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1) PALABRAS PREVIAS.

Habiendosepropuesto realizar en ni trabajo de

Tesis un estudio sobre algún principio activo de una plan

ta autóctona argentina, y comentandodicho deseo con el

Dr. Pedro Cattaneo, se sugirió investigar la presencia del

óoido nordihidroguayarótico en la especie Larrea divaricata

Cav., dominante en luchas zonas de nuestro pais.

Dicho compuesto, que adquirió últimamente inte

róe por su notable propiedad de inhibir la oxidación de

grasas, habia sido aislado hace aproximadamentecuatro años

de la citada especie en los EEUU.

le hago un deber; manifestar en este lugar si

agradecimiento al Dr. Arnoldo Ruspini, padrino de si Tesis,

por la eficaz colaboración con que se distinguió en todo

sonento, al Dr. Pedro Cattóneo, por haberme sugerido el

interesante tema del presente trabajo; al Laboratorio de
Iiorcanálisis de la Cátedra de QuimicaOrgánica (Ingeniería

Industrial) a cargo del Dr. Rafael Labriola, en que se rea
lizó el análisis elemental del producto aislado; a las auto
ridades de las Oficinas QuimicasNacionales, por las facili
dades que ne acordaron para la realización del trabajo expe

rimental y al Dr. Rodolfo Brenner, por cuyo intermedio ne

fuó posible conseguir el material vegetal necesario.
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2) INTRODUCCIONBIBLIOGRAIICÁ.

Larrea Cav.(1), género perteneciente a la familia
de lae zigeriláoeae y dedicado a don Juan Antonio Hernandez

de Larrea, Dean de Zaragoza, ee un género típicamente ameri

cano, que ee preeenta oono arbustos o aubarbuetoa, de baee

cie-pre leñoea, con hoJae epueetae y estipuladas, pinatilo
badae o partidas enn doe ramas más o menea divaricadae. La

oara interna de lae estipulae posee nn epitelio glandular
que eegrega resina que recubre todae laa partee vegetativae.

Vive en Chile, Argentina y Bolivia (región limítrofe con nuee

tro pain), Méjico y zona eur de loe EEUU.

Su distribución geográfica en la Argentina compren

de a: Jujuy, Salta, Tucuman,Catamarca, Santiago del Estero,

La Rioja, San Luis, Córdoba, San Juan, Mendoza, Buenoe Aires,

La Pampa, Neuquen, Rio Negro y Chubut.

La superficie de nuestro territorio cubierta por laa
eepeoiee de este genero ee muyextensa y abarca con predilec

ción lae zonae deeérticae, áridas y eecae. Larrea divaricata
Cav. vive desde Chubut hasta Salta, siendo un elemento domi
nante en muchas zonas.

Lee Larreae argentinae comprendena cuatro aapeoiee:
Larrea divarieata Car. l

Larrea ouneirolia Car.
Larrea nítida Car.

Larrea Ameghinoi Speg.
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siendo las dos primeras, llamadasvulgarnente: 'jarilla', las
nds difundidas.

Larrea divarioata Cav. es un arbusto ramoso (ÍLJn)

de tallos lenosos, oilindrioos, ramas jóvenes prismátioas,

pubesoentes, internodios de hasta 2 en, de hojas opuestas, sub

s6siles, biestipuladas, de un par de foliolos poco soldados,
divergentes, oblongoagudos, con un tercer foliolo en forma de

mucrón filiforme, pequeño.

Distribución geográfica en la Argentina: Salta (80.),

Catamarca, Tucuman, Santiago del Estero, La Rioja, Cordoba, San

Juan, Mendoza, Neuquén, S. de Buenos Aires, Rio Negro y Chubut.

Larrea cuneifolia Cav. es un arbusto (I 3a) de tallos

leñosos, cilindricos, de ramas jóvenes prismátioas, pubssoentes,

internodios 1,5 - 2 cm, hojas opuestas subsésiles, biestipula
das, biroliadas, con un tercer foliolo reducido a un corto mu

orón filirorme. Los foliolos están soldados en toda su longitud,
son asimétrioos, agudos y cubiertos de pelos adproatos en ambas
caras.

Distribución geográfica en la Argentina: Salta, Tucu

lan, Catamarca, La Rioja, Santiago del Estero, Córdoba, San Juan,

Mendoza, San Luis, La Pampa, Neuquén, Rio Negro y Chubut.

f
f

Si bien la literatura no mencionainvestigaoiones

rarnaoológioas detalladas sobre Larrea Divarioata Cat., es
conocido su uso comomedicamento por los indigenas(2)que
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habitaban el sudoeste de los EEUU.Una infusión preparada hir

viendo thas de esta planta, la tomabaninternamente contra

enfermedadesvendreas, calambres intestinales, disturbios gás

tricos, inflamacionesdel aparato respiratorio, tuberculosis,
ete. Igualmente comotónico, antiseptioo, expectorante y esti
mulante.

Los entraetos acuosos de la planta fueron usados tam

bien en forma de baños contra el reumatismo y las hojas secas

y pulverizadas para espolvorear heridas y lastimaduras.
Larrea divarieata Oav. es conocida por los nativos de la región

sudoeste de EEUUpor"creosote bush"(3), arbusto de ereosota,

debido a que sus hojas y pequeños tallos, especialmente en los

nodos. están cubiertas por una capa resinosa, que al arder
con llama fuliginosa emite humosaromáticos que recuerdan al

olor de la ereoseta. Los espanoles de California la llamaban
"gobernadora" e 'hideonodo". Es tambidn conocida por los nati

vos bajo los nombresde palo ondc, tasaJo, gunis, hediondilla,
sonora, falsa, al caparra, Juanis, yah tempy etiontio.

