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CAPITULO I

FAMILIA LEGUMINOSAE



FAMI LIA LEGWINOSAE

La familia de las Leguminosas es una de las más im
portantes del Reino Vegetal, junto a las Compuestas y Orquï 
deas, debido al gran número de especies que comprende. Está
dividida en tres subfamilias: Mimosoideae,Caesalpinioideaey Papi
Zionoideae.

Las Leguminosas están ampliamente distribuidas en
el mundoexcepto en las regiones'árticas y antárticas y algu —
nas islas comoNueva Zelandia, donde son muy escasas.

En términos generales se puede decir que las Mimo
soideas y Cesalpinioideas son megatérmicas, y en consecuencia,
predominanen las selvas y sabanas ecuatoriales y subtropica
les, mientras que las Papilionoideas, mesotérmicas y arbusti
vas o herbáceas en general, constituyen la representación casi
exclusiva de la familia en las zonas templadas y templado-cali
das.

Las primeras estimaciones realizadas en 1825 por De
.Candolle indicaban que el número de especies de esta familia
era superior a 3700. Este número fue aumentando en estudios
posteriores, así es que en 1916 Prantl-Pax, Engler-Gilg, Willis
Gans, Irmscher y Rendle informan más de 12000 y recientemente
Polhill, Haveny Stirlos elevan esta cifra a 18000 especiescom
prendidas en 650 géneros 1.

Según las estimaciones de Burkartz, la Flora argen
tina tiene_cerca de 530 Leguminosas indigenas y 30 adventicias.
Estas especies indigenas se reparten en 94 géneros, abarcando
la subfamilia Hzpilionoideae¿57,4% del tota]. de los mismos. la
Mimosoideaeel 18,3% y la Caesalpimïoideae el 14,3% restante.

En el siguiente cuadro se detallan las tribus que
integran las tres subfamilias y el número de géneros que compren
de cada una de ellas, según la clasificación de Polhill, Haveny
Stirlos1



Subf ami 1i a CaesaZpinioideae

Tribu Número de géneros
CaesaZpiniae 47
Chssieae 20

Cercideae (o Bauhineae) 5

Detarieae 54
Amhersitieae 25

Subf ami l i a Mimosoideae

Tribu Número de géneros
Parkieae 2

Mimozygantheae 1
Mimoseae 37

Acacieae 2

Ingaeae 17

Subf ami lia PapiZionoideae

Tribu Número de géneros
Swartzieae 11

Sephoreae 47
Dipteryseeae 3
Dalbergieae 19
Abreae l

prhrosieae 50
Rbbinieae 21

Indigoféreae 4
Desmodieae 27

Phaseoleae 84
PsoraZeeae 6

Amorpheae 8

Aeschynomeneae 25
Adesmieae 1

Galegeae 20
Cármichaelieae 5



Continuación del cuadro de pág.2
Tribu Número de géneros

Hedysareae 7
Loteae 4

CoroniZZeae 6

Vicieae 5

Cicereae 1

Trifblieae 7
Brongniartieae 2
Mïrbelieae 23
Bossiaeeae 10

Podalyrieae 3
Liparieae 5
CrotaZarieae 16
Euchresteae 1

Thermopsideae
Genisteae 20

BREVE RESEÑA QUIMICA QE LAS LEGUMINOSAS

Cuandose observan los datos químicos existentes,
aunque éstos se encuentran en un estado muy incompleto, se pue
den dividir a las Leguminosas en dos grandes grupos, uno que a
grupa a las subfamilias Mimosoideaey Caesalpinioideae y el otro in
tegrado por PapiZionoideae.

Delasquince familias de alcaloides mencionadas por
Mear y Mabryl, só'lo cuatro aparecen en el grupo Mimosoideae-Caesal
pinioideae mientras que en Papilvionoideaese ‘encuentran catorce.

La situación es similar respecto del aminoácido li
bre canavanina l, el cual ha sido sólo encontrado en especies
de Leguminosas. Este compuesto no ha sido detectado en semillas



de Mimosoideasni de Cesalpinioideas, pero si en la mitad de las
semillas de Papilionoideas estudiadas.

Los flavonoides no están'distribuidos uniformemente
en las Leguminosasestudiadas . Miricetina g, quercetina ;_ y
canferol í están confinados casi completamentea las arborescen
tes Mimosoideas y Cesalpinioideas, encontrándose muy raramente
en las Papilionoideas. Solamente unas pocas especies leñosasde
esta última subfamilia poseen leucoantocianidinas mientras que
estos comuestos siempre están presentes en las otras dos.

Dos flavonas, luteolina á y apigenina É, caracteri
zan a las Papilionoideas ya que nunca han sido encontradas en
lasotrasdos subfamilias. Finalmente, sólo las especies de Pa
pilionoideas tienen compuestosdel grupo de los isoflavonoides.

H2
HZN-fi-NH-O=CH2-CH2-FH l

NH COZH

1 2 3 4

g OH OH OH OH

g OH OH H OH

__ H OH H OH

g OH OH H H

g H OH H H

Subfami l ia CaesaZpini-n'deae

Alcaloides

A) Alcaloides Qe Eruthrophleum_l’—_—.——
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Estos alcaloides que se encuentran en el género del
cual deriva su nombre (tribu Cbesahnhieae) , presentan el esque
leto básico N-metil-Z-aminoetanol.

Originariamente, todos los alcaloides conocidos de
este tipo eran derivados de ácidos diterpénicos pero luego se
aisló de ErythrophleumchZorostachys 3 el cinamato de B-dimetilami
noetilo l.

En la actualidad se conocen alcaloides representati
vos con una unidad diterpénica que poseen todos los estados de
oxidación comúnmenteencontrados en C-19 ( metilo g, metoxicar
bonilo g, hidroximetilo ¿Q y formilo l¿)4. Tambiénse descri
bió5 la 19-nor-4-deshidrocasaidina ¿g que presenta una insatura
ción en C-4.

Muchosde estos alcaloides coexisten con los correg
pondientes 3 B-acetil ésteres comoes el caso de la noreritros
talchaldina H y g 4

H
I

—c=c-c02— (CH2)2-N(CH3) 2 l
H

CII

COZCH2 CH2 N<R 3
3

R1 R2 R3 R4

g casaina CH3 O CH3 OH

g casamina C02CH3 O CH3 OH

¿Q l9-hidroxicasaina CHÓOH O CH3 OH

¿l noreritrostalchaldina CHO B-OH H OH

¿3 3- B-acetil-noreritrostalchaldina CHO B-OH H OCOCH

¿í norcasamidida CO CH B-OH H H2 3

3



O-CH2 2—CH2-N(CH3)2

2
Uno de los problemas que presenta el aislamiento de

este tipo de alcaloides es que las amidas se transforman fácil
mente en ésteres por cromatografía sobre alúmina o en soluciones
básicasG. Es asi como la norcasamidida _1_4y otros compuestos
aislados de Erythrophleumsuavens resultaron ser amidas y no éste
res7’8

Los alcaloides de Erythrophleumno han sido encontra
dos en ningún otro género de Caesalpinioideae.

B) Alcaloides derivados _d_etriptofano

La distribución de triptamina y compuestos relacio
nados ( indolalquilaminas)9 está relativamente restringida en
Caesalpinioideaey Mimosoideae,encontrándose arbitrariamente distri
buidosg.

En el género Piptadenia se encontraron compuestos sus
tituidos en C-510. Algunos de ellos (1_5—2_0)figuran "en la Fig.1.

La N-metiltriptamina _2_0_fue aislada por primera vez
en 1978 de una CaesaZpim'oideae (Tachigalia paniculata) ll .

C) Alcaloides derivados de fenilalanina 1 tirosina

Aunque las Leguminosas poseen gran diversidad de de
rivados simples de fenilalanina y tirosina, 1a variación estruc

10,1:2,13tural en las Cesalpinioideas es menosaparente .En la Fig.
2 se detallan algunos de los mismos.



R2 CHZ-CHz-R1 Rl R2

¿á serotonina NH2 OH

¿É N-metil-serotonina NHCH3 OH

¿Z bufotenina N(CH3)2 OH

lg bufotenina N-óxido N(CH3)2O OH

lg S-metoxi-N-metiltriptamina NHCH3 OCH3

gg N-metiltriptamina NHCH3 H

Figura 1

R2«©-CH2-CH2—R1 R1 R2
gl fenetilamina NH2 H

gg N-metilfenetilamina NHCH3 H

g; tiramina NH2 OH

gi N-metiltiramina NHCH3 OH

gg hordenina N(CH3)2 OH

Figura 2

El screening de estos compuestos requiere el uso de
reactivos cromogénicospara aminas primarias, secundarias e hidrg

. 13x11adas ya que pueden no ser detectados en extractos de plantas
si se usan reveladores convencionales de alcaloides en c.c.d..



D) Alcaloides piperidïnicos

Del género Cassiase aislaron una serie de alcaloides
piperidïnicos dialquilados y con un grupo funcional en C-3l, al
gunosde los cuales figuran a continuación (ï-ï):

R1 R2 R3

gg ca51na ¡3CH3 BOH a (CHZ)10COCH3

_21 carnavallna CICH3 BOH a (CI-12)10CH(OH)CH3
' B

R R3 gg espectallna CH3 BOH B (C1112)12COCH3
'3 1' _ ' Iv
¿_ _so 6 carnavallna OLCH3 .. OH B (CX-12)loCI-I(OI11)CH3

¡EZ

fl lSO 6-ca51na BCH3 60H B (CH2)10COCH3

2_9 espectallnlna BCI-13 BOI-I B (CI'12)12CH(OI+])CH3

2 ca51nicina GCH3 aOH u (CH2)12COCH3

Un ejemplo de una nüeva variación de esta clase de
compuestos es la casinicina _3_2_aislada de Cassia spectab'ilis 14.

E) Alcaloides misceláneos

Ciertos alcaloides encontrados en Cesalpinioideas no
pueden ser agrupados con los compuestos anteriores.

. 15 .
De las hOJaS de Cynometraananta se obtuv1eron los

alcaloides imidazólicos anantina 3_3,cinom trina fi y cinodina E.

H CH3
O N N o N

Ï \ 11
N N

H H OR

34 R=H gg R=C H



De Pterogynenitens 16 se aislaron los alcaloides guan_i_
dínicos pteroginidina ¿É y pteroginina El.

_ + _ +
H NEC/NHCHZCH—C (CI-13) 2 HZN.¡CmN/CH2CH—C (CH3) 2

2 x _ .7 \ _
NHCHZCH-C(CH3)2 H2N CHZCH-C(CH3)2

Otros dos ejemplos de alcaloides no agrupables en
los casos anteriores, aislados de especies de Cesalpinioideas son
triacantina ¿g y estequidrina 22.

NH2

N NH

Q á +
N. N _N

/\ C02
\ 9.9

2

Terpenoides

A) Sesquiterpenos

Los géneros en que más se estudiaron este tipo de coa
17'18. Estos tres génepuestos son Hymenaea,Guibourtia y Copaifera

ros pertenecen a las Cesalpinioideas tropicales y son árboles pro
ductores de resina.

Sólo han sido identificados en estos géneros hidrocag
buros sesquiterpénicos y todas las especies contienen esencialmen
te los mismos compuestos. Algunos de ellos comoel B-bisaboleno
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40, cariofileno 41 y a-selineno 42 se representan a continuación:

e.

Estos compuestos se encuentran tanto en hojas como
en tallos y la variación entre especies es másbien cuantitativa
que cualitativa. Ademásse verificó cuidadosamente que la varia
ción en la composicióncuantitativa refleja diferencias genotïpi
cas y no depende de factores fisicos ambientales durante el cre
cimiento de las plantas

B) Diterpenos

La mayoría de los diterpenos de Leguminosas informa
dos en literatura provienen de especies de esta subfamilia. En
particular, los provenientes de resinas fueron encontrados casi
exclusivamente en la tribulktarúme 21-25.

La mayoría de los compuestos aislados, como por ejem
plo, ácido (-)-harduíquico í}, ác. daniélico ii, ác. enantio-8(17),
13(16),14-1abdatrien-lEoicoíá22 y ác. copálico ig, son diterpe
nos bicíclicos que poseen comocaracterística comúnel esqueleto



labdano.

Además,se encontraron diterpenos bicíclicos con coa
figuración epurano, como por ejemplo, ác. labd-13-en—18—01-15—0¿
C0El , ác. (+)-catïvico ig y ác. harduíquico ig.
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Compuestos de ambas series estereoquïmicas se encon
traron en las mismas especies comoen el caso derystigma oxyphyllum25
y HymenaeacourbaniZ 20.

En algunas especies de quúfémz los ácidos diterpéni
cos aislados de sus maderas pueden ser tanto biciclicos comote
tracïclicos, comopor ejemplo ácidos ent-kaur-lG-en-19-oico gg y
7-hidroxiharduíquico gi.

50 51

Aunquelos ácidos diterpénicos de resinas de especies
americanas del génert>Hymenaeason biciclicos, los de H.verrwxma,

. . . 26,27una espec1e africana, son tetra- y pentacíclicos comopor g
jemplo ent-kar-lG-en-lB-oico gg y ácido traquilobánico 2;.

52

Los diterpenos aislados de maderas de otras tribus
de la subfamilia son distintos a los de Deundeae, asi por ejem
plo los de Eryfiumphlewn(tribucuesahúniae) son diterpenos alcaloi
dales como ivorina gi y los del género Caesahnhiason del tipo de
cesalpina 22.



C02(CH2)2NHCH3

R= OCOCH=C(CH3)2
_5_4 5_5_

La mayoría de estos diterpenos está demostrado que
son patógenos o repelentes de predadores.

C) Triterpenos

Pocos compuestosdel tipo de esteroles, triterpenos
pentacíclicos, saponinas y glicósidos cardiotónicos fueron aislg
dos de especies de CaesaZpinioideaemientras que las otras dos sub
Familias los poseen en forma numerosa.

Algunos ejemplos de especies de Caesalpinioideaeestu
diadas son Gleditsia triacanthosde la que se aislaron los triacan

tósidos Al gg y G 2126; Mbn1excehmde la que se extrajo el áci15
do morólico _5_8_ y Moragonggrijpii de la que obtuvo ác. oleanól_i_
co 59.

_5_9R=R=H

56 Rl=B-D-xilop-(l-a4)—O-u
-L—arap-(l-ñ3)- B-D-glup

El R1= B-D-xilop-(l-a4)-O-u —
-L-arap—(1-*3)- B-D-glup

R2=B-D-glup-(1-*3)-O- u
-L—arap-(1—á4)-O- ü-Lr
-ramp
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GENE RO BAUHINIA

En 1981, Wunderlin et al.1 rehabilitaron la olvida
da tribu Cercideaede la clasificación de Bronn (1822). En esta
tribu además de Bauhinia incluyeron los géneros Cercis , ‘del hemis
ferio norte, AdenoZobusy Griffonia del continente africano y Bre 
niefiia con una especie endémica de Madagascar.

Estos autores, basándose en caracteres seminales di
vidieron a la tribu Cercideae en dos subtribus: Cercidineae(Gerais,
Adenolobus y Griffonia) y Bauhim'nae (Bauhim'a y Brenieria)

El género Bauhiniafue bautizado asi por Plumier y lug
go por Linné, en honor de Juan y Gaspar Bauhin, famosos botánicos
y médicos de principio de siglo XVII ya que las formas de sus ho
jas hacen recordar su gloria gemela .

El género Bauhinia,entonces, está incluido en la sub
tribu Bauhininaey es’ el género que más especies comprende dentro
de la tribu Cercide'ae, ya que el número de las mismas asciende a
250.

En el país se encuentran seis especies B. microstachya
(Raddi) Macbr; 0 B. Zangsdorffiana Bong (Misiones); B. microphylla Vog.
o B, bauhihioztdesMart (I‘ormosa); B. notophila Gris. (Salta); B. ar
gentinensis Burkart (Chaco); B. uruguayensis Benth. (Corrientes) y
B. candicansBenth. (nordeste argentino y cultivada).
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Las especies estudiadas químicamente hasta el momen
to son:

&_pummu@a: de sus flores se aislaron isoquercitrina gg, astra
galina El y quercetina 228, pelargonidina-3-O-glucósido y pelar
gonidina-3-triglucósid029; de sus hojas se obtuvo 334Ldihidro:
xichalcona-4LO—B—D—galactopiranosil-(1—+4)-O-B-L-arabinopira
nósido gg30; de sus semillas se identificó buteina-4'—O- B-D

31-galactopiranosil-(1-44)-O- B-L-arabinopiranósido É; y además
se estudiaron las variaciones de aminoácidos y cetoácidos duran

32-34te la germinación y la composición en aminoácidos de sus
semillas35.

B.1wtuau en su corteza se determinó la presencia de quercetina
-3-O" B-D-glucopiranósido gi y rutina É236; se realizó otro es
tudio sobre sus flavonoides37 y se analizó la composición en a
minoácidos de las proteinas de sus semillas38'

B.zxuiegata: se estudiaron de sus flores las antOCianinaS ; los
flavonoides, detectándose canferol-3-0-ramnoglucósido , canferol
-3-O—b-D-galactopiranósido ÉÉ4OY sus aminoácidos y cetoácidos4%
De sus tallos se identificaron sitosterol, lupeol gl, 5,7-dime
toxiflavanona-4“¿>fi-D-glucopiranosil-(l—*4)-O-a -L—ramnopiranó
sido ¿242, 5,7-dihidroxiflavanona-4'-O- B—D-glucopiranosil-(1—*4)
—O—a-L-ramnopiranósido43 gg y glicósidos de quercetina37. Eklsus
semillas fueron estudiados los aminoácidos constitutivos de sus
proteinas38 y glicósidos de miricetina37.

B.tomwfivsa: en sus flores se encontró quercetina 2, isoquerci
trina ¿24 y rutina45 gg.

De B. glauca eXiste un estudio sobre suscatecoles46 y de B. kwang
. . 47 .tungenszs sobre sus taninos . En B. malabamcay B.valhii se detec_

taron flavonoides37, encontrándose glicósidos de quercetina en
todos sus tejidos y glicósidos de canferol sólo en las flores de
la segunda especie.

B. championiiz se conoce sólo un estudio4guímico de esta especieen el cual se describen flavonas nuevas .
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Bauhinia candicans

La especie Bawdnúzcamüemxnobjeto de estudio quími
co de esta tesis, es una planta leñosa conocida más comúnmente
como "falsa caoba", "pezuña de vaca" o "pata de buey".

Es de interés no sólo por su extraña morfología y va
lor decorativo sino también porque sus hojas son utilizadas en
medicina popular y homeopática por sus propiedades hipoglucémi
cas e hipocolesterolémicasza'49.

Se han realizado estudios farmacológicos para inveg
tigar estas propiedades tanto en esta especie comoen otras re
lacionada550_53. Esos resultados son en algunos casos contradig
torios por lo que se considera necesario una revisión de los mis
mos.

Estos estudios eran los únicos hechos con esta espe
cie ya que se carecía de todo dato químico.



CAPITULO II

3-CETOESTEROIDES Y

GLICOSIDOS DE ESTEROLES



CETOESTEROIDES INSATURADOS

Los esteroides y en particular las cetonas u,8-insa
turadas, son un grupo muy importante de productos naturales de
bido a sus variadas actividades biológicas.

4 .Algunos A —3-cetoester01des son hormonas sexuales
corticosteroides. Estos compuestos se encuentran también en ve
getales comopor ejemplo A4-estigmastadien-3-ona ZQ=VIIque fue

54-62,67identificada en numerosas especies .Más recientemente fue
ron aislados esteroides con esta funcionalidad de fuentes mari

63-66
as D

1,4Los A —3-cetoesteroides son corticosteroides medi
Además, han sido aislados de orina hu

68,69
cinalmente'importantes.
mana y de organismos marinos

Finalmente, otros 3-cetoesteroides insaturados que
A4,6

Vresultaron ser activos biológicamente son los ya que son
Compuestos de este tipo

1,72
a
I

progestógenos terapéuticamente útiles.
. . . 70 . 7fueron aislados de organismos marinos e insectos

plantas superiores el representante más importante de este gru
po es A4’Éestigmastadien-B-ona ll=ylll72’7

Debido a que estos compuestos se encuentran en pe
queñas cantidades y constituyendo mezclas complejas, resultó de
gran interés poder determinar sus estructuras mediante una téc
nica analítica como CGL-EM.

20

O
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Análisis de los espectros de masas de 3-cetoesteroides monoin
saturados

En contraste con las cetonas saturadas, las qB-insg
turadas exhiben un patrón de fragmentación característico, que
se mantiene aún en presencia de algunos otros sustituyentes.

Las primeras publicaciones ' indicaban los espec
tros típicos de estos compuestos aunque se carecía de los deri
vados convenientemente marcados comopara discutir las rupturas
principales, sobre todo aquellas que implican migraciones de hi
drógeno.

Es así comoel espectro de A1-5 a-androsten-3-ona74
lg muestra tres fragmentos importantes de m/e 230, 188 y 122,
mientras que el correspondiente isómero A4( A4—androsten—3-ona
lg)76 presenta sus principales picos a m/e 230, 187, 149 y 124.
Comose ve,estas señales resultan de gran importancia para el
diagnóstico de la posición del doble enlace en los 3-cetoeste
roides qB-insaturados (Fig. 3).

Los picos en la zona de masas menores a 120, pare
cen ser productos de rupturas indiscriminadas del núcleo este
roidal77 y por consiguiente sin valor diagnóstico.

m/e
230

m/e 122

Figura 3 m/e 124 m/e 149

Del análisis del espectro de masas de 13 se observa
que el ión de m/e 230 corresponde a la pérdida de 42 u.m.a. a
partir del ión molecular.

Al examinarse el espectro de 2,4,4-d3-Al-5a -andros74 77 , ,ten-3-ona ' , se observo que el correspondiente ion aparecía a
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m/e 231 (C17H25D+). Como se pierden 44 u.m.a. (C2D20) a partir
del ión molecular del derivado deuterado (m/e 275) existen dos
posibilidades: que los dos deuterios se pierdan junto con el
C-4 o que se produzca un reordenamiento complejo mediante el
cual se transfiere un átomo de deuterio de C-4 a C-2 con un oli
vaje concomitante o subsecuente de las uniones 1-2 y 3-4.

El proceso más probable es el primero ya que se ase
meja más a una reacción química ordinaria. Este puede ser vi
sualizado (Fig. 4) a través de la formación de un ión molecular
a, que genera por ciclación la olefina ionizada b.

-CH2=C=O+—————4

a b m/e 230

Figura 4

'El ión de m/e 188 corresponde a M-84 y está consti

tuido por C14H20+. Se demostró mediante marcaciones77 que los
C-l,—2,-3,-4 y 19 no formaban parte de dicho ión, pero que si
se retenían en el fragmento cargado los carbonos 5, 6, 7 y 17.
Se determinó además, que el H-8 B se transfiere cuantitativamen
te al fragmento neutro.

Esta ruptura se representa formalmente en la figura
3 pero no se pudo presentar un mecanismoplausible, especialmen
te debido a la ausencia de iones metaestables.

El pico base en el espectro del compuesto 1g se ob
serva a m/e 122. Se demostró mediante marcaciones con deuterio
que se producían migraciones de hidrógenos77V Siendo la Prepon“
derante la del H-5 (70%) y en menor grado la de los H-2 o H-4.
Pero entonces, evidentemente, debe producirse la migración de
un hidrógeno de otra porción de la molécula, hacia el anillo A;
este hidrógeno resultó ser el 85 .

Unmecanismo posible para la formación de este pico
base (Fig. 5) podría comenzar por el ión molecular g y homólisis
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del enlace 9-10 (g) . La transformación de este último ión en
el indicado por e se ve favorecida ya que la migración del hidré
geno se produce en un estado de transición cíclico de seis miem
bros, durante la formación del doble enlace A8. La descomposi
ción del fragmento e también ocurre a través de un estado detran
sición cíclico de seis miembros, produciendo el sistema aromáti
COf'. La gran estabilidad de este fragmento favorece su forma
ción.(Fig. 5)

HO .

ÉL m/e 122 f

Figura 5

Unaruta opcional sería la que involucra una trans
ferencia de hidrógenos diferente (Fig. 6), que estaría más favg
recida debido a la mayor conjugación del ión g respecto a e.

Í g Í. ha H
EL m/e 122

Figura 6
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En el caso de A4-androsten-3-ona 1;, el pico a m/e
230 (M-42) se origina posiblemente en forma análoga a la del com

+ E

puesto lg generándose el ión E.

Al igual que en el caso de su análogo M-84 del es 
pectro de lg, el origen del ión M-85en el espectro de 12 no es
conocido con certeza, siendo la ruptura formal la indicada en la
figura 3.

El ión a m/e 149, diagnóstico para este tipo de cetg
nas<L8—insaturadas, proviene del ión molecular por pérdida de
123 u.m.a. . Se demostró que este fragmento se genera con mi
graciones de hidrógenos, siendo los implicados H-B, H-lS y H-14.

El ión de m/e 124 (i) se produce por fisión de los
enlaces 9-10 y 6-7 en la que está involucrada la migración de los

H-B, H-ll, H-lS y ¡1-14. +

Los detalles de los mecanismosmediante los cualesse
producen estos fragmentos se encuentran en el Capitulo IV, pág.83.

Análisis de los espectros de masas de los 3-cetoesteroides diin
saturados

Los dos 3-cetoesteroides diinsaturados conjugados de
origen natural son los A1'4 y A4’6.
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Estos isómeros son fácilmente diferenciables por es
pectrometrïa de masas ya que presentan un sólo pico en común,el

.correspondiente a M-135, aunque provenga en cada caso de mecanig
mos muydiferentes.

En la figura 7 se diagraman las principales rupturas
para 1,4-androstadien-3-ona ZAy 4,6-androstadien-3-ona lá.

m/e 160 1m/e
174

M - 41

M-135

o 12 2
22 - 21

m/e 1 M 1 Figura 7 M-44

En el caso de A1'4-3-cetoesteroides se produce'LnïaE

m/e136 M-l35

mento en la intensidad de los picos provenientes de la ruptura
de] anillo B, sobre todo deaquellaque origina la señal de m/e
122. Esto se debe a que el enlace 9-10 está activado por ser dg
blementealïlico.

El análisis de los espectros de masas de derivados
convenientemente deuterados indicó que se produce migración de
dos hidrógenos y que ésta es muy especifica ya que C-8 y C-ll
proveen el 93%de los hidrógenos itinerantes. El mecanismo pos
tulado para este proceso se muestra en la figura 8.



Además, existe una pequeña contribución de los hidró
genos de C-14 (Fig. 9).

l
o+ ol-+

m/e 122

Figura 9

En ambos casos la fragmentación del anillo B se ini
cia por una ruptura concertada del enlace 9-10 y finaliza conla
homólisis de la unión 6-7 y la migración de un hidrógeno alíli
camente activado.

El ión M-121 tiene una intensidad menor que el antes
discutido (m/e 122) ya que este último es el que produce la ma
yor parte de la corriente iónica.

Nuevamente, experimentos de marcación con deuterio
indicaron que migraba un solo hidrógeno proveniente principalmen
te de C-8 y en forma minoritaria de C-ll y C-14.

La migración directa de un hidrógeno de C-8 a C-lO
facilita la escisión del enlace 6-7 para producir el catión E a
lïlicamente estabilizado. Este es el proceso más simple por el
que se origina este ión (Fig. 10).

H8

-——+ +
1-1-8—»c-10 _ a

. HO
6\\7 + E E

M-121

Figura 10

La migración del hidrógeno de C-14 debe estar precg
dida por un desplazamiento 1—+2del hidrógeno de C-8 a C-9 para



27

generar así un ión molecular más estable l, que permita la migrg
ción de un hidrógeno de C-l4 a C-10 y la ruptura homolïtica del
enlace 6-7 (Fig. 11) para formar finalmenteel ión MF121(m).

_H%a&9 mmaom
l —-————+ ____q

6“7 m
M-1—21

Figura 11

La migración de un H-11 es poco previsible. El me
canismo más plausible parecería ser el que involucra la transfg
rencia inicial de un H-ll al oxígeno, para generar la especiezfe
nólica n. Un desplazamiento posterior 1,3 de H-8 a C-11 se prg
duciría en forma concertada con escisión del enlace 6-7, forman
do el. catión bencílicamente estabilizado 9 (Fig.12).

|u.

Figura 12 M’121

El ión M—135que aparece en todos los espectros de
Al'4—3-cetoesteroides se genera, al igual que los dos anteriores
por fragmentación del anillo B.

Este ión resulta de la fisión de los enlaces 9-10 y
7-8 con la transferencia neta de un hidrógeno desde el fragmen
to cargado. Pero los espectros de masas de derivados marcados4dg
mostraron que en realidad son tres los hidrógenos que intervie
nen en el reordenamiento. Estos provienen principalmente de C-11
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C-8 y C-6.
La transposición inicial de un hidrógeno de C-8 a

C-lO (j-ap) necesita una transferencia recíproca de C-6 a C-B.
La migración de un H-ll al oxígeno y la posterior ruptura del
enlace 7-8 doblemente activado alílicamente produce un radical
conjugado y un catión alilico r (Fig. 13).

. H-8-4C-10 8

E

H8

+ fl
Hll

- a
H6

M-135
Figura 13

Es probable que la migración de un solo hidrógeno
también contribuya en cierto grado a la formación del ión M-l35,
formando EL (Fig. 14).

Hu
_ H-11-' c-1o + n r.

7m; ' —
M- 131

H6

Figura 14

Finalmente, una de las señales más pequeñas, pero
distinguibles, en la zona del ión molecular es la que aparece a
M-41. Este ión se genera por pérdida directa de C a partir3H5'
del ión molecular. Por marcación con D en C-12 se observó que
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este carbono se perdía durante el proceso de fragmentación, de
terminándose además por marcación del C-ll que sólo un átomo de
deuterio unido a este carbono permanecía en la especie cargada.
Estos resultados sugieren que la pérdida de C3H5' involucra a
C-9, C-ll y C-12, mediante el mecanismoque se detalla en la fiqu
ra 15. El desplazamiento observado del H-8 corroboraria esta
postulación.(Fig. 15)

/.
+ +
o PN °

—4

+

H1} H8
+ G— ll

8 o .
H

Figura 15

a+

-+

Comose mencionó anteriormente la única señal común
en los espectros de masas de los A1'4 y A4’6—3-cetoesteroideses
M-135. Estos fragmentos tienen distinto origen ya que la exis
tencia del doble enlace entre C-6 y C-7 impedirïa la fragmenta
ción del anillo B. Por consiguiente, en estos últimos compues
tos los hidrógenos itinerantes también son diferentes(Fig. 16).

Otros tres iones que son de importancia en los es
pectros de masas de los A4'6—3-cetoesteroides son los de m/e 136,
160 y 174. Las estructuras postuladas para dichos iones se es
quematizan en la figura 17.
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___. +
19

M-l35
H8014

Figura 16

H8

H18

+ a .+ 0+
H14 o 21

nVe 136 nVe 160 nve 174

Figura 17

Finalmente, otra fragmentación que es de valor diag
nóstico para este tipo de compuestos, aunque de baja intensidad,
es la que se observa a M-44 (Fig. 18). Esta se genera mediante

un mecanismo complicado produciéndose la pérdida de C2H4Oa par
tir del ión molecular.

M- 44

Figura 18

El detalle de los mecanismospor los cuales se for
man todos estos fragmentos se discuten en el Capítulo IV pág.89.

Resulta interesante analizar cómose modifica el pg
trón de fragmentaciones de estas dienonas al aumentar el número
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1 4 7°de dobles enlaces. En el caso de los A ’ ’6-3-cetoesteroides
se observa que la única señal importante (pico base) es la co
rrespondiente a M-133. El mecanismoa través del cual transcu
rre esta fragmentación es completamente análogo al de la forma
ción del M-l35 de los A4'6-3-cetoesteroides.

GLICOSIDOS E ESTEROLES

Los glicósidos de esteroles y sus ésteres atrajeron
1a atención de fisiólogos y bioquímicos por su amplia distribu
ción en plantas superiores y su posible función a nivel de mem
branas .

Aunquese recopilaron muchosdatos sobre la distri
bución y biosïntesis de estos compuestosse carece de suficien
tes estudios sobre metabolismoy funciones fisiológicas de los
mismos.

La aglicona de estos compuestos está estructuralmen
te relacionada con los fitoesteroles que se encuentran en la mis
ma planta en forma libre o esterificadosSO. Por otra parte, se
demostró que no existe vinculación cuantitativa entre los glicé
sidos de esteroles y los esteroles libres ’

En el caso particular de los glicósidos conocidosde
sitosterol, el azúcar ampliamentemayoritario es la glucosa 76=XII

l I Isiguiéndole en orden de importancia la galactosa ZZ
Hasta el momento, sólo fueron descriptos por única vez los si
guientes glicósidos de sitosterol: 3-O—B—D-manopiranósidolg ,
3-0- B-D-xilopiranósido 12:5 ,los di y tri-glucósidos: 3-0-B 
-genciobiósido ¿289 y 3-0- 3-D-glucopiranosil-(l-4)-0-e -D-glu
copiranósido gi, 3-0-8 -D-glucopiranosil-(l-»3)-0-B -D-glucopi
ranósido gg y 3-0-8 -D-glucopiranosil-(l—-4)-O- B-D-glucopirang
sil-(1-*4)-0- B-D-glucopiranósidglgggoy la pentosa urónica: 3
-O- a-D-riburonofuranósido gí=gl
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Los glicósidos de esteroles están presentes en las
plantas vasculares y están, probablemente, ampliamentedistri
buidos en musgos y helechos, existiendo pocas descripciones de

92’93. Tambiénexisten estudiossu aislamiento en hongos y algas
en procariotas encontrándose glicósidos de esteroles en algunas
cepas de Mycoplasma.

En general estos compuestos están acompañados por
los correspondientes derivados acilados con un ácido graso uni
do a la posición seis del azúcar (Fig. 19). Este ácido graso
consiste en uno de los presentes en los lípidos de la mismaplan

ta, siendo los más coggnespalmitico, esteárico, oleico, linolei
co y linolénico ’ ’ .

o:
l

o 6'-O-palmitoil -sitosterol-3
HO

HO O -O-B-D-glucopiranósldo

Figura 19

La biosíntesis enzimática de los glicósidos de este
roles fue estudiada primeramente en homogenatos de soja97 y lug
go fue observada en diferentes tejidos y fracciones subcelulares
de muchas plantas. Todas estas preparaciones utilizaron como
sustratos UDP-14C-glucosaexógena y esteroles endógenos sin mar
car para producir esteril-14C-glucósido. Se observó también in
corporación cuando se administraron esteroles marcadosgs.

El esterol preferido comosustrato es sitosterol,
aunqueestigmasterol, a-esPinasterol, ergosterol y colesterol
también son efectivos ’ . Las condiciones necesarias para la
glucosidación demostraron ser la planaridad de los anillos A y
B (cuando éstos son trans o existe un doble enlace en C-5) y la
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configuración Bdel grupo hidroxilo. El número y posición de
los dobles enlaces en el ciclo y/o en la cadena lateral, así cg
mo la presencia de grupos alquilo en C-24 son de importancia se
cundaria e influyen sólo en la velocidad de glicosidaciónuxk En
cambio, los triterpenos tetra- y pentacíclicos, relacionados es
tructuralmente con los esteroles comolanosterol, cicloartenol o
Bramirina no son glucosidados por estas enzimas.

Comodonor de hexosas el nucleótido más efectivo es
UDP-glucosa. TDP-glucosa es menos efectiva y ADP—,CDP-, GDP-,
IDP-glucosa y UDP-ácido glucurónico son casi inefectivos .

Los estudios realizadoáfllindican que la UDP-glucosa
estenflhglicosiltransferasa está localizada específicamente en
las membranasde Golgi. Una enzima similar parece estar presea
te también en tejido animal .

Se conoce muypoco sobre el metabolismo de estosgli
cósidos, aunque algunos experimentos evidencian la degradación
de los mismos. Cuandose administraron glicósidos de esteroles
marcados a hojas de Peüugonüm1horunmmse encontró que éstos se
hidrolizaban parcialmente luego de su reabsorciónloá

Durante la germinación de semillas de tabaco se ob
servó una disminución en la cantidad de los glicósidos de este
roles mientras que se producían esteroles libres .

Aunque se sabe muy poco también acerca de las fun
ciones fisiológicas de los esteroles en las plantaslmsse les a
signa funciones similares a las que tienen éstos en las células
animales, es decir, constituyentes de membranascelulares y hor
monas o precursores de éstas. Ambasfunciones pueden ser atri
buidas teóricamente a los glicósidos de esteroles con el agrega
do de una tercera función metabólica ya que pueden actuar como
compuestos de almacenamiento o comotransportadores de esteroles.

Las evidencias acumuladas indican que estos glicósi
dos componenlas estructuras de las membranas junto con los es
teroles libres. Parece posible que el proceso reversible de gli
cosidación y desglicosidación de esteroles que ocurre en las mem
branas de células vegetales pueda tener un efecto regulatorio sg
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bre la función y organización de la membranadebido a cambios
en las interacciones lípidos-lípidos y/o lípidos-proteinas .

Solamente existen observaciones individuales de sus
posibles roles comohormonaso precursores. Estigmasterol-B-O
—B—D-glucósido favorece el efecto de crecimiento provocado por
auxinas en1hwnacwleqfiiles, aunque no se descartó adecuadamente
en este experimento la posibilidad de una hidrólisis intermedia.

En plantas de Digitalis el 14C-colesterol-3-O-B —D
—glucósidoes transformado en espironastanol; . Esto significa
que los glicósidos de esteroles pueden actuar comoprecursores
de distintos esteroides cuya importancia biológica es ampliamen
te conocida.

Debido a que sus estructuras incluyen hidratos de
carbono, los glicósidos de esteroles podrían tener una función
de almacenamiento . Hecho corroborado por el aumento observa
do en el contenido de los mismos durante la maduración de semi
llas de soja y una disminución durante la germinación de semi
llas de tabaco . De cualquier forma su importancia como com
puestos de almacenaje se ve disminuida debido a la relativamente
pequeña cantidad en que se encuentran.

Se sugirió, además, que actúan como"transportadores"
de esteroles ya que en plantas delfigiuúis, alimentadas con 14c
mevalonato, los glicósidos de esteroles se marcan más rápidamen
te que los esteroles libres . Si este fuera el caso tendría
que ser detectable el transporte de estos glicósidos dentrode
la planta. En realidad, se aislaron de tallos y corteza delblqg
gmúumglicósidos marcados que habían sido suministrados a tra
vés de hojas . Se desconoce Si los glicósidos son transporta
dos inalterados o si son hidrolizados y posteriormente resinte
tizados.

