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INTRODUCEETOY,

Al inspeccionar conﬂiui ﬁltravioleta algunos croma-
 togramas de extractos de frutas o flores, se observé una zona
fluorescente, iﬁgolora a 1a luz del d{agique se encontraba sj
tuada en la misma regiﬁn gue el c{-caroteac (61). Cuando esta
zona 8¢ purificd y se analizé espectrofotométricamente, se egi
contré que mostradba una curva de absorcifn con tres miximos -
" finos ¥y aguéos a 367, 348 ¥ 332 mu en hexano o en éter de pe- '
tréleo, ' |

Aunque anteriormente Strain (45, 47) habia observado
algunas zonas fluorescentes en los extractos de haéas verdee
v de zanahorlas, dicho autor 1as habfi caracterizado en la |
forma siguiente: " Cad= sustanaia fluoféscente, disuelta en
ciclohexand, exhibe una fusrte absorcién en luz uitravinieté,«

varticularmente en las 10ngitudee de onda mds cortas, pir@

- no se obsérvaron ni mximos ni mfnimos".

En vista de que 12 sastincia flucrescente mencianﬁu-_
aa al princip*o se habfa observads en extractos de diversas -
/pitntas, sismpre acompafiando a log carotencides, se pensd que
_"nﬁé{a tener clerta importaneia, entre otras causas, parque |
‘su curva de absorcifn mostraba cierta similitud con la da Eﬁ
vitamina Ag. S o - ~‘,¢,

Cnando este comnuesto se aiald en una forma gurt,

*

‘- - se determinaron sus propiedades v se aelaré en parte su fér~

"7flmula;_ee.prgguae-Ilam rio L4 Fitaflue:o“ (63,64),




o | o -

\ | En las siguientes pdginas se intenta dar una des~
| i eripeién de lae tn#astigncionas-lteéadas a cabo tratando de
‘_ ' aclarar zg-férmula, las propiedaéed y el papel biaqeimiéo

.

{_ o de este eaﬂpueste\querpér primera vez se hadia aielado,




FITCFLUENC,

- - - Al comenzar 2 estudi:r este nuevo com. uestc, el
| | hecho de cue se encontrara accm? ahande - los carctencides,
| o ' .i hizo penger que tal vez el f*tcfluenc fuera un nrecursg; dé

| N | | ~ dstos v que, ncr lo tanto, deberfs haber una concentracién

L- mavor en frutes no maduros que»e* los oue estaban an’ plana

| - mafurez, "ara cemrrobar si esta su-csicién era correcta, s
- higleron estuiits cer leas Trutes de Pyracantha ggggégggglig,

| Sehnedd,, en 1irs aue %: se habfu observadc la vwresencia de.
N fitofluene, (7C), cuanco tenfan un cclcr amarille rdlido,

i : antes de la maduracién v cuando estzban com letamente madu#

j . ' rog, con ecler anaranjado intensc,. _

} | . Determinande el fitof@génn 7 cada uno de lcs nig-

| o | mentos eneontraéca en estcs fﬂutcs v-relacicnande los vale=:

| . ves ancontradcs a miligramos de ~igmento por kilogremo 69
L )\ ' materiai freace, se encontrd que no habfa acumulaciéh de fi-

{ S tgflueno en los frutcs ne madurcs, como se ve en la Tabla 1 _
 rema. I
j\ - - I Bn esta tabla se ve 7ue aun cuando la auma gde ao- |

{ . _. '1ienea ne se conocce ttactamente debide a yue uno de los gnf/,g N\
B : - * 1iencs na_se determind, el sumentc en el contenico dg,éstag,
fi /' - - fue de 260% arrcximacd-mente. Bl aumento de fitofl&enb»ﬁnrsﬂé : 3
. te la maéuraeién fue del misme orden de magnitud que en 15& ”’r’
denda 1igmentna aon emanpcién de tres, Es curiceo qne la eqa

';'tidna &t;&-caretenn, psrmanecLG arictieamente ceaaﬁaa&e




Tabla 1.

| Contenidc de nelienos en lcs frutos re radurcs v maduros d€ :
Syracantha angustifolig 3chneid, |

B ' iFritos no ¢ Frutos "i” Aeritc on B
“pvlienc _ | macures . maduros | durante la ma~ |
oo e e ) MR RGP KE | duracddn,
' Bicomeno | 1.4 2400 ! 218
Un noli=glie~liconeno :' 1.9 / ‘ 3,2 ; 4?1
No identificado’ 27 1 e E 242
Prolicomenc | a2 ' 19,4 | 276
| v~Carctenc 5,8 'i 17,8 308
! Neow ¥ wcarctenc 6,7 ' 12,3 - BR0
;Ko identificade” 0,¢ 1 X = - z
Ppo='y =earctenc 1.2 11.2 i 589 §
No identificadc os | 2 288 |
Nfe& “«garotenu-U 1.3 f 2,€ 2o8 '
+3=Carcteno 16,0 | 16,0 106
% «Carotanc trazat i 2a4 - )
.Ei;@ilegng»ﬂmﬂ,w¢mmuumL%Lﬁ“‘ﬂj-m,1%;2“Mq”u,mm*“?jemwuw._d
L $upa de sclience | 88,0 | 1a8 *

» ocalcul=dos come A-carotenc,
x x no determinade,

e SR AR N A b LTRSS SaEE T MR TUMERL S ok L B LRI LABIAE 0 AU WG S TN . - o

| Para eatudiar el fitofluenc, al -rincipic se tratd ¢
de aislarlo de lcs frutos de Pyragantha. Sin embargo, todes '
loa datos obtenidos com el fitefluenc “roveniente de esats -

A
A7

terial, tuvieron que ser desechalos, al comprobarse que &
we: ar de habétr side murificade »tr numercsas senaraciones
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) Frooiedaces cdel fitofluenc v ccmpoftam?ento en
Ia adsorcién. |
La caracterfstica mfs definida de este compuesto,
€s su curva de extincién, Enllas Figuris 1 v 2 (ﬁigiaa 73
‘s den estas curvas enlécs disolvenfles: hexano y benceno,
Ias muestraslmés DUras no 3e rudieron hacer eris-
talizar, Formaban un aceite viscoso jue cupnﬁo se enfriaba
fuertemerte, se sclidificaba dando una masa vftrea, gue all
rarecer careciz de estructura cristalina. El aceite es ¢é
éolof anaran ade »41ido en luz cel éfa; ba.o la 3éci6n'da'
la luz ultravioleta, muestra unz flucrescencia azul-verdosa
lo nmismo qué_sus disolucioneé o acsorbatos. Cuando se di--
suelve én éter ce petrflec, en una concentracién Ce 1%, la
disolucién aparece completamente incolors bajc 1la accién de
la luz directas, pero muestira una fluo:escencia azul ﬁ#lida .
“eon luz re*le;ad*' ‘ o |
Una muestra de fitoflueno ( E “l om, t-1080) fue des-_
.tilaéa al alto vacfo. La fraccién destilada mostré igual co-
lor fue 1a muestrz origiral v un valor de extineién de 1047. 
'.?1 res*duc dié un valor de extineién igual a 259, |
' ml aceite disuelto en clorcforme seco da reacciSn
" pogitiva con el reactivo Ge Carr-*rice ( tricloruro de tnti-;'
:mcnio disuelte en clorcfermo). Cuandc enta reaccién se ef&c- :
’itué en vresenciz de anhidrido acético, se cbserveron 108 ei-
, guientes fenémanos. 3rimaro asarecié un co*o* transitoric/

azul oscuro, Lue observaoo en un egectrosecs *e Zeiss de S

#
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refféula, mestré. dos bandzs de absorciénliocaliZaG“s a 615
v 570 m (2 mu) ressectivamente, Dessués, é los 30 segunér
.dos, el color' Ce 1la disoluctén cambid & -dr-ura y un 90¢06
mis tarde semeiaba al del sermangsn: to, Simultdneamente, la
bands a 615 mp desavarecid v se aclard a'roximadamente la
mitad de 13 banda 3 57C TR sue mirabs hacia las longitudes’
de onda més cortas, Graduslmente el méximc de 1a dnica banda
que guedaba, emigré a 538 mp, en done pudo ser cbservéﬂé
oer varios minutes ﬁientraé se it debilitando, Finalmente
el lfauido ﬁom un coler warde 7 nc de -udo verlninguna bans
ds defigidf en el ea-ectre.

Tste comrortamiento es, en general, spuesto al del -
epéxiae de la vitamina A ( hepaxantina) en la reaccién de
Carr-Price. Karrer y Jucker (18), observaron orimers una baﬁ_
da Q’STS‘Qp, 1la cual desaparecié en_pobos minutos, avarssiep
do una nueva banda a 62C mp; Egte cambio fue exnlicado Hor
dichos autores ceme debido a 1 nérdie- del oxfgen: Eaexil‘-
'co y 1 reweneracién del doble enlace corresﬁondiente.

‘ E1 fitoflueno es insoluble en alcohol metilico ¢
neﬁilico, nere es-mu? scluble en éter de @ét251eo, benaeno ¢
éter etflico: Si se sacude con voldmenes iguales de Gﬁar de
retrélec v alcoha;'etflico al SF%, lé rel&cién de diatribu-
cién entre lu esifase 7 Ia hipofase es de 100 ¢ C. 5n sxves
— rimentos naraleles con otras sustancias, ge obtuvieren los
:aiguientes resultados: anhidro- vitamina A o iao-anhiére-'
vitamina A, 99t 1y vitamina A, €2 ; 38,
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El aceite es sumamente sensible al alre - a 1la luz,
Si en forma »ura se ile deja exmuesto al alre durante dos ho-
ras, se destru—e un 80% si estf en la oscuridad - casi el

100% si estd en luz difusa. Cuando se encuentra en disolucidn

esta sensibilidad éisminuye bastante,

“er siz tendencia a la auto-oxidacidn y su cardcter
¢lecsc, el fitofluenc ce semeis a algunos wroducios ¢btenidos
vor reduccién artificial de 1c3 carctencides (19,29,44).

Una disclucidn mu diluffa ce fitoflueno en alce-
hol absoluto nue contenis 0,C2% de 4cide clorhfdrico » que
se deid estar en el esrectrofctémetro mientras se medfan

contimiamente los méximos minimecs, disminu-d rdpidamente

“en gus valores de extineiédn, ZIn 10 minutcs el miximo princiwal

dismimuvé en un 20%. Desnuds de 90 minutos, éste habfa desa~-
narecido comsletsmente. En una eiaeriencia paralela con vita~
mina A, se observé lz sroduccién rdoida del espéctro de 1a
arnidro-vitamina A, con una estructura fiha, de conformidad
eon lo que observaron djversos autores ( 5,11,33, 42).

' Cuande se cesarrolla el cromatograma con &ter de
netréleo, el fit:fluenc s adsorbide un soco mdes débilmeﬁte_
que elc(~car¢£éno en hidréxide ¢de calecio, alumina activeda,
dxido de magnésic ¢ hidréxide de magnesio, En dcido gllfcicq
éate.orden ge invierte v la zona del {-carotenc aparece éi-

rectamente Hor debajc de la del fitoflueno., Adsorblendo en

lalﬁmina activada ds 1560-200 mallas, y ueénde eomo revelador

§ter de metrflec ccn ©,25% de acetona, ¢l fitoflueno
: ‘ ’ !
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forma una zona angosta bién definida 1a cual, en presencia
de gf-carotenc, se sobreoone a la zena de adsorcién de éste,
Cuando se emplean mezclas de aldmina e hidréxide de ealcio,
la diferencia de adsorbabilidad éntré el_fitofldeno v el
o{ -caroteno es algo mavor, En este'casc, 1a zona del fito-
flueno &s marcadamente mds ancha y se sobreosone menos con la
del c(—caroteno. En hidréxidoc ce calecio, la zcna del fltoflug
ne se extiende aun més. Al misme tiemo se nuede observar la
ssparacién de algunos esterecisdmeros,
¥n cromatogramas mixtos, usandc hidrdxidc de cal-
cio como adsorbente v &ter Ce Qetrélef ceme revelacor, se
observé el siguiente ércden de zonas de arriba a abajot Vitaw )
mina 4, fitoflueno, anhidro-vitamina A, e iso~anhidro-vita-
‘mina A, La zona Qel Fitoflueno se encontraba entre dos zonas
anchas no flucrescente». La fluorescencia en luz ultravioié-_
ta de la vitamina A era azul, la éel fitoflueno azul-verdosa,
" 1a de 1a arhidro-vitamine A amarilla v la de la iso-anhidro-
vitamina A, anarangaéo rojiza, ‘ .
Cuandc se adsorbe fiteflueno disuelto en éter de
vetrdleo en ciertas tierras f4cidas, se produce una colaracién
azul oscura (63). Esta reaccién fue descrita como caracteriss
tica para los carotencides y la vitamina A por Emﬁerie_y Ene'.
gel (7), Dichos autores dicen: ”Los carotenoides son adsérbié'
'doa nor la tlerra Florldln XS con- colcr azul verdoso.,La vi- s
tamina A, reacc1ona con color azul oscuro“ Esta reaceién ha

"Uaiéc comprcbada par diversos autores { 4,22,30,31, 32}.
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Tsomerizacién.- Cuando se cromatograffan extrac-
tos de flores o frutos que contienen fitoflueno, normalmente
se cbegervan dos ¢ tres zonas fluorescentes que difieren lige~ |
remente en afinidad de adsorcidn, péro que muestran la misma
curva de extincién., Al determinar que la molécula del fito-
flueno contenfa varios dobles enlaces, se compfobé que las
tres zonas obseréﬁdas en los cromatogramas correspondfan a
tres isémercs cis-trans.
Se’ tratd de hacer un estudio del equilibrio de iso-
‘merizacidn; sin embargo las dificuliades enconiradas hicie-
ron que no se pudiera terminar este estudio cuantitativamente.
Utilizande una disclucién fresca de fitoflueno qué
se habfa obtenidc de una zona homogénea en un cromatograma
previo v volviendo a cromategrafiar, se observaron nuevamen-
te tres zonas bien definidas. Este fué el mlsmo casc cuando
- se tratd de purifiecar cada una de las zonas obtenldas, Al
mismo tiempo, habfa upa destruccién que variaba del 13 al 30%,
Cuando a una disclucidn cobtenida de una zona hqmogénea se le
afladié yodo vara catalizar 1a isemerizacidn{( véase la intfo-.f'
duccidn de la Parte IX Y, se observaron 4 zoﬁés, acompaﬁadasijp'
esta vez, DoOr una destruccién que'éra ggnefaiménte guperior f'
al 50%. Las curvas espectrales de cada zona Efan_précticamen—;'
te iguales, Debidc a que la mezcla dé1isémeroé se producfa
aun'en ausencia de catalizadores comc eI yodo, no ée pudo- |
 egtablecer cual de los isdmeros era el “tode“—trans. Sin em- g "§éﬁ.
‘barge, 1a eenclusién es que el fitoflueno presenta isom@ria 'j.lll
'-eia~trans Y que a diferencia de las carateno1des, el equiliv,;é;; a"

;br&a se nraﬂucfa eun en ausencia de eatalizadares.__f h




DISTRIBUCION EN LA NATURALEZA.

Tars estudiar la dlstribucién Gel fiteflueno en el
reinc vegetal, Se tomaron muesiras de flores, frutos, ramas
+ pafces en cantidades tales zue bastaran oara hacer los and-
1isis cuantitatives, Los resultades de estos andlisis se dan
en.la Tabla 2 {(ndgina 13). |

| se enccntraron resultados necativos en materiales

~ue nc comterdan ni carctenos ni clorcfila, tales cemo en el
mdiz frescc blanec, »ul.a de toronja, métalos de margarite
-blanca, rulca de Jidtancs, ~ulta de manzana, Sulna Ce rébanss,
~anas v harina de trigo.

En general, ne ge encontrd fitoflueno en nroductos
sue centenfan una gran canticad de clorofila. Entre &stos,
e estudiarcn las hojae Ce naranj brotes tiernos de chicha-

ro, hojas Ce

tivo al estudiar las hojae de gigggmgngm gagghgggm,ﬁees. én

ires etanas de su vida. las hojas jévenes, aun ro;as, las ma-

edro ¥y vasto inglés. Se obtuve resultado nega=-

- duras vy las que estaban amarillias, antes de la necrosis.

