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El estudio de la composici6n esteroidal de 

una especie de Phymactis es investigado. Co- 

lesterol es el esterol predominante y corres- 

ponde al 901c de la mez.cla de est:eroles libres. 

A 10 menos 0~ros 3 esteroles fueron tambien 

identific2dos utilizando metodos cromatograf~ 

cos. El inalisis de los lipidos sapolrif~cables, 

demostr6 la presencia de fos£olipidos polares, 

ceras y acidos grasos. 

The s tudy of the steroidal compos it Lo n of Phy- 

mactis clematis species have 0een investigated. 

Cholesterol is t.he pr :x1c;minant sterol and com- 

prises 90% the free sterol mixture. At least 

three other sterols were also iclentified by 

chromatography methods. 

saponifiable lipid shoved the presence of polar 
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CAPITULO I 

Introduc;ci6n:- Durante la 'I1ltima d~cada, un ndmero crecierrte de 

trabajos, publicaciones, cOnferencias y simposium1-4 relacionados 

con quimica marina, ha centrado la atenci6n de los quimicos hacia 

esta ·Area de la Investigaci6n. Hasta hace poco tiempo, la quimi­ 

ca marina estuvo restringida a simples anAlisis de rutina y como 

ayuda a oceandqr af'os y bi61ogos marinos. Aproximadamente, a par­ 

tir de 1969 y como consecuencia del desarrollo paralelo de ~to­ 

dos instrumebtales mAs re£inados, Centro de Investigaciones Japo­ 

neses, Canadienses y Ainericahos ~ han ido acrecentando la explora­ 

ci6n de los oc~anos hacia la b~squeda de principios quimicos paten - 
cialmente ~tiles, sobre todo en el Area biom~dica. 

Todas estas Conferencias y Simposium, han tenido 

como objeto el diseminar conocimientos que reasume el estado y 

progreso de las investigaciones hasta aqui logrado y la demostra­ 

cion del'~til futuro potencial en el campo de los productos natu- 

r-al es marines. 

1. 
2. 

Chern. Eng. News, Junio 7, 1971, p~g. 24. 
M.H. Bas Low "Marine' Pharmacology" , "the 
Co., Baltimore, Maryland, 1 (1969), Ann. 
447 (1971). 
A.H. Der Marderosian, Lloydia. 32, 438 (1969). . ~ . 
J .L. rlong, R. Oesterlin ~y H. Rappoport" .T .Am.Chem.Soc. , 
7344 (1971). 

Williams y .Wilkins 
Rev. Pharmacol., 11 - 

3. 
4. 
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CO'l'I\O eongecuelXlia' -de es-te desarrol.l.o' .relati vamen­ 

te r-ecd errce , el conocirniento que se tiene acerca de su quimica es 

muy reducido y aun menos el de sus propiedades £armaco16gicas, 10 

que ha abierto nuevas perspectivas para la formulaci6n de nuevas 

estructur-as 0 

No obstante, el trabajo conjunto de Quimicos, Bi~ 

logos y Farmac6Jogos han logrado caracterizar y elucidar algunas 

estructuras de compuestos t6xicos y drogas cuya acci6n £armaco16- 

gica ha probado ser en muchos casos de gran importancia en el cam­ 

po de la medicina (Tabla I y II). 
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TABLA I 

Dr .. d· . ·1· d . s oga!; . e or~gen mar~rlO utl. l.za as corrl.entemente 

1. 2-(3,5 -dibromofenil) 
3,4 t 5 -tribrbmopirrol 

20 ~".gar 

3. Sulfato protamina 

4. Acido alginico 

5. Spermacety 

6. Cefalosporina C. 

7. Metioyoduro 

8. Nureistoxina 

9. Tetrodotoxina 

10. Eledoisina 

. Fuente 

(batteria marina hetero 
tr6fica) Lyngbya majus­ 
cu l.a, 
Pseudomonas bromoutilis. 
Gelidium s pp , ,i 
Gracilaria sPPo.r algas 

Espermios de salm6n. 

Fucus spp Macrocystis 
spp. 

Aceite de espermios de 
ballena. 
Cephalosporium acremo­ 
mum (Hongo). 
Derivado sint~tico de 
anguila. 

Lumbriconereis hetero­ 
pa (gusano de mar). 
Spheroidis spengleri y 
otros. 
Eledone moschata (oct6- 
pulo ). 

Usos 

A .. b"· 15 ntl~cro la t an- 
ti Viral y f'ungicida. 
Antibi6tico. 

Suspensiones, medio 
bacterial; antivi­ 
rulenta, anticoa9!!. 
lante sanguineo. 
Acomplejante 0 con­ 
servador de drogas. 
Bmul.s Lonarrte , con­ 
servativos de ali­ 
mentos y profilaxis 
de ciertas enferme­ 
dades. 
Ungt.Yentos. 

Antibi6tico. 

Antidoto en envene­ 
namiento POI' pesti­ 
cd.das , 
Insectieida. 

Espasm6dico palia­ 
tivo en cAneeres. 
Vasodilatante, hip£ 
tensivo. 
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TABLA II 

Dr . . d' 3 ogas de orl.gen marl.OO que se encu.entran en estu l.~ 

Droga 

11. Acido domoico 
129 Laminina 

* 130 Carrageenano 
14. 

15. Ectionina 

16. 
17. 
18. 
190 

. * CraSSl.n 
* Eunicina 

Saponinas 
. * Holoturl.na 

200 Paolin I y II 

21. Eptatretina 

Fuente 

Chomdria armata (alga roja) 
Loaminaria angustata 
Chondrus crispus 
Gelidium ca:r.tilegerium 

Microciona prolifera (es­ 
ponja) • 
Plexaura crassa (coral) 
Eunicea mammosa (coral) 
Asterias spp. (Equinodermo) 
Actinopyga agassizi y otros 
pepinos de mar6 

Ostras, calamares, caracol 
marino, locos, almejo$o 

Eptatretus stoutri (pez) 

Usos 

Antielmintico 
HipoteYl.si vo 
Antiseptico, 
antiulcera, an­ 
ticoagL1.1ante, 
arrt L viral 0 

Anti:,ll.icrobial. 

Antibi6tico. 
Antibi6tico. 
In.movilizante, 
Hemolitico, pro­ 
pied.. neuromus­ 
culares y anti­ 
tumorales. 
Propiedades anti­ 
bacteriales y an­ 
tiviraleso 
Cardioactivot hi­ 
potensivo. 

5 S.N. Moikeha, Chem. Abstro, 70, 126 (1969). 
6 S. Shimada, Science ~, 146~(1969). 

* Estructuras ya elucidad~s; Ref. 9. 



A. Potencial biorredico de invertebrados marinos:- Una de las con­ 

clusiones import antes en los ~ltimos simposiurn de Productos Na· 

Males Marinos 3 f ha sido el considerar que existen relativa­ 

mente pocos compuestos de natur al.ez a qu!rnica muy di versa y que es- 
o 3 7 8 84 t~n relacionados con la actividad farrnaco16g~ca f " ; ejemplos 

comunes de tales ec tructur as se dan a contiru.aci6n, sefialar.dose en 

algunos casos las f6rmulas funcionales: 

ES·tl"'.,lcturas t Lpo , Representante-?_ ccmmes , 

Alcaloide Esteroidales Batracotoxina (~_) 

Octoparni na t _gg'. y ·t~t."c:J1li:na (~l 
A·~ 0 kainico (..i) 
Ac. dornoico f35) ....• 

Aminas polifuncionales 

A.rninoacidos 

Aminoperhidroquinazolina 

Compo bromoaliciclicos 

Tetrodotoxina {13} - 
2,6 . -dibromo-4-acetam:i.do- 4 

hidroxiciclohexadieno 1,1 dime- 

Compo bromoaromaticos 

Compo tipo guanidi!l9. 

aplisina(3) ; 2,6 dibromofenol 

Saxitoxina (12) - 
Deriv. de ac. nucleico Spongouridina 

Deriv. de colina 

Spongothymidina \~) 

murexina ~) 

Disulfuros de aminas nureistoxina (38) 
7 A. Der }iarderosian, J. Pharm. Sci., 58, 1., (1969) y ref. citadas ahi. 
8 C.W.J. Chang, J. Chern. Ed., 50, 102, 260 (1973). 
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Eteres bromofen61icos 1 - ( 2 i f 4' -diDl'OJOO..f'enoxi) 

-2- hidroxi- 4,5,6 tribrorno­ 

benceno ( 16 ) - 
Enzimas Aminooxidasas y fosfolifasas. 

Esteroles £Ucosterol IX , colestanol 

XII 

Glic6sidos esteroiu.ales holoturina A £ 9 ) 
Lac:tonas Ancepsen6lidos {6, ..• 
Polisacaridos ·I_o_mina.rina (7) .......•. 
Pr-os t aq'l and i.nas (;5R)-PG A2 (15S)-PGE2 r~) 

(15S)-PGA2 5-trans-PGA2 

Saponinas As t er-os aporri na A Y 13 

Terpenoides Crassin (10 ) - 
Vitaminas Tiamina \ll) y cianocobolaminao 

1 2 
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Aunque el estudio de Productos Naturales Marinos, 

ha abarcado estructuras tales corro esteroides, terpenos, a1ca1oi 
. 8 9 10 des y p1gmentos ' f 1 tal vez los compuestos mas interesantes ais- 

1ados recienternente hayan sido saxitoxina (g) y tetrodotoxina 
. 4 11 12 (13). Saxi t oxi.na 9' es una neur-o tcod.na no proteica que se ha 

aislado del dinoflagelado "Gonyaulax catenella" y de ciertos molus- 
13 cos bi val vos ~ y s e Le asocia comunmerrte con el fen6rneno de mar ea 

.11,12 
rOJa 0 

(12) (]lJ 

9 P.J. Scheuer, "Chemistry of' marine 'natural products" t Ed. Acade- 
mic Press, New York, Inc 0, (1973) y r-ef'er enc Las ci tadas ahi. 

10 J.8. Grossert, Chern. Soc. Rev., ~, 1 (1972). 
11 CoY. Kao, Pharrnac , Rev., 18, 997 (1966)0 
12 M.H. Evans, Br. med , Bnll~ 25 263 (1969). 
13 H. Schmidt-Hebel "Intoxicaci6n por alimentos" Ed. Salesianos (1969). 
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Tetrodotoxina es el Unico aminoperhidroquinazollna3 conocido natu­ 

ralm2nte y se ha aislado de ciertos peces comestibles (por ejemplo 

spheroides rubripes). Saxitoxina y tetrodotoxina representan dos 

de los cOln_?uestos org§micos de menar peso molecular, mas t6xicos 
8 

hasta ahor-a r-eport ados y desde el punto de vi s ta quimico, ambos 

presentan uni.dades estructurales "ancmal os " en compuestos organi- 
. 8 cos cor-r-i.ent es ~ Saxitoxina1 uni.dades "c'l c'Lo'l." (].i) y tetrodoto- 

x.i na "herni.Lact al.Lcas " C!..2) 

_..-o / N H 2 
"'-C/ 

j,l/ <, 
'J <, OH 

/ \ 

I i I 
;-\-C-O-C-O-['- 

I I I 
01i 

(14 ) (12) 

Una revisi6n completa sobre venenos, drogas y prin- 

C1Pl0S psicoactivos, en animales ma~inos ha sido realizada par 
14 15 Halstead y VJ. Bucherl y co.Labor ador-es , 

14 B. \vo Halstead "Poisonous and Venomous H8:~:l.ne Animals of the 
\<!orld" U.s. Govt. Printing office ~lash. D.C. 1965, 1967, 
1970 (Vol. I, II Y III). 

15 U. Bucherl, E. BuckLey y V 0 Deu Lo Feu , "Venomous animals and 
their veno~s". Ed. Academic Press 1968, 1971 (Vol. I Y II). 
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. • 16 I Recie:ntemente Sharma y V'ig ,hall reportado el aJ.S- 

Lami.errto e identificaci6n de dos rue vas sustancias antibacterizi­ 

das obtenida de una esporija marina (Dysidea Her-bacea }, La eluci....; 

daci6n de ambas errtructru-as (l§l y (22) se logr6 por- espec'tr-os= 

copia infrarrojar ultr.avioleta, mill y espcctrometria de masa , 

().r 
\ &-0-0-0 
/ . 

ort 

(21) 

Una nueva y compleja toxina que ataca de preferen- 

cia los 6rganos sensoriales y el sistema circulatorio, se ha ais- 
. 17 lado e identificado par un equipo de quimicos Japoneses a par- 

til' del gastl'6podo Babylonia .Japorrl ca"; 

La estructura de estc:. toxina (Surugatoxina.) se es- 

tableci6 (18) pOl' difracci6n de Rayos X y constituye hasta aqui 
1 . t· . d b· 17 . 1 a prl.mera OXJ.Ila marl-na escu l-erta ,que c012=.:;:ene un esque eto 

16 G.M. Scharma y B. Vig. Tetrahedron J_ctters, 171.5 (1972) .• 
17 N. Noguchi, S •• Kinmra y H. Waritu, Tetrahedron letters, 2548 (1972) 

/ 
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ind61ico y de pteridina como parte de la es ta-uctur-as adernas los au- 

tores han recalcado el interesante heche de que es ta toxina pre~,en;.. 

ta una acci6n fa~maco16gica semejante a la atropina~ 

Las estructuras bromoi~i6licas (!2) y los compues­ 

tos cercanamente relacionados con dibromo tiroxina (20) (al cual 

se considera como metaboli to) ~ (2) '7 (~) parecen tener marc ado 

efecto farmacologico y ha sido el rasgo.estructural coman de algu- 

nos generos de esponjas. 

(19) (20) 



(Verongia, Polybrospongia). 
. 18~21 .. 

Trabajos rec~entes utll~zando 

fundamentalmente espec'tr-ometr-La de masa y 1'WJ:( en 10. elucidaci6n 

de las es tr-uc'tur as ~ han demo s tr-ado las propiedades antibi6ticas' 

de estos compue sto s , 

El filum ce Lent er-ados es·ca Gmlpliamente representa- 

do en la costa chilena y se encuerrtr-a consti tuido por h i dr-o i des t 

d ~ 1 .. 22123 me usas, ancmonas, cora es y act].~as • Caracteristica domi- 

nante del grupo e.s la presencia de tentaculos eqv.ipados con nema­ 

tocistos adheridos al cv.erpo en canales ves Lcu Lar-es 
3, 

generalmente 

an~monas y actinias poseen venenos de bajo poder, mientras que hi- 

..:I ••• , d xh Ib .. - d14 cr-oaues y me us as e ]. en mayor t.oxt.ct.da • 

18 G.M. Sharma y PoR. Burkholder, Tetrahedron Letters, 4147 (1967). 
19 G.M. Sharma, B. Vig Y PoR.e Burkholder, JD r.rg. Chern., 35, 2823 

(1970)0 - 
20 G.E. Van Lean, G.O •• Morton y \v. Fulmer, Tetrahedron letters, 

299 (1973). 
21 R.J. Andersen y D.Jo Faulkner, ibid., 1175 (1973). 
22 D. Carter, Rev. BioI. Mar. (Valp. Chile) ~, 129 (1965). 
23 D. Carter, Tesis, Fac. de Filosofia y Educaci6n, U. de Chile, 

19fJ4. 
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Los venenos de celenterados sa caracterizan £arma- 

col6gicamente como cardioacti vos , neuromusculares y en algunos ca-. 
.. 6 . . 3,14 sos como arrt Ibd, t~cos y ant.Lcoaqu Larrtes 

K-,tudi8S ~'~timicos Y bioquimicos han revelado que la 

acci6n paralizante y 1a producci6n de ederras est~ asociada a toxi­ 

nas de estructuras proteicas y polip~ptidica de elevado peso mole­ 

cul ar- (thalassil"-2.1 hypnotoxina) y a 1a presencia en los estile­ 

tes de bases cuaternaria niLrogenadas en que tetraamina (22) ex- 
. 14 

hibe marcada acc i.Sn paralizante e 

La produce ion de do.Lor-es mascuLar'es y coni:raccio- 

nes del sistema. ner vi.oso central f se debe a La liberaci6n en el 01'­ 

garusmo de hd s t anri na (23) provocada por= La inoculaci6n de 5 hidro­ 

xi triptamina (24) q"l:e se encuerrtr-a en apr-ecd ab.Le cantidad en los - 
nematocistos. 

