UN FTALIDO DIMERICO DE
LIGUSTICUM WALLICHII.



El andlisis quimico de las raices de Ligusticum porteri,
realizado recientemente en nuestro laboratorio,’ permitid el
aislamiento y determinacién estructural de Z-ligustilido (4),
riliqustilide (40), 2~6.6',7.3a'-diligustilido (37},

isovainillina (46) y &cido 4~hidroxi-3-metoxicindmico (4'1).5

cHeO
0
A oH
on Ho :
00"5 - OC"J

46 47 -

Bl riligustilido (40) y el diligustiflido (37) son
ftalidos diméricos del z-lié;stilido (4), Yy una
caracteristica excepcional de ellos es que se encuentran en
la naturaleza como mezclas racémicas.” El riliqustilido (40)
puede considerarse como el producto de la cicloadicién

(n2s + n2s]°%

del doble enlace C3,Ce del Z-ligustilido con
el doble enlace 6’,7' del mismo monémero, como se muestra en

la figura 1.

Figura 1
21



Por otro lado, el diligustilido (37) deriva de la

3 de z-ligustilido, donde el dieno

cicloadicién [m4s + 12s)
lo integran los carbonos C3a, C7a, C7 y C6 del mondmero, Yy el
dienéfilo, la olefina de los carbonos C6, C7. El estado de

transicién de la cicloadicién que genera 37 se muestra en la

figura 2.

— Figura 2 —J ’
La peri-, regio- y estereo- selectividad en la formacién
de los aductos y la relativa estabilidad del mondmero frente
a diversas condiciones de reaccién dan evidencia de la
antenticidad de estas subgtancias como productos naturales.
Son relativamente pocos los ftalidos diméricos que se
han caracterizado, y todos ellos se han aislado de plantas de
la familia Umbelliferae. Asimismo, su baja proporcién con
respecto a otros metabolitos secundarios presentes en las
mismas fuentes naturales, ha impedido la realizacién de

estudios de la reactividad quimica de tales substancias.

22



Dado el alto indice de insaturacién de estas moléculas
(9=10), s8se 1llevd a cabo 1la reduccién en condiciones
cataliticas de los ftilidos diméricos 40 y 37, con el objeto
de evaluar detalladamente el comportamiento gquimico de las

substancias.

REDUCCIQON CATALITICA DE RILIGUSTILIDO (40)

La hidrogenacién de una solucién de 40 en acetato de
etilo en 10% Pd-C durante 24 horas generé una mezcla de
productos, que fueron caracterizados como 48 Y 49, como se
indica en el esgquema 2. El compuesto 48 es el producto
mayoritario, Yy corresponde al tetrahidroderivade del
riligustflido (40), en el cual, como es de esperarse, se
saturan los dobles enlaces C6, C7 y C3/,(8’ de 40, los cuales
no estan conjugados con los carbonilos, y por lo tanto son
més susceptibles a la reduccién catalitica debido a que
poseen mayor densidad electrénica,™

La saturacién del doble enlace <C3', cs’ del
riligustilido (40) genera un centro gquiral en C3', La
configuracién de tal carbono se establece al analizar el
estado de transicién de la hidrogenacién, el cual se muestra
en la figura 3. Es evidente que la cara si de C3' (del
enantidmeroc indicado) se encuentra en la parte convexa de la
molécula, por lo que el hidrégeno se adiciona por esa

direccién, generando el centro con quiralidad R. La

23



transformacién de 40 a 48 es una reaccién estereoselectiva,

. .. s . s 3@
en particular es una reaccién diasterocara diferencjadora.

Esquema 2

24



Figura 3

El producto minoritario de la reaccién es el dihidro-
dehidro-derivado (49), en el cual se satura el doble enlace
*C3', C8‘ del riligustilido (40) con un cursc estereoguimico
andlogo a la transformacién recién descrita, y se
deshidrogenan los carbonos C4 y C5, generdndose el sistema
bencenoide. La competencia entre la reaccién de reduccién
(para generar 48) y la aromatizacién (para formar 49) es una
reaccién ampliamente documentada,®®obteniéndose generalmente
mezclas de productos. En este caso particular puede
concluirse gque la presencia de la espiro lactona en el
riligustilido (40) le confiere un alto lgrado de congestién
estérica a la molécula. Precisamente los hidrégenos en C4 y
C5 del riligustilido (40) se encuentran en la parte céncava

de ésta, por lo que la deshidrogenacién debe ser favorecida

25



adicionalmente por la relativa disminucién de la compresién
estérica en el producto (49).