El análisis estructural de estos compuestosse rea
liza por métodos químicos y espectroscópicos (IR, EM, 1H-RMNy
13c-RMN). Normalmente, seobtiene mayor información de los dos
últimos.
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Elucidación estructural de glicósidos de esteroles por espectrome
trïa de masas

El espectro de masas de los glicósidos de esteroles a
cetilados muestra los espectros superpuestos de la aglicona y del
correspondiente azúcar acetilado. Las señales provenientes de las
posibles agliconas, es decir, los A5—esteroles se discuten en la
pág. 79.

Los espectros de los azúcares son prácticamente coinci
dentes con los respectivos O-metil-peracetil azúcares, salvo por
supuesto por la diferente glicosidación. I

Comoes de esperar losepimerosno pueden ser diferen
ciados debido a que exhiben espectros muy similares, comose dedg
ce de los correspondientes a pentaacetier-D—manopiranosa y pentg
acetil- B-D-galactopiranosalos(Fig. 20 y 21).

El aspecto más valioso de estos espectros es la sensi
bilidad del método respecto del tamaño del anillo, lo que permite
distinguir derivados furanósicos de piranósicos, comopor ejemplo
en la pentaacetil- B-D-galactosa (Fig. 21 y 22).

La mayor parte de los espectros de masas de los O-metil
azúcares acetilados coincide con los de los azúcares correspondien
tes peracetilados ya que el sustituyente de C-l, o inclusive ese É
tomo de carbono es perdido con gran facilidadlo? Asi por ejemplo
el espectro de tetraacetilmetil-a —D—manopiranosa(Fig. 23) exhi
be picos a 1a misma relación m/e que los del espectro de pentaacg
til- s-D-manopiranosa (Fig. 20), con excepción de los que aparecen
a m/e 243, 302, 363 y 405.

Un modomuy importante de fragmentación de estos polia
cetatoslos(corroborada por la existencia de picos metaestables)es
la pérdida de ácido acético (60 u.m.a.), proceso muyconocido pa
ra ésteres de este ácido, y la pérdida de cetena (42 u.m.a.). Es
te último proceso parece estar muyfavorecido por la pérdida pre:
via de ác. acético ya que la doble ligadura que se genera juegaun
papel importante. El mecanismoque se sugiere se muestra en la fi
gura24
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Figura 24

Las hexopiranosas generan tres series de picos. Lapri
mera de éstas (serie A) comienza con un ión de m/e 331 (A1) que
proviene de la pérdida del sustituyente de C-l. Posteriores pér
didas de ác. acético y cetena generan las restantes señales de la
serie. En la figura. 25 se esquematizan dichas rupturas. Estase
rie de fragmentaciones es más pronunciada en los espectros de los
metil y fenil tetraacetatos que en los pentaacetatos109

Otra serie de fragmentaciones que aparece en la mayoria
de estos espectros (serie B) es la que comienza con la señal de

m/e 242 (B1) . En dicha fragmentación se pierde el C-l con su
sustituyente más el oxigeno del acetal y una molécula de ác. acé
tico. Nuevamentea partir de este ión (B1) por pérdida de cetena
y acético, se generan los restantes miembrosde esta serie(Fig.26).

Las fragmentaciones de esta serie (B) parecen ser más
importantes si el C-5 no está sustituido comoen el caso de laspen
topiranosas o en fructopiranosa. Esta serie también es muysensi
ble a la sustitución de C-2, comose evidencia en el espectro de
2-desoxiglucosa donde están prácticamente ausentes. Esto puedetfig
berse a que el ión de m/e 242 que origina esta serie se forma por
ruptura del enlace entre C-l y C-2 con retención de la carga enC-2
donde se encontraría estabilizada por la presencia de un sustitu
yente comoel grupo acetoxi.

En los espectros de las hexopiranosas se observan seña
les muy intensas a m/e 157 y 115 acompañadas por una de menor in
tensidad a m/e 73 . Del análisis de derivados deuteroacetilados
se postularon las fragmentaciones que se indican en la figura 27
(serie C). El ión alílico Cl puede estar fovorecido respecto del
ciclopropilo porque ademásde estar más estabilizado, contiene un
doble enlace que facilita la eliminación de cetena para formar el
abundante ión C2.
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Comola señal de m/e 157 aparece en el espectro de frug
topiranosa peracetilada se deduce que el C-l no forma parte de es
te fragmento Ya que si no,debería aparecer a 58 o 72 u.m.a. más.
Comotambién aparece en los espectros de lastetraacetil pentosas
se excluye también el C-6. Finalmente, por análisis de espectros
de compuestos relacionadoslosse deduce que en eliónCl están pre
sentes los C-2, C-3 y C-4.

Por último, en los espectros de todos estos poliaceta
tos se observan dos picos de intensidad considerable a m/e 103 y
145. Por estudios con marcación con deuteriologse determinó que
estas especies contenían dos y tres acilos respectivamente, por lo
que se postularon las siguientes estructuras:

3? H C-?O
H COC-O-COCH H COC-O-COCH

+ +3 3 3 3

m/e 103 m/e 145

Aunqueestas especies parecen bastante inusuales a pri
mera vista, el fragmento de m/e 103 involucra un proceso análogo

a la eliminación de especies protonadas como H3O+, NH4+, CH36H2o
CH CO H

+
3 2 2

tonado (CH3CO)26H . La especie de m/e 145 puede considerarse c9

ya que consiste en la pérdida de anhídrido acético pro

mo el producto de abstracción de un ión acetonio en lugar de un
protón. Cabeconsiderar además, la alta estabilización de estas
especies debido a la alta concentración de acilos.

Estos son los iones comunes tanto a las hexosas peracg
tiladas comoa los metil glicósidos acetilados, pero éstos últimos
además presentan cuatro señales, comose mencionó anteriormente, a
m/e 243, 302, 363 y 405. Estas dos últimas corresponden a M+1y
M+43respectivamente. Aunque el ión molecular no se observa en
ninguno de estos derivados debido a la facilidad con que sufren
fragmentaciones, la presencia de estas especies indica la tenden
cia particular de los metil glicósidos a formar iones oxonios.
Por marcación con deuterio se comprobó que las 43 u.m.a. provienen
de una unidad de acetilo
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Las otras dos señales corresponden nominalmente a M-60
y M-60-59. Estudios con derivados deuteroacetiladoslogindicaron
que la pérdida de 60 u.m.a. no provienen de ác. acético ya que en
estos compuestos se observan las señales a M-60 y M-60-62.

Comoestas fragmentaciones están evidentemente asocia
das con la presencia del grupo metoxilo, es decir del acetal, se
postula primeramente la ruptura del enlace entre C-l y C-2 con re
tención de la carga en el C-l. Este clivaje está muyfavorecido
porque se genera así un ión carbonio muyestabilizado por las dos
funciones éter vecinas. La ruptura posterior de la unión entreel
C-5 y el oxígeno resulta en la eliminación de una molécula neutra
de formiato de etilo y la formación de un nuevo ión-radical de m/e
302 que contiene todavia los cuatro grupos acilo. La pérdida de E
no de estos grupos acilo origina un ión carbonio insaturado (m/e
243) sin aumentar el númerototal de iones y radicales, siendo és
to un prerrequisito para una fragmentación energéticamente favora
ble

Alternativamente, se puede eliminar una molécula de ác.
acético, generándose así el radical que conduce al fragmento B
(m/e 242) (Fig. 28)

1

H20Ac 1+ H20Ac HZOACI {a
O 1” 2 m3 + m/e 302

o“: CQÑKÉ cOAc
Aco (II'I3 ACO ' ACO ’

M

m/e 362

HZOAc Cflfyc f C 20Ac
+ . ’ +

AC EEAcO OAc Ac

° AcO

B1 m/e 243
m/e 242

Figura 28
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Las rupturas hasta ahora analizadas corresponden a me
til glicósidos de hexosas piranósicas.

Si se comparan los espectros de masas de los isómeros
furanósicos y piranósicos de un azúcar, comoes el caso de penta
acetil- B-D-galactopiranosa (Fig. 21) y pentaacetil- B-D-galacto
furanosa (Fig. 22), se observa una gran diferencia entre ellos .
Esta diferencia no es sólo debida a la variación en el tamañode
los anillos sino también a 1a distinta cadena lateral. En 1a fu
ranosa una cadena de dos átomos de carbono está unida a1 anillo
tetrahidrofurano. Esta cadena se encuentra cerca del oxigeno he
miacetálico lo que facilita muchola escisión del enlace entre C-4
y C-S; la retención de la carga en el C-4 conduce al fragmento a
bundante m/e 245 (D1) . Si 1a carga se retiene sobre el C-5 se
genera un ión de m/e 145 (El). Ambasespecies cargadas se descog
ponen posteriormente por sucesivas pérdidas de ác. acético y cetg
na, generando los picos de m/e 245, 203, 143, 145, 103 y 35. Las
estructuras propuestas en la figura 30 están corroboradas por los
resultados del espectro de masas del correspondiente derivado pe:
deuteroacetilado.

+
Ac '

O 1 o AC o R2+ —CH2CO
HCOAcOAC ——-'> OAC ——v m/e 2454

l

H2COAC (D2)OAc

l OAc ORlm/e 245 (D ) m/e 143 (D )
CH —CH+ 1 3
l 2 ¡ Rl+32= H + ACOAc OAc

Ni3cozHm/e 145 (E )

1 cI-I=CH+
l‘CHzco OAc

m/e 103 (E2) m/e 85 (E3)

Figura 30
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En las furanosas peracetiladas comoen todos los poli
acetatos se forman los iones di y trioxonios (serie C) (Fig. 27).

Finalmente, es de remarcar la intensidad del pico m/e
331 en los espectros de las hexosas furanósicas lo que indicarïa
que la pérdida de un sustituyente de un carbono que posee un oxí
geno hemiacetálico está más favorecida en anillos de cinco miembros
que en los homólogos de seis.

Comopuede observarse en el espectro de masas de la te
traacetil-B -D-ribopiranosa (Fig. 31), el espectro de las aldopen
tosas peracetiladas presenta las mismasfragmentaciones que las
hexosas análogas, apareciendo por supuesto las señales de las se
ries A y B a 72 u.m.a. menos

a @

@ m ® Ü“.. 69-4: “s ‘ ® "o ' 5 ® No
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Figura 31

Elucidación estructural de glicósidos de esteroles por espectros
copïa de 1H-RMN

La espectroscopïa de resonancia magnética nuclear pro
tónica es una herramienta muyimportante para la determinación es
tructural de los glicósidos de esteroles.

Nuevamente, comoen general en todos los glicósidos,
conviene analizar por separado las señales provenientes de la a
glicona y del azúcar.

Si bien se realizó el estudio de esteroides naturales y
sintéticos relacionados a las series colestano, ergostano y estig
mastano utilizando espectrómetros de 40, 60, 90 o 100 MHz0-118que
resultaron de gran interés para estudios posteriores de nuevos es
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teroles, se encontraban a menudoproblemas para distinguir isóme
ros que sólo diferían en la estereoquïmica de un enlace insatura
do o de un sustituyente alquílico.

Utilizando espectrómetros de 100 MHzlos isómeros que
mejor se distinguen son el campesterol (24 a-metilo) gá=ïy y el
22,23-dihidrobrasicasterol (24 B-metilo) gg (Fig. 32).

1 I l |!I ¡i | ¡l
¡om 94's?ee’e’aïEÏ/aos I 145-9se: H; bI-IJÏSÏJZIWÉLFÉ'ÏLMT-sF-¡m

azo 710 305935'

Figura 32
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Unaexplicación posible para esta diferenciación impli
caría una rotación impedida alrededor del enlace entre C-24 y C-25
que provocaría así la no equivalencia entre los Me-26 y Me-27, la
cual se pone en evidencia al analizar los rotámeros preferidos que
se generan al rotar dicho enlace (Fig. 33).

H CH3 CH3

H H3 H CH3 H CH3

H3 H3 H3C H H CH3

CH2 CH? CH2
Figura 33

En el caso de los 24-etil epimeros, comoestigmasterol
21:! (24 a-etilo) y poriferasterol (24 B-etilo) gg o los corres
pondientes dihidroderivados sitosterol gg=yl y dihidroporiferastg
rol gg, la única diferencia que existe en el perfil de los corres
pondientes espectros de lH-RMNes la distinta intensidad de lospi
cos (Fig. 34)

| II I n l l LJ'.,Iu-l_Jl-_
los: ¡oz-I 9'97 se: e's-s‘ezo '110'104 Hz ¡016 953 su
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’ ‘ 33-7aic‘azo'1sroz F' rx: 95'9—É:G-í1’6-¿—6"\-7;;\119IWoosatazzuooz . .- e” e“

Figura 34
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Comoestas variaciones pueden ocurrir por el uso de dig
tintos instrumentos, operadores o condiciones experimentales, es
te métodono resulta apto para la determinación de la estereoquí
mica de la cadena lateral de estos isómeros.

En estos espectros los picos que aparecen a 77,9 y 84,6
ppmtienen un área considerablemente superior a la esperada para
los protones del Me-29. Una explicación para esto , que parece
ser ratificada por los espectros a 220 MHz,es que enestasseña
les existe la contribución de los protones de Me-27 o Me-26.

Sin embargo,puedeninferirse,a partir del análisis de
los espectros de 1H-RMNa 90-100 MHz,conclusiones interesantes a
cerca de los desplazamientos que provocan distintos sustituyentes
sobre los metilos. Por ejemplo, las señales de los Me-18 y Me-19
en AS-esteroides aparecen respectivamente a 0,69-0,73 y l,02-l,06
ppm, mientras que los A7presentan dichas señales a 0,54-0,56 y
0,80-0,84 ppm.

La introducción de un doble enlace en C-22 produce un
desplazamiento a campos menores de los dobletes generados por los
Me-21 y Me-28 en el caso de los 24-metil- AZZ-esteroles y del do
blete de Me-21para los 24-etil- A22—esteroles.

En la tabla 1 se detallan los desplazamientos de meti
los producidos por distintas sustituciones del esqueleto colesta
no9_1

Me-21 Me-26 y 27 Me-19 Me-18

colestano 0,898 0,861 0,778 0,645
9(11)-en— —0,008 —0,008 0,126 —0,078
14-en- 0,010 0,008 0,018 0,250
3 —acetoxi- 0,002 —0,001 0,042 0,003
14 -hidroxi-15-oxo- 0,048 0,009 0,215 0,150
14 ,15 -dihidroxi— 0,023 0,006 0,178 0,142
24-metil- —0,081 —0,083 —0,009 —0,008
24-etil- —0,030 —0,062 —0,008 —0,009

Tabla 1
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Resumiendo y comparando los resultados presentados en
la literatura no se puede obtener una única conclusión respectode
la utilidad de la lH-RMNde 100 mHzpara la determinación de e í
meros. Así por ejemplo, utilizando un espectrómetro de 90 MHz ,
los Me-26y 27 de los esteroles con sustituyentes metilo y etilo
en C-24 son no-equivalentes y aparecen como dos grupos de dobletes
mientras que en el colesterol, 24-metilen- y 24-etiliden-derivados
dichos metilos son equivalentes y se muestran comoun solo doble
te.

Por otra parte, en el espectro de lH-RMNde campeste
rol (24 a-metil-) (gg) a 100 MHzlzzseobservan cuatro picos corres
pondientes a Me-26 y Me-27, mientras que en el del 22,23-dihidro
brasicasterol (gg), también a 100 MHz,se observan dos señales a
compañadaspor dos esbozos de picos. Esta observación sería la
consecuencia de una distinta velocidad de rotación del enlace en
tre C-24 y 25. En los espectros de sitosterol(gg) y clionasterol
gg se observa un solo doblete aunque comose dijo anteriormente
las dos señales restantes podrían estar superpuestas con otras.
Los espectros de estigmasterol (gl) y poriferasterol (gg) presen
tan los metilos unidos a C-25 comoun único doblete.

Finalmente, los espectros realizados a 100 MHzde los
derivados de colestano por otros autores muestran resultados di
ferentes. Mientras los derivados de colestano y ergostano (24-mg
til-) presentan un solo doblete para los Me-26y 27, todos los de
rivados de estigmastano (24-etil-) muestran dos dobletes resuel
tos, separados por aproximadamente 0,02 ppm. La comparación esvé
lida ya que los campos a los que aparecenlps Me-26 y 27 en estos
derivados varía muypoco y se encuentran, además, los valores in
formados para los esteroles en este rango.

Se realizó un estudio muyútil que permite determinar
diferentes configuraciones espaciales de dobles enlaces y cadenas
laterales alquílicas de esteroles, utilizando equipos de 90 o 100
MHzy un reactivo de desplazamientoJB-12{ el tris 1,1,1,2,2,3,3,
heptafluoro-7,7-dimetiloctano-4,6-dionatc>de iterbio,Yb(fod)3 .
Se eligió este reactivo por su mayor capacidad coordinadora con
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un sustrato que contenga oxígeno y además por su mayor solubilidad

en los solventes usados comúnmente en lH-RMN, como Cl3CD.
En presencia de este reactivo los protones de los meti

los de los esteroles sufren un corrimiento a camposmenores sin
que se produzca un notable ensanchamiento de banda, mientras que
las constantes de acoplamiento permanecenvirtualmente inaltera
das. La utilidad de este método queda ilustrada por la compara
ción de los espectros de, por ejemplo, cis A22-colesterol gg con
y sin Yb(fod)3 (Fig. 35) .

Al graficar los desplazamientos químicos de los proto
nes de las metilos versus la relación molar de Yb(fod)3 agregada
a los sustratos, se obtiene una buena linearidad. Mediante estos
gráficos puede verificarse la asignación de una determinada señal,
en ausencia del reactivo de desplazamiento, haciendo la correspon
diente extrapolación.

Se estudiaron los desplazamientos observados en los es
pectros de AS-esteroles con cadena lateral saturada de ocho áto
mos de carbono (23), A24- (gi), A24-metilen- (gg), A22- (23572;)
A24-etiliden- (_9_6_),24-metil- (g y ü), 24-etil- (_8_9y gg), 24
-metil- A22—(9_7_yï),24-etil—A22- (s_7y 53) y 24-etil- A22'25(27)
esteroles (2g)
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Figura 35: ESpectros de 1H-RMNa 90 MHzde cis-22-deshidrocoles
terol 2 a) con y b) sin Yb(fod)3 en C13CD.
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En el caso particular de los 24-etil- A5—esteroles(g1—
gg) comose mencionó anteriormente, la configuración en C-24 nopg
día ser detectada en los espectros normales a 90 MHz. En presen

cia de Yb(fod)3 los metilos de C-26, C-27 y C-29 de estos epímeros
sufren un desplazamiento similar, pero la remoción de otras seña
les de metilenos y metilos producida por este reactivo y que com
plicaban la zona de los metilos de C-26, C-27 y C-29,permite ob
servar patrones espectrales suficientemente distintos comopara
poder determinar sin ambigüedades la configuración del C-24. En
la figura 36 se muestran las señales que aparecen a mayor campo,
de dos pares de 24-etil-epïmeros: sitosterol/clionasterol (gg/gg)
y estigmasterol/poriferasterol (gl/gg)

C-77,
GB

9%

2%

22'

aquí::wc-zs

08‘1‘/'&%.

C \| r c610fi c-27 021

m. 5 l

r=

( a J \ ( b ) ( c ) ( d )

1.5 1.a 1.2 1.o 1.5 1.a 1.2 1.o 1Ïu f2 1.o 13.- 1Ï2 1Ío

ppm (5) ppm (ó) ppm (ó) ppm (ó)

Figura 36: Espectros de lH-RMNa 90 MHzcon Yb(fod)3 en Cl3CD de
a) sitosterol gg, b) clionasterol, c) estigmasterol gl y d) pori
ferasterol 88.
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El problema de distinción de estereoisómeros de esteroi
des se resolvió recientemente mediante el uso de espectrómetros de

270 y especialmente de 360 MHzcon superconductore5123431.
Utilizando esta metodología, se observa en la regiónde

camposaltos de los espectros de muchosfitoesteroles un patrónde

220,

señales que revela la no-equivalencia de los dos grupos metilosde
la unidad isopropilo.

En el caso particular que nos interesa, los 24-etil-eg
teroides , se observa analizando los correspondientes espectros a
220 MHzla no-equivalencia de los grupos metilos aunque la separa
ción de las señales es menor que en el caso de la serie 24-metil.

De cualquier manera, la mejor señal diagnóstico es el
triplete del Me-29que se encuentra desprotegido en la serie
(24-8) en aproximadamente 0,006 ppm, provocando un patrón de seña
les diferente para las dos series (Fig. 37924. Además, la presea
cia de sustituyentes en los anillos A y/o B (de los A —esteroles)
no modifica este resultado.

uu__

1',

Figura 37: Espectros de 1H-RMNa 220 MHzde a) acetato de si
tosterol (24-R) y b)acetato de clionasterol o 22,23-dihidropo
riferasterol (24-8) en C13CD.
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Mientras que la existencia de dobles enlaces en los a
nillos afecta marcadamenteal Me-21, el desplazamiento químico de
este grupo no se afecta por la estereoquïmica de C-24 en los es
pectros realizados en C13CD. En cambio, si el solvente utilizado
es C D se produce una diferenciación mayor de las señales de Me6 6

21 y Me-29 entre ambos epimeros. Ambas señales aparecen a campos
menores en la serie B (24-8). Se ve asi que la utilización de
solventes aromáticos da una indicación más clara de la estereoquí
mica de estos epïmeros. En la figura 38 se muestran los espectros
de los dos 24-etil-esteranos epimeros realizados en CSD6

C29 C19 c1a “3254
cas-7

a) C21

C21

—.—

—_—

. ‘ L . ¿ “ijLW1.00

Figura 38: Espectros de 1H-RMNen CSD6a 220 MHzde a) 5a-estig
mastano y b) Sci-periferastano.

La espectroscopía de lH-RMNtambién es una ayuda para
la identificación de la o las unidades de hidratosckacarbono uni
das al esterol, en especial si el glicósido se encuentra acetila
dol3%

134Comose concluye del análisis de las tablas 2 y 3 ,es
posible mediante este método determinar la identidad de por ejem
plo la pentopiranosa presente.



Configuración
a-D-ribo
BnD-ribo
a-D-arabinoa
B-D-arabino
a-D-xilo
B-D-xilo
u-D-lixo
B-D-lixo

Tabla 2:

aldopentopiranósidos peracetilados en acetona-d6
Medido a 220 MHz.a En C13CD.

Configuración

a-D-ribo
B-D-ribo
a-D-arabinoa
B-D-arabino
a-D-xilo
B-D-xilo
a-D-lixob
e-D-liáo

Tabla 3:
til-aldopentopiranósidos peracetilados en acetona-d
31°C.
a

En C13CD.

H-l

4,71(d)
4,69(d)
4,34(d)
4,91(d)
4,87(d)
4,51(d)
4,63(d)
4,71(d)

J1,2

3,3
4,0
6,1
3,2
3,5
7,2
2,2
2,2

Medido

H-2

5,03(t)
4,9l(sx)
5,09(c)
5,07(o)
4,79(c)
4,83(c)
5,16(c)
5,29(c)

J2,3 J3,4

3,4 3,3
3,6 3,4
9,0 3,7
11,7 3,3
9,3 9,2
8,6 8,6
3,4 9,7
3,2 7,9

a 220 MHz.

H-3

5,42(t)
5,33(t)
5,03(c)
5,30(c)
5,42(t)
5,17(t)
5,22(c)
5,08(c)

Desplazamientos químicos (6) de

J4,5

7,7
3,0
3,1
1,3
5,7
5,0
5,1
3,8

H-4

5,00(m)
5,06(m)
5,24(o)
5,27(m)
4,92(m)
4,88(sx)
5,10(sx)
4,97(o)

4,5'
3,9
5,2
1,7
1,8
11,1
9,3
9,5
7,1

H-5

3,95(c)
3,97(c)
4,03(C)
3,97(c)
3,77(c)
4,06(C)
3,85(C)
4,09(c)

5,5'
11,6
12,5
13,1
13,2
10,9
11,7
11,0
12,0

6
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H-S'

3,62(o)
3,72(c)
3,63(C)
3,63(c)
3,53(t)
3,46(c)
3,58(c)
3,43(o)

los hidrógenos de metil
a 100 MHZ y 31°C.

Constantes de acoplamiento (Hz) de los hidrógenos de mg
a 100 MHz y

Si bien la combinación de los datos de estas tablas per
mitirian 1a determinación de este tipo de azúcares, la interpreta
ción del espectro se dificulta debido a la superposición de las se
ñales de los H-Z, H-3 y H-4.

Sin embargo, una conclusión importante que puede obte 



54

nerse de este métodoespectroscópico es si el azúcar está en for
ma piranósica o furanósica.

Las correspondientes asignaciones de los hidrógenos de
las pentosas peracetiladas figuran en las tablas 4 y 5

Configuración H-l H-2 H-3 H-4 H-S H-5'

a-D-ribo 6,41 5,24 5,30 4,34 4,15 3,97
B-D-ribo 6,18 5,34 5,36 4,39 4,34 4,15
ü-D-arabinc 6,21 5,21 5,35 4,50-4,00 (3H)
B-D-arabino 6,35 5,05 (2B)
a-D-xilo 6,41 5,30 5,54 4,63 4,26 4,10
B-D-xilo 6,15 5,35 5,40 4,50 4,34 4,21
ü-D-lixo 6,28 5,37 5,61 4,59 4,31 4,17
B-D-lixo 6,36 5,29 5,63 4,52 4,34 4,21

Tabla 4: Desplazamientos químicos en 1H-RMNa 100 MHz (ppm) de

las tetraacetil-aldopentopiranosas, en acetona-d6

Configuración H-l H-2 H-3 H-4 H-5 H-S'

G-D-ribo 6,08 d 5,15 t 5,58 t 5,08 m 4,01 c 3,74 c
B-D-ribo 5,96 d 5,00sp 5,46 t 5,24 m 4,10 c 3,84 c
a-D-arabino 5,73 m 5,28-5,17 m 3,96 m
B-D-arabino 6,27 d 5,21 o 5,32 m 5,35 m 4,18 c 3,79 c
G—D—xilo 5,71 d 4,99 c 5,46 t 5,01 o 3,90 c 3,70 t
B-D-xilo 5,78 d 4,96 c 5,26 t 4,93 m 4,11 c 3,62 c
a-D-lixo 5,95 d 5,19 t 5,21 c 5,125x 3,96 c 3,71 c
b-D-lixo 6,06 t 6,32-6,22m 4,99 m 4,18 q 3,625x

Tabla 5: Desplazamientos químicos en 1H-RMNa 100 MHz (ppm) de

las tetraacetil- aldopentopiranosas, en acetona-d6.

Del análisis de las tablas. 4 y 5 puede concluirse que
los desplazamientos químicos de los H-l, H-4, H-S y H-5' permiten
diferenciar entre ambosciclos. La comparación es válida ya que
en Cl3CDyacetona-d6105 espectros son casi coincidentes.
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Estos resultados se resumen en la tabla 6.

Pentosas
peracetiladas H-l H-4 H-S H-5'

furanosas 6,15-6,41 4,34-4,63 4,15-4,34 3,97,4,21

piranosas 5,71-6,27 4,93-5,35 3,90-4,18 3,62-3,84

Tabla 6: Rango (ppm) en el que aparecen las señales de los hidré
genos 1, 4, 5 y 5' de las pentofuranosas y pentopiranosas perace
tiladas.

Para los metil glicósidos de pentosas acetiladas esde
esperar aproximadamente la misma relación de 6 para H-4, H-5 yH-S'
de las formas piranósicas y furanósicas. Sin embargo, para el cg
so del H-l se prevee que el campo al que aparezca en ambas formas
sea de 1,3 ppmmenor debido a la distinta sustitución.

Aunqueno se encontraron en literatura los datos necg
sarios para hacer la correspondiente interrelación para el casode
los derivados de hexosas piranósicas y furanósicas, cabe esperar
debido a las variaciones estructurales de ambostipos de compues
tos, relaciones de desplazamientos quimicos similares al caso de
las pentosas.

Elucidación estructural de glicósidos de esteroles mediante espec
troscopía de 13C-RMN

13C-RMNes la técnica que mayorLa espectroscopía de
información brinda respecto a la estructura de estos glicósdios.

La aglicona, es decir los esteroles, fueron analiza
dos por este método ya hace muchotiempo. Las asignaciones origi
nales de las señales de colesterol fueron realizadas por Reich y
col. . —

En posteriores trabajos algunas de estas señales de
bieron ser intercambiadasl36J32 hasta que finalmente las asigna
ciones fueron confirmadas porlnminteresante estudio realizadopor



Popják y col.l3gsobre la biosintesis de colesterol utilizando me
valonato marcado simple y doblemente con 13€. Estos autores esta
vieron en condiciones de establecer por primera vez que el C-27
del metilo pro-(S) proveniente del C-3' de mevalonato resonaba a
camposmenores que el C-26 del metilo pro-(R), que es originado
por el C-2 de mevalonato. De esta forma, las señales de los de
más esteroles que poseen el esqueleto del colesterol pudieron ser
asignadas fácilmente tanto en sus espectros con desacople de ban
da ancha de 1H, con desacople off-resonance y en los espectros de
alta resoluciónl394Al.

Para los esterolEs con cadena lateral sustituida y sa
turada, las asignaciones de las señales de la mismafue realizada

por comparación directa con datos publicados sobre alcanos mo
delosl , combinados con cálculos en base a parámetros aditivos de
los desplazamientos quimicos .

Unacaracteristica que diferencia los isómeros 24-S y
24-R de los esteroles es el campo al que aparecen los C-20 y C-24.
En la serie 24-R estos carbonos producen señales a campos mayores
que los respectivos isómeros 24-S. Además, en la serie 24-8 el
C-26,pro—(R), aparece a 6 menores que el C-27, mientras que los i
sómeros 24-R presentan la relación inversa de desplazamientos.
Tambiénse observan diferencias en ambas series, de las señales
provenientes de los C-17, C-21 y C-23.

Estos desplazamientos no dependen en general de varia
ciones en los anillos esteroidales. Asi es comoa pesar de lasdí
ferencias estructurales entre los esqueletos de colesterol gg yci
cloartenol ygïpuede asignarse configuración S al C-24 de ciclolau
denol ¿29146a partir de los datos del correspondiente 24-metil co
lesterol.

Mayordiscusión sobre el tema se encuentra en el Capi
tulo IV, pág. 107.

No sólo se han estudiado los espectros de los estero
les con sustituyentes alquïlicos en C-24, sino también aquéllos
sustituidos por hidroxilos. Se analizaron por ejemplo, los pares
epiméricos 24-hidroxi-, 24,25-dihidroxi- y l,24—dihidroxi-colestg
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rol, ya que fue demostrada la importancia biológica de la estereg
química de C-24 de estos compuestos, siendo los isómeros R más ag
tivos que los correspondientes S ' . Este método espectroscópi
pico resultó también de utilidad para la determinación de la con
figuración de C-22 en colesteroles sustituidos en dicha posición94z

La asignación de las señales de una cadena lateral in
saturada fue llevada a cabo recientemente, para el caso del ergos
terollg, por Cushley y 001.113. Este estudio permite determina;
el origen‘ de las señales de compuestos relacionados como (22E,
24R)—y (22E,24S)-24-metil colesta-5,22—dien-3-B-ol 21 y 22, aun?
que las señales de los C-21, C-26 y C-27 permanecían aún incier
tas. Las dos últimas fueron asignadas por comparación con los da
tos de E- y Z-5-metilhex-22-eno.

La resonancia 331 C-21 resulta insensible a la estereg
química del doble enlace A , pero los datos espectrales de demos
terol gi demuestrancyuaes afectada por la posición del mismo.

R

10_1R=H HOH0

100 R: 102_ f ———
100 R= \=<

La espectroscopía de 13C-RMNes un método útil para a
nalizar la composición de mezclas de los epïmerosde C-24 . Co
mo los tiempos de relajación spin-red correspondientes a los car
bonos de las cadenas laterales de ambos isómeros deben ser muy si
milares,la composiciónpuede obtenerse de las intensidades relati
vas de las señales respectivas. Por ejemplo, la mezcla de esterg
les proveniente de soja contiene 34%de 22,23-dihidrobrasicasterol
gg y 66%del 24 R-metil-colesterol.
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La espectroscopía de 13C-RMNtambién es una herramien
ta clave para el conocimientoestructural del azúcar del glicósi
do.

Breitmaiery col.148 demostraron que el reemplazo en
C-l de un grupo hidroxilo por un metoxilo provoca un desplazamien
to de 7-10 ppm a campos más bajos, siendo el mismo para anillos tu
ranósicds comopiranósicos.

El pasaje de una pentopiranosa peracetilada al corres
pondiente metil-glicósido genera un desplazamiento de magnitud si
milar y en igual sentido que el anterior149. Si se supone un co
rrimiento análogo para los anillos furanósicos, pueden entonces
compararse y sacar conclusiones sobre los valores de 6 de los co
rrespondientes derivados peracetilados ya que de éstos se poseen
todos los datos necesarios (Tablas 7 y 8) '

Configuración C-l C-2 C-3 C-4 C-S

a-D-xilo 88,94 69,20 69,20 68,84 60,52
B-D-xilo 91,72 69,33 70,75 68,10 62,53
a-D-arabino 92,16 68,24 69,86 67,26 63,82
B-D-arabino 90,40 67,25 68,70 66,94 62,85
u-D-lixo 90,66 68,24 68,24 66,55 61,94
B-D-lixo 90,0 - - - 
a-D-ribo_ 88,71 67,14 65,58 66,49 59,27
B-D-ribo 90,68 67,13 66,03 66,03 62,45

13Tabla 7: Desplazamientos quimicos en C-RMNa22fiSMHz (ppm) de
tetraacetil-aldopentopiranosas.

Configuración C-l C-2 C-3 C-4 C-5

a-D-xilo 92,81 75,25 73,84 75,40 61,59
B-D-xilo 98,85 79,44 74,27 79,88 62,33
a-D-arabino 99,37 80,60 76,88 82,44 63,05
B-D-arabino 93,72 75,38 74,82 79,72 64,53
a-D-lixo 98,04 75,01 70,57 77,01 62,43
B-D-lixo 93,20 70,52 68,52 77,74 62,77



Continuación de la tabla 8:

Configuración C-l C-2 C-3 C-4 C-5

a-D-ribo 94,07 69,98 69,78 81,64 63,30
B-D-ribo 98,12 74,08 70,47 79,20 63,60

13Tabla 8: Desplazamientos quimicos en C-RMNa 25,2MHz (ppm) de
tetraacetil-aldopentofuranosas.

Del análisis de las tablas 7 y 8 se infiere que puede
determinarse a primera vista si la pentosa es piranósica o furané
sica, ya que la presencia de una señal por encima de 71 ppm (ex
cluida la de C-l) permite desechar la primera posibilidad.

Un hecho que facilita mucho, además, la determinación
del tamaño del ciclo es que las zonas en las que aparecen las se
ñales de los C-l, C-2 y C-4 de ambas formas son excluyentes. Es
to se resume en la tabla 9.
Pentosas
peracetiladas C-l C-2 C-4

piranosas 88,71-92,16 67,13-69,20 66,03-68,84
furanosas 92,81-99,37 69,98-80,60 75,40-82,44

Tabla 9: Rango en que aparecen las señales de los C-l, C-2 y C-4
en las pentopiranosas y pentofuranosas peracetiladas

Aunqueno se puede hacer un análisis tan exhaustivo
para las hexosas, se pueden comparar los valores correspondientes
para los metil glicósidos de a- y B-galactofuranosa y galactopira
nosa (Tabla 10), que son los únicos encontrados de la serie fura
nósicalso.

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

Me-u-D-galactopiranósido 100,5 69,4 70,6 70,4 71,8 62,3
Me-B-D-galactopiranósido 104,9 71,8 73,9 69,8 76,2 62,1
Me-a—D-galactofuranósido 103,1 77,4 75,5 82,3 73,7 63,4
Me-B-D-galactofuranósido 109,2 81,9 77,8 84,0 72,0 63,9

13
Tabla 10: Desplazamientos químicos en C-RMNa ZLZ MHz (ppm) de
los metil-galactósidos
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Comopuede observarse, las señales de los C-2 y C-4
difieren suficientemente comopara poder predecir una generaliza
ción análoga a la de las pentosas.

Estos mismos autores150 encontraron que el reemplazo

del grupo hidroximetilo (CHZOH)por hidrógeno, en el caso de las
series galacto/arabino, manteniendo la mismaconfiguración de los
restantes sustituyentes produce up corrimiento a camposmayoresde
1a señal de C-5 y a campos menores de la de C-4, pero no afecta
los desplazamientos químicos de los demás carbonos (Tabla 11).

C-l C-2 C-3 C-4 C-5
Me-a-D-arabinofuranósido 109,3 81,9 77,5 84,9 62,4
Me-a-D-arabinofuranósido 
Me-B-D-galactofuranósido +0,1 0 -0,3 +0,9 -9,6
Me-B-D-arabinofuranósido 103,2 77,5 75,7 83,1 64,2
Me-B-D-arabinofuranósido 
Me-a-D-galactofuranósido +0,1 +0,1 +0,2 +0,8 -9,5

13C-RMNde los metil-arabiTabla 11: Desplazamienos químicos en
nofuranósidos y diferencias de los mismosrespecto de los metil
galactofuranósidos respectivos.

La similitud de los parámetros aditivos que dan cuen
ta de este cambio funcional, tanto para los anómeros a comoB, per
mitirïan predecir su aplicabilidad para las restantes series.

Utilidad de la CGLen la elucidación estructural de glicósiuos de
esteroles

Unavez realizada la hidrólisis ácida del glicósido,
es posible analizar por separado el azúcar y la correspondiente a
glicona.

Desde hace mucho tiempo se demostró que la CGLera u
na herramienta importante para la separación y purificación de es

151 . . . . .teroles . En un estudio posterior se pudieron diferenc1ar noven
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152
ta y dos esteroles, excepto los pares de epimeros de C-24 .

La posibilidad de separar diastereoisómeros de tocofe
rol152 por CGLcon columna capilar sugirió a Thompsony col.354
la idea de aplicar esta técnica a los epímeros de esteroles. Pa
ra ello, se analizaron'154nueve pares de epímeros deC-24 de este
roles trimetilsililados utilizando una columnacapilar SP-2340de
115 m de longitud y 0,25 mmde diámetro. El desarrollo del croma
tograma fue isotérmico a 185 o 195 °C.