\7 Sg observaron trazas de fitoflueno en-las hojas de |
unza avena silvestre, En las hojas de esninéca, se ehtuvo nri; '
_mero un resultadc negative, werc al reﬁeiir1el'anélisis cgn'\
canticades mavofes de hojas, se encontraron trazas de fite-

i flueno ( menos de 0.1 mg., ror Kg. ). ;
‘Bn los »étalcs de cemnazﬁchll ( Iagetes gzgg&g L, )

- Be ‘encontré otra sustancia flucrescente que se adserkia en

la misma regién que el ’itoflaeno v que‘mostraba un. esnectra_'
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Tabla

¢

Ejemmlos de la pre8encia del fitofluenoc en las plantas,

. Andlisis basades en Ei%cm.: 120C a 348 m en &ter de petrdlea

JB

Familla de . ., de T1to+q
plantas Plantasg ueno en
— - 1 _Kg.
Bignonieceae Bignenia so. presente
Bignoniaceae Tecomaria capensis (Thtg)Fenzli presente
Cannaceae Canna sp. Platanillo, variedad
Rey Humberio 0.2
Compositae Gazania rigens r R, Br, 32,5
Compositae Zinnia elegans Jacq. 3.6
Loganiaceae Gelsemium sempervirens Ait, presente
Papaveraceae Eschscholtzia californica Cham '
Amapola de californis 6.0
| Pavilionatae Snartium junceum L. Retams 0.1
Serophulariaceael Mimulus longiflorus Grant, 27.8
Spiraecideae Photinia sp, 0,5
Bterculiacese Fremontia californica Torr, presente
Araceae ZantedeschEa aethiopica (L) _
' Snreng. 1.1
Cucurbitaceas | Cucumis eitrullus L, Sandfa 2,2
ucurbitaceae sucumis melo L, Me%gn _ 0,6
curbitacese cumis melo L. Meldn persa presente
Cucurbitaceae Cucurbita maxims Duch. Calaba-
- . zZa - , vresente
Ebenaceas Diospyros kaki L. 1.0
Ericaceae Arbutus unedo L. (nc maduro) 0.8
Ericaceae Arbutus unedo L. (maduro) 1.5
' Gramineae Zea L. Harina de mafz
' _amarillo 0.6
Myrtaceae enia yniflora Berg. 0.7
Palmae Butle eriospatha Becc, Bin
- semillas , 0.3
Rogacese Pyracantha yunanensis Schneid | 0.4
Rosaceac Pyracantha angustifolia . 82,1,23.0
: Schneid, 14,7,27.7
Rosaceae ‘Roga canina L. Sin semillas i.e
Roasuceae Prunus domestica L, Ciruelas 1.0
Rosacene Prunus persica Sieb,Zucc. '
: : durazno ' ‘ 0.8
Rutacesne Citrus asurantium Rissc Narcene
mdugo ' 0.
{ Rutaceae Citrmis aurantium Risso Narane _
1 _ | Ja, corteza pigmentsada
Rutaceae Citrus aurantium Risso Naran=-
. . - ; QES _LDLI8NEH g N




Tablz 2 Ccontinuﬂcién).

| Familis ge - . Plantas fluenc en
{——Rianlag ' 1 kg,
- | Solanacene Cansicum annuum L. Pimiento
1 . rojo sin semillas 4,6
Solanaceae Capsicum annuum L. Fimiento '
anaranjade presente
Solanacese { Lycopersicum esculerntum Mill, |~ -
1 * Tomate, no maduroc 2.0
‘Solanace:e Lycopersicum esculentum Mill.
. Madur:de a 19¢C, 10.6
- .| Solanaceae Lycoversicum esculentum Mill, '
Variedad "San Marxano" €.0
Solaneccee. Lycopersicum esculentum Mill. t 19.0, 28.5
] Past . ds tomute anlatada 16, 5, 14,5
- 21.5, 18.4
Bamas y rafces
Convolvulaceae | Cuscuta californica Choisy 2,3
U Daucus carots L, Zanzhoria 7:3:8.31

de absorcién diferenté. Esta nueva sustancia fue estudiada
‘mds tarde por Zechmeister y Sease (67), resultando ser uh d§~‘
- rivado del tiofeno. Este producto fue s;ntetizado por dichos
autores (68), | o

. Se tratd de ver siel»fitoflugno_ée_enccﬂﬁraba.en

micrcorganismgs que contenfan carotencides. En algunos de

' ellos se ob&uvieron resultados negativos, como en el Spirilum .

(Wow)ysn:m
hgg;ggig Sin embargo, en dos casoa se encontrﬂ»fitofluengz
en Naurcepora ¢ 30 mg. por kg. e hongos aebos)(SS) y en zagff'
ﬁn;ﬁjn;g.:gnzg ( s‘hiza ng. por'kg.‘de levaduras seeaa)(l).

En las levaduras Bnggg;ggngg,;gnz;, se habfan obte~
~ nido aieie cepas mutantés obtenidae nor irraﬁiaci&n de 1&!

- cflulas con luz ultravieleta, en lag 453 se habfa afegt&&ﬁ Za° ffr£f*
Produﬁeién de pismantbs poliénieos, dif&rengiéaﬁose mneruscd~7‘*“~7‘
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picamente ner la intensidad de coler owe adquieren los culti-
vas desarrelladcs, que varfa desde més intensc que en las ce-
7a griginal, hasta cultivos commletamente {naolorss. Trasande
de aclarar el mecanismo de la afntesis del fitofluenc y de

>ios carotenoides, se hicieron andlisis cuantitatives de los

" melienos sintetizados sor lus siete mutsntes y la cepa origi-
nal, | -

Al determinar cada uno &% los volienos contenides
en las ocho cenas, se encuntré que éstas se sodfan dividir en
tres categurfas.

a.- 3n lis ceras IV,V}, y VII, la acumulacién de pg
lienos era maycr gue ern la ced® criginal, El ccnteniéc de to~
rulenc aumenté de 15 a 28% y el de Y-caroteno y ASnearoﬁenoi
de dos a cuatro veces, Bl ccntenide de fitoflueno aumentd
anroximadamente dos veces, - ‘ ; ..

b.- En las cemas I y II, le cantidad de cgra%iapiéég '
amarilles era igual o ligeramente més alta ,ue en la ceva '
origihal, werc la cantidad de torulenc se encontraba fuerte-
mente disminu{ca, La cantidad de fiteflueno era igual que en
la cena original. ‘

c.~ En los mgtantgs III y V, habfa solamente trazas
52 wigmentos o nada, No se encomtrd fiteflueno, | |

Parece ser gue en los mutantes’ina&loros, el proci—f‘
so que lleva 3 la formacién de >igmentos ggliéqices‘a‘jartir'

de un orescursor comin desconocido, fué in&erfef&gc en un es~

tade primaric. En lcs mutantes I y I1 la incaaaéidaa'de Sia?q
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tetizar nigmentoes esté limitada 2 ur ﬁigmentc‘eSﬁecifico (to=
ruleno), mientras que lcs demfs se formaban nrrmslmente, la
causa del aumentc en la caoacidad de sintetizar »izmentos, ok
servada en los mutantes IV,VI - VII, nc sé_conoce actualmente,
Zs interesante el hechc de cue en tcdac las ce»as en que hae
bfa umna ca ntidad avreciable de nolienos, se encontrd fito-
fluenc, ‘

El recultade ce esteos -ndlisis nuede exsresarse, en
una forma ﬁrovisicnal, comc sigues | -

Interferidc en los Parcialmente interferido
rmutantes IIT y V en los mutantes I ; II

!

L., Toruleno
! > (rojo)
: }

Precursor(es) . 3
descomcido(s)"““":""’ (fitofluenc), .

— A
i

: y—caroteng_
by A-garotenc
7 Faltaba »or investigar si el fitofluenc efa suscen~-

'tiblé de ser acumulade, como ciertos carctenoides, en algunos
6rga$os v denfsitve de grasa de animales sunerinres,
\ " Analizindo la vema Ge huevosde gallina, en una oca=
8i1én se encontrd un besultado negativo. 9in embargo, en otro
-andlisis se encontré un mg, "or kg, de vema freseca. Por lo
tanto, se sucuEo gue el contenide de fitbflueno.era depen=

diente e la aliméntacién a que se sujetaran los animales y
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que alimentindo gallinzs con algun producto que contuviera
bastante fitoflueno, l1=s yemas de los huévos que éstas pusie-
ran deberfan contener xas fitoflueno.

Dos gallinas se alimentaron dur=nte dos meses con
vasta de tomste que contenis aordximudamente 20 mg. de fito—
flueno mor kg. Los huevos que pusieron durante el primerlmes
fuereon desechados. Durante el segundo, cada gallina puso 24
huevos que 8e analizaron por separadoe.

Los valores encohtrados fueron de 0.04 y 0,06 mg.
de fitoflueno como contenido promedio de cada yema, que co-
rresponden a 2,2 y 3.2 mg. vor kg, de yema fresca. En léé
"elaras no se encontrd fitoflﬁeno.

Al analizar los dendsitos de graéa de esas gallinas
no se encontrd fitoflueno, En los higados, se encontrd cereca
de C.limg., que corresvonde a 1.8 mg, por kg, de higado fres-
co. | .

| Se hicieron experimentos semejantes con conejos.
A dos conejbs se les alimentd por perfodos de dos y de cuatro
semaras respectivamente con 6 y 12 kg, de pasta de tomate,

Al analizar los drganos, excremento y orina de cada uno de
ellos, se encontrd que la mayor parte del fitoflueno suminis-
trado hébia‘sido destruido. En el higado de uno de ellos se
encontré ©,7 mg. de fitoflueno. En los riﬁches y bazos de am-
ﬁos animales, se encontraron apfdximadamente 6.01 mg, en ca- -

da uno. Los cerebros estaban libres de fitbfluenc,;igual que

la orina ( antes y despuds de hidrélisis écida)..Cerca;_dél»
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10% de 1la cantidad suministrada se encontré en los excremen-
tos (41) S
. En un experimento paraleio en que un conejo se ali-
ﬁenxﬁ ¢on alimento especial vira conejos, no ée encontré'fito-
flueno en ninguno de los 8rgsnos ni en los excremeﬁtos.
Evidentemente hay una cierta capacidad en los ani-
males superioreé para acumular fitofluenc, aunque la mayer
varte de &ste se deétruido sin conocerse cual es el mecanis~-
" moe de destruccién ni en que parte del organismo ocurre,
| Finalmeﬁte, se ensayaron en ratas, muestras de fito-
flteno nuro, para ver si tenia potencia como compuesto con
accién de pro-vitamine A. E1 resultado fué negativo aun en

dosis d#arias de 40 %¢{f,
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- » " Adsorbentes y digolventes, Como adsorbentes se uti-
Iizaron, nidréxido de celeic ( Shell Erand, eal hidratada,

 98% vasa 2 través de 325 mallas); aldmina activada { Aloreo,
' Grado F,+80 mellas, mezclada con hidréxido de ealeie y
Alorco, Grado A, 160-200 rallas, mezclada con CEIite), Celite
o Supercelite ( Johns-Manville, tierra silfcez que se emmleé
como ayuda filtrante), La =2ldmina activada (Grado A) mezcla-
da con Celite se regeneraba después de usarla, lavéndola con
alcohol y luego calcindndola hasta que no desprendiera méds
vapores de agua y alcohol. ‘
- Para las extraceiones se utilizaron ccmn disolven- |
| | ~ - tes, mezclas de metanol y'éte;_ﬁe petrélea o metanol y bence-
; o no. Como rqveiadores, se empleﬁ dter de vetréleo o mezclas de
{' ' &ter de petrbleo y acetona en proaofciones qué vhfiaban con
. - 'eada ‘caso, E1 &ter de petrflec que generalmente me emnle6 te=-
~ mfargn vunto de ebullicién de 60-70° ( Skellysolve B). Algu-
nas veces se. empleé &ter de netréleo 28~38° ( Skellysolve A)
o de 100-220 ( Skellysolve ).

4

Para las elnciones, se empled alcohol etllico 0 ace-

l

)

% - tona, | | | o

' Pars determinar las curvas de extincién en el espegw

i trofot&metro, se empleS &ter de petrﬁleo, benceno ¥y hexanc, -
Este ﬁltimo ( Eastman Kedsk, téenice) se purificé por d@;ti~

" lacién, tratamienxo con &cido sulférico fumante y redeatila- S

i
i;*\ e eién hasta gue comparado con. agua‘destilada no dio ningﬁn 54;
i _ , _ : L




eanectro de absorcidn en la regidn vltravioleta

[TeveRh et~

Aparatos. Los ftubes wars cromatografiar cmhlsadas,
fuercn los jue gc encuentran comerc-aimente ('Suicntific'QIass
Aoparates Co. Blounfield ¥W.J.. que se numsran ss=gin sus ta-
mafics en la giguiente faraa:

~He. 1,

L-.J
-t

. de difmetow x 1XG mm, de Zastgni¥o., 2
N ] Fa

16 x 20%: No. 3,

(3
o

%z 237; No, 4, 4% x 2703 Ho. 5, &8 x 3C0C;
N:. 6,85 x 320, Frecuentem.nte se utilizan tubos dc didmetrss
intermediss, “rincinalmente uic de 30 x 2186 que sv gesigna
camo No, 2.5 .

Mmra cr cmauocraflar, les Lutos se llenan con el ad-

(2]

gorbente en tal form-, iue una vez gue éste se ha comrrimide
5 Y

yniformemente, aueds un eswazio libre de unos 2 a 2 cm, de
alte en donde se cueca colocar la sustancla per cramatogra-
fiar v luego 2l revelzdor, Cuandc el cromatograma® ha cuedade
terminadio, ia cclumna de adsorbente se emiuja fueré_ﬁel tubo
nwor medic de un piatllo de madera, las zohas formadas wor ca-
da sustancia adeopbida, se cortan lc méds cuidadosamente oosi-
ble con un bisturi,

Para »roducir el vacfo hecesario_nara cromatogra-
fiar, se emnlea una tromia de agur. Para secar 1ss muesiras
hasta “eso constants, ¢ emnled un anarato Ge Abderhalden
cargado con pentadxide ¢e fdsfore v rebanadas ce narafina,
emnleande unu bomba Cenco mara ~reducir un vacfc de aproxinﬁ»

damente C,% nm, En generul, lsw muestras se secaban a teme~

T8 s umbien e, Cuandc <ra necedaric caentar se emmlearon
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vapores de acetora

Para medir los espectros visuales, se empleaba un
espectrémetro Zeiss de retfculn. tuardc ze trataba de identi-
ficar pigmentos, unu vez determinzdae lae tandas de absorcién,
se anadfan unas gotas de disolueddr. = vode en el misme disol
vente que se hubler:i emnleaco ¥ 8e volvian a medir las ban-
das nara determinar si habfs un desolazamiento en longitudes
de onda.

Los an{lisis ccl-rimétricos se hicieron en un fote-
colorfmetrc de Pulfrich ( Zeiss, ccn filtro 5-47), comparando
los valeres cbtenidos cor curvas chtenidas para cada pigmeﬁto.
Cuandc se encontraban pigmentcs ne identificadcs, generalmente
se calculaban ccme X o /43 -caratenos.

Las curvas de extincidn se determinaron en un espe@
trofotémetre de Beckman (3). la ccncentracién de las disolucig
nes se aiustaba géneﬁglmenﬁe rasts que el punto de mixima ex-
tincién dizra un valor entre 1o‘y 20% de transmisidén en el
espectrcfotémetre,

Fara concentrar disoluciones, los disélventes se
evaroraban baje nresibn reducid-, en aparatos con conecciones
de vidric esmerilaco, Cuando 12 sustancia que se estaba concen
trandc era sensible al aire, se pasaba niirégenp o bidxido
de carbonc a travds el canilar., En el Caso‘del fitoflueno;_
ademds de &sta nreccucién, tcdas las coerzciones se llevaban

,
g

2 cabo en 12 oscuridad, Para cbservar fluorescencias, se uti-

lizaron focos de luz ultrsvicletz G.E. o Wonderlite o una

1ém-ara ultraviclets rort4til ( Minefallight 2=-31)..
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Fitoflueno de los frutos de Pyracantha angustifolia.

Parc el nnélisis de los polienos presentes en los
frutos no maduros y maduros, se tomaron 100 g. de cada tipo.
Las mueséras se molieron y deshidrataron con 250 ce. de meta-
nol. Se filtrd, desechando el filtrado. Los residucs se ex=

trageron en la sigulente forma'

1a. extraccién, 130 cc, de metanel y 50 ce. de éter de petré-

leo. 2a., 100 v 100 ec. 3a., 100 y 150, 4a., 50 y 200, Des=
pués de 1z tercera y cuarta extriceidn, el residuo ge 1&?3
con 50 cc de éter de petrélec..

Los extracios de cada una de las muesiras se combie
naron v el alcohol se eliminé por adicién de agua y luego la~
vando la capa de éter de petrdleo en un embude de separacién
con un aparato de lavado continuo (28). La disolucién en éter
de petrélec se saponificé con 50 ce. de potasa alcbhé&iﬁa {en
metanol) al 20%, Después de unas 12 horss, la capa de éter de
petrédleo se lavé hasta no dar rexceién de dlcali y se concéne
tré al vacio hasta 30 cc. Esta disolucién se cromatografid |
en una columna No. 4 cargada con hidréxido de calcio, revelap
do con &éter de petrdleo qué contenfa 2% de acetona, La,daﬁ-
eripcién de los cromatogramas y 1a identificacién de las z8-

" nas, se dan en las Tablas 3 y 4 (péginas 23 y 24).

