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1. INTRODUCCION



Dentro del campo del aislamiento e identificacidn de

- productos naturales, se ha procedido al estudio de la Centaurium

linarifolium (Lamark) G. Beck.

Esta planta, que pertenece a la familia de las Gentia-
naceas, era conocida como Erithraea barrelieri, antes de produ-
cirse un cambio en la nomenclatura del género Centaurium. Es usa
da en medicina popular como digestiva, antipirética y activante
de la circulacidn sanguinea. Fué elegida por ser endémica del
Levante espafiol y no conocerse ninguna referencia a su estudio.

Nuestro trabajo se ha enfocado al aislamiento e iden-
tificacidon de los componentes quimicos de la Centaurium linari-
folium, por dos motivos. Por una parte, buscar aquellas sustan-
cias quimicas que son responsables del uso.que de la planta se
hace en medicina popular, y por otra, realizar una pequefia con-
tribucidén a la quimiotaxonomia de la familia de las Gentianaceas.

El uso de caracteresquimicos en taxonomia y filogené-
tica ha jugado, hasta hace pocos afios, un papel minoritario. la
observacién de que, plantas relacionadas taxondmicamente, contie
nen compuestos idénticos o muy relacionados, ha sido el motivo
del nacimiento de la quimiotaxonomia o taxonomia molecular.

Segim Harbone (1) las principales caracteristicas que
deben reunir los compuestos quimicos, para ser usados como mar-
cadores taxondmicos, son: variabilidad estructural, estabilidad
fisioldégica, amplia distribucidn y facil y répida identificacidn.

Hay que tener en cuenta, que el valor taxondmico no es
el mismo para todos los tipos de compuestos, y puede variar, in-
cluso dentro de una misma clase de ellos.

Variaciones en el grado de hidroxilacidén, metoxilacidn
y glicosidacidn, asi como la aparicidn de sustituyentes, elevan
el valor de los compuestos, .como marcadores taxondmicos.

Consultada la bibliografia, se vio que las propiedades
farmacoldgicas, atribuidas a las plantas de esta familia son de-

.

bidas a distintos compuestos.



La medicina popular viene utilizando, desde antiguo,
infusiones de distintas plantas del género Centaurium en el tra
tamiento contra la hipertensidn. La actividad antihipertensiva
ha sido atribuida a sus componentes glicosidicos (2,3). Estas
plantas poseen, asi mismo, efecto sedante, atribuido  a la pre-
sencia, en ellas, de alcaloides (3).

Por todo ello, se encontrd que existian valiosas jus-
tificaciones para el estudio de los componentes quimicos de
Centaurium linarifolium.




2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS



2.1. CARACTERES BOTANICOS.

Centaurium linarifolium es una planta bienal de 20 a
40 cm de altura. Tiene una curiosa simetria: cada hoja posee su
opuesta, cada tallo otro igual al otro lado y cada flor su para-

lela naciendo del mismo punto.

El tallo es tunico, ramificdndose desde o a partir de

la mitad hacia arriba.

Las hojas inferiores tienen figura entre aovada y elip
tica y forman una roseta en la base de la planta. Las hojas de
estas rosetas son de 1-5x0. 3 cm, carecen de rabillo, obtusas vy
con tres nervios; las que nacen en el tallo son lineales o6 li-
neales -lanceoladas y disminuye su tamafio a medida que surgen de
mas alto.

Las flores estan dispuestas en ramilletes terminales,
de 20-30 mm son numerosas y se situan en cimas corimbiformes
sueltas. El caliz es 3/4 partes de la longitud de tubo de la co-
rola. Los 1l6bulos de la corola son cinco, de color rosado y tie
nen de 10-12 mm, oblongo-elipticos, y posee 5 estambres amari-

Ilentos .
Florece en el mes de Junio.

Se cria en lugares secos, calcdreos y abiertos, siendo

muy frecuente en el Levante espafiol (5,6).

®( y

[ f %



2.2. EL GENERO CENTAURIUM.

No se han encontrado antecedentes bibliograficos re-
ferentes a la composicién quimica de Centaurium linarifolium,
si bien, se han hallado citas acerca de otros representantes de

su mismo género.

Del conjunto de tipos de compuestos, objeto de estu-
dio, en el mencionado género, podemos hacer las siguientes agru

paciones.

TERPENOS Y ESTEROIDES

En 1950, Poethke y col. (7),en estudios verificados
~sobre Centaurium umbellatum, aislan e identifican de su extrac-

to de éter etilico, acido oleandlico.

Los mismos autores, un afio mas tarde (8), y de la mis-
ma planta aislan e identifican, de su extracto de €ter de petrd-
leo, B-Sitosterol y Erythrosterol.

Popov,en 1969, estudiando el extracto metandlico de
Erythraea Centaurium, aisla cinco esteroles, y entre ellos,

a-Espinasterol y Stigmas-7-enol (9).

Estudios verificados con Centaurium pulchella, por
Khafagy y col. en 1970 (10), permiten identificar Erythrosterol,
B-Sitosterol y acido oleandlico, los dos primeros en el extrac-
to hexanico y el Gltimo en el de éter etilico. -

En estudios mas recientes, Popov y col. con Erythraea
Centaurium aislan Erythrodiol y o-amirina (11). En 1973, y so-
bre la misma planta, Lacroix y col. (12) identifican, entre
otros terpenos, uno ﬁo aislado hasta el momento en el género
Centaurium, la Erythrorina.

Por Giltimo, en 1974, Bellavita y col. (13), estudian
triterpenos en Centaurium erythraea, y de su extracto de éter

etilico, aislan e identifican R-Sitosterol, B-Amirina, Erythro-



~diol, Acido Oleandlico, Acido Maslinico y una lactona cel &cido

oleandlico.

LACTONA ACIDO

OLEANOLICO
R, E— Eé Ry
a-amirina CH H H JCHS
B-amirina CH3 H CH3 H
Erythrodiol CH, OH H CH3 H
Ac.0Oleandlico CO,H H CH H
Ac.Maslinico  CO,H OH CHq H
'55’6'5 B-Sitcsterol
A7’8 Z Stigmas-7-en-3-ol
A7’8,A22»235 o-Spi-
nasterol

En el estudio del extracto metandlico de Centaurium li-

narifolium, hemos aislado e identificado una saponina esteroidal:
Glucbésido de B-sitosterol, campesterol y stigmasterol.



Biosfntesis de esterpides

El precursor de todos los terpenos y esteroidss es
el acido mevaldnico (14,15), obtenido a partir de la ac:to-
acetilcoenzima A, procedente de la condensacidn de dos nolé-
culas de acetilcoenzima A, que a su vez viene de los carbo-
hidratos, seglin se describe a continuacidn:

CH.,COSCoA - CH,C0SCoA
AZUCARES —3>CH;COSCoA ——3— %5 CH,COCH,COSCOA —> >
acetilcoen- acetoacetilcoen-
zima A zima A
HQ_ Me
(//1Z\] 2Na DPH
—_—
HOCO  COSCoA HOCO  CH,OH
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA Ac. (R)mevaldnico

Fosforilacién con ATP y descarboxilacidén del mevalona-
to, lo transforma en pirofosfato de isopentenilo.

2_ATP

‘ OPP
. 0-CO
HOCO CHZOH HOCO I

0 0]

. ] ]
///L\\//,\\\ OPP= -0-P-0-P-OH
> OH OH
ZEN OPP

grupo pirofosfato
Pirofosfato de 3-metilbut-

3-enilo 6 isopentenilo



Este es el "isopreno activo" en el que el grupo OPP
(como desplazahle) activa el C que lo sustenta, frente i1 reac-
ciones con nucledfilos. Se produce una isomerizacidén, dando 1lu-
gar al pirofosfato de 3-metilbut-2-enilo que lleva un grupo pi-
rofosfato alilico muy reaccionable. De esta forma se obtienen
los distintos pirofosfatos, precursores de terpenos y esteroi-

des.

kOPP

M /‘k/\/k/\
\(/ N op P—e AN AN OPP

Pirofosfato de trans-g=ranilo

/‘\/\)\popp | l————— MONOTERPENOS
N A —_—
OPP //l\\//\\v/J\\//\\V/l\\//\m?
Z N AN N
H

Pirofosfato de trans,trans-
farnesilo '

bl > SESQUITERPENOS

ESCUALENO

L—— = TRITERPENOS Y

ESTERCIDES

El escualeno, por epoxidacidon del doble enlace 2-3, ini-
Cia unapoliciclacidn, que en reordenamientosposteriores ée los me-
tilos, pérdidas de algunos de ellos (en forma de COZ) y ne-

tilaciones debidas a la metionina, dari lugar al Sitosterol
P

< -
vis
2 N];M =
=
2 ;
2. o/
%) S
, X
I
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(y otros fitosteroles) a través del cicloartenol y ergosterol.

ESCUALENO

'/

-
N

Reordenamiento




-3Me (como CO3)

+1Me(metionina

HO

ERGOSTEROL

SITOSTEROL

-11-

CICLOARTENOL

/\
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FENOLES

Algunos estudios han estado encaminados al aislamiento
e identificacidon de fenoles, y entre ellos podemos citar el tra-
bajo realizado por Hatjimanoli y col. en 1977 (16), que estudian-
do los 4cidos fen6licos de Centaurium umbellatum, identifican

los siguientes:

CO,H CO,H | CO,H
OH OMe MeO OMe
OH OH
Ac. Protocateico Ac. Vainillico Ac. Siringico
CH=CHCO,H CH:CHCOZH
R OMe R
OH OH
R=H Ac. Ferilico R=H Ac. Cumarico
R=OCH3 Ac. Sinapico R=OH Ac. Caféico

En Centaurium linarifolium no han sido aislados, este

tipo de compuestos.

GLICOSIDOS IRIDOIDALES

Los iridoides son un grupo de metabolitos monoterpé-
nicos, caracterizados por esqueietos en los cuales, un anillo
de seis miembros conteniendo un &dtomo de oxigeno esta fusionado
a un anillo ciclopentéanico (17):
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nicleo base iridoidal

El término "Iridoide" es derivado de una especie de
hormigas (Iridomyrmex), que los utiliza en secreciones defen-

sivas.

Aparte de sus aplicaciones defensivas e insecticidas,
los Iridoides han sido objeto de numerosos estudios, puesto que

son fuente de otros importantes metabolitos.

La loganina es transformada en Secologanina, la cual
por condensacidén con la triptamina da lugar al isovincdsido,
que es el inmediato precursor de los alcaloides del Indol.

LOGANINA ' SECOLOGANINA

l
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! TRIPTAMINA
|
\ H
ALCALOIDES
>
DEL INDOL

ISOVINCOSIDO

- En distintas plantas del género Centaurium, han sido
objeto de estudio el aislamiento e identificacidon de glicdsidos

iridoidales:

Zwaring, en 1966 (18), realizando una revisidon de com-
puestos aislados en las Gentianaceas, dice que la Swertiamarina
es de frecuente aparicidn en E. centaurium. En ese momrento no se

conoce la estructura de dicho glicdsido_ iridoidal.