Se observó que los epïmeros 24 B que tenían cadena la
teral saturada se eluían antes que los esteroles 24a, mientras
que ese orden se invertía cuando la cadena lateral presentaba una
insaturación en C-22.

Anteriormente se intentó con éxito la separación de e
pímeros de C-24 de 5 a-colestanos y acetatos de 5a —colestanol155
utilizando una columna capilar DEGS:PEGS,75:25, de 100 m de lon
gitud y 0,24 mmde diámetro. La programación de temperatura fue
de 40-160 °C con una velocidad de calentamiento de 4°C/min..

El inconveniente que presentaba este métodoeratel tiem
po necesario para obtener la separación ya que en el caso de los
esteranos era de aproximadamentetres horas, mientras que para los
acetatos éste era superior a ocho horas.



CAPITULO I I I

ACC_ION HI POGLUCEMIANTE



62

ACCION HIPOGLUCEMIANTE

Debido a que Bauhinía candicans es una planta amplia"
mente usada con fines homeopáticos contra la diabetes, resulta
interesante analizar las generalidades de esta enfermedadasí
comolos agenteshipoglucemiantes utilizados para contrarrestar
la. l

La concentración normal de azúcar sanguíneo determi
nada con los métodos más modernos varía entre 79 y 100 mg por
100 ml. Cifras de 120 a 130 mg son ya sospechosas, y por enci
ma de 150 mg deben considerarse ciertamente patológicas, es de
cir, existe hiperglicemia o diabetes.

En seres normales, la hiperglicemia se encuentra<xxl
trarrestada mediante el aumento de la combustión muscular y de
la glucogenogénesis hepática y muscular.

Sin embargo, existen trastornos importantes del me
tabolismo de los hidratos de carbono, comoes el caso de la dia
betes mellitus. Esta es una alteración del metabolismoen la
cual la velocidad máximade combustión de hidratos de carbono
está por debajo de la normal, a la vez que se ha perdido, en me
nor grado, la facultad de almacenar glucógeno. Clínicamente se
caracteriza por hiperglucemia, glucosuria, polidipsia, poliuria,
adelgazamiento y acidosis que evoluciona hacia el coma. La 913
cemia que en los casos leves llega a ser de 150 a 250 mg/lOOml,
alcanza en los casos más graves hasta 300 a 500 mg/ml.

Esta patología es debida a una producción insuficien
156- 58te de la hormona insulina, segregada por el páncreas J

Medicamentosutilizados contra la diabetes

Para el tratamiento de esta enfermedadexisten tres
grupos principales de medicamentos:

A) Insulina
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B)Sulfonilureas
C)Biguanidinas

A) La insulina está compuesta por dos péptidos: A
(21 aminoácidos) y B (30 aminoácidos). Ambascadenas están uni
das entre sí por dos puentes disulfuro, existiendo ademásen la
cadena A un puente sulfuro adicional. Aunquese desconoce el
mecanismomolecular de acción de la insulina, se sabe cuáles son
los cambios metabólicos que produce en los tejidos. En las cg
lulas musculares y grasas favorece la entrada de glucosa y en las
hepáticas y musculares activa la transformación de glucosa en4glu
cógeno.

La administración de este medicamento responde evi
dentemente a una terapia de sustitución, teniendo el inconvenien
te de no poder ser administrada por via oral ya que por ser un
péptido quedaría inactivado por las enzimas digestivas.

B) En la búsqueda de hipoglucemiantes administrables
por vía oral y basándose en observaciones de Janbon y col. (1942)
se lograron sintetizar una serie de sulfonilureas que demostra
ron ser hipoglucemiantes usables clínicamente (Fig.39 )160

Rl—©—SOZNH-É-NH-R2 R1 R2
Carbutamida NH2 (CH2)3CH3
Tolbutamida CH3 (CH2)3CH3

Figura 39 Clorpropamlda Cl (CH2)3CH3

H3CO

Iglibenclamida (CH2)2HNCO -4<::::>

Cl
H

glibornurida C33 HOH



El grupo arilo presente en estas sulfonilureas au
menta la potencia de dichos compuestos. El grupo amino de la
carbutamida le confiere propiedades antibacterianas y cierta to
xicidad. El cambio de ese grupo amino por un metilo (tolbutami
da) hace perder esa acción antibacteriana y disminuye la toxici
dad de la droga, pero también disminuye su potencia hipogluce-—
miante

El efecto inverso sobre la potencia, lo produce el
cambio del grupo metilo por un cloro (clorpropamida), aumentan
do también la duración de su acción.

En estas sulfonilureas existe ademásuna cadena ali
fática sustituyendo un hidrógeno de la urea. Esta sustitución
confiere potencia a las drogas hipoglucemiantes siempre que di
cha cadena tenga como mínimo tres átomos de carbono.

La administración de sulfonilureas puede realizarse
por vía oral o intravenosa. La caída de la glucemia depende de
la dosis pero nunca es muy intensa, siendo muchomenos potentes
que la insulina.

Un rasgo importante de las sulfonilureas es que ne
cesitan la presencia de insulina en el organismopara que pro
duzcan sus efectos, siendo ineficaces en los animales y sujetos
pancreatectomizados. En cuanto al modode acción, se aceptaque
actúan estimulando la secreción de insulina, ya que estas drogas
no actúan en ausencia de páncreas.

C) En 1918, Watanakelszobservó que la guanidina dis
minuia la glucosa en sangre de animales. Comoera muy tóxica
se comenzóel desarrollo sintético de compuestos análogos con
posible actividad terapeútica. Estos estudios condujeron a la
decametilendiguanidina que se introdujo clínicamente en 1926.

NH
H

-NH-C-NH
NH
H

HZN-C-NH-(CHZ)10 2

Decametilendiguanidina

64
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Posteriormente se descubrió que su acción antidiabé
tica se basaba en producir una lesión hepática.

Las biguanidinas más utilizadasl en la actualidad
son la fenetilbiguanidina (fenformina) y butilbiguanidina (bufor
mina). La fenformina es la más potente de todas las drogas hi
poglucemiantes sintéticas. l

Las biguanidinas producen descenso de la glucemiaen
los animales y sujetos sin páncreas, pero no se ha demostrado
que puedan mantenerse durante un lapso prolongado sin insulina.
A diferencia de las sulfonilureas la fenformina actúa también
en la diabetes juvenil grave (sin actividad insulïnica demostra
ble en el plasma), pero en este caso la droga debe emplearse
siempre con insulina.

El modode acción de estas drogas se atribuye a:
1°) producción de anoxia tisular con aumentode glucólisis anag
róbica y aumento de la captación de glucosa por el músculo
2°) producción de inhibición de los antagonistas de insulina en
el plasma.

Compuestoshipoglucemiantes de origen natural

Desde hace mucho tiempo pareció ser una buena posi
bilidad para lograr drogas hipoglucemiantes la búsqueda de mode
los en el Reino Vegetal .

Parece ser que la semilla de Galegaofficinalis fue la
primera droga de origen vegetal reconocida comohipoglucemiante

? Collip en 1921, inicia el estudio cientifico de la activi
dad hipoglucemiante de plantas, preparando extractos por distin
tas técnica5165_167.

Se separaron principios activos que modificaban la
curva de hipoglucemia provocada en el conejo, de la corteza de
Coutarealatiflm’als y VincaPosea. El proveniente de esta última
especie se cree que ejerce su acción sobre los centros nervio
sos de la glucorregulación.
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Unalcaloide como la galeguina extraída de Galegaoffi
cin1h3169bajakaglucemia en el diabético, administrada en dosis
de 2 mg/kg de peso. Barger y Whitel69determinaron su estructu
ra que resultó ser la siguiente:

NH
l

H2N-C-NH-CH2
CH3

—CH=C<CH
3

Otros alcaloides comola lupanina}23 y la lupinidi
na l_04(esparteína) extraídos de Lupinusalbus yLupinus tennis ejer

ieg ïgzefecto significativo hipoglucemianteen ratas diabéticas

Bhghiasapúizdebe su actividad a aminoácidos y es uno
de los vegetales de mayor acción hipoglucemiante. La ingestacüel
fruto inmaduro provoca la llamada "enfermedad del vómito"l7% con
secuencia de la intensa hipoglucemia que ocasiona. En la semilla
. . 174 . . . , .,inmadura se aislaron un am1noác1doy un dipeptioo responsables
de este trastorno. Renner, Johl y Stolll75’l76deteminaron las es
tructuras de los mismosque resultaron ser:

CH2 NH2/\ I
H2C=C-CH-CH2-CH—C02H Hipoglicina A

H2C=C-CH-CH24CH-C02H Hipoglicina B

HN-C-CH -?H2

HC-ïo H

2

2

NH2

HughJOnesl73interpreta que su influencia se ejerce
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por inhibición de sistemas enzimáticos que intervienen en el me
tabolismo de los glúcidos.

Se encontraron también aminoácidos en una fracción
177que fueron identificados comoactiva de Lagerstroemiaflos-reginae

alanina, isoleucina, metionina y ácido a-aminobutírico.
Otra leguminosa muyestudiada por su reconocida ac

ción hipoglucémica y además antipelagra es Trigonella foenwn. El
mismoefecto suavemente hipoglicémico que ejercen sus semillas
lo produce su alcaloide mayoritario trigonelina10_5=fi

Otros componentesde esta planta son el ácido nicotí
nicng y cumarina El primerode éstos tiene una actividad
muchomás potente aunque su efecto persiste por un período muy
corto, mientras que la cumarina es aún más potente y su acción se
prolonga durante veinticuatro horas pero su toxicidad es elevada.

O C02H KDÏCOZH
N N

l3H3 105 106 107

Existen muchas otras plantas conocidas por su activ_i_
dad hipoglucemiante como Pol-¿gonatumofficinale, VacciniummyrtiZZus51
y Syzugium jamboZanumo Eugenia jamboZana17.8 Es de notar que muchas de
las especies a las que se les adjudica esta acción pertenecen a
la familia Leguminoseae,como por ejemplo las anteriormente mencio
nadas TrigoneZZafoenum, Lupinus tennis y L. alba, Galega officinales y a
demás Medicago sativa , Acacia milanoxylon y Leucaena leucocephala 179.

Entre las Leguminosas el género Bauhinia, no muy estu
diado químicamente, incluye por lo menos tres especies a las que
se le adjudican propiedades hipoglucemiantes: Bauhiniaretusa, B.
forficata y B. candicans. Comose mencionó anteriormente sólo se es
tudiaron algunos flavonoi'des de la primera especie mientras que
de las otras dos no existen datos químicos previos a este trabajo.

Los estudios farmacológicos realizados con las pro 
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teinas aisladas de semillas de B.1@tu&zenratones normales provo
có un descenso en la concentración de azúcar en sangre de 29,9% y
de colesterol de 29,5%. Las mismasexperiencias realizadas con
ratas diabéticas alloxánicas demostraron ejercer una hipoglucemia
e hipocolesterolemia respecto de los niveles de los controles .

Para el caso de B.fbnfibauzse confirmó mediante expe
rimentos con perros, que tanto las infusiones, decocciones o ex
tractos fluidos de sus hojas ejercían una acción favorable sobre
el azúcar en sangre .

El primer estudio que se conoce sobre la actividad de
B—0amfibansfue realizado por Gallo en 194149,el resultado del mig
mo indicó que la ingestión por vía oral de extractos de esta espe
cie no tiene acción hipoglucemiante sobre el perro normal, con hi
perglicemia provocada, ni sobre perros diabéticos o con diabetes
por pancreatectomia total. Posteriormente se realizó otro análi
sis con conejo normales o con hiperglucemia por ingestión de glu
cosa,utilizando extractos de hojas o bien directamente hojas moli
da551. En estas condiciones tampoco se observó disminución delni
vel de azúcar en sangre.

Debido a que las especies B. foficata y B. candicans es
tán muyrelacionadas botánicamente, a la gran difusión popular y
en medicina homeopática de las infusiones de estas plantas, se
consideró oportuno realizar un estudio quimico de la especie B.
cmuücans y complementariamente hacer un nuevo estudio farmacoló
gico para ratificar o rectificar los resultados hasta ahora obtg
nidos.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

ESTUDIO QUIMICO E BAUHINIACANDICANSBENTH.

Tratamiento del material vegetal

Las hojas y ramas de la especie Bauhimïacandicans fueron
secadas y molidas y posteriormente extraídas con éter de petróleo,
tareas realizadas comose detalla en la parte experimental.

A1 concentrar el extracto resultante se observó la se
paración de un sólido que se aisló por filtración (precipitado de
Étgr de petróleo). Por evaporación del filtrado se obtuvo el gi
tracto de ¿Eggde petróleo.

Una vez seco el residuo vegetal obtenido en el paso
anterior, se re-extrajo con etanol y por evaporación del solvente
se obtuvo el extracto etanólico.

Las flores frescas de esta mismaespecie vegetal fue
ron trituradas y simultáneamente extraídas con etanol en licuado
ra. Por evaporación del solvente se obtuvo el extracto etanólico
de flores.

A partir de estas cuatro fracciones primarias se ais
laron e identificaron los compuestosdetallados a continuación.
El proceso separativo utilizado para el aislamiento de cada unode
éstos está indicado en la parte experimental.

Análisis del precipitado de éter de petróleo

Triacontanol L

Luego de sucesivas cromatografias en columna de síli
cagel de la fracción dos de la columnadel precipitado de éter de

petróleo, y de recristalizar de Cl3CH-acetona,se obtuvo un sóli
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do que por c.c.d. de sílicagel daba una sola manchaen varios sis
temas de solventes y revelaba rosa con HZSO4(C). Rf= 0,57 (C12CH2)
Rf =0,45 (C12CH2:E.P.; 3:2).

El análisis por CGL (OV-17 3%, 1,8 m; 240°C, isot.) re
veló que la pureza era del 95,37%; tr: 12,77 min..

El espectro IR presentaba absorciones en la zona co 
rrespondiente a tensión O-H (3200 cm_l), deformación O-Hy estira
miento C-O (1070 y 1460 cm_1),además de las absorciones caracte 
rísticas de una cadena hidrocarbonada. Estas observaciones predg
cian evidentemente que se trataba de un alcohol.

El espectro de 1H-RMN(Fig.40) mostró un singulete a3
cho deformado a 0,85 ppmque integraba para tres hidrógenos, señal
característica de un metilo terminal de una cadena hidrocarbonada,
un singulete a 1,28 ppmcorrespondiente a los hidrógenos metiléni
cos y un multiplete a 3,62 ppmque integraba para dos hidrógenosa_
signable a los hidrógenos metilénicos de C-l de un alcohol prima
rio.

{HZ

41%
-CI_¡20¡1

_/—'

. l . 1 1 l l A 1 l 4 l 4 l 1 i_1 __
9 8 7 6 5 4 3 1 0

Figura 40
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El análisis de los resultados obtenidos por CGL-EM
permitió determinar que se trataba de un alcohol lineal de trein
ta átomos de carbono (triacontanol í) ya que la señal del fragmeg
to de mayor masa correspondía a m/e 420 atribuible al ión molecu
lar deshidratado (438-18) (Fig.4l ).

Finalmente se verificaron estas conclusiones mediante
la comparación contra testigos por CGL

100 57
83

80.
97

60. 43

111
4o .

125

20 139

l I 195209 391 420_ ‘I l 11147 ‘ lv l ggfif
50 .L00 1‘50 200 250 3oo 350 400 430 m/e

Figura 41

Alcoholes lineales

Se estudió también la fracción donde se encontraba el
triacontanol-sin las posteriores purificaciones.

El análisis del cromatograma obtenido por CGLen con
diciones isotérmicas (Fig.42 ) mostró la existencia de una serie
homóloga, cuyos componentesfueron caracterizados mediante testi
gos y graficando el logaritmo del tiempo de retención (ln tr) en
función del número de átomos de carbono del alcohol.

Los parámetros calculados por cuadrados mínimos corres
pondientes a dicha recta son los siguientes:

ordenada al origen: -6,166
pendiente: 0,2968
coeficiente de correlación: 0,967



En la tabla 12 se dan

retención observados (tr), los ln
de los alcoholes presentes.

Tabla 12

n-C26

tr 5,15
ln tr 1,639
% 1,56

i

l

l

S

Esteroides

n-C27

6,54
1,878
0,30

5,15

8,07

72

los valores de los tiempos de
tr y el porcentaje de cada uno

"‘Cze n‘C29 n‘C3o
8,07 10,29 12,91
2,088 2,331 2,558
6,59 3,37 87,91

f_\
X2

12,91

' 10,29
16,12

Figura 42

n-C31
16,12
2,780
0,27

De la fracción tres de la columnadel precipitado de éter
de petróleo, se obtuvo mediante cromatografía a presión, utilizan
do como solventes de elución C13CHcon gradientes de metanol y
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posterior recristalización de metanol, una fracción que daba pos;
tivo la reacción de Liebermann-Burchardt.

El análisis mediante CGL(SE-30, 3%; 1,8 m; 270°C, isot.)
(Fig.43 ) reveló la existencia de una mezcla. Utilizando una co
lumna capilar (SP-2100, diám, 0,2 mmy longitud 15 m )(Fig.44)
para esta mismamezcla, se puede apreciar la variación del poder
resolutivo de estos dos métodos.

12,59

11,04

7 84
S 5,24 v 17,36

r

Figura 43

Debidoa las caracteristicas de esta fracción (test de Lie
bermann-Burchardt y Rf coincidente con el de una mezcla de estero
les testigos) se hizo la comparación cromatográfica, en las con
diciones citadas anteriormente, con una mezcla testigo de estero
les coincidiendo los tr correspondientes a campesterol ly, estig
masterol y y sitosterol gl. Para verificar este resultado y de
terminar la identidad de los compuestos correspondientes a los
restantes picos observados en el cromatograma, se realizó el aná
lisis de esta mezcla por CGL-BM.
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í 9,02 í
9,63

8,76 9'91

10 l
3,84 7,97 ,3

7,71 10,55 11,92

Figura 44

Estigmasta-l,3,5-dieno l;

Se pudo detectar así la presencia de un compuesto cuyo ión
molecular era M+394. Se observaba además (Fig, 45) 1a pérdidade
15 u.m.a. correspondiente a un metilo angular, M+_15(m/e 381), a
sï como también la Pérdida de la cadena lateral a m/e 253 corres
pondiente a M+-141, lo que indica que esta cadena es saturada y
tiene diez átomos de carbono. Otra señal que confirma esta supo
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sición es la que aparece a m/e 211 que es producida a partir del
ión molecular por pérdida de la cadena lateral y el anillo D.

A partir de estos datos y de la ausencia de otras rupturas
que indicaran la presencia de algún grupo funcional con heteroátg
mos, se propone que se trata de un hidrocarburo esteroidal con tres
insaturaciones cíclicas.

100
% 135

80. 81 394
57

60. 143
95 119

4o, 158 275

20- 211 253

I I I 379

so o 150 zdo 250 3o'o 350 4bo 450 m/é

Figura 45

m/e 158

mke379

m/e 119 m/e 275
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Los fragmentos m/e 119 y 275 son muy importantes desde el
punto de vista estructural, por su abundancia relativa y en espe
cial por la información quelxrindan sobre la posible ubicación de
los dobles enlaces. Considerando estas masas, el número de insa
turaciones y que las rupturas favorecidas son las alílicas,se pos
tula que estas señales se obtendrían por retención de carga de los
dos fragmentos que se generarían a1 producirse la escisión de los
enlaces entre C-7 y C-8, y entre C-9 y C-10 con migración de hidrg
geno desde la porción que contiene los anillos C y D a la que con
tiene el anillo A. Ésto indicaría que los dobles enlaces estarían
ubicados en las posiciones 1, 3 y 5.

A partir del ión m/e 275 se generan otras dos señales impor
tantes: el pico base que aparece a m/e 135, que corresponde a la
pérdida de la cadena lateral y la señal a m/e 93 correspondiente a
la pérdida de cadena lateral y del anillo D (C-15, C-16 y.C—17).

Otra señal que avalaría los postulados más arriba menciona
dos, acerca de que las tres insaturaciones se encontrarían en los
anillos Ay B, es la de m/e 158 que correspondería al fragmento prg
ducido por ruptura de los enlaces entre C-11 y C-12 y entre C-8 y
C-14 con retención de la carga en el fragmento que contiene los a
nillos A y B. La pérdida de 15 u.m.a. a partir de la señal denvt
158 justificaría el pico importante que se observa a m/e 143.

De las consideraciones anteriores y del tiempo de reten
ción observado (ya que el acetato.del correspondiente A;' este
rol generaría un espectro similar), se propone para este compues
to que su estructura es estigmasta-1,3,5-trieno El.

Estigmasta-3,5-dieno III

Muycercano al pico anterior se observó en el cromato
grama otro que correspondía a una sustancia, cuyo ión molecular g
ra 396. En la región de masas altas son apreciables las señalesa
m/e 381, correspondiente a la pérdida de un metilo angular y anve
275, que al igual que en el caso del compuesto El puede deberse a
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la ruptura de los enlaces entre C-7yC-8 y entre C-9 y C-10 con re
tención de carga en el fragmento que contiene los anillos C y D y,
análogamente que en el esteroide triinsaturado, con migración de
hidrógeno desde esta porción de la molécula (Fig. 46).

Esta ruptura se puede considerar comoun síntoma bastan
te concluyente de la ubicación de un doble enlace ya que si éste
es A5, los enlaces que se escinden son alïlicos. La masa de este ión
implicaría una cadena lateral saturada, con diez átomos de carbo
no. Esta suposición se ve avalada por la existencia de los frag
mentos m/e 255 y 213 correspondientes a la pérdida de 141 u.m.a.
(cadena lateral) a partir del ión molecular y a la pérdida de 141
+ 42 u.m.a. a partir del mismoión, respectivamente.

100' 43 81 135
% 

80'
145

60' 121
95 396

40« 275
255

20' l I 213 I 288 381
50 lbo 150 2bo 250 3óo 350 4óo 450 m/e

III

m/e 121 m/e 275

Figura 46
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Se postula la ubicación de la otra insaturación entre
C-3 y C-4 ya que el pico m/e 288 corresponde a la pérdida de 108
u.m.a. a partir del ión molecular, siendo ésta típica de los ace
tatos de ¿P-esteroles luego de la eliminación de una molécula de
ácido acéticoleg Es de esperar que la eliminación conduzca a la
formación de un doble enlace que pueda conjugarse con el del C-S,
de aquí la postulación de la insaturación entre C-3 y C-4. De i
gual forma, la señal de m/e 81 que es el pico base en el espectro
de masas de este compuesto, también lo es del acetato de sitoste
rollag Es descartable la posibilidad de que se trate de dicho és
ter ya que se probó experimentalmente que el tr del acetato, en i
guales condiciones que las especificadas más arriba, es muchoma
yor que el del compuestolll.

Todas estas conclusiones inducen a identificar al com
puesto III comoestigmasta-3,5-dieno.

CampesterolEy, estigmasterol y y sitosterol y;

Del análisis de los tres picos siguientes del cromato
grama se determinó que los iones moleculares de los correspondieg
tes compuestos eran 400, 412 y 414, presentando además un patrón
de rupturas común (Fig. 47-50).

Se observan las señales originadas por pérdidas de me
tilo, agua, metilo más agua, de cadena lateral, cadena lateral +
42, pérdida de 85, 111 y 139 a partir del ión molecular. También
aparecen los iones característicos de estos A5-esteroles a m/e145
95 y además algunos relacionados con todos los anteriores com0163
135, 109 y 811 3'

En el caso del compuesto cuyo ión molecular es 412 (X)
se observa un fragmento importante a m/e 369, que implica la pér
dida de 43 u.m.a. a partir de dicho ión molecular. Esta pérdida
es caracteristica de una cadena lateral con un doble enlace en pg
sición 22, ya que la eliminación del isopropilo (C-25, 26 y 27)se
ve favorecida por una escisión alïlica,

I
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+ +
° +

M-85 I ////a

m/e 213

rn/e 109

rn/e 255

-33

R

+

f rn/e 95
+ ____

M-lS
M-lll

N h
178-1S=163 *--— m/e 81

H HOl el
163-18=l45 “vé 178

m/e 231

Campesterol _Iy_ R=

Estigmas terol Z R=

Sitosterol E R=

Figura 47: Rupturas características de AS-esteroles.
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Figura 48: Espectro de masas de campesterol EX.
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Figura 49: Espectro de masas de estigmasterol y
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Figura 50: Espectro de masas de sitosterol gl.

Ademásde la pérdida de la cadena lateral insaturada a
partir del ión molecular (M-139), se encuentra la fragmentacióncgz
rrespondiente a la pérdida de la cadena lateral saturada, produc
to de la migración de dos hidrógenoslgá Esta transferencia de h;
drógenos ocurre desde C-l4 y C-17 hacia el doble enlace localiza
do en C-22 (Fig. 51), por lo que junto con la pérdida de 43 u.m.a.
son las rupturas diagnóstico para la localización del doble enla
ce en la cadena hidrocarbonada unida a C-17.

Figura 51.
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Comose mencionó anteriormente la comparación cromato
gráfica indicó 1a identidad de estos compuestos comocampesterol
ly, estigmasterol Z y sitosterol El, confirmándoseeste resultado
con las conclusiones a las que se puede arribar mediante el análi
sis de sus respectivos espectros de masas.

Cetoesteroides

Continuando el análisis por espectrometría de masas de
los subsiguientes picos del cromatogramase observa que los iones
moleculares presentan una relación m/e 412, 410 y 410.

Estigmast-4-en-3-ona VII

El pico más intenso del espectro cuyo ión molecular es
412 aparece a m/e 124 (Fig. 52).

Se observan además señales a m/e 271, 244 y 299, que
corresponden respectivamente a M-141, M-l4l-27er-141-42, las que
indican claramente que la cadena lateral es saturada y tiene diez
átomos de carbono.

El pico a m/e 271 señala la existencia en el ciclo es
teroidal de un oxigeno y dos insaturaciones. Debido a la ausencia
del correspondiente M-HZO,cabe esperar que se trate de una cetona
insaturada,lo que está de acuerdo con el pico base que es caracte
rístico de A4-3-cetoesteroides185'186.

Mediante técnicas de marcación con deuterio
minó que la señal de m/e 124 se generaba por fisión del enlace 9
10, activado alílicamente, que está favorecida también por dismi

77 se deteE

nuir la compresiónestérica del sistema fusionado de los anillasA
y B, y por una posterior migración de hidrógenos. Esta puede prg
ducirse por varios mecanismosya que en esos procesos están invo
lucrados los hidrógenos 8, 11, 15 y 14.

Si los hidrógenos itinerantes son los 8 y 11 no está
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establecido cuál es el que migra primero, siendo los posibles me
canismos los que se detallan en la figura 53.

+

H8 . R

+

H11

mk2124
+

8 .
Hll H

R

l +
R== H8

mA2124

Figura 53

Pero mediante estos estudios de marcación se determinó
que el H-ll sólo contribuye, comosegundo hidrógeno itinerante, en
menos del 50% de los iones de m/e 124 formados. Comoel H-15 se
incorpora junto con H-8 en un porcentaje muy considerable (compa
rable al de H-ll) en este ión, se postula comoexplicación, andes
plazamiento sigmatrópico 1,3 de un H-14 hacia el C-9, generándose
así un dieno ionizado que es más estable termodinámicamente. La
posterior migración del H-15 (alílico) al C-4 induce la rupturadel
enlace entre C-6 y C-7 produciéndose así el ión m/e 124 y un die
no neutro (Fig.54).
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¿HI4

Figura 54 H15

Se observó además que el H-l4, que es alïlico, puede a
cercarse adecuadamente al C-14 comopara producirse una migración
de aquel hidrógeno hacia esta posición. Este desplazamiento ocu
rre pero no en igual magnitud que en el caso del H-ll o H-15, ya
que el fragmento neutro que se genera al escindirse el anillo B,
es de un mayor contenido energético que el que se produce en esos
casos78 (Fig. 55).

nVé 124

Figura 55

Otra señal que da información acerca de la ubicación
del grupo carbonilo y del doble enlace, es la que aparece a m/e
327 correspondiente a M-85 ya que es característica de los A4—3—
cetoesteroides. Estudios realizados por Djerassi y col.78 indi
can que este ión no proviene del molecular sino del M-42 y que se
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origina por medio de un proceso complicado y aún no esclarecido,
que involucra la ruptura de las uniones 9-10, 5-10 y 3-4 y la mi
gración de dos hidrógenos desde este fragmento cargado (Fig.56).

M—85 R

g H-BB
H-14aFigura 56

El ión padre de éste, es decir M-42, puede formarse por
un proceso comoel que se ejemplifica en la figura 57 o por otro
menos probable que involucraria la migración de un hidrógeno de
C-4 a C-2.

R

-CH2CO—v
+

Figura 57

Otro ión de abundancia considerable en este tipo de com
puestos es M—123,que se origina, como en el caso del m/e 124 por
ruptura de los enlaces 6-7 y 9-10, pero con retención de carga en
la porción que contiene los anillos C y D.

Los hidrógenos itinerantes son los mismos que los in
volucrados en la formación del ion m/e 124, con excepción del H-ll
ya que esta migración no transforma en alílico al enlace 6-7 y por
consiguiente no favorece su escisión. En la figura 58 se esque
matizan los mecanismosque justifican las migraciones de hidróge
nos observadas por técnicas de marcación
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Comose puede observar el primer paso es la ionización
del enlace 9-10, localizándose la carga en C-9. Este proceso com
petiría con el análogo en el cual la carga se localiza en el C-10
para generar el ión de m/e 124. En el caso de la transferenciade
H-9 debe postularse un desplazamiento 1,2 de hidrógenos desde el
C-8 al C-9 para generar un ión más estable que puede sufrir poste
riormente las rupturas graficadas y de esta forma explicar los re
sultados observados. Además,si no se postulara este desplazamien
to, se deberia plantear la escisión directa de dos enlaces de un
mismoátomo de carbono, siendo ésta una reacción altamente desfa
vorable.

Todas las rupturas analizadas están en concordancia
con las esperadas para estigmast-4-en-3-ona y por consiguiente
'puede cOncluirse que'ésta es la identidad del compuestoVII.

10m
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40‘ 57 95 147 412
289

204 161

I I I 241271 u 327 370 397
v ¡[III

So 10'0 '150 200 250 30‘0 350 4óo 4530 m/Z

Figura 52
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Estigmasta-4,6-dien-3-ona VIII

Uno de los compuestos (X121)quepresenta su ión mole
cular a m/e 410, muestra como pico base de su espectro de masas
la señal m/e 136. Ademásde las ya mencionadas, aparecen en di
cho espectro las correspondientes a M-44, M-135, m/e 160 y m/e
174, siendo todas estas fragmentaciones diagnóstico para esquele

4’6-3-cetoesteroides.tos del tipo A
Tanto el ión molecular comolas señales que involu 

cran fragmentaciones en las que participa la cadena lateral, como
por ejemplo: 269 (M-141), 241 (M-l41-28), y 227 (M-l41-42) indi
can que dicha cadena hidrocarbonada tiene diez átomos de carbono
y que es saturada (Fig.59).

100
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315 395
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Figura 59
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La señal a m/e 136 debe producirse por expulsión de
los anillos C y D a partir del ión molecular e involucra la migra
ción, hacia el fragmento que contiene el anillo A, de dos hidrógg
nos7o.

Unanálisis preliminar no induciria a predecir esta
fragmentación ya que se esperaría que la presencia del doble enlg
ce en posición seis bloqueara cualquier tipo de ruptura del ani
llo B187,188.

Para explicar esta aparente escisión de un enlace vi
nilico, Djerassi y col.78 postularon algún tipo de migración dehg'L
drógeno o de reordenamiento estructural, de tal forma que antesde
que ocurra 1a ruptura del enlace 7-8, la hibridización del C-7 sea
sp3. De esta manera disminuiria 1a densidad electrónica en C-7,
permitiendo asi que la unión 7-8 sea más susceptible de homólisis.

De los datos obtenidos por marcación con deuterio se
dedujo que 1a mayor fuente de hidrógenos era el C-8 y luego conrmg
nor importancia C-15, C-21, C-ll, C-12 y C-17. El que se produz
can migraciones desde centros tan lejanos comoC-21 indicaria que
existen fragmentaciones y/o reordenamientos significativos, que
pueden adjudicarse al mayor tiempo de vida media del ión molecular
debido a la estabilidad que.le confiere 1a conjugación del carbo
nilo.

Se postula comoprimer paso78, 1a ruptura del enlace
alílico 9-10, análogamente a lo que ocurre en los A4-3-cetoesteroi
des. La posterior ruptura de 1a unión entre C-2 y C-3 ( cal car
bonilo, que es una fragmentación típica de cetonaáfig) y la forma
ción de un enlace entre el-C-7 y el radical oxigenado en C-2, ori
gina un ión oxonio que tiene la hibridización deseada para C-7.
De esta forma se vuelven accesibles varias posiciones de los ani
llos C y D para sufrir abstracciones de hidrógeno. Los posibles
caminos a seguir están esquematizados en la figura 60.

Mediante los reordenamientos y migraciones de hidrógg
nos planteadas se logra activar para la homólisis el enlace vini
lico 7-8.
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Un ión muy importante respecto de su intensidad y que
se origina también por escisión de los enlaces 9-10 y 7-8, pero
con retención de la carga en el fragmento qUe contiene los anillos
C y D78, es el que aparece a m/e 275, correspondiente a M-135.
Los datos de marcación establecieron que los hidrógenos itineran
tes son H-8 y H-14 .

El paso inicial es la ionización, nuevamentedel enla
ce 9-10permaneciendo la carga sobre el C-9, ya que de lo contra
rio, se crearía una desfavorable conjugación de la carga con el
carbonilo.

Luego se produce la migración del H-8alilico hacia C-4
y finalmente se realiza la transposición del hidrógeno, también a
lilico, de C-19 a C-7 mediante una transposición sigmatrópica 1,5
a través de un estado de transición cíclico de seis miembros. Es
te proceso posibilita el cambiode hibridización necesario en C-7
(sp2 l
de esta unión hace recordar a la estudiada previamente en una in
vestigación mecanistica de ruptura de anillos D de esteroideslgq

-osp3) para facilitar la escisión del enlace 7-8. La fisión

En amboscasos, una escisión directa generaría un carbeno ioniza
do, pero si se postula un desplazamiento 1,2 de hidrógeno (aunque
también es posible un desplazamiento 1,3) antes de la homólisis,
se genera un ión carbonio alilico. En este caso particular se su
giere la transferencia de un hidrógeno de C-14, o de otro carbono
cercano, hacia C-8.

Una forma alternativa de explicar la generación del
mismo fragmento involucrando la salida del H-14 de éste, implica
la migración del hidrógeno cuaternario de C-14 a C-4, seguida por
el desplazamiento del H-19 a C-7 y finalmente por la ruptura del
enlace 7-8.

En la figura 61 se esquematizan ambos mecanismos.
La señal observada a m/e 174 también fue analizada por

Djerassi y col.70 demostrando por mediciones a alta resolución que
su composición es C12Hl40y mediante técnicas de desenfoque que el
ión molecular es su predecesor más importante.
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Los estudios con marcación con deuterio indicaron que
existen dos procesos de transferencia de hidrógenos . Unoquein
volucra dos migraciones recíprocas (de H-8, H-9, H-14 y H-18) y g
tra en la que interviene una sola transferencia recíproca (de H-9
y H-18). Este último proceso se esquematiza en la figura62.

J/H-9—+C—l4

¡a H

18 f.
+ 1.112

T H +

nVe 174

Figura 62

Comparando el fragmento de m/e 174 generado por el me
canismo anteriormente planteado con el que se formaría a partirde
1a ruptura directa de las uniones 8-14 y 11-12 (Fig.63 ), se pue
deconcluir que el primero es energéticamente muchomás favorable.
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m/e 174

Figura 63

Otro ión que aparece en el espectro de masas del com
puesto 22;; (m/e 160) contiene un átomo de carbono menos que el
discutido anteriormente.

Análogamente a lo que ocurre en el caso antes analiza
do, se produce la fisión del anillo C a través de los enlaces 8-14
y 9-11. En principio, este proceso se puede visualizar comoel
clivaje de la unión alïlica entre C-8 y C-14 y posterior ruptura
del enlace 9-11 para generar una trienona y un hidrocarburo bici
clico (Fig. 64).

—_—) +
+ 9H11Í

m/e 160

Figura 64

Pero los estudios de marcación con deuterio70 indican
que se producen migraciones de hidrógenos que involucran a los mis
mos hidrógenos que en el caso del ión m/e 174. Comoes difícil
generar un fragmento energéticamente más favorecido que la trieno
na de la figura 64 , se postula que el H-9 que se transpone, es
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reemplazado por el H-lB para formar el mismo ión radical m/e 160
F" . .

( ig 65 ) 18

m/e 160
Ïo

Figura 65

Comola especie cargada que se forma es la misma, tan
to durante la fisión directa comoen el proceso que comprendere
ordenamientos, es de esperar que el curso de la reacción de ruptu
ra del anillo C esté gobernadopor las estabilidades relativas
de los fragmentos neutros resultantes70 . Es decir, para postular
un mecanismodetallado de este proceso es necesario un análisis
más profundo de la naturaleza de las posibles especies neutras.

A4'6-3-ceFinalmente una señal caracteristica de los
toesteroides es la que corresponde a M-44, que aparece en el caso
del compuesto VIII a m/e 366. Los estudios realizados indican que

70 .proviene de la pérdida de C 0 a partir del ión molecular2H4
El espectro de masas del derivado 2,2,4-d - muestra que el fragmen
to cargado pierde los tres deuterios, lo ¿ue indica que el C-2 es
eliminado del ión molecular. Es decir, que similarmente a lo que
ocurre en los A4-3-cetoesteroides, se produce la fisión de los en
laces 1-2 y 3-4, pero además, la presencia del doble enlace en pg
sición 6 produce la migración de dos hidrógenos, de C-4 y C-9.

Estos resultados pueden ser racionalizados por el me
canismo propuesto en la figura 66.

Por todo lo expuesto precedentemente, las señales ob
servadas en el espectro de masas del compuesto 21;; permiten deter
minar su identidad comoestigmasta-4,6-dien-3-ona.

Este compuestofue identificado en plantas vasculares
solamente dos veces en trabajos previos al presente62'73.
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Estigmasta-3,5-dien-7-ona ¿5

El otro compuesto (¿5) que presenta en su espectro de
masas el ión molecular a una relación masa/carga idéntica a la del
compuesto VIII, difiere de éste en su pico base que aparece a m/e

3'5-7-cet0este174. Esta última señal es característica de los A
roides.