(g) 
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Nuevos compuestos (25j4,25t27 que p.resentan propie- 
. . . . 26 32 

dades antlbacterlzldas1 ant~tumorales ' ,como tambi~n tecnicas 
. 28-35 

de aislamiento y purificaci6n de tOXlnas se han continuado 

r-eport ando en ce~~en:::eL'a.C::,'3 ~ como as! tambien, el aislcuniento de' 
. 9,36-59 

nuevas es~ructu~2s en otros fllum 
24 R.J. Andersen y D.J. Faulkner, Abstracts, Food and Drugs from 

the Sea. Conference, Rhode Island. Agosto, 1972. 
25 D.J. Faulkr.2C', Tetrahed::'on Letters, 3821 (1973). 
26 FoL. Tabrah~ H. Kashiwagi y 'l'"R. Norton, Int. J. Clin. Pharma­ 

co l , , 'I'her , and Tox., .2., 420 (1972). 
27 A.J. vlein1-J.eimer, s,r. l~etzne:i.' y MoL. Mole Tet:;.~aheil.ron, 29, 3135 

(1973). 
2B JoP. Devl.Lri, J. Phar m, Sci., 63~ 1478 (1974)e 
29 L.,\-I. 1dittlev B.D. SCUl~e y RoE" Eiddlebrook Toxicon~ .l.S., 481 (1974). 
30 L. vi. vIi ttle y C .,A. 1rVh.eeler ibid., 487 (1974) 0 

G.J. Bakus Y G. Green, Science, 185, 951 (1974). 31 
32 R.J. Q1...l.i!l9 M. Kc.shiwagi, R.E .. MC01'2 Y T .R,> Norton, J 0 

Sci., 63, 257 (1974). 
33 N.L. Fishelson y Y. Kashman 'I'ox.i.cori, .11., 593 (1974). 
34 Y. Kitazawa, T. Sugawara y I. Yosioka Tetrahedron Letters, 4111 

(1974). 
35 S. Shibata, D.F. Dunn, H. Kuchii, Ha Kashhmgi y T.R. Norton: 

J. Pharm. Sci., 63, 1332 (1974). 
36 Go Cimino, R. de:stefano y L. Minale, Tetrahedron, 29, 2565 (1973). 
37 Y. !Cashman, L. Fishelson y 10 Neeman, ibid., 3655 (1973). 
38 G.L. Bartolini, ToR. Erdman y PoJ. Scheuer, ibid., 3699 (1973). 
39 F. Cafieri, Eo Fattorusso, S. Magno, C. Santacroce y D. Sica, 

ibid., 4259 (1973). 
40 L. Minale, R. Riccio y G. Sodano, ibid.~ 1'::;41 (1974). 
41 Jo Bernstein, U. Sheuli, E. Zadock, Y. KaSDmann y I. Neeman 

ibid., 2817 (1974). 
42 B. Tursh, JoCo Brackman, D. Daloze, P. Fritz, A. Kelecom, R. 

Karlson y D. Losman Tetrahedron Letters, 747 (1974) • 

Phar-m, 

••• 14. 
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43 W. Fenical y J.S. Sims~ ibid., 1137 (1974). 
44 W. Fenical, KoB. Gilfkins y J .• Clardy, ibid.f 1507 (1974). 
45 M. Suzuki, E. Kurosawa y I. Irie, ibida, 1807 (1974). 
46 S.M. \varaszkie..,icz y :K..L" Erickson, ibid •• , 2003 (1974). 
47 JoM~ McMillan, I.Co Paul, R.H. IVhite y L.P. Hager, ibid., 

2039 (1974). 
48 F.J 0 Schmi.tz Y F"J. HcDonald, ibid. ~ 2541 (1974). 
49 DoB. lJorders, G.O. Mo:.~t0n y EoRo t'letzel, ibido 9 2709 (1974). 
50 L. Minale, R. Riccio y G. Sodano, ibid., 3401 (1974). 
51 J.J. Simsp G~H~Y. LinyRcM.1.Yi~g9 Lbi.d , , 3487 (1974). 
52 D.J. FRL,l.:cne::.";. 1-:,0., Stallard y C. Er e.l and , ibid., 3571 (1974) 
53 Bo Tur-sch , J .Co Br-ackman, D. Da'Loz e , M. Herin y R. Karlson, 

ibid., 3769 (1974). 
54 10 Kitazawa, T. SagavJara y L Yosd.oka , ibid., 4111 (1974). 
55 vi. Fenical, ibid., 4463 (1974). 
56 H. Fe:::ri.cal, J. Am. Chern, Soc, ~ 2§., 5580 (1974). 
57 J.S. Mynderse y D.J. Faulkner, ibido, 961 6771 (1974)Q 
58 L. Cariello., So Crescenzi, G. Prota y L. Za.ne~ti, Experientia, 

3Q_, 849 (1974). 
59 Go Cimino, D. Destefano y L. Minale, ibid., 30, 846 (1974). 
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B. 60-62 . 63-67 
Esteroles en Invertebrados Mar~nos 

Aunque la investigaci6n en Qu1mica de Productos Na- 

turales Marinos ha abarcado estudios de estructuras tales como to- 

xinas, pigmentos, colorantes, ter?e:~ides~ prostaglandinas y este- 
8,64 

roles p tal vez sean estos ultimcs en donde se ha alcanzado ma- 

yores conocimientos. 

Las investigaciones que han comprendido el aisla- 

nuento y caracterizacion de este~oles, ha permitido a quimicos y 

bi61ogos e.Labor-ar' alglUli1S conc'Lus Iones y teor:Las sobre el metabo- 

lismo y biog~:!llesis de las especies en los diferentes filum de In- 

vertebrad os
63 ,640 E . d . stos estud~os han demostra 0 que en organlsmos 

filogeneticamente mas evolucionados como sucede en vertebrados, la 

60 L. Fieser y Me Fieser, "Steroids". Reinhold Publ. Corpo New 
York (1959). 

61 Ch , vI. Shoppee, "Chemistry of Steroids" Ed. Butterworth" 2a. 
Ed. (1964)0 

62 DoN. Kirk y M.P. Hartshorn, Steroids Reaction Mechanisms, 
Elsevier Publis. Comp. (1968). 

63 vlo Bergmann, "Biochemistry Comparative", Ed. M. Florkin y S. 
Mason, N.Y. Academic Press 1, 103 (1962). 

64 Ref. 9, page 58. 
65 D.R. Idler y Po Wiseman, Ja Fish, Res. Bd. Can, 29, 385 (1972) 
66 L.J. Goad I. Rubinstein y A.G. Smith,Proca Roy. Soc, Ser., 

D 180 223 (1972). 
67 D.R. Idler y P. i'liseman, Into Jo Bf.ochem, ,g" 91 (1971). 
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presencia de colesterol 0 es predominante 0 es ei unico componente 

esteroidal; sin embargo en o~ganismos biorganicamente inferiores 

(invertebrados primitivos) es caracteristica com6n la presencia de 

una gran vru~iedad de cst~roles en que colesterol 0 esta ausente 0 

existe en minima proporci6n. 
63 . 

Lo arrterd.on ha penni tido a \'1. Bergmann concLui.r- 

de que exl sce ·~'L:.'t relaci6n df.r ec'ca entre e L contenido esteroida1 

de la especie y su ubicaci6n filogeneticao 

Los trabajos realizaCios hasta ahara en es-teroles ma- 

rinas, ha puesto de manifiesto al ~~ado de complejidad ~V.e el10s 

revisten, debido fundamentalmente a 1a muy cercana relaci6n de es- 
60 

tructura entre un esterol y otro estos compre.1dcn esq~e1etss car- 

bonados que van desde C 26 a C 30 y en 

ral mas importante reside en la cadena 

que la variaci6n 
9 

lateral en C 20. 

estructu- 

Lo anteriormente aefia.Ladc , unido al heche de que 

las mezclas es::e:;.~oidales cristalizan con facilidad y funden en un 

range de temperatura estrecho, hace dificil separarlos y aislarlos 
9 

en un grade de pureza deseable 0 

El adve~imiento de l~ cromatografia gaseosa prepa- 
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• I d d al l' 6 68-75 ... d rat]. va y espectr-ome+r-t.a e masa e ta reso uCJ. n urn, 0 a 

10. espectros.copia IR y NNi:"( ha veni.do a solud.onar los criticos 

protLlemas de separac~6u y purificaci6n de esteroleso 

Una completa revisi6:n de 10. qui.mica, taxonomia y 

relaciones biogeneticas en esteroles de invertebrados marinos has- 
63 . . to. 1960 ha sido realizada POI' W. Bergmann , plonero en esta ].n- 

vestigaci6n En un a:t"'.:iculo de "Compar at Lve biochemistry!; y muy re- 
64 

cientemente POI' P.J. Scheuer • 

DoR. Idler y co Laborador-es han continuado estos es- 
. ~ 67 76 65 75 66 

tudlos en crustaceos ,algas y moluscos ; KeC. Gupta y Goad 

en equinodermos y T .z. Erdmann y R.H. Thornmson en esponjiarios 77. 

68 D.li. Idler y P. Wisemann, ComPa Diochem. Physiol., 38A, 581 
(1971). - 

69 D.Ro Idler, Po \visemann y LoM. Safe, Sto:!roidso, 16, 451 (1970) 
70 F.J. Schmitz y T. Pattabhlraman, J.Am.Chem.Soc_, 92, 6073 (1970). 
71 D.R. Idle~c'o p Lo1'1o Safe y EoF. MacDonald~ Steroids, 21., 545 (1971). 
72 .J~Po Engelbrecht, s, Tursch y C. Djer-ass i , ibid, 18, 121 (1972). 
73 M. Koba)~shit R. Tsuru, K. Todo y J. Mitsuhashi, Tetrahedron 

Letters, 2935 (1972). 
74 L.S. Cierescko, B.A. Johnson~ R~\rl. Schmidt y C.D. Koons, Compo 

Diochem. Phusiolo 24, 899 (1968). 
75 K. Gupta y PoJ. Scheuer, Steroids, 13, 343 (1969). 
76 D.R. Idler, Saito v r- Wisemann, ibid., 11,465 (1968). 
77 T.R. Erdman y RoM. Thommson, Tetrahedron~;'23, 5163 (1972). 
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Un gran nUmero de nuevas estructuras en esteroles 

. , . d 70,74,78-84 marinos se corrta nuan r-epor-can a , pero en general con la 
83 85,86 

sola excepci6n de a1<TL'Y.laS hormonas es'ter-o Ldal.es 'I y de algu- 
811 

nos alcoholes biJ.:iares t ~ ellos obeCi.ecen a un modelo corndn entre 

las estr~cturas (~ y (~~) s i endo la cadcna lateral en C La 20 
que ofrece mayores variaciones (Tabla III-V). 

(J 
\ R 

I I 
R 1\1 

I i (''1~ 
~~ C(~,~ 

I I ~\ (28) 
.-........ )---' 

-: >: ../ U ("J) 

I I 
I (CJ 

.1(1 
\.\\::~ 

(26) 

~\ 0 
78 Y.M. Sheikh, Ce Djerassi, y DoH. Tu!'schv Chemo Oorruno 217 (1971). 
79 So Ikegami, Yo Kamiya y So Tamura, Tc:trahed:ron Let ter s , , 3725 

(1972) 0 
80 M. Kobayashi, No Nd sh i s awa , K~ Todo y H. Mitsuhashi, Chem. Pharm. 

Bull.. Tokyo e 1 ~,3 23 ( 1 973) • 
81 Mo Kobayashi, R. Tsuru, Ko Todo y H. Mitsuhashi, Tetrahedron, 29, 

1193 (1973). 
82 D.R. Idler y L.M. Safe, Steroids, 2§_, 315 (1972). 
83 RoL. Hale, J. Leclercq, D. Tursch, C. Dje~assi, R.A. Gross, A.J. 

Weinheimer, K. Gupta y P.J. Scheuer, J.Arn.Chem.Soc., 92, 2179 (1970). 
84 E.L. Enwall, D. Helm, IoN~ Hsu, T. Pattabhiraman, F.J. Schmitz, R.L. 

Spraggins y A.J. Weinheimer, J .Chem.Soc.Chem •. CoIl11lUn. 215 (1 ~72). 
85 R. Huber y IV. Hoppe, Chern. Ber., 98, 2403 (1965). 
86 F. Hampshire y D.H. Horn, J. chern. Soc. Chern. Comun •. 37 (1966). 
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TABLA N° III 

Estero1es de Inveje'tebrados Marinos 

R 
.r .. .J __ 

/"'I)j~ 
WO/~) 
R NOMDy.E 

I 24 _':l0::'co1esta -5,22 -<lien - 3y3-01. 

II 22~;::3 dihidroco1estero1 

III 
,', 

CoJ.e!3tero1 (col est -5- en - 3)") -01) 



IV 

11/ 
V 

~ 

\,t\ 
~/ 

VI i~ 
/" L~\4 

ViI ~ 

,/ 

VIII 

IX 

- 20 - 

Drassicasterol (24)' -metilencoles­ 

ta -5r22 - dien 3)~ -01). 

24 -metilencolesterol (cha1inasterol) 

24 -metilencolest -5- en -3 ~ -01 

22,23 -dihidrobrassicasterol (24- 

= campesterol) 240 -metilcolest -5- 
) 

en 3 (l) -01. 
) 

Poriferasterol: 24 -etilcolesta 

-5,22~ dien -3 ~ -o~. 

Clionasterol (24-d.. = f sitosterol) 
24 etilcolest -5- en .•.. 3 ? -01. 

Fucosterol: 24 -etiliden -col est- 

5- en - 3 (J -01. 
I 
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TABLA N° IV 

Esteroles de Invertebrados Marinos 

(E':E .. Jpe.leto t:i.po colestaml) 

NONDRE R 

24 -Norcolesta- 22 -en- 3 ~ -ala 
J 

22?23 -dehidrocolestanol XI 

XII Colestanol: 5 -colestan- 3 -01. 



XIII 

XIV 

- 22 - 

Neospongosterol 

24 -metilencolestanol 



- 23 - 

TABLA N° V 

Esteroles de Inve:;:-tebrados Ma-r-inos 

Esq'L::.cJ.eto ti.po 6- 7 

R NOMBRE 

24 -etilcolesta- 7,22 dien 3 ~ 

-01 (chondrilastero1). 