Khafagy y Muajed aislan, en 1967 (19), un nuevo glicd-
sido de Centaurium spicatum, al que llaman Kantaurina, pero no

determinan su estructura. Estos mismos autores vuelven a aislar-
la, en 1970, en forma de tetraacetato, del extracto clorofdrmico

de Centaurium pulchella (10).

En un estudio de los Iridoides de E. Centaurium, Popov
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y col. (11), en 1972, determinan las estructuras de la Swertia-
‘marina y del Gentioflavdsido, y llegan a la conclusidn de que
los iridoides considerados puros, hasta el momento, pueden ser
impurezas de otros.

Sakina y Aota (20), en 1976, trabajando con E. centau
rium, aislan Swertiamarina y Swerdsido y un nuevo glucdsido iri-
doidal, al que dan el nombre de Centapicrina, y cuya estructura
determinan como un 2'-(m-hidroxy)benzoil-3'-acetilswerdsido.

En trabajos realizados con Centaurium spicatum Bishay

e Hylands (21), en 1978, aislan Swertiamarina y Kantaurina, dan
do, por primera vez, una estructura para esta Gltima. Los vuel-
ven a aislar, junto a otros compuestos, en un trabajo posterior
(22).

Van der Sluis y Labadie (23), en 1978, aislan e identi-
fican, por primera vez, un nuevo glicdsido, que resulta ser el
compuesto desacetilado de la Centapicrina.

Estos mismos autores, aislan en 1981, de Centaurium

spicatum (24): Swerdsido:, Swertiamarina y Gentiopicrina.Este
Gltimo compuesto estiman que es el mismo que el Gentiopicrdsido,
.ambos diferentes para otros autores anteriores.

En 1981, son de nuevo Van der Sluis yALabadie (25), los
que de Centaurium littorale aislan e identifican tres m-hidroxi-

benzoilésteres del Swerdsido, nombrandolos como Decentapicrinas
A,B y C.

E1l Gltimo trabajo en glicdésidos iridoidales del género
Centaurium, lo han llevado a cabo Tagaki y Yamaki, en 1982 (26),
aislando e identificando de E. Centaurium, un nuevo glicdsido-bis

secoiridoidal, que han nombrado Centaurdsido.

X

A

CENTAUROSIDO E



ayZ 0 ~0
Glu0” >0 Glu0™ ~0
KANTAURINA SWERTIAMARINA

~d

Glu0 0

GENTIOPICRINA

-16 -

< 0
H N
0 mOlB=-C
R,0”N OR,-
R3£)
Acz-CCHy
Ry, Ry, Ryr Ry,
SWEROSI DO H H H H
CENTAPICRINA mOHB Ac H H
DESACETI LCENTAPICRINA mOHB  H H H
DECENTAPICRINA A H  mOHB H H
DECENTAPICRINA B H H  mOHB H
DECENTAPICRINA C H H H  mOHB
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En el estudio del extracto metandlico de Centaurium

linarifolium, hemos aislado e identificado dos glucdsidos se-

coiridoidales: la Decentapicrina A y le Swertiamarina.

Biosintesis de Iridoides

El acido mevaldnico es transformado en pirofosfato de
geranilo, como hemos indicado anteriormente (biosintesis de -es-
teroides) y, tras oxidacién del carbono 10 en pirofosfato de hi
droxigeraniol, cicla a loganina, segln el esquema propuesto por

Arigoni y Battersby (17).

: I OPP PP
MVA —m— ™ ™ : ' |

CH,O0H
PIROFOSFATO DE PIROFOSFATO DE
GERANILO HIDROXIGERANIOL
H CHO .
CHO
CHO
I'32/’7' CHO ~0H
CHO
CHO _ CHj
WH CHO
Y~ CHO - |
H “ CHO
OHC OH
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[OX]~\\“

~OH oxidacién y \ ~OGlu
glucosidacidn H 0
OHC X -° O HOCT N

LOGANINA

Por un mecanismo desconocido, la loganina oxida su me-
tilo y se transforma en un pirofosfato para, tras ruptura del

anillo, dar lugar ala secologanina, segin el esquema propuesto.

}.l O”/ \\\C H 3
WH
06l
H —
Me0,C 0
LOGANINA

SECOLOGANINA

La secologanina, como hemos comentado, es precursor de
los alcaloides del Indol (a través del isovincésido), y, asi mis-
mo, de los secoiridoides, entre los cuales, Gentiopicrosido y
Swerdsido, son ejemplos representativos:

GENTIOPICROSIDO O GENTIO-
PICRINA
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SWEROSIDO

ALCALOIDES

Los alcaloides son metabolitos secundarios de amino-
dcidos generalmente,son compuestos nitrogenados de origen vege-
tal y cuya actividad farmacoldgica deriva de su actuacidn en el
sistema nervioso: analgésico, tranquilizante, etc. (14).

Los alcaloides, en distintas plantas del génerb Cen-
taurium, poseen un nfiicleo nitrogenado, estrechamente relaciona-
do con los iridoides presentes en dichas plantas. Los hay piri-
dinicos y los hay etoxi o metoxiderivados de la amida derivada

de la Swertiamarina.

La primera revisidn fué realizada por Zwaring, en 1966
(19), 1llegando a la conclusidn de que la Gentianina es un alca-
loide de frecuente aparicidon en E. Centaurium.

Popov y Marekov, en 1967, aislan de E. Centaurium,

Gentianina y Gentianidina, y um nuevo alcaloide, al que nombran
Gentioflavina, pero que no identifican (27).

En 1968, Khafagy y Muajed aislan, de Egyptian Centau-

rium spicatum, un nuevo alcaloide: la Spicatina (5).

- Son de nuevo Popov y Marekov quienes, en 1970, traba-
jando con plantas de la familia de las Gentianaceas, aislan Gen-
tiocrucina y un hemiacetal, al que no dan nombre. Asi mismo,



aislan y determinan la estructura de la Gentioflavina (28).

Khafagy y Muajed, en 1970, en una investigaciéﬁ fito-
quimica de Centaurium pulchella (10) aislan gentianina, en el
extracto de éter de petrdleo de la planta objeto de estudio.

Rulko, en 1976 (29), estudiando plantas de las gen-
tiandceas aisla ocho nuevos alcaloides, de los cuales identi-
fica: Gentialutina, Isogentialutina y Gentiabétina, coincidien-
do, este Gltimo compuesto, con el hemiacetal que aislaron Popov
y Marekov en 1970. | ' '

Los Giltimos trabajos en alcaloides del género Centau-
rium, son debidos a Bishay y col. (30) de forma que, en 1978,
estudiando los alcaloides de E. Centaurium, dan por primera vez
la estructura de la Gentianina. En 1978, estudiando componentes
de Centaurium spicatum, aislan e identifican Gentianina, Gentiani
dina y dos derivados nitrogenados de la Swertiamarina (I y II).
Aislan la Spicatina y dan su estructura por primera vez (21,22).

0
Xy 0
N//
GENTIANINA GENTIANIDINA SPICATINA
0 0
OHC /‘ ~0 o Xy OH
HN ' X X0 NZ

Ir-=Z
o

GENTIOFLAVINA GENTIOCRUCINA GENTIABATINA



. -.2.1_.

FO
W \
’ 68 (trans) ISOGENTIALUTINA
N 6o (cis)  GENTIALUTINA
NIl
% 0
EtO 0

Los alcaloides presentes en Centaurium linarifolium,

fueron, separados del extracto cloroférmico, pero su estudio ha

sido pospuesto para trabajos futuros.

XANTONAS
Las xantonas poseen dos anillos bencénicos unidos en-

tre si por un carbono carbonilico y una unidn éter.



SO

La numeracidn (dado que ambos anillos son, a falta de
sustituyentes, equivalentes) parte de uno de los dos carbonos
orto al carbonilo, y para algunos autores se orienta para dar
el localizador mas bajo posible al hidroxilo mas prdximo al
carbonilo, mientras que otros autores prefieren empezar a nume-
rar el anillo mads sustituido. De esta forma, una misma xantona
puede venir nombrada de dos maneras diferentes, en dos trabajos

distintos. Ej.:

OCH3 0 OH

CH30 0 OCH3
OCH3

1-hidroxi-3,5,6,8-tetrametoxixantona
6
8-hidroxi-1,3,4,6-tetrametoxixantona
En el presente trabajo hemos optado por el primer sis-

tema de nomenclatura: localizador mads bajo al hidroxilo mas proé-
ximo al carbonilo, se situe o no en el anillo mas sustituido.

La localizadidn -de las xantonas en la naturaleza se re-
duce al reino vegetal, y dentro de éste, casi exclusivamente, a
cuatro familias de plantas superiores: Guttiferae, Gentianaceae,

Moraceae y Polygalaceae (31).

Suelen actuar como pigmentos en la coloracidn de ‘las
flores y poseen unas propiedades farmacoldgicas que van, desde
ser antialérgicos y broncodilatadores, a poseer una actividad
antituberculosa (31). En ocasiones la mayor actividad se consi-
gue con la xantona libre, mientras que, otras veces, son sus
glicdsidos los que poseen actividad bioldgica.

Pese a que el género Centaurium pertenece a la fami-
lia de las Gentianaceas, hasta 1983 no aparece ninglin trabajo
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(C.A.) que haga referencia al estudio de xantonas en plantas

de este género.

El presente trabajo constata el hecho de que Centau-
rium linarifolium es una planta rica en xantonas, y en sus dis-
tintos extractos hemos aislado e identificado once (compuestos
de A a K), con un alto grado de oxidacidén (de tetraoxigenadas

a hexaoxigenadas).

4

A R1=OH; R2=R3=R4=R5=OCH3

B R1=OH; R2=H; R3=R4=R5=OCH3

C R1=OH; R2=R5=OCH3; R3=R4=H

D R1=R2=H, R3=OH; R4=R5=OCH3

E R1=R3=OH; R2=R4=R6=OCH3

F R1=R3=OH; R2 o) R4=OCH3; R4 4] R2=R6=H
G R1=R2=R4=RS=OCH3; R3=OH

H R.=R, o R4=OCH3; R3=OH; R, 6 R,=R.=H

1 72

I R1=R2=R3=R4=R5=OCH3

J R1=R2=R5=OCH3; R3=R4=H

K _R1=R2=H; R3=R4=OCH3;RS=OH
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Biosintesis de Xantonas

Uno de los dos anillos aromaticos, presentes en las
xantonas, como se ha demostrado por experiencias mediante mar-
caje isotdpico,se considera proveniente del acido acético (via
policétida acetato-malonato), pgro el otro anillo, para algunas
xantonas, ha mostrado su origen, asi mismo, en el &cido acéti-
co, mientras que otros estudios, han propugnado su origen en el
acido sikimico (17).

