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RESUMEN @
De los compuestos neutros se aisld «-onocerina, un

triterveno de fdrmula molecular 0

~r S€ Prepaxa

C., 1
“307°50

ron sus derivados dl wcetilacdo y totlanlrromena(o,

los cuales fueron analizados vor nétodos espectroscd

¥,

picos. Mo existen alcaloides en cantidades anrecia-

bles.
ABSTRACT : ]
A triterpenoid A-onocerin of molecular formula
3 07 was isolated; its tetrahvdro and diacetvl
I 2

derivatives, were prepared, which were analvzed by
spectroscopic methods, Mo alkaloids in- appreciable

amount were detected.
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INTBEODUECCTON

2] estudio fitoquimico de 1la familia de las licopoddceas
-se ha centrado princivalmente en los alcaloides v recientemen-

te en compuestos neutros (Triterpenos), dehido a las caracte -

risticas especiales cue presentan.

1. Alcaloides en liconodio: Licopmodina 1 fue el primer alcaloi

de aislacdo de Iwconodium clavatum I, por Bodeker; Wiesner et

al. elucidaron la estructura de annotinina 2 aislada del Tvco-

podium annotinum L. cuva estructura fue posteriormente verifi-

cada como su Bromhidrina por Przvbvlska v Marion. (8)

Posteriormente se elucidaron varias estructuras de alca-
loides de este género'v actualmente estdn apareciendo constan-
tes publicaciones en las cuales se reportan nuevos alcaloides
v sus estructuras. (1,2). Ré asi como en el laboratorio de

Productos Maturales de la TFacultad de Ciencias de la Universi-

dad de Chile se estudian otras dos especies de Lvcopodio L.pa-

niculatum v L.magellanicum de los cuales se han aislado dos

nuevos alcaloides: paniculatina y magellanina respectivamente.

o

Estos alcaloides son de interés dehido a su complicada
estructura formada por anillos aliféticos los cuales han permi
tido clasificarlos en 12 grupos sicendo el més abundante el de
la liconodina, ( Esauema £1)+. (5) Ta distribucidbn taxonbmica
es restrihqida va gque no se han encontrado en otra familia ve- .
q;lal.++
| En referencia al an8lisis de este tivo de compuestos la

espectrometrfa de masas ha sido muy Gtil; Maclean hizo un estu

dio comparativo de los alcaloides de licopodio clasificé@ndolos en
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Los alcaloides nertenecientes al gruno de licopodina 1 (
mo vor ejemplo dihidrolicopodina, acetildihidrolicopodina, anhi
LG D LLOpoGdila, dnhl-=
drodihidrolicopodi T *
i | opocina presentan una seral base a M =57 la cual co

esnonde 1la ] '
sponde la pérdida ﬂnl puente mAs un Stonmo ﬂg H, otra sefal a

del nuﬂﬂtv.
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cntll nlﬁ:ﬁrollconomlna pwnrﬂo Ff3F0/I a partir de ' =37 ga-

nerando el ion bhase a . n/e 174, T.os alcaloides nerteneci
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este grupo siguen el siquiente patrbn de fragmentacibn :
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Pihidroticopodina mle 249

Q¢ |

mle 174 (M°-75)

mle192

-CH2=CH2



Alcaloides con sustituventes en el puente siquen el mismo patrsn

de fraocmentacibn va gue los sustituventes son eliminados con el

puente, este es el caso de clavolonina 28, lofolina 29, annofoli
na 37; pero licodolina 14, v acrifolina 31 tienen una fragmenta=-

cibn diferente Adebhicdo al sustituvente en =12,

R:l | RZ RJ
R . ’ o » M
2 & 16 Licodolina- 2 7 o < OH
[ | | | ik
1 ‘ : o '
. OH
‘ 28 Clavolonina . o £ H
Ry == - H
N -
X “. : OAc OH -
i H
_2_9_» Lofolina , <H ) <H - :
; -
30 Annofolina ' <°H .0 H
== "0 H p
; : o’
" 31 Acrifolina : . < 0.
(doble enlace en C-n), "

En éi“érupo de licodina (») v sus derivados <. v 73—obscurina 13

' i o . 5 Lt
v 14 flabellina 17, flabellidina 18 dan una senal base a M =57
v tamhi&n tienen una senfal a M -43 pero se diferencidn del crupo

<

% 2ondavera relobiva
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17 Fiabeitina ' 18 Flabellidina !

L.os eshactros de annotinina v selagina son casos particu-
lares con un patrdén de fraccionamiento bastante diferentes a

los presentados.

Otro corupo interesante es el de la serratinina 6§ v sus de

) - 3 . ‘ s 'Y‘
rivados acetiladeos v dihidrogenados cue se caracterizan DOY

a + . -
una sefal a ™M =22, por pérdicda de C = 0O (17)

-

En el caso de los alcaloides magellanina 19 (4) v panicu-
latina 20 (3, 18)

CH
',3

OH

JS Magellanina 20 Paniculatina

sus espectros de masas son totalmente diferentes a los de los
) ~3 e J e W w R -t L

. -~ = g B T - o
alcaloides va presentados. Txisten serales de alta abundan

cia para iones con nitrdaeno, pero de bajo peso molecular; por

[

@D

)3 I, T n 1N
ejerplo sefales a n/e 5° (C?ﬁoﬁ), m/e 57 (C3u7~), m/e 70 (CA MY,

0

O v ‘ MRS R m/¢ Cco 11, M) comunes todas
m/e 71 (C,11M), m/e 97 (CH,0), m/e 110 (Co11, M)
a los dos alcaloides dunto con una sefal en M =15, Tstos frag
o & ol 3 D C o TR ks e WL DY R i e i

.. . .4 ; s 5] 1] +11 emotil
mentos son debidos a la presencia de un anillo del tipo il-m
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0. presentan estas mismas sefiales. La interprataecidn Jde 1o0s
espactros de masas, v las confiquraciones absolutas estén de
terminadas*,., Por lo tanto espectroretria de nasas proporcio

na informacidn suficiente pera la distincibn entre los siste

mas cde anillos.
IEn cuanto a la biosintesis de astos compuestos se ha de

nostracdo cue licopodina se origina a partir de lisina v ace-
tato v mosteriormente se vid que lisina, velletierina v ace-
tato tamhié&n son precursores de cernuina, v podrfan serlo de

X =ohscurina v licodina (2, 10, 11, 12).