XVI 1\7 -co1estenol 

XVII Colesta - 7,~~ -dien -3 ~ -01. 
I 



XVIII 

XIX 

XXI 

X1.'II 

- 24- 

24 ~ -rnetilcolest- 1- en -3 J-01 

24 ~ ~metilcolesta -7,22- dien 3~-Ol 

24 -metilcolesta- 7,24 (28) -dien 3t-01 

24 t; -etilcolest -7- en 3 (1 -01. 
) 

Acantasterol. 
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Se ha eneontrado que la variedad de esteroles pre- 
.. . . ~ 63 . sentes en espOnJ1ar10S, se haya tamb1~n en celenterados , f11um 

de animales menon primitivos que los primeros y ~s representati­ 

vos en el tronco bioevoiutivo de invertebrados89; no obstante, 
63 

los estudios son escasos y fragmentados • 

F. Hawrowitz87* inici6 los primeros estudios en es- 

teroles y lipidcs, en especies de la clase Hi.drozoa y Scyphozoa 

y en todos ellos detect6 la presencia de un alto contenido en co- 

lesterol. W. Bergmann centr6 sus j.rlvestigaciones principalmente 

en la clase Anthozoa obteniendo resultados ~s 0 menos similares63• 

Sin embargo, en algunas especies88 de esta clase, el colesterol 

se encuentra sustituido por 24 -metilencolestero175 0 bien por 
75 89 

mezclas que no pudieron ser separadas ' • 

Los antecedentes aportados hasta 1958, permitieron 
. 63 

a W. Bergmann extraer algunas concl.us Lones , acerca de los r-as« 

gos estructurales caracteristicos en esteroles de celenterados, 

aunque reconoci6 que era necesario aclarar y reinvestigar estas 

estructuras como para llegar a resultados mAs valederos, en torno 

a posibles relaciones biogen~ticas y bioevolutivas en esteroides. 

87 Hawrowitz y H. Waelsch, z. Physiol., ~, 300 (1926) 
88 W. Bergmann, R.J. Feeney y A.W. Swift. t J<, Org. Chem. t l§., 

1337 (1951). 
89 W. Bergmann, S.M. Craighton y WsNn Stokes, ibid., ~, 721 

(1956). 
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Los esteroles investigados pOI' W. Bergmann pertene­ 

cen al tipo (.gi) y (28) Y se encuentran acompafiados POl' peque - 

~ 0 d 0 0 63 S ~ i 0 0 nas cant~dades e provltaffilna D • enala as ffilsmo la ausenc~a 

de este filum de ester-o.Les satunadcs , rasgo que .fu.~ caracteristi­ 

co en ciertas esponjas , como t~i~n 'de esteroles Ll 7, modelo t!­ 

pica en algunas clases de esponjas~ moluscos yequinodermos66• 

La escaSd y fragmentaGa informa~i6n acerca de este- 

roles en celenterados .fu~ reunida en una breve exposici6n realiza­ 

da en un "Chemical Zoologyl190 y poster ior-mente por- Austin ,en Ad- 
o 0 0 • 91 

vances ~n 8tero~ds B10cheffilstry 10 que puso de manifiesto los 

escasos conocimienctos que se tenian al respecto y que en 51,1 mayo­ 

ria reside en las investigaciones de vi" Bergmann; se une a ello de 

que estos "6.1 timos trabajos se ef'eccuar-o n sin un eficiente m~todo de 

separaci6n por- ear-encd a de t~cnica5 instrumentales mas refinada/5• 

Solo casi una d~cada mas tarde, los estudios de este 

fiium fueron actualizados al reinvestigarse pOI' el grupo de L.8. 

Ciereszko74 la composici6n esteroidal de la orden Gorgonias uti- 

lizando espectrometria de masas de alta resoluci6n. De los resul- 

tados de este trabajo .fu.~ posible concluir que esteroles C27 a 

C30 est~n presentes en celenterados formaroo mezclas complejas. 

90 C.S. Hamman, Chemical Zoology ~ p~g. 225s Ed. M. Florkin y B.T. 
Scheer, Academic Press~ Inc., New York, (1968). 

91 J. Austin, Advances in Steroid Biochemistry and Pharmacology. 
Ed. M. H. Brigg, Ed. Academic Press, New York, Inc •• , Vol • .1., 
73, (1970). 
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75 Un ana despu~s £U~ report ado por Gupta y Scheuer , 

la confirmaci6n de las observaciones reali~adas por Ciereszk074 y 
63 1·. . W. Bergmann a estudLar las mezclas esteroldales de tres miem- 

bros de la familia Zoa.nt:,;_ida.l, clase Zoanthidos, utilizando t~c- 

nicas de cromatografi.a gaseosa, espectrometria de masa, resonan­ 

cia magnetica nuclear (m~~) y espectrometria infrarrojo (IoRo). 
Los datos apar-ecen r-esumi.dos en la Tabla vr , 

TABLA VI - - 

Esteroles de 3 especies de la 

clase Zoanthidos. 

Especie Esteroles 

Zoanthys confertus Colesterol; Brassicasterol; 24 -me- 

tilencolpste~8l. metilcolesterol~ --------------------------------~--- 
Colesterol (10%); brassicasterol 

(trazas); 22,23 -dihidrobrassicas­ 

terol (65%); sitosterol (trazas); 

____________________________ G_o_r~g_o_s_t_er_o_l~(20~%L\~o _ 

Palythoa tuberculosa 

Palythoa sp. 24 -metilencc;·J_E::.'Cterol 
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De los datos de la Tabla Yr, puede observar-se La exis­ 

tencia de esteroles CZ7 (colesterol; 22,23 dihidrocolesterol) C28 

(brassicasterol; 24 -),;.2tilcolesterol; 24 -metilcolestenol) C 29 

( -sitosterol) y C30 (~·Jrgosterol). 

12. existencia del ester-o L C 27 ident:ificado como 22,23 

dihidrobrassicasterol de la espccie PalyLhoa tuberculosaf consti- 

tencia fu~ pr-edd cha pon vI e 

, 75 de una f'uerrt e natur-al, ,aunq1J.e su exis- 
63 Bergmann 4 Es te esterol t ambd en se ha 

tuye el prim:.::." :::c..so ai s Lado 

aillado e identificado con posteriol'idad a este trabajo en otros 
. . 68 ~nvertebrados mar~nos • 

24 -met Ll enco.Les't er-o L es e1 componente principal de 

Palythoa tahitiano y el mellOr de la mezcla Z confertus" Su exis- 
92-96 tencia entre fuentes naturales es bastante cO~Qn9 se ha repo£ 

92,93 ( . .. .) 1 tado en ostras Cassostrea v~rg~~ca y ostreag~gas ca ama- 
97 ( . d . ). 93 ("'I ' 11·) l~eSSaX1. orr:us g1.ganteus ost~ones \,r acopl?s'cen mage a~cus 

92 Wo Bergmann y J.P. Dusza, Justu.s L5_ebigs Ann, Chem, , 60l, 36 
(1957). 

93 D.R. Idler y V.HoM. Fagerlund, J~AmoChem,.Soc., 77, 4142 (1955). 
94 DoRo Ed'l er , T. Tamura yT. 'l,1e.:L:nai J. Fisheries Res , Board Ca., 

~, 1035 (1964). 
95 T. Tamura, B. Truscot-t yD.R. Idler, ibid., 21, 1519 (1964)0 
96 Mo Barbier y D. Schindler, Helv. Chem. Acta,:-42, 1998 (1959). 
97 U.H.M. Fagerlund y D.R. Idler J •• Org. Chern~, ..s!.., 372 (1956). 
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76 99 y tarnbi~n en algas rojas Rhodophyceae y hongos (Phytophera 

cac'tor-um) • 

:Bl~assic2:~·~fO;:;~0:i.? es un esterol bastante cOJTI!in en acei- 
100~102 93-100 

tes Y CCl:':lS de muchas P::".':.:'ltas verdes f tipico de mo Lus cos 

(placopectcn lnc.:;:::lln:niC'..l.s y Modiolus dej'!!issus) y de otros pr-oduc-« 
101 102 , 

tos. naturales ' (Phytophea cactorum)c 

~f.-l "'-':-'~as los es t er-o.l pc C ::::0,'1 be s t.arrt e ccmunes los _1_~J. __ J. - ._ .• _' 29 ~ - . '''~, ':'? 

pocos compuestos C30 conoc:!.dos hasta ahora principalmente en ce- 

lenterados y que incluyen lC'...'3 e3 ~:,'",:: ::uras (29) a (33) - - 
tienen rasgos estructurales poco usuat.es que los hacen diferen- 

ciarse fundamentalmente de los C 309 ya que ningv.no pos ee 6:tomos 

de carbone adicionales directamente u:::ri.c3.os al s:~st2ma ciclopenta- 

. £ 64 noper-h Ldr-o enantreno ,sino que se ub Lcan en la caderia lateral 

formando un anillo ciclopropano P1.F~f1_te entre los carbonos 22 y 2364.; 1 04 

La confirmaci6n de estas est:tuc"tUTCl.s? se ha logrado 

recientemente mediante trabajos sint€!ti('')s (,1..e apertura del anillo 83 
. 103 

Y de der~vados ,que incluyen ademas la determinaci6n de con£i~..l.- 

raci6n absolut_a POI' difracci6n d~ V:C'l.yos 1(103 de derivados bromac1os, 
98 Mo Devys yl'~o Barbier, Comp. }:i',en:i.; 261,4901 ('1965)G 
99 B.A. Knights,Phytochem~, 1,.857 (19hSY- 
100 s, Windaus y A. vlelscn, Chem. Der., 42,612 (1909). 
101 v, Bergmann, M.J. McLean y D.J. Les ter , ,;',.,OrgoChem., .Q.t 271 

(19~3) 0 
102 E.L. Ghisalberti~ N.J. de Souza, H.H. Reest L.J. Goad y T.W. 

Goodwin, Chern. Commun., 1401 (1969). 
103 N.Co Ling, R~L. Hale y C. Djerassi, J .Am.Chem.Soc., ~. 5281 

(1970). 
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0.£) 

.~~ 

riA' i I 

(1]_) 

(33) - 
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como as! tambi~n al establecimiento de algunas teor!as sobre el 
102,105,106 

posible origen y 1'01 biosint€:·tico de es tas estructuras • 

Los es·t':.I'oles C 28 hasta ahora conocidos se han carac­ 

terizado per-que e1 a:tomo de carbono adiciona1, errtr a en posici6n 

c24' ori.ginar..d.o combinaciones de estructur as CO!l Lnsa'tur-acj.on ya 

sea en Cs 0 C7 0 en C22 0 C24 de los cuales, no todas las combina- 
. 64 cd.ones est~(-V_CC:;Tas posibles se. ccnocen en es+er-o'l es mar a nos .• 

Una estructuz-a r-ecf.errtemerrte reportada, ha roto este 

modelo relati vamente sa mp Le , de e:s-~eroles C 28') se t.r-at a de un com­ 

puesto hidroxilado en C25 (~ aislado de u~ coral a1cionario72• 

La importancia atribuida a (,2i) 25-hidroxi··24 metil- 

colesterol reside en que consti tuye el primer escer-o L ox:tgenado 

C 28 obtenido de una fuente marina72) aunque su 1'01 bf.os i.nt et Lco 

a.1n no se conoce , s e han iniciado ::'ntentos de relacionarlo con 25- 

hidroxicolesteroles de estructura y £Unci6n biosint~tica ya esta- 
107-109 blecida • 

Estudios biosinteticos en inve1'tebrados marinas tam- 

bien se han c0ntinuado reportando ..:::~:r).e tampoco can resultados 

104 Y.M. Sheikh, C. Djerassi y D.H. TUl'sch, Chern. Commune, 600 
(1971 ) 

105 E. Lederer, Quart. Rev. Chern" Soc , , 23, 453 (1969). 
106 D.HoR. Darton, D.M. Harrison, GgP. Moss y DoA. Widdovlson, J. 

Chern. Soc., (C)o, 775 (1970)" 
107 J.E. Vanlier y LoL~ Smith, Diochem., .§.' 3269 (1967). 
108 A.Y. Ryer~ W.H. Gerbert y NoM. Murrill" JoAm.ChemoSoc., 75, 

491 (1953) 
109 LoG. Raisz, CoL. Trumrne1, M.Fo Holick, H.F. Deluca, Science, 

175, 767 (1972). 



- 32 - 

110 111 112,113 
concluyentes en: Protozoos " Porifero ,. celenterados y 

1147115 
crust aceos .' II 

1n3 ev:t-:::'encias hast a aquf apor tadas , no permi ten de- 

ducir un modele m2,S 0 n12:;.1OS regLll~ en tor-no a las estructuras 

es t er-o Ldal.es ccman en el filum ce.Lerrt er ados c Si_n embargo ~ exis- 

ten ciertas estructuras que se rep1 .. ten y que: nos permi ten sefial.ar- 

pOI' 10 I!'er8S en aJ_gu.nas ordenes? patr-cnes estruc'tur-al.es , Ellos 

se resumen en la Tabla 11110 

110 H. Dixon, C.D. Ginger y Jo vlilliamson~ Compo Iri.ochem, Physiol., 
41 D, 1 (1972). 

111 M.J. Walton, y J.F. Pennoncky Diochem" J., 12~, 471 (1972). 
112 J.P" Ferezon, M. Devys y Mo Darbier, Experientia~, 153, 407 

(1972). 
113 D.J. Van der Horst y P.A. Vogt, Comp. Diochem, Physiol.t 42D· 

1 t (1972). 
114 P.Ao Vogt, ibid., 41D, 831 (1972) 
115 8,,10 Teshima y A. Kanazawa, ibid., 2§g, 597 (1971)0 
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TABLA N° VII 

Esteroles comunes en celenterados. 

R NONDRE 

I 
9 63 Colesterol t (colest -5- en 

~3 ~ -01)< , 

II (.:!a"npestero19, 75 t 116 (24C1. -metilon- 

1 5 3 n 1) co est - - en \..J -0 • 
i 

22,23 -dihidrobrassicastero19,75 
(24 ~ -metilcolest -5- en 3 f2> 

I ~ 

III 

-01). 