Las investigaciones químicas sobre L. divaricata se

han limitado primariamente a extracciones selectivas con sol

ventes“), constantes de solubilidad del exudadoresinoso(5),
determinaciones de cenizas(6), y analisis de las mismas‘7).
En el curso de investigaciones sobre constituyentes de plantas,
realizadas en cooperación por el Dep. de Agricultura de EEUU

y la Universidad de Iinnesota‘3), se identificó la presencia
de acido nordihidroguayaretico en L. divaricata. Fue la pri
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mera vez que se aisló dicho compuesto inhibidor de oxidación

de grasas en la naturaleza. En el mismotrabajo se constató

la presencia de una cera, que por sapcniricación dió una frac

ción ácida y otra alcohólica. La fracción ácida constituida

por una mezcla de ácidos de 028 y 626. La tracción alcohólica

contiene principalmente un alcohol de C30.
La porción insaponiticable de un extracto soluble

en bencina, dió una pequena proporción de esteroles, que fun

den a 1263-128nc y constituidos probablemente por una mezcla.

Uh flavonol de grupo suxocrómico en posición 5 fue aislado y

parcialmente caracterizado. Si bien Larrea divaricata tiene

un olor aromático marcado, solo se obtuvo una muy pequena

proporción de aceites volátiles al destilar por arrastre con
vapor de agua. Las reacciones usuales para alcaloides dieron

resultados negativos en los extractos de esta planta. Por úl
timo, se aisló e identificó la presencia de sacarosa.

En un estudio rithuimico posterior‘a), se carac
terizaron parcialmente los pigmentos amarillos y anaranjados

de Larrea divaricata, habiéndose postulado la siguiente fórmu

la de constitución aproximada para el pigmento anaranjado, un

tlavonol con un grupo hidroxilo libre en posición 5, teniendo

3 grupos metoxilos y 3 grupos hidroxilos metilables o acetila
bles:



ln la alta proporción de substancias extractivas que se obtie
nen al tratar la planta seca y desintegrada con alcohol, éter
u otros solventes orgánicos, se han aislado e identificado ade
más las siguientes substancias(9): numerososcompuestosrenóli

cos. clorórila y pequeña cantidad de caucho. Se constató temp
bién la marcadaactividad bactericida de los extractos alco.

hóliccs sobre las bacterias Grampositivas, actividad que se

atribuye‘B) al dcidc nordihidroguayarótico, y que erplica el

porque del uso de dicha planta por los indigenas con fines an

tisépticos. Al respecto es interesante comparar1a aplicación
que tiene actualmente en Medicina el guayacol(6ter Ionométilico

de la pirocatequina) bajo diferentes formas, para el trata
miento de afecciones catarr7ales, de las vias respiratorias y
tuberculosis, con el uso que le daban los indigenas del hemis

ferio norte al "crecsote bush", que contiene ácido nordihidro
guayarático, y que posee en su estructura dos agrupaciones piro
catequina.

Cabe mencionar además que L. divaricata ha adquirido

últimamente un interés ecológico, pues puede ser usada para pre

venir la erosión del suelo. Vive perfectamente en tierras dri
das y no necesita irrigación.

Si bien L. divaricata ha sido sometida en EEUU.,prin

cipalmente en los últimos cuatro anos a muchos ensayos e inves

tigaciones debido al interés despertado por su contenido en

¡cido nordihidroguayareticc, no se ha encontrado en la biblio
grafia consultada, fuera del punto de vista estrictamente



botánico, datos de interés titoquímicc de la especie L. cunei

tolia, ¡uy difundida en nuestro territorio y que dominaen nu
chas zonas. Ba sido este hecho el que no induJo a someter dicha

especie, conjuntamente con L. divaricata, a un estudio tendienp

te a establecer la presencia o no de ácido nordihidroSuayaretlco
en estas dos especies argentinas.

Acido nordihidro ua retico(1°)

°18522°4

¡3-3-41-ot11.oa-c{-b1s (3,4 dihidroxifenil)-butane.

¿u n
Ho. 5 5

H osólido cristalino, de color blanco con tintes amarillentos,
que se presenta bajo el licroscopio en torna de agujas ehatas
(eristalizadae del alcohol). r.r. - 184l-18580
Solub111aaa(3)(9)(11)
muysoluble en: alcohol ¡etílico

alcohol etílico
acido acético glacial

poco soluble en: clororcrno
benzol, toluol, Iilol calientes
agua caliente

¡uy poco soluble en: agua
acidos diluidos.
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racilmente soluble en grasas y aceites a 12080 (1:5 í) pero

solo quede l f en solución al enfriar e temperatura ambiente.
rue sintetizado en el ano l9la(12) del acido guaya

reticc, su ¿ter dimetilico o el éter dimetilico del ácido di
hidroguayaretico, por reducción con acido iodhidricc conc.(Dnl,7)

y su estructura establecida.
Numerosassubstancias renólicae poseen la propiedad

de inhibir marcadamentela autooxidación de grasas. ln general,

(ll) en posición ortolas más efectivas son aquellas que tiene

o para, o ambas, respecto e su oxhidrilo, alguna unión oxigena

da. El más simple y mejor conocido antioxidante de este tipo

es la hidroquinona. Otros ejemplos tenemos en los tocoreroles,

que han sido extensivamente estudiados(13), pues parecen ser

los principales antioxidantes que se encuentran normalmenteen

muchasgrasas vegetales y animales. Tienen la ventaja de ser

menostóxicos y mas solubles en grasas que la hidroquinona(ll).