* M,Castillo, G.Morales, L.A.Lovola, préxz., publicacibn



2. Tritervenos en Lwvcopodium

Bl estudio quimico de la familia de las licopodéceas no
s6lo se ha limitado a los alcaloides, sino que se ha extendi
do a los triterpenos cue son rentaciclicos eon el anillo C

es de 7 &tomos de Carbono. Se les conoce como del tipo Serra

teno, cuva estructura base es :

v -
i

Serratenediol 21, fue vprimeramente aislado de Lvcopodium

Thumb variedad serratum f.serratum por Inubushi y posterior -

mente ha sido encontrado en pinillos, helechos y cortezas de

pino (19) como es el caso de Picea sitchensis (Bong) Can.

(Sitka spruce) (20), por consiguiente este tipo de triterpe =
nes no es exclusivo de la familia de las liéopodécéés} No se
han encontrado en anciospermas.

La familia del serrateno (serratenediol) pertenece al

grupo de los hopano u -hopananos modificacdos vy tienen una cer-

cana relacibn biogenética con & =-onocerina la cual ha sido

aislada de Lvconodium clavatum (22, 23, 25)

Algunos de estos triterpenos pentaciclicos aislados se

muestran en el esguemna 3 :
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1 g A ,
21 Serratenediol » OH I H OH
22 Licoclavanol ’ H - o On H
23 2l-~Iniserratriol =, on 51 on I
24 3-hidroxiserraten-2l-ona Q)51 H ’ 8]
25 l6=-0Oxoserratenediol OH' 3 H on
26 16-Oxoepiserratenediol . on . H 8)8! H
27 Tohogenol 0) 84 H H OH

l6-oxoserratenediol v l6~-oxoepiserratenediol poseen un carboni

lo en C=-16

ESQUEMA 3

Tohocoenol 27, no tiene doble enlace en C-14 pero posee un OH

en esa posicidn.

Otro grupo es la serie de los Phlecmanoles :

flegmanol : A R, =R_=R_=H P/=OH R,=0=CO= (CI?,,)?—CV
- FA 23 A .

' ) o
R, =P.=R.=H R,=00 R,=0-CO-CI'=CT '
N 4 s RS s 7@"’“

(3]
v}

R_ =P =R _=H P =07 P_=01
C 1\2 4 \5 n q YAC g A
D Tohogenol acetilado en C,
]
E R =R =R.=H R_=R_=0H v CH,OH en vez d
F 5= =R =l =R OH + ,H?.OJI on yev ae

€29

Ademis estln los derivados acetilados aque tarmbidn se han

encontrado (21, 45, 46),

Losrrasgos rarticulares de estos comnuestos son
seen en su navorfa 7 grunos metilo v un dohle enlace
ademis del anillo de 7 &tomos de carbhono previamente

do, son compuestos aue se nueden identificar por sus

risticas espectroscboicas: asf por ejemplo para el-rse
-1 - -~ y PR e > e i N e G a a a® oi e oo AT ,..ﬂ\—l 4 7 AN

aue po -
en C=14,
menciona

caracte-

2rratene-

-1
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7195 om para dobhle enlace trisustituido v en el esnectro r.m.n,

T

sefiales en 4,69 ¥ nultinlete para un ! olefinico; sinoletes en
8,78 x ; Q,HF't‘ 2,35 Y vmara 7 gruvos metilo (7?). Inubushi
(24) , vor otra narte encontrd para elezrratenediol sefales en
9,31%¢ (3H), 9,20 % (31), 9,17 ¢ (31) 0,14 "¢ (60) v 0,02 Y
(A1) v en el derivado acetilado solo 3 singletes para 7C—CH3
en relacidn 1:5:1

La espectrometria de masas ha tenido gran importancia en
la elucidacidn estructural de estos tritermnencs va cue las
fraomentaciones caracteristicaé del anillo de 7 &tomos de car-
bono, permite definir modificaciones en ios esqueletos v fun -
cionalidades presentes en estas series.

Una investicacibn detallada <Ze los patrones de fragmenta-

cibn de la familia del serrateno fue realizada por Xutney v

: 14 . :
En la fragmentacibn de los A~ =-serratenos interviene

principalmente la ruptura del anillo de 7 &tomos de Carbono va

K

que es un punto d&bil de la molécula (Tipo III).

. Tipo il
. Rzi,, +

Ry

Lo nt __L——)“CH : o* mre 189

mle. 204

n el caso del serrateno la ruptura de los enlaces entre
los C-11, C-12 vy C=8 (=27 dan una senal a m/e 204 con un

46% de abundancia relativa.
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ensidades de las senfales tivo retro Diels-Alder

con otros timos de trit

arvenos pentaciclicos,

BT
2|
4
:'u.’:
K
3
»
[
<V
6 - . .4
»t 140 X ICE) Qi “
Los dos sistermas de anillo son distinguibles por la abun
; ; +
dancia cdel ion 7

/e 121 en el caso del serrateno el
proviene cde un tino de fraagmentacidn cue

involucra la
cidn de un ¥

(Tipo II).