Estos resultados son andlcgos a los cbtenidos en 1la
reducecidn catalitica del angeélide (39) informades por Hifle
Y colaboradores,® en la cual se obtienen los productos 50 y
51 {esquema 3). El angedlido (39) posee también una espiro-7

lactona en su estructura.

)

39

B

- Esgquema 3

" 'REDUCCION CATALITICA DE-

'2,%2'-6.6',7.3'a~-DILIGUSTILIDO (LEVISTOLIDO A, 37).
Antes de describir la reduccién de 37, es conveniente

mencionar que la representacién estructural de esta molécula

geners cierta confusién . Los autores franceses' ''®?

26
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utilizaron repetidamente la férmula 52 para esta molécula, que
fue informada desde 1982 como constituyente de Ligusticum

wallichii.®

sin embargo, la férmula empleada (52) no indica
claramente la configuracién en 6’ y 3’a, denerando ambigiiedad
con respecto a la orientacidén exo- o endo- de la substancia.
Tales posibilidades estereoquimicas deben representarse con
las férmulas 53 y 54, respectivamente. La identidad de esta
substancia con el levistélido A (37), aislado por HEfle y

colaboradores de Levisticum officinale,m

quien utilizdé la
férmula 54, sugiere la orientacidén endo del aducto de Diels-
Alder. Para evitar representaciones estructurales ambiguas, es
importante utilizar férmulas que indiguen clara y concisamente
la expresidén estereoquimica de las susbstancias. En este caso
particular, las f6rmulas 37 o 54 para el estereocisdmero endo y
53 o 56 para el ezxa,

Es nuestra recomendacidn el uso de las férmulas 37 y 56
para estas substancias, ya que indican sin ninguna ambigiledad
la argquitectura molecular. Tales representaciones se
continuardn utilizando en el presente trabajo.

La hidrogenacién catalitica del producto natural 37
aislado de Ligusticum porteri, produjo una mezcla de dos
substaneias, 57 y 658, en proporcién 3:1, y son el
3,8,7',7a’'-tetrahidro y el 3,8-dihidroderivado,

respectivamente (esquema 4).

28



37

57 58

Esquema 4
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El producto mayoritario, es el tetrahidroderivado (57),
en el cual se hidrogené el doble enlace C7, C7'a, que estéd
conjugadoe «con el carbonilo, El anadlisis del ©curso
estereogquimico de la reduccidn de los dobles enlaces C3, C8 y
€7, C7'a indica que la cara re de C3 y la cara si de C7’a son
las mds accesibles y por lo tanto los centros quirales que se

generan poseen la configuracién 35 y 7a‘'R. Figura 4.

Figura 4

Es interesante notar que el doble enlace C3*, €8’ del
diligustilido (37) no se reduce, debido seguramente a gque las
dos diasterocaras de la olefina estdn impedidas al accesoc del
agente hidrogenante.

El producto minoritaric de esta transformacién es el
dihidroderivado (58), un sdlido cristalino en el cual sélo se

reduce el doble enlace C3, C8 de 37.

- 30



CORRECCION DE UN FTALIDO DIMERICO DE _Ligusticum vallichii

La 'esfructura 58, 'sin especificar la configuracién en
c3, - fué asignada por, autores franceses a
2-3’.8’~dihidro-6.6,7,3’a-diliqustilido (44), un ft4lido
dimérico de Ligusticum wallichii, obtenido como aceite.'®

Ademds de las diferencias de los estados fisicos de
ambas substancias (el 3,8-dihidroderivadoc obtenido por
reduccién catalitica de 37 es un sélido cristalino, mientras
que la substancia de L. wallichii es un producto aceitoso),
las cuales pudieran eventualmente atribuirse a la presencia
de impurezas en el producto natural gque impiden su
cristalizacidén., Sin embargo, la comparacién de los datos
espectroscopicos indicé valores disimiles, lo cual permitié
concluir que ambas substancias son diferentes.

En particular, los desplazamientos quimicos de H-3 (&
5.11) y H-8' (8 5.18) informados para la supuesta estructura
58 por Kaouadji,’s estdn a campo bajo con respecto a las
asignaciones de los hidrégenos andlogos del producto de
reaccién (H-3: & 4.54; H-8' § 4.96, figqura 5). Por otro lado,
la Amax informada para la substancia de L. wallichii, 273 nm,
la cual se debe a una dienona conjugada, no es consistente
con la férmula 58, por lo que se concluye que la estructura
propuesta para el producto natural de L. wallichii por los

investigadores franceses, no es correcta.
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H & 4.58 o L Hé §5.11

o
¢ 273 nw?
xmaxzoz nm Amax
Dikidroderivado del aducto - Dihidroderivado del aducto
4+2, como producto de reac 442, reportado como producto
cién. (L. porteri). natural* {L. wallichi).
58 ‘s8
Figura 5