- e e mw A A Ar M Aem e mew e et ot Fmeew

— . e e e — — e v e m—— —

Las antraquinonas se originan por triciclacidén de un
progenitor octacético (ocho unidades de acético-maldnico):

o
z///'G%MEwA

2-C0~S —_—
CH;CO,H + HSCoA —> CH;-CO QOA CH ; COCH,, COS CoA

6 veces 9

—_—
CHSCO(CHZC)6CH2COSCOA

*
8 CH3COZH _—

OCTACETICO

| S OH O OH
- -Co, -
—_—
LI,
‘ 0

[6]

ANTRAQUINONA (EMODINA)

HO

OH O

OH
O O acoplamiento oxida- X ANTONAS
. S A
HO HO Me tivo ( COZ)

COZH
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El acido'Sikimico proviene del fosfato de D-eritrosa
y fosfoenolpiruvato, compuestos derivados de la D-glucosa por
degradacidon. Estos dos compuestos se combinan mediante una reac

cién de condensacidn alddlica, donde una enzima se adiciona pri
mero al fosfoenolpiruvato (32,33):

CHO
——0H CHO
HO—— degradacién _ ) P et O
o > CH3COCO,HH oH
CPbCﬂﬂ
D-glucosa ‘ D-eritrosa
fosfoenol- .

Enz\ piruvato
0

PN A
NP

0 H >

4-fosfato de

D-eritrosa

}4Q%COZG
——
S,
O~ Y0H  H2°
OH

OH
SIKIMATO
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E1l acido sikimico puede combinarse con tres unidades
de acetato para dar lugar a benzofenonas (17):

HO< X CO,H CO,H COSCoA
. Enging CONM, T
HO 2

OH FENILALANINA (OR)n
9 8 0  OH
3 EH-_;COZH> @/\/OO* . @/@
CoAS” 0 HO OH
(OR), (OR)p | _
BENZOFENONA

Dependiendo del grado de oxidacién y de las posiciones
que ocupen los oxigenos, en el anillo originado por el acido Si-
kimico, se han postulado diferentes caminos de ciclacidon de la
benzofenona intermedia (31,34-36):

1. Copulacidn oxidativa de 2,3'-dihidroxibenzofénonas.

Via radical intermedio.

0 OH . | 0 OH

OH o) OH
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OH

HO

0~ OH

2. Adicidn intramolecular de grupos hidroxilo en in-

termedios de tipos quinoideo.
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3. Deshidrataci®n entre grupos hidroxilo de 1la
2,2'-dihidroxibenzofenona, mediante su apropiado
intermedio activado (como un pirofosfato):

OH

0 | | 0  OH
“
‘@ Ho‘g - @ -
OH oH 0 OH

4. Mediante un intermedio tipo spirociclohexadienona.

' 0 OH 0 OH
- O
HO HO Okl HO HO OH :
O OH
Jol 1O
HO ~ 0 OH
0 OH

HO @ 0 @ OH

OH
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Constante com@in en todas las xantonas biosintetizadas
por la via acético-sikimico, es la aparicién de ese anillo 1,3-
dioxigenado, y cuyo origen estd en el acido acético y en ocasio-
nes puede aparece como mono- o dioxigenado, pero dificilmente
tri o tetraoxigenado. El segundo anillo, obtenido a partir del
dcido sikimico puede aparecer con una enorme variedad de posi-
ciones oxigenadas.



3. PARTE TEORICA



CARACTERISTICAS ESPECTRALES
DE LOS COMPUESTOS XANTONICOS



-32-

3.1.'CARACTERISTICAS“DE LOS'EQPECTROS'IR DE XANTONAS

La espectroscopia infrarroja no es muy utilizada en
el estudio de este tipo de compuestos, ya que es poca la infor
macién que puede suministrar sobre las caracteristicas estruc-
turales de estas moléculas. Casi todos los estudios sobre xan-
tonas centran la atencidén sobre el estudio de la banda de ab-
sorcidén correspondiente al carbonilo y las posibles influen-
cias de determinados sustituyentes sobre dicha frecuencia (37).
Recientemente aparecen otros trabajos centrando su atencidn en
otras frecuencias del espectro (38).

E1l espectro de IR de 105 compuestos xantdnicos pre-
senta bandas tipicas entre 1667 y 1538 cn™'. La banda en la
regidn de 1667 cm-1 se asigna a la frecuencia de tensidn del
carbonilo situado entre los dos anillos bencénicos. Dicha fre-
cuencia puede sufrir desplazamiéntos a mayores longitudes de
onda (de 14 a 28 cht1) segin la sustitucién de la molécula,
sobre todo por la presencia de grupos hidroxilo en orto al car
bonilo. |

Las bandas (generalmente dos o tres) situadas entre
1626 y 1538 c:'m-1 son debidas a las vibraciones de los enlaces
C=C de los anillos aromaticos.

-

Por lo tanto la aparicién de 3 6 4 bandas en la re-
gidon antes mencionada, es tipica de compuestos xantdénicos, des-
tacando como mas interesante la frecuencia de absorcidon del car
bonilo, claramente inferior a lo que es frecuente. '

La ausencia de banda en la regidén hidroxilica puede
~indicar la no existencia de grupos hidroxilo en la molécula,

0 si existen, lo seran en posicidén 1 y/o 8, ya que se forma un
enlace por puente de hidrdgeno con el carbonilo situado en orto
y su presencia no se refleja en el espectro, salvo por el hecho,
que antes hemos indicado, de un desplazamiento de la frecuencia
del carbonilo a longitudes de onda mas altas.
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La xantona sin ning{in sustituyente presenta una banda
de absorcién, para la tensidn C=0, a 1689 cm-1, las 1-hidroxi-
xantonas a 1645 cm'1 y las 2- y 3-hidroxixantonas la presentan
a 1639 cm™ .
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3.2. ‘CARACTERISTICAS DE 10S ESPECTROS DE U.V. DE XANTONAS

La espectroscopia U.V. es muy utilizada en la identi-
ficacién de compuestos xantdnicos, ya que proporciona valiosa
informacidn acerca de la sustitucién y la naturaleza de dicha
sustitucidén en un nficleo de xantona,

El desplazamiento que sufren las bandas del espectro
(realizado en metanol) al afiadirse los reactivos que a continua
cidén estudiaremos, localiza las posiciones ocupadas por los gru-
pos hidroxilo en la molécula de xantona (39,40). También hay es
tudios que relacionan la posicidén de las tres o cuatro bandas
caracteristicas de una xantona, en su espectro en metanol, con
el tipo de sustitucidén oxigenada que posee la misma, tanto si
lo es por grupos hidroxilo o metoxilo (41-44).

La preparacidn y obtencidn de los espectros se lleva
a cabo segin el método descrito por Mabry y col. (45), estudian
dose la modificacién sufrida por el espectro original tras afia-
dir los siguientes reactivos: NaOMe, NaOAc,NéOAc/H3B03, AlClz y
AlClS/HCI.

3.2.a. Determinacidn- de 1os coeficientes de extincion

En el espectré de U.V. obtenemos dos datos directamen
te: la longitud de onda de absorcidén de una molécula y las absor
bancias que cada una de esas absorciones conlleva. En términos
de espectroscopia ultravioleta-visible, los datos que acompafian
a las longitudes de onda de absorcién vienen dados por el loga-
ritmo del coeficiente de extincidon de forma sistematizada.

La férmula que relaciona las absorbancias con los coe-
ficientes de extencidn es la siguiente (46):

A= log —— = eg.c.l
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= Absorbancia

= Intensidad de la luz incidente

Intensidad de la luz transmitida

= Coeficiente de extincidn molar

= Concentracidn del producto, en moles/litro

= o0 M H
L}

= Espesor de la cubeta (1 cm).
En cada uno de los productos obtenidos,se especifica-
ridn los coeficientes de extincidn asi obtenidos para las longi-

tudes de onda del espectro en metanol.

3.2.b. Espectro en metanol (MeOH)

El espectro en MeOH se obtiene registrando una disolu-
cidn del producto en MeOH (especial para espectroscopia de la
casa Merck) y utilizando una cubeta con metanol como referencia.

Las xantonas suelen mostrar tres o cuatro bandas entre
las longitudes de onda: 225-245, 245-270, 300-345 y 335-410.

Diversos estudios relacionan las posicioneés O-sustitui
das de una xantona, con los valores concretos de los maximos de
su espectro U.V.

-

Las Tablas I y II reflejan la variacidn de los maximos
de absorcidn en el U.V. para xantonas tetra o penta-O-sustituidas
en funcidén de la diferente localizacidn de los sustituyentes so-
bre el anillo xantdnico (47-61).

No es un estudio completo, pero sirva de ejemplo.

Tomemos los valores obtenidos para algunas xantonas:la
1,3,5,6-tetrahidroxixantona presenta los siguientes maximos:253,
281 y 326 nm y la 5-hidroxi-1,3,6-trimetoxixantona: 248, 285 y
311 nm (62) que se encuentran dentro de los rangos que se €Xpo-
nen en la tabla I. Tomando un ejemplo de xantonas pentaoxigena-
das: la 1-hidroxi-2,3,4,7-tetrametoxixantona muestra las siguien-
tes absorciones: 234, 270, 301 y 387 nm (49) y la 1,7-dihidroxi-
2,34-trimetoxixantona: 236, 268, 301 y 392 nm (48), que se encuen



TABLA 1

Maximos de absorcidn en el U.V. de xantonas tetra-O-sustituidas, en metanol

Tipo de sustitucidn

Maximos en U.V. (nm)

-
-
-

1,2,3,5 240-245 249-255 263-265(h)  300-314
1,2,3,7 238 262 300-301
1,2,3,8 249-252 285-296

1,2,6,7 256 280 321
1,3,4,5 260 282

1,3,4,7 232-236 259-268 300-319
1,3,4,8 236 242 313
1,3,5,6 241-253 280-287 310-338
1,3,5,8 250-255 275-280 330-335
1,3,6,7 235-240 250-255 305-310
1,3,6,8 240 246 274 305
1,3,7,8 238-242 258-268 310-330
1,5,6,7 230-250 253-260 290-315

2,3,4,6 272-274 312-313

365-375(h)
363-376
361-371
384
347 380
369-388
340
390-400
350-365
370-380
360-380

-92_



TABLA I1I

Maximos de absorcidon en el U.V. de xantonas penta-O-sustituidas, en metanol

Tipo de sustitucidn Miaximos en U.V.(nm)

,4,5 243-246 252 295 355
4,7 234-243 260-268 270-288 301-310 | 370-392
,4,8 240 248 290 305 350

,5,8 237 242 273 360

6,7 244-259 270-274 313-315  345-365

6,8 232 254 273 333

7,8 231-242 260-264 307-325 380-396
,5,8 225-231 254-256 276-280 330-347

7,8 235 266 ' 308 341 400
6,7 230-242 250-260 315-317 -~ 350-355

1,2,3
1,2,3
1,2,3
1,2,3
1,2,3,
1,2,3,
1,2,3,
1,3,4
1,3,4,
1,3,5,

_Lg_
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‘tran dentro de los rangos que se exponen en la tabla II.

Ghosal y col. dan estos datos como concluyentes para
la localizacidn de las posiciones oxigenadas en una xantona pe-
ro nc diferenciando, en ningn caso, que la influencia sea di-
ferente seglin el sustituyente sea hidroxilo o metoxilo.

3.2.c. Espectro en metbéxido sddico (NaOMe)

El espectro se registra después de afiadir una gota de
‘una solucidn de NaOMe (2.5 gr de Na metdlico en 10 ml de MeOH)
a la solucidén de la xantona en MeOH. Se registra de nuevo al ca-
bo de 5-10 minutos de la adicidn para ver si hay descomposicion.