116 Go Tarzia, V. Tortorella y A. Romeo Gazz, Chem. Ital", 2J_, 102 
(1967). 



}' 

IV 

/ 

VI 

~ ~l~~/ 
(\ '- J 

'TIl 
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. 9 T'i 63 .• Br-as sf.cas-ter-o l, r f (24. t> -me- 
) 

tilcolesta -5,22~ dien -3 ~ -ol)~ 
j 

. 9992,75 24 -metJ.J.colestero1 . t 

(24 -meti1co1esta -5~24 (28) 

-dien- 3 (6 -01). 
J 

0-. 9.75 ( / (J -S1 tosterol' 24 0, ~etil- 
f 

f) ) col est -5- en 3 IJ -01 ~ 
.i 

I 

9 74 83 103 Gorgosterol' ~ ~ (22R, 23R, 

24R) -23,24 -dimetilcolest -5- en 
/'1 

-3 I:) -(1). 
! 
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Los ?JJtc(.;ederites desru~ro]_l.ados en la pr Lmer-a parte 

de estc trabajo, r-e'Laci onados con el pot.encd eL biom~dico de la 

quimicw de Pr-oduc co s Nat:u':"ales Marinos ~ como as I tan-bien la posi­ 

bilidad de desarrollar modelos para la creaci6n de nuevas dro~as, 

precursores de prostaglandinas, polisacaridos, torlnas y sintesis 

de corticoides i,1~::.1.1j_zando f'uentes de origen mar Lno s justifica La 

creciente atenci6n hacia el des ar-r-o.Ll,o de esta fu'-eao 

Es t as consideraciones y en co ncor-dancLa can el ob­ 

jetivo b~sico de este grupo de trabajo (:?roductos Naturales t Fa­ 

cul tad de Ciencias) de pr-op i c i.ar- e inicial' en Chile una nueva l~: 

nea de investigaci6n como es el caso de la Quimica Marina, nos 

ha moti vado a inid.ar el estudio de e s '.:a Area de Productos Ratu- 

r-al es , Tal es el caso de Po clema"i;_~::~, abundante especie dentro 

del Phylum ce.l.errcer-ado a 10 largo de La costa chilena. 

Entre los celenterados la ?h)~~~tis es un genero r~ 

presentati vo, nosotros la hemos elegido en este es tudio en virtud 

a su existencia como una variedad de subespecie, tentativamente 

clasificada en base a sus diferencias de color. Nosotros creemos 

que un estudio quimico de esta especie pudiera ayudan a asignarla 

sabre una base mas definitiva .•. 



Asf mi smo , 1(1 abund.i1l'1tel:5.ste, de r-erer-encd as ci­ 

t.adas em es te t!'i'h"'\jo i crcemos pud i er-a servir como ~';b,:,a de con­ 

sul ta par-a '::;s"L:i.]YU;lar y -:lYlJ.c1ax" a p')t'J_:cos investigcclores a '1c1en­ 

rr-ar se en el campo de La qu i.rrdce de fi'o0_uctos Nt'l.tl"i.T"l.les Harinos. 
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CAPITULO II 

A. Experimentos:- 

A. 1-1:- Instr~vnentos 

La liofilizacion de las actinias de la especie "Phy­ 

mactis cxematis" fue realizada en un aparato Freese Mobile Cabinet 

Modelo Virtis 10 - 146 f~ffi -.BA) a una temperatura de -400 C en nl~ 

cohol y a urta presi6n de 0,1 mm. de Hg. Los espectros in£ra~rojos, 

se corrieron en un espectrofot6metro Perkin-Elmer, Modelo 621 (es­ 

pec'tr'os 'N° 1, 2 Y 4) y en un espectrofot6metro Perkin-Elmer, Mode- 

10 700 (espectros N° 3 y 5). 
Los espectros NMR fUeron medidos en un espectro£ot6me­ 

tro Varian 60 Mhz. Los desplazamientos quimicos expresados en ppm 

y re£eridos a tetrametilsilano, b = 0, usando como $olvente clo:ro- 

formo deuterado. 

Los espectros UoV. fQeron tornados en un espectrofot6- 

metro Gary 17 usando EtOH como solvente. 

La cromatograffa gaseosa se 11ev6 a cabo en un crorna­ 

t6grafo Perkin-Elmer, modelo 900 con detector de llama de Hidr6ge- 

no. 

El derivado metil-eter del crudo de esteroles solubi- 
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lizado en CHC13 £Ul! inyectado en una columna de vidrio 3~ OV-17 

empacado sobre 100/120 cromosorb Q de 3 pies de largo y de 1/4 

pulgada de dia,"'!1etro. Tempera'Cura inyector 2400 C. Temperatura 

columna 2400 c, 'I'emp21"'at'v.ra detector 2380 c. 
El ~J:,ansportador gaseoso f1"le Ni tr6geno con un £lujo 

de 66 ml/m..i.n. Los acidos grasos fueron analizados en un cromat6- 

grafo Hewl('r):,J,: Fackaz-d modelo 5750 con de t ec+or- de Lorri.z ac i on de 

Ll.zma de Hidrogeno e integ::'ador e.Lec'cr-orri.co , Los esteres de aci- 

dos grasos se inyectaron en una co Iumna de cobre con relleno E GS 

3% Y EDS 7% de 1/8 pulgada de di<1mE'tro. Longitud 2 metros, utili- 

zando N2 como g'as transportador a una ve Locd.dad de .fln.jo de 40 

ml / , , /nu.n. Flujo H2 40 mljinin y un FLujo de ai.r e 600 ml/min~ tempe- 

ratura inyector 2200 temperatura. 

Los puntos de fusion f\,eron determinados en un micros- 

copio Kofler. 

El poder rotatorio de los esteroles se realiz6 en un 

Po Lar-Icne'tr-o Perkin-Elmer 141, utilizando cloroformo como solvente 

y a 25° c. 
Las soluciones fueron concentradas en un evaporador 

rotatorio Buchi modelo R - SD. 
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A. 1-2:- Materiales y Reactivoso 

TOGas ~_as r-eact.l vas utilizados son Merck P .• A." 

Anhidrido Ac~t_:_co 

Acido Acetico glacial 99 - 100% Eter absoluta 

~tc: de petrdleo 

60°)0 

Acido su::LfUrico .0.:tmani:e Hich'oxldo de p:::,tasio en 

Benceno HetaZlol 

B:;. •.• omo 

no Woelmo 

Clo:i."'oformo 

Cloruro de Antimonio (III) Sul£e.t:)-c1e Cerio (IV) 

Cloruro de Ca~cio 

Digitonina Terbut0xido de potasio 

Ioduro de metilo. 

Para cromatografia en columna se us6 silica - gel 60 

(Kieselgel 600 70-230 mesh ASTM, Merck). P~a cromatografia en ca- 

pa delgada, silica - gel GF 254 neutra. 
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At> 1-3_:- Recolecci6n de J.a especie Actinia "Phymactis clematis" 

Las espec:les de Phymactis clematis (55 variedad roja) 

con uri peso pr-omed.Lo de 45 g/especie recj_€:n colectadas t fueron to ...•. 

madas durante la primera quincena de Mayo de 1972 en Punta Cr-ue sa , 

Playa de las Cr',i.ces g Departamento de San Arrtorii.o , Prov:t ned a de San­ 

tiago y marttenida a 0° C durante 45 dfas(' 

Ao 2-1:- Extracci6n en .frio. Material liofi!izadoo 

1600 gramos de la ac tdni a Phymacti.s clematis (varie·.­ 

dad roja) fueron seccionadas en finos cortes y liofilizadas duran- 

te 30 horas. Se obtuvo 900 gramos de un fino polvo de color par- 

do-oscuro.. Este material fu~ distribuido en 20 balones de 500 ml. 

(45 g/ba16n)o 

A cada ba16n se agregaron 270 ml. de benceno , Se agi­ 

t6 cada uno de ellos por varias horas para repartir homogeneamen- 

te el material s61ido en el solventeo Se tap6 cada ba16n y se de- 

jaron en reposo a temperatura ambiente por 10 dias. 

Transcur.rido este Lapso , el sol vcz . .te adquiri6 una co- 

10raci6n rOjo-vinoso transparente en todos los baloneso 

El material s61ido aparentemente mantuvo sus caracte- 

risticas fisicas iniciales. Se filtr6 en un embudo de placa poro- 



• 
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sa y el e~o benc~nico colore ado de todos los balo~s (5.200 mI) 

se concentr6 en el evapo:rador rotatorio hasta un vo1umen de 350 mI. 

E1 concentrado bence~tco presentaba un aspecto siruposo de color ro- 

jo-sangre. 

1 -1 I-~ 
I a () 

" I : 

I h [1 
() '" \1 

! _Q ,. 
1/ 

! 

Fig. 2 

j. 
;} ~ j 

_j1___1_ I 
! 

Fig. 1 

A~ 2-2:- Extracci6n en caliente de jD.aterial liofilizado" 

E1 material 1iofilizado, £Ue extrafdo en un extrac­ 

tor Soxh1et (2000 ml) con benceno dur-ante 70 hr-s , El extracto ben- 

cenico que se 6btuvo fue evaporado en un evaporador rotatorio has- 

ta un volumen de 200 ml. E1 ccncentz-ado benceni co se junt6 con e1 

concentrado obtenido en la exnr-accxon en .frio. La cromatografia 

en capa fina de ambos extractos revelaba la misma composici6n. 

Una cromatografia en capa fina d2 ambos concentrados 

(extracto bencenico en frio y en caliente) 5 x 20 cms, emp1eando 

s~lica -gel GF 254 neutra y desarrollada primero en benceno (fig. 

1 y 1,) y luego en beneeno/c1oroformo 3:1 (Fig. ,g_ y ~) raiestr-a com- 
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posici6n similar, por 10 que ambos extractos f'ueron juntados ~ ha­ 

ciendo un volumen total de 550 ml., (26,5 9 e peso seco}, 

r '1 ~I r ---- "' l , \ I I \ .~ j 0 I n ! I l Y 
I 
1 ! 

I 1 I Q n I 
H (, , 0 I 8 • ! (, 
B j I 

I () I (L 0 . 
L 

Figo 3 Fig" 4 

A.. 2-3 ~ - Sapo1?:t:2icaei6n del extrC',cto bencenico ~ 

Una parte del extracto bencenico (8,5 go) £v.~ sapo­ 

nificado segu.n la tecnica de D"Ro Idler y P. Wisemarm67 ~ Para 10 

cual, a los 8,5 g. de extracto bencemco Ie fue agregado 100 mlo 

de hidr6xido de potasio al 10% en etanol y se re£luj6 por 2 hrs. 

bajo atm6stera de ni t:r6geno. De.spues de en:2riar la soluci6n fue 

diluida agregandose 150 ml. de agua destilada. Los lipidos insa- 

ponificables se extrajeron con 10.J ml , de eter; La f'aae et er-ea fue 

lavada con 40 nl. de a~~a destilada. La capa acuosa y la de los 

lavados fueron reextraidos con 40 ml. de eter~ siendo los extrac- 

tos etereos finalmente juntados y desecados con 25 g. de sulfato 

de sodio anhidro pOI' 48 horas. 
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Los este~oles se detectaronusando la reacci6n de 
117,-120 

Ld eber-mann-Bur-char-d • Para tal efecto se tomo un tubo de 

bohemia y se a~eg6 3 gotas del e~cracto et~reo proveniente de la 

saponificaci6n, evapor~ndose el solventeo Se adici6n6 1 ml. de 

cloroformo PQrQ dlsolver el residuo y una cantidad siwilar de an- 

hidrico ac~tico _ Despues de agi tar, se deslizan por las pared.es 

del rubo 2 gotas de acido su.Lftir-Lco , La apar:ki6n de un color 

azul ado y luego la de un verde botella intenso indica reacci6n 

posit.l.va. 

Con una confirmaci6n al test anterior, se aplic6 la 
121-123 

pr-ueba de c.Lor-ur-o de antimonio par-a e:::;teroides • El reac- 
124 

ti vo se prepar6 segUn la t~cnica de K. Randerath ; para tal 

efecto 25 g. de cloruro de antimonio (III) se disolvieron en 75 

g. de cioroformo absoluto libre de etanole El etanol contenido 

no~~~malmente en .el cloroformo (0,5 a 1%) fu~ . el:i.minado haciendo 

117 To Robinson, "I'he Organic CO::''l.stituents of Higher Plants" page 
66, Burgess Publ. Co. (1969)0 

118 C.H. Brieskorn y H. Hoffmann1 Arco Pharm, 297, 577 (1964). 
119 RoP. Cook, Analyst., 86, 373 (1961). 
120 E. Stahl, "Thin layer Chr-ornatioqr-aphy , A laboratory Handbook" 

p~g. 855. Edo Eo Stahl (20 Ed.) (1969)0 
121 R. Neher y A. \vettster, Hel v : Chern. Acta. f 34, 2878 (1951). 
122 M. Barbier, Ho Tobias y E. Wyss., ~o, ~, 2440 (1959) 
123 R. Neher (Steroid Chromatography), Amsterdam, London, N.Y. 

Elsevier (1964). 
124 I. Randerath, (Crornatografia de capa fina", p~go 67 Ed. Urmo 

(1959). 
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pasar el clorof'ormo a t::tav~s de una columna de 20 ems. de altura 

y 3 cms , de espeson que corrce nf a 125 g. de 6xido de aluminio al­ 

calina irloelm (grado d.e acti vi dad 1) graduando la velocidad de sa- 

Iida a 1 ml., po:c mi.rnrto , Se des echo Los pr-Lrner-os 100 ml., 

El clol~ro de antimonio (III) dis~elto en cloro£or- 

rno £U~ rociado sobre una placa (20 x 5) de silica - gel GF254 neu­ 

tra que corrcerri a 2 mies tnas s a) Colesterol pur-e (1 rng/20 ml , de 

metanal) y b) el extracto et~reo proveniente de la saponi£ica­ 

ci6n. La placa despues de ser de.sar·rollada en una mezcla de ben­ 

cena/cloroformo 3:1 y secada pOI' 15 min. se asperj6 con cloruro 

de antirnonio (III) Y luego calentada a 1100 CpOI' 5 min" Un ro- 

jo-viol~ceo en ambas manchas COn£irj~10 la presencia de es t er-o Ldes , 

A. 2-5:- Aislacion de es t er-o.l.es , 

MErODO I 

El extracto et~reo f:vuvemente de la saponi£icacion 

(Ao 2-3) £U~ separado en 2 partes: la prirnera parte de 100 mle 

fueron evaporados hasta 15 nu , t agregtmdose 100 rol. de b e rice no r 

se concentr6 y se repiti6 el proceso pOI' 2 veces. Luego se agre- 

go 100 ml. de ~ter anhidro. Se agito y dej6 decantar POI' 48 hI's. 

en un embudo de decantacf.cn, Se obtuvo 2 capas: una super-Lor- de 
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color amarillo claro y cristalino (lipidos insaponi£icahles) y 

una inferior semi-s6lida de color caf~-claro (lipidOS sanifica~ 

bIes). Este ulti~D fu~ ~ecogido (2,85 go) en un balon de 250 ml. 

para posterior procesamiento. 

La fracci6n et~rea (115 ml.) se co~centr6 a sequedad. 

El residuo present6 impurezas de color amarillo-caf~-claro y 

otros de leve color blanco, que se adhirieron al fondo del ba16n. 

A este residuo se Ie agreg6 30 mlo de metanol hir- 

viente y se co.Loco el bal6n a baiio maria a 700 C hasta total di­ 

soluci6n del residuo. EI extracto metan6lico que se obtuvo despu~s 

de dejar evaporar, (15 ml) £Ue colocado en un bano de hielo por 

30 minutos, obteniendose cristales de color blanco, los cuales 

£Ueron filtrados en un embudo 4-55~F y lavado por 4 veces con por- 

ciones de 5 ml. de metanol pur04 Despu~s las aguas madres £Ueron 

concentradas, y el residuo obtenido lavado con metanal puro, obte- 

niendose 0,15 ge adicionales de esteroles. Despues de 4 re~ista- 

lizaciones se obtuvo 1,05 g. de ~steroles. Rend = 14,1%. 