La fragmentación principal implicaría entonces, la rup
tura de los enlaces 8-14 y 11-12. Esta formulación es substancia
da por los espectros de masas de 6-a-deuterio-Bea-acetoxicolestan—
7-ona y 6,6-dideuterio-3 B-acetoxicolestan-7-ona;9L195.

Mecanïsticamente, la ruptura del enlace 8-14 procede,
muyprobablemente, comoindica la figura'67.

La especie a se descomponeposteriormente para generar
los iones m/e 161, 174 y 187. El clivaje del enlace 9-11 se ve
favorecido ya que el ión que se produce está estabilizado alílicg
mente.

' La ruptura de la unión 12-13, que conduce a la forma
ción del ión m/e 187, puede probablemente estar facilitada debido
a que el radical que se genera en C-l3 está estabilizado por eldg
ble enlace presente entre C-14 y C-15(Fig.67 ).

Finalmente, si se postula la pérdida de H-9, seguida
por 1a escisión del enlace entre C-11 y C-12, se generaría la es
pecie m/e 174 que estaria muy favorecida por su completa conjuga
ción.

En el espectro de colestan-7-ona193 se observan las
señales correspondientes a las rupturas antes mencionadas, aunque
con_intensidades muchomenores debido a la menor conjugación, lo
que confirma la ubicación en C-7 del grupo carbonilo.

Además, aparecen los iones m/e 269 y 227 correspondien
tes respectivamente a M-cadenalateral y a M- cadena lateral-42.
indicando que dicha cadena lateral es saturada y tiene diez átomos
de carbono.

Todas las señales antes mencionadas están en total con
cordancia con las informadas para estigmasta-3,5-dien-7-ona ¿5191,
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Análisis del extracto gg éter de Eetróleo

Hidrocarburos

La primera fracción, es decir, la eluida con éter de
petróleo de una columnade sílicagel de dicho extracto, resultó
estar constituida por hidrocarburos.

Se llegó a esta conclusión por análisis mediante CGL
(CV-17 3%; 1,8 m de longitud; 220°C, isotérmica) (Fig.68 ) y por
CGL-EMutilizando la misma columna pero con programación de tempg
ratura desde 180 a 280 °C con una velocidad de calentamiento de
10°C/min..

17,03

Figura 68

Los iones moleculares de los picos analizados difieren
en 14 u.m.a. observándose en todos los espectros una caida exponen
cial en la abundancia de los fragmentos cargados185

Se determinó así la existencia de hidrocarburos linea
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les saturados, C21}!44a C33H68. Los más abundantes resultaron ser
los de veintinueve y treinta y un átomos de carbono y en general

‘los de número de carbonos impares más que los pares, debido a que
los hidrocarburos se generan por descarboxilación de los ácidos
grasos, siendo los de números pares de carbonos los más importan
te5194.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 13í

C21 C22 23 C24 C25 C26 C27 C28 C29 C3o C31 c32 C33

Tr 1,04 1,33 1,73 2,24 2,94 3,90 5,21 6,94 9,30 12,57 17,03 22,75 30,71
ln Tr 0,392 0,285 0,548 0,806 1,078 1,361 1,651 1,937 2,230 2,531 2,835 2,125 3,425
% 0,06 0,05 0,16 0,11 0,72 0,43 3,03 1,80 20,70 0,33 57,61 2,16 12,03
M m/e 296 310 324 338 352 366 380 394 408 422 436 450 464

C

Tabla 13

Se llegó a la mismaconclusión respecto de.la composi
ción de esta fracción mediante CGLen iguales condiciones que las
mencionadas, de dos testigos de hidrocarburos lineales de cadena
conocida y graficando posteriormente ln Tr en función del número
de átomos de carbono.

Los parámetros calculados por cuadrados mínimos para
dicha recta son: '

ordenada al origen: -4,986
pendiente: 0,245
coeficiente de correlación: 0,964

Glicósidos gg esteroles

Una fracción eluida de una columna de’sílicagel H con
C13CH-acetatode etilo 50%resultó ser irresoluble mediante técni
cas cromatográficas de adsorción, pero si después de ser metilada
en placa.

Comoconclusión de este resultado se metiló la fracción
con diazometano en éter etílico y se separaron los componentes re
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sultantes por cromatografía en columna. De esta forma se recolec
taron tres fracciones compuestas por E, ¿la y una tercera no estu
diada, correspondiendo el compuesto5 a una sústancia no metilable.

Estas fracciones debieron ser acetiladas para su total
purificación obteniéndose así los compuestos ¿y y XIb.

Sitosterol-B-O- B-D-xilopiranósido g

E1 espectro de masas del compuesto ¿E (Fig.69 ) presea
ta en la zona de masas altas un pico de m/e 414 y el correspondien
te a la pérdida de agua a partir de éste.

Los iones m/e 381 (M-lB-lS), 273 (M-141) y 213 (M-14l
-42-18) evidencian fragmentaciones tipicas de un A—esterol cuya
cadena lateral tiene 141 u.m.a., es decir, es saturada y tiene diez
átomos de carbono. Teniendo en cuenta el ión m/e 414 y las señales
antes citadas se deduce que en el ciclo esteroidal debe haber una
insaturación.

100

80.

60

81 213107

199 273 381 414
lI 145J, I_I lnL I, , _ _ 4 _ l

50 100 150 200 250 300- 350 400 45'0 m/e'

20

Figura 69

En la zona de masas bajas se observan los picos diag
108,109nóstico para una pentosa piranósica acetilada tales como

los que aparecen a m/e: 199, 145, 139, 128, 103 y 43 (Fig. 70).
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El espectro de 1H-RMN(Fig.70 ) de este glicósidode
esterol acetilado(52) muestra a camposaltos los picos caracteris
ticos de una cadena lateral igual al colesterol con un sustituyen?
te etilo en c-24 12.

Estas señales comprenden un singulete de Me-18 a 0,68
ppm, un doblete para los metilos equivalentes 26 y 27 a 0,83 ppm
con J=7 Hz, un triplete de Me-29 centrado a 0,84 ppm con J= 6,7Hz,
un doblete de Me-21 a 0,92 ppm con J=3 Hz y finalmente un singule
te de Me-19 a 0,99 ppm.

H-2',3'y4'

Figura 70

Tanto el diasteroisómero con configuración R en C-24
comoel S, presentan las mismas señales, siendo la única diferen

observable la intensidad relativa de las señales de Me-26ycia
Comoestas diferencias pueden ocurrir en diferen27, y de Me-29.

tes corridas del mismomaterial, por uso de diferentes instrumentos,
operadores o condiciones experimentales, este método espectroscópi
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co no es determinante respecto de la configuración de C-24 (ver ca
pítulo II, pág. 45).

Estos isómeros sólo son distinguibles mediante el uso
de reactivos de desplazamiento122 o mediante el uso de espectróme
tros de 220 MH2123'124'195'196 (ver capítulo II, pág. 48 y 51).

En el espectro de 1H-RMNa 100 MHzdel compuesto KE se
observan, además de las mencionadas, las señales correspondientes
a tres acetilos que aparecen a 1,98; 2,00 y 2,03 ppm. A 3,48 ppm
se centra un multiplete que integra para un hidrógeno que puede ad
judicarse al hidrógeno de C-3 de un esterol y la última Señal per
teneciente al núcleo esteroidal se ubica a 5,35 ppmcomoun multi
plete que integra para un hidrógeno y que coincide con la del H-6
de un A-esterol.

En la zona de 4-5 ppm se observa también un grupo de
señales dificiles de asignar debido a la superposición de las mis
mas y que corresponden a los hidrógenos de una pentosa acetilada.

Para facilitar la asignación de estas señales se reali
zaron experimentos de doble resonancia (Fig. 71 y 72).

3 ppm

Figura 71
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Figura 72

Del análisis de éstos se deduce que la señal del H-4'
aparece comoun multiplete superpuesto-con las de H-2' y H-3', en
la zona de 4,8-5,3 ppmy que las señales que aparecen a 4,19 y 3,71

ppmcorresponden respectivamente a los H-S'ecuatorial y H-S'axial.
La señal del H-l' se presenta comoun doblete centrado

a 4,56 ppmcon J1,,2,=8 Hz, lo que evidencia una relación axial-E
513} entre los hidrógenos involucrados. La señal a 4,94 ppmes ag
judicable al H-2' mientras que la que aparece a 5,12 ppm lo es al
H-3'. Ambasaparecen como tripletes de J=8 Hz. Esto, nuevamente,
indica una relación aiial-axial entre todos los hidrógenos considg
rados.

Debido a que los valores de los desplazamientos quími
cos obtenidos para los H-4', H-S'e y H-S'ax indican sin ambigüedad
que la pentosa se encuentra en forma piranósica (ver capitulo II,
pág.5 S) y a la relación axial-axial entre todos los hidrógenos del
azúcar,puede elucidarse la estructura del mismocomola de una xi
losa piranósica cuya unión glicosídica esB . Hechocorroborado por
la comparación de los valores de desplazamientos químicos obteni
dos con los informados en literatura134 para metil B-D-xilopiranó
sido peracetilado (Tabla 14).
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_ i _ I __ l _ __ l _ l
H l H 2 H 3 H 4' H Saec H 5 ax

Cita 134 4,51 4,83 5,17 4,88 4,06 3,46
Compuesüagg4,56 4,94 5,12' 4,8-5,3 4,19 3,71

Tabla 14

Sin duda,1os datos espectroscópicos que más información
brindan sobre la estructura de este compuesto, son los que provie

l3C-RMN

De este análisis surge claramente cuál es la configura
nen del análisis del espectro de

ción de C-24 del esteroide, ya que los valores de ambosdiasteroi
sómeros (24-8 y 24 R) difieren suficientemente comopara diferen
ciarlosl39’140.

Cita 139 xb Cita 140ü 9_0 — 2 y.
1 37,31 37,0 37,1
2 31,57 29,5 31,5
3 71,69 79,9 71,5 71,4
4 42,25 38,7 42,1
5 140,75 140,2 140,1
6 121,59 121.9 121,1
7 31,92 31,7 31,8 31,7
8 31,92 31,7 31,8 31,7
9 50,17 50,0 49,9
10 36,51 36,6 36,3
11 21,11 20,9 21,0 20,0
12 39,81 39,6 39,6
13 42,33 42,2 42,1
14 56,79 56,6 56,5
15 24,32 24,2 24,2
16 28,26 28,1 28,1
17 56,11 55,9 55,8
'18 11,87 11,7 11,8
19 19,40 19,2 19,3
20 V36,17 36,29 36,0 36,0 36,1
21 18,82 18,6 18,7
22 33,95 34,0 33,8 33,6
23 26,13 26,43 26,0 26,0 26,3
24 45,85 46,07 45,7 45,6 45,8
25 29,18 28,98 29,2 29,0 28,8
26 19,84 19,07 19,6 19,0 18,9*
27 19,07 19,62 18,9 19,7 19,5*
28 23,00 23,0 23,0 22,9
29 12,32 11,8 11,9 12,2
Tabla 15: Desplazamientos químicos de los carbonos de sitosterol
82, clionasterol EQy EE.
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* Mediante modelos moleculares se observa que la rotación alrede
dor del enlace entre C-24 y C-25 es restringida, observación avala
da por los datos de cristalografia de rayos x de muchosderivados
de ergostano139 en los que se evidencia que la conformación más es
table es aquella que tiene los H-24 y H-25 antiperiplanares. Si
predominan estas conformaciones, puede observarse mediante modelos
que el carbono del metilo pro-S (C-27) de la serie 24 R, tanto en
el confórmero a comoen el-g (Fig.73 ) es sinclinal con el metile
no de C-28, es decir, existe un efecto Y —gaucheentre el C-27 y
el sustituyente de C-24. Este efecto no existe para el C-26 por
lo cual éste deberia aparecer a camposmenores. En base a este ra
zonamiento se toma comobase para las asignaciones de las señales
de estos.carbonos las provenientes de la cita 139.

Comopuede observarse en la tabla 15 los desplazamientos
quimicos obtenidos están en franca concordancia con los del isóme
ro 24 d o 24 R.

Las pequeñas diferencias apreciables en los desplazamieg
tos de C-20 y C-24 pueden deberse a que los dos epimeros de.C-24
difieren en_las poblaciones conformacionales de su cadena lateral.
El confórmero que tiene los grupos más voluminosos anti zig-zag (Fig
73 ) es el más estable (a y b); girando el enlace C-22\C-23 de for
ma tal que el isopropilo (C-25) siga siendo anti a la cadena hidro
carbonada, se genera el próximo isómero favorable en el cual los
C-24 y C-20 son gauche (g y g).

Una posible explicación para el desplazamiento que su
fren los C-20 y C-24 en la serie R puede adjudicarse a la interac
ción 1,3 entre el C-20 y el sustituyente en C-24.

Esta interacción en el caso de la serie R corresponde a
un efecto y gauche que seria el responsable del corrimiento a cam
pos mayores de las señales de estos carbonos197-200,

Comoes conocido, existe un corrimiento de las señales
de los C-2, C-3 y C-4 del colesterol al producirse la glucosida
ción 201
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Serie 24-R Serie 24-8

H C

H\ /C21 \C/ 21
C20 20

H H

a 13

H H H

CC /’

H'/'I¿?\R R 25‘H
C

211 {I} :2:

Figura 73

En caso de que la unión glucosïdica sea B y que el glicé}
sido se encuentre acetilado ( 76a) la variación de los desplazamieg
tos químicos (551), cuando stespectros se realizan en C13CD,son
las que figuran en la tabla 16 , donde también se incluyen las di
ferencias de desplazamiento (¿52) obtenidas para el compuesto EE.

A6 = ¿(glicósido acetilado del alcohol)-5 (alcohol)

Cita 201 Éste trabajo
_A61 (ppm) A62 (ppm)

c-3 +a,1 +8,3
C-2 _2'6 -2[1
c-4 -3,7 —3,5

Tabla 16
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El análisis del espectro de 13C-RMNda información muy
importante, también, sobre la estructura del azúcar glicosidadognn
en el compuestogg se encuentra acetilado.

Unavez localizado el C-1, fácilmente asignable ya que
es la única señal que aparece alrededor de 90-100 ppm, se obser
van otras cuatro señales que se encuentran entre 62 y 72 ppm.

Esto indica que la pentosa en cuestión está en forma pi
ranósica, ya que el C-4 de las aldopentofuranosas acetiladas resug
na entre 75 y 83 ppm203 (ver capítulo II, pág. 59).

Por comparacióncon los datos existentes en literatura'
149'203 los únicos valores que se adecuan son los correspondientes
al derivado de xilosa y en particular a los de la B-metil-xilopira
nosa acetilada (Tabla 17)

Configuracion del
metil glicósido C-l' C-2' C-3' C-4' C-5'
acetilado
¿g 99,5 71,4* 71,6# 68,6 61,9
B-D-xi10203 101,6 70,8 71,6 69,0 62,0
B-D-xilol49 100,95 70,21 70,99 68,32 61,30
a-D-xilo 96,40 70,46 69,10 68,77 57,66
B-D-arabino 97,62 68,43 69,28 67,20 60,25
a-D-arabino 101,91 69,28 70,38 67,92 63,24
a-D-lixo 98,41 69,26 68,23 66,57 59,42
B-D-ribo 99,37 68,31 65,97 66,68 61,09
a-D-ribo 97,49 67,52 67,39 66,09 57,91

# Estas asignaciones pueden se“ intercambiadas.
Tabla 17

Se observa un desplazamiento respecto del valor esperado
para el C-l debido al efecto de la distinta glicosidación.

Si se define la variación de desplazamientos químicos de
la siguiente forma:
A6: ¿(glicósido acetilado del alcohol)- ¿(metil glicósido acetilado)
considerando los valores informados en la cita 149, se obtiene pa
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ra el glicósido gb, A6: —1,4,mientras que haciendo la diferencia
respecto de los valores de la cita 203 el Adobtenido es —2,1.

Se observó, además, que el desplazamiento que ocurre al
comparar el colesterol-3-O-B-D-glucopiranósido acetilado(mfi)con el
metil glucopiranósido acetilado es de A6: —2,1ppm?01. Comose pue
de apreciar estos valores son comparables.

Si se asume, comoes de esperar, que los resultados obtg
nidos en el análisis del glucósido de colesterol son aplicables al
caso del compuesto gb, el valor de desplazamiento químico del C-1
de este último glicósido deberia ser,si fuera a,de 93,9 ppm, ya'que
el valor de Aóen ese caso sería de —2,5 ppm.

Finalmente, se llevó a cabo la hidrólisis ácida del com
puesto Eb, obteniéndose comoproducto de la mismasitosterol y xi
losa. El primero de éstos se analizó por CGLcontra testigos en
columna capilar SP-2100 y el segundo comosu alditol acetilado en
columna ECNSS.

Adicionalmente se confirmó que la unión glicosidica es B,
mediante la regla de Klyne

Esta regla se basa en la hipótesis de asumir que la rota
ción molecular de un compuesto es igual a la sumatoria de las rota
ciones moleculares de cada una de las partes del mismo. Definién
dose Comorotación molecular (MD):

D . PM

100

Evidentemente, con este método se obtiene un valor apro
ximado ya que comosólo involucra la aditividad de cierto parámetro
no considera posibles cambios conformacionales que pueden producir
se al pasar de un metil glicósido a un glicósido con una aglicona
más compleja.

Teniendo en cuenta esta regla, y en base a los datOS que
figuran en la tabla 18 se calcularon las siguientes rotaciones mo
leculares205

MD

Sitosterol-3-O-B-D-xilopiranósido acetilado —329,5
Sitosterol-3-O-a-D-xilopiranósido-acetilado +193,4
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D

Metil-a-D-xilopiranósido acetilado +119,5 +346,5
MetilfB-D-xilopiranósido acetilado -60,8 -176,3
Sitosterol -37 -153,2

TablaIB : Datos de<b medidos en C13CHa 20°C y a A=5893 A y las
correspondientes rotaciones moleculares (MD).

El valor de MDcalculado para el glicósido B se encuentra
más cercano a1 hallado experimentalmente, confirmándose también me
diante este métodolos resultados obtenidos a partir de datos es
pectroscópicos.

Todos los datos y conclusiones discutidas anteriormente
indican claramente que el compuestoEEes sitosterol-3-0-B-D-xilo
piranósido acetilado, siendo el producto natural (E) el no acetila
do. Este compuestono había sido descripto en 1a literatura con
anterioridad a este trabajo.

Sitosterol-3-0-c-D-riburonofuranósido El

Este compuesto, comose detalló anteriormente, fue sepa
rado por metilación de una fracción que estaba constituida por una
mezcla de glicósido de esteroles, obteniéndose el glicósido metilg
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do fila. Posteriormente, fue purificado cromatográficamente, pre
via acetilación, aislándose el compuestoEgg.

Se realizó la reducción del compuesto 532 con H4A1Lien
THF. Posteriormente se hidrolizó el producto reducido en medio á
cido, obteniéndose ribosa y sitosterol. La primera se identificó
como su alditol acetilado (ribitol) por CGLcon columna ECNSSy el
Segundo con columna capilar SP-2100.

El espectro de lH-RMNdel compuesto ¿la (Fig. 74) muestra
una gran analogía con el del compuesto ¿9.

Figura 74

’Se observa el mismopatrón de señales en la zona de6<il
lo que nuevamente indica una cadena lateral comola del colesterol
con un sustituyente etilo en el C-24. Debido a las razones antes
detalladas, este métodoespectroscópico no permite determinar la
configuración de dicho carbonollz.

La diferencia más evidente entre los espectros de ¿E y
XIb reside en la zona de 2-3 ppm, ya que en este caso sólo se ob
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servan dos señales correspondientes a acetilos a 2,09 y 2,10 ppm;
observándose también a 3,39 ppmun singulete atribuible al metilo
de un éster metilico.

Con respecto a las señales del hidrato de carbono se aprg
cian sólo cuatro en la zona de 4-5 ppnn que es en donde apa 
recen los hidrógenos de los azúcares acetilados.

Esto corroboraría la hipótesis de que se trata de un áci
do urónico de una pentofuranosa. Dicha hipótesis es planteada por
la existencia de sólo dos acetilos y un metilo de éster.

En literatura solamente se encontraron datos correspon
dientes a los metil glicósidos de riburonato de metilo trimetilsi
liladozos. Estos valores son: lH-RMN(100 MHz, C13CD) ppm: 3,40
(s,-OCH3 anómero B); 3,49 (s,-OCH3 anómeroa ); 3,78 (s,-C02CH3);
4,04 (d,J =4 Hz, H-2 o H-3); 4,46 (s, H-4); 4,52 (d,J =4 Hz,2,3 2,3
H-2 o H-3); 4,91 (s, H-l anóm. B); 5,04 (d,J1 2:5 Hz anóm. a).l

Tambiénse encontraron los datos correspondientes a las
202 (ver capitulo II, pág. 59).pentofuranosas peracetiladas

Comoconsecuencia del análisis del espectro de1H-RMNreg
lizado en base a los desplazamientos quimiCOSde cada señal, se ob
tuvieron las siguientes asignaciones: el hidrógeno anomérico se

presenta comoun doblete a 4,50 ppmcon un Jl.’2,=7,5 Hz; este va
lor de constante de acoplamiento indica una unión glicosídica a
20EÏyaque los valores para unión B son menores que 0,5 Hz.

La otra señal que tuviera entre sus constantes una de e
sa magnitud correspondería al H-2'. Por esta causa se asignó como
tal a la de 5,05 ppmque se aprecia comoun doble doblete cuyas

constantes de acoplamiento son J1.,2.=7,5 Hz y J2,'3,=10.Hz,
A 4,16 ppm se observa un doblete con J=5 Hz, que por apa

cer a campostan altos y estar sólo acoplado con otro hidrógeno,
se lo asignó al H-4'.

Finalmente, la señal que, por los datos antes mencionados,

debía aparecer comoun doble doblete de J2,'3.=10 Hz y J3.,4.=5 Hz,
atribuible al H-3', se observó a 4,97 ppm.

Los desplazamientos químicos de estas señales no son de
un gran valor diagnóstico respecto de la estructura del azúcar, pg
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ro si lo son,las constantes de acoplamiento observadas.
A partir de éstas puede determinarse aproximadamente la

conformación preferida en la que se encuentra la ribosa.
Existen vinculaciones entre la constantes(haacoplamiento

observadas y el rango de ángulos diedros que forman los hidrógenos
de dos carbonos contiguos. Una aproximación es la que se muestra
en 1a tabla 19207'209’210.

J (Hz) rango de ángulos diedros (°)
-0 80-100
‘2 50-70, 110-130
-5 30-50, 130-150
-7 20-40, 140-160
>8 0-20, 160-180

Tabla 19

En función de las constantes medidas empíricamente pueden
hacerse las siguientes presunciones aproximadas: el valor tan a1
to de J2,,3,
de la-ribosa son cis; el valor de J

evidencia un ángulo diedro deav0°ya que los H-2' y 3'
3, 4.=5 Hz ubicarïa a1 ánguloI

diedro involucrado entre los rangos de 30-50°y l30-150°, por ser
los H-3' y 4' trans el rango correspondiente sería de 130-150°.

En 1a constante de acoplamiento entre los H-l' y H-2' hay
que tener en cuenta el efecto que tiene sobre ésta el hecho de po
seer el C-l' dos sustituyentes oxigenados.

Existen ecuaciones más o menos exactas en las cuales se
considera la influencia de las electronegatividades de los sustitu
yentes sobre el valor de la constante de acoplamiento, como1a si
guiente211:

J=J°(1-yAx)
siendo y una constante que toma distintos valores según que el acg
plamientorsea gig, gran; o exista un metilo terminal, y Ax es la
diferencia de electronegatividades entre el sustituyente y el hidrg
geno.

Este tipo de ecuación no es fácilmente aplicable a este
caso particular pero si puede tomarse en cuenta esta influencia
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mediante una aproximación.
Se observaron207 las diferencias que existían en un azú

car entre sus Jl,2 y J4’5 cuando el ángulo diedro formado en cada
caso es semejante y se llegó a la conclusión que una corrección a
decuada para J sería sumarle 1,5 Hz.

Aunquezes razonable esperar que el valor de este término
de corrección no sea independiente del ángulo formado,es de notar,
que estudios realizados con una serie de hexaclorobiciclo[2,2,1]hep
tenos con un sustituyente deelectronegatividadvariable ,corrobg
r6 que la variación es pequeña.

Por consiguiente, al aplicar esta corrección en este ca

,I2,=7,5+1,5).
Según los valores presentados en la tabla 19 el rango de

so, el J a considerar sería de 9 Hz (J1

ángulos que corresponderïan a ese J seria 0-20° ya que la unión
glicosidica implicada es a.

En literatura se detallan209 los ángulos diedros aproxi
madospara las veinte conformaciones simétricas posibles para B-ri
bofuranósidos. En la tabla 20 figuran los correspondientes a a-ri
bofuranósidos.

Conformación. Hl-H2 H2-H3 H3-H4
B 50 3o 120

2 1
T1 60 50 100

2B 50 50 9o

2T3 50 60 90
E 30 50 7o

4 3
T3 20 so 60

4B o 3o 7o

4T0 20 20 50
E 3o o 9o

1 o
T0 50 20 100

lE 50 3o 120

1T2 60 50 14o
E 50 50 150

3 2
T2 50 60 17o



116

Continuación de la tabla 20
g - _ _ _

Con-ormac16n H1 H2 H2 H3 H3 H4

23 3o 50 17o

3T4 20 50 180
E o 30 17o

o 4
T4 20 20 17o

OE 3o o 150

0T1 50 3o 150

Tabla 20: ángulos diedros entre los hidrógenos considerados, para
las veinte conformacionessimétricas posibles de a-ribofuranósidos.
Los símbolos T y E designan respectivamente las conformaciones tor
cidas (Twist) y sobre (Envelope), los supraíndices indican el áto
modesplazado sobre el plano de referencia definido por los átomos
restantes del anillo y el subíndice indica el átomoque está por
debajo del mismo.

Considerando el rango amplio de 0-20° para el ángulo formado
entre los H-2'y 3'(ya que debido al valor tan grande de la corres
pondiente constante de acoplamiento es de esperar que sea'v0°), vs
mos que para el caso de tratarse de un a-ribofuranósido las confor
maciones posibles son 4TO, E0 1T0, oT4 y OE. De éstas se descartan
4T0, E0, 1T0 y 0T4 por no tener el ángulo formado por los H3-H4 el
rango requerido.

Por último, la única conformación que se adecua a los J obser
vados seiia OE.

[Puede tenerse una idea más cercana de los ángulos comprometi
dos mediante la aplicación de la ecuación de Karplu5211.

J=kl coszo - C- O°<o<90f k1=8,5 Hz C=0,28 Hz
J=k2 coszo - C 90°4+s180° k2=9,5 Hz C=O,28 Hz

Los valores de las constantes k1, k2 y C son variables, ya que
se demostró la modificación de los mismospara distintas estructu
ras213, como se evidencia en el caso que la constante de acoplamien
to observada sea superior al máximodeducible a partir de estas g
cuaciones y que es J =9,2 Hz.máx.
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Aunque en general k2 es mayor que k puede considerarI

se una buena aproximación, si se desconocen lo: valores de las cons
tantes, la siguiente: kl=k2 , C=0.

Al tomar C=0,28 Hz se deduce que el J esperado para un
ángulo diedro de 90° seria -0,28 Hz, pero cálculos mediante orbita
les moleculares difieren respecto de esta predicción ya que el va
lor obtenido para J90° es de +0,2 H221 Por esta razón, se prefig
re tomar como parámetro intermedio C=0 Hz.

Si por los razonamientos anteriores se considera el án
gulo que forman los H-2' y 3' de aproximadamente 0°, se deduce de

esta ecuación aproximada que kl=k2=10 Hz. Este valor obtenido es
bastante coincidente con los informados para otros sistemas216.

A partir de estos datos pueden calcularse los ángulos
diedros que forman los H-3'/H-4' yl+l'/H-2'.

Comola ecuación a utilizar es la siguiente:

Ó= arcos (-“41.) - Ó: ángulo diedro+ k I

se obtienen dos ángulos ‘posibles que provienen de asignarle signos
positivos y negativos a la raiz cuadrada.

En el caso de #3. 4, se obtienen los siguientes valoresI
_ o . = o
—4S , ©3.'4. 135 .

Pero de la tabla 20 se observa que el valor correspondien
Ó3II4I

te a la conformación P es 135°.“0
En el caso de ol, 2. los ángulos que se calculan sonI

o1,,2,=18° ; 01,,2,=161° . Nuevamente, de la tabla 20 se deduce
que el adecuado es Ól.'2.=18°

A partir de estos datos puede obtenerse una idea más cer
;cana del grado de plegamiento de la molécula y por consiguiente de
los ángulos internos de la misma.

Para esto es necesario considerar un pentágono regular
cuyos vértices serian 0,1,2,3 y 4 (Fig. 75) en el cual los puntos
1 y 4 son lo únicos que se mueven respecto del plano generado por
los otros tre5216. Las coordenadas están definidas comomuestra la
_figura 75 y están expresadas en función de los lados del pentágono
(comofracciones de enlaces C-C),que se suponen constantes para los
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distintos plegamientos del mismo.
Se eligieron los ángulos internos de forma tal que la

distribución fuese lo más simple posible. La que resultó ser más
adecuada para considerar las conformaciones simétricas antes men
cionadas, fue aquélla en la que los ángulos en los puntos 2 y 3 e
ran iguales entre si (a ), asi comolos de los puntos 4, 0 y 1 (B).

Y o
4

B

B 1

a Cl

3 2 x

Figura 75

Las coordenadas de cada punto están relacionadas de la
siguiente manera:

x2=-x3 x1=-x4 xo=0
3’3=Y2=o Y1=Y4

zz=z3=zo=0 21:124

En esta última ecuación el signo positivo define las con
formaciones E y el negativo las T.

El grado de plegamiento está asi definido comola altu
ra aÏla que se ubica el púnto 1 por sobre el plano generado por los
puntos 0, 2 y 3, es decir; el valor de zl. En función de este va
lor(zl), pueden expresarse las restantes variables desconocidas (x1,
Yll-YOI ClYB)

Al ángulo diedro que se mira a lo largo de la linea mn
se lo llama wm n (no es el ángulo diedro que forman los hidrógenos,
sino los átomos que están involucrados en el pentágono).

En las conformaciones B los puntos 1, 2, 3 y 4 son copla



nares y 0 sale fuera de este plano.
miento 0 al formado por los planos 1,2,3,4 y 4,0,1.
de conformaciones (B) es m23=0.

En las tablas 21 y 22 se detallan estos parámetros para
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Se define al ángulo de plega
En este tipo

los dos tipos de conformaciones simétricas en función del grado de
plegamiento.

1

0

0,1058
0,1575
0,2278
0,2802
0,3237
0,3616
0,3953
0,4259
0,4540
0,4800
0,5043

Tabla 21:

0°

0

16,58
' 24,70

35,58
43,57
50,13
55,78
60,77
65,32
69,43
73,25
76,78

“12

0

10,2
15,1
21,6
26,2
29,9
33,0
35,6
37,9
39,9
41,7
43,3

“01°
0

16,5
24,55
35,1
42,7
48,8
53,9
58,4
62,4
65,9
69,2
72,15

u.0

108

107,77
107,46
106,86
106,26
105,67
105,07
104,48
103,89
103,30
102,71
102,12

ángulos internos (a Y B) y diedros m

do de plegamiento(zl,0)para conformaciones E.

0,1200
0,1786
0,2567
0,3130
0,3589
0,3973
0,4309
0,4602
0,4863
0,5098

“23°
o

14,5.
21,5
30,85
37,6
43,1
47,7
51,8
55,4
58,6
61,6

“12°
0

11,8
17,6
25,4
31,1
35,9
39,9
43,5
46,7
49,6
52,4

“01°
o

4,6
6,65
9,6
11,7
13,5
15,0
16,3
17,6
18,6
19,5

a0

108

107,38
106,62
105,12
103,64
102,21
100,78
99,37
97,99
96,62
95,26

Bo

108

107,22
106,22
104,37
102,52
100,70
98,93
97,18
95,46
93,77
92,11
90,47

en función del grg

Bo

108

107,76
107,76
106,86
106,26
105,67
105,08
104,48
103,89
103,30
102,71
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Continuación de la tabla 22
O O

Z1 “23° “12° “01 0° B

0,5500 66,8 57,3 21,3 92,60 101,53
0,5833 71,4 61,6 22,7 01,0 100,37

Tabla 22 : ángulos internos ( aY B) y diedros ( m) de un pentágo

no en función del grado de plegamiento (zlf para conformaciones T.

Para utilizar los valores de estas tablas debemostrans
formar nuestros datos de ángulos diedros entre hidrógenos ( o) a
los correspondientes wmn,teniendo en cuenta la relación que exis
te entre ambos parámetros, comose indica en la figura 76.

Figura 76

Haciendo este análisis para el compuesto XIb se obtienen
los siguientes resultados:

= °=UJ = ° = = :0
°1',2' 18 12 °3',4' 135 “34 159 °2',3' “23 o

En todas estas conformaciones simétricas los valores de

“12 y N34 deben ser iguales. Por consiguiente, los valores semejan
tes obtenidos en este caso justifican las aproximacionesrealizadas.
Si tomamos como valor de-m12 el promedio entre estos, es decir,
w12= 16,5° y para m23F 0° vemos que sólo las conformaciones E que
tienen un ángulo de plegamiento 9 entre 24 y 35° cumplen con es
tos_valores calculados.

Comose ve en el caso de conformaciones T los ángulos

mlz son menores que los correspondientes “23 por lo cual estas con
formaciones pueden ser desechadas para este caso. Si se toma como

valor de “23= ÓZ.I3.= l4,5° y se aplica Karplus para despejar el
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valor de k , y este valor de k (k=10,72 Hz) se utilizara para ave
riguar el valor de 01. 2. y 03. 4. se obtendría para el primero unaI I

2' 3'
Estos resultados confirman las conclusiones antes reali

. . = o.) = o ‘ = ' =as1gnac1ón de Ól.’2, 12 24 y para Ó3,I4, 133°, es dec1r, “34
=l3° (haciendo la aproximación kl=k2=k; si se tomara un valor mayor
para k o 4, se haría más pequeño).I

zadas.
Por consiguiente, se concluye que el azúcar del glicósi

do Egg se encuentra en una conformación sobre (E) con los cuatro É
tomos de carbono del ciclo en un plano y el oxígeno delacetal por

l= 0,3 A. El ángulo de torsión
0 es de 27° y los ángulos internos definidos como a y B son de
sobre este plano, a una distancia z

107,0 y 106,7°, respectivamente.
El análisis del espectro de 13C-RMNdel compuesto Qda

información clave respecto de la aglicona, al igual que en el caso
del compuesto ¿9.

Se observan las señaleschaveintinueve carbonos coinciden
tes con las existentes en literatura para colesterol sustituido con
un etilo en C-24. Observando las señales de los carbonos que per
miten diferenciar ambosdiasterómeros (Tabla23) se identifica ala

Aaglicona comoel isómero 24 R, sitosterol}39'1'0

Cita 139 ¿gg Cita 14o
22 22 22 __

c-20 36,17 36,29 36,0 36,0 36,1
c-22 33,95 33,8 33,8 33,6
c-23 26,13 26,43 26,0 26,0 26,3
c-24 45,85 46,07 45,7 45,6 45,8
c-25 29,18 28,98 29,1 29,0 28,8
C-26 19,84 19,07 19,7 19,0 18,9*
c-27 19,07 19,62 18,9 19,7 19,5*
C-28 23,09 23,0 23,0 22,9
c-29 12,32 11,9 11,9 12,2

Tabla 23: Desplazamientos químicos de los carbonos de XIb que per
miten la diferenciación entre sitosterol (gg) y clionasterol (gg).
* Caben las mismas consideraciones que las realizadas en la pág.107.
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Nuevamentese observan variaciones,respectos de las es
peradas para sitosterol, en los camposa los gue aparecen las seña
les de los C-2, C-3 y C-4. Estos corrimientos (A53: ¿glicósido 
—óaglicona) producidos por el efecto de glicosidación se detallan
en la Tabla 24. En la misma se pueden comparar éstos con los info;
madospara el colesterol-3-O-a-glucospiranósido peracetilad0201(A51)

Sitosterol gg XIb A53 A51
C_2 —3"3 -3,9
C-3 71,6 79,8 +8,2 +7,3
C-4 42,2 39,7 —2,5 —2,6

Tabla 24

Respecto del azúcar, la información que se obtiene me
diante este método espectroscópico también es de alto valor diag
nóstico.

Se observan cuatro señales adjudicables a esta porción
de la molécula, que aparecen a 99,8; 81,1; 71,9 y 69,0 ppm. La
quinta señal correspondiente al C-5', que se encuentra comocarbo
xilato de metilo, aparece en la zona de los carbonilos.

A1 no encontrarse en literatura datos de 13C-RMNde
pentofuranósidos urónicos acetilados, ni de metil glicósidos de
pentofuranosas acetiladas ni libres (con excepción del metil-B-D
—ribofuranósidOZln, se intentó hacer un cálculo aproximadoutili
zando los ya existentes.

La información disponible, se refiere sólo a las pento
furanosas libres217 o peracetiladaszoz. A partir de estos últimos

149(B)
(C) se calcularon las desplazamientos qu;

datos (A) y de los existentes para pentopiranosas acetiladas
y sus metil glicósidos149
micos aproximados a los que deberían aparecer los carbonos de los
metil glicósidos acetilados de los correspondientes‘pentofuranósi
dos (D).

Tambiénse calcularon las variaciones de desplazamiento
químico de los C-l, 2, 3, 4 y 5 al pasar del a- o B-metil glucopi
ranósido (G) al respectivo anómerodel metil glicósido del glucurg
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nato de metilo (H).
Analogando los C-l, 2, 4 y 5 de la piranosa a los C-1, 2,

3 y 4 de la furanosa y sumandoestas variaciones a los valores ob
tenidos para los metil glicósidos acetilados de las pentofuranosas,
se calcularon los 6 de los derivados acetilados de los ésteres me
tilicos de los ácidos urónicos de las pentofuranosas (B).

Finalmente, al carbono anomérico se le hizo 1a correc
ción debida al efecto de sustituir el metilo del glicósido por la a
glicona (sitosterol) (F).