El metdxido sddico, por ser una base fuerte, ioniza to-
dos los grupos hidroxilo de 1la xantoné, produciendo cambios en
la intensidad de las bandas y en sus longitudes de onda. Xanto- .
nas sin grupos hidroxi se identificaran por ausencia de varia-
cidn entre este espectro y el registrado en MeOH.

Las 1-hidroxixantonas producen cambios en los que des-
taca la reduccidn de la intensidad del segundo pico principal.

Las 3-hidroxixantonas destacan por dar una intensa ban-
da entre 345-365 nm en medio alcalino, donde las otras xantonas
absorben débilmente. Jas xantonas que poseen orto o para sistemas
quindlicos se descomponen en medio basico. Las 1,2- y 1,4-dihi-
droxixantonas tienen una alta velocidad de descomposicidn, mayor
que las 3,4-dihidroxixantonas. Las 2,3-dihidroxixantonas son sor-

prendentemente estables.

3.2.d. Espectros en acetato sddico (NaOAc)

El espectrb se registra inmediatamente después de afia-
dir un exceso de NaOAc anhidro, en polvo, a la cubeta que contie-
ne la solucidén metandolica de la xantona.

Se vuelve a registrar al cabo de 5-10 minutos de la
adicibn, para ver si hay descomposicidn.

La adicion de acetato sddico a la disolucidn en metanol
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d2 informacidén mas selectiva que con metdxido sodico.

Por ser una base débil, ioniza los hidroxilos mas aci-
dos. La acidez relativa de los hidroxilos fendlicos de cada uno
de las cuatro diferentes posiciones del esqueleto de xantona pue-
de distinguirse por comparacidn de este espectro con el realiza-
do en metanol (40). |

Las 1-hidroxixantonas presentan el mismo espectro en
MeOH y en NaOAc.

Las 2-hidroxixantonas presentan practicamente el mismo
espectro en MeOH y NaOAc,si no tiene sustituyentes en orto. Si
los tiene, ambos espectros pueden considerarse muy parecidos pero
no idénticos.

Las 3-hidroxixantonas presentan el mismo espectro en
NaOMe y NaOAc, ya que son los hidroxilos mas acidos.

Las 4-hidroxixantonas presentan una acidez intermedia,
y su espectro en NaOAc es diferente , aunque proximo, al realiza-
do en MeOH, pero muy distinto al realizado en NaOMe.

Las 1,8-dihidroxixantonas no se ven afectadas por la
adicidén de NaOAc, por lo que este registro sera idéntico al de
metanol.

Las 1,6-dihidroxixantonas presentan el mismo efecto
que las 3-hidroxixantonas.

Las 1,3-dihidroxixantonas no presentan el mismo espec-
tro en NaOMe y NaOAc, por lo que deben ser menos acidas. Lins
Mesquita y col. (39) atribuyen el fenbémeno al hecho de que 1la
pronunciada acidez de los hidroxilos en posicidén 3, debida a la
carga de estabilidad (fo6rmula I), se ve disminuida si un efecto
mesomérico semejante, de retirar electrones, incluye un grupo
hidroxilo orto al carbonilo situado en el mismo anillo (f6rmu-
la II).
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3.2.e. Espectro en acetato sddico y acido bérico.(NaOAc/HsBOS)

El espectro se registra después de la adicidn de H3B03
anhidro, en .polvo, en suficiente cantidad para conseguir una so-
lucidn saturada, a la cubeta que contiene la solucidn metanéli-
ca de la xantona, saturada de NaOAc.

En presencia de acetato sddico, el acido bbérico forma
complejos quelados con los grupos hidroxilo situados en posicio-
nes orto en una xantona, luego, si los hay, se producira un re-
gistro con maximos en distintas longitudes de onda que los ante-

riormente descritos.

-0 0

e
O—B—on

O
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3.2;f..Espectro.enltriclarun{ﬁealuminio‘LAlClsl y en triclo-

_ruro de aluminio y. Acido clorhidrico (A1Cl;/HC1) .

El espectro se registra; en primer lugar, tras agre-
gar dos gotas de una disolucidn metandlica de AlCl; al 5%, a
~la solucidén de xantona en MeOH. A continuacidn, se hace un nue
vo registro después de haber agregado dos gotas de una solucidn
de HC1 al 50% a la cubeta que contiene la solucidén metandlica
de la xantona con A1C13.

El tricloruro de aluminio forma complejos estables en
medio &cido, con grupos hidroxilo situados en la posicidn 1
(/o 8) de un anillo de xantona.

Si existen dos grupos hidroxilo en orto también se
forman estos complejos, pero son inestables en médio acido.

Las reacciones que se producen se detallan a continua-

ciodn:
9
2 AlCl14 _
HO 0 < HCl(aq) 0 0
i \
OH Al—0
c”
Cl Cl
AN
OH 0 0" 0
AlCl
5 >
0 OH ‘ 0 0
OH 0 — I

Al
Cl



-42-
Cl\ /Cl
Al

HC1l(aq)

o

0 OH
OH

Las 1-hidroxixantonas y las orto-dihidroxixantonas
presentan un efecto batocrémico del segundo pico principal de,
aproximadamente, 20 nm, diferenciandose unas de otras por la es-
tabilidad del complejo en medio acido, de las primeras frente
a las segundas; es decir, las 1-hidroxixantonas presentaran el

mismo espectro en AlCl3 y en AlClz+ HCI.

3.2.g. Test de Gibbs

King y col. (63) estudiaron la formacidén de indofeno-
les con 2,6-diclorobenzoquinona clorimida (reactivo de Gibbs)
usado para detectar posiciones para libres a un OH fenodlico,

a través de una banda de -gbsorcién, en su espectro de U.V. en-
tre 500 y 700 nm debido al cromdforo azul del indbfenol.

B O+
cl l cn@
i
N N
I
0

O

Q

A

OH

Cl
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0 OH
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Aunque se ha indicado que en ciertos casos el test no
es aplicable (64), Lins-Mesquita y col. (39) remarcan su fiabi-
lidad, al menos en el campo de las xantonas. En las xantonas los

grupos hidroxilo con posiciones para no-sustituidas pueden si-
tuarse en C-1 y C-4.

Las 1-hidroxixantonas presentan un maximo de absor-
cidn entre 660-700 nm y las 4-hidroxixantonas entre 710-750 nm.

Las 4-hidroxi (ALEZZ?B) y las 1,3-dihidroxixantonas
(C &2 D) incluyen una absorcidn adicional, de baja intensidad,
debida al equilibrio entre las cos formas tautdémeras que se
muestran en la figura anterior.

Las 2- y 3-hidroxixantonas no absorben en la regidn
entre 350-750 nm, bajo las condiciones de este test.

El procedimiento a seguir para realizar el test de
Gibbs es el siguiente:

Se preparan cuatro disoluciones:
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SOLUCION A: Se disuelve 1 mgr de compuesto en 6 ml de piridina
y se afiaden 14 ml de un tampdén de borato pH=9.2Z.

SOLUCION B: Se mezclan 6 ml de piridina con 14 ml del tampOn an-
terior.

SOLUCION C: Se disuelve 1 mgr de 2,6-diclorobenzoquinona clori-
mida en 10 ml de solucidn A.

SOLUCION D: Se disuelve 1 mgr de 2,6-diclorobenzoquinona clori-
mida en 10 ml de solucidn B.

Se registra el espectro de la solucidn A, usando la
solucidn B como blanco.

Después de 10 minutos de preparadas las soluciones C
y D, se registra el espectro de la solucidén C, usando la solu-
cidén D como blanco.
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3.3. CARACTERISTICAS DE L0S ESPECTROS DE RMN DE XANTONAS

Numerosas investigaciones se han desarrollado en el
estudio de esta técnica para la elucidacidn estructural de 1las
xantonas (65-67).

a) En cuanto a los sustituyentes en el anillo xanto-
nico, cabe destacar, como mas interesante la sefial de los hi-
drdgenos de los hidroxilos situados en posiciones 1 y/o 8, que
aparecen a & 11-13 ppm. Este valor, a campo tan bajo, es debi-
da al puente de hidrdgeno intramolecular que forma con el gru-
po carbonilo en orto (68). |

Los hidroxilos que no forman puente de hidrdgeno con
el carbonilo (posiciones distintas a la 1 y 8) pueden sufrir in-
terconversidn con el agua que acompafia al disolvente utilizado
para registrar el espectro (69).

Si su localizacidn se hace necesaria se debera utili-
zar DMSO—d6 sacado de ampollas recién abiertas, como comenta
Mabry (45), y en este caso, los datos bibliograficos los situa
de 9 a 11 ppm (70).

b) E1 estudio de la zona aromatica en su espectro de

RMN puede darnos mucha informacién sobre la posicidén de los pro-
tones aromédticos en una xantona. Martin y col. (71) indican que
los protones en posicién 1y 8 de un anillo de xantona dan sefia-
les a campo mas bajo, debido al desapantallamiento provocado por
el grupo carbonilosituado en orto. Las seflales de estos protones
siempre aparecen a ¢ > 8 ppm.

El efecto de anisotropia magnética proVocado por el
grupo carbonilo implica que los protones en posicidn 1 y 3 se
ven muy. influenciadas por el disolvente utilizado, mientras que
para los protones 2 y 4 esta influencia es minima (66).

Analogamente se relaciona la naturaleza del solvente
con los valores de las constantes de acoplamiento (72). Las cons-
tantes de acoplamiento orto aumentan con el aumento de la cons-
tante dieléctrica del disolvente.
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Acoplamientos complejos de los protones aromaticos en
xantonas poco sustituidas pueden ser resueltas por su espectro
de RMN a 200 MHz y por estudios de doble resonancia.

El efecto diamagnético de los grupos hidroxi y alcoxi
provocan desplazamientos adicionales a cada protdn segln su si-
‘tuacidn orto, meta o para de cada sustituyente a un protdn de-
terminado (66), segln se refleja en la Tabla III.

TABLA TII

Desplazamiento (ppm) de las sefiales de los protones aromaticos,

en un anillo de xantona, por la introduccidn de grupos hidroxi

o alcoxi.

"Posicién'relativa de H/OR

" Solvente ‘orto "meta ‘ara
CDCl3 0.55 0.15 0.50
(DSC)ZCO 0.60 0.20 0.55
(DSC)ZSO 0.65 - 0.15 0.60

Segln Barratlough y col. (66) usando, como base, los
parametros fundamentales que indican, e incrementando.los valo-
res, en bpm, con los desplazamientos causados por cada susti-
tuyente oxigenado, es posible calcular el campo donde aparece-
ran los protones aromaticos de las xantonas que posean solo
grupos hidroxi y/o alcoxi, como sustituyentes.

En general, parece que cada uno de los anillos aro-
maticos, en este tipo de moléculas, no interfiere en el otro,
en los espectros de resonancia -magnética nuclear de protdn, sal-
VO en casos muy particulares y siempre  son -efectos de poca
intensidad.