La segurlda parte (20 :rJ1~ a) del extracto et~reo f'u~ con­ 

centrada hasta sequedad y pesado (00694 g.) para una estimaci6n de 

la cantidad de material insaponi£icado. El residuo £Ue disueldo 

segan Ia tecnica de D.R. Idler y Wisemann67~ p~a 10 cual ~ste fU~ 

tratado con una mezcla de etanq/acetona/agua (3:2:1) para lograr 

una soluci6n al 1%. A esta ultima se agreg6 otra disoluci6n de di- 

. . 67 .• 125 6 ( ;) gl.tomna . " al 1% en la raz n 5:1 digitonina;esterol para pre- 
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ci.pitar los es'ter-o.Les , Despu6s de dejarlo por 24 hr-s , , la solu- 

ci6n £Ue filtrada e~ un embudo de vidrio sinterizado. El esterol 

di.gitonido £Ue Lavado con 15 mlo de ~ter, secado con cloruro de 

calcio a:'!hidro ;;02' 24 !'r:'g ~ bajo va6io y finalmente pesado. El 
~ .. • 125 total de es ter-o Les £i.,1(.;; calculado del peso de e3terol-chgJ.. tom.do 

(3.55 g.) 

K~ ~stcrol obt eni.do a Pa1:ot:'1' 0.'31 esterol~di0iton5.do 
125 

£Ue luego recuperado u·tiJ..:i.zaooo el r.Atodo de ~"o Bergmann • Pa- 

ra tal efectop el esterol digi·tOl')~_tJO .fu.e disuel'::o en 45 :r.'l~" de pi- 

ridina anhidra y refluj ado en bane mar-La per- una hor-a , Luego La 

piridina £Ue el~.rri:r.ada en el evapcr-adoz- r-ot at.or-Lo y el residuo ob- 

tenido fu(! dis1.;\(~1 to en 50 ml., de ~tC:l~ y reflujado en bm10 de agua 

pOI' una hor a, Posteriormente, Ie. Si):'.·v1.ci6n fue £il trada y Ll.evada 

a sequedad y el residuo pes ado; dando una cantidad adicional de 

o ~ 90 g" de esterol. 

l-f1"l'ODO II 

Un volumen de 100 mi , de extracto benceni co de acti- 

ni.as liofil,izadas fueron aapozd.Pd cadas seQUTI el me todo ya descri- 

to en page 42. Se coenntr6 hasta 20 ml , cb+enf endose un liquido 

semi-pastoso de intenso color rojo-sangre. Se agreg6 a ~ste 100 ml. 

de agua destilada e igual voLumen de eter de petrol eo 60-70°. La 

1,25" rT. Bergrr.ann, J 0 BioI. Chem, , ,lg, 471 (1940). 
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soluci6n as! obtenida £U~ colocada en un embudo de decantaci6n 

de 500 ml , Y agi tada r-epec.Ldamerrte , dejandose que decantara POI' 

48 h~s. Al cabo de cs~e tiempo fu~ posible distinguir 2 fases: 

a) Una super-Lor- 1 lig~l'2..ilente amarillenta y cristalina. b) Una 

inferior mas v.:! . .scosa de color caf~-claro. La £::-acci6n acuosa 

fuE! concentrada a bajo volumen (110 cc) y guardada para posterior 

proces amterrto , La fase et.er ea (110 cc} fu.t; tratada en un vaso 

de precipitado de 250 mlo con 25 g. de sulfato de sodio. Fu~ 

luego filtrado en un embudo con c.:;J.ita en vacfo , Se obtuvo 82 ml , 

de extracto et~reo, de caracteristi2as fisicas similares a las ya 

descr-L tas en pag. 44 segan m~todo I. 

A esta soluci6n, Le fu2 practicada una cromatografia 

en capa fina de 20 x 5 cms , El croina:l:ograma se desarrol16 con una 

mezcla de benceno/cloroformo 3:1 y revelado con luz U.V. (fig. 5), 

utilizando colesterol como standard (0,01 g. en 20 ml. de rnetanol) 

o ·0 
(i 

Fig. 5 
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Se practic6 una cromatogra£1a en columna. del extrac­ 

to de ~ter de petr6leo can e1 objeto de s epanan los componentes, 

presentes en La mez cl.a eterea. Para tal e£ecto 1 la soluci6n (82 m1) 

se concentz-o a un vo lu.ncn de 10 ml., Y luego se embebi6 en 15 g. de 

silica-gcl 60 ?Ow.~a columna. La mC7,cla que s e ob tuvo fu~ secada en 

el evaporador rotatorio pOI' 30 minutos; e1 polvillo obtenido fu~ 

colocado en un embudo y dejado escv..rrir p01~ la parte superior de 

una columna para cromatogra£ia (1 m, de longitud, 3 ems. de d:t~me­ 

tro)o Esta ultima se prepar6 su~p2ndiendo 200 g. de siliCa gel 

60 con 250 role de una mezcla de ~t~r de petroleo/benceno 1:1, re­ 

cogi~ndose fracciones de 25 ml. La tabla N° 8 indica la polaridad 

creciente de cada uno de los sd st enas de sol vente utilizc..dos para 

la eluci6no 

TABLA N° VnI 

Solventes para la eluci6n de esteroles 

Eluyente Fracciones (N°) Fracci6n Total 

Eter de petr61eo/C6H6 (1 : 1 ) 1-2 50 

06 H6 3-4 150 

c6 H6/CHC13 (3:7) 5-10 250 

CHC13 11 ;';"104 330 

CHc13;'i1eoH 98:2 15 355 

CHC13;MeOH 95:5 16 300 

CHC13/MeOH 90:10 17 405 

CHC13/MeOH 80:20 18 430 
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Las £racciones obtenidas (2D cclumna de la Tabla 8) 

Fuer-on concerrrr adas hast a 3 em, rotuladas 'J aplicadas sobre una 

p::!..aca crornatogl'af::c-::, de 20 x 20 cms , , silica-gel GF 254' conjunta­ 

mente COl: 1.A.:'1a mcz cLa G.c co.Les ter-of Pl.,:7.'O (0701 mg/S ml. 0 de TIl2tanol) 

y deser-r-o l.Leda 2;'1. clm."o£o~.'mo/meta1l01 98 ~ 2~ El cromatopr-ama f't.,~e 

r-oci.ado con una soluci6n de SbCJ'3 y luego puesto en una es·::-~tfa a 

1100 C poi- .5 ;::.:.i.:l!xt2S ~ El I''3sul·':C'.;:10 se mues tr a en la f:;_:Tlll~c\ 6 g 

(c = colester:~l). 

······Jr9~f'-:~i-r-'·r......_J.---t-t·'-;-~1 
• f { I I I I 

! 

i 
I 

I.T·l·~·-t--+--+-! -+-, +-1 -1--+;.-- !~ ~Q~L 

o 
! • 

I 

159 10 f--11 - 17--~ 18 19 

:rig. 6 

20 C 
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La~ fracciones desde 11 a 17 £Ueron juntadas en un 

ba16n de 100 rol. Y con~entradas a sequedad~ obteni~ndose un resi- 

duo b.Lanco-ver'doso , L este ultimo se agreg6 5 ml., de metanol hir- 

viente y se calc:;:yt6 a balio mar 1 a h asca casi completa dd so'Iuc'i.on 

del r-es i duo , Se ag-.['egaron o tr-os 5 Till. de metanol hirvierr::e y s e 

filtr6 en caliente en un embudo de silica fino (60 rol. - 40 r). 

d6n sucesiva de CH30H dieS un total de 1,37 g. Rend , 16,1 P.F. 

Ao 2-6:- :Pl;::r<;.~0 de las nuestras esteroidales e 

Los esteroles obtenidos por el m~todo I y II £Ueron 

cromatografiados, despu~s de recri3talizarlos de metanal, en una 

placa de 20 x 5 de silica-gel GF254 desarrollada en benceno/clo­ 

roformo 3:1 y revelada utilizando los siguientes m~todos y reac- 

tivos: 

a) Luz ul travioleta,~ 

b) Cloruro de antimorio (III) y calentamiento a 

1200 por 15 min. (rosado] 
, .t • L {!.. 126 ( c Acido c'Lor-osu Lf'orri.co - ctcido Q.':::2tJ.CO fluo- l 

rescente azulado)o 

d) . 127 128 
Cloruro de antimonio (III) - acido ac~ttco ' 

(azul ado ). 
126 W. Copius-Peerboom, y H.W. Deekes, J. Chromatogr., 2, 316 (1962) 
127 H.P. ICaufmann y A.IC. Sen Gupta, Chern. Der., ZL. 2652 (1964). 
128 Ref. 120, page 858. 
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En cada uno de los cases se obtuvo una sola mancha 

con similar Rf (0.67) y coloreada segUn cabe, esperar para un es­ 

terol en estas mezclas eluotr6picas. 

A. 2-7:- Preparaci6n de derivados. 

a) Esteres met:!licos:- 

Los ~steres met:!licos de esteroles fueron prepara- 
129 

dos segUn la t~cnj_ca de R. Clayton • Para tal efecto, se pe- 

s6 250 g de la mezcla esteroidal obtenida segUn m~todo A (pAg. 

) y se disolvieron en 1 ml. de ~ter absoluto, en un tubo es­ 

merilado de 15 ems. de longitude A esta disoluci6n se agreg6 

35 mg. de terbutoxid) de potasio pulve:rizado el cual fu~ mezcla­ 

do infimamente en la so luofon et~rea mediante una varilla de vi- 

~~o para ~egurar co~pleta dispersi6nq Estas suspensi6n £U~ de­ 

jada en reposo pOl" 20 ~nutos y luego se agreg6 0,1 mlo de CR31 

redestilado. El tubo de reacci6n £U~ luego barrido con nitr6ge­ 

no, tapado herm~ticamente y dejado en reposo pOl" 4 horas. Los 

productos metilados se obtuvieron par adici6n de agua destilada 

y luego extraido eon ~ter. Luego de repetir la extracci6n et~­ 

rea por 2 veces, el producto £U~ desecado pOl" 2 horas can sulfa- 

129 R.D. Clayton, J. Diochem, 1, 357 (1962). 
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to de sodio anhidro. El extracto. previa £iltraci6n, £U~ luego 

evaporado a se quedad medd ant e £lujo de nitr6geno l' ob terri endos e 

O?00023 g. de cr-Ls t al.es b Lanco-camar-i.Ll.errto , P. de F. 143 •• 145°. 

b) A 
• • ~ 130 cetll~r.~.o1'l 

1 Q(j :n1.g D de esteroles crudos f fueron esterificados 

tratandolos en un tubo de 15 rol, con 091 rol. de anhidrico ac~ti- 

co y 0,1 rol. de piridinaa La rea~ci6n £ue llevada en bano maria 

de agua a 70° C pOI' una horao Des~,~~S el exceso de reactive fu~ 

removido con una corriente de Nit:t'ogeno a 60° c~ hasta obtener 

un r es i.duo c:ri~taU TID amarj:llo" ReYJd~ 25 ~ 2% P, de F" 1 05-1 07. 

130 Ref. 120g pdg. 3250 



- 53 - 

ESPECTROS 

1 ~ Espectro N~ 1: 

I})£:i.~ar;rojo de muestra del crudo de Esteroles de P. 

clematis 0 

InIT-a':'l"'ojo de co'l es t er-o'l patron y de mrescr-a del 

crudo de errter-o.Les de P. cle:,-,-.?J3s., 

Ir~rarrojo de muestra de esteroles de PG clematis 

metilado. 

4. Espectro N° 40 

Infrarrojo de colesterol patrono 

5. Espectro N° 5~ 

Infrarrojo de muestra de esteroles de p~ clematis 

acetiladoo 

6. Espectro N° 6. 

NMR de colesterol en CDC13 

7. Espectro N° 7 

NMR de cru.do de esteroles de I'~ clematis en CDC13• 
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Espeetro de los derivados:- 

10 ~.- l.R. en bromuro de potasio de derivado metoxilado (E~: 

peetJ~'J };" 0 3').; ____ •. ., •.• __ ~.r 

a) "v-aJ_ores eneontrados. 

=1 
3600 - 3200 em banda O,-H stretching de muestra metoxi- 

Lada., 

3000 - 2800 
-1 

em banda C~H alifatieo de grupos metilos y 

metiler..os sobrepuestos; presencia de hom 

bro por C-H oleffutcoo 
-1 -1480 - 1440 em vi.br-acd.ones bending de grupos metilos 

asimetrleoso 
-1 

1390 _. 1360 em banda be:{lding C-I-I de 9l"Upos metilos, ab- 

sorci6n de C-19, C-18, C-21 , C-26, C-27, 

C-28, C-29. 
-1 1270 em banda C-O-C 

11 20 - 1020 em -1 banda ancha de 3 J3 -metoxi uni.do a [\ 5 ; 

probable presencia de grupo OR no meto- 

xilado" 

810 
-1 

em banda de vibraci6n bending de C-H olefi- 
. {\ 5 rn.co de J..4. • 
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b) 131-132 
Vaiores reportGdos 

tilo slmetrico stretching •• 

3 r -metoxi- L) 5. 

n hi.d . r. 5 3 J.1 - 1 roxr- W II 

banda de vibraci6n bending de C-H 01ef1- 
" 5 nieo de I ~ 0 --------------------------~~ .~~~---------------------------- 131 G. Roberts, DoSo Ga11a:;."shel" y RoN. Jones, "Infrared absorption 

Spectra OE Steroids" 2. y .3. (1958). 
132 J .R. Hanson "Introduction to Steroids Chemistry" Pergamon Press 

(1968). 

3550 - 3200 
~I 

em 

-1 
3000 - 2750 cm 

1465 .. - 1455 cm 

-1 
1392 - 1374 em 

1386 - 1374 
-1 

em 

1383 - 1372 
-1 

em 

1250 apr-ox, 

-1 
1104 em 

-1 
1052 - 1048 em 

-1 
840 y 800 em 

banda ancha stretching de OH asoeiado 

inte~molecularmente. 

enlace C-H bending de metilos y meti- 

lenos con fuerte sobreposici6n. 
-1 

vibraciones bencEng de grupos me·tilos 

a3imetTicosy se encuentra en~ascarada 

POi" .?1)_;_~:/C:2 absorc:lon de los met i Lenos , 

vibracior.es bending C-H de grupos meti.- 

los probablemente C-,19. 

vibraciones bei'1Cling C-H de grupos meti- 

vfbr-ac l.ones bending de grupo metilo an- 

gular C-18. 

banda asignable a enlace C-O-C; banda 

diagn6s·t:ico a 2830 - 2815 del grupo me- 
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N~). 

D. I.R. en bromuro ~e po~asio de derivado acetilado. (Espectr? 

a) Val.or es enccrrtr adcs , 

1730 

1480 

1400 

-1 
em 

-1 
1360 em 

·-1 
1260 em 

-1 
1140 em 

-1 
1050 em 

-1 
810 em 

banda st2~etehing de earbonilo 

g'.:qp:>.s r.~etilo.s en la cadena latc:.~al 0 

C~H be:ndi~'lg de grupos met i Le-ace't at.o 

1 

J 
banda C-,O s tr-e tchi.nq del ace-cave ~ 

, " 5 ace toxa D 0 

bo 
131 132 

VaJ.ore."3 :;.'eportados ' 

..•. 1 
1740 cm 

-1 
1410 1430 cm 

13132 .... -1 1369 cm 

banda .';·~';"At-:::hing de caz-borri.Lo de 3 ace- 

tatos en soluci6n de C C14 Y CS 2 

banda no asignable en acetatos. 