Aun cuando los frutos de Pyracantha no airviaron
vorque el fitoflueno obtenide de elloe mo se podfa purifiear:
mis alla de cierto grado, es conveniente explicar el método

‘empleado y las dificulindes zon que ge trcepezaron,



-

Tabla 2.

-23

Descr1ﬂ016n del cromstograma cbtenido de los frutes no madu-

ros de Iyracantha anzustifolias y caracterizacién de las zonas.
Ancho Espectro visual en
en mm, | Color de la zons &ter de netréleo Polieno
en mi .
6 incolero
3 rojc intenso 503.,7,472.1,444 .4 Licopeno
1 calé rojizo
2 incoloro
3 anaranjado inten 475,5,471.7,443.5 Un poli-cis-
SO (501.2,470.6,443,0) licopeno
5] incoloro
7 amarillo pdlido |472.6,445,1 No identifica-
(471 O 442 ,6) do
3 anaranjado vali-| 471. 44i 5 Frolicopeno
deo (DCl ” ,470.1,440,8)
5} incolore ,
5 anaran adc pardd] 465,9,466,1,437,1 "Todo"~trans-
! ¥ -caroteno
14 incoloru i
5 anaraniado 1 493,6,4561,5,434,0. | Neo-y ~carotenal —
| (495.1)
5] incoloro _
2 amarilleo ndlideo |1 430 No identificado
14 bamartilo verd080§
5 incolorc :
% anaranjado pali-y461.1,430.6 Fro- ¥ -caroteno|
do (493.0,452.8,478,2) '
10 F 1NCOLOre
2 ! amarillo pdlido|45%.8,420.0 No idenmtificadel
! ( contuzo) =
7 ‘incoloro .
a anaranjado pdli-| 482.6, 450,56 Neo~/3 ~carcte~
dodo (484,6 no=yU
5 incecloro
9 tamarillo pdlido | 485.3,452, /3~Caroteno
: (disminuye)
.3 tincolore
a amarillo pAlido | 434,4,456.7 Neow /#-caroteno
20 incolore
15 i fluoregscente | F;&gﬁ1§§ngsa_“m
[L,os nimeros entre paréntesis Indacan la posiciOn de las ban~-

das de absorcién después de catalizar con yodo,
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Descripcién del cromatograma obtenide de los frutos maduros

de Pyrzcantha angustifolis y caracterizaciédn de las zonas,

Y

Los nlimercs entre SETERTS
bandas de absorcién deSpués de c»talizar con yodo.

) Espectro visual en
| Ancho | Color de 1la zona |éter de petrblec Polieno
en mm, en mi ’ :
6 incoloero ’ ‘ -
8 roio intenso } 502.9,471.7,443.5 | Licopeno
2 café rojizo :
i incolere -
5 | anzranjado roii- 474,5,445.1 Un poli-cis-
Z0O (ﬁOl.b,A72.( licopeno
3 incoloro
10 amarille pdlide M72.5,445.1 No identificadg
(471,0,442.6
5 anarsnjado 472.2 448.4 Prolicopeno
(501.7 470 8,44C.C)
3 incolore
11 anzrenjadec 496.7,454.9,436.5 "Todo"-trans-
~ - ¥ -carotenoc-
iz incolorc ' _
20 aneranjado roji- Bo2.8,462,2 Neow yscarctenm
(496,4) o .
ERe; incoloro :
5 amarille verdeso No identificado
15 | incoloro _
11 anaranjade p61.8 Pro- § -caroteno
1(493.6,460.6) . ) :
3 incoloro _
4 amarillo verdeoso ’ '
3 incelore : }458.4,480.0 TTo 1dentif1 adoﬁ,,»[;
S amarillo verdcso o C
10 1ncoloro _ R
4 tanaranjddo 482.8 450.0 xeo-/gscarote-,“
' (485, 5 no-~uJ .
20 anaranjadc intep 1 435.9,452,0 /Q-Carﬁ%ena{
S0
5 inccloro L. ' 1. - S
8 amarillo 84,4,457,7 Neo- A ~caroteaa; .
Filtra-|fluorescente, o Fitoflueno SR
de amarwllo ~gayretend
LY ER 3“6IE§§"I§“‘B%$E¥€ﬁ‘ﬂE'IES“““'




Ferciones de 8 kg.-de los frutc:z limpics, se molie

ren tres veces en un molino de navajes. La masa se cubrié con
2 1. de metrncl; se 2gité v se Cdejé reposar varia@ horas, El-
1fcuide sz extrajc en un preﬁsa frutas. Aunque el lfquido fi}
trado en esta forma ers amar llo, no contenfa fitcfluenoc Yy
fué desechzde. El reziduc =- extrsjc cuatre veces con partes
iguales ce metenol~éter de petréleo égitando €en un sacudidor
mecdnicc durante uncs 20 minutce cada vez, filtrando el ex-
tracte en el prensa frutas. Al final ge las custro exuvraccio-
nes, el residuc se 1avé con 1 1. de dter de petréico. Los ex=
tractcs combinadcs consistfzn en 1€ 1. de metanol y 17 1. de
éter de petriles. Fn un embudc de separacién de 12 1, , el

alceohel se

L

ué eliminandé en partes, po ndicidn de sgua

luegc lavendo 1a czps de Ster de ﬁetr5¢u haets quedar libre

de alcchol. Entences la cars de Ster de petrdlec se secé con
sulfrio de scdic :rhidro v se concentrd = 2 1. b2jo presidn

‘reducidsz. El con e ntrade se scoponificd durante 4 horas con

e

1 1. de pctess alechélics =1 “C%, sgitance de vez en cuando.

4]

El £1cs1: se eliminé lavendc con agus y 1o disclucidén en éter.

nin
~de peirflec sc seed y concentré = 0.51. Ze separé una gran
cantid=d de gomas que impedirisn cromatografiar. Pars elimi-
narlae, 1= suspensidn sc filtré = tPrVéq de uns capa de hi-
dréxido de calcic cclceada en un embudo Buchn cen fondo de
vidrip porésce. Les garotenos ¥ Zitcfluenc se eluyercn con me=-

t2nel h=st2 que el lfiquido pasaba casi incolero. Les gomas

- quedarcr adsorbidas en 12 cal., T1 filtrado s= transfirid a




[

un embudo_de_ senzracién, afadiendo 1 1. de &ter de petrélec y

T T e e e e e Ty S

poc
luege agua hasta eliminar tedo el dlcchcl.‘gg-?S???é'ﬁ“ﬂﬁﬁeﬂ"""’_

centrar al vacfc hasta 120 cec, dividiendc ests disolucidn en
cuatro partes qde sz cclcecaron en tubos para centrifugar de
86 ce, Estos se eolocaron en un bafio de hielo seco-acetona |
(-80°) por media hora. Se separd una gran cantidad de crista-
les incoloros ( probablemente esteroles) que se centrifugarén
rédnidamente. El lfcuidc claro se decanté - los cristales sé
lavaron por disclucién en la menor cantidad de &ter’de petrd-
leo recristalizandc por enfriamiento y volviendolos a separar ©
por centrifugacién., Este procedimiente-se repitié hasta que

los ecriatles queoaron ﬁréctlbamanto 1ncoloros. Estos se dese=

charcn  1la dlsolu01én se crcmatograflé en seis columnas

No. 6 utilizando haoréx1dc de caleib como adsorbente y &ter

c.
+

de retrdleo con 2% de,agetona como ‘revelador, Cqmo en este
caso 1los garotencides no interesaban, el révelaﬁé se contimué
ha sta obtener una buena separscidn entre los gaféienoides y
las tres zonas de esterecisémeros el fitoflueno}“Estas se
gortaron y eluyeron con alcohel, hasta que el 1fquido que pa=
saba.a través de los embudos Buthner deid de ser fluoﬁéécenﬁeci
Ios eluatos de las 6 columnas se ccmbinaron, se afadid &ter

de petréleo Ng agua hasta transferir el fitoflueno a 1a capa
suverior eterea. Desnués de lavar hasta ellmlnac15n total ésl
aleohol, 1a capa de &ter de netrdleo se secd y concentré has-;
ta 2C ec, Estd discluciédn se cromatog aLlé en una columna No. -

6 eargada con hidrdxido de calecio utlllzaido,é;ervde petréler



come revelidor. Al cortar las zonas flucrescentes, s2 elimind
12 mavyer parte deliﬁncarcteno que se encéntrab& como impureza.
E1 fitctiueno, gue aun contenis nec- /4 ~carctenos v O{rcérqtef
no, se eluyb v traté en igual Form- gue 1a descrita .antericr-
mente. Lo disclucidn OJtLﬂ da se cromatoqrafié dos veces en
una colurmnn No. 5 csrgaca Con aldmira activads ccenteniendo
10% de Celite. Zn c2dr cromatezrame se fué_eliminando una pe-

quefs torcida de chrctenos. En igual forma. se crematografib

k'D

ac av un~ columns ¥o. 4 ( hidréxidc de calcic) ¥

m
<
¢
)
®
0
3
Ly
.

a ~n aldmina-Celite, revelande con dter de retrdélec

[w]
10}
<
[¢9]
o]
)
m

0

gue centenda 1 ¥ C.75% Ae acetona respectivamente.
‘Después de estas cpersciones, Se evapord a sequedad
v o8¢ an2lizd el re51duc rara determinar el valer ‘ge extincién
a 348 mu., El resultedo fud que 85 tenfa 64,3 mg. de fitoflue-
no con un valor parsa E% om, = 701 v ccnteniendc 0.1 mg. de
alfa carctenc come contaminante cclor do. Bstz valor de extig
cién fuﬁ el mus zltc que se obtuve de muchos experimentos, ¥y
cuande se trpté de meworarlc por- medwo de. gub:1guientes cromas
‘togramas, empezé a disminuir: después de cromatcgrafiar en
una cclumna Ne. 3 ( aldmina-Celite), el pesc del resi&uc'fué
de 41,8 mg. ecn un valor de ﬁ%%Cﬂ = 522.3 despuds de Cromas
tografiar ctra vez en una columna No. 2 ‘coni ¢l mismo adeorbéll
te, se encontraron 24 mg. con ﬁn valor de extincifn iggal'g,f |
Evidentemente durante 12 purificacién.del fiﬁéfihﬂ?fi

no hab{s dcs wrocescs dlstintce. ia eliminacién de Lmnurezas
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que 1legi 2 un mixim- después de determinade nimerc de separa
cicnes crcmatogrificas, v 1% destruccién del fitcfluenc por
~utc-oxicacién, que se puefe\sunrﬂer ccnstente. Una vez que
el méximc de im urezas h: side elimin-:do, la destrucecién del

fitufluenc hace gque ol valcer de extincién sea cida vez mMENOT...

Fitcfluenc de 11 pusta «de tomate. _

Lz extrsccién ¢e 1l¢ .ast> enlatada ( Campania Vest
Ceast F:qking Cc., Long'Beéch; €214f:) v la srimera varte de
las cperacicnes ulterieres;‘se efectuiron con ~orciches de 3
kg. Cacda rorcifn se mezels cen 4 I. de metancl, cons “véndoia‘,w
en unz betells cerrada curante 4 hcras, sacudiéndola de vez
en cuincc. 31 residuc se-ée ~pé en unn centrifugs de canasta
( didmetre 20 em.). E1 1lfcuide filtradc qued=z generalmente 11/
bre de fitcfluenc, cerc algunas veces contenia peqﬁeﬁas,cantiﬂ’”
dades de otras sustarcizs flucrescentes, o

%1 residuc, intenswmente ecleride, se sacudié mecde
inicﬁmente con © 1. de metanol y 2 1, Qe é&ter de petréiec duw 7
rante 1C minutes. Después de centrifugsr bara sexarar el rgal ,
duc, ésie se extraje dos veces mds con 1 1. de metanol y 1.B
1. de &ter ce —etrélec. Si es necesaric se extrse una vé51365y'
con (.5 v 2 I. de cada disclvente, Los extractcs cem?inadeﬂgl
formades por dcs fases, se tranéfirieron 2 un embudcjda>sapsr=
racién de 1z 1. iﬁadiendo de 5 a 7 1, de ~gua para eliminér’

el alechol, La carn rojz supgfior (&2 7 1, ) sc lavé hasta

eliminar completamente el metafiel, Después-se_aeéﬂ con sulfas

’:to de sedic v se concentrd a uncs 400 ees Esta 5iﬂﬂinﬁifﬁi&§j;lgi
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traté con un vclumen de potasa alcoh&licz al 20% en un matraz
Erlenmever amplic, de:4ndolo estar durente l1a noche a 20% ¥y
después a 40 hasta que se pudlercn reunir seis porcicnes, CO-
rrespondientes 2 18 kg. de rasta ce temate.,

Lo~ seis porcicnes se combinaron en un embudo Qe
seneracién de 5 1. afiadiendc 5.5 1. de agua, La ligera emul-
gién que se procuce, se extrae sacuéiendc cuidadcsamente con
&ter Se petrélec. A N

Lz cm.a de éter de netréleo, con coler réjo GSCUTro,
se 1avé hasts cuedar libre de 41cali, se secd 'y se concentrd
hasts 150 cc. Se feprmé un preci-itadc espeso, gomoso, que se
elimind haciendc gpasar la susvencién 2 través de unz capa de
3 cm. de hidréxido de calc1o colocada sobre un embudo Buchnsr
con fondo ce vidrio porcse, de 14 em. de didmetro, Bl fitoflug
no v los carctenoices, se eluyercn ¢on 1 & & 1. de metancl,

De esta cigolucién, la -oreién principal del licopg
nc eristeliza es?cnténeamente; 108 eristalss se filtrarcn ¥
javarcn cen un peec de aleohol. Los otrcs poliencs se hicles
‘pon pasar -~ 1 1. de éter de petrdlec pcr adicién de ~3u=. la
caya “e éter de vetrdleoc se laveé, secé y concentré 2 100 cc.

1= disolucién se cromategrafié en una columna No.

cargada con uni mezcla de hidréxidc de calcib-alﬁmina, en
una preoorcion de 4 @ 1 . Se requiriercn de 20 a 45 minutcs
para revelar el cromatcegrams ccn &ter de petrélec, la des=
cripcién del crematograma cbtenide, es 1z &iguiente, Log nd- '

mercs a la izquierda, que pueden variar considerablemente de
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un experimentc « otrc, significan el anchc en mm, de lis zonas
25, znaranjade intensc
5, rojc intensc
5, anaranjace Mezcla de c.rotencides.
5, rcjc intenso
20, amarillc
75, anar.niade, ~carcteno
8, intensaente’ amarillc, nec-/A-circtencs yo(-ca-
rctenc eon alge de fitefluenc.
60, or<cticomcnte incolero, fuertemente fluorescen-~
te on luz ultrsviolets, fitoflueno.
La zon. de fitoflueno y 1a parbte bzj: de la zona de
8 mm,, sc¢c cortarcn Jjunta:s, guifndosa con luz ultravicoletay
‘eluyendc cen nlcohcl metflice en un embude Buchrier amplio (14
em. de difdmetre, fende de vidric vercsc), hasta que desapare-
cié 1n flucrescercis en el 1%quidc que estabs filtrande, Al
eluate se le afadiercn 200 ce. de potasa aleohdliea al 20%.
Al dfa siguiente se afadiercen 25C cc. da éter de petrdleo y
un exceso de igua para separsr las capas, eéxtrayendo la emul-
sién que se forma en 1la cir- inferior con un pcco ¢e éter de
vetréleo. Les disclucicnes c.mbinzdas de éter de petréleo,

cue sélomente tienen un ligerc cclcr ansranjade, despuds de

lavarlas hasta quedar libres de 41cnlil y se ssoarlas, se cro-

- e
matcgrafiaren en uni columna No, 4 cargada con »ldmina-Celitey

revelandc, en el cursc de una media hcra, con 1 a 2 1. de éter

da petrélee con 0.25% de acetcenu.
1,Intensamente rojec }-mezcla de carctenoides,
2C.anarnjade :
20,2rfcticamente incoloro
45, naranjado, /4 -curcteno y en su sarte inferlor,
flucresscente, fitefluenc
i5,an ranisde “alidc, oK -carotenc, neccarotencd
y fitcfluena,

-
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1as zcnis de fitefluenc y de circtencs se suherpinen

hast2 ciertc gradc, come 1c demuestira 1a flucrescencia verde

t“?ién Qs

,’“,S

de unz rarte de 1- 50001~p de carctencs. Est® 1
mayer si sc em lew una slGmina e 'cﬁer ~dscrbente mayer y en
este czsc, un. parte de las zenss coiorid:s muede preséntar
una flucrescenci=: marcazd-mente :mﬁrilia, L~ cclumna se corté
pcr el berde suzericr de L seccién fluorescente, sin tener
on cuenti 1o oresencis Se pigmentces, ¥ se eluvé, haciendc p=-

ter de netréleoc,

(L=

szr.los ocliencsldal elu.tc - 185-70C cc. de
en unz cclumna Ne.
5 de hidréxidr de cnleic-aldmin=, revelandc cen dter de netré
lec hasta cu= lcs nigmentcs s= evtendiercn notroblemente. .