¢) También se han realizado estudios sobre la varia-
cién que se provoca en los desplazamientos quimicos de los pro-

tones aromaticos ‘por la acetilacidén de grupos hidroxilo. Massi-

cot y col. (73,74) dan unas reglas para las variaciones que se
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producen en los desplazamientos quimicos:

1°) Los acetoxilos situados en posiciones ] y 8 de un
anillo xantdnico dan una sefial entre 2.40-2,50 ppm. Para todas
las demas posiciocnes la sefial es inferior a 2.40 ppm, general-
mente entre 2,30 y 2.35 ppm. ’

2°) Las variaciones de los protones aromaticos provo-
cadas por la introduccidn de uno o varios grupos acetoxilo, son:

- Si el acetoxilo no estza en orto a otro acetoxilo:

-0.23 a -0.35 ppm para protones en orto al acetoxilo
+0.02 a +0.11 ppm paraprotones en meta al acetoxilo
-0.02 a -0.15 ppm para protones en para al acetoxilo

- Si1 el acetoxilo esta en orto a otro acetoxilo:

-0.07 a -0.15 ppm para protones en orto al acetoxilo
-0.03 a +0.16 ppm para protones en meta al acetoxilo
-0.10 a -0.74 ppm para protones en para al acetoxilo

3°) La variacidon de los protones arom&ticos, provoca-
da por la acetilacidn de un hidroxilo en posicidén 1, son:

A8=+(0.22 a 0.29) ppm para H-2 (orto al hidroxilo que
pasa a ser acetoxilo).

A6=-(0.03 a 0.10) ppm para H-3 (meta al hidroxilo que
' pasa a ser acetoxilo).

A8=+(0.33 a 0.49) ppm para H-4 (para al hidroxilo que
pasa a ser acetoxilo).

Por lo tanto, pueden determinarse posiciones hidroxi-
ladas en una xantona estudiando la variacidn del espectro de
RMN del compuesto tras la acetilacién.

Sin embargo, la metilacidn de un hidroxilo practica-
mente no modifica el valor del desplazamiento quimico de los
hidrdgenos aromaticos, situados en el mismo anillo.
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3.4. CARACTERISTICAS DE LOS ESPECTROS DE MASAS DE XANTONAS

En el campo de las xantonas se han hecho . pocos es-
tudios sistematicos de sus espectros de masas. Arens (75),en
1973, hace un estudio exahustivo de las principales rupturas
en algunas hidroxi y metoxixantonas.

El i6n molecular suele ser un pico de gran porcenta-
je, llegando en algunos casos a ser el pico base. Se observan
los picos (M+1)  y (m+2)".

...... ..

3.4.a. Cédlculo de la formula empirica a partir del espectro de

masas de baja resolucidn.

Para obtener la férmula empirica de estos compuestos,
se observan los porcentajes de los picos correspondientes a los
. + N +
iones M, (M+1) y (M+2) .

En la abundancia del i6én molecular isotdpico (M+1)+
influyen: C13 (abundancia en la naturaleza 1.1%), N15 (abun-
dancia 0.36%) y D (despreciable). En (M+2)+ influyen O18 (abun-
dancia 0.20%) y C'> (76).

Las fdormulas que relacionan dichas abundancias son 1las
siguientes:

) +
M) x 100 = 1.1 n+ 0.36 1

L+ 2
M2) ¢ 100-L0:1n) + 0.20 m
W+ 200

donde: n=n°de atomos de carbono
m=n°de atomos de oxigeno
1=n°de atomos de nitr6geno.

Aplicando los datos de la abundancia relativa de los pi
cos isotOpicos en cada caso, podemos obtener la férmula empiri-
ca del compuesto.
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Este método no siempfe da buen resultado puesto que
en la abundancia del pico (_M+1)+ puede englobarse al del ién

de protonacibdn.

3.4.b. ‘Calculo de la formula empirica a partir del espectro

" 'de’ masas de alta resolucion.

Los espectrbgrafos de masas de alta resolucion (en-
foque doble) determinan la masa exacta del ion molecular o
fragmentaria hasta con cuatro cifras decimales, de cuyo dato
puede obtenerse, directamente, la composicidén elemental.

Los pesos atdmicos monoisotdpicos no son nimeros en-
12.212.000000 (Tabla IV},

por lo que una medicidn de masa suficientemente exacta puede

teros exactos en relacidn al carbono C

distinguir entre los iones isobaricos, entendiendo por iones
isobaricos los que tienen el mismo peso,redondeando al nimero

entero mas proximo.
TABLA IV

Masas nucleares exactas

Isdtopo " Peso Atomico
H 1.007825
B2 2.014102
cl? 12..000000
'3 13.003354

N4 14.003074
o't 15.994915
0!8 17.999160
g2 18.998405
5128 27.976929
p31 30.973765
532 31.972073
c13° 34.968851
Br/° 78.918329
127 126.904470
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Mclafferty (77)ha constituido una extensa tabla de
composiciones elementales frente a masas para usar en espec-
trometria de masas de alta resoluci®n.

3.4.c.” Rupturas caracteristicas en los E.M. de las xantonas

Lo mas caracteristico de un anillo de xantona son las

sucesivas pérdidas de CO (28 uma) que se observan en el espec-

0 .
T
—_—
0 0

-CO

tro.

La posicidn de un metoxilo en un anillo xantdnico pue
de deducirse de los siguientes datos:

a) La ausencia de picos correspondientes a la pérdida
de OH y H,O0 (M*-17 y M+-18) del idn molecular excluye la exis-
tencia de un grupo metoxilo en la posicidén 1 (u 8) del nicleo
de xantona. Segln la bibliografia (78-80) pérdidas de elemen-
tos de agua del idén molecular sugieren la presencia de un gru-
po metoxiloadyacente al carbonilo y el pico de mayor intensidad
en las 1-metoxixantonas corresponde a la pérdida de CHO del ién
molecular (75).
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AN

9 0CHj -HO ‘0%

0
CH—20
0

b) Las 2- y 4-metoxixantonas presentan como ruptura
més caracteristica la pérdida de radicales metilo a partir del
ién molecular (81-82). Estas pérdidas dan lugar a la obtencidn
- de quinonas:

OCHy  -ai 0

Y

0 ‘07

c) Las 1- y 3-metoxixantonas eliminan los grupos me-
toxilos como formaldehido (30 uma) preferentemente (78).

d) La bibliografia (75) indica que las 2- y 4-metoxi-
xantonas carecen del pico de carga doble (M—CO)++, siendo para
- las 3-metoxixantonas mas importante el pico (M-CO)+ que el Vi
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Yy €sta importancia mucho mas acusada para las l-metoxixantonas.

Respecto de las xantonas monohidroxiladas s®lo las
. . ' . + - .
3-hidroxixantonas presentan un idn (M-OH) suficientemente im-
portante para poder apreciarse en el espectro (75).

De forma analoga que con las xantonas monome toxila-

das para las 1- y 3-hidroxixantonas es mas abundante al idn
++ . . .
M , mientras que para las 2- y 4-hidroxixantonas es més
. ++ . . ++

abundante el ion (M-CO) . Esto es debido a que el ion "M
esta estabilizado por conjugacidn para las 2- y 4-hidroxixan-
tonas:

+
Okl

.

0

Mientras que las 1- y 3-hidroxixantonas no pueden for
mar sistemas conjugados similares, para la eliminacion de una
molécula de CO conduce a la formacidn de iones de carga doble,
las cuales pueden ser estabilizadoras por conjugacion, en es-
tructuras tales como:

X ¢ “OH
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Cuando se tienen xantonas poalihidroxi o polimetoxi-
sustituidas, se entrecruzan todos estos factores, resultando
mucho mas dificil la asignacidn de los sustituyentes, siendo
la férmula empirica casi el Gnico dato que es posible obtener
de su estudio,con fiabilidad.
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4, ESTUDIO DEL'EXTR&QTO’HEXANICO-

Tallos, hojas y flores de Centaurium linarifolium

(Lamark)G. Beck fueron recogidos y secados al aire.

Una vez secos, se muelen finamente y se extraen en
continuo, con hexano, en un extracto Soxhlet, hasta agotamien-
to.

De esta manera se obtiene el extracto hexanico.

Separacibén y fraccionamiento

El extracto hexanico de Centaurium linarifolium se

concentra a sequedad, por eliminacidon total del disolvente,
dando una masa semisdlida de color marrdén oscuro.

El residuo se reedisuelve en etanol caliente. Tras
enfriamiento de la disolucidn,queda insolubilizada la parte
cérea del extracto, que se separa por filtraciodm.

La parte del extracto soluble en etanol frio se con-
centra a sequedad y se interpone, en primer lugar, con una di-
solucidn acuosa de Na2C03 al 5% y después con una disolucidn
acuosa de NaOH al 5%. De esta forma obtenemos el extracto he-
xanico,libre de ceras, dividido en tres partes: componentes
neutros, acidos y fendlicos.

El presente trabajo ha abordado el estudio de 1los
componentes fendlicos.

Cromatografia de columna de los componentes fendlicos

Los componentes fendlicos del extracto hexanico pre-
sentan las siguientes bandas caracteristicas en su espectro de
IR (fig.1):

3400 cm |

3040-2850 cm” | tensidén C-H olefinica y alifatica
1720 cn”!

tensidn O-H alcohol

tensidon C=0
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1650,1625 y 1600 cm

1460 cm”’
1290,1210 .y 1160 cm

vibracidon C=C esqueleto aromatico
, deformacion -CH,-

tensidn C-0
La mezcla bruta de los componentes fendlicos se frac-
- ciond por cromatografia de columna sobre silica-gel, eluyéndo-
la con mezclas de hexano-éter etilico, de polaridad creciente,
y recogiendo fracciones de 100 ml. E1 estudio de 1las distintas
fracciones se realizé por c.c.f., utilizando como revelador
HZSO4 al 50%, y agrupandose aquellas fracciones de comportamien
to anélogo. '

Han sido obtenidas seis agrupaciones de fracciones,

como se indica en la tabla V.
TABLA V

Columa cromatogrdfica de los componentes fendlicos del extracto

hexanico
"~ Agrupacidén Fracciones Compuestos cristalinos aislados
A - 1,8-Dihidroxi-2,3,4,6-tetra-
XI (20-25) metoxixantona..
B - 1,8-Dihidroxi-3,4,6-trimetoxi-
xantona.
A - 1,8-Dihidroxi-2,3,4,6-tetra-
X11 (26-40) metoxixantona.
C - 1,8-Dihidroxi-2,6-dimetoxixantona
XIII (57-75) D - 1,6-Dihidroxi-3,5-dimetoxixantona
E - 1,3,8-Trihidroxi-2,4,6-trimetoxi-
XIV (80-85) : A xantona.

F - 1,3,8-Trihidroxi-2-metoxi ©
1,3,8-Trihidroxi-4-metoxixantona




-56-

Agrup acion Fracciones Compuestos cristalinos aislados
X (88-9.2} G- 1,6-Dihidroxi-3,5, 7, 8-tetra-
v metoxixantona.
H - 1,6-Dihidroxi-7,8-dimetoxi 0
XVI (93-95) 1,6-dihidroxi-5,8-dimetoxi-

xantona.