C~H bending de l!le·'.::il acetate en C-3; 

grupo meJ:::ilo de cadena lateral y angu- 

lares C··1 [3 y C-19. 



1244 - 1241 
-1 em 

~: ....•• 
1137 - 1130 e~ i 
961 - 954 

-1 

-1 
905 - 902 em 

-1 
844 - 83"1 em 

· .. 1 
816 - 808 em 

800 796 
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vibraei6n stretching c-o caraeteristica 

de acetatos de esteroides; 3 r -aeetoxi- 
11 5 

I 
~ bandas de 3 G "aeeto:A.rj_·· r ) I nadcs 2spc..:ifica:,·,12nteo 

I 

. 5 6 no asig- 

131 132 
IoR~ en br-ornzro de potasio de coles"i:erol ' (r-) y de la 

muestra (H) (Espect:r.os N° 1, 2 Y 4). 

c. 

-1 
3600 - 3300 cm 

3000 - 2840 
-1 

em 

-1 
1470 - 1430 em 

-1 
1380 cm 

-1 
1370 em 

banda de OR s·tretehing mostrada a alta 

cone, 

bandas C-H bending sobrepuestos de gru- 

poS metilos y metilemso 

banda '!iol"aciones C-H bending asimet 0 

de g-.f'U~"OS metri Los fuertemente enmasea- 

rados por La absor-cf.o n de met i.Lenos 0 

grupo metilo anq'cAl~:i.' C-19 probable 

grupo meti.lo anou Laz- C-18 probable vi- 

braeiones de C-H bending. 



-1 
1050 em 

-1 
1020 cm 

-1 
960 em 

-1 
800 cm 

, 
I 

j 
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vibraci6n stretching C-O de alcoholes 

3 ~ -l1idroxi- .6 5 en es't er-od de s , 
.1 

bandas caracteristicas en espectro 

A_5 hidroxi~ L~ no asi.gnables a grupos 

especifi.cos" 
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Espectro NMR de colesterol en cloroformo deuterado. 

t1u1tipUc:i..dad 

(3 ) 

(3 ) 

(d) 

(d) 

Multiplete 

(s) 

Danda ancha 

Linea aneha 

Absor"~i6n 

0,,96 

1117-2,= 

2,3 

5,35 

Ctea de acoplamiento 

6 cis 

6 cis 

Asignaci6n 

Grupo metilo 

C-18 

Grupo metil0 

C-19 

Grupos meti- 

los unido en 

~;O:r.'no a C-25 

Grupo metilo 

unido a C-20 

Prot ones di- 

r-ect.emerrte 

uni.do al es- 

queleto ciclo- 

pentano perhi- 

drofenantreno •• 

Proton hidroxi 

lico" 

Proton secunda- 

rio axial unido 

a hidroxi. 

Proton elefinico& 
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133,134 
~?j_~'naciones reportados para este~oJ.es hom61o~os • 

(s \ 0066 3 Me"tilo de , ) 

c--18 

(s) 0.80 3 :aetilo de 

C-19 

Cd) 0087 6 6-8 cps g!'Upos me- 

tilo urrl.do 

n (1 
'-'25 

(d) 0493 3 6~8 cps GruPQS me- 

tilo uni.do 

C20 Grupo 

metilo 3° 

en ~eneral: 

abso::'ci6n = 
0-2 ppm, 

---------------------- 
133 n,s , Dhaca y D.H. vlilliams H~pplication of mill Spectroscopy 

in organ. chern, Holden Day, San Francisco (1965)~ 
134 VI. Neudez-t y H •• Ropke "Steroid Spektrenatlas If Sp:dnger - Ver­ 

lag~ I3erlin (1965). 
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A. 2-8~- Identifieaei6n de los ec;teroles p~r cro:rr.at:ografia en 

eapa fina" 

A •• 2-·fj..·1:- S2Da:"o,citn de esteroles que di£ieren en un doble en- ___ .:,"--",- 

Lace aislado 0 

La tecnica u t i.Li.z ada se baso en una s epar acf.on POI' 

cromatografia en capa fi~z de silica--gel impregnada en nitrato 
• 1 135,136 0 de plata report ada par Ro Ikan y Mo Cudz~novs~y para es- 

teroles y estanoles. 

Para tal efecto, se tomaron 5 placas de 20 x 20 cms. 

de silica gel GF previamente <lctiv~.das por 45 mi mrtos a 1300 
254 

C Y despues de enfriarlas s e roci5 hasta la mi tad de e'LLas con 

una soluei6n de ni trato de plata metan6lico, pr-epar-ado d:.i_sol·~ 

viendo 1 91'9 de nitrato de plata en 20 ml., de metanal y Iuego 

fueron vue Lt as a acti var a 1200 C por 30 mimrtos , 

Las mu.estras que incluyeron colesterol y co Le s t arx-L 

patron y Ia mezcla de esteroles obtenidas segan el m~todo 2 (p~go 

46 ) £Ueron disueltos en eloroforIDO y aplieadas corruna ll'icro- 

pipeta. en una linea a 2 cms, de su base , Las placas fueron lue- 

go desarrolladas en cloro£ormo hasta una alL_:2.'a de 15 ems. y se- 

s;adas POI' exposiei6n al aire par .15 mi.mrto s , 

135 1(0 Ikan y Cudzi:J0Vsky, s, chr-orna't , , 2.Q.1 422 (1%5)0 
136 Ro Ikan1 ~eid, 1~, 591 (1965)0 
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Los estero1es fuez-on detectados r-oci--ndo per roca 

121. p121.ca con ~cido s~l£drico 21.1 50%, segLlido pOI" calentamiento 

en una estufa a 1500 C por 15 minutos. L03 resultados aparecen 

TABLA N° IX ~-'--- 
SepC:U'2..:::i6n y det2CC:l.OYL de estex·o~.p's y 

es-canoles per,'a cl"omatogt,a_:.0ia en capet fina. 

E.ste.roles Rf sobre silica-gel 
tz-at ado ccn AgN03e 

No tratado Color con 
HrSO 5010 ~ 4- despues de 
cal ental' a 
1100 CQ ,.,__...-- ........ _- 

.+ " + (patron) 
-;< 

1 o Colest~/>ol °f23 0,,028 0.28 00016 Caf~ oscuro 

20 (1) 0,21 + 00021 0\,27 + 0.021 Caf~ Compo nerrt e oscuro 

3. Compo nerrc 8 (2) 0~22 
~~- 

00015 0,25 + 00010 Cafe oscuro 

Componente (3) °r27 
+ 0,019 0,24 + 0,022 CaU: 40 oscuro 

Colestanol (patron) 0~29 °r028 0,28 + 0,011 Caf~ 5. oscuro 

Los componentes (1) ~ (2) t Y (3) corresponden a las 

distiE::.::tS manchas de extr-act;o de 121. mez c'i.a (}2 esteroles que fue- 

z-o n separados 1 cristalizados Y l.Jt..tt'i£icados seg6.n las b~cnicas des- 

critas pOI" ll.o 2-5. 
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A. 2. 8-2:- Separaei6n de ester-oles de eompuesto~ brominadoso 

La mez cLa de es ter-o'Les fue bromada siguiendo La 

teemea de D. L 
~ ~7 

Cargill;·j • Para tal efecto, se to:n() 4 plaeas 

de 20 x 5 ems. de silica gel GF aet:!.vaclo G. 1300 CpOI' 45 mi- 
254 

nutos y despu~s de enfriarlov se aplie6 eolesterol patr6n y la 

mezela de "::5 ,~·_ . .i.'ol:'3 cbcezri das ~:;(:g1n !n~'::\)d:J V (pago 46) los que 

fueron disueltos er; c Lor :1rC:;."mo ap~ie2_d':Js con uria micropipeta en 

una Lf.nea a 2 ems" de su base. 30D1"e cada una de es'1:2\S mucscr-as , 

SC: ,J,gr'eg6 3 gotas de una soluci6:t de bromo en e:Lo:roformo eG, 0 f 1 % 

peso /volUlnen" 

Los eromatogramas £-Jel'On r eval.ados sig-v.iendc U~ 

,:_ . 1 d R I' .. - , 138 b 1 teel1J..ea desarro La a por e kan y co.i aoor-ador-es ~ en ase a 

usa de 4 s:!'ste;1.as de solventes C-az6n en volumen/volumen)" 

etilo 
, .., Bencer.c ace-cat;o de \ 2 ~ 1 ) r. 

2. Denceno aeetato de etilo (4~1 ) 

3. Bencenc ,. etanol (29:0.2) 

4. Denceno etanol (19:004) 

El exper-Lmerrt;o fu~ 11evado c~ ;::~':l~Jei'atura ambiente 

Y E:l 
137 
138 

tiempo prymedio r-equez-Ldc F'--G.'Cl. que eada u~o de 
D.I .. Cargi1l9 Anai;rst~ QZ.u 865 ('1962). 
R. Ikan, So Hard, J 0 Kashman y E.D. Bergmann, J ~ 
~,504 (1964). 

los s~.ste:nas 

Chromat •• f 
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nti rnrtos , 

Post<..:X'i.m.'mente las p.Lacas fuero n cal.errtadas a 1 20 ° 
por 15 mixmtos; los productos brominados aparecen corro gotas 

verdes ~ en t arrto que los pr-oduct.os no br-omi.nados apar-ccen con 

un leve tint'2 amar Ll.Lerrto ~ sens:i.bles ambas manchas al ttl travio­ 

leta., (Ta0:"'3. N° IJ~ ,f'ag~ 65),. 

Los lip:iq.o~ s aporrl.ELcab'Les pr-overri errt es de 10 eta- . - 
pa !I- 2-2. (100 n.l) (pag. 44 ) y ~_2. fracci~,:c'l. acucs a (~1 C ]";'..1) ob­ 

tenida de la saponificacion (;:J..~tc,do :;:r pag Q -46) fuer-on col.oca- 

clos en un balon de 500 ml , y ne. .r al.Lz ados con Hel dilufdo (10%) •. 

La solucion £Ue luego dividida en 2 fracciones de i~Aal volumen: 

a) En 12. p:' __ ~iTI'er2. de elIas t se agrego 150 ml , de ete:r de pet!:'o- 

leo 60° - 70° y s e agito en un embudo de decant acd ori, Se 

deja en r-epose por 24 hor as , post er-Lor-merrte fue filtrada y el 

cxtracto et~reo (130 mJ_~) £U~ sep~~ado y concentrado hasta 10 

mlo Una parte del concentrado fu~ analizado pOl" GLe (Tabla N° 

12). La mezc La de ~cidos grasos fue purif:1.,-:'C'tda y separada se- 
139 gUn el metodo de D.C. Filler~p J JoM. Mead • P~a tal efecto, 

Ee utiliz6_Q._~!~.: cle OL::_lJ.<J ::;:.i.licico Merck para co Lumna y __ se empa- 
1)9 D.Lo PiHe:;:up y .J eF 0 Mea.d, Prod. Soc. Expor , Bl.ol .• l-led., 83 

574 (1953)0 
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e6 en un tubo de 2 ems. de diillnetro y 7ecmso de altura y s e 

e luyo con los siouientes sistemas de so l vcnt.es , 

·-'.AfJLA N ° x: 

Separaei6n e~omatog~afiea de acidos 

Eluyente Elua"co recogido (ml) 

1) Eter de petr61eo/eter (9931j 20 

2) Eter de petr61eo/eter (96:4) 20 

3) ~t:er de pet:r.51eo/eter (90~10) 'j 5 

4) EtcI' de petr61eo/eter (1 ~ 1 ) 15 

J) Ete!' de petraleo/eter (1 ~3) 15 

Las fracciones obtenidas, f~eron concentradas has- 

ta 3 ml., Y aplicadas sobre una plaea cromatogr~fica de 20 x 5 

ems 9 siliCa - gel GF 254' conjunt amerrte con colesterol standard 

(0.0001 g/5 rnl , de metanal) y desarrallado en una mezela de {;-ter 
140 

de petr61eo (60 - 70°) -eter absoluto - a.ciao acet.Lco (90:10: 1) 

El cromatograma fue revelado rociando la placa con 

dicromato de potasioLaddo sulftirico (0,05 gl10 ac,,) y poste .. 

140 Ref. 9G~ p~g~ 38~. 
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rior calentamiento a 1100 C por 15 min. EI resultado se mues- 

tra en Ia figura 7. 

A=f:rl-i-=l 
, \ ~ I I I i I . . ; , I'''' I 

i 10.'1· .. :1 I iV! ! '". \ '. I I · r-, " ii, ,I ; 

I I \J f\ .. /, .... ' I·', .. ' 

l
· t ! I I' , , 

.0 I IOIC'I'-'1 
I _ i: f i ~! ~ ; · 'i J' I I" • I 1"\ " \')' \\ I :: i (; , · \ J ,tJ, \, J I----.t-'--r.-t---r -I'"J 
-L___;_. ., , \ , t 

Las Fr-accd.ones (4) £'().e ccncerrtr ada a s equedad y 

21 r':~':::iduo aceitoso o':)~:2lnclc f\~{: est er-i.Pi.cado S2gUn el pr-oce-« 
141 

df.mi.errto de L "~!;-,, Hetc:~lfe ~ paz-a La identifJ.cacii')n de los ~- 

cido3 ;_:;:t'a.sos pOT ,~'o111.::r~ografia Sj:.lseosao 

b) La seg:;lllda fracc:i.On f't;te ~'_i~2.':::ada con 50 ml., de ~ter. Des~ 

pues de concerrtr ar a sequedad , el r es iduo aceitoso (8,2 go) 

fue escer-Lt'Lcado f !'ligu:'i.endo el Pl'oc>?c:im:i.eY':cO y2. senaJ_ado 1 PCY·:'. 

posterior C',naJ .. :ts:) .. s pOI' cr-omat.opr af'La de gase3 (Tabla N° M) 0 

Las f::.~a.cciones dF: } .. 3. columna, Fueron cletectadc.s 

utilizando el tes·t dp Li,2berjna:o.::l-Du:rchard que resul t-5 ser po··· 

si ti vo para las fracciones 1: 3 y 4~ 

141 DeA. Metcalfe, A,J'!." Schrni.tz y R.J. Pelk r Anal" Chem, , ).§.f 
514 (1966)0 
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A.n~lisis POl' r!';:'ODc:togra.fi.a de gases de ~cidos 
_grasos de Phymactis clE'.::c'I.:'CI:i:is (va:deda,Sl roja) 

Acido Compos i c:lCn Ertracto en Extrr-act;o en 
~ter de pet:r61eo ~teI' abso.Iut.o .• --..· ... _4 _ 

No identificado ,.... 12 9,31 7,49 v 

l.firisticc C 14~0 7,25 8r46 

Ni:r'istoleico C 14~ 1 1,94 3,1 G 

Pen:':::'l.d·2c:a~oico C 15 :? 2,07 2180 

No identificado C 2,15 0,32 

P aInU tj_ co C 16 :0 1 G~ 57 23,26 

Palmitoleico C 16: 1 11,77 9~97 

Heptadecanoico C ~7 Lty5G O~95 

? c 18 ramific, 0,67 0,63 

Estewico ,... 18 :0 3,92 7,54 \J 

Oleico C 1 [l : 1 7,97 18,80 

Linoleico C 18:2 )0,21 

Eicosanoico C 20:1 6735 

Dooo sano i.co C ??? 29~71 9,92. 1 __ - "'-. 
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A. 4-1~~ Determinaci6n de lipidos. 