Otra substancia con notables propiedades antioxidantes es la re
sina de guayaoo(l‘)o El principio activo de la mismaes presu

miblementeel acido guayarético. Es un estabilizador excelente

y muypractico para prevenir la rancidez en el lardc y muyrac
tible su aplicación a alimentos deshidratadcs(15).

Estos resultados favorables, y teniendo en cuenta la
semejanza de su estructura quimica con la del ácido nordihidro

guayaratico, indujeron el estudio de este compuestodesde el
punto de vista de su aplicación comoinhibidor de oxidación de

grasas. 3.0. Halvoreon, director del Hormel Institute de EEUU,



en cooperación con el Dr. Lsuer, reconocieron en este comp

puesto las extraordinarias propiedades que lo colocan en pri
mer lugar entre los inhibidores de oxidación de grasas anima

les del tipo del lardo de cerdo.

CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LOS PRINCIPALES METODOS DE

EXTRACCION.

OoyW. Waller, en eu tesis presentada a la universi

dad de Minnesota, ensayo los primeros métodos de extracción(3)

del acido nordihidroguayarétioo de Larrea divarioata Cav.

Para abreviar, de aqui en adelante denominará el

ácido en cuestión: NDGA(Nor-nihidro-Guaiaretic-Acid), sigla

muy usada ultimamente en EEUUpara designar este compuesto.

Il material usado en dicho trabajo consistió de tallos

pequeños, hojas y flores de la planta mencionada, que despues

de sacadas al aires, se noliercn a un polvo NI 20 en un molino

Jacobecn de laboratorio. Se obtuvo un extracto alcohólico por

peroolación de la droga seca con alcohol etílico de 95 1, que

se caracterizó por su actividad bactericida sobre las bacterias
Grampositivas. Este extracto alcohólico se dividió en varias

fracciones que se sometieron a sendas extracciones con agua

caliente, éter etílico, éter de petróleo y clororormc. La
actividad bacteridida acompañóa las fracciones solubles en éter

y clororormo. La tracción insoluble en eter se mantuvoinactiva,
mientras que la insoluble en olororormo retuvo dicha actividad.

Esta marcadaactividad baeteridida se atribuyó al



NDGA.que le aialó de la siguiente manera:

Método del plomo:

La tracción inaoluble en clorororno, le disolvió en
alcohol y ee trató con una solución alcohólica de acetato de

plomohasta precipitación completa. El pptadc. ac recogió en

un filtro y ae lavó con alcohol. Luego ee auependió dicho ppta

dc. en alcohol y ee pasó una corriente de SH2hasta convertir
todo el Ph presente en el correspondiente eulfuro. Se filtró,
cvapcró el filtrado a pequeño volúmen, ae diluyó con agua y

ae dejó reposar toda la noche, Se separó una pequeña cantidad

de agujas de color rojizo que fundieron a 17680 y dieron una

coloración verde intensa con Clara.
lótodo con bencina del petróleo:

La parte soluble en éter de la fracción insoluble

en clororormo del extracto alcohólico, ae trató con norita,
ae filtró y ae virtió en un gran volúmende bencina del petró

leo hirviente, del cual se separó un fino polvo amarillo que
fundió a 16520. El color amarillo se eliminó tratándolo con

clorororno caliente y el producto resultante, de color crema,
tundió a lBOlC.

Métododel agua caliente:
Por tratamiento del extracto alcohólico con agua

caliente, ae obtuVouna tracción acuosa que al enfriar pptó.
pequeñacantidad de laterial criatalino.La adición dc hidro
culfitc de acdio al agua caliente aumentóel rendimiento de
material cristalino.
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Despuóede sucesivas reoristalizaciones y purificaciones,
se obtuvo NDGAcristalizado I de color blanco crema con

punto de fusión - la4l-18586.
Por tratamiento del extracto alcohólico crudo con

acido acético al lo - 15 fi se obtuvieron también resultados

taVorables para la preparación del material cristalino.
En un trabajo poetarior‘e), se ensayaron con óxito

extracciones fraccionades cqfi soluciones de bicarbonato de

sodio, carbonato de sodio e hidróxido de sodio. Se obtuvieron
asi distintas fracciones de las substancias renólicas so

lubles en óter, tacilitándose la purificación de las mismas.
Asi la fracción carbonato de sodio demostró ser rica en pigmen

tos amarillos y anaranjados, mientras que las últimas fraccio
nes de hidróxido de sodio dieron un rendimiento apreciable de

NDGL.

Basandoseen estas extracciones fraccionadas, Ole
Gisvolt elaboró un mótodo(16) que permite obtener ¡DGAcon

suficiente pureza comopara poder encarar la preparación de

este principio activo en escala algo mayor, pero que todavia

ofrece considerables dificultades comopara utilizarlo en la
producción de NDGAcon fines comerciales. Actualmente la firma

Im. I. stange t 00., utiliza un procedimientosecreto‘9), per
feccionado por el mismo0. Gisvolt, en combinación con un m6

todo de purificación encontrado por Joseph Adams, de la citada

firma, que ahora esta en producción y que da un ¡DGAde alta

pureza, libre de substancias odorifioas y colorantes.
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3) LABOR EXPERIMENTAL

a) Preparación de las nuestras.
Las extracciones del presente trabajo se realiza

ron sobre ejemplares de L. divsricats y L. cuneirolie recolec
tados en el nes de agosto del presente ano en Anilleco, Dep.

de Castro Barros, Provincia de La Rioja.