150, an.ranjadc pdlidce } -

5, nnaranjad. 1lntensco arctencides. )
: - 50, casi inceloro, fuer Lmente fiurresc-nte, fito~
fluenc. .

Fn aloun:8 ex eriencias se consiguid una buens sepg
racién entre las zcnzs de fitcfluene y de car tenovides, util}
zande sclamente hidrfxide de caicic. Cuxndc no s¢ lcgraods es-
t2 separacién, come er el C4sO dzscrite antes, in pcrcicﬁ
princiral de 1r =zon® 4. fitefluencs ( sin pigmentes) s=» corté
gepiradamente de 1z parte supericr, qus »r 1o irregulﬁridad/

cortiria cempletamente

=
=
)
0
(]
o
’._‘
D

Gel berde ée las ¢ipas, e8
1ibrz de cairctenes, Bstz dltima fraccién se velvid 4 eromi-
tografiar en una coluana Ne. 7,5 del misme adscrbente, Se

chtiene =ssi un ercmitegrimz semejsnte a1 descritc. LA zcnﬂ~

infaricr de fitefluenc se eluve v sc combin: cen 1n fraceién
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princital de fitefluenc, ciiminz.ace ¢l reste. Finalmente ge

. (@]

a

cremategrafi’® en una cclummn Mo, 3 ( 2idmin=-Celite) revelan-
dc cen 0,4 1. 43 dter de reilrilec cen 0.75% de ~wcetoni. Se
chbtuve unn g0l #oni, Tuertemente {lucrescente, casi incclora,

de 4C mm. &0 237escr. De ella 3= eliu " el [iterluenc, pasindo-
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residuc cleocsc s+ azad on 21 Soarsic o0 Abdorhelden a tempera-
tur: ambicnie durnnte 60-00 minutos,
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temzron muestras alfcuctas ors delerminar extincicnés y ren-
dimientes. Per ejomoles 13 zx. de mxsis de tomiie coentienen

crroxincdamente 406 mg. de fitcfluenc, Fn 2l extracts brutog

desnués de sapcrificar, se encentriren 364 mg, BEsta cantidad

decrecié o 1i Tiltracidn 1 teavds de hidréxido de calcic y
lce tres crom-LOgr uass Sucesives,; qued-nao 272,201 ¥ 171 mg,.
respectivamente. Desnués de 1= segundn sapenificacidén, la cap
ués de 1x Gltima ad-
sorcién nc quedsron mis gue 117 mg. , es decir, 30% del con-

tenide inicisi.
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usnc,. cobtenidas en

J
cuatre nrccescs d2 2disiamients indepcendientes, mostrarcn los

3 342 mp er hexzsno: : -
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Determinacidn de fitcfluenc en plantas.

L~ cantidad de frutcs, hojas, ramas o rafces emplea~

- das para determinar el contenide de fltoflueno, variaban de

acuerdo cin el material. Per eJemp1< se utlllzarcn 500 g.ﬂde

pulpa de sandfs y en cambic sclamente 10 g. de pétzlos de . Mi~

- mulus longiflcrus. Las cantidades utilizadas dependfan del

grado de hidratacién del prcducte y de 1 cahtidad de fitoflue
no quevcontuvieran. La muestra por investigar se pesaba des~ -
pués de haber side mclids. Cusnde el contenidc de agua era muy
grande, la extraceiln ers precedida per una deshidratacién

con 1 2 2 volimenes de metincl. Este tratamiento, como Se EX~

plicé antes, nc implica pérdids de fitefluenc, Para extraey

" lcs pigmentos y el fitcfluens, el material se agitaba a mano,

en una totell=, ccn partes iguales de'étef de petr&ieo y metae-
nol, repitiendc 1a extraccién tres veces. Después-de cada.exdr
traccién el residuc se separaba en un embudc Buchner, lavdndo=-
Ic ecn un poec de metanol.-Lcs extractos se lavabanicon agua
para eliminar el alech¢l, se sapcnificaban, se vélvian a lavar
para eliminar el f£lcali, e concentraban y crcmatografiaban, |
certandc 12 zcni flucrescente sin impertar que centuviera traw
zas de carctencs, EI fitcfluenc se transferfa a &ter de petréd-

lec y despuls de secarlc se diluf: 1 un vclumen conocide, dee

terminandc el contenidec per medio del espectrofotémetrc, mule ,

tiplicande el valer de extincién cbtenidc a 348 mu por el faoe
ter E%%ém 1200. Ademds del puntc mAximo, se determinaban los

miximcs y minimcs para caracterizarlc. L




Mutacidn artificial de levaduras

Para , rcdueir la mﬁtaciﬁn artifieial de las levadu~
ras, una neque’” . c&ntidad ¢c cllas 8o sus . endfa on vgux esté-
ril, an un volumen t:1, gu. resultaéa uﬂe concentraci®n de
1700 lovsduras noer ce. asrcximsdancnte, 'Muestras de 1 ce. se
énmetian.a la drr:aireidn ¢e un: l&moars ée va por de mercus
ric dé_ﬁo em, ( ”“te"*lamw" destinghouse) en una caja de Pe-
trd & una distencis de $ em, Durinte los 4 minutos de exoosi-
¢ibn, la ca o delgacé de células en sus.encibdn, s2 agitaba
con una varilla extéril »ar. cumentar la uniformidad de expos
eicién de las células individuznles. Despuls de esta exposi-
ei6n, la suspongidn en un medio sintéticc. B.jo estas condi-
ciocnes resultabu un\crecimiento e 10 2 20 colonias mor pla-
ca, ocrrespondiend.- & una sobrevivencia de 1 a 2% de las cé-
lulas’ originales. Cuandc las cclonias habfan ad_uirido un
aiéretrc de 1 a 2 mm, las placas se inqnecciﬂﬂaban pars ver
o1 habfan anarccido colonias que tuvieran un celor diferen-
tg.qua ¢l de 1a cepsn originel, De estas colcnias; sﬁlaﬁehte
sc utiiizaban aquellas gue eran idénticas a 1la cena original'
~en rorfblo*ia micrcscé*ica v en la forma ¥y crscimiento carae-V'\
'ter{stiCﬂ ¢e las cclcnias. De £C0 nlacas expucstas a la 1r¥a~ .
dtacibn ( aaruximdm nte 90CC células individuales), ae nb- |
tuviersn 7 nucvas cepas que diferfan déhla uriginai en eisbgz”l'
1or, ,2uc variaba del rcjoy 2 tr. Vt i3 amarillo a comyleta-‘* 

“mente incoloras,
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Deblde & que no ta: wvruchas genéticss »2ra determi-
nar la natnesleza mutante de estss nucvas cenas de Rhodotoru-
i, e podris abrig.r la s:srech d2 ‘ue ae tratebs de contaé;
mihéntes csisualey no relscionsdes gon 12 cepw original, 3in
embargc, el wurascide gque nauis enl»e cada espccie aberrante,
en detallsn ¢z loa eulr*vcﬁ v cundicicnes hajc las éuﬁlea
habiau siQo cbtﬂnic.a, hizo jue ‘e clasificaran estas 7 ce-
a8 gome mutantes,

Anflisis ¢q las guo

Cacda una <z las cenis s¢ analizd siguiendo el pro-
cedimients ou¢ » continuneidn se describe:

La levadura do 20 2 40 cultives, se raspaba con

ure esnftulx de vidrio, teniendo cuid-Go de no arrastrar pap !
tfculas ol medic da cultive, Cumhdo &ste eatiba ligeramente f
sﬁavn, lns brtellag sc anfriaban cch hialo, ¥l msterial obtg z
-nide (Apreximal.ngnte 100 g, de «C botellas), se mezclaba 3
 hasta ebtencr una -asia hemcgénea. ¢ tonmabu una muestre 9Ha-~ :
r3 ¢aiorminar residuc seco. El reste se pesaba ¢ transferfe T
j é un'matraz Erlenmeyef con'tapén de vﬁdﬁio esmeril.do, afia- K
diéndo'luago 200 ee” de wotasa 2lcohflica al 2C% y 100 cc,
Ce benceno, Est:. mezcla se sacudfa mecdnicamente durante 1 a ;
1.5 horas, al cabu de Iés cuzales las levaduras/habian forma« :

dz una fuerte sustencifn, Se dojaks revosar durante unas 16
a 20 hcrasz, 51 sara esta tilempo 1a suspénaién se habis ro~-
suclto, bastaba un ligero sacudimicnto pars volverla a formar. -

: ESta-suspenéién 3c centrifugaba en votellae de 260 ¢c a 2000
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r,p.m, durante unos cuantes minutos, Tesnués de este trataw
miento amarecfan en las botellas‘tres capas: una suvenier,
clara; colorida de kenceno, seguida pcr la de'la vpotasa alcohd
lica y en el fondo el residuc de las levaduras, que & veces

se encontraba formando la segunda cavs, La capa de benceno. se
pineteaba cuidadosamente y el resto se vertfa al matraz, agrg
gando benceno fresco y repitiendo toda la operacidn hasta que
el residuo aparecia iﬁcoloro y se desechaba, La disolucién .-
bencénica ( 300 a 400 cc.) se colocaba en cuatro botellas de
centrifuga de 250 cc. afiadiendo a cada rna, cuidadosamente,

un veolumen de agua} Al aftadir el agua se formaba una espésa
emulsién que arrastraba algo -de los pigmentos, Se volvia a
centrifugar, pipeteando desvués la capa clara de benceno Yy

la emulsién se extrafa en igual forma hasta que aparecfa comn
pletamente blanca, la disclucién bencénica no mostraba mas

tendencia a formar emulsioﬁes y se lavaba hasta quedar 1ibha

-de £1¢alis en un embude de separacién con un-aparatb-de-}avas

do continuo, se secaba y evaporaba a sequedad bajo presién
feducida. 8¢ afirdfa un poco dé éter de petrfleo y se tnlvfa

a evaporar nara eliminar todd_el bengeno. El residuo era gleg
80, VEro néHCOnvenia saponifiear una segunda vez en ¢sie pSw

tado vorque se formaban emulsiones de las que era muy diffcil

‘separar los vigmentos. El aceite se disolvfa en 20 ce, de éter

de petréles y se cromatografiaba en una columna Ke._2§5 con

hidr&xido de calcio y allmina agtivada en una_prepa?eiﬁn'dt
4 1 1, revelando con éter de petrélec conteniende 7,5% de




-37

agetona, Bajo estas cqndiciones, el;@-caroteno, un pigmento
"B, fitgflueng y tede el aceite que se encontraba como im=-
pureza, pssaba al filtrado mientras gue los otros pigmentos
formaban yn cromatograma bién defiaido. Cada una de estas zg
nag se analizaba »nor senarads, kWl filtrado se evaporaba a se-.
auedad, reszponificando el residuo en igual forma a la descri
ta, Despuéds de 2sta segunda Laooqificacién la disclucién re-
sultante se volvia a cromatografiar en igual forma, revelando
gon éter de netrédleo con 2% de acetona, Las zonas de los tres
nelienos se amalizaban por separado.

La descripcién de los cromatogramas mids tipicos de

l_g 8 cepas se da en la Tabla 5, La caracterizacidn de cada
fabla 5 ' '

Cromatogramas caracterfsticos de 1z mezcla de oolienos conte-
nides en la cepa original y las 7 mutantes de Rhodotorula rubra
los ndmeros indican incho en mm. de las zonas obtenidas de a-
Frbximadamente 100 g. de levaduras frescas, al cromatografiar

s 2,5 cargada con hidréxido de ca%cio-alﬁm% T
gipl v 77 IDescrlpci n del color -

T1v v de la zona y pigmentoi
| | gue la forma, ; .

20 {242 | 108 200 |20 30 |30 | Rojo pilido,trazas deE
N toruleno ?
18 | 10 ] 3¢ |12 10 110 | rojo intenso,toruleno
6| &6 4 | 8 4 110 {rojo, neo~-toruleno o
0| 8 1 0 1 0 O | incoloro, inter-zona'':
8116 (12 8 i . 6 110 |amarillo,pigmento “A":

30 110 0 i 30 | 20 0 fincoloro, inter-zona @
380 120 25 35 | 20 {22 | anaranjado, ¥ -carotenc
180 : incoloro, inter-zona '
15 amarillo p4lido, ‘
] ‘ ' igment ”B“ -
el a1l |8l 81 s 1sl f'Itrggo, amariiio, 5

' : . ‘ : fluorescente,ﬁ?-caro-
' teno, fi tgflueng,

'ﬁ;- casl nCdiofo. b,~ incoloro. c.~ rogo pélido.
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pigmento, ern 1. T.bl<¥ 6., Los nigmentos de cadx cemn que co-
rrescendfan 2 los ¢e los otras, se mezeclaron + crom:tografia-

ren hasta obtencr zcnas hemegéneas, wue se anilizarsn eanec-

L TP AN P D I T TR PO ——— B A

Tabln &,

Caracterizacidn de los sclienos encontrades en las cepas de

dctong;a ribra.
dmarcs entre 1*réntesis indiec n miximecs desoués de catd-

1i§;§ con vodc cros subra-ados indican miximos.
- ximos cbhservaccs visualmen-; MA:imos y minimos
te. — observados en el
CSg Ster de vetrd- |esvectrofotémetro,
b e en b b lec. . _len éter de petrfleo}
Terulerc 564,522,488 | 520,485,454.,5 519,505,%&@,'466’,5@

(Rls.S 484 452)

Negswtoruleno 516 s5¢2, %%g 464
X ~Carotenc [522,5,495,46({ 485,4€1.5,433.5] 4583 4?9,__3,
(492 485 ..J)

FB=Carctenc | 519,484,452 %igu 4220) - 1480,469,453

Pigmentc AM 503,470,440 %2285542%9) 470,457,440,425,415
Pigmentc “BM 455,424, &25.5 | 424,411,309,386,2 7
Fitofluens ! ‘ _*,_25,358., ,338,--

[ 3 . .
YTodos los nmimercs indican L ihd de onda en TN

i

trefotométricamente, Las curvas caracterﬁsticas de cada pige-
ﬁento se dan en la Figura 2a{>4gina 39), El resultado de 1os
andlisis cuantitativos de los nigmentos de cada cena, se da
én 1a Tabla 7 (odgina 40),

Tedos los vigmentos encontrados en las cenas de Rho-

'ﬁg;g:glg‘;gpgg mostraron un comportamiento eoifésico'cuanﬁp 30

hicieron prucbas para determinar el coeficiente de aistridbucidn




Figura 2a.

Curvas extincidn e los 3013enos gintetizados nor las’ le~
-vaduras jfiodetorula rubra: ( en éter de. netréleo) .

bt

v*-“§?‘ Ebrh;eno~ o= = == - y-Caroteno — — - ,3-Cargte-

sﬁ

--1;?uwmnta'”“;.‘,.”-.ngfnﬁmnV3“E§3' BRI B
:,",_,“ JFltofiueno

entre &ter de ?étréleo v met-ncl Ce 9C o 95%. En cada uha de

+

- 1las cemas mutantes, se encontraren los mismos cuatré 3igmen$¢s
nrincivales que en 13 ceda original con excencidn de los mn«

' tantes albinos, Sclamente en el rutante IT se cncontré un,pﬁﬁp-54'

mento adicional {_zlgmento "EH) en. asqueda cant1dad.
_ mehte este-ﬁigmento se encontraba amnlén en tsdas 1&8 atras
-cesas; auhque en canvid:zdes tan we*ucnas gue no se ei
en les:anélis?s ;rorabggré?lcrs, S .

.-

. BEn pinguna %e las e a5, se z;c ntré el carotemiﬁ
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Curvos Ce extinei’ e =otam ~nor 1ag le-
vadurans Xhedcoto o O
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entre Cter do cewrflac comel nel s @0 o ©50%, n o cada una de
T2s cenne mutantes, so sneontraren 1os misrmes cuatro nigmentos
Apincinalog aus en l. ce s erizinal con excencidn de los mu--

tantes albinee, Solumente or o] wutaonte I1 g ercontrd un pig-
wanto sdioiors ! T ismevios TRND e ocuena cantidad. Probable
mente Cote AtororLn a0 onorr Leenh Larhién en todas las etras

cenug, PUnNTUS T o LT e T e ueiian que e Se observaren

~

Yoo T v s T s o aper il el earotenoide



Cantidades a;rcyLnanqo

'_a;’ basadc

~40

4
ipal v loe 7 mutantes ds
En mg, nor »1CC g. de 1

T T Celor : Toru- | Tlgmen v-la- -igren 3 ”2-;Fito .Shma
Cans del eul lenc | to "A'frotenc ¢ P roterno 1ueno:de T o-i
rthC c{a) (%) 4 ) ; _,N._' lienoq
Orig§ Sooe VIS BT § L : : , i
“mal Rojc | 5.2C 0,40 | 0.74 . P onuie . 0.63 ¢ 7.73
Origi Lo i i ; ; L
i nal Rejo 5,201 .16 1 0.5 i 0.71 0 0.637 7.37
1: (e) , 0154 ¢.22 1 0.%C ‘' p.54 1 1,00t 2,87
8 R G coec |oc.sz o 2.eny L3 0,990 C.75.4 6.38
IIT Irecocloro €,C2 1 1 o i b " 0.02
v hclf coe,ect .8 T BUIC . 2.40 . 1.20: 13.86
V 1 Incolere : : . c ! 5 0,00
D wr o Res: , c.cctoosriozi2ci ) 2,000 1.2C 12,02
L VIT Relo j £.400 €44 2,30 | 1.3C: 1.10 ,11;34,

en 1a curva e extingién dada opcr Lederer (29) en
la gque &z un valicr Lara uqﬁlm =z 15,0 x 104 a 434 mu en
hexanc. - /
b. Caleulados eomc X -caroterc.
- Anaranjado n&lico.
d‘- Anarangadoqufé.