4. 1. 1. HVJnedad 

Se determina pOl' duplicado y por desecaci6n en es­ 

tufa del material humedo a 1050 CpOI' 10 hr-s •. hasta peso COl'lS-­ 

tante de las muestras. 

4. 1. 2. 
142 

M~todo de EoG. Bligh y lVe Dyer 

La determinaci6n de lipidos totales se hizo utili- 
. .. - . . ~ 

zando la tecmca de E.G. Bligh Y vt._J •• · Dyer; para ello se pr-oce-e 
saron POI' separado 8,8-8 y 7 ,51 g~ resp~ctivamente de act.Lrri as : 

(rojas) congeladas; las especies h-6.riledas se-cortaron finamente 

con un bisturi y -se-homogenizaron 'Em una juguera pOI' 5 rid.nutos 

con una mezcla de cloroformo, metariOi y agua en la proporci6n 

s efial.ada porIa tabla N° 12~ .< •. 

TABLA N° XII 

Extracci6n de lipidos de P. clematis 
par -~ez:Clas- ternar_ias de-' GHC;I. 3 !'" l1~Oll - H20 

- . 
(ml) . Peso muestra (g) Cloroformo (ml) Metanol H -0 dest. (m:q 2 

8,88 - 17,8 18 8,9 

7,51 15 15 7,5 

142 E.G. Bligh Y W.J. Dyer, Can. J- •• Diochem. Physiol., 37, 911 
(1959). 
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La mezcla homogeneizada se £iltr6 a trav~s de un 

papel filtto ~~atman N° 1 colocado en un embudo Buchner y bajo 

vacfo , Desj)'",~L: Ce apz-oxl madamerrte 2 her-as los fil trados fueron 

se deja por: ~O her-as ~a,::,a per:'Y,itlr totCll separac:i6n de los in- 

terfaceso Se ano'td el volumen de las capas clorof6rmicas, eli- 

mi nandose post er-i.or-merrte la capa metan61ica acuos a, 

De los ex+r-act.os clo::'ofc::':'T"!icos s e extr-aj eron las 

alicuotas anotadas en La Tabla 'i 3 siguiendose pos ter i.or-merrte 

el m:i.smo pr-oced i.mi errto par-a e1 r:aJ.C'u.lo de l:i.pidos 'tot.al.es ~0- 

nalados pOY' lv.s autores del rrl~tod(le 

Determinaci6n c~antitativa de 
l:i.p~ .. dos tot2.1es en P. c'Lematri s , 

Peso de lipido Vllo capa 
en alicuota (g) c'Icr-o.Por-mi ca 

Gramos de lipidos 
extraido de P. cle­ 
matis POl' cada 100 
~,> de tejido htimedo , 

Vol. de 
alicuota 

0,039 

0,067 

2,5 

3,0 
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III PARTE 
:=';:::::::========:::: 

Lo s es-;:udi;)s bio16gicos de 12!s actti ni.as chilenas 
143_144 

se conocen c":2.sde hace poco t.Lempo . no obstante? La ta- 

xonomi a de la es:;?ec:...e Phy11".ac;~:; . .s c.Lemat i.s ha quedado aela.rada 
143 144 

en base a los estudios ~ea1izados par D. Carter ' en 1964. 

En Chile se han deserito priDeipalment~ 3 v~ie- 

d b d _. d' f . ~. 143 ~ 144 da es ~ asa as eXC.i..'ISJ.. vamerrt e en ~ er enca.as cr-cmat i.cas 0 

La subs i.qui.ent e df.s cus i.on se basa en estudios realizados en Eo 
clematis variediJ.d ,ojan 

Los resu1 t':1d~s ob ~:(::{:~ . .los en e1 pr-eserrte trabajo, 

ha permitido eoneluir que el e.s·~: 21"01 predominante en P.. cleIT'.a- 

tis es co Lest er-c.i 0 

Es Lmpor-tanre hacer noaar que este no es e1 unico 

esterol pr eserrte 9 t.amni.en se encuerrtr an a 10 mcno s 2 compuestos 

hom610gos C r,~ que fueron detec'ti:::.dos per- cr-omat.opr-a+La en capa 
Lj 

fina y rromatogra£ia gas-liquido. Para identifiear es+os c.:;te- 

les menores senf a necesario utilizaI' cromatografia gas-H.quido 

preparati va en combinaci6n can espectr-ometz-fa de masa y el usc 

de los P0trones y colu;~~s adecuadas, c~m.0 10 han demostrado 

143 D. Carter, Rev. Diol. Marina (Valpo, Chile), ls? 129 (1965) 
144 Do Carter, Actinias Chilenas, T~sise Facultad de Filosofia 

y Educaci6nt Universidad de Chile (1964). 
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las investigaciones d~scritas en la primer a parte de este tra- 

bajo. 

DeJ. a.n3_:Usis por cromatografia en capa fina, es 

pos:i.ble as i.qnar' ':::2nt::o,·::iva.,,"nerrte que uno de los compuestos me:no- 

res que acornpaiia a colesterol ~ E'3 su par cl"i .•.. .Lco ~ colestanol, 

segUn puede apreciarse de 10:: datos desc~6tos de los obt eni.dos 

'la.lo:t'es de R D de es'teroles y esrt ano l.es 
.l. ,. 

pOI' cromatografJ..a eTI_..£Clpa fi.na~ _ 

Esterol Rf sobre silica-g?l Color con H2S04 al 50% 

d.:::_~pues calentaJ.~ a '] 100 

'T.'~l~atado con No tratado 
AgN03 

Silica-.gel con Silica-gel 

Colesterol 0.23 ··O';'~5 negro vi.o Let.a 
7't-3<- + 0{- Colesterol § 0,,23 0<,016 0028 00016 :'..'legT'o v::L')J.eta 

0021 + 0.,021 0027 + 0.021 violeta Componerrt e, 1 negro 
·,r 

Coles-;:anol 0.26 0~25 cafe cafe 
** + + Colestanol § 0.29 00028 0.23 Oe01'1 cafe oscuro cafi3 oscuro 

Componente 0~27 + 00019 O~24 + 0.022 cafe cafe 3 oscu.I'o oscuro 

13.'5.136 
Va'Lor' ::O'2portado . 

** Compuesto standard 

§ Nombre asignndo a uno de los componentes esteroidales de la 

mezcla de P0 clematis. 
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TABLA N° 'KIf 

Valores de Rf de estanoles y esteroles 

br-omi.nados C:.l sistemas de sol ventes. 

Esteroles 2 3 4 

Silica-gel silica-gel silica~gel silica-gel 
GF (To' 

G? 254 GF 254 ____ 254 -'- 254 

* Colesterol 0 •• 31 0,,78 0.31 0.44 
*'1- + + :!:!De 017 + Colesterol 0" 81 - 00020 0 •• 75 - 0.012 0,,31 0075 0.026 

§ 
0080 + .L + + Componente 1 - 0 •• 014 0073 - 00026 0.32 - 0.021 0.75 - 0.026 

* Colestanol 0062 0.60 0019 0.27 
-K-~t- + + + + Colestanol 0,,70 - 0~022 0062 0.011 0.20 _. 00019 0045 0.012 

Componente 3 § 0.80 + 0.014 0073 + 00026 0032 + + - - 0 •• 021 0 .. 75 0.012 

Los valores resefiados en la Ta1:·1a 14 han puesto ce ma- 

nifiesto el ~xito del metoda de separaci6n de colesterol y su co- 

rrespondie~te es t ano L cuyo val!.Yr:o de Rf en placas de silica-gel es 
•• L • 137 c.as a l.dentl.co •• 

Este m~todo ha sido aplicado ext ensemente para la se- 

paraci6n de triterpenos tetraciclicos, de acidos grasost of~finas. 

r.. . I.. 135 r • c~cl~cas, h~drocarburos sesqu~terpe~Cos y otrqs pares cr~t~cos 

que cornprenQen estero~es y estarnles con notable exito. 
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La Tabla 15 se basa en el heeho que la mezcla de 

esteroles al ser browinada, deja inalterado los estanoles (es­ 

teroles saturados) pudi~ndose separar aquellos esteroles insa- 

turados; sin er;.0dX<p,:, en el pr-esence t::..~abajo se obtuvo valores 

para el componerxe 3 no coincidentes con los valores dados por 

el compuesto patron. 

Al respecto dos razones podrian ser el causal de 

esta no coincidencla: por un lado la proporci6n de colestanol 

en la mezcla de esteroles, 10 ~~e hace q~e el metodo pierda sen- 

sibilidad y por o tr-o , la posible existencia de algu.na o tr-a insa- 

turaci6n en la cadena C20, 10 qu~ no pudo ser apreciada ni por 

cromatogr.a£ia ni como veremos po scer-Lor-merrt e POl' los met.odos es- 

pec·trosc6picos, de ahf que co l.escuno L pud i.er-a no ser el esterol 

saturado pr-eserrte , sino alguno o tr-o de tipo C28 0 C29• 

Dasandose en los trabajos reportados en esterolcs 
63 87 90 75 

de celenterados ' , , y en algunas especies de familias 

1 . d Ph . '1 .. 63 1 cercanamente re aca.ona as a ymact].s c erila:C]'~ ; a os ensa- 

enlaces dcbles, en la ausenciw de absorci6n en la ~egi6n por 

debajo de 160 ~r Y en el I.Ro la ninguna absorci6n a 1637 
-1 

Y 885 cm ; bandos caracteristicos de meti~eJ~s terminales en 
145 

esteroles insaturados en la cadena C20 ' es 'posible descartar 

yos realizados por cromatografia en capa fina para detectar 

145 DoRo Idler y U.H.M .• Fagerlund, Jo Am. Chern. Scc , , 79,1988 
(1957). 
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7 

las bandas IR no so n un 't'8c:gn ,k:t01·,,:.-7 narrt e de la exist.e!lc-:ia de 

insat,u'ac1.0:.It:'S en 1a cadena lateral para estero ides • 

De 10.::; valore.::; de rotaci6n 6ptica 

y del P. de F. de 10. mezcla del crudo (P.P. == 138-140°). (Co1es- 

tero1 P. de F. 1490) sola fue posible inferir de 
63 

acuerdo 0.1 anal.Ls i s de 1;1. Ber-gmann 10. existencia de esteroles 
5 yo. que el moder-ado valor levoroto.torio de --25 a -45° es 

tipica de estero1es con un doble enlace en 10. posici6n 5,6~ 

sin embargo y 10. carencia de datos de va Lor-es rotaci6n 6ptica 
63,88 

y P. de F. de a 10 menos 4 derivados 1 para establecer una 

ccrrelaci6n estructural hace que esta ultima aseveraci6n sea 

poco segura. 

La utilizaci6n en este trabajo de cromatografia 

gas-liquido, tuvo re1ativamente poco transcendencia debido a 

10. carencia de estero1es patrones y uso de u~, columna sililU­ 

zada demasiado polar (para 10 cual debfa ernplearse 1a rnezcla 

silinizada) para los derivados utilizados, CO~D es 10. fase 1f~ 

quida OV-17 3% r que si bien es cierto ha probado ser de gran 
147 148 

uti1idad en mezcla esteroidales tipo corticoides r y usada 

con ~xito en separaci6n de esteroles de algunos invertebrados 

inferiores, 1igeramente modificados71,73, en este trabajo no fu~ 

posib1e lograr separaci6n adecuada, resultando senales poco ui- 

tidas y con tiernpos de retenci6n entre uno y otro cornpues~- _ 
146 a U.H.M. Fager1und yD.R. Idler, J. Org. Chern, , 21, 372 (1956). 
146 b H.J. Cahnmann , J. Orgo Chern, , 32., lL}12 (1956).- 
147 H.M. Me. Nair y E.J. Bonelli, Basic Gas Chromatography Varian 

(1967). 
148 K. Hammarstrand "Gas Chromatographic Analysis of Steroids" 

Varian Aerograph (1967). 
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to, demasiado ~efios. 

Exeelentes r-esc tucd.ones se han 10gre.do actualmen- 

te, mediante el uso de mezclas de £ases liquidos tales como 3% 

XE-60 y 3% NGS (1:1) empaeados sabre 100/120 mesh gas chrom. 
65 

Q • 

Segan 10 anteriorp solo es posible asegurar la 

pre~Emcia de eoles·terol y probab'Lemerrte eolestanol, . el resto 

de las senales :ri.c). pueden ser adjudieadas pOl" las razones ya 

ci tadas, pudiendose inferior que la mayor-fa de las· seri"a1.es pe- 

El espectro IoR. de La meac.La de es·teroles mues- 

qi:enas perteneeen a esteroles eomponentes de las mezelas que 

se encuerrtr-an en minima proporei6n.. 

tz-a eoincidencia fundamentalmente con co Lescer-o.l , En si apa- 
• .t ~ 1 I . _~ . 1 31 r-ecen ta111b:Lt::n s ena adas as barzlas mas. ~mportantes t para 

•• 1 !:_. . .. .' -1 
eolesterol (10,20 em. ) y para colestanol (1050 em ). 

Del espectro N¥ffi no es posible deducir in£orma­ 

. 'ei6n adicional de. La mezela, de esteroles libres t excepto la 

presencia de eolesterol, debid\) a la mu.ltiplicidad observada 

entre 0.6 Y 2.4 ppm. 
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n. Lipidos y Acidos Grasos. 

El % de humedad obtenida en P. clematis (81.4%) 

hizo posible la a:pJ3.cacion del m~"todo de E.G. Blight Y Dyer 

en forma d'i.r-ect.a, De es t a determina.Ci6n fu~ posihle concluir 

que existe un 6,3 ge de lip;i.c1os!100 g., .de animal seco •. 

Este alto contenido lipicHco es concorc1ante con 

los valores obtenidos por "vI. Bergman!l. en anemonas de mar, 

quien ha demos tr-ado que en algv.J:B.s especies el % de l:i.pidos 

1/3 d 1 1 d Lmal, 89 rerresenta e peso tota e1 anl seco e La acumula- 

ci6n de l:tpidos probablemente jnega un importante 1'01 en el 
. 1· .. d 1 . 89,149 ~ . meca~smo a ~mentlc~o e a~mal ~ y se cree estct d~rec- 

tamente relacionado del bajo corrt~nid~ de ca=bohidratos89• 

POl' otro lados los mecanismos rcproductivos, habitat9 dieta, 

d 1 d · . 89 ·6 temperatu.ra e me ~o amb~ecte y fecha de recoleccl n de la 

rnues tr-a son caus al.es de profUndas variac:i.ones en el contenido 

1 . . 149 de 1 p~dos del an2mal & 

El analisis de los lipidos, basado en cromatogra­ 

.f1.a en cofumna, capa fina y gaseosa, ha demostrado en Phymac­ 

tis clematis la presencia de ~steres de esteroles, esteroles, 

t:M.glic~ridos, fosfolipidos, ceras y ltbj.das grasos. 