El material usado consistió de: pequeños tallos y

hojas, que despues de seoados al aire y sol se sometieron

e una saliendo grosero para la primers extracción. En las

dos posteriores se trabajó sobre material solo ligeramente

desnenuzado, ya que se vió que todo el NDGAse encuentra

repartido‘a) en las resinas que recubren las distintas par

tes de ;¡ planta, es decir, que se halla en la parte exterior
de la sisns, lo que hace superrluo soneterla s una nolienda

rigurosa. ll material desnenuzadoy solido presenta un color
verdoso amarillento y un olor aromático característico, no
desagradable cuando diluido.

b) Extracciónl purificación e identificación del NDGA.
En le extracción del ¡DGAse siguió en terminos

generales el metodo elaborado por Ole Gisvolt(16), que con
siste en obtener numerosasfracciones de las sustancias re

nólioas de la plants por medio de extracciones sucesivas de

la parte ¡ter-soluble de la planta con solución alcalina.
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la. Extracción sobre hojas z tallos de L. divaricata.

1.#oo granos del material vegetal preparado como

se indicó en el capitulo anterior, se sometieron a una per

colación con 6 litros de solución de HONaal 5 S, a la que

se añadió 2 f de 8204la2 para evitar en lo posible la oxida
ción del NDGA,muy poco estable en medio alcalino. Se utilizó

un percolador de vidrio de lo cm de diámetro por 75 cm de

altura, conectado por su parte interior por medio de un tubo

de gomaa un trasco colector, conteniendo acido clorhidrico

al i, para acidiricar inmediatamenteel liquido percclado.
Se dejó actuar la solución alcalina durante aproximadamente

l hora, y el liquido recogido y acidulado se dejó sedimentarj
60 horas. l

Se depositó en el fondo una masa altamente viscoea,

no adherente a las paredes del frasco y de color amarillo

parduzco, que los americanos llaman "¡DGAsludge", barro de

NDGA,y que contiene aproximadamente de lo - 15 5 del citado

principio.
Se decantó el liquido sobrenadante y se disolvió

el barro en 750 ml de alcohol etílico de 96d, ecidulando con

01Hal tornasol. Se agregaron 2 litros de éter sulfúrico y se
filtro, eliminandoeela parte alcohol-soluble e insoluble en

6tor. El liquido limpido se lavó con 3 litros de agua, en

porciones de l litro por vez, y luego se procedió a la ex

tracción fraccionada con solución de HONaal 5 f más 2,5 f

de 8204Ra2.



A - PERCOLADOR

B - SOLUCION ALCALINA

C - FRASCO COLECTOR
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Para cada extracción se usaron 30 nl de dicha solución alcali

\ na, agitando de 2 a 3 minutos, acidulando el liquido decantadc

con Clfi al i y llevando al baño maria para evaporar el ¿ter

que habia pasado disuelto.

Despues de dejár en reposo por 24 horas, las dis

l tintas fracciones presentaban un depósito con el aspecto si
guiente:

tracción l: brca negra, algo fluida.
' 2: ' ' . pocofluida.
' 3: ' ' , sólida.
" 4: ' pardo nesruzca, poco fluida.

" 5: sólido anorfc, de color pardo rojizo.

' 6: ' " , " ' anaranjado (pigmentos
amarillos y anaranjadcs).

" 7 a 14: fracciones sólidas y cristalinas, de color
amarillo-anaranjado, con alto porcentaje de

NDGL.

’ ' 15: sólido anaranjado rojizo, pocos cristales.
' 16: ' rojizo, ¡uy pocoscristales.
' 1?: liquido cleoso, color pardo rojizo, sin cristales;

Las fracciones 7 a 14 reportaron 60 gramos de ¡DGA

inpurc, que corresponde a 4,3 S con respecto al material vege
tal seco.

Se hicieron ensayos de purificación sobre las fraccio
nes obtenidas, con los siguientes resultados:

Disolución de una parte del NDGAbruto en ácido

acético glacial caliente, reprecipitación por agregadode
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igual volúmende agua y reposo hasta el dia siguiente.

Despues de filtrar por un embudoBuchner y lavar con agua, se

seoó en estufa a soac Y se tomó el P.r. Fundió entre 160: y

177cc |te6rieo: 1898-185lc).

Otra parte del producto bruto (35 gramos) se disol

vió en 50 nl de 0330003glacial en caliente y luego se diluyó
con un gran exceso de agua (500 nl). Pptó. una ¡asa aceitosa

que cristalizó al cabo de 48 horas. ln la superficie del li
quido sobrenadante flotaron cristales de aproximadamentel In

de largo, con un P.I. a icono. In cambio, los cristales que

se habian tornado en la naaa sedimentada, tenían un grado de

pureza menor, fundiendo entre 15580 - 17onc.