ACOCHZO O c OAc
OAc O O

AcO OAC AC OAc AC ACC 0Ac OMe
e .B. —

ACOCH O Me CO Me
o 2 o 2 o

OMe Me -sitosterol

AcO' Ac Aco 0Ac ACO OAc
E _ É

HOHZC Me02C
H0 0 Ho o

Ho OMe H0 OMe
OH OH

9 r1

Figura 77

Con un ejemplo numérico puede aclararse la explicación
anterior. En la tabla 25 se calculan los desplazamientOS quimicos
para el derivado correSpondiente de la u- y B-ribosa.



A

B

A(A-9B)

C

D=c+A(A-+B)

[HG-"¡U

E=D+A(G—cH)

A(E-+F)
F=E+A(E-' F)

¿gg
A(F-v_>¿I_b)

Tabla 25:
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Anómero B
C-2 C-3

Anómero a
C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-l C-4 C-S

94,1 70,0 69,8 81,6 63,3
88,7 67,1 65,6 66,5 59,3
+5,4 +2,9 +4,2 +15,1 +4
97,5 67,5 67,4 66,1 57,9

102,9 70,4 71,6 81,2 61,9
—0,5 +0,6 —1,8 +0,8 

102,4 71,0 69,8 82,0 —
-2,5 _ _ _ _
99,9 71,0 69,8 82,0 
99,8 71,9 69,0 81,1 —
+0,1 —0,9 +0,8 +0,9 —

98,1 74,1 70,5 79,2 63,6
90,7 67,1 66,0 66,0 62,4
+7,4 +7 +4,5 +13,2+1,2
99,4 68,3 66,0 66,9 61,1

106,8 75,3 70,5 80,1 62,3
—0,3 +0,5 —1,6 +1,2 

106,5 74,8 68,9 81,3 —
-2'1 _ _ - _

104,4 74,8 68,9 81,3 —
99,8 71,9 69,0 81,1 —
+4,0 +2,9 —0,1 +0,2 

Cálculo de los desplazamientos químicos de los carbonos
del azúcar de los anómeros a y Bdel éster metílico de sitósterol
-3-O-riburonofuranósido peracetilado y comparaciónde éstos con los
obtenidos experimentalmente para el compuesto XIb

COle
0

O

R1 R2

R20 ORz El H H
XIa Me H

XIb Me AC
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Los valores de A(G-4H)se calcularon a partir de los si
guientes dat05227:

Anómero a Anómero B

C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-l C-2 C-3 C-4 C-S C-6

G 100,3 72,5 74,2 70,6 72,7 61,7 104,3 74,2 76,9 70,8 76,9 61,9
H 100,8 71,9 73,7 72,4 71,9 - 104,6 73,7 76,3 72,4 75,7 
A(G-*H)-0,5 +0,6 +0,5 -l,8 +0,8 - -0,3 +0,5 +0,6 -l,6 +1,2 

Estas diferencias son respecto de una piranosa, para
trasladarlos a una furanosa es necesario tener en cuenta la analo
gía entre los C-1, 2, 4 y 5 y los C-l, 2, 3 y 4 respectivamente.

Sólo se disponían de los datos de 13C-RMNde los glicó
sidos a y B del glucuronato de metilo (H), por consiguiente, sólo
pudieron calcularse los A6en estos casos. Comola mayorvariación
se observa en el carbono (¡al carboxilato y éste en la serie D tie
ne la misma configuración (a igualdad de derivados), se tomó como
término correctivo para todos los azúcares analizados.

En particular, para el caso de ribosa a y B, todos los
carbonos analogados tienen la mismaconfiguración.

De los resultados así obtenidos y detallados en la ta
bla 25 se ve que existe una gran concordancia de los datos experi
mentales con los obtenidos para el correspondiente u-glicósido de
ribosa.

.Para verificar la aplicabilidad de este método comocr;
terio de identificación se realizó el mismocálculo para el resto
de las pentofuranosas. El resultado de los mismos se encuentra en
la tabla 26. ,

Por último, se verificó 1a exactitud de este procedimien
to aplicando un método análogo para el cálculo de los desplazamien
tos quimicos correspondientes al metil B-ribofuranósido (Tabla 27)
ya que comose mencionó anteriormente éstos son los únicos valores,
de este tipo de compuestos, suministrados por literatura.

Comopuede observarse, las diferencias resultantes ava
lan, dentro de ciertos límites, la aplicabilidad de este tipo de
cálculos;
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Anómero a Anómero 3
C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-l C-2 C-3 C-4 C-5

F (xilosa) 97,3 77,1 71,9 75,2 - 105,6 80,8 73,0 81,3 

Alinl —XIb) -2,5 +5,2 +2,9 —5,9 — +5,8 +8,9 +4,0 —0,2 

F (arabinosa) 106,1 82,3 75,6 83,8 - 98,5 77,0 73,8 81,2 

A(Fara -@) +6l3+1014+6r6 +217 ‘l,3 +5,l +4,8 +0,]_ 
F (lixosa) 102,7 76,7 77,9 77,9 
A(F —XIb) +2,9 +4,8 +8,9 —3,2 lix.

Tabla 26: Desplazamientos químicos calculados para los carbonos
de los ésteres metílicos de los ácidos urónicos de pentofuranosas
glicosidadas con sitosterol y peracetiladas (F), y comparaciónde
los mismos con los obtenidos experimentalmente para XIb.

C-l C-2 C-3 C-4 C-5

B-D-ribofuranosa(J)2l7 101,2 75,6 70,3 82,7 62,9
B-D-ribopiranosa(K)227 95,3 72,6 72,6 70,0 64,3

A(J—aK) 227 +5,9 +3,0 —2,3 +12,7 —1,4
Me B-D-ribopiranósido(L) 103,8 70,4 72,6* 69,8* 65,5
Me B-D-ribofuranósido(M)
(M = L +A (J-vK) 109,7 73,4 70,3 82,5 64,1
M (cita 217) 108,0 74,3 70,8 82,9 62,9

¿(Mcalc.-Mcita) +1,7 —o,9 —o,5 —0,4 +1,2

Tabla 27: Cálculo de los desplazamientos quimicos para los carbonos
de Me B-D-ribofuranósido y comparación de los mismos con los valo
res informadosen literatura.
* Estos valores fueron intercambiados respecto de lós suministra
dos por la correspondiente cita.

Contodo este análisis se identifica al compuesto ¿lg
comositosterol-3-O-a-D-riburonato de metilo acetilado, siendo el
producto natural sitosterol-3-0-a-D-riburonofuranósido (El). Este
compuesto no había sido aislado previamente de otras fuentes natu
rales.



Análisis del extracto etanólico

'Glicósidos gg esteroles

En el percolado clorofórmico del extracto etanólico se
-encontraron, en formaminoritaria, los dos glicósidos identifica
dos en el extracto de éter de petróleo (3 y El) y ademásun tercer
compuestode características similares (gil). Este último precipi
taba al concentrar la solución clorofórmica y resultó ser, cuanti;
tativamente, uno de los más importantes del extracto etanólico.

Sitosterol-3-O-B-D-glucopiranósido XII

La purificación del compuesto ¿El se llevó a cabo mediag
te cromatografias en columnade silicagel H y mediante recristali
zación de acetato de etilo. '

Por hidrólisis ácida del mismose obtuvo glucosa que fue
analizada comosu alditol acetilado por CGLy sitosterol, identifi
cado por el mismométodo cromatográfico.

El espectro de masas del derivado acetilado de este com
puesto (Ella) 1Pig.78 ) muestra las señales características de un
esterol cuya cadena lateral tiene 141 u.m.a.. Estos picos diagnós
tico son: 414; 398 (414-15); 396 (414-18); 381 (414-18-15); 275
(414-139): 273 (414-141); 255 (273-18); 229 (273-18-27); 213 (273
-42-18). Siendo estas señales coincidentes con las obtenidas para
sitosterol (3:39) . '

fiespecto del azúcar se observa el patrón de rupturas de
108'109. Estas-señales son caracteristicastalladas en-la figura 79

de glicósidos de hexosas acetilados.
El espectro de masas del glicósido libre El; sólo da in

formación sobre la aglicona, aunque el mismorealizado a saturación
(altas temperaturas) muestra el ión de m/e 576 correspondiente al
ión molecular.
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m/e 157 (c1) __2__. m/e 115 (C2)—2'm/e 73 (c3)

Figura 79: Fragmentaciones del azúcar del comouesto XIIa. Los de_
talles de dichas rupturas se encuentran en el Capítulo II páqJW-42.
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El espectro de 1H-RMNde Ella fiFig.80 ) mostró nuevamen
te las señales características de la cadena lateral y de los meti
los 18 y 19 de sitosterolllz. Se observan singuletes a 0,67 ppm
(Me-18) y a 0,99 ppm (Me-19); dobletes a 0,83 ppm de J=7 Hz (Me-26
y Me-27) y a 0,90 ppm de J=4,5 Hz correspondiente a Me-21 y final
mente un triplete a 0,85 ppmde J=7 Hz adjudicable al Me-29.

Se observan también los cuatro singuletes indicativos
de los cuatro acetilos a 2,00; 2,02; 2,05 y 2,08 ppm.

-CCIZ H3W
B-6'y6"

H-S'y3H-l'

Figura 80

En la zona de los hidrógenos del azúcar acetilado, se
puede asignarclaramente el doblete de J=3 Hz centrado a 4,58 ppm
al hidrógeno anomérico, mientras que en la zona de 5 ppm se obser
van las señales superpuestas de los H-2', H-3' y H-4', apareciendo
comotripletes de J=8 Hz.

La señal centrada a 4,96 ppmes adjudicable al H-2',que
deberia formar un doble doblete, pero comoJz, 3l=J1' 2'=8 Hz se



obtiene un triplete.
Las asignaciones de los H-3' y H-4' pueden ser intercam

biadas. Unode los doble dobletes que colapsa a triplete está cen
trado a 5,06 ppm y el otro a 5,14 ppm. Nuevamente el hecho de que
aparezcan comotripletes de igual constante de acoplamiento indica

queJ3',4'=J4',5'=J2',3'f
Las señales de los H-G', H-6" y H-S' correspondientes a

un sistema ABXno son tan fácilmente asignables.
Los valores correspondientes a los desplazamientos qui

micos de dichos hidrógenos y a las constantes de acoplamiento invg
lucradas, se obtuvieron a partir de los datos provenientes del sis
tema H-6'/H-6" (AB) (Ya que el H-5' (X) aparece como un multiple
te irresoluto) y de las ecuaciones correspondientes a un sistema
ABX218. Estas ecuaciones se transcriben a continuación:

Línea Origen Ecuación que describe la posición de la linea
1 B(H-6') 1/2(Ag+‘g)‘1/4(?¡JAB'+JAk+JBx)'D
2 B(H—6') 1/2(\Á+vB)-l/4(2IJABI-JAX+JBX)'D+
3 B(H-6') 1/2(VA+VB)+1/4(2IJABI_JAX_JBx)-D
4 B(H_s') 1/2(vA+vB)+1/4(2|JAB|+JAX+JBx)-D+
5 A(H-6") 1/2(vA+vB)-1/4(ZIJAB|+JAX+JBX)+D_
6 A(H_5") 1/2(\)A+vB)-l/4(2|JABI-JAx-JBX)+D+
7 A(H-—6'') 1/2(vA+vB)+1/4 (ZIJABI -JAx-JBX)+D_
8 A(H-6") 1/2(vA+vB)+1/4(ZIJABI+JAX+JBX)+D+

D+=1/2{[(xïA-vB)+1/2(JAx-JBX)]2 + JÉB}l/2
2 2 1 2

D_=1/2{UvA+vB)-l/2(JAx-JBX)] + JAB} /

Las magnitudes medidas en el espectro.son las siguien
tes:
Linea Ubicación (Hz) Linea Ubicación (Hz)

1 406 5 426

2 403 6 421

3 418 7 437

4 416 8 433



[JAH]: 12,5 Hz D_= 9,5 Hz D+= 8,5 Hz

A partir de estos datos se obtuvieron los siguientes re
sultados:

\h= 427,35 Hz \h= 414,45 Hz JAx= 3,65 Hz JBx= 0,85 Hz

Es decir la señal del H-6' estaria centrada a 4,14 ppm

Con un J5,,6.= 0,85 Hz y la del H-6" a 4,27 ppmcon un J5.'6,,=
=3,65 Hz.

La señal del H-S' se observa comoun multiplete centra
do a 3,64 ppmy parcialmente superpuesto con el multiplete corres
pondiente al H-3 de la aglicona, que se encuentra centrado a 3,50
ppm. Por último, a 5,35 ppmaparece la señal asignable al hidrógg
no olefínico (H-6) del sitosterol.

Los espectros de 13C-RMNtanto del glicósido libre (31;)
comodel derivado peracetilado (Ella), son categóricos reSpecto de
la identidad y unión glicosídica del azúcar. h

Comose desprende del análisis comparativo con los datos
publicados en literatura205 para colesterol-3-O-B-D-glucopiranósido
108a, se trata de un B-D-glucopiranósido (Tabla28 ).

XII 108 XIIa 108a

C-l' 102,6 102,7 99,5 99,7
C-2' 75,3 75,2 71,9 71,8
C-3' 78,1 78,4 72,9 73,1
C-4' 71,7 72,1 68,5 68,9
C-5' 78,5 77,8 71,5 71,8
C-6' 62,9 63,2 62,0 62,0

Tabla 28

Los valores correspondientes al glicósido a libre debe
rían ser: 98,6; 73,8; 75,6; 72,8; 73,9)763,4 para los C-l', 2',
3', 4', 5' y 6' respectivamente. Los correspondientes al derivado
peracetilado de dicho glicósido serian: 94,6; 71,5; 70,7; 69,5;
67,7 y 62,3. Comopuede observarse la unión glicosídica queda de
terminada como B, sin ambigüedades.
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Debido a que el espectro del glicósido libre (511) fue
realizado en C5D5Ny a que se carece de datos de los desplazamien
tos quimicos de los carbonos de esteroles en dicho solvente, la
comparación con los datos de literatura es más coherente hacerla
con los valores del derivado peracetilado ¿lla que fue efectuado
en C13CD. En 1a tabla 29 figuran los valores de los desplazamien
tos quimicos de los carbonos que permiten diferenciar los epïme 
ros en C-24 de los 24-etilcolesteroles (sitosterol 82 y clionaste—
rol 29) del compuestoElla y los informados en literatura para 82
y 29139,140.

cita 139 XIIb cita 140
8_9 a 9.9. a

C-22 33,95 33,9 33,8 33,6
C-23 26,13 26,43 26,0 26,0 26,3
C-24 45,85 46,07 45,8 45,6 45,8
C-25 29,18 28,98 29,1 29,0 28,8
C-26 19,84 19,07 19,7 19,0 18,9*
C-27 19,07 19,62 18,9 19,7 19,5*
C-28 23,09 23,0 23,0 22,9
C-29 12,32 11,9 11,9 12,2

Tabla 29
* Caben las mismas consideraciones que las realizadas en la págJ07.

La variación de los desplazamientos químicos de los C-2,
C-3 y C-4 de ¿115 respecto de sitosteiol (82) es debida al efecto
de glicosidación. En la tabla 30 se indican los valores A6 gene
radmïpor'este efecto y los indicados en literatura para el caso de
colesterol-3-O-B-D-glucopiranósido acetilado

Comopuede observarse, los datos obtenidos son sumamente
concordantes.

Del análisis realizado,queda identificado ¿113 comositos
terol-3-O-B-D-glucopiranósido peracetilado, siendo el producto na
tural el compuestoXII, es decir, el no acetilado.
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gg XIIa

31,6 29,6 -2,0 -2,6
C-3 71,7 80,0 +8,3 +8,l
C-4 42,2 38,8 -3,4 -3,7

Tabla 30

R0 H2

RO o
R 0

R

XII R = H

ü R='Ac

Glicósidos gg flavonoides

Canferol-3-O-B-D-glucopiranosil-(1-a6)-O—a—L-ramnopiranósido ¿211

Del percolado metanólico del extracto etanólico se pur;w
ficó mediante sucesivas cromatografías en columna de silicagel H y
de Sephadex LH¿20, un COmpuesto(fillï) que daba positivo la reacción
de Shinoda, característica de flavonoides.

El análisis del espectro UVde este compuesto, realizado
en metanol, muestra las dos bandas características de este tipo de
compuestos. La banda I se observa a 352 nm y la banda II a 266 nm
presentando esta última un hombro a 297 nm.
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Los desplazamientos producidos por el agregado de cier
tos reactivos, suministra importantísima información respecto de
la sustitución de este compuest0219.

El agregado de NaOMeproduce, por ser una base tan fuer
te, la ionización de todos los hidroxilos del núcleo del flavonoi
de; sin embargo, es de utilidad para determinar la existencia de
H0-3 y/o H0-4'. La numeración de los carbonos en esta familia de
productos naturales se explicita en la figura 81.

Figura 81

Un corrimiento de 40-65 nm en 1a banda I es diagnóstico
de H0-4' libre o H0-3 libre; aunque en este último caso se produci
ría una disminución en la intensidad de la señal. Este efecto es
observado en el espectro de fill; realizado en esas condiciones, ya
que la banda I sufre un desplazamiento batocrómico a 390 nm sin dig
minución en su intensidad.

También se observa un desplazamiento a mayores longitudes
de onda de la bandaII qmasesubdiVide nítidamente obteniéndose la
banda IIa a 326 nm y la IIb a 275 nm.

' El espectro obtenido no se modificaba con el tiempo lo
que indicaba la ausencia de HO-3y H0-4' simultáneamente libres,
ya que este tipo de flavonoles son inestables en NaOMey la absor
ción degenera en pocos minutos. La estabilidad observada también
permite descartar patrones de sustitución 3,3',4‘ por ser más lá
biles aún que los 3,4'; así comotambién 5,6,7; 5,7,8 y 3',4',5'.

El uso de una base más débil, comopor ejemplo acetatode
sodio, da mayor información puesto que sólo ioniza los hidroxilos
más acídicos, tales c0mo3, 7 y 4'.

El espectro del compuesto¿lll realizado en presencia de
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este reactivo mostró un desplazamiento batocrómico de 7 nm de la
banda IIb (273 nm). Considerando que esta banda sólo se ve afecta
da por la ionización del HO-7, este corrimiento es diagnósitico pa
ra esta sustitución. La banda I en el mismoespectro se ubica a
365 nm indicando la existencia de HO-3y/o HO-4'. Al igual que en
el caso de NaOMelas absorciones no se modificaron con el tiempo,
'lo que lleva a conclusiones análogas respecto del patrón de susti
tución.

El espectro de fill; con ácido bórico en presencia de ace
tato de sodio, no presenta mayores diferencias con el efectuado o
riginalmente en MeOH. De aquí se concluye, que no existen dos hi
droxilos en posición orto, ya que en ese medio se formarían proba
blemente (con excepción de hidroxilos ubicados en 5-6) complejos
del tipo:

_ OHB/
\0H

Otro reactivo de desplazamiento que da información a es
te respecto y además sobre la sustitución en C-3 o C-5 es el AlCl3.
Este reactivo forma complejos estables en medio ácido con HO-3o
HO-Sy el C=0 de flavonas o flavonoles, y complejos inestables en e
se medio con hidroxilos orto (Fig. 82)

El espectro de ¿lll realizado en presencia de AlCl3 pre
senta las siguiente absorciones: banda IIa 390 nm, banda IIb 353
nm, panda Ia 304 nm y banda Ib 274 nm.

Por agregado de HClaq. (al igual que con acetato de sodio)
el espectro no se altera, por lo que se deduce que no existen hidrg
xilos orto, pero que si existe/n HO-3y/o HO-S.

Los datos obtenidos se resumen en la tabla 31.
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Reactivo Sustitución indicada

NaOMe 4' (no 3)

NaÁcO 7 y 4'

NaAcO/H3B04 No existen hidroxilos orto
AlCl3/HC1 5 0 3

Tabla 31

Por consiguiente, del análisis dé los espectros UVde x111se
deduce que los hidroxilos libres se encontrarïan en posiciones 5, 7
y 4'.

JEl análisis del espectro de 'H-RMNdel derivado trimetil
sililado del compuesto XIII (XIIIa) confirmó y amplió esta informa
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ción (Fig.83 ). Se observan dos dobletes centrados a 6,84 y 7,80
ppmde J=9 Hz. Esta partición coincide con la esperada para el a
nillo B con un sustituyente en 4', es decir, corresponde a una sus
titución para. El doblete a campos mayores (6,84 ppm) corresponde
a los H-3' y 5' mientras que la segunda señal a los H-2' y 6'.

Se observan también otros dos dobletes a 6,21 y 6,30 ppm
.de J=2 Hz. Esta constante pequeña implica una partición meta enel
anillo A, lo que corroborarïa la ubicación de hidroxilos libres en
C-5 y C-7. Por consiguiente, se adjudicó el doblete a 6,21 ppmal
H-6 y el que se encuentra a 6,30 ppm a H-8.

Figura 83

Se observan además señales ajenas al núcleo del flavonoi
de.adjudicables a hidratos de carbono. En la región de los hidró
genos anoméricos se visualizan dos señales: un doblete a 5,72 ppm
con J=7 Hz y otro a 4,29 ppm con J=4,5 Hz. A_3,46 ppm se aprecia
un multiplete que integra para diez hidrógenos correspondiente a
hidrógenos de azúcar trimetilsililado. Finalmente, a 0,88 ppmse
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encuentra un singulete que integra para tres hidrógenos, que podría
ser atribúible a un metilo de un desoxiazúcar.

Ante la evidencia de que se trataba de un glicósido seedg
cidió determinar 1a identidad de los azúcares y de la aglicona me
diante hidrólisis ácida del compuestoXIII. Los azúcares resultan
tes se analizaron comosus alditoles acetilados por CGLcon colum
-na ECNSS,identificándolos como glucosa y ramnosa.

La aglicona dio un espectro UVsimilar al del compuesto
¿lll salvo que por agregado de NaMeOel espectro degenera en pocos

lo que evidencia la exiStencia de HO-3y HO-4'. Por con
Esta conclusión se VE

minutos,
siguiente la aglicona resultó ser canferol.
rificó por comparacióncontra testigo en c.c.d. y por análisis del
espectro de masas del derivado trimetilsililado de la aglicona220
(Fig. 84 )

(B2 )
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m/e 297 (A1++ H)

Figura 84
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Conestos datos, pudieron entonces ser adjudicados los
dobletes observado a 5,72 y 4,29 ppm en el espectro de 1H-RMNdel
compuesto XIIIa. El primero con J=7 Hz, correSponderïa al protón
anomérico (H-l") de la glucosa unida a HO-3. Este valor de la
constante de acoplamiento (Jl“,2“) indica una partición axialfig
¿¿Él, es decir, una unión glicosïdica B.

El segundo doblete así comotambién el singulete a 0,88
ppmcorrespondería al protón anomérico (H—1"') de la ramnosa que

estaría unida a la glucosa. Unvalor de Jl,,.,2,,,=1,5 Hzcorres
ponde a una partición ecuatorial-ecuatorial, lo que implica una u
nión glicosïdica a de este azúcar.

El espectro de masas del compuesto XIIIa (Fig.85 )corro
boró las conclusiones mencionadas anteriormente y brindó mayor in
formación acerca de la secuencia y unión de los azúcares .

Los O-glicósidos de flavonoles trimetilsililados presen
tan un patrón de fragmentación bastante característico. El ión mg
lecular es de suficiente intensidad comopara ser observable en la
mayoría de los casos aunque el correspondiente a M-Mepuede alcan
zar intensidades de hasta el 40%.

La fisión del enlace glicosidico con la aglicona (A) in
volucra transferencia de hidrógeno o de grupos trimetilsililos (R),
generándose asi fragmentos del tipo: A+2R, A+H+R, A+R, A+2H, A+Hy
los correspondientes menos 15 u.m.a..

Los mono- y di-glicósidos unidos a H0-3 muestran un frag
mento A+Hintenso, que puede llegar a ser el pico base, en cambio,
los 7-0-glicósidos presentan A+H-15muyimportante, mientras queel
fragmento más intenso que producen los 3,7-0-diT y tri-glicósidos
es A+H+R—15.

Las rupturas posteriores que puede sufrir la aglicona,
por ejemplo retro Diels-Alder, fueron detalladas anteriormente
(Fig. 84).

Comoya se mencionó este método brinda información espe
cialmente útil respecto del o de los azúcares presentes.

Los fragmentos que contienen azúcares están siempre vin
culados con pérdida de hidrógeno y presentan en general una inten
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sidad bastante alta. Se observan así señales denominadasT-H(co
rrespondiente al monosacárido terminal) o bien OS-H(si se trata
de un biósido) y las correspondientes a pérdidas de trimetilsila
nol (ROH) (Fig. 85).

Ademáses posible deducir la secuencia de los azúcares
en un biósido ya que el azúcar terminal siempre produce una señal
.T—Hintensa acompañada por una T-ROH.

Evidentemente, la ruptura del azúcar terminal puede pro
ducir un fragmento en el que la carga permanezca en el resto de la
molécula. Estos fragmentos se denominan S y se encuentran general
mente acompañados por S+H, S+R y S+R-15 (Fig.85 ).

En general las señales correspondientes a 3-O-glicósidos
(S ) son más intensas que las de los 7-O-glicósidos (82).

l Por este método se puede determinar también si la unión
interglicosïdica es 1-2 o 1-6. Los disacáridos con unión 1-6, co
mo la rutinosa y la robinobiosa, muestran sólo el ión correspondien
te a la unidad disacárida OS-H, en cambio los que poseen unión in
terglicosïdica l-2, comoneohesperidosa y soforosa, presentan ade
más del OS-H, los fragmentos OS-ROH(651).

Las señales importantes que aparecen a masas bajas corres
222 —ponden a fragmentaciones de los azúcares sililados (Fig. 85).

A continuación figuran las asignaciones de los mismos:

SiMegh 73 CH=2TMS= 103
O=CHCHZOSi (CH3) 2 TMSOCH=CHCH2= 129

TMSOSi(CH3)2 TMSOCH=9TMS=191

TMSOEH=QHOTMS= 204 TMSOCH=CH-ÏHOTMS= 217

TMSOE=CHCH3(CHOTMS)= 230

Se observan además en el espectro de masas del compuesto
XIIIa las señales caracteristicas de este tipo de glicósidos, con
sideradas anteriormente. El fragmento m/e 502 estácüaacuerdo con
el esperado para la aglicona (canferol) (A+H), asi comotambién
los que aparecen a m/e 560 (A+H+R-15), 487 (A+H-15) y 430 (A-ZH-R).

El ión m/e 740 es tipico de un disacárido de glucosa y
ramnosa (OS-H), indicando el ión m/e 362 que el azúcar terminal es
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ramnosa y que la unión glicosïdica es 1-6.
Los resultados hasta aqui analizados conducïan a identi

ficar al compuesto XIII comocanferol-3-OLB-rutinósido.
Esta conclusión se corroboró mediante los datos suminis

trados por el espectro de 13C-RMN.
Por este método son fácilmente apreciables los efectos

de glicosidación que afectan a la aglicona.
Al glicosidarse el HO-7la señal de C-7 aparece a 1,4

ppm a campos mayores 3’224. Además se observan corrimientos sig
nificativos a campos menores en los carbonos 2529 y para (C-6, 8 y
10) siendo el más importante el que ocurre en C-lO. Si el azúcar
unido a HO-7 es ramnosa 1a protección en C-7 es mucho mayor (-2,3
ppm), por consiguiente es de alto valor diagnóstico.

En la glicosidación de C-3, 3' o 4' se observa el mismo
patrón de corrimientos, aunque en el caso de estar unido el azúcar
al HO-3el efecto orto (sobre C-2) es mayor de lo esperado. Nueva
mente, si el azúcar es ramnosa se observa una protección de 1 ppm,

3 2 ppm.
Comose conocen pocos glicósidos en'posiciones 3' y 4'

mientras que si se trata de otro azúcar es de

las generalizaciones deben ser cautelosas. En general, se observa
el mismopatrón de desplazamientos que para glicósidos en H0-7,
siendo la señal del C-para 1a más afectada aunque también lo sonen
menor proporcion las de los C-orto.

La glicosidación del HO-5es evidentemente un caso espe
cial ya que como resultado de la misma se rompe la unión hidrógeno
entre el HO-5y el carbonilo de posición 4. Comoconsecuencia del
profundo cambio en la distribución de la densidad electrónica en
la molécula se producelnuimarcada protección de C-2 y 4 y desproteg_
ción del C-3.

Algunas de las consideraciones anteriormente discutidas
se encuentran ejemplificadas en la tabla 32 .

El análisis de este tipo de espectros provee ademásin
formaciónvaliosa respecto del sitio de 1a unión interglicosídica,
si el azúcar se encuentra en forma furanósica o piranósica y si su
configuración es a o B.
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Lugar de gli
cosidación 2 3 4 5 6 7 8 9

7-O-glicósido +0,7 —1,3 +1,0 +1,7
7-O-ramnósido +0,7 —2,3 +1,0‘ +1,7
3-O-glicósido +9,2 —2,1+1,6 +0,4 +1,0
3-0-ramnósido +10,3 —1,0 +l,9 +0,6 +1,1
Sho-glucósido —2,8 +2,2 -6¡0 —2,7 +4,4 —3,0 +3,2 +1,4 +4,3
3'-O-glucósido —0,5+0,4
4'-O—glucósido +0,1 +1,0

Tabla 32: Desplazamientos observados en las señales de los carbo
nos de la aglicona por efecto de la glicosidación.

Lugar de gl;
cosidación 1' 2' 3' 4' 5' 6'

3-0-glicósido -0,8 +1,1 -0,3 +0,7 —0,4 +1,4
3-O-ramnósido +1,1
5-O-glucósido —1,3 —1,2 —0,4 —0,8 —1,0 —1,8
3'-O-glucósido +1,6 0 +1,4 +0,4 +3,2
4'-O—glucósido +3,7 +0,4 +2,0 —1,2 +1,4 0

Tabla 33: Desplazamientos observados en las señales de los carbo
nos del azúcar por efecto de la glicosidación.

Respecto de la unión interglicosïdica, es bien cong
cida la desprotección que sufren las señales de los carbonos hidrg
xilados que se glicosidan225 , así por ejemplo el C-6 de la glucosa
de un rutinósido (ramnosil (1-+6) glucósido) de un flavonoide se
desplaza a campos menores en 4,5-5,2 ppm, y en un neohesperidósido
(ramnosil (1-a2)glucósido) el C-2 de la glucosa se desprotege en
2,6 ppm. _

En ambosglicósidos, rutinósidos y neohesperidósidos,
se observa también una protección de C-5 y C-l, respectivamente.

En el caso de disacáridos de la glucosa, comola s9
forosa (glucosil (1-42) glucósido), la desprotección del C-2 es mg
cho más acentuada que en un neohesperidósido ( 8 ppm)225'226.
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Estas diferencias en los desplazamientos quimicos
de los carbonos de los azúcares pueden ser consideradas de valor
diagnóstico para la elucidación estructural de este tipo de glicó
sidos.

El espectro de 13C-RMNdel compuesto ¿Ella mostró las
señales que se detallan en la tabla 34. En esa mismatabla se trans
criben además, los desplazamientos químicos esperados para la agli
cona y los azúcares, así comotambién, los desplazamientos que se
calculan a partir de estos datos.

XIIIa canferol Me-B-D-glucg Me-a-L-ramng
piranósido piranósido

2 155,8 a 146,8 +9,0
3 132,6 135,6 —3,0
4 176,6 175,9 +0,7
5 160,5 160,7 —0,2
6 98,2 98,2 0
7 163,5 163,9 —0,4
8 93,1 93,5 —0,4
9 156,1 a 156,2 —0,1
10 103,3 103,1 +0,2
1' 120,2 121,7 —1,5
2' 130,2 129,5 +0,7
3' 114,6 b 115,4 —0,8
4' 159,1 159,2 —0,1
5' 114,4 b 115,4 —1,0
é 130,2 129,5 +0,7

1G 100,7 103,4 —2,7
2G 73,6 73,4 +0,2
3G 75,7 c 75,2 +0,5
4G 69,3 70,0 —0,7
5G 75,2 c 75,2 0
GR 66,7 61,4 +5,3
1R 100,1 101,9 —1,8
ZR 69,8 d 71,0 —1,2
3R 70,0 d 71,3 —1,3
4R 71,3 73,1 —1,8
SR 67,7 69,4 —1,76 17,2 17,7 —0,5

Tabla 34

a,b,c,d Estos valores pueden ser intercambiados

Comose desprende de su análisis (Tabla 34) los desplazamien
. . . 224tos observados COinc1den con los informados previamente y con los
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esperados para canferol-3-O-B-rutinósido.
La desprotección observada (9 ppm) en el C-2 está totalmen

te de acuerdo con la esperada para un flavonoide glicosidado en C-3
Este hecho está remarcado por la simultánea protección del C-3 (3
ppm) 

Respecto de los azúcares, se observa que las señales del
espectro de XIIIa coinciden con las esperadas para Me-B-D-glucopi
ranósido y para Me-a-L-ramnopiranósido. El corrimientode —2,7ppm
registrado para C-l de la glucosa, es debido a la presencia de la
aglicona (Me-ácanferol) y el desplazamiento de +5,3 ppmde C-6"
indica claramente que dicho carbono interviene en la unión con la
ramnosa, es decir, que se trata de un rutinósido (ramnopiranosil
(1-a6) glucopiranósido)

Por último se utilizó un método degradativo quimico para ve
rificar la existencia del disacárido rutinosa.

Si bien el clivaje selectivo de la unión glicosïdica entre
un oligosacárido y una aglicona puede efectuarse por enzimas, hi
drólisis parcial o cetólisis y reducción o hidrogenación, existen
además otros métodos útiles comoozonólisis, que no afecta las u
niones entre las unidades de mcnosacáridos, y ácido bromhïdrico en
ác. acético glacial para glicósidos acetiladoszza.

Otro procedimiento alternativo229 a partir del glicósido per
acetilado, utiliza diclorometil- o dibromometil-metiléter en pre
sencia de ZnClz. Mediante esta técnica, que es útil tanto paragli
cósidos aromáticos comoalifáticos, se obtiene el correspondiente
haluro del azúcar acetilado. Este haluro se transforma enefl.respeg
tivo derivado peracetilado por calentamiento en presencia de aceta
to de plata y anhídrido acétic023o.

Las reacciones producidas en el caso del compuesto XIII per
acetilado son las que se esquematizan en la figura86.

Se realizaron reacciones paralelas a partir de rutina (quer
cetina-3-O-B-D-glucopiranosil-(146)-O—a—L-ramnopiranósido 92), com
parándose los disacáridos acetilados resultantes por c.c.d.. Este
métodopermitió confirmar la identidad del azúcar glicosidante co
mo rutinosa.
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' Todosestos resultados permitieron identificar al compuesto
XIII como canferol-3-O-B-D-glucopiranosil-(1—+6)—O—u-L-ramnopiran9
sido (canferol-B-O-B-rutinósido).
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Canferol-3-O-B-D-glucopiranosil-(l-q6)-O-a-L—ramnopiranósido—7-0
-a—L-ramnopiranósido XIV

Este compuestofue aislado también del extracto etanólico
siguiendo el mismopatrón separativo que para el glicósido 522;,
es decir, sucesivas cromatografias en columnas de silicagel H y'de
Sephadex LH-20. Por dar positiva la reacción de Shinoda y tener
menor Rf que Eli; en el mismosistema de solventes, se supuso que
también se trataba de un glicósido, y comoel efecto de polaridad
de la aglicona difícilmente produciría esa variación, se pensó que
probablemente este compuesto presentaría por lo menos una unidad
de monosacárido más.

Por consiguiente, se realizó la hidrólisis ácida de este
componenteen las condiciones descriptas en la parte experimental.
Asi se cóncluyó que 1a aglicona era canferol, identificada por da
tos espectroscópicos y cromatográficos. Respecto de los monosacá
ridos se determinó la existencia de ramnosa y glucosa en una rela
ción 2:1, ambas determinaciones se realizaron por CGLde los res
pectivos alditoles acetilados.

Se llevó a cabo también el análisis de los espectros UV
utilizando los reactivos de desplazamiento antes citados219.

El espectro en metanol de El! mostró absorciones a 347mm
(banda I) y a 266 nm (banda II) con dos pequeños hombros a 303 y
323 nm.

Por el agregado de NaOCH3la banda I se desdobla en dos
picos a 323 y 390 nm, y la banda II se desplaza a 274 nm. Estas
señales están de acuerdo con las esperadas para canferol. El es
pectro con este reactivo no se modificó con el tiempo lo que indi
có que en esta molécula no coexisten libres HO-3y H0-4'. Comoel
corrimiento de 1a banda I se produce sin disminución de su intensi
dad puede postularse que el hidroxilo libre sea el de posición 4'.

Másinformación suministró el espectro realizado en pre
sencia de acetato de sodio, ya que la banda II no se vio afectada
por el agregado de dicho reactivo. Comoun corrimiento en esta zg
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na del espectro es diagnóstico de un HO-7libre, se concluye que
esta posición en EL! debe estar glicosidada.

Tanto el pequeño desplazamiento de la banda I, como la
estabilidad de las absorciones observadas conducen a las mismas
conclusiones obtenidas al analizar el espectro con NaOMe.

E1 espectro con acetato de sodio y ácido bórico resultó
coincidente con el obtenido sólo con metanol, por lo quese llegó a
la conclusión que no existen dos hidroxilos 9539 en la aglicona,
comoera de esperar en el caso de canferol.

Se verificaron además, absorciones a 274, 305, 354 y 400

nmal realizar el espectro en AlCl3. Estos desplazamientos indica
rían la existencia de HO-3o H0-5 libres, pero por lo analizadohas
ta ahora, es de esperar que el HO-Ssea el libre. Se descarta la
posibilidad de dos hidroxilos en posición 9539 debido a la estabi
lidad en medio ácido de los complejos formados.

Estos resultados están en concordancia con los eSperados
para canferol con HO-3y H0-7 glicosidados.

El espectro de masas del derivado trimetilsililado ¿EXE
(Fig. 87) resultó nuevamentede muchautilidad para determinar el
tipo de unión y secuencia de los azúcares presente5221.

Las señales de masas más altas se obtuvieron mediante un
aumento considerable de la temperatura del espectrómetro (280°C).
Se pudieron visualizar así fragmentos de m/e 1030 adjudicable posi
blemente a 83-2R, m/e 864 y m/e 792 correspondientes aSl+R y Sl+H
respectivamente. Estas dos últimas señales indicaban claramente
que una ramnosa se encontraba unida directamente al ciclo del fla
vonoide, mientras que el pico a 740 (OS-H)mostraba la presencia
de un disacárido de glucosa y ramnosa. Por encontrarse comoúnica

señal de azúcar terminal la correspondiente a una ramnosa (Tl/2
363 ) se deduce que el azúcar del disacárido unido al ciclo debe
ser glucosa. Además, la ausencia de un pico a m/e 651 permitiría
concluir que el biósido en cuestión seria un rutinósido.