L e et e e m— s T v e ST % WL e s e Smmwmw T p——

| de'cérécter 4cide encontrado sor Lederer (27) comc comnonente

de los Ulgmentos de 1z levadura gboaotcrula rubra. Karrer y-

[

Rutschmann (2¢), frabajande con gran cantidad ce levaduras Rho

):QQLQEB a, lograron aislar v cristalizar el nigmento &cido, al

"' que 1llameron Torularredina con una férmula »robable igual a

CagHaglo v que constitula el wrincinal =igmento en sus eulti-
vos.

Todes los nigmentos estudindos se caracterizaron
ner sus esnectros. n el caso del fitoflueno, el comnertamien-

to en la adsorcién v la curva de extincién tipica, eran con-
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¢lusivos. Coen el X-caréteno v:ﬁ?—caroteno-obteﬁidos de las
levaduras, se hicieron cromat grém&s-mixtcs cbn_muestras au~
ténticae obtenidas de ctros materiéles, nc ‘habiéndose encan;
trade ninguna sevaracién entre ambas muestras,

Bl Figmento "A" miestra miximos a longitudes de op
da mds ccrtas gue el.ui ~carctenc, -ers su afinidad de adsorw
c¢ibn sobrenasa hasta a la del *{-carctenoi Sus méximos'en sulé.

furc cCe carbonc corresroncerian a los del diepéxido del . fT-cg

' foteno descritos nor Karrer 1 Jucker (l?), nero se obtuVo'un

i

, resultado negatlvc al tratar de renroducir 1a reaccién gue

61chos autores dan como caracter{btlcﬁ vara el diendxido del

4 -caroteno_y iue ccnsiste en un corrimiento en longltud de
onda de los méx1mos cuandc se trata la muestra con cloroformo
ﬂue contengd éC1ao‘clor3£drico.

21 »igmento YB", ~Posee un esvectro.en longitudes de

'onda evceﬂclonalmeﬂte cmrtas. En sulfurc de carbono. los mixi-

mos se encuentran en longitudes de onda narecidas 2 las'de la

auroxantlnd descrita nor Karrer ( 454,423 qp)(l4). 3in ‘embare
gd, la cantldad muy ve.ue a que de este nigmento se tenfa, hi-

z0 :;ue ne se wudler“ identificar este pigmentc, no pudiéndo~

Y

se aflrmar, nor lu tapto, que. se tratara de la auroxantina._'

D_._mLLé_rz_Qete .?._.....;ﬂ%fi teflueng.en la vems cde hueve:
| La muestra oebada, formada sor 1a yema Gé 24 hueves.
se afiadid lentamente a 3,5 1, de metanol'mientras‘ésteAse agi,,

taba fuertemente en un agitedor mecdnico ( "licuador",Warring

Blender), la vema se ccagulé en forma de grumos finos que vep




marecfan en susoensién. .. Se a%adié un vclumen de éter de je-

trélec v Gesoués ce sacudir la mezcls mecin-cemente Curante
unos 20 minutos, se centrifugé en una centrifugs deannasta
nara senarar la farte_sﬁlida. Esta se extrajeruna vez més -en
igual forma, uedande el s5li€o cemo uﬁ ~olve commletomente

" blanco. 31 1{quice filtracdo, con color intensamente ﬁmarillo
v gor un velumen de anrcximmdamente 3.5 1, se lav€ hasta de-
jarlo libre cde alecchol - se concentré al vacio hasta 100 cc.
Estx aisclucién se sacudié¢ mecdnicamente con un volumen igual
de notasa 2leoch8lic: 11 20% durante media hcrz. Los jabones
formades oreciritan arrastrands —arte ¢e los nigmentos. Se
afadif acetona hasta disolver tece el »recisitadce, quedando
una disolucién clarz. Se an=did asux, dejidndcla resbalsr cui-
dadosamente vor las maredes del embudo de seﬁaracién..Lcs jé-

lff._: bones vuelven a rreci~itar, cerc esta vez ~rdcticamente inco-
lores., El oreci-itado se eliminé I la disclucién en ter de |

“metrbleo se 1avd hasta quedar libre de 4{1calis, Desnuds de se-:
carla,.se eva-ord hasta 5C ce,, resanonificandc en igual for=
ma 2 la descrita, La dlsoluczén resultante se cromatograflé

Deterr ge L ! a_s..@.e_mle&

suqeriores, Todos loslérganos de conejos v gallinas que se e8=

o tuéiaron, se oulverizaron des ués. de congelados en hielec seco
I;_iﬁnh;;#‘,,f»y“sevextrajeron en igual forma a 1= descerita »ara las plantas{'
E': : | La grasa de las g&llinas'ée disolvié en »vtasa aleg

{

N hélica caliente, nrocediende des-ués a la extraceién en la

-forma usual,




Con las mejores meestras de fitoflueno se llevareon

a cabo los andlisis, Los gue en seguida ge.reportan, son los
que se consiceraron mds exactos, Casi todos los anflisis |
fueron hechcs con muestras inde -endientes que se conservaban
al vacfo v en la sscuridac hasta el comienzo de los andlisis,
Todas las muestrac estuﬁiercn libres de cenizas.

> Cartén ¢ Hidrdgeno. Se determind siguiendo el micro-

método ¢e Fregl (4C), _
Calculado para CgoHeq: C, 8,183 H, 11.85 .
Enccntrado; C, 88.66;lE,12,07%. En una muestra des-
tilada: C, 87.24; H,iE.O6%; desmués de cerregir vor 0.7% de
oxfgeno, este dltimo andlisis darfa los siguientes valores: .
¢, 87.85y H, 12.14%. |
Fego molegylar. (a) Micrométodo de Rast: 0,291 mg.
de sustancia disuelté en 2,539 mg. de exaltona ( k =21,3°),
A = 4,70; 0,630 g, en 3,441 mg, A = 7.7 0.774 mg, #n
4,115 mg. A= 8.0°% (b) Macrométodo crioseénico: 47.1 mg, de
sustancia en 6.121 g. de bencenc (x=5,1%: A% O.O"?SO;
104.9 mg. en 6,121 g, Q= 0,175° |
Calculado para CqoHs4, peso*molecular: 544;5 _ |
Pesos moleculares encontrades: 520, 506, 501; 503, 500 ,
Muestras hidrogenadas: $a) 0.315 mg. en 1.730 mg.
de exaltona; A= 7.6¢; (b) 35,2 mg, en 6,121 g, de bencenos
D= 0,057° | o o

- Pesos moleculares encontrados: 510 v 515 .




Dobles ligaduras. Determinadas en el .i-arato de Praw

‘ter v Haagen-Smit (29)., 453.27 mg. ée sustancia adiciond en

nresencis cCe 21,2 mg: de catalizador de fxido de platino v
4ciar acéticc glicial, 17,70 cc, de hidrégeno ( 0° v 750 mm,);
44 .5 mg, ccn 17.3 mg. de &xide de -~latinc edicionaron 12,41

ce. €e hidrdgenc, Dobles ligaduras encentradas: 5,7 v 6,8 ,

Grunos metflicos (23). 15,22 mg. de dustancia re-
aguiriercn warz la neutralizacién cel 4cidc acétice formado,
14,72 cc, de hifréxide “e scdic 0.0l ¥, Después de sustraer
el valor cbtenicc en una »irueba en blanco, 12,5 cc,j 17.83 mg.
requiriercn 15,5 ce, ( cerragide). Gru—~cs metflicos encontra-
dos: 4,8 + 5,C .

Ceeficientes ce sxtincifn de los méximos {(subraya=~
dos) v minimes del fitoflueno, determinades en el eavectrofoty

metrg e Lbeclman.

| En Hexano En Benceno

m s e,
322 737 238 506
238 657 334 312
243 1210 355 1060
358 610 o658 577
257 1120 3% 972

Destilacién. Una muestra €e fitcflueno puro

( E%%cm =2 1080) se colocarcn en un anarsto wara destilacién

2l alto vacfo. El condensador, enfriadc por una mezcla.da’

hielc seco v acetcna, ee encontraba a 3 mm, de la sunerfilcie
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del aceite. La oresién ers aﬂ?oximaéamente ce 10‘4 mm, de mep
curio, »rcducida -or una bomba Hi-vac v una tromma de mercu-
ric. La muestra se calent! sumergiendc el a-aratc en un bafie
de aceite, La temderatura subié lentamente de 14C a 1859 en
el transcursc de dcs horas. Cuandc se enfrié todc el sistema
se encentré cue de les 1CC mg, que nesaba la muestra original,
7¢ se encontraban er el ccncensador, mostrandc un valer de
extincién igual 2 1047: el residuo ( 13 mg.) presentd un va=-
lor ¢e extincién igual a 233,

Estabilidag de muestraq de fitoflueno “urc, medida
~or los valores de extincin a 243 %y .

Extincién en % con re-

Sin éis¢lventes 1§cién al material ori
. Expuestc al aire en nelfcula delgada en
: , la oscuricac durante dos horas . 18
- Le mismo er luz del dfa difusa 1.5 _
R Conservado en una corriente lents de CO2 -
L _ en la coscuridad durante d.s horsas - 92
. ‘Le misme en luz del dfa difusa 42

z : Disuelto en 8ter de petréleo.

5 Conservado baic CO02 en la oscu“idac por

: 24 hora~ 28
y3 Lo misme sin COg 99
; ' En una botella blanca, bajc CO02 ilumina- :
- de con una ldmnara flusrescente Mazda

: 25000 a 6C cm, durante 7 heoras 82
5 Barboteando sire a travéds de la disolu~
: gién 1 h, en luz del dfa @ifusa 0%

| ' Beuestc al aire en una cdrsule »lana du-
rante 24 h, (se orcduce sclo eva: oracién

w nmarcial) ) 16
: . Hervido a reflujo ba;o 1tz del dfa dlfusa ,
o durante &0 minutos . 100
- Conservado scbre hidrfxidc ce votasioc en - S e

Ef.“: metanol al 20% durante una noche - 97




@gided ce agsercidn de los :dsorbentes.

Una cclumna Xo. 4 cargad: cen aldmina yuede adsorber
hasta 200 mg. ¢e fitcflueno, 3n cambic, en una colimnma No, 6
cargaia con hidréxido de calcic, sclamente ce puedeﬁ adsorber

hasta 100 mg.

Jrs digsciucidn de filcflueno wuro se cromatografid
en una colwmra no. 3 { hidrdxido de calcic como adsorbente)y
fter Ce —eirdliec ceme revelador), Se senararon tres zenas que

ge analizaron sore senaradot

Zenma 1, Vol 100 ce,, exllnci n 10.22 - 84.43% )
Zora 2, " M 0 1 4,11 21,85
Zona 3 noomw " U VL Y AR+ P i 5

Total  1%,30  100.00%
la zona 1 se crcmatografié irmediatamente en umna

columna No, 3 ., Se enccontraron 4o8 zonasy

Zona 1A, Vol 1C0.cc., extineién 6,80 95,2%%
Zona 1R nooon BT o Q.24 4,72
| ’ 7,24

Pérdida  2.98 - 28.17%
La zena 2 al recromitografiarla en una columna

No, 2.5, di6 dos zonas:

Zona 2A, Vel. 100 e, extinczdn 2,53 72,60%
Zona 2B, " " "o " thé_ 27.:40
3.48 :

" Pérdica  0.63 15,27%
‘zons 3 también did dos zonas ailrecromaiggéﬁffar'

5!
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en una columna No, 2.5:
Zona A, Vol 100 ce., extincién 0,72 13,75%
Zona 3B, " M M n %:%%ﬂ 31,25
Pérdida 0,62 12,77%

Al vclver a trabajar con una zona homcgénea de fi-
toflueno, esta fué catalizida con vodo,- iluminande durante
5 minutos con una 1dmar: lazda 35C0° a.6O cm. de distancia,
Entonces se ercmatografié en una cclumna No, 2,5, en iguales
erndiciones wue las ex . licadas. Se observarbn treg zonasi la
disclueién original tenfa un valer de extineién igual a 9,43,

Zona I -, Vel 100 ce,, extincién 2,43 62,5%

Zona IT " " " " 1.74 RE,%
Zona ITII ¥ " " " 0,15 0 3.7
3,97
Pérdida 5,45  57.8%

Al cromatografiar cada zona des ués Ge catalizar en-

iguales condicicnes, se obtuvo:

~Zona IA  Vol. 100 cc., extincién 2,40 87.0%

Zona IB " oo " 0,28 10.0
Zena IC " " " i ___Q gﬁn 2,0

Este exverimentc ¢#ié un valsr absurdo,

Zoena ITA Vol. 100 cc., extineién 0.36 = 46,7%

Zona IIB " 0 1] 1] C¢06 7.3
- Zona IIC weoo " 0,27 25,1
Zona IID M %o SN 0,68 10,4

. 77

-Pérdica | 0.57 42,5%
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Zona ITIA, Vol 100 ce,, extincién 0.02 25,0%

Zona IXIIB, " " " " 0,02 25,C
Zona IIIC, " " " w 0,04 80.0
0.08

“Erdida Q.07 46.5%

Come ge ve Ce eatos exnerimentcs, fue imposible,
con 1rs métedos que se.usaron establecer un equilibrio de
iscmerizacién come en el casc de los carotenoides, Cada zana
se isomerizzba rénidamente perc nc daba, sin embargo, un %
definidc de cada isémerc, Adem#fs, 1la destrucelén era tan grag
de en cada experimento que muy pronte fué impcsible seguir
trabaiindo debidc 2 1z nequefia cantidad de fitoflueno que

auedaba.
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CONCLUSTION.

La estrecha relscién entre les carotenos v el fite-

flueno, se femuestra no solamente nor:ue se encuentran siem-
are juntos, sino especialmente, mor la estructura iscorénica

del fitoflueno, ccmc se demuestrs wor la ‘resencia de carboe

nes metflicce v debles enluices, ¥ ademds wor dar reacciones -

~ositivas los reactivos de los carcten-ices ( reaccidn de
Carr-Trice y coloracién con ciertas tievras &cidas). Los ve-
8cs meleculares obtenides, Aieron wvalores entre 500 - 520,
El prcmedioc, 505, es solamente 3% mds baic que el pesc mole~
cular del ,4-carcteno, Por 1o tanto, actualmente se puede sy
- poner cue la m-lécula de fitoflueno contiene un esqueleto de
40 4tomos ¢e carbonc,

En l¢s andlisis elementales, casi siemnre se encop

tré e 12 2 % de cufgenc come resultads de una rénida auto-

oxicacton, Sin embargo, en dos casos se encentraron 6,7 7

-

0,0% de ox{geno., Con los datos enccntrados, la mejor férmula

empirica es CqoHga ( © 2H),
Se muede asumir que el hidrocarburc fitoflueno es
el jrimer revresentante encontrado en 1la naturaleza,de 1o¢s

wolienos C40, en el que el grado ¢e hidrogenacién es mayor

que en lcs carotencides comunes, Por reduccién catalftica se

encontraron sflamente 7 dobles ehlaces,
Llama la atencidén 1a fuerte afinidaed de adsorcién
del fitoflueno yue es sclamente un pocc menor que la del

- X -earotenc, ccincidiendo con la‘de algunos de sus eatéf§0¥
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isémerbs aue se acscrben directamente abaic de su forma "to-
,Kde“—tréns (62). Posiblemente las mismzs »>rc>iedades gue haceﬁ
al fitofluenc extremadamente sensible al aire v a la iuz, sean
las resmnonsables de 1§ fuerte adsorcién4énormal. |
Ccnsicderandc las caractéfisticas de 1a curva de ex=
tincién del fitoflueno, en 1z gue los méximos estdn localiza-
dns a 332, 348 » 257 my ( en hexano), es probable que sélamen
te cincc de las dobles ligaduras se encuentren cqnjugadas en
una cacens abierta, La longituc ¢e onda cdel »rincinal miximo
de extincién (248 @p) es ligeramente difereﬁte del cde la vi-
tamina Ao que ¢e acuerdo ccon Karrer Sretscher (15), muestra
un mixim: anlanadc a 245 %p ( en alcchol), Pz2ra 1la ﬁitamina
Ao, dichos autores asumen una estructurs comnletamente abier~
ta, ccnteniendc una dcble lizacdura aislada  ¢inco conjiugadas.
Basindose en lcs espectros, se cuede »nostular la »nresencia de
un Sistema'ceﬁjggado semejante para l1la mclécula del fitoflueneo
en la cual, sin emﬁargo, se encuentran'largas'aorciones satu«~
racas, en contraste ccn las vitaminas A3 r *Ag. |
Elresnectro del fitoflueno nresenta también cierta
analcgfa con el de 1a iso- anh1dro-v1tam1na A, cura estructura
no se conoce, que nosee tres miximos a 330, 349 y 370 m C43}.
que ¢a un valor oara E} em., = 1320 a 249 ™ en alcohol abso~l>
Juto, o con el de la anh16ro—sub~v1tam1na A (6) que nresenta-
' treS'méximos a 2232, 948 2337 . -Aungue lcs nfximos de es-
te compuesto estdn 51tuados exactamenie en las mismas. lcngi-:

tudgg.&e onda que el fitoflueno, dlfleren en que los mﬁximes-'

.”