CHz
Tipo Il
——_——-—,.
+
. . Ry o -
alta abundancia
K H ’
mle 189 R,z mle 11 76,8% R2:< mle 218
; H ' "
d JOCH3 - +OCH3
.0 L Ry= mle 221 63,5°% Rz:\ mie 248
'v" H
OH ' OH
. . &
Ry mlfe 207 38,4°% Ry=¢& mle 234
=<, . 2
H
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n cunato a su biog&nesis, la serie del serratenediol tie

ne relacifn con o =onocerina, comuesto cre ha =ido aislado

de Lvconodium clavatum (22, 47) de Tvconodium inundatum (25) v

de Ononis svinosa (50), lo cue indicarfa cue astén interre

D
]
o))

1

cionados por una simple transformacibn cufmica (?6). La ohten
cibn del serratenediol a partir de < -onocerina se logra
usando &cidos de Tewis voluminosos como por ejemnlo el BF, (27)

-
Ci

verificéndose la sicuiente reaccidn :

OH

BF,, CHCI4

ol -onocerina Serratenédiol

Como la sfrtesis de oL-onocerina se ha logrado (22) al
acrecar este paso se puede concluir cue serratenediol puede

ser sintetizado totalmente v sin nrohlemas de estereocuinica

va ocua o(fonocerina tiene la misma configquracidn.”
o{ -onocerina es isomerizada a ? A4 d”—onocerina con tra

tamiento con &cidos minerales. ®

ol ~onocerina R -onocerina ¥ -onocerina
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of =onocerina proviene de la ciclacibn del escudleno el

cual tarhi&n pueade dar origen a la familia de la fé-awirina
denandiendo de la forma en cue se nrodurca la ciclacifn (29

14

30).

B -amirina

o -onocerina Serratenediot

i

¥utnev v Rocers (31) afirman cue en los Picea sitchensis

solamente,los triterpenos del tipo serrateno provienen de una
ciclacibn poco conflin del eséualeno, v no se han enconﬁrado
jﬁntos con los provenientes de la ciclacién habituai;

X —-onocerina es tetraciclica v posee dos grupos metilenos
en los anillos B v D, seis grupos metilos y dos hicdroxilos. La
no existencia del anillo C le da gran movilidad en torno a lbs
C-11 y C=-12, pero al ser hidroaenada solo forma tres pZoductos
debido a la simetria. (29) Su espectro 1.r. tiene absorcic -

1

© . -
nes corresnondientes a metileno exociclico en 3085 cm 7,

=1 wl =1 ; :
1642 ecm 7, v 285 cm 7; en 3350 cm para hidroxilo. (49)

15 :
[“]D =4+ 17 * 2,0° (¢ = 0,25 CHCl,). Tl espectro r.m.n. pre

senta senales en 5,18 %Y v 5,35 ¥ pertenccientes a los arupos
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metilenos, v setales en 9,4 ¥ ; 9,22 ¥ ; 9,17 Y cada una

lum se aisl® un diterneno: licoxantol junto con friedelanona
-3, ceras, etc. (48)

Un estudio hioguimico comparativo realizado por L.White
v G, I,17. Towers (32) de los licopodios establecid cue la éacg
rosa era el azfcar nredominante, olucosa v fructosa estabgn
en menor porcentaje v solo se detectd trehalosa en algunas es
pecies, Tn cambio en las selaginelas, trehalosa era el azf -

car predominante y en menor proporcidn sacarosa, glucosa vy .

fructosa.

Objetivo : En el presente trahajo se examind el contenido de

alcaloides v compuestos neutros del Lvcopodium gavanum Foster

Var. Gavanum (2emv et Fée) aque es gindnimno de Lvcopodium

scariosum, (v esta Gltima denominacidn tiene preferencia¥)

(33), contribuvendo con antecedentes sobre su clasificacidn

taxondnrnica.

* R,Rodriquez, Inst. de C, Biolbaicas, Derto. de Roténica,

Universidad de Concepcibn.
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1. Instrumentos v materiales :

La cromatografia de gases se realizb en un cromatbgra-
fo Perkin=Dlmer modelo 900, con un detector de ionizacidn
de llama a base de una mezcla de H2 v aire a una presibn
de 1,4 Kg/cmz. E1 gas transportador era 32 con un flujo
de 70 ml./min. medido a la salida de la columna.

Las columnas ocupadas fueron: SE=30 3% sobre Chromosorb
W de 3 pies de largo v 1/4 pulgadas de diémetro v OV-17
sobre Chromosorb Q de iguales dimensiones. Las condicio-
nes que se usaron se indican en cada caso.

Para la cromatograffa en capa fina v preparativa se

ocupd Silica Gel G, v 6xido de aluminio Tipo 60/E.

3]

54

Las placas se activaron durante 1,5 hr. a 120°C. Los sis
P ’ s

temas de solventes se indican en la tabla I.

Tabla T«

Sistema Solvente e
a Cloroformo
b : Cloroformo : Metanol (92 : 8)
c , Méfanol
a : ' Benceno : Ciclohexano ( 1 : 1)
e Eter de PetrBleo
£ Cloroformo : Metanol (99 : 1)
g Acetona

El proceso de revelado se realiz6 utilizando vapores
de Iodo, o rociando con reactivo de Draggendorf para la

deteccibn de alcaloides v rcactivo de Liebermann-Burchard

e ® 1 e e o . I A AN
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aluninio basico Tipo E,'graﬁo de actividad i, v cuando se esti-
nd necesario se desactivd seglin ref, (39). Tambi&n se ocupd
Silica Gel 60 para columna. Todos los solventes vy adsorbentes
ﬁsadqs eran productos lerck de calidad analitica.