Cada una de las agrupaciones mostr6 una mancha mayo-
ritaria en c.c.f. que revela con vapores de NH™> intensificando
su primitivo color amarillento, comportamiento caracteristico

de componentes de tipo flavonoideo o xantdnico.

5555555555555555555555555555555

fCvl uPO V/AVINUMSMICM ) 10co

UMTU TUMAIUCS
(CAnrwj— 15" LTy
MMUMRM sumtssiON _ W 0lS»UW .__ _
QUOIW iird diur

FIGURA 1: Espectro de IR de los componentes fendlicos del Extracto Hexa-

nico.
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4.1. ESTUDIO DE LA FRACCION X, : SEPARACION DE A Y B.

De la reunidn de fracciones 20-25, eluidas de la co-
lumna con hexano-éter etilico (80:20), se obtiene la agrupacidn
XI.

Muestra en c.c.f. una sola mancha, que intensifica
su color amarillo, cuando la placa se somete a vapores de amo-

niaco y cuando se revela con HZSO4 50%.

-

Por cristalizacidn de X; en CHC1;/MeOH se obtienen
unoscristales amarillos, que estudiamos como compuesto A.

Las aguas madres.: del XI, por cristalizacidn en ace-
tona, dan lugar a un s6lido amarillo, de-comportamiento fisica
y espectral diferente al compuesto A, que estudiamos como com-
puesto B. '
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4.1.1. ESTUDIO DEL CQMPUESTO A: 1,8~DIHIDROXI-2,3,4,6- TETRAME-
" TOXIXANTONA. ANALTSTS ESPECTROSCOPICO.

El compuesto A, obtenido como se ha indicado, mostrd
un aspecto cristalino, que revelaba pureza cromatografica y cu-
yo punto de fusidén es 173-174°C.

Interpretacitn del espectro IR de A

El espectro de IR del compuesto A (fig.2) presenta
las siguientes bandas caracteristicas:

1

3100-2850 cm” tensién C-H olefinica y alifética

1655 cm” ) tensién C=0 de carbonilo de xantona
1615,1595 y 1565 cm” | vibracién C=C del anillo aromético
121O<:m-1 deformacidon C-0-C del puente etéreo de

los dos anillos bencénicos de la xantona(38)
1160 cm”) vibracitn C-0-C del grupo C-0-CH,

Este espectro de IR y la coloracidén en c.c.f. debida
a los vapores amoniacales,indica la presencia de un nlcleo de
xantona.

Es de destacar la ausencia de banda hidroxilica en este
espectro, que indica la inexistencia de grupos hidroxilo o su
situacion en,C] y/o C8-(38).

“Interpretaciﬁn‘del‘espéttrO'de'RMN'&e\A

El espectro de RMN de A (fig.3) realizado en C13CD,
presenta las siguientes sefiales:
" Desplaza- Integra- Desdobla- ’ ~Posible
miento 6 " cidn "miento . asignaciodn
11.9 1 ~singlete -OH
11.8 1 singlete -OH
6.4 ] doblete 1 H-Ar acopla-
(J=1.3 Hz) do en meta
6.3 1 doblete 1 H-Ar acopla-

(J=1.3 Hz) do en meta
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" Desplaza- Integra- - Desdohla- Posible

" miento g§° " cidn : “miento asignacidn
4,2 3 singlete - 1-0CH,
4.0 6 singlete 2—OCH3
3.9 ‘ 3 . singlete 1-OCH3

Del espectro de RMN de A se deducen las siguientes
conclusiones:

Posee dos hidroxilos en_C1 y C8, como lo demuestra
su resonancia a campo tan bajo (8 ~ 12 ppm) caracteristico de
OH que forman puentes de hidrbdgeno con el carbonilo xantdénico
(68) y la ausencia de banda hidroxilica en el IR.

Posee dos hidrbdgenos aromaticos con acoplamiento me-
ta (J=1.3 cps) que debera estar situados en C2 y C4 (dado que
las posiciones C1 y C8 estan ocupadas por sendos grupos OH).

Las otras cuatro posiciones, asequibles de sustitu-
cién en el niicleo xanténico, estan ocupadas por grupos metoxi-
lo (3 singletes, que integran 12 H de 4.2 a 3.9 §).

Estos datos serian concordantes con una estructura pa-
ra A de 1,8-dihidroxi-2,3,4,6-tetrametoxixantona, compuesto no
citado por la bibliografia (84). Para la asignacién correcta se
procedid al estudio de su espectro UV y EM asi como al estudio
de los derivados acetilado y metilado de A,con las conclusiones
que a continuacidn se detallan.

Interprétacién de los espectros UV de A

La localizacidn de los dos OH de A, detectados en el
RMN ,;se confirma por el estudio de su UV, en distintos medios,
con valores que se recogen a continuacidn:
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A nm (log €)

max
Me OH 234(h) 259 (4.05) 333(4.16) 380(h)
NaOMe 243 270 337 392 (h)
. NaOAc 234 259 333
NaOAc + H,BO, 234 259 333
A1C1, 277 330(h) 372
A1Cl, + HC1 277 330(h) 372

- Espectro en MeOH

El espectro del compuesto A, en metanol (fig.4) pre-
senta cuatro bandas, caracteristicas de un anillo xantbdnico.

- Espectros en NaOMe y NaOAc

La modificacidn del espectro original, tras afiadir
NaOMe (fig.4), indica la existencia de grupos hidroxilo. Al no
modificarse con NaOAc (fig.5), me indica que estos hidroxilos
no son acidos (C3 y/o C6).

Hidroxilos en ¢4 y/o C8 se pueden deducir por el
efecto hipocrdomico observado en el seguhdo rico principal,
tras afiadir NaOMe.

El espectro no se modifica con el tiempo, lo que
demuestra la inexistencia de agrupaciones orto-dihidroxilicas.

- Espectros en A1C13 y A1C13+HC1

Al afiadir AlCl3 (fig.6) la banda de 234 nm sufre un
fuerte efecto batocrdmico, caracteristico de grupos hidroxilo
en C1 y/o C8 o agrupaciones orto-dihidroxilicas.

Al afiadir HCl el espectro no sufre modificacidn lo
que descarta las agrupaciones orto-dihidroxilicas.



-61-

Interpretacidn del espectro de masas de A

Del idn molecular y los picos isotdpicos del EM

(fig.7) se deduce para A una fdérmula molecular de C17H1608'

El resto de picos confirma para A la estructura de
1,8-dihidroxi-2,3,4,6-tetrametoxixantona, con un conjunto de
iones que pueden ser explicados segin el siguiente esquema de
fragmentacidn:



FRAGMENTOS PRINCIPALES EN EL EM DE A: 1,8-DIHIDROXI-2,3,4,6- TETRAMETOXIXANTONA

CH<0
-CH,0 3
C16M1407 <
| ci;0
m/e 318(31.2%)
1 ‘CH3
CisM1197
m/e 303(52.8%) CH 0
-CH
L 3 CH40
C4HgO,
m/e 288(49.8%)
i -CH,
131507 - CO

m/e 273(31.2%)

oH o o
0
OCH,
OH 0
"
N+
0
L]
0
Cq12Hg06

m/e 245(52.9%)

OCH

Ci7H160g
m/e 348
3
-CH,
H 0 oH
O .
OCH 5 CH;0 N 6
' OCH
Cyetl130g

m/e 333(100%)

i—co

Cy5H4105

m/e 305(15.2%)

-Zg_
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4.1.1.a. ESTUDIO DEL DERIVADQ ACETILADO DE A. ANALISIS ESPECTROS-
- COPTCO.

Con el fin de comprobar la estructura de A de forma ine
quivoca y debido a que se trata de un producto no citado en la bi
bliografia se procedid a su acetilacidn con anhidrido ac&tico y
‘piridina, segiin se describe en la parte experimental (pag.246).
El producto, asi obtenido, se purifica por cristalizacidn de me-
tanol, rindiendo un sdlido blanco de punto de fusidn 144-145°C.

Interpretacidn del espectro de IR de A acetilado

El espectro de IR de A acetilado (fig.8) muestra las
siguientes bandas caracteristicas:

3040-2860 cm” |

1

tensidn C-H olefinica y alifatica

1760 cm tensidén C=0 ester fendlico

1630, 1600, 1560 cm-1 bandas caracteristicas de xantonas
1205 cm” ! tensidén C-0 ester fendlico

1160 cm” ! vibracién C-0-C de grupos C-0-CH,
1050 cm” tensidén Ar-0-C simétrica

835 cm” ! flexién C-H aromdtico

Lo mas caracteristico de este espectro, aparte de con-
firmar la existencia de un nficleo xantdénico, es la presencia del
carbonilo del acetato lo que indica la presencia de grupos hi-
droxilo en A, que no mostraba su existencia en el IR original.

Interpretacidn del espectro de RMN de A acetilado

El espectro de RMN de A acetilado (fig.9), realizado
en CLSCD, muestra las siguientes sefiales:
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Desplaza- Integra- Desdobla- Posible

miento ¢ - cidn miento " asignacidn
6.87 1 ' doblete H-Ar acoplado
(J=2 Hz) en meta
6.59 ‘ 1 doblete H-Ar acoplado
(J=2 Hz) ~en meta
4.10-3.85 12 4 singletes 4-0CH
2.45-2.40 6 2 singletes Z-OCOCH3

La presencia de dos acetatos nos refleja la existencia
de dos hidroxilos en el compuesto A. La variacidén en la resonan-

cia de los HAr del compuesto original A a su derivado acetilado
nos permite su correcta asignacidon. E1 compuesto A posee un ani-
llo monohidroxilado ya que, tras acetilacidn, los HATr aromaticos
se han desplazado 0.29 y 0.47 ppm,desplazamientos caracteristi-
cos de HAr orto y para respectivamente a la posicibén hidroxilada
que pasa a ser acetilada. E1 H-7 sera el que resonaba a 6.3 &
(0.29 ppm de desplazamiento) y el H-5 el 1o hace a 6.4 & (0.47
ppm de desplazamiento) (74).

4.1.1.b.ESTUDIO DEL DERIVADO DTMETILADO DE A. ANALISIS ESPECTROS-
COPICO.

Se obtiene el derivado dimetilado de A para dar lugar
a la 1,2,3,4,6,8-hexametoxixantona, compuesto conocido, cuyos
datos podemos comparar (85). Se hace reaccionar A con Me2804 y
K,CO, seglin se describe en la parte experimental (pag.246 ).
El producto asi obtenido se purifica por cromatografia de capa
fina preparativa, obteniéndose un producto pulvéerulento de punto
de fusidn 156-158°C.

Interpretacidn del espectro de IR de A dimetilado.

El espectro de IR de A dimetilado (£fig.10) muestra las
siguientes bandas caracteristicas:
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3040-2820 cm )

1665 cm” !
1620,1590, 1565 cm

tensidén C-H olefinica y alifatica

tensioéon C=0 anillo xantdnico
1 o . . P
vibracidén del anillo aromatico (carac-
teristicas de xantonas)
1

1405 cm flexién simétrica (C-H) de -OCH,
1130 cm | vibracién C-0-C de C-OCH.
815 cm_1 flexidén C-H aromatica

Podemos observar un IR tipico de una xantona, sin gru-
pos hidroxilo, con las bandas caracteristicas alrededor de
1600 cm” .