-51

~rincinales esten a 332 vy 243 ma v tienen casi la misma altu-~
ra, en cohtra%te con los cel fitoflueno, v en Jue el valdr_
mdximc cbtenide mara E%%cm. ( a 748 mp) fué de sclamentéIZSS.
Aunopue 1la curva fe 1z 2nhidro-vitaminz A es muy semejante &
la Gel fitofluenc, se encuentrs cdesrlazada hacia longitudes
de onca marores, guecéandc sus néximos a 251, 371 ¥ 392 mp
{5,11,72,4"), ‘

Aunque nc se determiné si lcs extremos dz la molé-
cula de fitoflueno er=in commlet-miente aiiféticos {( como en el
liconenc) o formaban ciclos como en unc de los extremos del
¢k -caroteno, el resultacc negative al ensararse su accibn de
Provitamina A, exclure 1a a0sibilicad e que existan anillos
de /3 ~ionona ( ccmo en el /3 -caroteno).

Ie formacifn del fitofluenc en las olantas, estd
inducablemente conectaca ccn la bicsfntesis de los aigmentoé-
esrotendidecs vy la hindtesis mas sencilla consistirfa en ad-
mitir ue este.hidrcéarburo incoloro ccnétituve.ﬁn proanCtb_
intermedio. Esto quxern decir que ﬂrlmeramente se forma un

sistema conﬁugado relatlvnmente corto, el cual no ﬁarece estar

estabilizade ni -or su srunia lonbitud ni 3or algunos grunoe _,;?f

terminales adracentes, Bsta hinftesis estarid Qe acuerdo c¢n~:£: 
el hechc bien ccnocidc de vue curante la maduracién del toma¥..
te, nimientos, etc. se neces ta oxfgenc vars terminar la stn-
tesls de les ca:-teﬁc1oes. Por otr: 3arte, no se wede ex~

cluir que el fitef Iusne v les ‘IJEEﬁtOQ 5.1iénicos tengan un

-recurscr cuming el 1tgﬂluenb sa “orP fa férmar per un areee»

:.l
-
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so de hidrogenacidén simulténeo con la dehidrogenacidn que nrg
‘duce el desarrollo gradual del color intenso en el tejido,

~_El que el fitoflueno se sintetiza siguiendc el mis-
mo mecanismo de biosfntesis que para los carotenoides,queﬁé
demostrado al encontrar que en algunas cenas mutantes de la -
levadura Rhodotorula rubra el mecanismo de blosintesis de
1os carctencides habia quedado inhibido siéndolo también el
del fitofluenc.

No se mudc aclarar cual es el papel bioqufmico del
fitoflueno. Comc se ha diché, resultd inactivo en las ratas
come comruesto cen aceidn de mro-vitamina A, Pudlera ser que
tuviera alguna accién en los animales sumeriores, va que se
encontrd que se podfa acumular { aunque con nérdidas consi-
derables), »or ejemrlo,\en la vema de los huevos de galline,
Aunque también se encontré fitoflueno en algunos érganos de
los conegcs, la cantigad era tan segquefla que no se nuede ha-"
cer ninguna sunosicién acerca de su ﬁaﬁel nrobable, Su fun-
cién en las nlantas tal vez esté conectaﬁa con la accibn de
los carotencides, que se cree que actdan en conjunto con la

clorofila en el mecanismo de biosintesis,

T

. e ' .. -
P B P
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INTRODUCCION.

Hasta hace relativamente noco tiempo, se supcnia que
no era »nosible sue existieran isfmeros cis-trans en compuestos
en que hubie{g sistemas de dobles ligaduras conjugadas, Asi,
por ejemnlo, se encuentra el trabsjc de Witting y Wiemer (50)
en el que se niega la posibiliéa@ de estereoiscmerfa en los
poliencs (\término‘Que’imﬁlica una naturaleza alifitica y sis-
temas de dobles ligaduras'eonjugadas). Sin emhargo,(por el
mismc tiemno Kuhn (23) oniné en una forma contraria, haciendo
Ia siguiente acléracién: "De aeuerdo con la evidencia actual,
una fuerte acumulacién de debles ligadur;s conjugadas, no exe
cluye 1la nosibilidad de isomerfa eis-trans. El que los dife-
nil polienos se conozcan solamente en una forma esvacial, se
debe a 1a deficiencia de los métodos prenarativos“.‘

| %1 orimer caso en que se encontré que los polienos
s! podfan oresentarse en diversas formas esterecisoméricg;,
fue cuando Herzig y Paitia (13) encontrarcn en 1923 una segun
da forma de metil-bixina. Sels afics mds tarde, Karréer, Nelfepn
-‘stein, Wldmer vy van Itallte (16) interpretaron esta segunda
forms como un rearreglo cis-trans, Poco mds tarde, Qillam y
Bl Ridi (8) encontraron una sustancia que se formaba a partir
del /9 -garotenc, con bandas de absercidn diferentes que las
de la sustancia madre, a la cual 1lamaron raeudé-g(-caroteno
y que desouds se aclard que era un estepeoisémero dell/Z-carg

4 teﬁn.rAI seguir estudiandoc este comoueste, Gillam y sus cola-




boradorses (3,10} confirmaron que existfa una completa revers}
bilidad en el proceéo /

| ﬂ-carotene === pseudo- { ~earoteno
dando como explicacidn de este fendmeno una emigracisn de do-
bles ligaduras y una isomerizacién_geométrica, atribuyendo cg
mo causa nara la formacidn de este nuevo gompuesto, la accisn
" del adsorbente en el qué lo sevaraban siguiendc un métede efg
matogrifico.
/ ~ En 1937, Zechmeister y Cholnoky {52) observaron que
¥= capsantina, cuandc se encontraba disuelta, sufrfa una iso-
merizacidn reversible, Al trabajar casi simultdneamente con
licovene, /8-caroteno y eriptoxantina, Zachmeister vy Tuzson
(72,73) demostraron que este fenémeno era independiente del
procesc de adsorcidn y\qﬁe en casos favorables, se podfar se-
guir ver medio de mediciones épticas, sin nagesided de recu~
rrir a ia erpmatograffa (7Y), _

Con el estudic cada vez mds intenso de la isome:fa
gis-trans en ¢l ¢ampo g los carotenoides, se probd que los
nolienos podian sufyir’est;reoisomerizaciongs e investigando
Yos agentes que larproduc{ah se encontraron cince métodos dia
tintos para legrarla, Estos som:

1,~- Isomerizacién cis~trans de disolucionsa vor me-
dioz térmicgos, |

A esta categorfa nmertenecen la isomerizacibn a item-.
uperaturﬁ ambiente y ovor calent#miento o reflujo de disolucioe
nes en ausencia de luz o catalizadores.'(46,4?,53,54,?1;??
ote)e
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Este método es relativamente lento a temperatura
ambiente pero la velccidad de‘isomefizacién aumenta con la_
temperatura, Carter y Gillam (2) encontraron qﬁe una disalu-
éiéﬁ de MB-caroteno a 209, se isomeriza en 49 dfas 11,1%, ' \
mientras que a2 40°, se oroduce 1la misma iscmerizacion en 24 |
heras, y a 80° se isomeriza en un 34.1% en 24 horas,

2, - Isomeriéacién cis-trans por fusidn de crista-
les.

Lé sustancia se funde en una ammolleta evacuada o
conteniendo nitrégenc o bidxide de carbono. Se mantiene fun-
dida de 1 a 5 minutos, Al mismo tiempo que el n»rocesc de 1so~-
meriﬁacién, ccurre un proceso irreversible que a veces es muy
considerable, Bste dltimo disminuye si se afiaden sustancias
para abatir el punto de fusién ( por ejemplo, naftalina)
(36,38,56,62). -

3, - Isomerlzacién gisw«trans por catélisis con yodo'
‘a temperatura ambignte, ‘
| Es bien sabido que el yodo es un pederos cataliza- )
dor que afects fuertemente 1s estructura.espacia1 de los de_.
rivadosrdei etileno, Al utilizarse en el campo de los polig
nos se vié que tenfa el mismo efecto, con la caracterfstica
miy especial, de cue siempre se oroduce un equilibrio casi
constante de isfmeros aunqgue se'parta de_cualquiera de ellos,'
Esta notable w»ropiedad se utiliza vara hager andlisis cuanti-
_tatives de 1sdmeros que no cristalizan ya que se nuede 8SuDoO~ |
: ner que las curvas de absorcz&n de las mezelas de 1&6meras

© producidos, son ﬂﬁnﬁ‘iahtes. ,
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las cantidades de yodec qué se usan, son del orden
de magnitud de 1 a 3% d=1 peso del comnuesto Sor catalizar,
El equilibric se acelera bajo 12 influencia de la luz y_se'
puede obtener en estas condicicnes, en 1C¢ a 20 minutos, de-
pendiendc del comduestc que se esté isomerizando, Sin embargo,
en algunos casos como en el proliceneno (29), se produce ‘una
destruc315n gque llega a veces hasta el 20% y en el fitoflue=-
no { pdgina 47) en el que la destrucc16n era de mids de 40%.

4,- Isomerizacién cis-trans oor catdlisis 4cida,

la crntidad de isémeros oroducidos nor este medio, -
denende de las ccendiciones usadas, 31 se emolea una cencentrsg
cién de 4cidc muy alta, puede ocurrir una “estruccién total.
»Cuandc se emnlean condiciones mocepradas pueden ocurrir camhios_
estructurales ( comc la formaciln de desogi-luteinas_(allfun-
dir luteina con 4eidc bérieo)}{66), Fero bajo condiciones adn_
-més.suaves, ge »oroducen @stereclisomerizaciones, |

Usualmente eate ti»o de isomerizaciones se lleva a
cabo agitandc una diselucién en éter dé.petréieo o benceno
‘con otra acuosa del 4eidc (87,69). .

5,- Isomerizacién cis-trans fotoquimica ,

ia luz ‘del sol produce entre otros:procesos, una
fuerte esterecisomerizacién. Frecuentemente ocﬁrren reaccio~
nes no reversibles, que en general ocasioran la decoloracién _ 
de 1a disolucién, Cuando se exponen a 1a Juz del sol, por
ejemnlo, disolucienes de prLTlcoﬁeno 1i geramente amarilla;,

8¢ ve que primre su colcr aumenta al formarse, entre otros,_




-58

el "todo"-trans-licopeno, demoStréﬁﬁosg que se ha producido
una estereoiscmerizacién (59), Si el tiemmo de insolacién se
auménta, entonces la disclucién se decolora gradualmente,
| ] Hav que considerar que nor la accién de la luz del
sol, la temneratura de las disoluciones aumenta y qué.ner io
tanto, se ncdria también oroducir una isomer1zaci6n térmica, | !
- Los isémercs -obtenidos con cada uno de estos méto-
dos, no son necesariamente los mismos, Cuandc el némero de
egtereoisdmeros nosibles es muv grande { por ejemnlo 20 en el
/3 -caroteno, 32 en el f-caroteno y 72 en el licoveno) sola-
mente dos ¢ tres de los isémeros formacos son comunes en to-
des los métodos. |
Se traté de ver si los métodos de isomerizacién
anlicados a los carotenoides, s¢ podfan generalizar en otros
nolienos, Como ejemolo se utilizé el difenil 1,8 ectatetra»
eno (57), En esta serie de poliencs CgHg(CH=CH)leHs, séla—,~
mente se habfan cbtenido isémeros cuande p era menor que 3
(65) va que Hengstenberg y Kuhn (12) demostraron nor medié
de. rayos X que iodas'las mreparacicnes de Kuhn y Winterstein
(26) revwresentaban la forma “todo“-trans en los casos en que p .;f
7 era mayor que 3. e | |
Por medio de ﬁaycg X, midiendo las distancias y p&-
_dios stémicos se hebfa llegado a la conclusibn de que en la
serie de los difenil-volienos, las dobles ligaduras adyacen~
 3';05 nﬁcieos beneénicos, estaban incanacitadas pars :brnar"

isémeros g;&-ﬂéhido-a conflictos esvaciales que 6casionagi§ﬁ ff:ifg
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«

de 52.50 én los grunos terminsles de la molécula. Por este
motivo, de las cuatro dobles ligaduras de la cadena alifAtica
solamente dos quedan disncnibles nara formar estereoiséméros

( que serfan: una forma trans-trans-trans-trans, otra trans-

trans-cis-trans y otra trans—cis-cis~tfans),

Cuande Zechmeister v LeRecsen (57) isomerizaron el
difenil 1,3 octatetraeno, encontrarcn que éplicandp todos los
métodos de isomerizacidn se observaban tres zonas en los ero-
matogramas y solsmente euando se hize la isomerizacién foto-
quinmica se observarcn ademds de las tres zonas, traéas de
otros dos isémeros que probablemente fueran renresenﬁantes
~de los cascs en que has conflictos egmaciales,

Cen 155 ﬁﬂtecedentes de isomerizacién actuales (51)
se traté de ver si loe mismos métodos de isomerizacidn se po-
dfan a»licar azun té&rmino d2 la serie mucho ma$ simnle, el
difenil 1,4 butadienos |

En este ¢aso, nor encontrarse dos dcbles ligaduras,
se ﬁﬁeden vresentar tres isémeros: el trans-trans, el trans-
cis v el cis-cis., &n estos dos dltimos se'pfesentanllos con-
flictos estériccs antes mencionados. ( Figura3 pdgina 60).
Sin embargo, los tres isbmercs fueron obtenidos por medioc de
diferentes sintesis nor Straus (49) quien encontré oue los
isémeros cis eran sumamente inestables y que tenfan gran ten-
dencia a formar el ccmouesto trans-trans que es el més éstable;
ILa forma trans-trans se-éintetizo a vartir del al-

dehido cindmico v 4cido fenil-ac&tico, Se obtienen crista-
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les ligeramente>amarillos; con punto de fusién de 152-152,8°,

 La_forma trans-cis fué nrenar:da »Hor Straus v gon-
firmada m§s tarde vor Kelber v Schwass {21) y nor Ott ¥
Sehrdter. {(24) a partir del difenil "1',4 buten 1 ine 35 S
hidrogenaciSn narcial con naladic en carbén animz1., Este 186~
mero se enccnirc en forma de aceite destilable 21 vacfo sin
descompesicibn, |

- La forma cis-cis fué -renarada ocr los mismos auto-
res reduciendc el difenil 1,4 butadiino en alcohol diluido

con polvo de zinc ccbrizado, Obtuvieren un nroducto crista-

linc ecn n~unto da fusiédn de 89-70° .




ISOMERTIZACION,

Tcdos los trabajos preliminares para estudiar gste
fendmeno se basaron en las curvas de extineién molecular, ou-
rcleandr discluciones de trans-irans difenil butadieno an cofie
centraC15n tal que se ﬂudier“ medir en el esnectrofotémetrs
sin necesidad de hacer diluciones. BEsta concentracién es del
orden de magnitud de 2 gamas { 0.003 mg,) ?ar centimetro cde.
bico. (42). | ‘

las disoluciones se trataron por los métodos apli~
eados 2 los carotenoides, midiendc desouds de cada tratamiens
to, el efecto pfoducido en la curva de absorcidn,

! 1,- Catdlisis con yodo,
El efecto del yodo sobre el commuesto trans-tran$

fué muv vequeflic en comnaraciln con el nroducidc en los caro-

tencides, Cuando a una disolucidn de !3-caroteno se 1le afiade -

una cantldaﬁ muy uequeﬂa dn vodo, la curva de absorc16n disg~

minuye considerablemente en altura ( aproximacamente un 20%}

'ademés de que los mdximos v mfnimcs se desnlazan en longitud

de onda. Al tratar en forma semejante el trans-trans difenil

butad1eno, la eurvs esaectréi disninqu en altura salamente

el 2.3% sin-jue. ocurrieran desplazqmlentos notables en 1a
longitud de onda de los méximos ¢ minimos,

.- Isomerizacién de disoluciones per medios tér-

micos,

En centra del comvortamiento de las disclucionds
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de 1og carotenoides, 1as del difenil butadieno no se afecta-
ron absclutamente nada cuando se hirvieron a reflujo en la
OSCuridad.'Se'ensayé este_tratamiento en &ter de metrbleo, en
benceno y calentando a 100€ una disolucién en éter de‘petré-
teo { p.e. 100-1209). Las curvas espéctrofotométricas péauls_
necisrcn eonstantes tanto en altura de los mAximos y minimo®
eomo en Su nosicién con respecto a las longitudes de onda, °
3,~- Isomerizacién por fusién de eristales.