El anflisis de los datos publicados para el ftdalido
dimérico natural permite deducir que el constituyente de L.,
vallichi es
rel-{3'R)-%-3',8'-dihidro-6,.6',7.3a’-diligustf{lido (44}, Yya
que @ésta estructura estd de acuerdo con las siguientes
evidencias:

(a) la presencia de una dienona a,B8,7,5 insaturada, y
evidenciada por la absorcién en UV a A wax 273 nm,

{b) 1la sefial en & 5.18 pertenece a H-8, y estd de
acuerdo con el hidrégenc § de la dienona conjugada (figura
6).

(c} la sefial en &§ 5.11 Be asigna a B-3‘, y 1la

configuracién en C-3 en el enantiémero mostrado en la figura
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6 es R, ya que H-3' ge encuentra desplazado a campc -bajo’
{aprox. 0.40 ppm) por la desproteccién que ejerce scbre él el .
carbonileo en C-1, y L
(d) el desplazamiento diamagnético de H-7 de 58 (& 3.02)
con respectec al H-7 del diligustilido (37, & 3.27) es
consistente con la saturacién del doble enlace C3'-CB'. Este
andlisis permite concluir que la estructura del producto
natural aislado por los autores franceses de L. wallichii,

debe corregirse a la estructura 44.-

o =
H;3' §5,11 _}max273 nm
44
Figura 6

REACCIONES ADICIONALES DE LOS FTALIDOS DIMERICOS 37 Y 40.

Se realizaron algunos ensayos de reduccién de los
aductos 40 y 37, con hidruros metdlicos. Al tratar el aducto
{4+2] con NaBH« o LiBHs no hay modificacién de la materia
prima. Por otro lado, la reaccidén de solvdlisis del aducto

{4+42] (37) con metdxido de sodio en metanol, produce una
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mezcla de tres productos que se transforman con el tiempo y
al ‘contacto con silice., La no disponibilidad de la materxia
prima en cantidades adecuadas para la realizacién de las
reacciones a nivel preparativo (aprox. 100 mg), impidié la

continuacién de los ensayos.

Al hacerse la correcién estructural del dihidroderivade
del aducto ([4+2] (44), se consideréd la conveniencia de
realizar la correlacién quimica para cbtener directamente el
producte natural de Ligusticum wallichii 44, a partir del
diligustilido (37). Esta correlacién involucra como
intermediario al wallichilido (45), que también es un
metabolito secundario de L. wallichii. La secuencia de
transformaciones que conducirfian eventualmente a la
correlacién quimica se ilustran en el esquema 5.

El primer paso consistirfa en la apertura selectiva de
la lactona fusionada al biciclo, para obtener eventualmente
el wallichilido (45), el cual se someteria a reduccién con
NaBH:, produciéndose 1la mezcla de alccholes epiméricos
correspendiente. Uno de los epimeros generaria, al
lactonizarse, el producto 44, completdndose la correlacién
propuesta.

Los intentos de apertura selectiva de la lactona méas
tensionada fueron infructuosos, ya que no se obtuvo el
monoester 45. Estos resultados sugieren que el carbonilo de
la lactona fusionada al biciclo debe estar muy impedido al

atagque del agente nucleoffilico, por 1lo que se obtiene el
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producto altei:no_ 59.:

K2CO3/MeOH/H20

NaBHe

44

Esquema 5
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59

Por otro lado, el an8lisis estructnral del wallichilido
(45) sugiere gue esta substancia pudiera ser un artefacto
generado durante el aislamiento de la misma, en la cual se
adiciona metanol al diligustilido (37, Esquema 6}, ya que
durante este proceso se utilizé metanol como eluyente en la
cromatografia de liquidos de alta resolucién.’! Sin embargo,
la situ- selectividad observada en la reaccién de hidrélisis
arriba mencionada no apoya esta suposicién. El espectro de RMN
B de a5 fue proporcionada por el Dr. Fukuyama de los
Laboratorios de Quimica de Productos Naturales en Otsuka
Pharmaceutical, Japén. (Espectro 15).