Los espectros i.r. se registraron en pastilla de KBr usando
un espectrofotbmetro Perkin-Elmer 621,

Los espectros de r.m.n. se régistraron usando un espectrdne-
tro Varian T=60, v como referencia interna se ocupd TMS*,

Los solventes usados se indican en cada caso.

Los espectros de masas se realizaron en un espectrbmetro de
masas ECE-1103B,

Los espectros se graficaron tomando como referencia a labse-
fial més‘abundante a la cual se le atribuvd el 100%; se han re- -
presentado las senales con intensidades superiéres al 5%.

Los puntos de fusibn no han sido corregidos; se tomaron en

un microscopio Leitz con placa calefactora.

2. Recoleccidn del material

Lycopodium gavanum (Remy et Fée) se recolecté en la primave-

ra de 1973 en los faldeos del Volcadn Osorno, Osorno.

3. Obtencidn de extractos

El proceso de extraccibdn sc realizb por medio de una percola
cibn con &c. Tartfrico -tras haber probado otras técnicas en
trabajos pre§ios realizados con esta planta (37, 38)- éeguido
de un lavado con &ter etilico, bésificacién v extraccidn con sol
vente.

a) Extracto Clorofb6rmico : Sc partié de 11,7 Kg. de planta

seca v molida finamente, de los cuales 6,95 Kg. fueron percola-

(3}

Ana ran S~ Tar+S+ico al 32 n/v por 3 vecee duvrante 2 a 2 Afae
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La solucidbn &cida fue filtrada a través tierra de infusorios,
vy al ser guardada en el congelador se obtuvo un producto crista

lino (18,1 g.) soluble s6lo en agua caliente que es negativo al

ensavo de Dragendorff, Este producto se hidroliz6 con H,80, v

fis

por c.c.f. en placas de silice neutra impregnadas con Acetato

1

de Sodio 0,02 desarrolladas con CHCl,: CiI,0H 6:4 v reveladas
’ 2

3 3
con el reactivo 11°250 (34) se vi6 cque no correspondfan a azfica-
res, pueden ser posibles tartratos.

La solucidn &cida se separd de este producto por filtracidn

y el filtrado se lavd repetidas veces con &ter etilico para asi
.eliminar material neutro v no bé&sico disuqlto. La fase acuosa
se basificd con XOH hésta pH 10-11, evitando el calentamiento.
Se obtuvo un precipitado (14 g.) cque did positivo al ensayo de
Benedict y en c.c.f. tenia iqual Rf que glucosa. La solucidn
fue separada de este producto y se extrajo exhaustivamente con
CHCl3 en un extractor Soxhlet, obteniendo ési el ext?acto cloro

férmico 1 de color caf& cuyo residuo pesS 13,7015 g. que corres

ponde a un rendimiento de 0,20%.
Los 4,75

Xg. de planta restanﬁe sé extrajeron con &ter de
Petf8leo 40-60°C en un extractor Soxhlet durante 4 dias , para
eliminar los compuestos neutros v grasas presentes en la planta,
la planta se dejd secar y luego se le hizo el mismo tratamiento
anterior, obteniendo el extracto clorofdrmico 2 de color café
que pes8 6,7872 g. equivalente a un rendimiento de 0,14%,
°Ambos extractos cloroférmicos se juntaron debido a su compor-

tamiento similar en c.qg. v ademés como se detectaba baja canti -

dad de alcaloides se aumentaba asi la masa total de ellos. Fsto

dib6 un peso total de 20,4887 g. equivalente a un rendimiento de

»

0,189
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El esquena 4 representa un diagrama del proceso de extrac -
cibn. La figura 1 muestra el cromatograma del extracto cloro-
f6rmico total en una columna OV=17 v un programa 130-23O°CAa
6°C/min, con 1 min. a la temperatura inicial.

Parte de la planta va extraida se reextrajo con Metanol v

siguiendo el método tradicional para la obtencibn ce alcaloi -

23

es, se tuvo un rendimiento de un 0,017%, lo cual indica que

la extr@ccién con &c. fue efectiva

9 -~

1

[
!

inmtensidad
~
] !

T 7 T T T T T T T
i o 2 % € b 10 12 1% s 1B 20 @ 22 tim
b) Extracto I't8reo : El procesamiento con eter de petrbleo

3|

que se le hizo a 4,75 Kg. de planta di6 el extracto etéreo cu-
yo residuo pesbd 51 g. v era de color verde v olor poco agrada-

ble, correspondiendo al 1,07% del material seco. (23)
]

4, 1Método de separacidn

4,1, Alcaloides

El extracto cloroffrmico fue sometido a una distribucidn

contracorriente (40) a pH 5,6 en la que la fase mbévil era el
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Ilvaine (36) a través de 92 embudos, ocupando 250 ml de CIIC 3 Y

de tampbn en cada uno.

Se obtuvieron asi 9 fracciones, las cuales por c.c.f. ¥y c.g.