Prosiguiendo con las tentativas de purificación, se
disolvió en muypequeño volúmen de acido acético glacial calienOe

el material cristalino obtenido en la primera purificación (P.r
160i-177lc). Dicha solución concentrada se enfrió en un bano de

hielo y los cristales separados, despuésde filtrar y lavar
primero con acido acético glacial y finalmente con agua, se se

caron en estufa. En esta purificación, acompañadade gran pérdi

da de material, se obtuvo un polvo cristalino de color amarillen
to, conun p.r - lBJI-lettc.

Se realizó una última reoristalización disolviendo

dichos cristales en aoetona y repreoipitando por agregado de

agua, dejando reposar por 24 horas. De esta operación se obtuvo

un producto de alta pureza, de color blanco crema, con un

P.r. c 184! - 13510, igual al teórico.
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Los cristales se obserVaronal microscopio, direc

tamente y con luz polarizada, presentando la forma de agujas

chetas, terminadas en punta en ambos extremos. Se adjuntan

dos rotomierografias tomadas del preparado.

ln el metodo de extracción seguido, una de las di

ficultades que se presentaron y que obstaculizaron la obten

ción de NDGApuro, fué la pptación. de azufre libre por des

composición del 8204Ne2, al acidular con 01Hy calentar en
baño maria los extractos alcalinas de NDGA.

Este azufre acompañóel NDGAen varias recristaliza

ciones, comose observó el efectuar determinaciones cualitati

vas de 8 por el metodo de Lassaigne en algunas de las fraccio
nes obtenidas.

Se encontró que aoidulando con un acido débil, v.3r.

ácido acético, este inconveniente no se producía, modificando

se la técnica de extracción en tñl sentido para las siguientes
extracciones.

2a. Extracción sobre hojas y tallos de LArrggdivaricata Car.

Se realizó una segunda extracción sobre 600 gramos

de material vegetal solo ligeramente desmenuzado,por las ra
zones indicadas en el capitulo de preparación de las nuestrast

Se usaron 2,4 litros de solución H0!a,320¿ns2 pera la peroo

lación, que duró aproximadamente¿north eeidulando esta vez

con 0330003y dejando reposar el pptado. tornado por 70 horas.
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En la superficie flotó un barro esponJoso, de consistencia go

mcsa, y de color pardo negruzdo, que se despreeió por no con

tener practicamente NDGA,prosiguiendose las operaciones con

el pptado. denso del fondo, comose indicó anteriormente: de

cantanión del liquido sobrenadante, disolución del "barro de

NDGL"en 400 ml de alcohol etílico, agregado de 1 litro de ó

ter etílico, filtración y lavado con agua, procedióndosefinal

mente a la extracción con solución al 5 f de HOla más 2,5 5

de 8204ha2 ( cada vez 12 ml ). Se aoiduló aqui también cada

fracción obtenida con CHBCOOH.
Los resultados obtenidos fueron muyparecidos a los

de la extracción anterior, dandolas fracciones 5-11, aproxi

madamente 25 gramos de NDGAimpurc, le que representa un #,2 f

sobre droga seca.

Igualmente se purificó parte de estos extractos im
puros, con la técnica indicada más arriba, procediéndose luego

a efectuar determinaciones y reacciones de caracterización con
los resultados siguientes:

una solución alcohólica de dichos cristales, adicio

nada de una gota de 0151. a1 lo fi, adquiere un intenso color
verde brillante, que desaparece por agregado de una gota de

61H. Alcalinizando con una solución diluIda de COBNaZ,reapa
rece el color verde, que por adición de un exceso de solución

de c03Na2pasa a azul, violeta, púrpura y finalmente rojo vino‘BZ
Dicha reacción de coloración es semejante a la que produce la

pirocatequina(17), que es constituyente de la molécula de NDGA.
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Al conpleJo rojo de hierro tornado, Ieinland(la) le asigna
la siguiente fórnulaz

Otra reacción de coloración debida a la oxidación de la función

fenólioa es la siguiente: Virtiendo una solución alcohólica

de los cristales mencionadosen agus dóbilnente alcalina, se

producenlas siguientes aclaraciones: verde fugaz, rojo vino

intenso, pasando finalmente a pardo.

Igualmente que la pirccathuina, el ¡DGApresenta una sal de

Pb practicamente ineoluble en alcohol, de color blanco.

Constantea del ácido nordihidrogualarótioo obtenido

2.1. a 184l-185lc teórico: 18#l-185lc

Peso molecular (Rast) n 290;}10 ' 302

Análisis elemental í
c - 71,61 ; a - 3.00 

" c-71,4e;n.7,3e

Reaccionee de coloración con

0151. y alcali: positivo.
Igualmente las solubilidades del compuestoen los dia

tintoe aolventee correspondencon lo que indica la bibliografia.

a í 4



Extracción sobre tallos y ggjas de Larrea cgggifolia Cav.

990 granos de tallos y hojas secas, ligeramente
desncnuzadas, sc sonetieron a una pcrcolación y extracción
fraccionada siguiendo la tecnica anterior. Tambiénen esta

operación se observó la analogía de los resultados obtenidos
en los distintos pasos, con los de la extracción de hojas y
tallos de L. divaricata: las primeras 3 fracciones dieron
una substancia resinosa, senisólida y de color negro, luego
2 fracciones anaranjado anarillentas asorfas, prácticamentc

sin DDGA,obteniéndose entre las fracciones 6 - 16, 29 gra

sos de extractos ¡uy ricos en NDGA.Las fracciones 17 y 18,

cleosas y con pocos cristales en su seno y la 19, aceitosa
y sin principio de cristalización.