Al obtener los resultados anteriores se modificé el plan
de trabajo para obtener 44, el cual se ilustra en el esquema

7.
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14 : o 45
Esquema L )

NaBH.*®

MeOH, 0°C

60

.Esquema 7
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Injcialmente se efectud larmetanéliaia del diliqustilido
(37) obteniéndose el diester 60. Este idltimo se somete a
reduccién selectiva de cetonas en presencia de enonas.*® a1l
efectuarse la reduccidén a -78°C y a 0°C con NaBH: se recupera
la materia prima, por lo que se procedid a efectuar 1la
reduccién a temperatura ambiente. En estas condiciones se
obtuvieron dos productos menos polares que la materia prima.
Bsta mezcla no logré separarse debido a la poca cantidad de
material y a la similitud de los Rf de los constituyentes de
la misma. Ademdas el producto esperado deberia ser
presumiblemente mds polar que la materia prima.

Al efectuar la reaccidén de reduccién de 60 con LiBHs a
temperatura ambiente se obtuvieron cuatro productos de
reaccién adicionales a la materia prima, de los cuales solo
uno es més polar que el reactante. Por las mismas razones
anteriores, esta mezcla de reaccidén no se logré resolver en
sus componentes.

Dada la no disponibilidad de 1los productos naturales
apropiados, ni del material wvegetal para su eventual
aislamiento, no fué posible 1la realizacién de ensayos

adicionales para efectuar la correlacién quimica.
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CONSTITUYENTES ADICIONALES DE
LIGUSTICUM PORTERI



Los rizomas de las plantas del género Ligusticum son
conocidos en todo el mundo por su uso medicinal y olor
caracter{stico. Precisamente este olor peculiar es atribuido a
los ftalidos presentes en el vegetal. Tales substancias se
descomponen fécilmente al contacto con el aire y con 1la
temperatura, y esto provoca ligeros cambios en el olor de los
residuos orgdnicos gque las contienen.

Se ha reportado en la literatura que las substancias
responsables de este aroma provocan estornudos, hemorragias’

"nasales y trastornos auditives.® El autor del presente
trabajo experimentd ligera scmnolencia durante la obtencién
de los extractos ¥y en las etapas iniciales del
fraccionamiento, por lo gque fue necesario adoptar las medidas
pertinentes para la manipulacién de los residuos orgénicos
con este olor caracteristico.

La separacién de las mezclas de ftalidos siempre ha
presentado y aln presenta una dificultad experimental extrema
debido a su similitud, por lo gque los estudios estructurales
han omitido en ciertas ocasiones los aspectos
esterecquimicos. Recientemente se ha utilizado la metodologia
de cromatograffia de gases acoplada a espectrometria de masas
para la identificacién de estas substancias. Sin embargo,
esta técnica presenta severas limitaciones para caracterizarx
substancias novedosas y discriminar estructuras
esterecisoméricas.

Esta metodologia se empled en el presente trabajo para

el anAlisis de una fraccién del extracto hex&nico de la raiz
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de L. porteri cbtenida mediante un fraccionamiento previo por
cromatografia liguido-sélido. La figura 7 wmuestra el
cromateograma obtenideo en las condiciones que se describen en
la parte experimental y los resultados se muestran en 1la
tabla 3.

El contenido de esta fraccién puede dividirse en dos
tipos de substancias que son los monoterpenos, que presentan
tiempos de retencién cortos, y los ftilidos, que poseen mayor
tiempo de retencién. Las proporciones relativas del primer
grupo de substancias acumulan presumibliemente 42.4% mientras
que los ftalidos suman 57.4%, aproximadamente. Tal proporcién
es similar a la encontrada previamente en las fracciones de
baja polaridad de los extractos de especies de Cnidium'® y
Levisticum,'® en 1a que los £ftaAlidos representan la mayor
proporcién de los elementos constitutivos de este residuo.

Es interesante notar gque algunos compuestos terpénicos
presentes («~pineno, limoneno, R-felandreno, a-terpineno y
p-cimeno) han sido detectados en especies comestibles de
Umbelliferae tales como el apio y el nabo?® siendo el
limoneno un compuesto relativamente abundante en estas
especies.

No todos los ftdlidos presentes pudieron resolverse en
las condicicnes de operacién instrumental empleadas, las
cuales se describen en la parte experimental, sin embargo, el
espectro de masas obtenido de esta fraccién permite concluir
que E- y Z-liqustilido estdn presentes como constituyentes

mayoritarios y deben ser los responsables del intenso olor

41



caracteristico. Los ftilidos también estan presentes en las
plantas comestibles arriba mencionadas pero en una proporcién
relativa significativamente menor. 2°

Cabe sefialar que el anilisis realizado por cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas corresponde a las
primeras fracciones de la cromatografia liquido-sélido del
extracto hexanico, per lo que presumiblemente este residuo se
encuentra enriquecido en monoterpenos, con respecto a este
extracto, ya que estos metabolitos tienen un tiempo de
retencién menor. Asi, las proporcicnes de monoterpenos con
respecto a los ftdlidos en el total del extracto hexanico,

debe ser menor.