.o

se agruparon de la siguiente manera

Fraccibén A

embudo i1l 17 ;63 g

Fraccibn B : embudos #2 al 5 1,24 qg.
Fraccibn C . : embudos #6 al 9 0,53 gs

a) Fraccibn A: Esta fraccibn se hizo pasar por una columna de

A1203 de actividad II eluyendo con los siguientes solventes :

Tabla 2
Fraccibn’ Solvente Volumen peso (g.) Reactivo
(ml) ' Draggen=-
dort
4 Benceno 250 5,6112 -
2-13 Benceno:CHCl3 250 aceite -
14 CHC1,:1eOH (98:2) 250 1,98 +
15-27 CHC13:MeOH 10% ,
50%, MeOH 2000 5,1144 g +

250 mg. de la fraccibn 1 se aplicaron en una placa preparativa

de Silica Gel Heutra de 2mm, de espesor, y despufs de desarro-

llar con el sistema d se separaron 3 productos E,F,H con Rf de

0,80; 0,52; 0,10 respectivamente. El producto E se purificé
a través de otra placa prevarativa en iguales condiciones ante-
riores deteniendo asi 33,4 mg. de E.

COMPULSTO E : Tiene un aspecto de cera y no es cristalizable.

! : 5 -] =
Su espectro de i.r. presenta una banda en 1740 cm ~. El espec-

tro r.m.n. tomado en CDCI

1, da un singlete en §,65
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COMPUTSTO H : Su espectro de 1i.r. tiene las sicuientes bandas:

2138 cm-l 1600 v 1580 cm—l, 1290 v 11490 cm-l. El espectro de
r.m.n, da un multiplete en 2,4 v un doblete en 5,38

Con la fraccidn 14 se intentd la preparacibébn de un hidrobro
muro (39, 40) form&ndose un precipitado el que  fue separado y
no era alcaloide, La solucibn se basificé( se extrajo con CHCl3

vy el residuo se aplicd en una placa preparativa de Al?O,, desarro
- ~ =

llada en el sistema a, se separaron dos fracciones: B-2 de 0,44

0,2. El1 alcaloi-

Pl

g. Ccon un Rf 0,8 v B4 de 0,5426 g, con un Rf
de B-2 no se ha podido purificar, y en c.g. se ve un pico mayori
tario eh 4'12" vy otro de menor intensidad a 4'43" relativos al
solvente en la columna OV 17 a 230°C constante. Al revelar con
reactivo de Draggendorff las placas dé c.c.f., el color desapa-
rece répidamente.,

Por c.g. la fraccidén B-4 no fue resuelta ya que era una mez
cla de més de 5 compuestos de los cuales ninguno preaominaba.

La fraccidn 15-27 es de contenido alcaloidal nuy bajo v no

fue analizada.

.

b) Fraccibn B : Esta fraccidn se pasd por una columna de AlZO3

de actividad I pero no se pudo separar ningfin alcaloide puro de
bido a la complejidad de la fraccidn. Ademds se aprecia por
.anflisis cromatogfafico que su contenido de alcaloides es bajo.

c) Fraccibn C : Esta fraccibn se pasd por una columna de 25 g.

de Al?03 de actividad II y fue eluida de la siguiente forma :
Tabla 3

Fraccibn Solvente Volumen (ml.) peso(dl.)
BC 1-10 Benceno:CHCl3 1000 0,350
Bc 11-13 CﬁCl3:HeOH (98:2) 450 0,0389

n 1 A 07 L et (OG AN 100N N _NAOY
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B, 22-32 CHCl,:MeOH 6%,10%,50% 1000 0,0259

3
Bc 33=40 ; CHClB:TeOH 50% y leOH 1000 0,0056

Estas fracciones se agruparon asi por comparacidn en c.c.f.
V Cetls

La fraccidn BC 1-10 fue cromatografiada en una columna de

Al

?03 de actividad I v de 20 g., recolectindose la fraccibén 47-
49 (56 mg.) eluida con CHC13 letanol al 10%, de la cual se sépg
r6 la seccibn de Re 0,35 en una placa preparativa de 31203 desa

rrollacda en el sistema b, obteniendo 1,4 mg. del alcaloide B-1.

ALCALOIDE B-1 : Cristaliza en acetato de etilo, en c.g. tiene
un tiemvo de retencibn de 5'10" relativo al solvente en la co -

- lurmna SE-30 a 230°C constante. Su punto de fusidn es.de 1204
124°C., El espectro de i.r. tiene una absorcidn importante en
3350 om L.

De la fraccidn B 14-21 se separd en una placa preparativa
de A1203 usando el sistema c, la seccibn con Rf = O,i, obtenien

do 5,3 ng. de un alcaloide B-3. Este pfoducto no se ha purifi-

cado, va que en c.c.f. se ven dos compuestos de R

£ 0,10 y 0,15

en placas de A1203 con el sistema b,
En c.g. hay dos tiempos de retencifn 3'36" y 4'12" en la
columna OV 17 a 230°C constante, ademfs de algunas impurezas.
Las dem8s fracciones Bc 11-13, BC 22-32, Bc 33-40 se revela
ron como mezclas complejas de compuestos no todos alcaloidicos
vy debido a su bajo peso no se trataron de‘resolver.

Ll esquema 5 describe el proceso de separacidn de compues -

tos del extracto clorofdrmico.

4,2, Triterpenos : 5 g, del extracto eté&reo se pasaron poOr una

e}

columna de 130 g. de Silica Gel !leutra se eluvd de la siguien
g . L
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Tabla 4

Fraccibn Solvente ' Volumen (ml) Peso (g.)
To17 Benceno, Benceno : 1000, 200 aceite
CHCl.,  20% :
% |
18-33 Benceno: Cloroformo 900 0,516
50 %
34~-57 Cloroformo 500 1,043
8=79 Cloroformo:!leOH 50% 1000 2,812

La fraccién 58-72 se decolord con carbdn activado, v luego
cristalizaron en cloroformo, 259 mgr. de G-1, que da positivo el

ensayo de Liebermann-Burchard para triterpenos.

" Comnmuesto G-1 : Es de baja solubilidad en compuestos orgé&nicos.