La separaci6n de la mezc1a de estos i11timos, se 

hizo siguier~o dos caMinos distintos (Tabla N° 11)e 

149 v, I3ergmanny R.A. Landowne, J. Org. Chem, , 23, 1241 (1958). 
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a) Extracci6n can (';'.::er de petr6leo del material saponificado 

y posteri:rr p1L.'ificac1.6n por- croma·togra£ia en co Lumna , 

s01ut:oo 

El mt:1:Qdo a) CI.)~'1$j_[;t:; .. :) e~l un pr-aces ami errco de pu- 

poco po.t ar 9 el mecodo ~)) sigui6 <~.~ ·c:,~ata.rnj.ento clasic!) de ex- 

La s epar-acf.on d·c; 10:; ac·i.cos s;.':'aso.s .fw::! J.1E:c.:l1a por 

C:i."ontatogTaf:1.a 9Cl.sE:osn de 103 e8.l:e~:,,,,~s? ':.1.itt:tlicos lie Los ad.dos 

grasos 9 aplicando e L mecodo de: ;:, r, », Hetcalfe; ,-+'; 7 par-a contro- 

lar la :rcsp:?2stn del detect,yf.' "; i.derri:i£ical:' los acidos .se ir..- 

trodv.jo mez c'l as patz-ones , sienclo neceaar-i.o ia Lirtr-ocuccfon de 

al.gunos p,:rr::'ones de acei te de raps (· v a1.'~edad Regina) 0 

Del dru:ilisi3 de 1.:1 tabla N° 1~' s e apr ecd a que la 

cosanoico (29071 ;Js) f 6.cidos palmitico (18 f 57 %), ~cidos po.1J[ti­ 

tulcico (11,77 %) y un ~cido no ident:i...f'icc:.Jo de 12 C (9.31 x). 

Es nary posible que este ultimo tenga su %lgen en la degrada:- 

ci6n de otros ~cidos, m obstante, su identificaci6n no fue 

logro.da per car-ecei- L1I3 Pixt:('ones de ba.io peso mole('~lla.r'~ 
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, 

Di£erencias no muy signi£icativas se aprecian en 

el extracto et€!reo ~ E:~l donde La compos Lei.on por-cerrtue'L de los 

acidos propor c ionat.mence se marrcLene y aanque el ckido doco- 

~;u.noico dis."TIi~).yC' \~c-:s-]_ en un 3j/~ y aument a en ei doble e L cori- 

tenino de acido oleico (18,80) se man .. t:l.e':1.e la alta propor-cl.on 

de ~cido palmitico (23s26 %) y acido paimitoleico (9r97 %)~ 
Cabe des'cac32:' ademas la pr esenci a de ck::'c1os g::asos arcpar-es des- 

de cae que ,::~;nqu2 se encuerrtr-e-n en pequeiia carrcLdad 'caro- 
15 17 

0i~n cons t i ruyen una caracterlstlca de los ace.Lt es de oJ."igen 
1 0;0 

marino' - - D Lo mi sra.: 1d presencia de ~cido pa::;_mi-i:oieicoo Des- 

de e L purrco de vi.s ca bioquira:!.co no par-ece razonable esper a,- 

vard aci.ones de esca if.Ldole, .'furr.lc'mentalme:n:te lJOTC((;l::: las espe- 

cies ruerori coa.ec'tadas en la ;11.) _'m3. Gpoca y per-t.eneccu a. ·,.LXl mis- 

mo habi tat ~ de maner a que las -. -:;_:.;:i.aciones ob ser-vadas en ILl. com- 

pos ici.on de los acd dos se bas an 56::"0 eJ.l el distin>w J!l{;todo de 
1 r.:~ 

extr-accacr, y plXi"i.ficaci6n'./' e 

Trabajos de vi. Ber-gmann 'UtJ.:J..12ar~do crorna.togra£ia 

en columna y capa fina para La determinaci6n de cer as y tl~i-~ 

glicaridos de algl,uJ03 anerno na, nan demostrac1o la ,o=xistencia de 

un alto corrcerrl.do de dei.do mi:c-:;:stico f ~cido palmitico y de Jj',ez- 

cla.s de acido insaturados C20 a C22& Si", ,,=j(J:;argo, sus estu- 

150 M. AJ,_onso Sanz , "Estudio de los -.H.pidos extr-afdos del piu­ 
re y macha'", Depaz-t.amerrto Dromatologia (Tesis) Facu Lt.ad de 
Qu:f.J11:.C? ~1.·Farjr.a\~~~a\, U:oiV(!l's::dad de Chile (19;C~o 

151 10 }1asom Comuni cacd.on per-sonal , 
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dios no resultaron set' demasdado representativos para el .filum 

ce Lerit er-ado y aY)tE'c;:;rl~i:::i:es r eci.errte no £'2 hzri r-epor-t ado , 

T_,-3 >~-''C:22r:cia de .fo::;.fol~.pidos en P 0 clematj~.? s610 

l'u,~ :Lnfe::."J.c1.i; 1)0;'''' c:romatog:t"aEla en p'l aca fina segO.n trabajos de 
140 1~9 

l? Q'l D- F"~ ~; "1· 
~" L. ·~:l.'L Y .Lo ;l_ . .;.leX"t.:tp y U-C'_ Lz ando par-a e1 reve1ado 

150 Reac t:;.vo (l_.~ T):rageuc1.or.f.f {:I:'ev(:J.adora de bases de amorrl.o cua ...• 

No ob;:;';:~nte 1 L:. 2:"~_"3en:::ia de pa+r-ones de '::osfol~~pi- 

dos ni t~~O!;ienad02 hace C!:',A_e est a -';'1 tijl1u. ;:>seve::.'ac.i6n sea r,oco se- 

gu:rap a pes ar de que 1.;, .f:"'a.(',c:ilj~'1 5 es c.J.~r.cidelJ.-;:'2 ,:::0:'1 los v8.10- 
1 ':;0 

res de RE (0,,62) r-epor-t.ado ~ r- 

:So. presencia de e3fingomieJ.~na y de :pJ.a.:::ma1ogeno 

como componerrt e s pr-inc i pa'Les do f.JsfoH.:r:i.c1os de an,§i)'):J1:'..a.s de mar, 

ha demostrado 1a existenr.::ia eL;" :t.t:~idos po1a:r.es en estos celente- 

r-ados , 
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~ ~T . nigr~~~t"er?~l-' -&... #_ rue r"....~ 
3,55 gr. Digitonina 

~ swpw~~ 
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ADDENDUH 

E1 siguiente suplern..,"nto C0y'respon(l_e a una 

comp.Le t ac i.o n de este trabajo por GLC y MS desarrollado en el 

Laboratorio de Investigaci6n de Ciencias Harinas (Hemorial Uni­ 

versity of Ne1'lfn'J.nd1and) Canada , por los Dr es , D.R. Idler y B. 

Atkinson y enviado para pubt i caci.on en Compo Biochem. Phys i.o I , 
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Abstract 
=-======== 

1 ) The red variety of Phymactis clematis (Drayton) was examined for 

its sterol and fatty acid content'. 

2) Of the 14 sterols found, cholesterol, as confirmed by GCjMs, pre­ 

dominated, constituting 89% of the total sterols. 

3) Palmitic acid (C 16:0) was the major fatty acid comprising 23% 

of t~e total fatty acids. 



INTRODUCTION 
=====c:====== 

Recent studies of' marine organisms have shown that wi thin a 

given phylum there may exist some biogenetic relationships (Block, 

1974). In the Phylum Coelenterata the limited work to date does not 

yet allow any definite biogenetic or chernotaxanornic conclusions to be 

drawn although some trends are noticable with respect to structural 

variation among the sterols present. 

Approximately 200 species of coelenterates are present along 

the Chilean coast but very little is known about their biology or che­ 

mistry (Carter, 1964)0 Among these, Phymactis is a well represented 

Genus containing about 20 species. Phymactis clematis (Drayton) (red 

var.), one of a number of sub-species tentatively classified on the 

basic of their color difference, was examined for sterol and fatty acid 

content in this preliminary work. A complete examination of this spe-- 

cies will perhaps allow sub-species classification on a more definite 

basis. 

MATERIALS AND METHODS 
===================== 

The red variety of Phxmactis clematis (Drayton) was cpllected 

in May, 1972 in Las Cruces, on the coast near Santiago, Chile. The sam- 

pIes were kept frozen until processed. 

Lipid was extracted from a composite sample weighing 1600 g 

according to the method o£ Bligh and :Dyer (1959 ).. Saponification and se- 

paration of the crude ~terol mixture were performed in the usual manner 

and total sterol was esti.mated £rom the weight of the sterol digitonide 

(Idler and Wiseman, 1971). Saponifiable lipids were acidified, extrac­ 

ted with ether and ·separated and purified according to the method of 

Fillerup and Mead (1953). 



Methyl esters bf the fatty acids were prep~ed by the method 

of Metcalfe £! ale (1966) and were analysed in 'a Hewlett-Packard 5750 

GLC equipped with an electronic integrator. A 6' (0.3 mm I.D.) copper 

column of 3% EGS + 7% HDS (1:1) on Chromsorb vi, 60-80 mesh was used. 

Operating conditions were as Fo Ll.ows r inlet 220 C, column 260 C, detec­ 

tor (F. I .o.) 220 C; nitrogen 40 ml/min, hydrogen 40 ml/min, air 600 ml/min. 

The presence of waxes, sterols of esters and phospholipids was 

determined according to Sthal (1969) by comparision with authentic sam- 

pIes. 

Two systems were u s ed in the preliminary examination of the 

crude sterol mixture: preparation and detelCtion of brominated sterols 

was carried out according to the method of Cargill (1962); spotted TLC 

plates (silica gel GF 254, activated 45 min. at 130 C) were sprayed with 

a methanolic solution of silver nitrate (AgNO 3) as described by Ikan 

et alo (1965) • 'U': ';::'~aviolet spectrophotometry was carried out using 

a Cary-17 Ultraviolet .... Visible Spectrophotometer in order to determine 
5,7 if any sterols were present. 

Two systems were used in the GLC analysis of the sterol mixture. 

In each case analysis was done on a Packard Model 801 GLC. The free 

sterols were analysed using a 6 V glass column (3 mm I .D.) packed with 

3% OV-17 on Gas Chrom 0, 100··120 mesh. Operating conditions were as fo­ 

llows: inlet 253 C, column 235 C, detector (F.r.D.) 256 C; nitrogen 30 

ml/min., hydrogen SO ml/min, air 600 ml/min, Trimethyl sHyl ether de­ 

rivati~es were separated on a 12' glass column (4 mm I.D.) of 3% XE-60 + 

3% NGS (1:1) on Gas Chrom 0,100-120 mesh. Operating conditiorts were as 

follows: inlet 243 Ct column ~12 C, detector (F.I.D.) 246 C; nitrogen 

90 ml/min, hydrogen 50 ml/min, air 500 ml/min. 



Minor sterols ~ere detected by overloading the column so that 

the major components caused a~ off-scale deflection of the recorder pen. 

The unknown sterols were tenta.ti vely identified by compar-Ls Lon of their 

relative retention times (cholestane = 1.00) with those of known stan­ 

dards. 

The major sterol present in the mixture was more conclusively 

identified bY GC/HS (Varian Mat III). 

In order to determine if cholestanol was present along wi~1 

choles·terol, acetates of the sterol mixture were prepared and separa­ 

ted on AgN03/nc according to the method of Idler and Safe (1972). The 

cholesterol and cholestanol bands were eluted separately a~ run as the 

acetates on 3% OV-17 (operating conditions as above). 

RESULTS --_._--- ------- 

The variety of ~. clematis examined was found to contain, based 

on wet weight, 81.4% moisture, 1.3% total lipid, 0.31% unsaponifiable li­ 

pid and 0.12% sterols. 

Fatty acid analysis revealed the following: duodecanoic (C 12:0) 

7.5%, myristic (C 14:0) 8.5%, myristoleic (C 14:1) 3.2%, pentadecinoic 

(C 15:2) 2.8%, palmitic (C 16:0) 23.3%, palmitoleic (C 16:1) 10.0%, hep­ 

tadecanoic (C 17:0) 1.0%, stearic (C 18:0) 7.5%, oleic (C 18:1) 18.8%. 

linoleic (C 18:2) 0.2% eicosanoic, (C 20:1) 6.4% and docosanoic (C 22.2) 

9.9%. vlaxes, sterols of esters and phospholipids were shown to be present. 

The bromination test and the TLC-methanolic AgNO 3 spray test both 

revealed the presence of a major sterol, tentatively identified 



as cholester-o., along with nro u:pkno'W'l"!:S. U1 't!'avi.o~et cpe~ptlotometry 
5 7 .. 

did not reveal the presence of any 'sterols. 

Both GLC systems indicated the presence of a major sterol; again 

tentatively identified as cholesterol, along with numerous minor components. 

In summary, the sterols tentatively identified on the two systems were: 

22-tra~~-24-norcholesta-5,22-3 -01, 0,5%; cis-22-dehydrocholesterol, 0.2% 

trans-22-dehydrocholesterol, 3.0%; cholesterol, 89.2%; brassicasterol, 

2.4%; desmosterol1 0.2%; 22,23 -dihydrobrassicasterol, trace %; 24-methy- 

lene cholesterol, 3.8%; -sitosterol, 002%; £Ucosterol, trace %; 28-iso- 

fucosterbl, 0.1%; ubknown 1, trace%; unknown 2,0.1% and unknown 3,0.1% 

Figure 1 shows the GLe results for the two systems. Acetate separation 

of the sterol mixture indicated that the cholesterol peak obtained via 

GLC contained 0.36% cholestanol. 

GC;MS of t~e predominant sterol revealed a parent ion at mle 
386 plus other peaks at 371 H-CH3 ; 368 M-H20 353 M~(CH3+H20 

301; 273 M-side chain 255 M-(Side chain + H20 247; 231 M- 

(side chain and part of the ring D + Hand 213 thus confirming its iden­ 

tityas cholesterol (Knights, 1967). 

DISCUSSION 
==;::::=::;::;;;:== 

The total lipid content of E. clematis (red var.) is similar 

to concentrations found in other marine organisms (Bergmann II !:!!,.) 1956). 

The sterol content of this organisms is consistent with that found in many 

other coelenterates, with a diversity of'structure ranging from C27 to C30 

sterols but with cholesterol predominating (Austin, 1970). 



vlliether the sterol ~nd fatty.aeid compos~tion elucidated in 

this study is stable and specific for this particular variety of E. 
clematis alone or whether it is common throughout the different varie­ 

ties of the species is as yet unknown. Further suudies on this species 

will answer these questions and yield potentially valuable taxonomic 

informationo 
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Figure 1. Separation of tb,e sterols of Phymactis clematis by 6LC. 

A. 3% OV-17. B. 3% XE-60 + 3% NGS (1:1). 1. 22-trans- 

2~hOlesta-5t22-3-.fl -01 2. cis-22-dehydrocholesterol 

3. trans-22-dehydrocholesterol 4. cholesterol, 5. brassi­ 

casterol 6. desmosterol 7. 24-methylene cholesterol 8. 22,23- 

dihydrobrassicasterol 9. unknown #1 10. f3 -sitosterol 11. £u­ 

costerol 1 2. 28-isofucosterol 13. unknown #2 14. unknown #3. 
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