Tabla 3 ]
Compuesto Rt (min) % Relativo -
a-pineno 1.7 ) 0.74
e-felandreno 2.3 ) ‘ 1;2;56,'
limoneno - 2.4 N 6,23 ‘,“"
g-felandreno Cae .54
x-terpineno . 3.0 B T
p-cimeno 3.1 W S 3260
desconocido 5.4 _ o ” 7.74:"
butilidenft&lido - - oo 26,80 LT 6.30°
E-ligustflido 28 N 42.28
Z-ligustflido . 28.3 :

desconocido 32.7 o 7.39
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ENSAYOS BIOLOGICOS



Debido al frecuente uso popular medicinal . que’ paséeﬁ'
diversas preparaciones de la raiz de L, porteri, no 56101en
humanes, sino también en animales, como' se describié en la
introduccién del presente trabajo, se cnnsiaeré pertinente
realizar una prueba bioldgica exploratoria preliminar con
algunos de las substancias caracteristicas de este vegetal,
que son los ftélidos.

Hace algunos afios se describid un método simple para
efectuar bioensayos preliminares de productos
naturales.' Este método consiste en determinar la toxicidad
de una substancia o extracto hacia el crustdcec Artemia
salina. El procedimiento determina valores de concentracién
letal media (LCso] en ug/ml o ppm de compuestos activos y
extractos en un medio acuoso salino que contiene las larvas
del camardm. Los resultados obtenidos se ilustran en las
tablas 4 y 5 para el %-ligustilido (4) y para el
diligustilide (37} respectivamente. Como puede apreciarse el
Z-liqustilido resulté ser muy téxico teniendo una LCss de
20.1 ppm mientras que su derivado [4+2] (37) no tiene
toxicidad alguna contra Artemia salina (LCso > 1000 ppm).

‘ En este bioensayo, las substancias que poseen una
concentracién letal media menores a 1000 ppm se consideran
como tdxicas.

los resultados obtenidos sugieren que el Z-ligustilido
puede ser el responsable de la actividad antiséptica de las
preparaciones de esta planta, y no los dimeros. Sin embargo,

es clarc que son necesarios bioensayos adicionales que
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Concentracién (ppm)

Sobrevivientes

Muertos
% mortalidad

LCso= 20.1 ppm

Concentracién (ppm)

Sobrevivientes

Muertos
% mortalidad

LCso > 1000 ppm

Tabla 4

1000
0/10
o/10
0/16

30/30

100

Tabla 5

1000
10/10
10/10
10/10
0/30

[}
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100
0/10

0/10 ..

0/1

‘30/30°
~.100

100
10/10
10/10
10/10
0/30

permitahrlarevaluaciﬁn farmacolégica de estas substancias.

Resultados del bioensayo de Z-ligustilido con Artemia salina

10

6/10 -

8/10
8/10
8/30

26.66

Resultados del biocensayo del diligustilido con Artemia salina

10
10/10
10/10
10/10
0/30

1]



CONCLUSIONES



La revisién de la literatura quimica sobre los ftélidos
“indica ‘que ‘este tipo de productos naturales son de
distribucién restringida en la naturaleza y que han sido poco
estudiados desde el punto de vista quimico. Al efectuar
algunas transformaciones quimicas en los ft&lidos diméricos
aislados de Ligusticum porteri, se observd que el
comportamiento quimico de estas substancias, frente a los
reactivos probados, es altamente sensible a loa factores
estéricos, y la prediccién de 1la estereoquimica de los
productos puede realizarse utilizando este tipo de argumentos.
Por otro lado, las plantas gue biosintetizan £tilidos
presentan gran variedad de usos en la medicina tradicional; y
es probable que la actividad farmacolégica de Ligusticum
porteri ase deba al Z-ligustflido, y no a los dimeros
presentes, debido al hecho de gue resulté ser muy téxico de
acuerdo al bioensayo con Artemia salina. Sin embargo, es
necesario efectuar pruebas biolégicas adicionales las cuales
permitan evaluar la accién farmacolégica de 1los ftélidos
diméricos presentes en este vegetal.