En c.c.f. gobre Silica Gel Meutra usando los sistemas £, a, g
tiene los siguientés Rf: 0,21 ; 0,18 ; 0,8 respectivamente., Su
punto de fusibn es .208-209°C. Las absorciones més principales
. " -1 . . ' m s on =1
en el i.r, son 3350 cm estiramiento. de O-H, 3080 cmy -,

-1 e, " o -
1642 cm —, 1400 cnm bandas correspondientes a metileno termi -

nal. El espectro r.m.n. nmuestra sefales para 6 grupos CH3, dos

II geminales de O en 7T v 4 H de grupos metilenos en 5,5 ¥V y
5,22 cada una para 2 H. Su f6rmula molecular fue determinada

g - B
por esm, y es C3Oh5002.
En la fraccidn 18-33 se ve la presencia de otro triterpeno
el cual se tratd de purificar, sin buenos resultados a través

de una columna de Silica Gel lleutra 40 gr. v recogiendo la frac

cifn T-12 eluida con Benceno: L’IIICl2 50% (100 ml) vy CHC.3 (100
ml). Tiene un Rf = 0,35° en Silica Gel leutra sistema a.

B oaiow AP e s vy B e s rbam T | pmempmideapecmg owdiemn sl T ek ot e et dhiasbeniote W NN A
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tor Soxhlet (21, 41, 42) obteniendo asi los extractos E-1,

©-2, -3 respectivamente, £l extracto I-2 fue pasado por una

columna de 400 g. de Silica Cel lleutra.

Tabla 5
Fraccidn Solvente Peso (g.)
Rl Benceno 0,2282
R, Benceno: CHCl3 50¢% 00,0747
i3 CHC13 0,318
R, CHC13:MeOH 50% 0;1177
Re 'CHC13:7=IeoH 50% ' 1,244
86 Metanol 55312
87 Metanol 1,0057
R6 Metanol 1,300
Las fracciones RZ' 23, R, se juntaron con T-12 dando un
peso total de 695 mg. para separar el otro triterpeno presen-

te, pero no se logrd, De la fraccibn 86 se cristalizaron en
cloroformo 21 mg. de un compuesto con iguales caracteristicas
cromatocf&ficas aque G-1, adem8s sus espectros eran idénticos.

Por cri

n

talizaciones sucesivas de los licuidos madres se obtu

vieron 67, 45 mg. de G-1.
De la fraccidn 87 se cristalizaron 169,67 mg. de G-1,

¢ De la fraccibn R, se obtuvieron 170,2 mg., de G-1.

6

E=3 produjo 93,46 cristalizar el cloroformo.

o)
|
]
Q
L]
o}
0]
"

1
H
o)
}_J

51 esquema 6 representa todo el tratamiento que se le hizo
al extracto etéreo.

G-2 (Diacetil C¢-~1) : 100 mg. de G-1 fueron disueltos en 4 ml,
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hidrido acé&tico v dejando a temperatura ambiente durante la no-
che se obtuvo el derivado diacetilado de G-1, el cual fue di -
suelto en cloroformo v lavado con agua para eliminar la.Piridi-/
na. La fase orgfnica se secd con sulfato de sodio anhidro.

Se recristalizaron en cloroformo: metanol 44 mg. de G-2,

Compuesto G-2 : Cristaliza de cloroformo-metanol v su p.f. es

197-199°C (el producto sublimado tiene un p.f. de 195-1399°C).
En c.c.f. tiene un Rf = 0,81 en Silica Gel Neutra sistema a.
Su espectro i.r. tiene las siguientes bandas : 1730 cm-l ten =
si6én C = 0 de &ster, 12380 cm—l estiramiento C=) de acetato,
3080 y 1640 cv_n-l absorciones de metileno terﬁinal;

. E1 espectro r.m.n, nmuestra singlete en 8,0 ¥ para 6 H asig

nables a CH,-0-C=0 v senales para 6 grupos CH, a alto campo.
<

3

Su férmula molecular es C34H5AOA con un peso molecular de

526, determinacdos por e.m.

G-3 (Producto de hidrogenacidn de G-1): 200 mg. de G-1 se di =-
solvieron en cloroformo-metanol, se agrégaron 70 mg. de Pt02 v

se dejb la mezcla por una hora bajo hidrdgeno a temperatura am

.

biente, la c.c.f. indicaba la formacibn de tres productos en
que uno de ellos era aparentemente G-1, Se agregaron otros

100 mg. de PtO, v al cabo de 14 horas de mantener la solucidn

2

en ambiente de hidrd&geno afin quedaba G~1 pero en menor pPropor-
cidn. Se agregb &c. acético (5 ml) v se dejbé por dos horas més
con hidrbgeno, al parccer sin lograr que la reaccibn fuera to-

tal (si lo era, uno de los compuestos tiene igual nf que G=1).

Bl &c. acético se neutralizd con Na2C03 v se lavd con clo-

roformo. La fase orgénica se secd con la,50, anhidro v se fil

4
tré. Del filtrado se obtuvieron 93,2 mg. de G=3, al cristali-

zar en CHC1

3.



L6gr. |Extracto Etereo

_blgr.