Las señales presentes a m/e 559, 502, 487, 430 y 415 co
rresponden a la aglicona canferol.

Por ser las HO-3y 7 los únicos que se encuentran glico
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sidados y al atribuir las señales a m/e 864 y 792 a Sl(ya que los
3-O-glicósidos (S ) dan señales más intensas que los 7-0-glicósi
dos (S2)), se conáluye que la posición 7 se halla glicosidada con
una ramnosa. Consiguientemente, sólo puede ubicarse al rutinósido
en posición 3. La señal S3 observada corroborarïa estas hipótesis.

Por último los picos a masas bajas corresponden a fragmen
taciones de los azúcares trimetilsililados.

Todosestos datos conducirïan a canferol-3-O-rutinósido
-7-0-ramnósido comoposible estructura del glicósdio Ely.

Para verificar la estructura del disacárido se realizó
la degradación con diclorometil metiléter y ZnCl2del compuesto El!
acetilad0228-23o.

Luegode obtener el derivado peracetilado del disacárido
por tratamiento del producto de reacción con acetato de plataeaian
hidrido acético y de cromatografiarlo contra el testigo obtenido
por igual tratamiento de rutina (65), se determinó la identidad del
mismo como rutinosa.

Del análisis del espectro de lH-RMNdel derivado trimetil
sililado del compuestoEl! (5123) se obtuvieron conclusiones sobre
las uniones glicosidicas, siendo las señales obtenidas concordantes
con las esperada523l(Fig.88 Í

Los dobletes característicos de la partición para del ani
llo B del canferol se observaron a 7,87 y 6,89 ppm con J=8 Hz, co
rrespondiendo a H-2' y 6', y a H-3' y 5' respectivamente.

Los H-6 y 8 del anillo A aparecen a 6,15 y 6,45 ppm res
pectivamente, evidenciándose la partición meta existente entre am
bos por su constante de acoplamiento de 2 Hz.

Se observaron además, tres señales correspondientes a hi
drógenos anomericos; la que se encuentra a campos menores (5,59
ppm) comoun doblete de J=6,5 Hz es atribuible al de la glucosa,
la que aparece a 4,95 ppm (doblete de J=1,5 Hz) al de la ramnosa
de C-7, mientras que la que se observa a campos mayores (4,38ppm)
como un doblete de J=2 Hz al de la ramnosa de la rutinosa. Las se
ñales correspondientes a los metilos de ambas unidades de ramnosa
(la de C-7 y la de rutinosa) aparecen a 1,05 ppm (multiplete) y
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1,25 (singulete) respectivamente. Los restantes hidrógenos de los
hidratos de carbono aparecen comoun multiplete centrado a 3,67 ppm.

Las constantes de acoplamiento de los hidrógenos anoméri
cos indican la configuración del C-l de los azúcares. El valor de
J para glucosa implica un acoplamientoaxial-axial, es decir, el
correspondiente a una unión glicosídica B, mientras que los medidos
para las ramnosasindican un acoplamiento ecuatorial-ecuatorial,lo
que representa para estos azúcares uniones glicosídicas a.

fiKIHMS

Figura 88

13C-RMNdel mismo compuesto (XIVa) mostraEl espectro de
ba las señales que se transcriben en la tabla 35, donde además se
incluyen los desplazamientosobservados respecto de las señales es
peradas para la aglicona y los azúcares constitutivos de dicho gli
cósido.

Comopuede observarse, 1a protección de C-3 (3,3 ppm) in
dica que esa posición está glicosidada y que el azúcar correspon
diente no es ramnosa. Se observa además, el pronunciado efecto or
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E9 esperado, que en este caso es de +9,2 ppm, así como también co
rrimientos en C-1', 2' y 6' con magnitudes acordes a las informa

224 ‘s .da

XIVa canferol Me-B-D-gluco Me-a-L-ramng
piranósido _ piranósido

2 156,0 a 146,8 +9,2
3. 132,3 135,6 —3,3
4 176,9 175,9 +1,0
5 160,6 b 160,7 +0,3
6 98,5 c 98,2 +0,3
7 160,9 b 163,9 —3,0
8 93,6 93,5 +0,1
9 156,5 a 156,2‘ +0,3
10 103,8 103,1 +0,7
1' 120,7 121,7 —1,0
2' 130,5 d 129,5 +1,0
3' 114,9 e 115,4 —0,5
4' 159,4 159,2 +0,2
5' 114,7 e 115,4 —0,7
Sé 130,7 d 129,5 +1,2
1G 100,6 f 103,4 —2,8
2G 73,6 73,4 +0,2
3G 76,7 75,2 +1,5
4G 70,4 g 70,0 +0,4
5G 75,4 75,2 +0,2
GR 68,0 61,4 +6,6
1R 100,5 f 101,9 —1,4
ZR 70,4 g 71,0 —0,6
3R 70,8 g 71,3 —0,5
4R 72,2 h 73,1* —0,9
5R 70,1 g 69,4 +0,7
6R_7 17,2 17,7 —0,5
1R_7 98,4 c 101,9 —3,5
2R_7 70,0 g 71,0 —l,0
3 _7 70,7 g 71,3 —0,6
4 _7 71,7 h 73,1 -1,4
5 _7_ 69,9 g 69,4 +o,5
6 g 17,2 17,7 —0,5

a,b,c,d,e,f,g,h Estós valores puedenser intercambiados.
Tabla 35

La protección del C-7 (3 ppm) indica que el HO-7 también
se encuentra glicosidado y la magnitud de la misma, que el azúcar
en cuestión es ramnosa. El efecto para sobre C-10 que produce es
ta glicosidación es de aproximadamente +0,7 ppm.
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También se puede deducir a partir de este espectro que
la unión glicosídica de la glucosa unida a C-3 es B y que se en
cuentra en forma piranósica.

El valor de las señales de los C-1G y C—GGdifieren res
pecto de los de Me-B-O-D-glucopiranósido ya que en el caso del car
bono anomérico se produce un desplazamiento (-2,8 ppm) debido a la
presencia de la aglicona (Me-ocanferol) y en el caso de C-6 indica
el lugar de unión de 1a ramnosa (A6=+6,4 ppm)225. Es decir que el
disacárido unido a C-3 es rutinosa. h

De las señales correspondientes a las dos ramnosas,las É
nicas que evidentemente pueden asignarse especificamente son lasde
los C-l. Es de esperar que la señal que aparezca más desplazada a
campos mayores (98,4 ppm) corresponda al C-l de la ramnosa unidad;
rectamente al flavonoide, es decir, a C-7. La restante, que se og
serva a 100,5 ppm se debe adjudicar por ende a C-l de la ramnosade
rutinosa.

Comoconclusión, la complementación de todos los datos a
quí discutidos condujeron a identificar al compuestoEl! comocan
ferol-3-0-B-D-glucopiranosil-(1-06)-a-L-ramnopiranósido-7-O-a-L-ram
nopiranósido (canferol-3-O-B-rutinósido-7-O-a-L-ramnopiranósido).

Protoalcaloides

Colina ¿y

Comoresultado de la marcha separativa para el estudio
de compuestos alcaloidales en el extracto etanólico, se obtuvo un
precipitado a pH=12con el agregado de una solución saturada de
sal de Reinecke (Cr(SCN)4(NH3)2NH4)232.El precipitado se disol
vió en acetona y se cromatografió por resina de intercambio anió
nico (forma HOÏ), usando como solvente de elución metanol.

Finalmente, se purificó mediante cromatognafia en colum
na de alúmina eluyendo con Cl3CH: MeOH:AcOH, 10: 1: 0,1, obtenién
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dose asi el compuesto ¿y en forma de acetato.
El espectro 1H-RMNde este protoalcaloide (Fig.89 ) evi

dénciaba la presencia de dos singuletes, uno a 1,97 ppmque integrg
ba para tres hidrógenos y otro a 3,13 ppmque integraba para nueve
hidrógenos. El primero puede asignarse al metilo del acetato mien
tras que el último a tresnmtilOSunidos a un nitrógeno cuaternario.

¿mi?
JJ) Ésmoz

H0CH2— l |
. l J | n l Js———4——s ' 1 o

1o 9 8 7 6 4 3

Figura 89

Se observan además, dos multipletes a 3,50 y 3,98 ppm,
integrando ambas señales para dos hidrógenos. El que aparece a
camposmayores se atribuyó a un metileno unido a1 nitrógeno cua
ternario, mientras que el segundo correspondía a un metileno con
un sustituyente oxigenado. Medianteestos datos pudo determinar
se la identidad de este compuesto comoacetato de colina, siendo
coincidente el espectro obtenido al informado en literatura233.

Para verificar este resultado se realizó el picrato de
¿y y de un testigo de colina. El punto de fusión de ambospicra
tos fueron coincidentes entre sí y la determinación del punto de



155

fusión mezcla no mostró depresión.

N-metil ácido nicotïnico XVI

A la solución resultante de la precipitación del reine
ckato del compuesto ¿y (colina) se la llevó a pH=1y se le agregó
nuevamente una solución saturada de la sal de Reinecke, obteniendo
se un precipitado que fue tratado comoen el caso anterior. Elsoí
vente de elución de la columna de alúmina fue en este caso C13CH:
MeOH:AcOH, 10: 2,5: 0,2. De esta forma se obtuvo el compuesto ¿El
en forma de acetato.

Su espectro de 1H-RMN(Fig.90 ) mostró también dos singu
letes: a 1,98 ppm, que integraba para tres hidrógenos correspondien
te al metilo de un acetato, y a 4,36 ppm, que también integraba pa
ra tres hidrógenos adjudicable a un metilo unido a un nitrógeno cua
ternario.

ewnvyhu*hflkflfiüflwFfih*
H-4 y 6

H-S

¿jp i
‘Íj ¡

., _

n-z 53CÑ 53ccozW LJy
é ' á É ¿s á á á '2 '1 o

Figura 90
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Las restantes tres señales, que integraban en total para
cuatro hidrógenos, aparecían a 8,02; 8,82 y 9,20 ppmy fueron asig
nadas a una piridina sustituida. La señal a 8,02 ppm, que integra
ba para un hidrógeno, era un doble doblete cuyas constantes de acg
plamiento (7 y 6 Hz) indicaban una doble partición orto. Por ser
la única señal con estas caracteristicas se dedujo que el sustitu
yente del anillo piridïnico estaria en C-3 y por consiguiente, la

señal analizada correspondería al H-5, siendo J4'5=7 Hz y JSI6=6 Hz.
La adjudicación de estas constantes se basa en la distinta sustitu
ción de los C-4 y 6. Por-ser el sustituyente de C-6 mucho más eleg
tronegativo (el nitrógeno de la piridina), a JS,6 le corresponde el
menor valor.

El singulete ancho, que integraba para un hidrógeno, ob
servado a 9,20 ppm es adjudicable entonces al H-2 ya que es el más
desprotegido y el que no presenta ninguna partición 9539.

Finalmente, el multiplete a 8,82 ppm, que integraba para
dos hidrógenos, correspondería a las señales superpuestas de los
H-4 y 6.

El espectro observado era análogo al existente en litera
tura para el cloruro de 3-carboxi-l-metil-piridoni0234.

13C-RMNdel compuestoXVI mostró las señaEl espectro de
les caracteristicas de un acetato. El carbono carbonilico del mis
mo aparece a 180,4 ppm y su metilo a 23,5 ppm. También en la zona
correspondiente a los carbonilos se visualizaba una señal a 175,7
ppm, siendo este valor semejante al del carbonilo del ácido benzoi
co.

Visiblemente separada se observaba unaseñal a 49,2 ppma
-tribuible a un carbono alquilico (metilo) unido a un nitrógeno cug
ternario. 

Por último, se apreciaban cinco señales entre 125 y 150
ppm, coincidentes con las esperadas para el catión piridonio susti
tuido

El carbono más desprotegido es el C-3 que se observa a
137,6 ppm, debido a la sustitución con un carboxilo. Este sustitu
yente provoca además, el corrimiento del carbono para (C-6), que
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se observa a 146,8 ppm.
La adjudicación de las demás señales, así como también

los valores comparativos para el catióh piridonio,se detallan en
la tabla 36.

XVI catión piridonio

C72 145,5 142,5
C-3 137,6 129,0
C-4 147,9 148,4
C-5 128,4 129,0
C-6 146,8 142,5

H3g-C02_ 23,5

H3Ï-goz 180,4
Py -goZH 175,7

Tabla36

Estos resultados permitieron identificar al compuestoXVI
(en forma acetato) comoacetato de 3-carboxi-1-metiï-piridonio (a
cetato de N-metil ácido nicotïnico o acetato de trigonelina).

CH3 XVI

Aminoácidos

Parte del percolado acuoso del extracto etanólico, obtenido co
mo se indica en la parte experimental, se trató con una resina de

+
intercambio catiónico AGSOW-XB(forma H ).
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Se eluyó primeramente con agua para obtener una fracción
constituida por los componentes neutros y luego con una soluciónde

NH40H4 N. Se obtuvo así, una segunda fracción formada por los a
minoácidos libres y los alcaloides cuaternarios.

Se evaporó el solvente y se cromatografió el residuo en
un analizador automático de aminoácidos, comose indica en la pag
experimental (pág. 207).

Se caracterizaron de esta forma los siguientes componen
tes: ácido aspártico (XXII), treonina (XVIII), serina (XIX), ácido
glutámico (XX), prolina (XXI), glicina (XXII), alanina (XXIII), va
lina (XXIV), metionina (XXV), isoleucina (XXXI), leucina (XXVII),
tirosina (XXVIII), fenilalanina (XXIX)e histidina (XXX)

HOZCCHZCH(C02H)NH2 mi ' (CH3)2CHCH(COZH)NH2 ¿m

H3CCH(OH)CH(COZH)NH2 El H3CSCI-12CHZCH(COZH)NH2 ¿y

HOCHZCH(COZH)NH2 ¿B H3CCH2CH(CH3) CH(cozn) NH2 ¿(gg

HOZCCHZCHZCH(COZH) NH2 XX (113€) ZCHCHZCH(cozn) NH2 XXV_II

+ co H
Q 2 xx: H HZCH(COZH)NH2XXVIII

H2 , '

CI112(C02H)NH2 XXII @ CHZCH(coznnm2 XXIX

1

H3CCH(C02H)NH2 XXIII ¿É;2>—CH2CH(C02H)NH2 XXX
H
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Análisis del extracto etanólico de flores

El extracto etanólico de laS'flores de Bauhiniacandicans
Benth. se obtuvo pornwliendade las mismas con etanol en licuadora
y posterior evaporación del solvente.

D-inositol-3-metiléter XXXI

Al intentar redisolver este extracto etanólico de flores
en etanol, se formó un insoluble que fue separado por filtración y
fue posteriormente recristalizado de etanol, obteniéndose asi el
compuesto 5551.

Por los valores de Rf obtenidos en varios sistemas de
solventes, este componentemostró tener una polaridad semejante a
la de un monosacárido.

lH-RMNdel derivado acetilado de XXXIEl espectro de
(XXXIa)indicó la existencia de cinco metilos de acetilos que apa
recían a 1,93; 2,00; 2,07 y 2,14 ppm, integrando esta última señal
para seis hidrógenos (Fig. 91)

Se observaba además otro singulete a 3,40 ppmque inte

graba para tres hidrógenos y que fue asignado a un -OCH3.
A 3,60 ppmaparecia en triplete de J= 9 Hz, que integra

ba para un hidrógeno, concordante con un H- a de un metiléter.
Por último, un multiplete a 5,22 ppm, que integraba para

cinco hidrógenos, evidenciaba la existencia de cinco hidroxilos se
cundarios acetilables.

Estos datos condujeron a suponer que el compuesto ¿55; e
ra un hexitol cíclico que tendria uno de sus hidroxilos metilados .
La constante de acoplamiento de 9 Hz del triplete a 3,60 ppmindi
ca una relación axial-axial del hidrógeno que genera dicha señal
con dos hidrógenos equivalentes. Esto permitiría suponer que se
trataría de un metiléter de inositol.

La comparación cromatográfica del compuesto XXXIacontra
testigos igualmente derivatizados, utilizando CGL(ECNSS;180 °C,
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isotérmica), determinó la identidad del compuestoEgg; comoD-ino
sitol-3-metiléter.

Para verificar este resultado se determinó el punto de
fusión de 555; y el de un testigo de D-inositol-3-metiléter, re
sultando ambos iguales. Además, se realizó el punto de fusión mea
cla no observándose depresión.

Todos estos resultados condujeron a identificar al com
puesto-XXXIcomoD-inositol-3-metiléter (pinitol).

Figura 91

Canferol-3-O-B-rutinósido XIII X canferol-3-O-B-rutinósido-7-O-u
-ramnósido XIV

En este extracto se determinó además la existencia de los
compuestos XIII y XIV.

Para poder realizar esta determinación por comparación
cromatográfica con los respectivos compuestosobtenidos del extrag
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to etanólico de hojas, ya que se apreciaban similitudes con éstos,
se debió primeramente aislar y purificar dichos componentes.

Esto debió realizarse debido a la complejidad del extras
to y a'la variabilidad de los Rf de los glicósidos de flavonoides
con la concentración y pureza. En la tabla 37 figuran los resulta
dos de esta comparación en c.c.d. indicándose en cada caso la fase
estacionaria y el solvente de desarrollo utilizados¿

Fase estacionaria Fase móvil RÏXIII RfXIV

Poliamida MeOH/HZO4:1 0,35 0,70
Poliamida Acetona/HZO 1:1 0,25 0,48
Poliamida Isopropanol/HZO 3:2 0,60 0,85
Celulosa BuOH/AcOH/HZO4:1:5 0,87 0,70
Silicagel AcOEt/EtOH9:1 0,52 0,31

Tabla 37

Para ratificar los resultados cromatográficos se realiza
ron ademas, los correspondientes espectros UV, masas y.1H-RMN.

Los respectivos datos y análisis figuran en la discusión
del análisis estructural de estos compuestosaislados a partir de
hojas de la mismaespecie vegetal (capitulo IV, pág.l33-153).

ESTUDIO COMPARATIVO E LOS COMPONENTES EBAUHINIA VARIEGATAXBAUHINIA
FTMTTCHTA

Debido a la carencia de estudios quimicos de la especie
mnüdnia;finfiïcata y a que se habian analizado principalmente los flg
vonoides presentes en Báuhimlavariegata', resultó de interés comparar
los componentes aislados a partir de Bauh-¿niacandicanscon los presea
tes en las dos primeras especies.

Para llevar a cabo este propósito se realizó un fraccio
namiento cromatográfico de los correspondientes extractos, tal co
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mo se detalla en la parte experimental (capítulo V, pág.187 y 190).

Hidrocarburos

El estudio de las correspondientes fracciones que conte
nïan los hidrocarburos se realizó por CGL(CV-17, 3%; 1,8 m de log
gitud; 220°C, isotérmica), por comparación con los obtenidos a pag
tir de Bauhinia cand-L'cans(Tablas 38 y 39) .

C CC20 C21 C22 C23 C24 C25 'C26 C27 C28 C29 C30 31 32

Tr 1,35 1,65 2,06 2,64 3,43 4,57 6,11 8,33.11,34.15,95 21,51 25,71 34,82
ln T 0,30 0,50 0,72 0,97 1,23 1,52 1,81 2,12 2,43 2,77 3,07 3,25 3,55
% 0,38 0,15 0,16 0,45 0,29 1,64 1,33 3,60 1,34 9,31 0,80 77,51 2.28

Tabla 38

C20 C21 C22 23 24 C25 C26 C27 C28 C29 C30 C31 C32 C33

T 1,32 1,59 2,01 2,57 3,33 4,41 5,91 7,93 10,79 15,01 20,21 27,89 37,35 51,01
ln T 0,28 0,46 0,70 0,94 1,20 1;48 1,77 2,07 2,38 2,76 3,01 3,32 3,62 3,93
% 0,92 0,05 0,56 0,12 0,30 3,00 9,57 3,90 1,97 53,63 2,76 15,53 2,06 5,51

Tabla 39

C ‘C

Tab.38 y 39:Valores de los tiempos de retención, sus logaritmos y
porcentajes correspondientes a los hidrocarburos de cadena lineal
presentes en B.pariegata y forficata, respectivamente.

Ademásde graficar ln Tr en función dcl número de áto
mos de carbonos, se calcularon los respectivos parámetros por
cuadrados mínimos. Estos resultados se detallar a continuación:

B. variegata B. fbrficata

ordenada al origen -5,86 —5,64
pendiente 0,30 0,29
coeficiente de
correlación 0,995 0,998
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Al comparar los resultados obtenidos puede apreciarse
que B. wnfiegata tiene como único hidrocarburo mayoritario a1 de ca
dena lineal de treinta y un átomos de carbono (77%), mientras que
en B._flnfiïcata el más abundante es el de veintinueve átomos de
carbono(53%), siguiéndole en importancia el de treinta y un átomos
de carbono(15%). Ninguno de estos resultados concuerda con los
obtenidos para B.camhbans ya que en este caso el hidrocarburo mayg
ritario es el C31(57%)y el segundo cuantitativamente importante
es el C (20%).29

Triacontanol l

La presencia de triacontanol se determinó en ambosextrag
to por comparación cromatográfica por CGLcon el testigo aislado
de B. candicans.

Las condiciones utilizadas fueron: columna 0V-17, 3%;

250°C, isotérmica. Tr: 10,43 min.
En las tres especies analizadas, este alcohol lineal de

treinta átomos de carbono resultó ser un componentemayoritariode
los respectivos extractos de éter de petróleo.

Esteroides

Esta familia de productos fue analizada por CGLcon co

lumna capilar SP-2100, 15 m de longitud, 0,2 mmde diámetro; T1:
200°C, T 280°C, velocidad de calentamiento: 10 °/min.

2 Los cromatogramas obtenidos en cada caso se muestranen
la figuras 92 (B. vcrzlegata) y 93 (B. forficata).

La identificación de los respectivos componentesse rea
lizó por CGL-EMcon columna SE-30, 3% con programación de tempera

turas: T1= 200°C, T2= 290 °C, v= lO°/min.
En la fraCCión correspondiente a B.'mnñegaü15eidentifi

caron: estigmasta-3,5-dieno(III), campesterol (ly), estigmasterol
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(y), sitosterol (gg), estigmast-4-en-3-ona (VII) y estigmasta
-4,6-dien—3—ona (VIII).

í- 8,08

7,64

7,44

9,05

8,72

6,83

Figura 92

En B.¿flnfiïcata los esteroides identificados fueron: cg
lesterol(XXXII=gQ, brasicasterol(XXXIII=22L campesterol(ly), es
tigmasterol (y), sitosterol (El)grestigmast—4—en—3—ona(21;);

‘ La discusión de las rupturas correspondientes a estos
compuestos se encuentra en las páginas 72-98,

Las fragmentaciones de colesterol XXXIIy brasicasterol
XXXIIIpueden incluirse con las generalizadas para los A -estero—
les en la pág.78-82 (Fig. 94 y 95).
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Figura 93
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Figura 94: Espectro de masas de colesterol XXXII.
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Comparandolos resultados obtenidos puede apreciarse
que B.fbnfikmtadifiere en su composición de esteroides respecto
de las otras dos especies estudiadas, ya que ésta carece de
hidrocarburos y dienonas esteroidales presentes en las otras dos
y posee, contrapuestamente, los esteroles colesterol (XXXII)y
brasicasterol (XXXIII), ausentes en B. variegata y B. candicans.

Glicósidos gg esteroles

Mediante sendas cromatografías en columna de sílicagel

H usando mezclas de C13CH-AcOEt50% hasta llegar a AcOEt puro co
moeluyentes, se aislaron las subfracciones que tenian igual Rf
que la mezcla de los glicósidos de esteroles 5, EL y ¿EL

La comparación de dichas fracciones con la análoga aii
lada de B.cmndúwi se llevó a cabo por c.c.d. de silicagel. Pa
ra ello se metiló cada una de las correspondientes alícuotas di
rectamente en placa. Esto se realizó co-sembrandolas alicuotas
con gotas de diazometano en éter etílico.

Utilizando como solvente de desarrollo Cl3CH/AcOEt6:4
se determinó la presencia en ambasespecies vegetales de sitoste
rol-3-0-B-D-xilopiranósido (g), sitosterol-3-0-a-D-riburonofurané
sido (El) y sitosterol-3-O-B-D-glucopiranósido (XII)

Protoalcaloides X aminoácidos

En los respectivos percolados acuosos de los extractos
metanólicos de hojas y ramas de B. variegata yB. forficata se identi
ficaron lós alcaloides cuaternarios colina (5X)y trigonelina(5y;)
por comparación contra los testigos aislados de B. candicans,en pla
ca de celulosa usando como solvente de desarrollo BuOHzAcOHzHZO
4:1:5, resultando los Rf respectivos 0,32 y 0,24.

En estos mismos percolados se observó la presencia de
los siguientes ácidos y aminoácidos libres: ácido aspártico(XVII)
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treonina (XXIII), serina (XIX), ácido glutámico (XX), prolina(XXI)
glicina (XXII), alanina (XXIII), valina (XXIX),metionina (XXX),
isoleucina (XXXI),leucina (XXXII),tirosina (XXVIII), fenilalani
na (XXIX) e histidina (XXX).

La determinación de estos componentes se realizó por
comparación con los análogos aislados de B. candicans.

Componentesde B.zxuáegata identificados en trabajos previos

En la parte aérea de B. mnüegauz se encuentran presen
tes los siguientes flavonoides que ya habian sido descriptos ante
riormente: canferol-3-O-ramnoglucósido; canferol-3-O-B-galactósi
do(gg);5,7-dimetoxif1avona—4'—O—B-D-glucopiranosil—(1—*4)—0—a-Ir
—ramnopiranósido (gg) y 5,7-dihidroxif1avanona-4'—O-B-D-glucopira
nosil-(l-a4)—0—a—L-ramnopiranósido (¿2)40'42’43.

Se habia informado previamente también la presencia de
sitosterol (gg=yl) y lupeol (gl)42.

Tabla comparativa de los compuestos dg_las tres especies
En la tabla 40 se presenta un análisis comparativo de

los compuestos identificados en los extractos de B. candicans, B. v2
riegata y B. forficata . Comopuede apreciarse existe una gran simi
litud en 1a composición quimica de estas tres especies, radicando
la principal diferencia en sus hidrocarburos y esteroides.

B. candicans B. forficata B. variegata

ngflóo ++ +++++ +
C31H64 +++ + +++++
estigmasta-1,3,5
-dieno (II) + — _
estigmasta-3,5—dieno + — +
colesterol (XXXII) - + _
brasicasterol (XXXIII) - ++



Continuación de la tabla 40

campesterol (EX)
estigmasterol (y)
sitosterol (El)
estigmast-4-en-3-ona
(11;)
estigmasta-4,6-dien
-3-ona (VIII)
estigmasta-3,5-dien
-7-ona (lg)
sitosterol-3-O-B-D
- Xilopiranósido (g)
sitosterol-B-O-u-D
-riburonofuranósido
(El)
sitosterol-B-O-B-D
-glucopiranósido(XII)
triacontanol (g)
colina (é!)
trigonelina (53;)

B. candicans

++

+++

++++

++

+++

++++

+++

Tabla 40

B..finfiïcata

++

+++

++++

++
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B. variegata

+++

++++

+++

+++
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA PE BAUHINIA CANDICANS

Aunque se obtuvieron de plantas superiores muypocos
antibióticos sin uso terapeútico, la dificultad en encontrar dro
gas de origen sintético clínicamente útiles, el angosto espectro
de actividad, los grados variables de toxicidad y la resistencia
mostrada por algunas bacterias a estasdrogas, justifican la bús
queda de nuevos agentes antimicrobianos naturales.

Resulta interesante el estudio de las plantas superio
res ya que sus metabolitos secundarios pueden ser una fuente impoE
tante de estos compuestos.

Parecen ser los responsables de este tipo de actividad
diferentes clases de metabolitos, comoalcaloidesz36'237
lidosz38, saponinas esteroidale3239, terpenoide5240’24l,
sesquiterpénicasz42, cumarinas243y flavonoides C-bencilados

, witanó
lactonas

244.
Para determinar la actividad antibacteriana se ensaya

ron los extractos de éter de petróleo y etanólico deBmddnüzcmuü
cans frente a distintas bacterias Grampositivas y Gramnegativas,
aerobiaso anaerobias y algunas levaduras y hongos, mediante méto
dos usuales en medio sólid0245. .

Estos extractos no mostraron actividad frente a las bag
terias Gram negativas probadas (Salmonella newport, Salmonellaoranienburg,
Escherichia coli B y Pseudomonasaeruginosa).

Las concentraciones más bajas que resultaron ser activas
fueron las de 500 y 250 ug/ml del extracto éter de petróleo, estas
diluciones actuaron contra Mycobacteriumphlei y Aspergillus niger res
pectivamente.

Salvo las inhibiciones producidas por el extracto de é
ter_de petróleo sobre Streptococcusfaecalis y Mycobacteriumphlei, los
dos extractos ensayados mostraron actividad ante los mismosmicro
organismos (Staphylococcus aureus, Saccharomycescerevisiae, Candidaalbicans
yrAspergilhuyniger), resultando siempre las concentraciones inhibitg
rias minimas menores para el extracto de éter de petróleo.

Ambosextractos mostraron ser bacteriostáticos, pero el
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extracto etanólico de Bmdúnüzcamñcmu;evidencióactividad fungici
da a altas concentraciones.

Se continúan los estudios con el objeto de determinar
los compuestosresponsables de las actividades descriptas.

ACTIVIDAD HIPOGLUCEMICA E HIPOCOLESTEREMICA BE BflUHNWMCANRHMNS

Debido a que la infusión de hojas de Bauhiniacandicans es
ampliamente usada con fines medicinales por su actividad antidiabg
tica, resultó interesante realizar un nuevoestudio farmacológico
y vincular esta actividad con los resultados obtenidos en esta Te
sis, ya que en la literatura no existia estudio quimico alguno de
dicha especie y los únicos ensayos farmacológicos efectuados eran
contradictorios.

Fste experimento fue realizado con perro pancreatectomi
zado. La carencia de páncreas, y por ende de insulina, produce dis
minución en 1a entrada de glucosa en las células musculares. Ade
más, esta carencia provoca una disminución concomitante de la can
tidad de glucógeno formado a partir de glucosa tanto en células he
páticas comomusculares, aumentando la gluconeogénesis a partir de
proteinas. Todas estas alteraciones metabólicas tienen comoconsg
cuencia un aumento considerable de glucosa en sangre.

En el tejido graso, la falta de insulina disminuye la
sintesis de triglicéridos debido a la falta de glicerofosfato. A
demás, por inhibir la,insulina la lipolisis se producehiperlipemia
especialmente aumento de la concentración de ácidos grasos en san
gre. Comoéstos no pueden ser consumidos en el ciclo del ácido ci
trico, se llega a un aumentode cuerpos cetónicos lác. acetoacéti
co, ác. B-hidroxibutírico, acetona).

Además, ante carencia de insulina se produce mayor for
mación de colesterol.

Es asi entonces que la ausencia de páncreas genera hiper
glicemia seguida por glucosuria y acidosis que evoluciona posterior



mente hacia el comay, finalmente, produce la muerte157'246,
Luego de realizarse la pancreatectomïa y para no alcan

zar los últimos grados de este cuadro clinico, se administró una
dosis de mantenimiento de insulina durante cinco dias. Al cabo de
dicho lapso, se efectuó una perfusión del extracto acuoso de anhi
niacmndümns, extrayéndose sangre a la hora, dos horas y cinco ho
ras.

La pancreatectomía, perfusión y extracción de las mues
tras de sangre fueron realizadas en laboratorios del IBYMEpor el
Dr. del Castillo.

Los análisis de glucosa y colesterol en plasma se lleva
ron a cabo en nuestro laboratorio utilizando métodos enzimáticos.

En el caso de la glucosa se usó la técnica de la gluco
sa-oxidasa (GOD)ya que ésta produce la oxidación enzimática de la
glucosa a ácido glucónico y agua oxigenada. Esta última en presea
cia de peroxidasa (POD)produce la copulación oxidativa del fenol
con la 4-aminofenazona (4-AF) dando lugar a la formación de un crg
mógeno rojo-cereza con un máximo de absorción a 505 nm, según el
siguiente esquema:

Glucosa + O2 + HZO -4321-4 ác. glucónico + H202
GOD . . .

2 H202 + 4-AF + fenol ———————»4-(p-benzoquinona-mon01m1no)fenazo
na + 4 HZO

La determinación debe realizarse en suero o plasma ya
que los hematíes y leuc0citos son los responsables de 1a destruc
ción enZimática de 1a glucosa sanguínea (glucólisis). Esta des
trucción es proporciona a la temperatura a la que se conserve la
sangre, siendo máximaa 37 °C. Por lo tanto debe centrifugarse
dentro de las dos horas de la extracción hasta obtener un sobrena
dante límpido. Si bien ningún componente normal o patológico del
plasma puede afectar esta determinación, si lo pueden hacer conta
minaciones con reductores u oxidantes o inhibidores enzimáticos c9
mo detergentes, metales pesados y cianuros.



173

La determinación de colesterol se realizó mediante su 9
xidación por la colesterol-oxidasa (COD),previa hidrólisis enzimé
tica de los ésteres con una lipasa de origen fungïstico. Al igual
que en la determinación de glucosa, el H202generada forma en pre
sencia de la peroxidasa (POD)y de 4-aminofenazona (4-AF), la qui
noimina roja comose detalla a continuación:

ésteres de colesterol -—lï23534 colesterol + ác. grasos

COD
Colesterol + 02 ——————4colesten-3-ona + HZO2

POD . . .
HZO2 + 4-AF + fenol -—————a4(p-benzoquinona-monOimino)fenazona +

+ 4 H20

En estos análisis debe utilizarse suero o plasma hepari
nizado pues los anticoagulantes comunesinterfieren. Además, las
contaminaciones mencionadas para el método de la GODproducen aquí
las mismasalteraciones.

Los valores promedio obtenidos en estos ensayos son:

Horas después de glucosa colesterol
la perfusión g/l g/l

1 4,63 1,81
2 3,40 1,55
5 4,10 1,51

Estos resultados indicarïan que la actividad hipoglucé
mica tendría un máximoalrededor de las dos horas de realizada la
perfusián, mientras que la actividad hipocolesterolémica es más prg
longada, perdurando aún a las cinco horas de suministrado el extrag
to.

De los compuestos identificados en el extracto acuosode
Bauhimlacandica-ns, (jue es obtenido en forma análoga a la infusión u
sada medicinalmente, el alcaloide cuaternario trigonelina (52;) es
el que evidentemente es responsable de la actividad farmacológica
observada. Este compuesto es el componente mayoritario de dicho
extracto encontrándose acompañadode áCidcs y aminoácidos libres
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(ác. aspártico (XVII), ác. glutámico (XX), treonina (XVIII), seri
na (XIX), prolina (551), glicina (XXII), alanina (XXIII), valina
(XXIV),metionina (XXV),isoleucina (XXVI), leucina (XXVII), tiro
sina (XXVIII), fenilalanina (XXIX)e histidina (XXX)); colina (XV)
y trazas de sustancias neutras de alta polaridad.

La trigonelina recibió,desde hace ya tiempo, bastante a
tención debido a su importancia biológica. Se observó que contra
rresta el efecto hiperglicémico de la cortisona cuando se adminis
tran concomitantemente, aunque no es efectiva si se suministra dos
horas después247.

Se ensayó el efecto de este compuesto en pacientes dia
béticos hospitalizados y se observó una hipoglicemia suave en el
50%de los casos, después de suministrar 500 mg oralmente.

Se estudió, además, la acción que ejerce sobre la glicó
lisis, ya que se demostró que es uno de los principales derivados
del ácido nicotínico que aumenta la respiración en los tejid05248
250_

Trigonelina ejerce también una marcada acción en el me
tabolismo del colesterol. Se estudió el efecto del ácido nicotïni.
co y compuestos relacionados ( entre ellos la trigonelina) sobre
la incorporación de ác. mevalónico en colesterol, observándose que
tanto ésta comoel ác. nicotínico actúan entre el acetato y mevalg
nato251 ' 252

En 1962 se determinó su acción antiaterosclerótica
ya que en gallinas que adquirïan espontáneamente esta enfermedad
por causa de la edad, la administración de trigonelina producía u
na gran disminución en las lesiones aórticas y en el contenido de
colesterol.

Se encontró también que la trigonelina reduce el coles
terol total y-libre presente en plasma sanguíneo de rata5253. Adg
más se demostró que es un agente hipolipidémico afectando in vivo
la movilización de los ácidos grasos libre5254.

Finalmente, cuando se estudiaba la fracción soluble en
agua de Mnmia¿flmtüh255,se observó actividad anticancerigena, re
sultando ser el alcaloide activo la trigonelina.



CAPITULO V

PARTE EXPERIMENTAL
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PARTE EXPERIMENTAL

Métodos empleados

Los puntos de fusión (Pf) fueron determinados en un api
rato Fisher-Johns y no fueron corregidos.

Los poderes rotatorios (aD) fueron medidos en un polar;
metro digital Perkin Elmer, modelo 141, en tubos de un dmde longi
tud,a temperatura ambiente, con los solventes y concentraciones que
se indican en cada caso.

Los espectros de absorción infrarrojo (IR) se obtuvieron
en un espectrofotómetro Perkin Elmer 137-B Infracord y en un espec
trofotómetro Perkin Elmer modelo 710-B. Las determinaciones se hi
cieron en suspensiones de nujol o en pastillas de KBr.

Los espectros de absorción ultravioleta (UV)fueron de
terminados en soluciones de metanol en un espectrofotómetro Beckman
DK-2A. En los espectros UVde flavonoides se utilizaron como reag
tivos de desplazamiento: metóxido de sodio (NaMeO),cloruro de alg
minio (ALCl3) al 5%en metanol; ácido clorhídrico acuoso (HCl) 1:1;
acetato de sodio (NaAcO)sólido y ácido.bórico (H3B03)sólido.