El anélisis estructural de uno de 1los productos de
hidrogenacién del diligustilido permitid la correccién
estructural de un producte natural aislado de Ligusticum
wallichii,

El estudio por CG-EM de las fracciones de menor
polaridad de los extractos orgdnicos de L, porteri, permitid

la caracterizaci.én de sesquiterpenos y ft&lidos adicionales.
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PARTE EXPERIMENTAL



Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato
Fischer-Jones. Los espectros de IR fueron obtenidos en
solucién de CHCli. Los espectros de RMN 'n y 3¢ fueron
determinados a 80 6 300 MHz y a 75 MHz, respectivamente, en
solucién de CHCls, utilizando como referencia interna al TMS.
Los espectros de masas fueron obtenidos en un espectrémetro
Hitachi Perkin-Elmer RMU 6D de doble foco, utilizando 1la
técnica de impacto electrénico y un potencial de ionizacién de
70 ev.

Las subtancias naturales utilizadas para las reacciones
fueron obtenidas previamente comc se describe en la referencia

1.

Hidrogenacién de {(Z)-rel-(8S,6’R,7'S)-8.6',3.7'~diliqustilido.
(riligustilido, 40).

Diez mg de Pd/C al 10% suspendidos en 5ml de acetato de
etilo se prehidrogenaron a temperatura ambiente y con
agitacién continua durante 1lh. Al cabo de este tiempo se
adicionan 85 mg de 40 disueltos en 5 ml de acetato de etilo.
La reaccién se mantuvo por 3.5 horas. Al cabo de este tiempo
se consumié la materia prima y se observan dos productos de
reacecién,

La eliminacién del catalizador por filtracién sobre
celita y la eliminacién del disolvente por concentracién a
presién reducida permitid la obtencidén de wun residuo
aceitoso, el cual fué resuelto en sus componentes por medio

de una cromatografia preparativa, utilizando como mezcla
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eluyente hexano-acetona 7:3 y desarrcllando dos ' veces la

placa. El producto de menor polaridad - ,951"?1 e

tetrahidroderivado (48), del cual se obtienen 35 mg.

Estado fisico: aceite incoloro
IR (CHCla): 3028, 3014, 2959, 2935, 2868,
1072, 1039, 940 cm.”’ (Espectro 3).

RMN 'H {80 MRz, CDCla): & 4.85 (H-37,°

(B-7', 1H, d, 6Hz), 2.84 (B
(Bspectro 4).

EMIE (70 eV) m/z (% int. rel.): 384 (M

0.6);

(79.7), 192 {100), 163 (18), 150 (151,‘
El producte de mayor polaridad correspoﬁderal}dehidrb

dihidro derivado {49). Se obtuvieron 14 mg.

Estado fisico: aceite incoloro

IR (CHCla): 3031, 3016, 2960, 2933, 2873;'1757;'i685,:
953 cm™' (Espectro 5). ' 3

RMN 'u (80 MAz, CDCl3): & 7.85-7.35 (4H, sefial coi!lpleja,
hidrégenos aromAticos), 4.83 (313},'1H,m),
3.56 (8-7', 1B, d, 9Hz). (Epectro 6).

EMIE (70 eV) m/z (int. rel.): 380 (M,  17), 193 (100), .

188 (35}, 159 (42), 146.(24).

Reduccién catalitica de
(2,%')-Tel-(6R,7R)-6.6',7.3'a~diligustilido. (37).
Se disolvieron 100 mg de 37 en 10 ml de acetato de etilo
Y se hace reaccionar con atmésfera de hidrégeno empleando

Pd/C como catalizador. Después de 24 hrs. se filtra sobre
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celita 'y se.concentra.

ellos crista‘liz{s" de et

se obtuvieron 25 img

Estado 'fiéri.co.
Punto de’ Ei;siéh;'
IR (CHCLsj" em? 57
1666, 1463, 1174,
(’E'srpé.i:tx:cjvé S N
Ry B (aﬁ.x-'m‘z,fdbt:h,):'Vj{.eéippm» {B-B*, " 1H-
2.86 ppm (H-7, 18, d, 10 Bz). (Espectro 10). i
EMIE (70 eV) m/z (rel.}: 384(u%,100), 356(37), 327(38),
T yg9(32), 0 187(31), 163(81.4), 107(47),° 10'75(52)',7'4

91(61), 83(42), 79(66), T7(46), 55(79.7), 41(42).