E-1 n-Hexano

E-2 Benceno

E-3 Cloroformo

T=12

| 84, .
Vo b Smgr CHCLG
2282mg R1__| - Y
74,7 mg Ry : S T ET
318 mg RB _\ £ > V‘193,6 mgr. quUIdO o 2560-{;0'
m7mg Ry = V-2 208.2mgr. “madre . £2m9

— 1124 gr. Rg e (V=3 78,1 magr. aceti-__
531gr. 86 V-4 M7 mgr, e R e
1.0 gr. 87 H V-5 180mgr. Hy/Pt| Tg.2]
13 gr. Rs i CHCly | |

. - ——s| 6-1 1 G-3
sobrenadante - |, B1mar
lig. madre. =
\ G-1

Si6 Neutrd

lcoturnna

Fracc. 1-17

Fracc. 18-33

05%6gr

loABQ

T 6-1
193,46 mgr. ’ Fracc. 34-68
I : (‘FTGCC.@S -79 . 2812¢r.

lig. madre....  |57.45 mgr.

N 1

6-1
/ \ 169,57 mar,
lig. @ = .
‘madre I G-1
R-5 170,2 mgr.
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Cormuesto 5=3 : Su punto de fusibn es 213-220°C de baja solubi-

licdad en compuestos orgénicos. Iin c.c.f. tiene un R

0

FU31l en

Silica Gel iNeutra sistema f. Il espectro i.r. muestra absor -

|
cidén a 3350 cm *, correspondiente a estiramiento O-=il, Su espec
tro de r.m.n. indica la presencia de des I geminales a OiH en

1,05 .

ITI. RESULTAROS Y DISCUSION

Alcaloide B-1 : En el espectfo i.r; (fig. 2) se ha asignado la
siguiente absorcibn : /

3350 cm—l estiramiento de enlace O-H o N=-H

Dada la pequefia cantidad aislada no fue posible obtener mavor in
formacién acerca de su composicidn.

4

Triterpeno G-=1 : Su espectro i.r.{ ¥Fig. 3) muestra absorciones

m&s importantes se han atribuido a :

3350 cm—l banda‘ancha de estiramiento de enlace O-H

3080 cm_l estiramiento enlace C-H de alqueno

1642 cm—l estiramiento enlace C=C algueno aislaco +

1400 cm-'l deformacidn enlace C-~H de metileno terminal >C=CH2

900 cm_l ‘vibracidn de direccidn opuesta de los H terminales
de | >c=cn2

790 cm_l rqcﬁing de +C32+n

Il espectro de r.m.n. tomado en CDCl, v gotas de DMSO

3

(Fig. 4) muestra sefiales que se han asignado a los siguientes

grupos: (43, 44),

Singletes a : 9,43 Y (6H) CiI, - C G

\f‘
g, 4. % (M) CH, - c(fi——c
c
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<3 Te

c
|
Multiplete centrado en 7 T (2L) HO = C = H
|
2 N . C
sefiales en 5,5 ¢ (2H) L = CH,
5,22°%¢ (2H) )c = Cil,

Su fbérrmula aglobal es C?OHSOO” determinada por e.m, de alta

t

resolucibdn v su espectro de masas es el de la figura 5.

m/e p&rdidas
M, 442
M- 4G 427 - .CH,
at = at - 10 424 H,0
R [ 409 *CH,

Tenemos entonces § grupos CH3, 2 grupos metileno terminales
v dos grupos hidroxilo. La fbrmula C30H5002 indica que hay 6 in
saturaciones; por lo tanto es un compuesto tetraciclico y entre
los triterpenos con estas caracteristicas G-1 se asemeja a
«{ —onocerina.,

El anélis%s del espectro r.m.n. indica que los metilenos 25
y 26, 24 y 28, 27 y 23 serian ecuivalentes y darfan 3 senales
con la relacifbn de intensidades l:1l:1: los 2 hidrbgenos de cada
grupo metileno exociclico no serfian equivalentes pero si deben
serlo entre un protén de un grupo v otro H del otro grupo dando

asf dos sefiales y deben ser un cuadruplete debido a :

~S
_~H

C=C
TR

b T=05-25 cps




R

L8

En el espectro, se aprecia que la sefial a 5.22 ¥ es un nul

tiplete con un ancho a media altura de 4.5 c.p.s.

L1l escquema de fraamentacibn vostulado para la oL -Onoceri-

na corresponde a las senales encontradas en el espectro de ma -

Sas.

Poy comparacion directa (i.7., F.li.f. ¥ €.¢.f.)  Con una

muestra auténtica de oK =Onocerina* se comprobd su identidad.

R

h4-k

R=0OH 442 —RH

~

=0Ac 528 I \

* La muestra fue proporcionada por H.Ageta.

" T
a Cg—ﬂ Q ]

| m/e
R=OH 207
R=0A; 249

mj/e 189



m/e 135

| R : . %
i Cip-2. [ R=0OH m/e 221
- . R=0Ap 263
_ R . A ‘
R | S |

T@
(>

m/e 149

|-RH

v

|
U;) l jm l‘* -A @ |
lm . 3

m/e 203 ' m/e 121
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G-2 (diacetil G-1) : Su espectrd i.r. (Fig. 7) presenta las si
guientes bandas que se han asignado a :

3030, cm—l estiramiento enlace C-H de alguenos

1730 em”t estiramiento C=0 de &ster

1280 cm—l estiramiento C-0 de acetato

1649 cm v 890 cm—l deformacidn enlaée C-H de metileno termi
nal >C = CH2.

El espectro de r.m.n. tomado en CDCl3 (Fig. 8) muestra las
siguientes sefiales :
Singletes 9,4 Y (GH) CH, -

9,22 Y (6H) CH, -

w
-0~ -2~
1

9,17 Y (6H) CH, -

=3
8,0 v (6H) CHy = C =0
Multipletes - 5,30 Y (4H) CH, = €. y RO = é =8
5,05A . (2H) CH, = &

El espectro de masas (Fig. 6) indica que su peso nolecular

-

es de 526 v corresponde a la férmula global C34H5404.