Interpretacidn del espectro de RMN de A dimetilado

El espectro de RMN de A dimetilado (fig.11), realiza-
do en C13CD,presenta las siguientes sefiales:

Desplaza- ~Integra- Desdobla- Posible
miento 6 - gracién miento ' asignacfén
6.58 1 . doblete H-Ar acoplado
(J=2 Hz) en meta
6.40 : 1 doblete H-Ar acoplado
(J=2 Hz) en meta
4.12-3.93 18. 5 singletes 6-OCH3

Los datos fisicos y espectrales del derivado dimetilado
de A fueron del todo concordantes con los dados por la bibliogra-
fia para 1,2,3,4,6,8-hexametoxixantona (85).

Del conjunto de datos obtenidos para A y sus derivados
confirmamos para este compuesSto la estructura de 1,8-dihidroxi-
2,3,4,6-tetrametoxixantona, compuesto no citado en la bibliogra-
fia.
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OH 0o O
CH30 0 OCH;
OCHs

A. 1,8-dihidroxi-2,3,4,6-tetrametoxixantona
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FIGURA 2: Espectro de IR de A: 1,8-dihidroxi-2,3,4,6-tetrametoxixantona
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FIGURA 3: Espectro de RMN de A: 1,8-dihidroxi-2 ,3,4,6 -te trametoxi

xan tona.

Desplaz amiento

quimico (¢) n°H Acoplamiento Asignacién
11.9 1 singlete OH- 1
11.8 1 singlete OH -8
6.4 1 doblete (J*=1.3 Hz) H-5
6.3 1 doblete (J=1.3 Hz) H-7
4.2 3 singlete N
4.0 6 singlete 4 -OCH -
3.9 3 singlete
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FIGURA 8: Espectro de IR de A acetilado: 1,8-diacetoxi-2,3,4,6-tetra-

metoxi xantona.
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FIGURA 10: Espectro de, IR de A dimetilado: 1,2,3,4,6,8-hexametoxi-

xantona.
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FIGURA 11: Espectro de RMN de A dimetilado: 1,2,3,4,6,8-hexametoxi-

xantona.

Desplazamiento

quimico (6) n°H Acoplamiento Asignacion

6.58 1 doblete (J=2 Hz) H-5
6.40 1 doblete (J=2 Hz) H-7

4. 12 3 singlete

4.02 6 singlete

3.98 singlete 6-OCH
3.94 singlete

3.93 singlete
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4.1.2. ESTUDIO DEL ‘COMPUESTO B: ‘1, 8-DIHIDROXI-3,4,6-TRIMETOXI -
* XANTONA. ANALISTS ESPECTROSCOPICO.

El compuesto B, obtenido como se ha indicado (pédg.57)
mostrd un aspecto pulverulento amarillo, que revelaba pureza
cromatografica, y cuyo punto de fusidn es 225-227°C.

Interpretacidn del espectro de IR de B

El espectro de IR del compuesto B (fig.1Z) presenta
las siguientes bandas caracteristicas:

3100-2850 cm” |

1

tensidn C-H olefinica y alifatica

1670 cm_ tensién C=0 de carbonilo de xantona

1630,1605,

1570 y 1515 e vibracién C=C del anillo aromatico

1210 cm—1 deformacidn C-0-C del puente etéreo de 1los
dos anillos bencénicos de la xantona (38).

1170 cm” !

vibracidén C-0-C del grupo C-O-CH3

El espectro de IR y la coloracidén en c.c.f., debida
a vapores amoniacales, indica la presencia de un niicleo de xan-
tona. La ausencia de banda hidroxilica, en la regidn de 3400

cm” ', indica & la inexistencia de grupos -OH o su situacién en
C1 y/o C8 (38).

Interpretacidn del espectro de RMN de B

El espectro de RMN de B (fig.13), realizado en C13CD,
presenta las siguientes sefiales: : -
Desplaza- Integra- 'Desﬁobla- " Posible

"miento ¢ ‘cidn _ miento “asignacidn
11.95“;“;>._ﬁ” ,i ~ singlete -0 -
11.90 R singlete ' -OH

6.50 1 doblete 1 H-Ar acopla-

(J=2 Hz) do en meta
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" Desplaza- - Integra- " Desdobla- " Posible
“miento 6 - cidn " miento ' ‘‘asignacidn
6.38 1 singlete 1 H-Ar no aco-
plado
6.33 1 doblete 1 H-Ar acopla-
‘ | (J=2 Hz) do en meta
3.96 3 singlete 1-0CH;
3.86 6 singlete 2-OCH3

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-

siones:

Posee dos grupos hidroxilo que se situan ien C1 y C8,
como lo muestra su resonancia a campo tan bajo (8 '~ 12 ppm),
caracteristico de -OH que forma puentes de hidrdgeno con el
‘carbonilo en orto (68).

Posee dos hidrdgenos aromaticos acoplados en meta
(J=2 Hz), que deberan estar situados en Cz(b C7) y C4(6 C5) (da-
do que las posiciones C, ¥y Cqg va estan ocupadas). E1l otro hidré-
geno aromatico deberi estar situado en el otro anillo debido a
que no acopla. Este hidrdgeno no puede estar situado en posi-
cibén C. ya que sadldria a campo bastante mas bajo luego,deberz

-~

estar situado en Cz(é C7) o) C4(6 CS).

Las otras tres posiciones asequibles de sustitucidn
corresponden a sendos grupos metoxilo (2 singletes, que inte-
gran 9 H de 3.96 a 3.86 ¢).

Estos datos son concordantes con dos posibles estruc-

turas para el compuesto B (43,86).

OoH O OH OH O OH

CH3O

CH3O 0 OCH3 CH3O 0] .0CH3
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Para la asignacidén final del compuesto B, se procedid
al estudio de su espectro de UV. y EM , asi como el estudio
de su derivado acetilado, con las conclusiones que a continua-

cidén se indican.

‘Interpretacidn de los -espectros - UV de:B.

La localizacidn de los dos OH de B, detectados en el
RMN, se confirma por el estudio de su UV ., en distintos medios,
con valores que se recogen a continuacidn:

A nm (log €)

max
Me OH 232(3.72)  254(3.76)  273(h)  333(3.38)
NaOMe 241 (h) 268 377
NaOAc 232 254  273(h) 333
NaOAc + HBO, 232 254 273(h) 333
ALCI, 265 272 © 282(h)  320(h) 368
ALCL, + HCL 265 272 282(h)  320(h) 368

El espectro del compuesto B, en metanol (fig.14),presen
ta tres bandas, caracteristicas de un anillo xantdnico.

- Espectro en NaOMe y NaOAc

La modificacidn del espectro original, tras afiadir
NaOMe (fig.14), indica la existencia de grupos hidroxilo. Al no
modificarse con NaOAc (fig.15) me indica que estos hidroxilos no
son acidos (C3 y/o C6).

El espectro no se modifica con el tiempo, por lo que no
existen grupos orto-hidroxilicos.

- Espectros. en AlCl; y AICL; + HCI

Al afadir AlCl3 (fig.16) la banda de 232 nm sufre un
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fuerte efecto batocrdomice, caracteristico de grupos hidroxilo en
C] y/o C8 0 agrupaciones orto-hidroxilicas.

Al afiadir, HCl, el espectro no sufre modificacidn, 1lo
que descarta las agrupaciones orto-hidroxilicas, puesto que los
complejos que forman con AlCl3 son inestables en medio acido.

Interpretacidn del espectro de masas de B

Del i6én molecular y los picos isotdpicos del espectro
(fig.17), se deduce para B una fdérmula molecular de C16H14O7,
concordante con una xantona dihidroxilada y trimetoxilada.

El resto de los picos confirma para B la estructura de
una xantona polioxigenada:

Intensidad _
‘m/e relativa (%) Asignacion
318 49. 1 M
303 100 M-CHg
275 11.3 M-CHS-CO
273 9.8 M-CHS-CHZO

4.1.2.a. ESTUDIO DEL DERIVADO ACETILADO DE B. ANALISIS ESPECTROS-
- 'COPICO.

Se procedid a acetilar el producto B con anhidrido acé-
tico y piridina, segin se describe en 1la parfe experimental (pag.
248). E1 producto, asi obtenido, se purifica por cristalizacidn
de acetona, rindiendo un s6lido blanco de punto de fusidén 177-
178°C.

Interpretacidn del espectro de IR de B acetilado

El espectro de IR de B acetilado (fig.18) muestra las
siguientes bandas caracteristicas:
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]

1760 cm~ tensién C=0 ester fendlico
1630,1605 y 1560 cm_] bandas caracteristicas de xantonas
1200 cm.1 tensidn €-~0 ester fendlico

1155 cm™ vibracién C-0-C de grupos C-OCH,
1055 cm” | tensién Ar-0-C simétrica

Lo mads caracteristico de este espectro es la aparicidn
del carbonilo de grupos acetato, lo que confirma la existencia
en B de grupos hidroxilo orto al carbonilo xantdnico (ausencia
de banda hidroxilica en el IR de B).

Interpretacidén del espectro de RMN de B acetilado

El espectro de RMN de B acetilado (fig.19), realizado
en C13CD, muestra las siguientes sefiales:

~ Desplaza- Integra- Desdobla- " Posible
miento § cidn miento asignacidn
6.88 1 doblete H-Ar acoplado
. (J=2.4 Hz) en meta
6.61 1 singlete H-Ar no acoplado
6.57 1 doblete ' H-Ar acoplado-
(J=2.4 Hz) en meta
3.99 :> 6 singlete 1-OCH3
3.96 ' singlete 1-OCH3
3.90 : 3 singlete 1-OCH3
2.40 6 singlete 2-OCOCH3

La aparicién de los acetoxilos en § n 2,40 indica Que
estos se situan en posiciones 1 y 8, ya que las demas posiciones
darian sefiales a campos algo mas altos (73). La variacidn en la
resonancia de los HAr del compuesto original B a su derivado ace-
tilado, nos permite su correcta asignacidén. E1l H-C5 se desplaza
0.38 ppm, caracteristicas de un protdn situado en para al grupo
hidroxilo que pasa a ser acetoxilo. Los otros dos desplazamien-
tos son de 0.23 y 0.24 ppm, que corresponden a hidrogenos en orto
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al hidroxilo que pasa a ser acetoxilo (74). Este dato espectral
permite fijar para B, el HAr no acoplado en C2 (y no en C4)(73).

Del conjunto de datos fisicos y espectrales de B y su
derivado acetilado, asignamos para este producto la estructura
de 1,8-dihidroxi-3,4,6-trimetoxixantona, datos del todo concor-
dantes con los bibliograficos (86), siendo ésta la segunda vez
que se describe su aislamiento en la naturale:za.

o4 O OHl

CH3O 0] OCH3
OCH3

B 1,8-dihidroxi-3,4,6-trimetoxixantona
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FIGURA 12: Espectro de IR de B: 1,8-dihidroxi-3,4,6-trimetoxixantona.
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FIGURA 18: Espectro de IR de B acetilado: 1, 8-diacetoxi-3,4,6-trime-

toxixantona.
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FIGURA 13: Espectro de RMN de B: 1,8-dihidroxi-3,4,6-trimetoxixantona

Desplaz amiento

quimico (6) n°H Acoplamiento Asignacion

11.95 singlete OH -1
11.90 / 2 singlete OH- 8

6.50 1 doblete (J=2 Hz) H-5

6. 38 1 singlete H-2

6. 33 1 doblete (J=2 Hz) H-7

3.96 3 singlete

3. 86 6 singlete A S-ocn
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MeOH
+NaOMe

350 400

FIGURA 15

Espectros U%, de B
1, 8-dihidroxi- 3, 4,6

trimetoxixan tona.