él producto mis polar se obtuvo después de purificarlo
tres veces por cromatografia en capa fina en la que se empled
como eluyente una mezcla de hexano-acetona en proporciones
733, 7:3 y 8:2., Se obtuvieron 8 mg de éste, y corresponde al
dihidroderivado.
Estado fisico: cristalino.
Punto de fusién: 104-106°C
IR (CHC11) cm™ts 2959, 2933, 2872, 1754, 1710,
1666. (Espectro 11).
RMN 'H (80 MHz, CDCls): 7.29 ppm (H-7', 18, &, 7 Bz);
4.96 ppm (BH-8', 1H, t, B Hz), 4.54 ppm (B-3, 1H,
W 12 12 Hz), 3.18 ppm (H-7, 1H, d, 9 Bz), 2.96 ppm

(E-6', 1H, ddd, 6.5, 2.5, 2.5 Hz). (Espectro 12).




EMIE - (70. ',évj";m_/;:, (%zel)asz(u‘

- 190(100), . 161(45), 148(53.9), '107(25)

'3’ 9»1,(25))- 79(24); 17(20), 55(51.1);'-'4"17(;2;3)."f"

Eﬁséyos'de reacciéﬁ con hidrures metdlicos de (37) 'y (40i;

A una solucién de 8 mg de 37 o 40, (en corridés
diferentes), disueltos en 4 ml de metanol anhidro, a 0°C, se
le " adicionaron 1.6 mg de NaBHi. Tales condiciones se
mantienen por tres horas. Al término de este tiempo no se
observa modificacién de la materia prima. Después se
adicionan 1.7 mg adicionales de NaBHs4 (en total 3.3 mg} y se
somete a reflujo por una hora. La ejecucidén del procedimiento
usual para aislar el producto de reaccién, permitié la
recuperacién de casi la totalidad de la materia prima.

Se realizaron los ensayos anilogos utilizando como
agente reductor LiBH: en metanol con los mismos substrates 37
Y 40 en las mismas proporciones con respecto al reactivo, con
los mismos tiempos y condiciones de reaccién. Tampoco se

observa modificacién de la materia prima.
Metanélisis del diligustilido (37)
‘a) Hidrélisis selectiva con Kz2C03
A 29.8 mg de 37 se le agregaron 10 ml de una solucién de

carbonato de potasio al 5% en metanol acuoso al 70% a temp.

amb. Después de 15 min se agrega BCl al 10%. Se extrae con
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acetato de etilo varias veces, se reidnen las fases orginicas,
se secan con sulfato de sodio anhidro y se evapora el
disolvente. Al desarrollar una cromatografia en placa £fina,
se observé la presencia de un solo producto y de materia
prima sin reaccionar. Para separar la mezcla de reaccién se
eluye una columna de cromatografia empleando come eluyente
una mezcla de hexano-acetona 9:1. Bn las fracciones menos
polares se recuperd la materia prima, y en las més polares se
obtuve el producto de reaccidén (59) cuyo punto de fusidén es
152-158°C. Como se obtuvo muy poca cantidad del producto de
hidrélisis, fue necesario efectuar la reaccién varias veces
para poder obtener la cantidad necesaria para efectuar los
anélisis espectroscépicos correspondientes.

IR (CHCls) cm™: 2940, 2870, 1712, 1630, 1430, 1360,
1270, 1080.

RMN 'B (80 MHz, CDClia): 7.3 ppm (B-7, 1H, 4, 7 Bz), 4.79 
ppm (B-8’, 1H, t, & EBz), 3.59 ppm (OCH3, 3B, sg).
(Espectro 13). ) .

EMIE (70 eV) m/z (% zel.): 412(s’,” 18), 394(a1), -
369(29), 355(20), 337(20), 324(25),} 32‘5'(,35’.7),'
191(70), 165(88.7), 108(73), 91(58), 77.2{100},
57.2(88.7), 43(69). N '

b) Metanslisis del diligustflido (37) para formar el
diester.

Se disuelve sodio metélico en metanol absoluto Yy se
mezecla con 102.8 mg de 37 previamente disuelto en metanol

absoluto. Se deja reaccionar con aditacidén continua a
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temperatura ambiente durante 4 hrs, tiempo en el cual se
completa la reaccién. Se concluye la xeaccién mediante la
adicién de agua y se agrega &cido clorhidrico al 10% hasta
neutralizacidén. Posteriormente se evapora el metanol, se
extrae la fase acuosa con acetato de etilo varias veces, se
reunen los extractos orgénicos, se lavan con salmuera, se
secan con sulfato de sodio anhidro y se evapora el
disolvente, Se obtiene el diester del diligustilido (60), que
es el producto esperado, mezclado con materia prima {(37). La
mezcla de reaccién se separa por cromatograffia en columna
empleando hexano-acetona como eluyente en proporciénm 4:1. La
columna se monta en silica gel-celita, desactivando la silice
previamente mediante la adicién de agua. Se obtuvieron 75.8
mg del diester 69, el cual presenta un componente adicional

{Espectro 14) que presumiblemente es el &cido en C-7a’.