Cuando se fundieron los eristales en ausencia 4@
luz, no se observé ningdn cambioc en el esnectro de absorcién
aun cuandc la temmeratura se elevara pér eiciﬁa del nunto 4e
fusibn v s¢ prolongara el tiemmc de calentamlento.

. Isomerizac1£n por insalac*&n (fotoquimical.

Se sabla desde el trabaio de $traus que los iaéme-
ros cis, cuande se exuenfan a la luz del sol nor un veriodo
de 14 afas, se convertfan easi cuantitatlvamnnte en el com» 
puesto trans-trans . | .

_Cuanﬁo:se sométis una dtsoinciéﬁ del comnuesto
trans-trans a la hcci&ﬁ de la luz dsl éol por un periedo de.
cuatre horas, sg encontrd que se hablan formado productot
1rrevursib1es que afectaban la curva esnectral en tal fen!l
que no quedaba ninguna de las carecteristicas orlginales. Al
disminuir el tiemmo de insolac1én se 1legd a los siguientes
resultados t una 1nsolac16n de solsmente 20 segundos, era su-

ficiente para afectar notablemente 1a forwa de la curva dﬂ

Cztincién. Esta acclén iba aumenbando ¢con el tiemno de in;cv
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Curvas de extincién molecular ¢=1 Difenil 1,4 butadieno en
y

hexano, -« - , disclucidn fresca del eommuesto irans-
trans, - - - « .- -y desou¥s de 30 minutes en luz del dafa Jifu-
Sa. - e-ev . s Gespuds de catdlisis eon yodc de las dos di-
aolucicnes antericrés, - - - - - , des-uds de 6 minutos de in-

solacidn de una disoluci¢n frescz del comnuesto trans-trans,
e % ew e gatalizade con vode después d= 5 minutos de in-
solacidn,

ot
E:’\n
03
-3
p=le
o
n
o8
o
s

2 rAdcter irrs

) ™,

5 a 7 minutos, En este

tiempo, la curva de extincidn disminufa notablemente en alty

ra. Dos de los mAvimos desaparecfarn, guedands uno en la re-
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la destruccidén era cada vez mavor, En 80 minutos, llegaba a
ser aproximedamente el 75% ( Figura 6, péginah67),

5, Isomerizacién por =zccidén de la luz del dfa dai-
fusa.

Se encontrd que 1a sensibilicad del difenil butadig
ne a la accién de ls Luz era muw grande,no'necesiténdose ex-
poner las disoluciones o 12 accién dairecta de los ravos del
sol, Baetsaba exvonerlas a 1a luz del dfa, en ls sombra, para

que en 30 minutos s¢ obtuviera ¢l mismo

©

fecto que el produ~ .
cido 2n 6 minvutos 2 insclacién. Ademds, en este caso, por
catdlisis .con ybdo, se obtuvo la misma curva que la obienida
tratando con vodo la disclucion del cémnuesto original., Es de-
cir, no ocurrian pérdidas causadas vor wrocesos irreversibles,

‘Es curiosc que habidndcse mostrado el difenil buta-
dieno tan estable térmicamente v bajb la accidén del yodo, fﬁg*“
ra tan sensible a la accién de 1a luz, ( Figura 4, »dgina 64,
Figura 5, pdgina 65 v Figura w7,‘pégina 67) «

6.~ Isomerizacién rroducida por luz artificial.

Pueste cue la luz del sol y la luz del dfa habian
afectado notablemente la curva dz absorcién en una forma re~
versible, era légico supcner gque la luz Uroducida nor un fi-
lamento de tungstenc, obrarfa en igual forma. Al‘iluminar las
discluciones con un foco de 250 W, se observé que se podia

seguir el mecanismo de la conversién de la curva de absoreidn

original = la curva =roducida nor la aceidn de la luz ( FPigy

ra 8, Pagina 68) , En 50 minutes de iluminacidén prdcticamertte

)
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Pigury &,

Curvas de extireidn molocular del Difenil 1,4 butadienc en
benceno, Desanaricién gracual de lz estructurs fina de la eur-
va de abscreidn ern el cursc fe 12 iluminacién de una disolu~-
cifn del commuestec trans-trans con un foco Mazda de 250 W, a
una distancia de 10 cm, Lo disclucidn se enfriaba con agua.

DR disclucidn frescn del cemouesto trane-trans.,
’ . - —y - N I -
e = == desnuds de 5 minutos de iluminacibn, -ee- - - == 10
minutes, - - - - -~y P0 mintos, -1 -i—-1 -, 30 minutos

e aay 40 minutos, e G 50 minutos, seA o R o 300
minutos, —e—e-~e— , desnués dec 290 minutcs de iluminacién,ca-
talizado con vodo. Eeta curva tiene la misma z2ltura y forma
que la obtenida rer catflieis con vodo de una disclucién fres-
ca del commuesto ilranc-trans,
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se habfa llegado a una constancia, que se damueabra -por. la pe~

guefia varleclén en la curva de absorcién al nralang&r 1a 1lue

minacién hasta 90 mlnutosa Ademés, rne hube destruceién, gomo

se commrobé al eatalizar con “rodo,

Bl resultadoide estos exnerimentns, es que en-dilu?
ciones sumamente granﬁes,”el trans-trans difenil butaﬁiéno QS“T 
mu? sensible a 1la accidn de la luz, »roduciéndose prpbablemen-J
te una isomerizacién, |

| Para conmrobar cue ocurria este fenémeno y para @S
tudiar el muevo ceﬂﬁuﬂqto formado, era necesario producir el
mismo efecto en cantldades de anrox1madamente.loo miligramos.

Después de varios intentos con resultados negativos,
se encontrd que 11umwnando cen un filamente de tungstenc S0=
brecalentado, se vodfa produciﬁ el miemoe fanémeno, aﬁn auanﬂw;;'
la concentracién fuera muy grande ( 1 mg. »or cca)

En esta forma se ilumind ﬁna cantidaéd aprecidble'
del compuesto transétrans.-Cﬁando se encontr& gque 1la curva”dev
las muestras tomadas }erlédicamente, se ﬂarec{a a la obtenida
despuds de la iluminacién ( Figuras 4 o 5}, se ausoendiﬁ la
_iluminacidn v se cromatografié inmediatamente, encontrdndosa._w
que ademfs de una neguefa cantidacd del commﬁesto tfanS4trans-

no alterado ( aproximadamente 20%), habfa una segunda Zena né

" Pluorescente que mestraba el essectro con un solo m4ximo, Ees

ta zona se purificé recromatografiando hasta eliminar comsle=.

tamente el comnuesto trans-trans no alterado,_determinand0”1ﬁ 

[T
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Figura .

de extineién mo L Difenil 1,4 Lutacdienc en
, e ey djwoiuhléw fPQ””‘ el otmoue to trans
- = oy dsfrioro vuro, Sej Araae DOP CTONQtOQTafid.
e oy lsbdmerc ourc desmuds de eatelizer con vodo,

ge ewtineién moleeulor del jefmero, Al catalizar con yQ
ohtuve exactamernte la migma curva que 1a obtenida al
zar con yodo Un. dismeiuci & del commucsto Lrans-Lrans,

curvec se encusnlpan en la Fizurs .
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Comportamiento del isémero.

El isémero puro se encentré en forma de un &goitﬁ
que no se Uudo eristalizar., Tluminando con luz uitraviiiata'
al isfmero purc ¢ a sus discluciones, no se obse rvd ninguna
filuorescencia. En hexano, el isémero nresenta dos méximos: de
absorcién a 228-4C v 313 . En benceno, el Gnico méximo que
se nuede observar, se encuentra situade a 319-20 %p.

Cuandc se enguentra disuelto, el isdmero es térmice~
mente estable, lo mismc que cuando se ilumina con Juz del dia
difusa. Bn ausencia de disolventes, el aceite es establé en
preséncia“del aire, siempre ue se le mantenga en la oscupie
dad. Cuando se exd>one a*l1la luz del sol por un minuté o a la
luz difusa por un tiemsé un noegeo mayor,-eméiezan a apargecer
eristales y én muy Docc tiempo, parece que todo el aceite ha
eristalizado. - SN .

Para estudiar el efeeto de la luz en el isfmere ma-
ro, se iluminaron muestras'contgnldaS-en tybos de vidrio aVas t
cuados con un foeo de 280 W, Se observd que a los 90 segundes
amarecieron los primerocs criétales, A 193 S_minﬁtas.aafﬁcié |
que todc el aceite habfa criépgljzado, tomédndose ea%baﬁés la.
curva de absoreidn, Otra muestra se 1 Juming durante 9C mimgtos
e#aoniendo a la luz toda la sunérficie, Se tomé la curva eaw
- pectral, Los resultados obtenidos se encuentran en la figurs
10, ~Sgina 72,

Los cristales obtenides oor 11»m1n&e16n ael isémero,
20 ﬁarit:lenron por cristaiuaciama sucesivas, kl ﬁotemi;ﬁr -




¥igura 1C¢

Curvas de extincidn molecular del Difenil 1,4 butadienc en
benceno. Comportamientc del isdmero cromatogrdficamente pure
al iluminarlo con una lémapra Mazda de 250 W. en ausencia de
disolventes, —~ — -—, antes’de la iluminaciénj —— - - -+~ dase
rued de 5 minutogj — x - x — desnued de 90 minutos;

~—e —.8—, c3talizado con yodo desnués de 90 minutos de ilu-
minacidn; - - y.disclucién fresca del ccmpuesto transe
trans, = -

T A -

el.pun;d de fusiénm, se encontré que corresnondfan al oompuesw
to trans-trans, Al determinar el munto de fusifn de una meze
ela de estos cristales con ios del trans-trans, el punto de
fusifn permanecif constante. | |
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Curvas de extincifr melocular el Difonil 1,4 butadienc en

benceno, Cemoortamic: lel dsimerc ificamente puro
al iluminarlo con una ' Mazda ausencia de
disclventes, — —- -, antes do 1a iluninaciéng — - -~ des-
rued de 5 minutos; o > —— x— desnued de 90 minutos;

#-.., catalizadce con vodo desmufs de 90 minutes de ilu-
minacidng - -y disclucién fresca del compuesto trans-
itrans,

e W e

el punto de fusidén, se encontrd cue corresnondfan al compuag.

to trans-trans, Al cotorminnr el munte de fusidn de vua mez-

m

ela de estrcs cristales con 108 del trans-trans., el punte de

fusidén permanecif conalLanie,
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PARTE EXPERIMENTAL.

Adsorbentes v disolventes, Como adsorbentes se uti-

1lizaron: Aldmina activada ( Alorco, Grado A, 200 mallas) ¥y
cuando &sta se agoto, se utilizé élﬁmina activada ¢ Aldroq,
Grado ¥, -80 mallas molida hasta -200). Ambas clases se mez~
claron con 20 a 25% de Celite (Johns-Manville),

Como disclventes, &ter de eniréleo p.e. 60-70° (Ske-
1lysolve B}, p.e. 28-38¢ ( Skellysove A}, acetona, alcohol
etflico y metilico, benceno libre de tiofeno y hexano purif; ~
‘cado con %cido sulfdrico fumante.

Irans-trans difenil 1,4, butadieno,

Se prepafs de acuerdo con el m8todo de Kuhn y‘Wiﬁ— |

terstein (67) a partir de aldehido cindmico y 4cido fenil acé-

tico en presencia de anhidrido ac&tico vy 6xido de plomo: i
- Lgom
| 4 5’H;H:3 o

.- A

3 CgH5-CH =CH-CH = CH-CgHg 4 COp#HgO

El rendimiento es de 34% del tefrico. Con respecto
al método de sintesis, Kuhn y Winterstein diceni " A pesar de’
varias recristalizacionés de deido acétins y de bencenp-alagr f
hol ( 1:4), la muestra no éra sompletamente 3impolora, En ca-
pas gruesas aparece amarillentag'en capas'delgadas el coler 3
es sobrepasado por la fluorescen¢ia dg color azupl-violeta qu;.

poseén los aristales”,
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Puesto que el 5roducto obtenido siguiendo el ﬁ!io@g
de Kuhn y.ﬁinterstein tenia iguales caracterfsticas, se modi- i
fied 1a téenica de nurificacién: )

Bespuds de tres recristilizacicnes, el producto, en
vorciones de 1 g, disucltas en 250 ce. de éter.de'pefréleo se
eromatografiaroen en una column: Ne. 3 cargada con alﬁmina, re=
velando con 1 1, de &ter Ge petrélec ccn 3% de acetona, BEn es~
tas condiciones, una zonz fluorescentc en luz ultraviocleta
{ nroducida por una 14mapar. oortétll Minerallight Q-BI equi«
pada con dos flltros violetas), emigraba casi hasta la base
de 1a columna, Otras pequchas zonas fluorescentes, ligeramenw
te amarillas en luz del afa, permnnecfan en 12 parte alta de
1la columna y no emigrﬂban durante el reveladec. 1A zona flub*
rescente se eluyé con aceton&. A estn disolucién se 1le afindig
ron 200 cc. de &ter de netrdleo y agua hasta transferir toéaﬁ
1a sustancia fluorescente a la cana superior. Esta se lavd
hasta dejarla.libre de acetons y se evapord a sequedad bajo
- presién reducida, El residuc se cristalizd de aleohol metilig'_-
¢o. Se obtuvieron asi, cristaies comhletamente blancos, en
forme de placas hexagonales que funden a 152-39( gorregide,

' biock de Berl), Presentaﬁ uﬁa fﬁerte fluorescencia azul en

_iuz refiejada y casi blanca,bajo luz ultravicleta, Cuando ese . g
_tén.disueltos en hexano o éter.ae oetréleo; presentan una flug - %:
rescencia azul-tlancs en luz ultravioleta, En benceno, la flug _ ? 
resaenci“ es azul violets, Cuan&é se disuelven en qcetﬁna U .

azgehel metiliea, no producen ningana fluereseencia,
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Andlisis elementals Calculado para C1gH14, C, 93.37,

H, 6.63 , Encontrado, C, 93.35, H, 7.04% .

No se pudo determinar el mesc molecular por ser ihf
soluble en exaltonz o aleanfor. ( Kuhn y Winterstein lo deter-
minaron formandc el derivado bromado y cuanteande entonces el

bromo ),

Igomerizacion.

Para seguir el procesc de isomerizacidn por el efec-

to quc sta nroduciz en cl espectro de absofcién, se hizo uso
de un espectrofotbmetro fotoelietrice dc Beckman,

Catdlisis con yostio, Musstras de aoroximadamente

0.075 mg, disucltins en 25 ce ( haxano o benceno), se cataliza-
ron con 0,004 mg. de yodo disucltos en &l mismo disolvente-.