Los espectros de masas (EM) se realizaron a 70 eV en un
espectrómetro de masas Varian Mat CH-7Acon inserción directa. Las
cromatografias gas-líquido combinadas con espectrometrïa de masas
(CGL-EM)se realizaron en un cromatógrafo Varian 1400 acoplado a un
espectrómetro de masas Varian Mat CH-7Acon procesador de datos
(computadora Varian Mat Spectra System 166 con teletipo Tektronix
4010-1 e impresor Tektronix 4631) o en un equipo Hewlett-Packard
5995A.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protónica
(lH-RMN)se efectuaron a 60 MHzcon un espectrómetro Varian A-60,
a 100 MHzen un espectrómetro Varian XL-lOO y en un Brucker 90 se
gún se indica en cada caso. Los espectros de resonancia magnética
nuclear de carbono 13 (13C-RMN)se efectuaron a 25,2 MHzen un es
pectrómetro Varian XL-lOO y a 20,15 MHzen un Varian FT-BO.
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El solvente en que fueron hechos los espectros se indi
ca en cada caso; en todas las determinaciones se utilizó tetrametil
silano (TMS)comoreferencia interna. Los desplazamientos quimicos
se indican en ppmy las constantes de acoplamiento (J) en Hz. Las
abreviaturas usadas en la descripción de estos eSpectros son: s,
singulete; d, doblete; t, triplete; c, cuarteto; q, quinteto; sx,
sexteto; o, octeto; m, multiplete.

Todos los solventes empleados fueron purificados por des
tilación y evaporados a presión reducida a temperaturas menores de
50°C. Todas las mezclas de solventes están expresadas en relacioé
nes de volumen (V/V).

Métodos cromatográficos

A) Cromatografía en capa delgada (c.c.d.)

Se utilizó siempre la técnica ascendente. Se usaron pla
cas preparadas con silicagel G (Merck), espesor 250 pm con indica
dor fluorescente a 254 nm; cromatoplacas de silicagel G (Merck),
celulosa F (Merck), alümina F-254 (Merck) y poliamida; además seem
plearon placas Merckde alta eficiencia para c.c.d. (HPTLC)de sí
licagel y celulosa.

Los reveladores utilizados fueron: H2804-H0Ac,1:1;
FeCl3 al 2% en etanol; solución acuosa saturada de AgNO3al 1%en
acetona e HONaal 2% en EtOH/HZO,1:1 y reactivo de Dragendorff se
gún Thies, Reuther, modificación de Vagujfalvi

g) Cromatografía en columna

Se emplearon los siguientes rellenos para las columnas
cromatográficas: silicagel grado 923, malla 200-300 (Davidson Che
mical); silicagel H (Merck) para cromatografïas a mediana presión;
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alúmina neutra (Woelm); Sephadex LH-20 (Sigma); resina de intercam
bio Amberlite IRA-400 (0H-) (Sigma); resina de intercambio catióni
co AGSOW-XB(so-100 mesh) (11+) (Bio-Rad). —

En las cromatografias líquidas a mediana presión el sol
vente de desarrollo fue impulsado por una bombaProminent-Electro:
nic 1001 SCJ provista de un amortiguador de pulsos,o se lograba
mediante aire comprimidola presión requerida.

g) Cromatografía gas-liquido

Se realizaron en cromatógrafos Hewlett-Packard 5830-Ao
5840-A, ambos con detector de ionización de llama (PID), usando ni
trógeno comogas portador. _

Las fases de las columnas tenían como soporte Chromosorb
W-Aw-DMCS,malla 60-80, excepto la fase ECNSS-M,cuyo soporte era
Chromosorb Q.

Las condiciones y columnas empleadas se indican en cada
caso.

Q) Cromatografía de intercambio para análisis gg aminoácidos

Los aminogramas fueron realizados en un analizador de
aminoácidos Beckman120-B. El flujo de las soluciones buffer uti
lizadas fue de 66 2/3 ml/h y el delreactivo revelador (ninhidrina)
33 1/3 ml/h. La temperatura a la que fueron realizados los amino
gramas fue de 55°C.

La secuencia de buffers empleados fue: solución de ci
trato de sodio 0,20 N, pH=3,28; solución de citrato de sodio 0,20 N
pH=fi,25; solución de citrato de sodio 0,35 N pH 5,28

Reacciones generales

A) Acetilación
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Todas las acetilaciones se realizaron con anhídrido acg
tico en piridina (1:0,8) a temperatura ambiente durante doce horas
o a 110 °C durante una hora.

Los respectivos derivados acetilados se aislaron por e
vaporación a presión reducida de la mezcla de reacción o volcando
la mezcla acetilante sobre hielo-ácido clorhídrico y filtrando el
derivado o extrayéndolo con cloroformo.

É) Metilación

Las metilaciones de ácidos carboxïlicos se concretaron
mediante el agregado de diazometano en éter anhidro a las muestras
metilables disueltas en solventes adecuados. A1 cabo de doce horas
de reacción a temperatura ambiente se aislaron los derivados meti
lados por evaporación de la mezcla de reacción.

g) Trimetilsililación

Las muestras a sililar se disolvieron en piridina y se
agregaron Volúmenes iguales de hexametildisilazano (HMDS)y trime
tilclorosilano (TMCS). La reacción procedió durante cinco minutos,
se evaporó a sequedad la mezcla de reacción y se tomó el residuo
con cloroformo anhidro, filtrando o centrifugando las sales forma
das.

2) Preparación de alditoles acetilados

La identificación de los azúcares obtenidos por hidróli
sis se realizó mediante análisis por CGLde sus alditoles acetila
dos.

El material a estudiar se disolvió en agua y se redujo
con NaBH4a temperatura ambiente durante doce horas. Transcurrido
ese tiempo se evaporó el solvente a presión reducida y se eliminó
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el exceso de borohidruro mediante sucesivas evaporaciones con meta
nol. Los alditoles que se obtuvieron por este método fueron aceti
lados comose describió anteriormente.

Material vegetal

Se utilizaron las siguientes especies del género Rudúnia:
A) Bauhiniacandicans : hojas, ramas y flores. Ejemplar de herbario
SI 27581. Recolectada en Capital Federal (Av. Alcorta y Sarmiento)
en el mes de noviembre. Este material fue identificado por el Prof.
Emilio Ulibarri del Instituto de Botánica Darwinion, BuenosAires.

B) Bauhiniavariegata : hojas y ramas. Recolectadas en el Jardín Bota
nico de 1a Ciudad de Buenos Aires.

C) Bauhiniaforficata : hojas y ramas. Recolectada en la Estrada da
Vista Chinesa, Alto da Boa, Río de Janeiro, Brasil. Identificación:
Curadora Dra. Maria C. Vianna, Herbario "Alberto Castellanos" F.E.
E.M.A..

Tratamiento del material vegetal

Se secaron y molieron por separado hojas y ramas de B.
cmuücans, de las otras dos especies se secaron y molieron las ho
jas y ramas juntas.

El secado del material vegetal se realizó en una estufa
con circulación de aire termostatizado a 45 °C; y el molido con un
molino Wiley, modelo BD-5, con malla de 2 mm.

El material vegetal así tratado se extrajo en forma con
tinua con éter de petróleo (GO-70°C). Al residuo obtenido luego
de evaporar el solvente se lo llama extracto de éter de petróleo.

Seguidamente, se secó el material vegetal y se re-extrg
jo con etanol y análogamente el residuo obtenido por concentración
se denominaextracto etanólico.

Las flores frescas de B.cmndianmfueron extraídas con g
tanol en licuadora.
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ESTUDIO QUIMICO DE BAUHIIVIA CANDICAIVS—————_*.——__—

Se recolectaron 2,5 kg de hojas frescas que luego de ser
tratadas comose detalló anteriormente generaron 1,4 kg de material
vegetal seco y molido (% de humedad= 43%).

Se extrajo con éter de petróleo y al concentrar dicho
extracto se obtuvo un precipitado, que fue separado por filtración:
Precipitado de éter de petróleo (14,5 g; 1,02%).

Por evaporación del filtrado se obtuvo el Extracto éter
de petróleo (42 g; 2,97%, estos últimos porcentajes se expresan reg
pecto de planta seca).

De la extracción con etanol se obtuvo luego de evaporar
el Extracto etanólico (223,6 g; 15,81%).

Se molieron, además, 340 g de flores frescas (con cáliz)
en una licuadora junto con 1 litro de etanol. .Esta operación se
repitió tres veces obteniéndose, luego de evaporar el solvente de
extracción, 32 g de Extracto etanólico de flores.

Estudio del Precipitado de éter de petróleo

Se cromatografiaron 10 g.de dicho precipitado en una cg
lumna de silicagel Davidson (500 g) usando como solventes de elu 
ción éter de petróleo, gradientes de éter de petróleo-C13CH, C13CH
y gradientes de Cl3CH-EtOH.

Se obtuvieron cuatro fracciones mayoritarias: fracción
1, 4,1 g; fracción 2, 3,2 g; fracción 3, 1,5 g y fracción 4, 0,4g.

La fracción 1 estaba constituida por ceras que no se es
tudiaron.

La fracción 2 fue sometida a cromatografía en columna

seca de silicagel Davidson usando como solventes de elución C12CHi
éter de petróleo, 4:6; 6:4 y 8:2, obteniéndose asi un compuesto pu
ro, recristalizable del solvente mezcla Cl3CH-acetona. Este com
puesto fue analizado por CGL, CGL-EM,lH-RMNe IR resultando serel
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alcohol lineal triacontanol (l), Se detectó también por CGLen es
ta fracción la presencia de los alcoholes lineales C26H540a
C31H640‘

De la fracción 3 luego de cromatografiarla a mediana pre
sión en una columna Lobar tamaño B usando como solventes de elución

C13CHy gradientes de C13CH—MeOH,se obtuvo una subfracción que
dio positiva la reacción de Liebermann-Burchardty que fue recris
talizada de metanol. El precipitado obtenido se analizó por CGL
contra testigos y CGL-EM,identificándose así la presencia de es
tigmasta-1,3,5—trieno (El), estigmasta-3,5-dieno (lll), campeste
rol (ly), estigmasterol (y), sitosterol (El), estigmast-4-en-3-o
na (gli), estigmasta-4,6-dien-3-ona (yïgl) y estigmasta-3,5-dien
—7-ona (Ez).

La fracción 4 de consistencia resinosa y oscura, no fue
estudiada.

Estudio del Extracto de éter de petróleo

Se cromatografiaron 20 g del extracto de éter de petró
leo en una columna de silicagel H (300 g) siendo los solventes de
elución empleados éter de petróleo, C13CH, C13CH-EtOH20% y 50%.

Se obtuvieron asi siete fracciones mayoritarias

Fracción masa (g) componentes

1 0,8 hidrocarburos
7,3 ceras

3 2,1 triacontanol (l)
4 2,3 ceras
5 1,6 esteroides
6 0,8 glicósidos de esteroles
7 3,7 residuo oscuro

La fracción 1 contenía hidrocarburos que fueron analiza
dos por CGLcontra testigos y por CGL-EM,siendo identificados co
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mo hidrocarburos lineales de C21H44a C33H68.
La fracción 2 estaba constituida por ceras que no se i

dentificaron. i
Por comparación cromatográfica de la fracción 3 con el

compuestol se determinó que ésta estaba constituida casi exclusi
vamentepor triacontanol.

La fracción 4 también era rica en ceras y no fue anali
zada.

De la fracción 5 se aislaron mediante cromatografía en

columna de silicagel H, eluyendo con C13CH,una fracción de carac
teristicas esteroidales que por análisis por CGLy CGL-EMresultó
estar constituida por los esteroides: estigmasta-1,3,5-trieno (El),
estigmasta-3,5-dieno (lll), campesterol (ly), estigmasterol (y),
sitosterol (2;), estigmast-4-en-3-ona (ELE),estigmasta-4,6-dien
-3-ona (222;) y estigmasta-3,5-dien-7-ona (lg).

La fracción 6 fue cromatografiada en columna de silica

gel H, siendo los sistemas de elución C13CH-AcOEt50%y luego gra
dientes de polaridad creciente hasta AcOEtpuro. Se obtuvo asi u
na fracción de caracteristicas esteroidales que al metilarse eulpla
ca con diazometano se resolvïa en tres manchas, correspondiendo una
de ellas a un compuesto no metilable.

La fracción 6, entonces, se metiló con diazometano du
rante una noche, y el producto asi obtenido se cromatografió en c9
lumna de silicagel H y se eluyó con C13CH-AcOEt20% y luego AcOEt.

Una de las subfracciones obtenidas tenia una masa muy
pequeña por lo que no pudo ser analizada. Las otras dos sustancias
resultantes (g y EEE)fueron purificadas por acetilación y por crg
matografía en sendas columnas de silicagel H, empleando comosolven
tes de elución C13CH-AcOEt2%, obteniéndose así-gb y Eïb.puros.(gb=
sitosterol-3-O-B-D-xilopiranósido peracetilado y ¿39: sitosterol
-3-O-abD-riburonofuranósido metilado y acetilado,Xb=141mg,XIb=8 mg).

La fracción 7 no fue estudiada.
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Estudio del Extracto etanólico

Se tomaron 100 g del extracto etanólico y se disolvie

ron en una mezcla de Cl3CH-H20. A esta mezcla se le agregaron 120
g de poliamida para columna y se evaporaron los solventes.

La pastilla así resultante se sometió a percolaciones

3CH, HZO y MeOH.
Luegode evaporar los respectivos solventes se obtuvie

sucesivas con Cl

ron 21,3 g de residuo clorofórmico, 63,7 g de residuo acuoso y 8,2
g de residuo metanólico.

Estudio del percolado clorofórmico

Se cromatografiaron 10 g del extracto clorofórmico en
columna de silicagel H usando comosolventes de elución gradientes

de Cl3CH-MeOH.
El análisis de las fracciones así obtenidas revela la

presencia de los glicósidos esteroidales 5 y El así comotambién
la presencia de una fracción más polar y muchomás abundante (1,86
g) casi insoluble en la mayoría de los solventes (soluble en piri
dina) que presentaba también características esteroidales (Lieber
mann-Burchardt positivo).

Se cromatografió esta fracción en columnade silicagel
H usando como eluyentes AcOEt-MeOH7%y finalmente se recristalizó
de AcOEt, obteniéndose sitosterol-3-O-B-D-glucopiranósido (XII).

Estudio del percolado metanólico

Dos gramos del residuo metanólico se sometieron a croma
tografïa en columna de silicagel H, eluyendo con AcOEt-EtOH10% ,
20%, 50%y finalmente con EtOH. De esta forma se obtuvieron cuatro
fracciones. La primera cuya masa era de 0,63 g no fue estudiada.

La segunda de 0,21 g dio Shinoda positivo y fue purifi
cada por cromatografía en columna de silicagel H (solvente. de elu
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ción AcOEt-BtOH10%), resultando una fracción mayoritaria que fue
repurificada en columna de Sephadex LH-20 (20 x 300 mm) eluyendo
con MeOH. Se obtuvo así un sólido amarillo (94 mg) que fue carac
terizado comocanferol-3-O-B-rutinósido (X213)

La fracción 3 (0,55 g) también fue cromatografiada en
columna de silicagel H eluyéndose con AcOEt-EtOH 20% su componente
mayoritario, el cual fue purificado en columna de Sephadex LH-20
con MeOH. Se obtuvieron así 270 mg de un compuesto XX! puro que
fue identificado comocanferol-3-O-B-rutinósido-7-O-a-ramnopiranó
sido.

La última fracción cuya masa era de 0,38 g resultó ser
una mezcla compleja que no fue estudiada.

Estudio del percolado acuoso

Se sembraron 80 mg de percolado acuoso en una columna
de l x 30 cm de resina de intercambio catiónico AGSOWX8 (malla 50
100) forma 3+.

Se eluyeron primero las sustancias neutras con 80 ml de

agua y luego con 20 a 30 ml de NH4OH4 N los aminoácidos (17 mg;
ninhidrina positivo). Esta última fracción se llevó a sequedad y
se evaporó sucesivas veces de MeOHhasta que se obtuvo un producto
cristalino que fue cromatografiado en un analizador automático de
aminoácidos, pudiéndose caracterizar asi los siguientes compuestos:
ácido aspártico (Xyïï), treonina (XVIII), serina (XXX),ácido glu
támico (XX), prolina (XXX),glicina (XXll), alanina (XXIII), vali
na (XXXZ),metionina (XXX), isoleucina (XXyl), leucina (XXVII), tí
rosina (XXVIII), fenilalanina (XXlX)e histidina (XXX).

Marchaseparativa para el estudio de compuestos alcaloidales

Se suspendieron aproximadamente 50 g de extracto etanó
lico en l litro de solución de HCl 0,1 N y se separó el insoluble
obtenido.
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La solución resultante se extrajo con AcOEty posterior
mente con C13CH,desechándose los extractos orgánicos. La fase a
cuosa ácida remanente (pH=3), se llevó a pH=5 con NHOH(C) y se ex
trajo con C13CHhasta reacción de Dragendorff negatiía; se repitió
la misma operación a pH=7, 9 y 12. A pH=12 se llegó mediante el a
gregado de K2CO3.

De esta manera, se obtuvieron sendos residuos clorofór
micos cuyas masas fueron a pH=5, 0,220 g; a pH=7, 0,105 g; a pH=9,
0,087 g y a pH=12, 0,131 g. Todas estas fracciones , debido a su
escaSa masa, labilidad y complejidad no fueron analizadas.

De la solución acuosa a pH=12se precipitaron los alca
loides cuaternarios comolas correspondientes sales de Reinecke,
mediante el agregado de una solución saturada de este complejo

(Cr(SCN)4(NH3)2)NH4.Luego de filtrar, se disolvió el precipitado
en acetona, se volvió a separar el insoluble que fue desechado y
se evaporó la solución resultante, recuperándose 1,30 g de reine
ckato. Esta sal fue tratada con resina de intercambio aniónico Am
berlite IRA-400 (OH-), sembrando en acetona y eluyendo con etanol.
Se obtuvieron así, luego de eliminar el solvente de la fracción en
estudio, 0,234 g de alcaloide libre, el cual tenia comocaracterïg
tica ser muyhigroscópico.

Este compuesto se purificó por columna de alúmina, sem

brando en pastilla y eluyendo con C13CH:MeOH;AcOH,10:1:0,1. Se
aislaron 0,263 g del compuesto ¿y que fue identificado comocolina.
El aumento observado enla masa se debe a la formación del corres
pondiente acetato.

La solución acuosa a pH=12resultante luego de separar
el reineckato arriba analizado, fue acidificada con HCl a pH=8
y luego a pH=Sno detectándose en ninguno de los dos casg; precipi
tado al agregar la solución saturada de sal de Reinecke. En cambio
a pH=l se observó la formación de un insoluble que fue tratado ané
logamente al compuesto gy. El solvente de elución en la columna
de alúmina fue en este caso C13CHzMeOHzAcOH,10:2,5:0,2; aislándo
se 0,215 g de acetato de trigonelina (XVI).
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Estudio del Extracto etanólico gg flores

Al tratar de redisolver en etanol 15 g del extracto eta
nólico de flores, se formó un insoluble que fue separado por fil
tración. El precipitado resultante (3,2 g) se recristalizó de eta
nol y fue identificado comoD-inositol-3-metiléter (555;).

Al evaporar la solución obtenida luego de separar el
precipitado, se obtuvo un residuo que fue cromatografiado en colum
na de silicagel H (siembra en pastilla), eluyendo con gradientes
de C H6 6-Et0H y finalmente con gradientes de EtOH-HZQ.

Este proceso condujo a cuatro fracciones, las cuales aún
contenían aproximadamente un 10 %del compuesto 5551. La primera
de éstas pesaba 0,80 g y no fue analizada.

En la segunda fracción, de 2,39 g, se detectó la presea
cia del compuesto¿lll (canferol-3-O-B-rutinósido), previa purifi
cación en columna de silicagel H (eluida con AcOEt-EtOH10%) y en
columna de Sephadex LH-20 con MeOH.

La fracción 3 resultó ser la mayoritaria (4,21 g). Se
la recromatografió también en columna de silicagel H empleando co

mo solvente de elución C13CH-EtOH33%, y la subfracción que dio
Shinoda positivo fue sometida a cromatografía en columna de Sepha
dex LH-20 en MeOH. Se detectó de esta forma al compuesto ¿ly(can
ferol-3-O-B-rutinósido-7-O-a-L-ramnósido).

El resto de los componentes de esta fracción, así como
también los de la fracción 4 (1,57 g), eran mezclas complejas de
productos muypolares.
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ESTUDIO QUIMICO 212 BAUHIIVIA VARIEGATA

Se extrajeron 40 g'de hojas y ramas, secas y molidas,
de esta especie vegetal sucesivamente con éter de petróleo, cloro
formo y metanol.

Estas extracciones rindieron, luego de evaporar el co
rrespondiente solvente, 1,6 g de extracto de éter de petróleo; 5,0
g de extracto clorofórmico y 2,3 g de extracto metanólico.

Estudio del Extracto gg éter de Eetróleo

Por cromatografía en columna de silicagel H de este ex
tracto, eluyendo con éter de petróleo y Cl CH, se obtuvieron cinco

3fracciones.

Fracción masa (g) composición

l 0,075 hidrocarburos
2 0,581 ceras
3 0,163 triacontanol
4 0,148 esteroides
5 0,450 residuo

Hidrocarburos

Los hidrocarburos de la fracciónJ.Fueron analizados por
CGL,utilizando una columna OV-17, 3%; l,8 m de longitud; 220°c,
isotérmica. 'Bstos datos fueron comparados con los obtenidos para
E.cmuücans,-obteniéndose los siguientes resultados:

Tr 1fórmu1a, %) min.: 1,35 (C20H42, 0,38); 1,65 (C21H44, 0,15);
2,06 (C22H46, 0,16); 2,64 (C23H48, 0,45); 3,43 (C24H50,
0,29); 4,57 (C25H52, 1,64); 6,11 (C26H54, 1,33); 8,33
(c27H56, 3,60); 11,34 (CZBHSB,1,34); 15,95 (C29H60.
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53,63); 21,51 (C3OH62,0,80); 25,71 (C31H64, 77,51);
34,82 (C32H66, 2,28).

Triacontanol l

La fracción 3 dio triacontanol (l) comoprincipal compg
nente, cuya identidad fue comprobada mediante comparación cromatg
gráfica contra testigo obtenido de la especie B. candicans.

C.c.d.(sílicagel; C13CH-EP,3:2) Rf= 0,45 (mancha rosada)
CGL(CV-17,3%, 1,8 m de long.; temperatura 240°C, isot.)

tR= 13,05.

Esteroides

La fracción 4 fue analizada por columna capilar SP-2100;
15 m de longitud, 0,2 mmde diámetro, empleando un gradiente de
temperaturas de 200°C a 280°C con una velocidad de calentamientOde
10°C/min. La identificación de sus componentes se realizó por
CGL-EMcon columna SE-30, 3% con programación de temperatura de
200°C a 290°C con una velocidad de calentamiento de 10°C/min.

Se determinó asi la existencia de:

Tr (compuesto, %)min.: 6,83 (estigmasta-3,5-dieno lll, 2,40);
7,44 (campesterol gy; 9,06); 7,64 (estigmasterol y; 13,15)
8,08 (sitosterol 2;; 56,24); 8,72 (estigmast-4-en-3-ona
Xïï; 3,69); 9,05 (estigmasta-4,6-dien-3-ona Mill; 2,81).

Estudio del Extracto clorofórmico

El extracto clorofórmico se subfraccionó mediante croma
tografía en columna de silicagel H usando comoeluyentes: Cl3CH,
AcOEt, AcOEt-MeOH.

Se identificaron además de los esteroides ya menciona
dos, los glicósidos esteroidales: sitosterol-3-O-B-D-xilopiranósi
do 5, sitosterol-3-O-a-D-riburonofuranósido El y sitosterol-3-O-B
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-D-glucopiranósido XII. Estas conclusiones fueron sacadas en base
a comparacióncromatográfica con los respectivos testigos aislados
de B.cmuücmw.

Estudio del Extracto metanólico

El residuo metanólico se fijó sobre poliamida para colug
na para obtener así una pastilla que fue tratada análogamente al
caso del estudio de B. candicans.

Se analizó el percolado acuoso obteniéndose como compo
nentes orgánicos mayoritarios los alcaloides cuaternarios colina
XVy trigonelina XXX. La identificación se efectuó por comparación
cromatográfica contra los respectivos testigos aislados de B.camh>
cans.

Siguiendo el procedimiento indicado en la página 184, y
(por comparacióncromatográfica contra testigos fueron identificados
los siguientes compuestos: ác. aspártico (Xyïï), treonina (XVIII),
serina (XXX), ác. glutámico (XX), prolina (XXX), glicina (XXLX),g
lanina (XXIII), valina (XXXV),metionina (XXV), isoleucina (XXVX),
leucina (XXVII), tirosina (XXVIII), fenilalanina (XXEX)e histidi
na (XXX).
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ESTUDIO QUIMICO JE BAUHINIAFORFICATA

Las hojas frescas recibidas desde Río de Janeiro (apa
rentemente con conservador), se lavaron y secaron en estufa y lue
go de la molienda rindieron 120 g de material vegetal.

Este se extrajo con cloroformo obteniéndose 17,3 g de
residuo clorofórmico y el resto vegetal se extrajo con metanol re
sultando al evaporar el solvente un residuo cuya masa era de 5,1 g.

Estudio del Extracto clorofórmico

Mediante columnade silicagel H se subdividió este re
siduo, usando comoSolventes de elución: éter de petróleo, cloro
formo, acetato de etilo con gradientes de metanol.

Se obtuvieron mediante este proceso las siguientes frac
ciones:

Fracción masa (g) composición

1 0,72 hidrocarburos
2 6,57 ceras
3 3,46 triacontanol l
4 0,98 esteroides
5 1,85 no analizada
6 .0,57 glicósidos de esteroles E y EL
7 0,93 sitosterol-3-O-B-D-glucopiranósido XII
8 2,81 residuo oscuro

Hidrocarburos

Los hidrocarburos de la primera fracción fueron anali
zados por CGLcon columna OV-17, 3%; 1,8 m de longitud; 220°C, iso
térmica; se determinó asi, utilizando comotestigos los hidrocarbu
ros identificados de 8 camficww,la presencia de los siguientes:
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Tr (fórmula, %) min.: 1,32 (C20H42; 0,92); 1,59 (C21H44; 0,05);
2,01 (C22H46; 0,56); 2,57 (C23H48; 0,12); 3,33 (C24H50;
0,30); 4,41 (C25H52; 3,00); 5,91 (C26H54; 9,57); 7,93
(C27H56; 3,90); 10,79 (C28H58; 1,97); 15,01 (C29H60;
53,63); 20,21 (C30H62; 2,76); 27,89 (C31H64; 15,53);
37,35 (C32H66; 2,06); 51,01 (C33H68; 5,51).

Triacontanol 1

El triacontanol (E), que resultó ser el componentemayo
ritario de la fracción 3, fue caracterizado por comparación croma
tográfica con el testigo aislado de B. candicans.

Las características cromatográficas de este compuesto
se detallaron en la página194.

Esteroides

La fracción 4 dio positivo el test de Liebermann-Burchardt
Su análisis por CGLutilizando columna capilar SP-2100 de 15 m de
longitud y 0,2 mmde diámetro (200—»280°C; 10 °C/min) indicó la
presencia de:
T (compuesto, %)min.: 9,14 (colesterol; 0,78); 9,49 (brasicastg

rol; 2,27); 9,95 (campesterol; 5,38); 10,20 (estigmastg
rol; 8,85); 10,76 (sitosterol; 76,20); 11,79 (estigmast
-4-en-3-ona; 3,43).
La identificación de estos compuestos se hizo por CGL

EMusando columna SEe30, 3%; de 200- 290°C, con una velocidad de
calentamiento de 10°9/min.

Colesterol XXXII m/e (%): 412 (M+2; 4,3); 411 (M+1; 18,7); 410 (M;
100); 385 (M-15; 42,8); 382 (M-18; 58,3); 367 (M-18-15;
43,1); 315 (M-18-67; 62,2); 289 (M-18-93; 63,8); 274
(M-18-108; 10,6); 273 (M-cadena lateral; 21,3); 261 (M
-18-21; 15,7); 255 (M-lB-cadena lateral; 43,6); 246 (M
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-cadena lateral-27; 4,9); 231 (M-cadenalateral-42; 39,5);
213 (M-cadena lateral-42-28; 53,2); 163 (41,1); 145 (39,7h
135 (29,2); 109 (19,7); 95 (43,1); 81 (37,7)

Brasicasterol XXXIII m/e (%): 399 (M+1; 5,1); 398 (M; 16,9); 365
(M-18-15; 4,7); 337 (M-43-18; 5,1); 300 (M-98; 13,1);
285 (M-lS-98; 4,4); 281 (M-lB-99; 4,7); 273 (M-cadena la
teral; 6,1); 271 (M-cadenalateral-ZR; 17,1); 267 (M-15
-18-98; 5,3); 255 (M-cadenalateral-18; 27,3); 253 (M
-cadena lateral-2H-18; 7,1); 229 (M-cadenalateral-27-17;
6,5); 213 (M-cadena lateral-42-18; 13,4); 211 (M-cadena
lateral-42-2H-18; 5,6); 207 (12,8); 159 (29,3); 145 (27,8);
133 (26,2); 95 (34,5); 81 (46,3); 69 (100).

Glicósidos gg esteroles

De la fracción 6, previa metilación y posterior compara
ción cromatográfica con los respectivos testigos aislados de B.cmg
dïcans, se detectó la presencia de los glicósidos de esteroles: si
tosterol-3-O-B-D-xilopiranósido (g) y sitosterol-B-O-a-D-riburono
furanósido (El).

La fracción 7, que presentaba la característica insolu
bilidad en la mayoria de los solventes comúnmenteutilizados,del
compuesto52;, fue comparadapor c.c.d. con el testigo de sitoste
rol-3-O-B-D-glupiranósido (fill) aislado de B. amuücans, resultando
los R de ambos componentes iguales.f

Estudio del Extracto metanólico

El Extracto metanólico se fijó sobre poliamida para co
lumna, obteniéndose asi una pastilla que fue procesada comose in
dica en el estudio análogo realizado para B.camhbans.
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El análisis del percolado acuoso mostró que los compo
nentes orgánicos mayoritarios eran, al igual que en las otras dos
especies, colina (X!) y trigonelina (XXX). Se llegó a esta conclg
sión por comparación cromatográfica con los testigos aislados de
B. candicans.

Por cromatografía de intercambio iónico (resina AG50w
X8, forma H+) de una alícuota del Extracto metanólico, se obtuvie
ron dos fracciones: una constituida por los componentesneutros del
mismo y otra, elnida con NH4OH4 N formada por las sustancias ióní
cas (ver pág.184). Por comparacióncromatográfica de esta última
fracción contra testigos se determinó la presencia de los siguien
tes compuestos: ác. aspártico (XZXX),treonina (XVIII), serina
(XXX), ác. glutámico (XX), prolina (XXX), glicina (XXXX),alanina
(XXIII), valina (XXXX),metionina (XXX), isoleucina (XXXX),leuci
na (XXVII), tirosina (XXVIII), fenilalanina (XXXX)e histidina(XXXL
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DATOS_2É Los COMPUESTOS AISLADOS gg BMMUNIACMNRHMNS

Compuestosidentificados en el estuiio del Precipitado gg éter gg
petróleo

Triacontanol l

pf: 85-86°C (C13CH—acetona) (Lit.: 85°C)258

c.c.d.¿ (silicagel; C13CH-EP,3:2; Revelador: HZSO4(C))Rf=0,45
mancha rosada.

1): 3200 (banda ancha, tens. O-H); 2800 (estir. C-H); 107o

y 1460 (def. O-H y estir. C-O); 720 y 730 (def. -(CH2)n-)

IR (cm

lH-RMN (60 MHz, C13CD) ppm: 0,85 (3H, s, Me-); 1,28 (58H, s,
-(CH2)n-); 3,62 (2H, m, —Cg2-OH).

CGL-EM: columna 0V-17 3%; 1,8 m; temp. programadaz200- 290°C; 10°C/
min.

EMm/e (%): 420 (M-18; 2,8); 392 (M-18-28; 1,8); 209 (M-18—29—13x
14; 2,2); 195 (3,0); 181 (4,0); 167 (5,3); 153 (7,5);
139 (11,3); 125 (22,0); 111 (39,8); 97 (70,4); 83 (75,2);
69 (59,4); 57 (100); 43 (68,0).

Alcoholes lineales

CGL: columna 0V-l7 3%; 1,8 m; 240°C, isotérmica. Mediante compa
ración contra testigos se obtuvieron los siguientes resultados:
Tr (fórmula, %) min.: 5,15 (C26H540; 1,56); 6,54 (C27H560; 0,30);

8,07 (C28H580; 6,59); 10,29 (C29H600; 3,37); 12,91
(C30H620; 87,91); 26,05 (C31H64O; 0,27).
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Esteroides

c.c.d.: (silicagel; C1 CH-acetona, 95:5; H SO )) Rf=0,4 (mancha3 2 4(c
rosada).

CGL: columna capilar SP-2100; 15 m de longitud y 0,2 mmde diáme
tio; temp. programada: 200-»280°C; 8°C/min. Comparación con testi
gos.
Tr (compuesto, %)min: 7,71 (estigmasta-1,3,5-trieno El; 0,42);

7,97 (estigmasta-3,5-dieno; 0,78); 8,76 (campesterollx;
2,88); 9,02 (estigmaSterol y; 10,62); 9,63 (sitosterol
El; 80,64); 9,9l(estigmast-4—en-3—ona 21;; 2,68); 10,31
(estigmasta-4,6-dien-3-ona 222;; 0,73); 10,55 (estigmañ
ta-3,5—dien-7-ona 15; 0,31).

CGL-EM: columna 0V-17 3%; 1,8 m de longitud y 2 mmde diám.; temp.
programada, 200-+290°C, 6°C/min.

Estigmasta-1,3,5-trieno L; EMm/e (%): 395 (M+1; 23,8); 394 (M;
74,5); 379 (M-15; 6,7); 275 (M-119; 31,4); 253 (M-cade
na lateral; 14,4); 211 (M-cadenalateral-42; 8,3); 158
(C12H14; 32,9); 143 (158-15; 53,2); 135 (anillos C y D
retro D.A.-cadena lateral; 100); 119 (C9Hll; 42,1); 95
(anillo D; 43,2); 93 (135-42; 26,3); 81 (74,2).

Estigmasta-3,5-dieno ¿El EMm/e (%): 398 (M+2; 3,0); 397 (M+1;
11,9); 396 (M; 39,0); 381 (M-lS; 11,9); 288 (M-108; 11,3);
275 (M-121; 28,1); 255 (M-cadena lateral; 14,1); 213
(M-cadena lateral-42; 12,0); 145 (anillos A y B; 45,4);
135 (anillos C y D - cadena lateral;87,8); 121 (C9H13;
48,6); 95 (anillo D; 38,5); 93 (135-42; 33,4); 81 (100 ).

Campesterol E! EMm/e (%): 401 (M+1; 21,1); 400 (M;69,4); 385 (M
-15; 34,9); 382 (M-18; 45,1); 367 (M-15-18; 12,8); 315
(M-18-67; 57,5); 289 (M-93-18; 54,2); 274 (M-18-108;
12,7); 273 (M-cadena lateral; 35,6); 261 (M-18-121;15,5);
255 (M-18-cadena lateral; 52,0); 231 (M-42-cadena late
ral; 38,9); 229 (M-27-17-cadena lateral; 22,7); 213 (M
—42—18-cadenalateral; 68,4); 178 (22,0); 163 (55,7);
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145 (85,1); 135 (66,2); 121 (55,4); 95 (94,3); 81 (93,4);
57 (100).

Estigmasterol y EMm/e (%): 413 (M+1; 13,5); 412(M; 42,8); 397(M
-15; 5,6); 394 (M-18; 7,2); 379 (M-18-15; 8,8); 369 (M:_
—43; 11,5); 351 (369-18; 22,6); 300 (M-18-94; 25,2);
299 (M-lS-98; 9,2); 281 (M-15-18-98; 6,2); 273 (M-cade
na lateral; 13,2); 271 (M-cadenalateral-2; 34,4); 255
(M-cadenalateral-18; 53,1); 253 (M-cadenalateral-18

'42; 10,5); 231 (M-cadena lateral —42; 9,7); 213 (M-cadg
na lateral-42-18;24,3); 163 (17,6); 145 (39,7); 133
(45,2); 109 (30,5); 107 (34,9); 95 (43,0); 83 (100); 81
(63,8); 69 (63,2).

Sitosterol y; EMm/e (%): 416 (M+2; 7,2); 415 (M+1;29,8); 414 (M;
100); 399 (M-15; 37,5); 396 (M-18; 51,2); 381 (M-15-18;
36,5); 330 (M—18—67+1;44,2); 303 (M-18-93; 56,7); 275
(M-18-121; 12,0); 273 (M-cadena lateral; 28,2); 255 (M
-cadena lateral-18; 34,0); 246 (M-cadenalateral-27; 6,2);
231 (M-cadena lateral-42; 28,3); 213 (M-cadenalateral
-42-18; 41,2); 145 (43,8); 135 (30,9); 95 (48,0); 81
(41,2).

Estigmast-4-en-3-ona gl; EMm/e (%): 413 (M+1; 10,4); 412 (M; 28,4);
397 (M-15; 9,7); 370 (M-42; 11,9); 355 (M-42-15; 4,6);
327 (M-85; 6,4); 289 (M-123; 19,5); 288 (M-124; 16,0);
271 (M-cadena lateral; 10,3); 244 (M-cadena lateral-27;
4,0); 229 (M-cadena lateral-42; 37,7); 161 (13,5); 147
(25,2); 135 (23,8); 124 (anillo A; 100); 95 (28,4); 57
(28,3).

Estigmasta-4,6-dien-3-ona 21;; EMm/e (%): 412 (M+2; 15,8); 411
M+1; 27,3); 410 (M; 83,7); 395 (M-15; 18,1); 368 (M-42;
7,2); 366 (M-44; 6,4); 315 (M-95; 14,1); 289 (M-121;
9,6); 275 (M-13S; 43,1); 269 (M-Cadenalateral; 46,9);
241 (M-cadenalateral-28; 8,3); 227 (M-cadenalateral
—42; 19,7); 174 (anillos A y B +14; 70,1); 160 (anillos
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A y B; 59,0); 136 (C9H 100); 121 (136-15; 35,5); 95
(anillo A; 84,6).

12);

Estigmasta-3,5-dien-7-ona lg EMm/e (%): 412 (M+2; 2,0); 411 (M+1;
11,9); 410 (M; 33,4); 395 (M-15; 4,6); 269 (M-cadena la
teral; 14,6); 227 (M-cadenalateral-42; 4,2); 187 (M-ca
dena lateral-82; 21,2); 174 (M-cadenalateral-95; 100);
161 (M-cadena lateral-108; 24,9); 159 ( 174-15; 22,7);
134 (9,5); 95 (15,2); 81 (25,8); 57 (30,5); 43 (30,9).