Su esquema de fragmentacibn es igual al de G-1, ademis de
+ -CH,CO0H +

las pérdicdas de CH3COO?. M, 526 _.__3____; M. . _41231L$

- s
I+-75 CH.,CO0H » I‘"!_+- 135,

La resonancia magnética de los H de los grupos metilenos es
desplazada aproximadamente en igual medida a m&s bajo campo de-
bido al efecto del DMSO.

Lste compuesto corresponde a diacetil onocerina
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va que fue comparado en c.c.f., r.m.n., i.r., con una muestra

auténtica proporcionada por J.C. Braekman.

G=3 (Producto de Hidrogenacibn de G-1) (Tetrahidro G-1) : Su es

pectro i.r. (Fig. 9) tiene las siqguientes absorciones :

3350 em + banda ancha de estiramiento de enlace 0O-1
3000 cm—l tensibén C-H de alcanos
1390 cm-l v :
1450 em—1 deformacibn enlace C-H de CH,
-1 . .
770 cm Rocking de {pdz}n

Es espectro de r.m.n. (Fig. 10) tomado en CDC13 v DMSO da

las siguientes senales :

\
Singletes en 93 .0 (3H) CH, - g -
9,25 ¥ (9H) CH, - ¢ -
|
9,15 ¥ (12H) CHy - C -
[
Multiplete en 7,05 T (2H) HO - ? - H

Ll an&lisis del espectro de r.Mm.n. indica que no hay dobles
enlaces es decir gque se han hidrogenado.los metilenos dando ori
qeh a A —onoceranadiol. Segfin Hendrixon (29) la h%drogeha -
cibn de A -onoceradienodiol, da origen a tres productos -1los
cuales se obtuvieron en este trabajo. |

Los tres productos deben ser :

7 7 n

myy,

y por lo tanto son isfmeros de f6rmula molecular C,,H.,0, "
- r 3 S
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Commuasto

La identificacidn de este compuesto no.se ha realizado va

Posee un . = 0,6 en Silica Gel *leutra sistema a. Soluble
en cloroformo, no se ha nodido cristalizar.

Las figuras 13 v 14 nuestran los espectros i.r. V r.m.n,.
respectivamente, La composicidn .y estructura de este compues

to no se ha determinado.
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Conclusiones

El extracto cloroférmico que contenfa el material b&sico
0,4887 gr.) cque corresponden a un rendimiento de 0,18% v

recuerda los resultados ohtenidos en otras especies de esta

familia como es el casoc de L,.,alopecuroides TL.,, L.magellani-

cum v L.,paniculatum, L.lucidulum (49, 39, 40), El aspecto

del extracto éra aceitoso lo cual hacia dificultoso el ensé—
vo Draggendorff e hizo suponer cue el rendimiento de alcaloi
des seria hajo. Si se analiza el gr&fico de la distribucién
en contracorriente (Fig. 15) se ve que el popcentaje de ba -
ses fuertes es aproximadamente 4,5 x 10-3% de la planta éeqa,
v cabe hacer notar cue esta distribucibn se hizo a un pH bas
tante bajo con lo cual no solo se arrastraron las bases més
fuertes sino cque tambié&n alounas més débiles. De la fraccidn
B no se pudo separar ninglin alcaloide v como se dijo anterioxe

mente su contenido de hases era baijo.

La fraccién A donde deberian estar las hases déhiles se

o0

pucde apreciar qus menos del 8,3 x 10 con respecto a la
planta son en realidad alcaloides.

La planta contiene alcaloides pero en cantidades pequeifii-

-

<
simas. Brackm
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ompaz ivo de log alcaloides

51) encontrados en licopodios encontrd que este género es

~~

homog&neo en su contenido de alcaloides -puesto que son bases
que derivan biogen&ticamente de la Lisina, v en las especies
de las Selaginelas e Isoveraceas (Isoates) no estaban ?resen—
tes o los nesos de la fraccidn bAsica era inferiores al 0,11%.
1l contenido de alcaloides, entonces es un rasgo cque distin -

gue las licopodaceas de -las Selaginelas e Isoveraceas,
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El rendimiento real de alcaloides con respecto a la plan
ta seca es del orden de 2,6 x_10f3% conciderando todas las
bases obtenidas. Iste rendimiento és bastante inferior a los
encontrados en otras esvecies Chilenas. (39, 40), pese a que
el momento de recoleccidn de la planta - primavera - es la
permitido obtengr mayor rendimiento de bases., (39)

Se sugiere una revisibn de la clasificacidn taxondmica de

la pnlanta va qgue plantas de una misma familia generalmente

tienden a producir alcaloides de un mismo tipo estructural (5




e L 8

Il extracto et8reo revel$ la presencia de - &L -onocerina

(G=1) v otro triterpeno en muv pecuafia cantidad, A ~onoceri

na ha sido encontrado en otras esnecies como el Lvcopodium

inundatum T, (25) TLwvconodium clavatum T.. (49), pero tamhién

en Onosis spinosa (50). Tstos antecedentes hacen ver cue

X -onocerina no es exclusiva del gfnero lvcopodium v su pre
sencia no decidirfa sobre su clasificacibn taxonbmica. !o se
aislaron triterpenos del tipo serrateno.

Mo se obtuvo mavor informacibn acerca de los azficares va
que solo se hizo un anflisis cromatogré&fico v no_un'estudio
comparativo de los vosibles azficares presentes. Un estudio
de estos compuestos teniendo presente las observaciones de
Thite v Towers (32) avudaria bastante a la clasificacibn de
la planta.

Del »nresente trabajo lo mé&s importante es que el compor-

tamiento de la planta en cunanto a alcaloides no es lo comfin,
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