In esta extracción el ¡DGAbruto obtenido corres

pondió a 4,9 fi sobre droga saca, es decir, es algo superior

a los rendimientos obtenidos en L. divaricata (#,2-4,3 fi).
Por purificación de estas fracciones con la tdcnica usada

anteriormente, se obtuvo NDGAcon P.r. - lB4l-185|c.

No se observó depresión del punto de fusión en

una mezcla de ¡DGAobtenido de L. divaricata y L. cuncifolia.

Los rendimientos de ¡DGAno purificado pueden con

siderarse buenos, conparandolos con un resultado publicado en

EEUU(8):3.92 f sobre droga seca (L. divaricata), y usando una

t6cnica de extracción parecida. El contenido real de este prin
cipio ee seguramente mayor, asi análisis efectuados en la Di
visión de Químicariaiológica de la universidad de IinnesotaA



dieron cono resultado aprox. 7 fi de ¡DGL(11). Proporo16n ten

elte no es posible obtener en los nétedos de extracción prác
ticos, debido e que el ¡DGAse encuentra formando parte do uns

nezole muy compleja y heterogénea, con acompañantes que poseen

propiedades muyeensjantes. y por tal razón, difíciles de
separar.

Con los resultados favorables obtenidos, se G16

por terminado el trabajo eXporinontal en le parte que ae

refiere e: lxtrsooión, purificación e identificación del NDGL.
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c) Ensazos del poder inhibidor de oxidación de ¡gases del

compuesto obtenido.

Breves consideraciones sobre el fenómenode rancidez.

La forma de aparición más importante de rancidez en

grasas es la producida por la acción del oxigeno del aire. una

alteración debida a microorganismos(19)solo puede ocurrir en

presencia de: humedadconveniente, substancias nitrogenadas,

sales minerales y e un rango de temperatura óptimo.

En cambio, la oxidación atmosférica ocurre espontánea

mente cuando los compuestos que contienen grasas no saturadas se

exponen el aire. Se acepta hoy en dia que el oxigeno actúa en la

siguiente forma: ataque de una doble ligadura de un acido graso

no saturado, con formación de un peróxido altamente reactivo.

Este producto de adición es generalmente muyinestable y se des

componerápidamente por polimerización, isomerización o rotura

de la cadena, a la manera de un oxónido, para producir compues

tos de peso molecular más bajo.

Comopaso intermedio entre el compuesto autooxidable
(2°) sostiene la formación de una subsy su peróxido, Staudinger

tancia extremadamente inestable, a la que le asigne el nombrede

'molóxido", con la siguiente fórmula probable:
R-CH-CH-R’ —> R-C — -R’ —) B-CH- H-R‘ R-CH + H-R'

V” I T " a É0o-o 8
molóxidc peróxido aldehidos,etc.
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Este molóxidc es el que daria inmediatamente el peróxido de

ácido graso, cuya presencia se ha podido constatar por muchas

de las reacciones caracteristicas de la función -0-0-, pero

que no se ha podido aislar por ser muyinestable y no crista

lizable. Solo en algunos pocos casos, comoen el ergcstercl y
tetrahidronaftaleno(21) , se ha podido obtener el peróxido en

estado de pureza. En general, la absorción de oxígeno no se de

tiene en la relación: 2 átomos de oxigeno por cada doble liga

dura, así se vió que el ácido oleico a sonc absorbe aproxima

damente # átomos de oxigeno por molécula‘zz) dando una baja

proporción de peróxido y relativamente gran cantidad de agua y

anhidrido carbónico, debido a descomposiciones secundarias y

oxidación posterior.
Sin entrar a considerar los fenómenosposteriores a

la aparición del peróxido, por nc corresponder a la índole del

presente trabajo, y que proporcionan a la grasa las caracteris
ticas propiedades organolépticas de olor y sabor rancio, el hecho
de poder determinar la presencia de la función -0o0- (p.e1.;me

diante el indice de peróxido) con exactitud y rapidez, es una
circunstancia favorable que nos permite descubrir cualquier ran

cidez incipiente con suficiente antelación; antes que los carac
teres organoléptioos, especialmente el olor, nos revelen su pre
sencia.

Es conocido que las grasas naturales poseen, bajo el
efecto del oxigeno atmosférico, una fase de refractariedad a la

oxidación, lapso que se conoce como"período de inducción" y
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durante el cual la grasa se mantiene practicamente invariable.

Se considera que el final de dicho periodo esté determinado por

la acción de los compuestos con función "peróxido", que actuarian

comocatalizadores positivos, promoviendolos fenómenosposterio

res. Muchosdatos experimentales confirman esta suposición, p.eJ:

la adición de pequeña cantidad de grasa oxidada a una muestra

fresca reduce dicho periodo de inducción en forma notable‘zj).

También se observó que dicho periodo de inducción se

acortaba cuanto más puro era el compuestoautooxidable: los gli
córidos resintetizados de los ácidos destilados de aceites natu

rales, poseen un periodo de inducción que representa solo una

pequeñafracción del que posee el aceite original(24). Es eviden

te, pues, que existen en las grasas naturales substancias con pro
piedades antioxidantes, y la rancidez no se hace aparente hasta
que dichos antioxidantes no desaparezcan del medio, lo que ocurre

normalmentepor destrucción oxidativa.