( aproximadamcnte 5% de yo<o con respecto al neso de la mues-

tra). La disolucidn contenida en un matraz volumétrico de 25

ce. se¢ iluminé con una 1fmanars fluorescente (Mazda, 3500°,
longitud de los tubos 120 cm,, dlstanci° de la limpara al ma-
tr°z, 60 em, } dur“nte 10 A 20 minutos, Sin embargo, si el tie@
po de 11um1n=cidn.shprolongab9 hasta 90 minutcs, el equili~.
brio no se afectabz, ya fuerq nor una 1somer1zac16n,mayor o |
por procesos secundarios 1rrever51bles. |

_ggg;gglgg. Todas 1las muestras se exnoniqn a la luz
del sol en matraces volumétricos de 10 cc. conteniende aproxi-
madamente 0.03 mg, Ias 1nsolaclones se hicieron por duplicado,
teniendo uno ée los matraces un poco menos aélzo cc, de disol-

vente, Después de exvuestos, al que estaba Iigeramenxe'vaeib

e - s

|
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se le afindid yodo y se iluminé parn determinar el % de des-
truccidn, Una vez insclados, los mrtiraces se guqrdaron en 1a
oscuridad hawta el momento de an~lizarlos espectrcfotqmétrican
mente, Los tiempos de insolﬁziSn'&ariﬂronrdusde 10 segundos .-
hasta 80 mindtos. El % de destrucecidn se ealculé por la relaw-
cidn de la extincién désﬁués de insclrdo y eatalizado con yo-
do, con 1la extincién que sc obtentfa de una muestra fresca del
compuesto trans-trons desnués de cataliz=da con yodo, Hacien-

do .1a tabla de estas rclaciones sc tiene:

 Extincién a 328 e ( on hexano) desnués de catflisis con yodo
Tiempo de insolacién {min)C 1/3 2/3 1 &5 6 35 80
% dc extineién a 3985}1 100 100 8 95 91 87 71 33
Durante ¢l ticmpo de insolacidn de 1 segundo' a 6 mi-
nutos, ¢l cambio en 1a curva de absorcién consiste en la desa-
maricién gradual, primero, del mAximo localizado.a1344 ep-f |
'_luegb el localizade a 328 TF-- Al mismo tiemvno, la éitura del
nﬁxzmo que queday a 320 %p dlsminuya.43unto con estos cambios
va ocurriendo una destruceién que al final de los 6 minutos,
es. de 13%, Después de 6 minutos, 1a curva no se qfecta en fore
m, pero diaminuye més en alture 2 consacuencia de 1= destrace~
eiﬁn ereciente, En 80 mlnutos, ésta llegq 'a representar el 67%.
Isomerizacibn producida por luz g_gggﬁ Las muestrﬁs
coﬁtenidas en matymces volumétiricos de 25 ca.-se-degarnn estar
en el dintel de ura ventana sin sel direc¢to, De tiempo en tiqg

pe se tomnban muestras de 1o’ matrqces y se analizaban antes
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y después de catalizer con yodo. La velocided de isomerizacién
no se afectaba cuando el ciclo estaba nublade, obtcrniéndose

casi los mismos resultados que cunnde estabz perfoctamente |

claro. _ : .
Isomerizacién cidn por luz artificial, Se em-
pled un foco G.E. Mazda ( vidric transldcido) de 250 W, la
mueéira contenida e¢n un matraz ﬁolﬁmétricd de 100 cc, se en-
contrabala_le em, de distancia, Para cvitar el calentamiento
de 12 disolucidn causadz vor 1 irradiacidn del'foco, el ma- 
traz se enfriaba con una oselicula do agué fria que circulaba
constantemente por las :ﬁredes'del mairaz. Se tomarcn mues-
tras de.vez en cuando vy se¢ analizaron en la forma descrita,
Isomerizaciln de disoluciones congeniradas, Al tra
tar de isomerizar una disolucién de 20 mg. en 100 ce. utili-
zando. el mismo foco de 250 W. se vié que en 4C horas de ilumi-
nacidn se producia‘mehos de 1= mitad de 1e isomerizacién espg
rada. Bsto queria decir que la fuente de luz mo érq suficien-
temente fuerte. Se utilizé entonces una 14maora con fllamsnbo
de tungsteno sobrecalentado ( L&mpara para prOJecclén G. Eh
Hazda, de vidrio claro, de 250 W.) encontranpdo que en muy
corto tiempo se producfa el :fecto deseado, Hay el inconverden
te de que estas 1ﬁmnaras producen una 1rradiacién.muy'fuerte |
que hace hervir a los dlsolventes. Para evitar el calenum&hmm-
to de las disoluciones, la lfimpara sc ¢colocd dentroe de un tdbo
de vidrio_Pyrex de 80 x 270 mm. sugeténdola con_un tapén de

corcho que tenfa una entrada para aguas+ En el qtro_extrQQO'sé-'
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colocd otro tapén con una salids y se hizo circular agua por
dentro del tubo. Este procedimicnto elimind la mayor parte de
~ la irradiacién, Alrededor del tubo se¢ colocaron 6 matraces de
100 c¢c, contenicndo cada uno 75 mg. de difenil butadienoy di-
meltos en éter de setréleo, Todo el copjunte sé cubrid con
una camvana de vidrio déﬁtro de la cual se hizo pasar una>qo— ,/
rriente de aire. Para contrclar el exoerimento se iban tomen-
do muestras ( cada vez de un matraz distinto) continuando la
iluminacién has%a que se cncontrd que la curva espectral no
contenia>mas_que un mAximo, semejfndose a las curvas obtenidas
por iluminacidn de muestras muy dilufdas. E1l tiemvo necesario
ful 24 horas de iluminacién contimma,
Se susvnendid entonces 1a iluminacién y el contenido
de los 6 matraces sc mezcld, evaporando el disolvente en la
r oscuridad bajo presién reducida, Quedd un residuo parcialmen-
te cristalino que se disolvié en 10 cc. de éter de petréleo y
se cromatograflé en una columna ! No, 4 cargada con aldmina
activada, revelando cen &ter de petréleo, Al inspeccionar el
cromatograma con luz ultravioleta, se observaron las siguientes
zonat | L ‘ |
1 mm. 1ntenqamente fluorescente - (azul)leoontaminan
2 mm, varias zona: angostas fluoresgentes (amariilaS“
: contaminantes)
25 mm. inteprzona vacfa, ligeramente fluorescente
28 mm, fluorescente (azul); compuests trans-trens na
altarado
22 mn, interzonza vacfa,y 1i eramente flucreaoente
110 mm, no fluorHSCGnte; 1sfmero -
62 m, inteprzon> vacia ligeramente flunrQSﬁente. =

ﬁebido a que la alﬂmina presantaba una ligera flua- :
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rescencia y &sta desaparecié en la regibn en que se encontra-
ba adsorbido el isémero, esta zona, no fluorescente e incolora,
era fdcilmente localizada, ya quc avarecia comO una zona “ne-
gra®, ) | _

Las dos zonas principales se eluye?bn por separado
determinando la concentracién de cada una de ellas por medio
de patflisis con vodo . Qbedd un 16% del compuesto t;ans—trans
inalterado, El resto fué el isémero., Hubo un 10% de pérdida
que probsblemente se debié a eierts destruccién provocaéa por
1a l4mpara de proyeccién.,

Cuangdo la relacién isémero-sustancia no alterada se
determind, la disolueién del isémero se recromatografié hasta
obtener una zona‘homogénea, separando pequefias porciones del
compuesto trans~trans que se encontraban como impureza. Ia

zona hombgénea del isémero se elﬁyé, se transfirié a &ter de

petréleo y se evapord a sequedad, El residuo fué un aceite mo

fluorescente, Pesando yna pequefia cantidad de éste, se deter-

mind la curva de extineién molecular, Al determinar la curva
corrégnonﬂiente al equilibrio de isémeros producido nor. catd..

. 1isis con yodo,se encontré qde era exactamente igual ai obte~

nide a2 vartir del qompuesto_tfans-trans,'COuén
como en el caso de o8 caroteﬁnides, el-ypdo producfa un equi-
1librio constante da gsémeros, aungue sc paptiera de cualquiera
de ellbs, Debido 8 esta constancia, se comprobd que los andli-

ais_basades en las curvas obtenidas deSpués de oatalizar con

~ypdo, epan correstos,



Ourvaa de extingién mﬂlecular del Défenjl 1 butadieno en
hexano., Mesxlag artifici: lesidel is mera &el compuesto
trans-trans { ambos cromatogrificamente" homogéneos) Los mi«
meros indican el % de 136meré contenido en la mezcla,

) OBy — == ~ , 20Hs — - — = = ,m,«——o-n—o,ao%; j.

~5x~m~x~' 90*i““*"‘P**s 196%

Para facilitar el diagnoa*" de 1ds curyas obtenidasg,

se hlcierun mezclas artiflciales del compuesto trans~trans y

. del isSmero, Estas curvas se dan en la Figuwa 11,
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Figura 171,

&3 26 Mt & c’“() 3 ’)* ! mu

furvas de extincidn meolecular del Difenil 1,4 butadlieno en
hexano. Meselias aptifici les del isbmero R4 del commuesto
trans-trans ambos crometogrificimente hemogdne 0s)., Los mi-
meros indican ol ® de isémero contenido con la mezels,

e 01 e - =, 50%; —a-—a—0 ,30%;
e Xy 90%;~—*-x~, Tz,
Para facilitar ¢l disgnoetns de Ins eurvee obtenidas,

se hicieron mezelas aprtificinles del commuesto trans-trans y

U‘

del isdmero, Bstas curvas eo d=n cn 1+ Figura 11,
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Comportamiento del isfmero. Se traté de hacer crista

lizar =1 aceite con resultados negativos a pesar de haberse
emplendo numerosos disclventes y témpeeruras que variasban deg
de 200 hasta ~800C, A estn ditim~ temperatura el aceite solidi
ficd dande unqlﬁasq vitrea en 1a que ne se observd ninguna es-
' tfuctura cristalin-~,

Expuesto 2 la luz del scl cmpicza a cristalizar, Si
sé observa entonces en luz ultroviclets, sc nuede ver que los
eristales flucrescen,

Para estudizr est. nuevo fendmeno de reisomerizaciébn
muestrés de 2nroximadamente 50 mg. ccntenidas en tubos de vi-
drio Pyrex, cerrados -1 vacfo, se iluminaron con un foco Maz-
dn de 280 W. colocaéo A una distancia de IQ-cm. de 12 muestra,
Estas se enfriaron durante 1la iluminacién con una pelicula de
agua que paéaba sobre 1a superficie del tubo. Los cristales
formados al poco tlempo de haber inieiado la iluminaciﬁn'ée
| nﬁrificaran dande el punto de fusién del isémero transAtrang.
Cuando se erqmatografiarcn mezclados con el compuesto trans-
-transidriginal, se obtuvo una zona homogénea. Pur 1o tanto, el
isémero, por ilumipacién, se reisomeriza dando el nroducto ofi R
ginn 1, | -

Los coeficientes de extincién moleculur de los md-
ximos y minimos del compuesto.prans~trans Y del.isémero; se

dan en la Table 8 (pigina 82),
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_ Tabla 8. _
Coeficientes de extincién molecular de los difenil butadies

nos en los méximos (subtrayados) y minimos,

_ ) '?Tfﬁ???o,“croma oo E Hozois do estereoisg
Forma trans-trans | ficamente homogtneoimeros obtenida por
f i c2tdlisis con yodo
m ET00~ x 104 é R Emoéﬁ-x IC”4£%p Eﬁogﬁ’x 16*4
| En Hexano. !
344 = 3.53 344 3,49
340 3.41 | 340 3,40
| 328 5.61 328 5,40
218 4,58 - 317 4,53
4-5 4,65 313 2.04 315-6 4,55
2567 0.15 256 0.26 255 0,16
{230-1 1,26 23840 172 |a30-1 1,39
Eg Bgngeno;
s 3,15 o asg 2,89
348 2,98 | 348 2,76
34 a9 | - | gaa - 449
9-20 . 2.61




| CONCLUSICNES .
El trans-trans difenil 1,4 butadicno, por accifn de

1a 1luz, se isomeriza on un 80% cuzmdc se encuentra en disolu--
ciones muy diluidas, Por patélisis con yodo, 1a isomerizzeidn,
en céntra de lo que ocurre cn los carotenoides, llega a éér'
solamente de un 10% como se nﬁade ver por comparacién con la
figura 11, pigina 80.

Por cromatografiq se obscervé solnmente un isémero,
Prbbqblemsnte 8ste es ¢l isériere cis-trans, Los argumentos pa-
r2 hacer esta suposicién son les siguientegz

- lo.- Es el isémero mids fécil de obtener, ya que s6-
lamente uno de los extremos de 1la molécula se encuentra. bajo
tensién causada oor los conflictos espaciales entre dos 4tomos
de hidrégeno, que hacen girar el grupo bencénico 52,59 en el
espacio, déjando la molécula de ser coplaﬁér. En el caso del
isémero cis-cis, 12 tensién a que estd éujeta la moléeula es
el doble que 1a del cis-trans.

| 26.~ 81 se commara la curva de absorcidn del iséme~
ro con.las de un cardtenoide que noseé varias doblé;.ligadubae.
cis, se ve que los datos obtenidos.concuerdan en los siguien- :
tes - puntQS' |

- E1 prd-licopeno, en el que se supone que 6 de
1as 13 dobles ligaduras se encuentran en 1o forma cis, poseéd

unz curva en la que el méxime princlnal estd locali;ado;en-la

‘misma longitud de onda en que estf colocado un mAximo seeun~




dario de 1a curva del "todo"-trans-liccweno, Igual que en el

caso de nuestro isémero, los dos miximos colocados en las lon-
gitudes de onda magores, han desanarecidos El valor de.extin-
cién molecular en el punto miximo, baja de 18.6 x 104 que ﬁo~
sed el"todo”~trans-licopeno, 2 10,2 x 104, Considerando_estos
datos en %, se tienec que'él encontrarse 46,1% de losqubles
enlaces en 1a forma cis, el valor de 1la extinhién'molecular
baja en un 46.2% (58).

b.- En el caso del"todo"-cis-liconeno, se suncne que
7 de las 13 dobles ligaduras se encuentran en forma cis, El
mfiximo caracteristico de su curya, se encuentra ligeramente
corrido hacia longitudes de onda mds cortas que él del proli-
copeno, Como en el casc de éste, sélamente queda un mAximo don.
de.habia tres para 12 forma “todo"-trans, 53,8% de los dobles
enlaces se encuentran en forma cis. La disminucién en el valor
de 1a extineidn es de 53,3%.

- La curva del isémero obitenido del trans-trans
difenil butadieno, nresenta mucha analogfa a las curvas de Ios
compuestos antes mencionados. 51 se supone que este is&mero es E
el cis~trans, 50% de 1los dobles enlaces se encuentran en for-
ma cis, la dismimcién en el valor de extincidén es de 3.04 x
104 que en comparacidn ccn 2l del trans-trans cuyo valor a8
de 5.61 x 10%, ha disminuido en un 45,9%, valor muy semejamte
al producidc en el caso de los isdmerés cis del'licepeno.

En investig301ones recientes Zechmelster y ?inskarﬂ e

(601 encontraron un tercer noll—cisulicopeno, con yna gupva
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de abéorcién aln menor que la de los dos casos antes citados.
Como se¢ ha llegado = la conclusién por c4lculos ée distancias
y voldmenes atémicos de cuc solamente 7 de las 13 dobles liga-
du:as del licopenc,nucden formar isémeros cis=trans (35) dee~
bido a conflictos essacinlss, puede.ser que este Gltimo posea
1as siete dobles ligadurss en fcrms cis y por lo ténto, gque
el isémero designado actualmente ccmo "todo"~cis, tenga séla-
merrte 6, Si esto es asf,los datos obtenides con el difenil bu-
tadieno. corresnonden exactamentb 2 los de un isémero del lico-
peno en el que 46 ,1% éc las dobles ligaduras se encuentran en
forma cis.
| ‘Puesto que actualmente no se¢ encuentran curvas de
extincién de los isémeros cis-cis y cis-tirans del difenil bu-
tadieno, o1 esclarecimiento comoleto de si el isémero theni—
do es el cisetrans o el cis-cis, no se nodrd hacer sino hasta. |
/que 31gu1endo los métodos de Straus se sinteticen ambos iséme-
ros v e determinen sus curvas de absorcién, |
En cuantc al mecanismo dn la produccidén del iséme~-
ro partiendo del trans-trans por iluminacién, se puede supo-
ner lo siguiente: ' | | |
Transétransq-energia de 1la luZ*——épfluorescéncia *'isﬁmefo,'
Esta reaccidn estf mas o menos de acuerdo con las
teofias de Perrin (35 a) que supone que cuande hay fluores-
cencia el compuesto se estd destruyendo. -

Es macho més diffcil de exvlicar ‘el porqué cuandof:;ii f

se ilumina el isém@ro, se regcnerq 1° forma trans-trans can¥ ? ;;

e




un rendimiento dc mfs del 8C%;

En forma provisionzl, se nuede asumir que este fe-
némenc ocurre en 1z 51gu1ente formas

isémero + energfa de 12 luz Mlsémcro*

(activado)
~is¢5mero* + isémero ————p trans-trans 4-fluorescencia

Estas ecuaciones exnlicarfan varios de los hechos
‘que se encontraroni La cantidad d¢ energla suministrada vor 1a
luz es muy grande cuandc se trabajin con disoluciones muy dilui~
das, siendo natural gue 1 reaceidn vaya en un sentido hasta
formar mis del 80% Gel isdmero. AdemAs exvplicarfa el porqué
las disoluciones del isémero son estables cuande se exponen a
1a accién de 12 luz difusa. Cuands 12 concentracién del pro-
ducto original se aumenté, ful necesarioc aumentar la fuente de
energfa para competir con la reaccién reversible,

Finaimente, en el caso'del_aceite, al iluminarlo en
ausencia de disolventes, hay una gran posibilidad de que ocu-
rra la eacc16n rbnrcsentada nor la tercera ecuac;én y como el .
compues;o trans-trans cristaliza 1nmedlatamente, ocurre una
reaccidn semejante = la de una pracinitacién, desnlazdndose
1a reaccién casi totalmente en ese sentido,

Solamente las investigaciones nosteriores aclarardn

cual es el verdadero mecanismo de estas reacclones,
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