Ensayos de reduccion con  hidruros metélicos

del diester del diligustilido ({60).

a)} Reduccién de 60 con NaBH« a -78°C.

La solucidén de 60 {38.8 mg} en 50% de metanol en dicloro
metano {5 ml) se enfria en un bafio de hielo seco-acetona y se
agregan 42.4 mg de NaBHi«. Después de agitar durante una hora,
se adiciona 1 ml de acetona y se deja que la reaccién alcance
la temperatura ambiente. Se diluye la mezcla con
diclorometano, se lava con hidréxido de sodio 1M, se seca

sobre sulfato de sodio anhidro y se concentra. Se recupera la
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materia prima sin reaccionar.

b} Reduccién de 60 con NaBH« a 0°C

Se disuelven 18.1 mg de 60 en metanol absoluto, se
agregan 19.9 mg de borohidruro de sodio y se deja reaccionar
con agitacién continua a 0°C durante una hora. Esta vez
tampoco hay reaccién,

c) Se efectia el mismo procedimiento efectnado en (b} -
pero a temperatura ambiente. Se cbtiene una mezela de dos
productos menos polares que la materia prima la cukl no se
separd debido a la poca cantidad gque se chtuve. Asf pues se
manda la mezcla a IR y RMN h:l

d} Reduccién de 60 con LiBH&

Se disuelven 10 mg de la materia prima en 5 ml de
metanol absoluto, se agrega un exceso del agente reductor y
se mantiene con agitacidn continua y a temperatura ambiente
durante 24 hrs. ya que a las 12 hrs. no hay reaccién
aparente. Después de trabajar la reaccidén de la manera usual
se obtienen 8.5 mg de mezcla en la que por lo menos hay
cuatro productos de los cuales a#dlo uno de ellos es mas
polar gue la materia prima. Dentro de la mezcla de reaccidn

también se observé la presencia de materia prima.

Constituyentes del extracto hexdnico de Ligusticum porteri.

El extracto hex&nico de la rafiz de Ligusticum porteri se

adsorbidé en silica gel 60. El peso del extracto fue de
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256.58g. Una wvez adsorbido el extracto, se separé por
cromatografia en columna empleando 1 Kg de sflica gel como
fase estacionaria. Se comenzd a eluir la columna con hexano
1008 y se fué aumentando la polaridad del eluyente
gradualmente con mezclas de hexano:acetato de etilo. En las
fracciones menos polares, un residuo amarillo aceitoso, se
observa por cromatograffa en capa fina que contiene al
Z-ligustilido y probablemente otros ftédlidos de bajo pesa
molecular y algunos terpenos por lo que este aceite se
sometié a al andlisis combinado de cromatograffa de gases
acoplado con espectrometria de masas. Este método se describe
a continuacién:

Para identificar los constituyentes del aceite aislado
del extracto lluexénico de L. porteri se utilizd wun
cromatdégrafo de gases Hewlett Packard modele 5840A acoplado
a un espectrémetro de masas modelo 5985-~HF. Se empleé una
columna capilar de trifluoropropil-siloxano (RSL-400) de 30 m
por 0.32 mm, un flujo de 1.5 ml/min con un split ajustado
1/100 con un programa de temperatlira de 60 a 200°C con un
calentamiento de 5°C/min; la temperatura del inyector, de la
cdmara de jonizacién y de la interfase fue de 230°C; el
voltaje de ilonizacidén fue de 70eV y los espectros de masas se

adquirieron de 33 a 600 uma cada 0.3 s.
Segin el catilogo de Alltech®® la columna empleada es

una de las mAs adecuadas para separar monoterpenos. EL

programa de temperaturas que se utilizé son aquellas
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condiciones a las <cuales s8e tiene la informacidn,
anteriormente recabada, para poder efectuar comparaciones con
los tiempos de retencién de compuestos ya estudiados.

Este programa de temperaturas permite separar
monoterpenos poco retenides y en forma relativamente répida
compuestos mAs retenidos.

Todos los espectros de masas obtenidos se cotejaron con
el archivo de espectros de masas de compuestos del National
Bureau of Standars (NBS), provisto por el software del
sistema, para encontrar aquellos compuestos con espectros de
masas con un alto indice de similitud. Estos resultados y la

N : .4
confrontacién con espectros en la literatura®**

permitieron
caracterizar la mayoria de 1los monoterpenos de mayor
proporcién en la muestra. Los ftédlidos se caracterizaron con

los resultados obtenidos previamente.'®
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