Varias teorias se han propuesto para explicar la acción
de estos inhibidores de oxidación, habiéndose destacado en los

últimos 20 años las de Ioureau y Durraisse(25), actualmente poco

consideradas por no responder satisfactoriamente a los hechos ex

perimentales, y la de las "reacciones en cadena" de Christianseflsl

Según esta teoria, una molécula activada de la substan

cia autooxidable se une con una molécula de oxigeno, dando lugar

a la formación de un peróxido, con liberación de una considerable

cantidad de energia. Esta molécula de peróxido recién formada es

capaz de pasar dicha energia a otra (o posiblemente més que una)
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molécula de substancia, iniciandosc una cadena (o cadenas) de

reacciones de óxido-reducción, que puede propagarse a miles
de moléculas.

El largo de esta cadena de reacciones depende de la

eficiencia con que 1a energia es transmitida, y de la presencia
de substancias extrañas (catalizadores positivos o negativos(in
hibidores)).

r + energia -e rx ; FI + 02 -—+F02I

F02!* I -') + 1’!+ ‘_')ccee
F - substancia autooxidable ;)I - molécula activada.

Cuandouna molécula activada de peróxido entra en contacto con

una de inhibidor (a), esta última capta dicha energia, y como

consecuencia general, pero no absoluta, ella se oxida en sub

siguientes choques con oxigeno. De cualquier manera, falla en
su turno para activar otras moléculas del substrato autooxidable
y la cadena de reacciones se corta:

I I1'02 +A—-)102+A¡;A +02-—9.A02
Esta teoria explica también la aceleración de la autooxidación

debido a factores capaces de activar las moléculas reaccionantes,
iniciando reacciones en cadena, p.cJ.: energia radiante (calor
o luz), catalizadores positivos, energia quimica,etc.

Basandose en esta propiedad de diversos factores de

influir notablemente en el periodo de autoozidación.ss han ela

borado métodos acelerados para investigar y poder comparar la

estabilidad de grasas. Conellos es posible determinar en horas

, ..__J
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o dias, 1o que en condiciones normales duraría meses.

Parte práctica.

A) Método z aparato usado.

Para observar el erecto inhibidor del ¡DGAaislado

en el presente trabajo, se ha elegido un método basado en s1

"Ensayo de estabilidad de Swirt(26)", conbinandolo con parte

de las dos modificaciones propuestas por R.W. Riemensohneider,

J. Iurer y R.I. Speck(27) y el "Commiteeon Analysis or Commer
cial rate and Dilema).

La base del método consiste en haber burbuJear aire

lavado a través de las muestras de grasa, mantenidas en un ba

ño a temperatura constante. Determinaciones sucesivas del Indi

ce de peróxido, nos permiten seguir el proceso de oxidación des

de el comienzo del periodo de inducción hasta 1a aparición de

los típicos caracteres organoléptioos de ranoidez.

En detalle, el aparato usado, del cual se acompañan

2 ilustraciones, consta de un sistema distribuidor de aire, co
nectado por un lado con una fuente de aire a presión (bomba

Pfeirrer's) y por el otro con tres tubos de ensayo de 4 cn X

20 on, cerrados con tapones de gomacon dos perforaciones, una

para el tubo de burbujeo, y por el cual pasa el aire que viene

del tren de aereación, y otra para el tubo de desprendimiento,
ambos de 4 mn de diámetro. Los tres tubos están sumergidos en

un baño de aceite mineral, de oolor claro y alto punto de infla
mación, que se encuentra en el interior de una estufa de doble

pared, entre las cuales se coloca agua. Esta camisa de agua
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315.1: Tren do aaroaoión del "Swift
atability test". usadóen la medir.
de Biemenschnoidor, Turer y Speak.

Fig.2: Aparato completo usado
lente trabajo.

en el pre
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comunicacon el exterior por medio de un refrigerante a reflujo,

que condensa el agua que se evapora y mantiene un nivel constan

te del-mismo. Para la calefacción ee utilizó un mechero Bunsen,

manteniendo la temperatura del baño interior de aceite a 97876.

Para ello es conveniente agregar al baño de agua un 10 f de gli

cerina: que permite llegar fácilmente a dicha temperatura.
e En el tren de aereaoión (fig.l), el aire que entra

por 0, debe burbujear primero por un frasco lavador con agua B,

pasando luego al frasco E que contiene una solución ácida de bi

cromato de potasio (2% Cr207K2 + 1% SO#HÉ). Uh refrigerante a
reflujo, por cuya camisa circula agua a lSflC, regula la hume

dad que arrastra el aire que sale de E, y que despues de llegar

a K, pasa a los frascos distribuidores 1,6 y H, cada uno con seis

salidas, lo que permite hacer 18 determinaciones a la vez. Esto,
según indica el diagrama.

Para nuestra determinación, en la que solo se utiliza

ron 3 tubos de burbuJeo, ee suprimieron los frascos H y F; lo

mismo que las columnas de agua C y D, reguladoras de presión,

pues se vió que esta se puede mantener perfectamente constante

mediante la llave de escape H.

El aire ee hace burbuJear por los 3 tubos a una velo

cidad aprox. de 2,33 ml/seg. (pequeñas variaciones de esta ve

locidad no influyen en los resultados), manteniendo un nivel
de aceite del baño de 5 cm por encima del nivel de la grasa de

los tubos. Los tubos de burbuJeo, perfectamente ¡entrados, deben
llegar a 0,5 cm del fondo de los tubos de aereación.
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(27)Determinación del Indice de Peróxigg.