Compuestosidentificados 22 el Extracto gg éter gg petróleo

Hidrocarburos

c.c.d.: (silicagel; EP; Rev: 12) Rf=l (manchavioleta)
CGL: columna OV-l7 3%; 1,8 m de longitud; 220°C, isotérmica.

Tr (fórmula; %) min: 1,04 (C21H44; 0,06); 1,33 (C22H46; 0,05);
1,73 (C23H48; 0,16); 2,24 (C24H50; 0,11); 2,94 (CZSHSZ;
0,72); 3,90 (C26H54; 0,43); 5,21 (C27H56; 3,03); 6,94
(C28H58; 1,80); 9,30 (C29H60; 20,70); 12,57 (C30H62;
0,33); 17,03 (C31H64; 57,61); 22,75 (C32H66; 2,16);
30,71 (C33H68; 12,03).

Sitosterol-3-O-B-D-xilopiranósido 5

Más: -15,75° (c: 0,34; c13cn)
IR (cm-1): 2850 (estir. C-H), 174o (estir. c=0), 1460 (def. C-H),

1380 (def. C-H), 1260-1250 (estir. C-O), 1180 (estir.
C-O), 1050 ancha (estir. C-C).

EMm/e (%): 414 (Aq; 3,6); 398 (11,2); 397 (22,4); 396 (Ag-18; 37,0);
381 (Ag-18-15; 4,9); 275 (Ag-139; 2,2); 273 (Ag-cadena
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lateral; 4,3); 213 (273-42-18; 19,6); 199 (Al-60; 5,2);
145 ((CH3—CO)3O+;6,8); 139 (A2; 5,7); 123 (92; 7,9);
107 (18,3); 103 ((CH3éo)20H+; 4,1); 95 (8,2); 31 (22,5);
57 (7,2); 43 (100).
Ag= aglicona

ln-RMN (100 MHz, C13CD) ppm: 0,68 (3H, s, Me-18); 0,83 (GH, d,
J=7 HZ: Me-26 y 27); 0,84 (3H, t, J=6,7 Hz, Me-29); 0,92
(3H, d, J=3 HZ: Me-Zl); 0,99 (3B, s, Me-19); 1,98 (3a,

s, g3cco); 2,00 (3B, s, 53cc0); 2,03 (3H, s, 53cc0); 3
3'48 (lHr mr H‘3)7 3,71 (lH, m, H-5áxial); 4,19 (lH, m,
H-Sécuat); 4,56 (lH, d, J1,,2,=8 Hz, H-l'); 4,3_5,3 (la,
m, H-4'); 4,94 (lH, t, J1,,2,=J2,'3,=8 Hz, H-2'); 5,12
(1H: t: J2.,3.=J3.,4.=8 Hz, H-3'); 5,35 (lH, m, H-6).

13C-RMN (20,15 MHz, C13CD) ppm: 173,19 (CH3OSO); 170,1 (CH3OSO);
169v1 (CH3OEP)7140,2 (C—5): 121,9 (c-s); 99,5 (c-1');
79,9 (C-3); 71,6a (C-3'); 71,4a (c_2|); 63,6 (C_4.);
61,9 (c-5'); 56,6 (c-14); 55,9 (c-17); 50,0 (c-9)¡ 45,7
(C-24): 42,2 (c-13); 39,6 (c-12); 38,7 (c-4); 37,0 (C_
-1): 36,6 (c-10); 36,0 (c-20); 34,0 (c-22); 31,7 (c_7 y
B); 29,5 (C-2); 29,2 (c-25); 28,1 (C-16); 26,0 (C_23)¡

24,2 (c-15); 22,0 (C-28); 20,9 (c-11); 20,4 (SB3CO2);
19,6 (c-26>; 19,2 (c-19); 18,9 (c-27); 13,6 (021), 11,8
(c-29); 11,7 (C-18)
a Estos valores pueden intercambiarse.

Hidrólisis de sitosterol-3-O-B—D-xilopiranósido ¡eracetilado xb

Una suspensión de 5 mg de ¿g en 2 ml de HCl 6 % en MeOH,
fue-calentada hasta disolución. Luego de agregar gotas de agua
hasta ligera turbidez, se ¿alentó esta mezcla en tubo cerrado a
75°C durante 2 horas.

Transcurrido dicho tiempo se neutralizó el ácido con
se eliminó el metanol y el residuo obtenido se extrajo con
O, 1:1.

NaHCO3,

Cl3CH-H2
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El extracto clorofórmico se analizó por CGL(columna ca
pilar SP-2100; temp. programada, 200-*280; 10°C/min), confirmando
se por este métodola identidad de la aglicona que resultó ser si
tosterol. .

El extracto acuoso se trató, comose detalló en la par
te de reacciones generales, para obtener los correspondientes aldi
toles acetilados, que se analizaron por CGL (columna ECNSS3%, 180
°C, isotérmica). Por comparación contra testigos se determinó la
existencia de xilitol acetilado.

Ester metílico de sitosterol-3-O-a-D-riburonofuranósido peraceti
lado XIb

[a 35: -18,26° (c: 0,23; C13CH)
IR (cm-1): 2900 (estir. C-H); 174o (estir. 0:0); 1460 (def. c—H);

137o (def. C-H); 1220-1240 (estir. C-O); 1050 (estir.
C-C).

1
H-RMN (100 MHz, C13CD) ppm: 0,68 (3H, s, Me-lB); 0,82 (GH, d,

J=7 Hz, Me-26 v 27); 0,84 (3H, t, J=6,5 Hz, Me-29); 0,92
(3H, d, J=3 Hz, Me-Zl); 1,00 (3H, s, Me-19); 2,09 (3H,
s, MeCO); 2,10 (3H, s, MeCO); 3,39 (3H, s, COOMe); 3,50

(1H, m, H-3); 4,16 (1H, d, J3.l4.=5 Hz, H-4'); 4,50
(lH, d, Jl,'2,=7,5 Hz, H-l'); 4,97 (lH, dd, J =5 Hz,

=10 Hz, H-3'); 5,05 (lH, dd, J
3',4'

J2. 3. =10 Hz, JI

=7,5 Hz, H-2'); 5,36 (1B, m, H-6).
2l’3l 11,2!

13C-RMN(20,15 MHz, c13cn): 173,2; 169,2 y 169,1 (-902R); 140,4
(c-5); 121,8 (C-6); 99,8 (Crl'); 81,1 (c-4'); 79,8 (c-3);
71,9a (c-2'); 69,0a (c-3'); 56,7 (c-14); 56,0 (c-17);
50,1 (ce9); 45,7 (c-24); 42,2 (c-13); 39,7 (c-12 y 4);
37,1 (c-1); 36,6 (c-10); 36,0 (c-20); 33,8 (c-22); 31,8
(c-7 y 8); 29,1 (c-25); 28,2 (C-16 y 2); 26,0 (c-23);
24,1 (c-15); 23,0 (C-28); 21,0 (c-11); 20,8 y 20,7

(H3SCO);19,7 (C-26); 19,2 (c-19); 18,9 (c-27); 18,7



200

(C-21); 11,9 (C-29); 11,7 (C-18).
a Estos valores pueden ser intercambiados.

Reduccióng hidrólisis del éster metilico de sitosterol-3-O-a-D
—riburonofuranósido acetilado XIb

Se disolvieron 7 mg de ¿lg en 1,5 ml de THFanhidro y
se agregó H4A1Lien exceso. Se dejó a reflujo durante una noche,
al cabo de ese tiempo se destruyó el exceso de hidruro con acetato
de etilo, luego con etanol y finalmente con una solución ácida di
luida.

Se eliminaron a presión reducida los solventes orgáni
cos y el residuo se extrajo con Cl3CH—H20.

El extracto clorofórmico se hidrolizó comose detalló
para el compuesto gg (pág.l98 ) y en forma análoga a ese caso se
trató el hidrolizado para obtener la correspondiente aglicona y el
alditol acetilado.

La aglicona fue analizada por CGL(columna capilar SP
2100; temp. programada, 200-*280°C; 10°C/min.), concluyéndose por

comparacióncon testigos que ésta era sitosterol (Tr=8,1 min.).
El alditol acetilado se cromatografió por CGL(columna

ECNSS;180°C, isotérmica), determinándose su identidad comoribi

tol acetilado (Tr= 6,89 min.).

Compuestosidentificados en el estudio del percolado clorofórmico
del Extracto etanólico

Sitosterol-3-O-B-D-glucopiranósido XII

IR (cm-l): 3300 (estir.H-O), 2850 (estir. C-H), 1630 (estir.C=C),
1460 (def. C-H), 1380 (def. H-O), 117o (estir. c—0),
1080 y 1025 (estir. c-o y C-C), 810 (flex. C-H).
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l3C-RMN(25,2 MHz, piridina d-5) ppm: 140,8 (c-5); 121,9 (C-6);
102,6 (c-1'); 78,6a (c-3); 78,5a (c-s'); 78,1a (c-3');
75,3 (c-2'); 71,7 (c-4'); 62,9 (C-6'); 56,9 (c-14);
56,3 (c-17); 50,4 (c-9); 46,1 (c-24); 42,6 (c-13); 40,0
(c-12); 39,4 (c-4); 37,6 (c-1); 37,0 (c-10); 36,5 (c-20);
34,3 (c-22); 32,2 (c-7 y 8); 30,3 (c-2); 29,6 (c-25);
28,6 (C-16); 26,5 (c-23); 24,6 (c-15); 23,5 (C-28); 21,4
(c-11); 20,1 (c-26); 19,5 (c-19); 19,3 (c-27); 19,1
(c-21); 12,3 (c-29); 12,1 (C-18).

a ' . .Estos valores pueden ser 1ntercamb1ados.

Sitosterol-3-O-B-D-glucopiranósido Beracetilado XIIa

EMm/e (%): 414 (Ag; 0,64); 399 (Ag-15; 2,35); 396 (Ag-18; 100);

381 (Ag-18-15; 4,60); 331 (A1; 14,42); 289 (Al-42; 2,21);
275 (Ag-139; 6,57); 273 (Ag-cadena lateral; 1,36); 271

(Al-60; 3,53); 255 (273 -18; 9,47); 243 (B1+1; 4,06);
229 (273-18-27 y 271-42; 5,05); 213 (273-42-18; 3,85);

211 (A2; 5,39); 200 (B2; 3,32); 169 (A3; 24,36); 157
(c1; 6,35); 145 ((H3CCO)3O+;13,84); 140 (B3; 3,2); 115
(c2; 6,92); 109 (A4; 31,63); 103 ((H3CCO)20H+;4,35);
98 (B4 7,59); 73 (c3; 4,85); 43 (15,65).

lH-RMN (100 MHz, c13c0) ppm: 0,67 (3a, s, Me-lB); 0,83 (6H, d, J=
=7,2 Hz; Me-26 y 27); 0,85 (3K, t, J=7,2, Me-29); 0,90

2,01; 2,04 y 2,07 (12 H, S, 4 MeCO); 3,50 (lH, m, H-3);

3,64 (1H, m, H-s'); 4,14 (ll-I, dd, JG. 6..=12,5 Hz,I
J . .=0,85 Hz, H-6'); 4,27 (1H, dd, J . ..=3,7 Hz,5 ,6 5 ,6
JG. 6..=12,5 Hz, H-6"); 4,58 (ll-I, d, Jl.,2.=8 Hz, H-l';I

4,96 (1B, t, Jl.'2.=J2.'3.=8 Hz, H-2'); 5,06a(1H, t,
J2',3'=J3',4'=3 HZ:H-3'): 5,14a (1H, t, J J
=8 Hz, H-4'); 5,35 (lH, m, H-6).

3',4'= 4',5'=

13c-RMN (20,15 MHz, c13c0) ppm: 172,3; 170,6; 170,3 y 169,3
(goZCH3); 140,3 (c-5); 122,1 (C-6); 99,5 (c-1); 80,8
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(c-3); 72,9 (c-3'); 71,6a (c-2'); 71,5a (c-s'); 68,5
(c-4'); 62,0 (C-6'); 56,7 (c-14); 56,0 (c-17); 50,1
(c-9); 45,8 (c-24); 42,2 (c-13); 39,7 (c-12); 38,8 (c-4);
37,1 (c-1); 36,6 (c-10); 36,1 (c-20); 33,9 (c-22); 31,8
(c-7 y 8); 29,6 (c-2); 29,1 (c-25); 28,1 (C-16); 26,0
(c-23); 24,2 (c-15); 23,0 (c-28); 21,0 (c-11); 20,6 y
20 5 (SHBCO);19,7 (C-26); 19,3 (c-19); 18,9 (c-27);
18,7 (c-21); 11,9 (c-29); 11,8 (C-18).

Compuestosidentificados gg El estudio del percolado metanólico
del Extracto etanólico

Canferol-3-0-B-rutinósido XIII

1:23? (nm): 352 297 (h) y 266. A1Cl3: 390, 353, 304 y 274.
A1Cl3/HC1: 390, 352, 303 y 275. NaMeO: 390, 326 y
275 (no descompone). NaAcO: 365, 303 y 266 (no descog

pone). NaAcO/H3BO3: 352, 303 y 266.

UV

EM(derivado trimetilsililado) m/e (%): 740 (TMSrutinosa-HOTMS,
(OS-H); 18,01); 560 (canferol+TMS-Me (A+H+R—15);1,45);
502 (canferol, (A+H); 11,0); 487 (canferol-Me, (A+H—Me);
42,63); 430 (canferol-ZH-TMS, (A-2H-R); 16,6); 362 (TMS
ramnosa-HOTMS, (T-H ; 41,70); 273 (TMS ramnosa-HOTMS

-TMSO, (Tl-TMSOH); 13,10); 230 (TNSOC(CHCH3)CHOTMS+;
7,6); 217 (TMSOCH=CHÉHOTMS;33,66); 204 (TMSOCHCHOTMS+;

18,4); 191 (TMSOCH=6TMS;6,9); 147 (TMSOCHCHCHÉ;16,2);
117 (o=CchzoÉi(cn3)2; 14,9); 103 (CH2=6TMS; 14,3); 73
(TMS+; 100).

lH-RMN(derivado trimetilsililado, 100 MHz, C13CD)ppm: 0,88 (3H,
d ancho, H-6Ram); 3,46 (10H, m, ECOTMS); 4,29 (1a, d,

_ Ram _ GluJ-1,5 Hz, H-l ); 5,72 (1H, d, J-7 Hz, H-l ); 6,21
(lH, d, J=2 HZ, H-6); 6,30 (lH, d, J=2 Hz, H-B); 6,84
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(2H, d, J=9 Hz, H-3 y 5); 7,80 (2H, d, J=9 Hz, H-2' y
6').

13C-RMN(derivado trimetilsililado, 25,2 MHz, DMSO-d6)ppm: 17,22
(C-6Ram); 66,69 (C-6Glu); 67,66 (c-sRam); 69,35 (c-4Glu);
69,77a c-2Ram); 70,01a (c-3Ram); 71,27 (c-4 ); 73,65
(c-2G1“); 75,18b(C-5G1u); 75,76b (c-3Gl“); 93,15 (C-B);
98,17 (C-6); 100,15 (c-1Ram); 100,73 (c-1G1“); 103,32
(c-10); 114,44 (c-5'); 114,63 (c-3'); 120,23 (c-1');
130,19 (c-2' y 6'); 132,56 (c-3); 155,79c (c-2); 156,15
(c-9); 159,74 (c-4ï); 160,49 (c-5); 163,54 (c-7); 176,61
(c-4).

Ram=ramnosa; Glu= glucosa.

Ram

a b c .’ ' Estos valores pueden ser inter
cambiados.

Degradacióndel glicósido XIII para identificar su disacárido

Se trabajó paralelamente con 2 mg de rutina (gá) y 2 mg
de 5;;2. Se acetilaron con anhídrido acético/piridina a temperatu
ra ambiente. Se aislaron los productos de acetilación, siendo el
de rutinosa blanco cristalino y el de ¿{El amarillo aceitoso.

Se hicieron reaccionar amboscompuestos acetilados con
0,16 ml de C13H, 0,04 ml de diclorometil-metiléter y 0,008 g de
ZnC12228’229(recién fundido y molido). La reacción se llevó a ca
bo en tubo cerrado con agitación magnética en baño termostatizado
de agua a 75°C durante 2 horas.

Unavez transcurrido este lapso se evaporó al vacio, se
tomó con C13CH,se extrajo con agua y se secó la fase orgánica con
NaZSO4anhidro.

El residuo obtenido luego de evaporar el C13CHfue tra
tado con 2 mg de AgAcO,_0,2 ml de(AcO)20 y calentado durante 2 ho
ras a baño Maria, con el fin de transformar 1a a-Cl-rutinosa aceti
lada en hepta-O-acetil-B—rutinosa .

Se volcó sobre agua y se dejó hasta el día siguiente,
se le agregó C13CHy se filtraron juntas las dos fases. Se separó
la fase orgánica, se lavó con agua y se secó con Na2804.
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Luegode concentrar la solución clorofórmica se la cro
matografió en columna de Sephadex LH-20 para terminar de separar
el azúcar acetilado del resto de sales y de aglicona.

Se compararon por c.c.d. de silicagel los productos ob
tenidos a partir de estos dos glicósidos usando comosolvente de
desarrollo benceno/AcOEt 70%y benceno/MeOH96%, obteniéndose en
ambos casos coincidencia en los R de las dos sustancias compara

das. Rf= 0,4(benceno/AcOEt 70%).
f

Hidrólisis ácida del glicósido XIII——_——_—_.
Se suspendieron 6 mg de 51;; en 1 ml de HCl acuoso 6%

y se agregaron gotas de MeOHhasta disolución. La solución resul
tante se calentó a reflujo durante 45 minutos; luego se neutralizó
hasta débil acidez y se concentró a presión reducida. El residuo
se extrajo con acetato de etilo y agua, se lavó, se secó y-se eva
poró el solvente de la fase orgánica, obteniéndose la aglicona co
rrespondiente.

En la fase acuosa se encontraban los azúcares que fueron
tratados comose detalló en la página l78(reacciones generales) pg
ra obtener los correspondientes alditoles acetilados. Estos fue
ron analizados por CGL(columna ECNSS;180°C, isotérmica) detectan
dose porcentajes idénticos de ramnitol acetilado y sorbitol aceti
lado.

La aglicona se comparócontra testigos por c.c.d. (sili
cagel; C13CH-MeOH,97:3) resultando su Rf coincidente con el de can
ferol (Rf= 0,40; revelador: H2504, color amarillo).
EM(canferol trimetilsililado) m/e (%): 502 (M; 1,20í; 413 (M-72

-TMSOH; 2,07); 325 (M-72-2 TMSOH+H;3,57); 297 (A1+H;
3,82); 282 (A1+H-15; 1,63); 279 (B1; 5,31); 268 (A1+H—29;
5,02); 265 (M-72-165; 8,27); 254 (268-28; 4,75); 237
(265-28; 2,40); 73 (100).



Canferol-3-0-B-rutinósido-7-O-a-L-ramnompiranósido El!

UV' 122:? (nm): 347, 323 (h), 303 (h) y 266, NaMeO: 39o, 323 y

274. A1Cl3: 400, 354, 305 y 274. A1Cl3+HClz 344, 301
(h) y 273. NaAcO: 350, 305 (h) y 267. NaAc0+H3BO3z
347, 31o (h) y 266.

BM(derivado trimetilsililado) m/e (%): 864 (81+TMS;0,60); 792
(81+H; 0,95); 74o (OS-H; 1,83); 559 (A+2 TMS-15; 3,40);
502 (A+TMS; 11,24); 487 (A+TMS-15; 21,23); 430 (A+2 H;

30,77); 415 (8+2 H-15; 6,32); 363 (TI/2; 57,64); 273
(Tl/2—TMSOH; 24,31); 217 (TMSOCH=CHÉHOTMS;53,34); 204
(TMSOCHCHOTMS;63,35); 191 (TMSOCH=6TMS; 18,3); 147

(TmsoÉi(cu3)2; 50,52); 129 (TMSOCHCHCHÉ;32,11); 117
(o-cncnzosi(cn3)2; 31,93); 73 (100).

H-RMN(derivado trimetilsililado, 100 MHz, Cl3CD) ppm: 1,05a (3H,
m ancho, H-6Ram‘7); 1,25a (3B, s, H-6Ram‘6"); 3,67
(14H, m, ECOTMS);4,38 (lH, a, J=2 Hz, H-1Ram’6"); 4,95
(lH, d, J=1,5 Hz, H-1Ram'7); 5,59 (1H, d, J=6,5 Hz,
H-lGlu); 6,15 (1H, d, J=2 Hz, H-6); 6,45 (lH, d, J=2 Hz,
H-8); 6,89 (2H, d(deformado), J=8 Hz, H-3' y 5'); 7,87
(2H, d, J=8 Hz, H-2' y 6').

1

a . .Estos valores pueden ser 1ntercamb1ados.
Glu= glucosa, Ram-6"= ramnosa de rutinosa, Ram-7= ramnosa de C-7.

13C-RMN(derivado trimetilsililado, 25,2 MHz, DMSO-ds)ppm: 17,2_ _II .
(C_6Ram 7 y C_6Ram 6 ); 68,0 (C_GGlu); 69[ga (C_5Ram 7);_ _II _n
70loa (C_2Ram 7); 70’1a (C_5Ram 6 ); 70Illa (C_2Ram 6 y

_ _ Il
c-4G1u); 70,7a (c-3Ram 7); 70,8a(C-3Ram 6 ); 71,7 (c
4Ram'7); 72,2 (c-4Ram’6"); 73,6 (c-2clu); 75,4 (c-sGlu);
76,7 (ó-3G1“); 93,6 (c-e); 98,4 (c-1Ram‘7); 98,5 (c-6):
100,5b(c-1Ram’6"); 100,6b (c-1G1“); 103,8 (c-10); 114,7c
(c-s'); 114,9c (c-3'); 120,7 (c-1'); 130,5d (c-2');
130,7d (C-6'); 132,3 (c-3); 156,0e(C—2); 156,5e (c-9);
159,4 (c-4'); 160,6f(C-5); 160,9f (c-7); 176,9 (c-4).

a,b,c,d,e¡f. Estos valores pueden ser intercambiados.
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Degradacióndel glicósido XIVpara identificar su disacárido

Se procedió en forma análoga a lo descripto en la pági
na 203. Pudiéndose concluir por comparación cromatográfica que el
disacárido escindido era rutinosa.

Hidrólisis ácida del glicósido XIV

Se agregaron gotas de metanol hasta disolver completa
mente los 7 mg de El! que fueron previamente suspendidos en 1 ml
de solución acuosa de ácido clorhídrico (6%). La hidrólisis se
llevó a cabo a reflujo durante 50 minutos.

Se neutralizó la mezcla de reacción hasta débil acidez,
se concentró a presión reducida y se extrajo con acetato de etilo
agua.

Procediéndose en forma similar que con el compuesto 51;;
se detectó en la fase orgánica la aglicona, que resultó ser canfe
rol, por comparación cromatográfica y por coincidencia con los da
tos obtenidos a partir del espectro de masas del derivado trimetil
sililado.

De la fase acuosa se derivatizaron los azúcares trans
formándolosen los correspondientes alditoles acetilados, resultan
do de su análisis por CGL(columna ECNSS; 180°C, isotérmica) que
la composición de esta mezcla era aproximadamente 66%de ramnosa y
33%de glucosa.

Compuestosidentificados gn la marcha separativa de alcaloides del
Extracto etanólico

Colina ¿y

pf (picrato): 250-251°C (EtOH)? picrato testigo: 250-251°C

lH-RMN (acetato, 60 MHz, DMSO-dG)ppm: 1,97 (3H, s, H3CCOE); 3,13
(9H, s, H3CÑ); 3,50 (21-1, m, CHZÑ ); 3,98 (21-1, m, HOCHZ)
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Trigonelina XVI

AMeOHmáx. = 264 nmUV

lH-RMN (acetato, 100 MHz, DMSO-ds) ppm: 1,88 (3H, s, H3CCOE); 4,36
(3H, s, H cÑ); 8,02 (lH, dd, J =7 Hz, J =6 Hz, H-5);3 4,5 5,6
8,82 (2H, m, H-4 y 6); 9,20 (1H, s ancho, H-Z).

13C-RMN (acetato; 25,2 MHz, D20) ppm: 23,5 (H3gCOg); 49,2 (H3CN+);
128,4 (c-5); 137,6 (c-3); 145,5 (c-2); 146,8 (C-6);

147,9 (c-4); 175,7 (PngzH); 180,4 (H3ccg3)

Compuestosidentificados gg el estudio del percolado acuoso del
Extracto etanólico

La fracción de este percolado eluida con NH4OH4 N de
una columna de resina de intercambio catiónico AG50 WX8 (forma
H+), fue analizada en un analizador automático de aminoácidos
Beckman120-B, empleando la secuencia de buffers que se detallan
a continuación:
a) solución de citrato de sodio 0,20 N, pH= 3,28
b) solución de citrato de sodio 0,20 N, pH= 4,25
c) solución de citrato de sodio 0,35 N, pH=5,28.

El flujo de las soluciones buffer utilizadas fue de 66
2/3 ml/h y el de reactivo revelador (ninhidrina) 33 1/3 ml/h

Los resultados indicados en el aminograma fueron compa
rados con los de una corrida de testigos en_iguales condiciones,
determinándose asi la existencia de: ác. aspártico (XXII), treoni
na (XVIII), serina (XIX), ác. glutámico (XX), prolina (XXI), glici
na (XXII), alanina (XXIII), valina (XXIV),metionina (XXV),.isoleE
cina (XXXI), leucina (XXVII), tirosina (XXVIII), fenilalanina(XXIX)
e histidina (XXX).
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Compuestosidentificados en el estudio del Extracto etanólico gg
flores gg_Buuhiniacandicans

D-inositol-3-meti1éter XXXI

pf: 185-186°C (EtOH) (Lit. pf: 186-188°C (EtOH 0 MeOH))
25_ + . 25_

[a D —+62,5 - 0,6 (HZO) (th. [al]D —+65,5 (H20))

1H-RMN(derivado acetilado, 60 MHz, C13CD) ppm: 1,93 (3H, s), 2,00
(3H, s), 2,07 (3H, s) y 2,14 (6B, s) metilos de acetilos;

.3,40 (3H, s, OCH3); 3,60 (lH, t, J=9 Hz, ECOMe); 5,22
(SH, m, ECOZCMe).

El estudio por CGL(columna ECNSS, 180°C, isotérmica)
de dicho compuesto acetilado demostró su total pureza. El tiempo
de retención del derivado acetilado fue de 14,1 min, resultando
coincidente con el obtenido para un testigo de D-inositol-3-metil
éter igualmente derivatizado.

Canferol-3-Oerutinósido XIII 1 canferol-3-O-rutinósido-7—0—a-L—ram
nopiranósido XIV

Los datos correspondientes a los compuestos XIII y XIV se
encuentran en las pág. 202-204 y 205-206 respectivamente.
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA E BAUHINIACANDICANS

Los extractos de éter de petróleo y etanólico de B.cmn
dïanw se diluyeron con DMSOpara obtener concentraciones de los mg
dios de prueba de 4000, 2000, 1000, 500, 250 y 125 ug/ml. (Se de
mostró gue el DMSOno causaba inhibición del crecimiento bacteria
no, realizando ensayos sólo con este solvente)

Las bacterias fueron mantenidas sobre ágar de triptona
de soya, crecidas en un caldo de triptona de soya durante 18 horas
y diluidas finalmente, 1:2000, en salina (excepto para Mycobacterium
phuñ que se diluyó 1:100). La inoculación de estos medios se rea
lizó dentro de los treinta minutos de ajustar estos inóculos. Las
bacterias fueron sembradas radialmente sobre el ágar mezclado con
diferentes 00ncentraciones de los extractos. Se examinóel creci
miento de bacterias después de incubar 24 horas a 37°C. Se consi
deró que un extracto era activo cuando inhibïa el crecimiento com
pletamente. Además, se hicieron blancos en ágar de triptona de sg
ya sembradospero sin extractos vegetales.

Los inóculos de hongos y levaduras se prepararon a par
tir de cultivos de 48 horas de envejecimiento en ágar Sabouraud
(Candidaalbicans) y ágar de dextrosa de papa (Aspergillus niger y Sacchg
ramnwscmrmnbiae). Las suspensiones se prepararon en salina esté
ril con Tween 80 (0,025 %). Este último se agregó para obtener u
na buena dispersión de los organismos probados. La suspensión de
hongos fue ajustada a una transmitancia de 85,95% medida a 530 nm.

Los tubos que contenían 5 ml del medio semisólido mez
clado con diluciones diferentes de los extractos de B. candicans se
inocularon en la superficie con 0,05 ml de las suspensiones de hen
gos y levaduras. La incubación se realizó a 30°C hasta que_el crg
cimiento en el tubo control diera positivo.

En la tabla que se muestra a continuación se resumen los
resultados obtenidos:



Microorganismo

Staphylococcus aureus
Streptococcus faecalis
Salmonella newport

Salmonella oranienburg

Escherichia coli
Pseudomonasaeruginosa

Mycobacteriumphlei

Saccharomycescerevisiae
Gandida albicans

Aspergillus niger

Extracto EP(CIM)

2000
4000

500-1000
1000
1000-2000
250

210

Extracto etanólico(CIM)

4000

2000
2000
4000

Las actividades se expresan comoconcentraciones inhibitorias mini
mas (CIM) (ug/ml)

Este trabajo fue realizado por la Lic. Alicia S. Loren
ti bajo la dirección del Dr. Alberto Viale en la Cátedra de Micro
biologia e Inmunología del Departamento de Quimica Biológica de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (U.B.A.).
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ACTIVIDAD HIPOGLUCEMICA É HIPOCOLESTEROLEMICA BE BAUHUUMCMNDHMNS

El estudio de estas actividades se llevó a cabo median
te perfusión de extracto acuoso de B. amuficansen perro pancreatec
tomizado.

Tanto la pancreatectomïa comola perfusión fueron real;
zadas por el Dr. del Castillo en los laboratorios del IBYME.

Luego de efectuada la extracción del páncreas se admi
nistró al animal en experimentación una dosis de mantenimiento de
insulina para evitar su muerte.

Pasados los cinco días luego de haberse realizado la pag
createctomía, se efectuó la perfusión y a continuación se tomaron
muestras de sangre a la hora, dos horas y cinco horas.

La concentración de glucosa en suero fue medida median
te un método enzimático

Los reactivos utilizados fueron:
Standard: 4 ml de solución estabilizada de glucosa, concentración:

1 g/l.
GOD/POD:solución estabilizada de glucosa oxidasa ( ¿1000 U/ml) y

peroxidasa ( ¿120 U/ml).
Reactivo 4-AF: solución de 4-aminofenazona 25 mmol/l en buffer

TRIS 0,92 mol/l.
Reactivo fenol: solución de fenol 55 mmol/l.
Concentraciones finales en el reactivo usado: [GOD]>3000U/l;

[POD]>400 U/l; [4-AF]: 1,25 mM; [fenol]: 2,75 mM
pH= 7.

Se combinan las cantidades indicadas en 11 tabla 41 pg
ra obtener el blanco (B), standard (S) e incógnitas (I) y se incu
ban en sendos tubos de fotocolorïmetro en baño de agua a 37°C du
rante 10 min. A continuación, se lee en un espectrofotómetro a
505 nm, llevando a cero con el blanco; el color es estable durante
60 minutos.

Para obtener la concentración de glucosa debe realizar



212

se el siguiente cálculo:

glucosa (g/1)= I x f f= 1489.21}

Standard B S I
Standard - 20 pl 
Muestra - - 20 pl
Reactivo usado 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml

Tabla 41

Los resultados promedio obtenidos son:
Horas Glucosa (g/l)
l 4,63
2 3,40
5 4,10

La determinación de la concentración de colesterol en
plasma se realizó también mediante un método enzimático.

Los reactivos utilizados fueron:
Standard: 4 ml de solución de colesterol 2 g/l en vehículo acuoso.
Enzimas: suspensión estabilizada conteniendo: lipasa fungística

z 300 U/ml; colesterol oxidasa (COD)a 3 U/ml; peroxida
sa (POD) a 20 U/ml.

Reactivo 4-AF: solución de 4-aminofenazona 25 mmol/l en vehículo
tamponado.

Reactivo fenol: solución de fenol 55 mmol/l.
Concentraciones finales en el reaccivo usado: [lipasa]; 6000 U/l;

[con] a 60 U/l; [1900]?»400 U/l; [fenol] = 2,75 mmol/l;
[4-AFJ= 1,25 mmol/l; pH: 7,2
A continuación se detallan las cantidades en que deben

combinarse estos reactivos y-la muestra para-obtener el blanco (B),
standard (S) e incógnitas (I):



B S I

Standard - 20 nl 
Muestra - - 20 nl
Reactivo usado 2 ml 2 ml 2 ml

Las soluciones asi obtenidas se incuban 15 minutos en
baño de agua a 37°C y se leen en un espectrofotómetro a 505 nm; el
color es estable durante'Z horas.

El cálculo que debe realizarse para obtener la concentra
ción de colesterol en g/l es el siguiente:

colesterol (g/l)= I x f f = 2 go /1

Los resultados promedios obtenidos mediante este método
son:

Horas colesterol (g/l)
1 1,81
2 1,55
5 1,51



RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar los
componentes orgánicos de Bauh'iniacandicans Benth. (Familia: Legwmlnosae).

Esta planta argentina es ampliamente conocida en la medi
cina popular ya que se le atribuyen propiedades antidiabéticas.

En la presente tesis se desarrollan los siguientes temas:
1°) Introducción a la familia Lqmmdnosaeteniendo en cuen

ta los aspectos botánicos y fitoquímicos de ésta desoribiéndose, par
ticularmente, el género Bauhinia.

2°) Análisis de los espectros de masas de los 3-cetoeste
roides mono-y di-insaturados, remarcando las fragmentaciones diag
nóstico que permiten determinar la ubicación de la/s insaturacion/es.

Se analizan, además, en forma genérica los espectros de
masas, 1H-RMNy 13C-RMNque son de utilidad para la elucidación es
tructural de los glicósidos de esteroles.

Lo desarrollado en el punto 2° contribuye al esclareci
miento de los temas principales tratados en la discusión de los re
sultados obtenidos en esta tesis.

3°) Acción hipoglucemiante; se realiza una breve intro
ducción sobre las causas y consecuencias de 1a diabetes, asi como
también sobre los medios disponibles para contrarrestar sus efectos.
Se incluye, también, una corta reseña histórica sobre productos na
turales hipoglucemiantes.

4°) Discusión de los resultados obtenidos en esta tesis,
comprendiendola identificación de los componentesde los extractos
de éter de petróleo y etanólico de la especie vegetal antes mencio
nada.

Se indican las técnicas separativas utilizadas en las
etapas de aislamiento y purificación, analizándose en cada caso los
espectros UV, IR, EM, 1H-RMNy 13C-RMNy/o los métodos químicos que
condujeron a la determinación estructural de:

a) triacontanol L
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b) alcoholes lineales de C26H540a C31H640
c) estigmasta-1,3,5—trieno EL
d) estigmasta-3,5-dieno El;
e) campesterol l!
f) estigmasterol y
g) sitosterol y;
h) estigmast-4-en-3-ona El;
i) estigmasta-4,6-dien-3-ona 231;
j) estigmasta-3,5-dien-7-ona EE
k) hidrocarburos lineales de C21H44a C33}!68
l) sitosterol-3-O-B—D-xilopiranósido 5
m) sitosterol-3-O-a-D-riburonofuranósido g;
n) sitosterol-3-O-B-D-glucopiranósido ¿El
ñ) canferol-3-O-B-rutinósido EEE;
o) canferol-3-O-B-rutinósido-7-0-a-L-ramnopiranósido El!
p) colina ¿y
q
r) los aminoánidos: ácido aspártico Kill, treonina XVIII,

serina EEE, ácido glutámico ¿5, prolina 55;, glicina Eéïl, alanina
XXIII, valina ¿522, metionina EEK, isoleucina 352;, leucina XXVII,
tirosina XXVIII, fenilalanina ¿EEEe histidina EEE.

Los glicósidos de esteroles 5 y El no habian sido des

V trigonelina XVI

criptos previamente,y del cetoesteroide 21;; se conocensólo dos
informes previos a este trabajo. Se realizó, además, el estudio
conformacional del azúcar del glicósido ¿a (fi acetilado).

En el extracto etanólico de flores de Baulnlmlacandicans,
ademásde los glicósidos de flavonoles fill; y Ely, se identificó a:

s) D-inositol-3-metiléter 555;.
Se realizó, también, un estudio quimico comparativo en

tre las_ especies B. candicans, B; vam'egatay B. forficata, observándose
gran similitud entre las mismas. Además, de los compuestos mencio
nados anteriormente, este estudio quimico permitió caracterizar a:

t) colesterol XXXII
u) brasicasterol XXXIII
Por último se describen los ensayos realizados para de
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terminar la acción antimicrobiana de los extractos de éter de pe
tróleo y etanólico de B. candicans. Se analiza además, la actividad
hipoglucémica e hipocolesterolémica del extracto acuoso, cuyo com
ponente trigonelina (52;) demostró ser responsable de estos efectos.

5°) Parte experimental del trabajo realizado, que inclu
ye los datos numéricos de los espectros de cada uno de los componen
tes identificados.yesgfiáfiz
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Parte de este trabajo generó las siguientes publicacio
_nes:

- Antimicrobial activity of someargentine higher plants.
A. S. Lorenti, A. A. Viale, C. A. Buschi, M. D. González, C. D.

Schteingart y A. M. Iribarren
Fitoterapia (Milán) gg, 81 (1981).

Components of Bauhimla candicans.
A. M. Iribarren y A. B. Pomilio
J. Nat. Prod. gg, 752 (1983).

Sitosterol-3-O-B-D-xilopyranoside from Bauhiniacandicans.
A. M. Iribarren y A. B. Pomilio
Phytochemistry 32, 2087 (1984).

Sitosterol-3-0-u-D-riburonofuranoside from Bauhimlacandicans.
A.bL Iribarren y A. B. Pomilio
Phytochemistry, en prensa (1984).

—Ester metïlico de sitosterol-3-O-a-di-O-acetil-D—riburonofuranó
sido. Análisis conformacional de su azúcar.

A. M. Iribarren y A. B. Pomilio
An. Asoc. Quim. Argent. lg (6) (1984).
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