0,2 gr de muestra se disuelven en un erlenmeyer de

200 ml con 20 ml de una mezcla cloroformo-acética (60 fi acido

acético + #0 fi cloroformo). Se agrega l ml de solución saturada

de ioduro de potasio, agitando Justamente l minuto en la obscu

ridad. Se agregan 100 ml de agua, 2 ml de engrudo de almidón

y se titula el iodo liberado con solución 32031“2 N/lOO, usando
una microbureta de 2 ml, graduada al 0,02 ml.

ml S203Na2'N '1000
mequiv. de -0-0- por IKEI‘5° West“ " peso muestra

Uh titulo en blanco, efectuado diariamente, no debe exceder de

0,01 ml de S203Na2N/loo, y se restaró de los ml gastados.

l) Técnica.

Todo el equipo en su lugar, con las conexiones en

orden, las soluciones de lavado, el agua y el aceite del baño

en su nivel, los tubos de aereación y burbuJeo perfectamente

desengrasados y limpios y sin trazas de metales que puedan

actuar comocatalizadores positivos de oxidación.

Para ensayar el poder inhibidor de oxidación del NDGA,

se utilizó lardo (grasa de cerdo, obtenida por fusión a B.M. de

la llamada manteca en rama, que recubre la parte baja del riñón

y entrañas del cerdo) y que despues de filtrar en caliente por
papel de filtre banda negra, se colocó en los tubos de aereación

a razón de 20 nl por cada tubo. El tubo l, con el lardo tal cual,
sirvió de testigo. A los otros dos se les agregó NDGAen la
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siguiente proporción:
Tubo l z lardo (testigo)

Tubo 2 : lardo + 0,05 f NDGA

Tubo 3 : lardo + 0,10 fi NDGA

Se calentaron los 3 tubos a 97n7c, disolviendo el inhibidor

por agitación. Después de sumergirlos en el baño de aceite,

mantenido a 1a misma temperatura, se inició el burbuJeo de

aire, anotando la hora de partida.
Para las sucesivas determinaciones del I. de P., ee

paró cada vez 1a bomba de ¡aire comprimido. Después de la toma

de muestras, ee conectaron de nuevo los tubos, reiniciando el

pasaje de aire y llevando un control del tiempo a lo largo de
toda la determinación.

Uh inconveniente que no se pudo evitar por razones

comprensibles, fué el siguiente: El funcionamiento del aparato

tuvo que ser suspendido cada noche para reiniciarlo a la mañana

siguiente. Este hecho, que hubiera sido un inconveniente de im

portancia en determinaciones del tiempo-exact¡ de estabilidad de

una grasa bajo las condiciones del ensayo de Iwitt, no representó

mayor problema para nuestra determinación, en la que solo se mi

dió un período relativo de estabilidad, por comparacióncon las

otras dos muestras, sometidas a lee mismas condiciones.

El cuadro de la página siguiente nos da una idea

precisa de la marcha de la oxidación en las 3 nuestras.
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Indico de peróxido :
fio-po

tubo 1 tubo 2 tubo 3en lnrdo lara.
hÓn. o

z - noto olor rancio on 01 tubo lo
dosprondinionto.
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Para medir 1a eficacia de un inhibidor de oxidación,
se ha definido un

aca + inhibidorrien o de estab. de laIndice protector .

.Considerandocono final del periodo de estabilidad,
el nonento en que el aire que sale del tubo de ddsprendilien
tc conienza a denctar un neto olor rancio, helos obtenido los
indices siguientes:

Indice protector (bajo las con
_ dioiones del ensayo de Swift)

Lerdo o 0,05 f ¡DGA 48
Lerdo + 0,10 S ¡DGA 85

Estas cifras nos dan una idea de las notables pro
piedades antioxidantes del IDGA,que le reservardn en un rn
tnro luv próximo nn lugar destacado en 1a gran industria de
las nnterias grasas.

ln las proporciones en que se utiliza para prevenir
la ranoidez en grasas comestibles, productos horneados, etc.,
(0.001 - 0,1 S), no trae aparejado inconveniente alguno, es
innoouo, no varia el valor alinenticio de las dietas, cono se
ha conprobado en ensayos biológicos ejecutados con lotes de
ratas‘a9), es incoloro, inodoro y no le confiere sabor extraño.

lo nos aventura-os demasiado cuando consideramos que
su aplicación en gran escala dard una nueva modalidad a la
citada industria, permitiendo el almacenaje, nsneJo, transpor
te, envase y conservación de las materias grasas en condicio
nes que nos estdn vedadao hoy en dia por la fácil alteración
de las nisnss.
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e) CONCLUSIONES

1) Se ha aislado e identificado el ácido nordi

hidrosuayarétioo en ejemplares argentinos de:

a) Larrea divarioata Cav.. con un rendimiento de #,2-4,3 f

de ¡DGAbruto. calculado sobre hojas y tallos secos.

b) Larrea ouneirolia Cav., con un rendimiento de #,9 f de

¡DGAbruto. sobre droga vegetal seca. Es la primera vez

que se ha aislado dicho compuestode la eitada especie.

2) Los ensayos del poder inhibidor de oxidación

del ¡DGAobtenido, ejecutados sobre grasa de eerdo (lardo),

y utilizando el método eonooido por "Ensayo de estabilidad

de Swift", han dado resultados altamente satisfactorios.

3) Se sugiere la posibilidad de la obtención y
aplicación industrial del ácido nordihidroguayarétioo en
nuestro pais.
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