350 400
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trime toxixantona.

Desplazamiento

quimico (5)

6.88
6.61
6.57

3.99 >
3.96
3. 90

2. 40

Espectro de RMN de B acetilado:

Acoplamiento

doblete
single te
doblete
singlete
single te
singlete

singlete

(J=2.4 Hz)

(J=2. 4 Hz)
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1,8-diacetoxi-3,4,6"

Asignacién

H-5

H-2

H-7
1-0CH3
1-0CH3
1-0CH3
2-0COCH-
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4.2. ESTUDIO DE LA FRACCION X;;. SEPARACION DE

De la reunidn de fracciones 26-40, eluidas de la co-
lumna con hexano-&ter etilico (80:20), se obtiene la agrupacibn

Xq1-

Muestra en c.c.f. una sola mancha, que adquiere color
amarillo cuando la placa se somete a vapores de amoniaco y cuan-

do se revela con HZSO4 50%.

Por cristalizacidn de XII en acetona, se obtiene un
producto cristalino amarillo de punto de fusidn y caracteres es-
pectroscdpicos idénticos al compuesto A descrito en el apartado
4.1.1.

Las aguas madres de XII’ tras cristalizacidn de aceto-
na, dan lugar a unas agujas amarillo-naranja de comportamiento
fisico y espectral diferente a los compuestos A y B, que vamos

a estudiar como compuesto C.
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4.2.1.  ESTUDIO DEL COMPUESTO C: 1,8-DIHIDROXI-2,6-DIMETOXIXAN- -
" TONA. ANALISTS: ESPECTROSCOPICO.

El compuesto C, obtenido como se ha indicado (pag. 85)
mostrd un aspecto cristalino, que revelaba pureza cromatografi-
ca y cuyo punto de fusién es 187-189°C.

' ‘In't‘e'rp're't‘a‘c'i‘éh' delespectro de IR de C

El espectro de IR del compuesto C (fig.20) presenta
las siguientes bandas caracteristicas:

3100-2840 cm” |

1

tensidn C-H olefinica y alifatica

1660 cm~ tensidn C=0 de carbonilo de xantona

1

1630,1600 y 1565 cm ' vibracidén C=C del anillo aromético

1

1240 cm” deformacidén C-0-C del puente etéreo de los
dos anillos bencénicos de la xantona (38)
1150 cm” ! vibracién C-0-C del grupo C-0-CH.

El espectro de IR y la coloracidon en c.c.f., debida a
vapores amoniacales, indica la presencia de un nficleo de xanto-
na, la ausencia de banda hidroxilica, en la regidn de 3400 cm-l,‘
indica 6 la inexistencia de grupos -OH, o su situacidn en ¢, y/o

Cq (38).

~Interpretacidn del espectro de RMN de C

El espectro de RMN de C (fig.21), realizado en C13CD,
presenta las siguientes sefiales:

"Desplaza- Integra- Desdobla- : " Posible
miento § cidn “‘miento asignacidn
11.90 1 singlete - -0H
11.78 . 1 - singlete -OH
7.23 1 doblete 1H-Ar acopla

(J=9.3 Hz) do en orto
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" Desplaza- " Integra- " Desdobla- " Posible
“‘miento § ~ €idn " miento “‘dsignacidn
6.80 1 doblete 1H-Ar acopla-
«(FJ=9.3 Hz) do en orto
6.36 ] doblete 1H-Ar acopla-
" (J=2 Hz) do en meta
6.28 ' 1 doblete TH-Ar acopla-
(J=2 Hz) do en meta
3.88 :>. 6 s?nglete- 1-0CH,
3.83 singlete 1-0CH,

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-
siones:

Posee dos grupos hidroxilo que se situan en C1 y C8,
como lo muestra su resonancia a campo tan baJo (612 ppm), ca-
racteristico de -OH que forma puentes de hidrbégeno con el car-
bonilo en orto (68).

Posee dos hidr6genos aromaticos acoplados en meta
(J=2 Hz), que deberidn estar situados en C2(6 C7) y C4(6 CS)
(dado que las posiciones C1 y C8 ya estan ocupadas) y otros
dos hidrbégenos aromaticos, acoplados en orto (J=9.3 Hz); que
deberan situarse en C7(6 CZ) y C6(6 C3) o} C6(6 C3) y C5(6 C4).

Las otras dos posiciones asequibles de sustitucién,
corresponden a sendos grupos metoxilo (2 singletes, que inte-
gran 6H a 3,88 y 3.83 §).

Seglin estos datos, podemos deducir dos posibles es-
tructuras para C: la 1,8-dihidroxi-2,6-dimetoxixantona (73) ©
la 1,8-dihidroxi-3,5-dimetoxixantona (87).

OH 0 oH OH o  OH
CH30

0 OCH3 0 OCHs
OCH, |
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Para la total asignacidn de la estructura del compues
to C, se procedid al estudio de su espectro de UV y EM, asi co-
mo el estudio de su derivado acetilado, con las conclusiones que

a continuacidn se indican.

" Interpretacidon de los espectros de UV de C

La localizacidon de los dos -OH de C, detectados en el
RMN, se confirma por el estudio de su UV, en distintos medios,

con valores que se recogen a continuacidn.

....... max ... .-
Me OH 240(4.61) 263(4.68) 330(4.44) 380(h)
NaOMe 244(h) 276 315 374 450
NaOAc 240 263 330 380
NaOAc + H3B03 240 263 330 380
AlCl3 237 269 329 367
AlCl3 + HC1 237 269 329 367

-~ Espectro en MeOH

El espectro del compuesto C, en metanol (fig.22), pre-
senta tres bandas, caracteristicas de un anillo xantdénico. Se-
gin Ghosal y col (41-44) este espectro es caracteristico de xan-
tonas 1,2,6,8-tetra-O-sustituidas (equivalente a 1,3,7,8-, ver
tabla I), mientras que si la sustitucién fuera 1,3,5,8 las ban-
das de este espectro deberian salir:

250-255 275-280 330-335 390-400

La modificacidén del espectro original, tras afiadir
NaOMe (fig.22), indica la existencia de grupos hidroxilo en 1la
molécula. Al no modificarse con NaOAc (fig.23), me indica que
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estos hidroxilos no son acidos (C3 y/o C6).

El espectro no se modifica con el tiempo, lo que in-
dica la no existencia agrupaciones orto-hidroxilicas.

3

- Espectros en AIC1, y AICl, *+ HCI

Al afiadir. AICl, (fig.24), se produce una modifica-
cién con respecto al registrado en MeOH, indicando la formacidn
de complejos, caracteristicos de grupos hidroxilo en C1 y/o C8
6 agrupaciones orto-hidroxilicas.

Al afiadir HC1l, el espectro no sufre modificacidon, 1lo
que descarta las agrupaciones orto-hidroxilicas, puesto que 1los
complejos que forman con AlCl3 son inestables en medio acido.

~Interpretacidn del espectro de masas de C

Del idn molecular y los picos isotdpicos del espectro
(fig.25), se deduce para C una formula molecular de C15H12 6°
concordante con una xantona dihidroxilada y dimetoxilada.

El1 resto de los picos confirma para C, la estructura
de una xantona polioxigenada:

Intensidad

“m/e Crelativa (%) " Asignacidn
288 86.5 M
273 35, 4 M-CH,
270 16.6 M-H,0
259 10.0 M- CHO
245 100 _ M-CH ;- CO

202 25.0 M-2 CH3-2 co
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4.2.1.a. ESTUDIO DEL DERIVADQ ACETILADO DE C. 'ANALISTS ESPEC-
TROSCOPICO.

Se procedié a acetilar el producto C con anhidrido
acético y piridina, segin se describe en la parte experimental
(pag.250). El producto, asi obtenido, se purifica por crista-
lizacidn de acetona, rindiendo un s®lido blanco de punto de
fusidn 205-207°C. '

‘Interpretaciénﬂdel.espechO‘dé‘IR‘de“C'écetilado

El espectro de IR de C acetilado (fig.26) muéstra
las siguientes bandas caracteristicas:

1

1765 cm” | tensidén C=0 ester fendlico
1650,1630 y 1585 cm—‘l bandas caracteristicas de xantonas
1200 cm”’ tensién C-0 ester fendlico

1150 cm” ! vibracién C-0-C de grupos C-OCH;
1055 cm” tensién Ar-0-C simétrica

Lo mas caracteristico del espectro es la aparici®dn del
carbonilo de los grupos acetato, lo que confirma la existencia

en C de grupos hidroxilo.

“Interpretacidn del espectro de RMN de C acetilado

El espectro de RMN de C acetilado (fig.27), realizado
en C13CD, muestra las siguientes sefiales:

Desplaza- " Integra- " Desdobla- " Posible
miento § " 'cibn " miento asignacitn
7.25 2 . singlete ZH-Ar
6.68 1 doblete H-Ar acopla-
(J=2 Hz) do en meta
6.49 1 doblete H-Ar acopla-
(J=2 Hz) do en meta
3.81 \> 6 singlete 1-OCH3
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" Desplaza- " Integra-- - "Deédobla— " Posible

“miento 6 ©¢ibn - " miento " ‘asignacion
3.79 e ~ singlete 1-OCH
2.45 ;>> 6 singlete 1-OCOCH3
2.43 singlete '1-OCOCH3

La aparicidon de los acetoxilos a 8§ £ 2.40 indica que
estos se situan en posiciones C1 y/o C8, ya que los demas da-
rian sefilales a campos mas altos (73). El H—C5(6 C4) se despla-
za 0.32 ppm, caracteristico de un protdén situado en para al
grupo hidroxilo. El H-C7(6 Cz)‘se desplaza 0.13 ppm, caracte-
ristico de un protdn situado en orto al hidroxilo (74).

La Sefial a 6.80 6 (para C) ha sufrido un desplazamiento
de 0.45 ppm, tras acetilacién. Esta variacién es la caracteris-
tica de H en para a posiciones hidroxiladas (H-C4). La otra
sefial de los HAr acoplados en orto (7.23 6) casi no ha sufrido
modificacidén al acetilar C (7.25 &) hecho concordante en una
posicién, para este protdn, en meta al hidroxilo (H-C,).

Del conjunto de datos obtenidos para C y su derivado
acetilado, asignamos para este producto la estructura de 1,8-
dihidroxi-2,6-dimetoxixantona (73, 88).

OH P OoH
CH30

0 OCH;.

C 1,8-dihidroxi-2,6-dimetoxixantona
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FIGURA 20: Espectro de IR de C: 1,8-dihidroxi-2,6-dimetoxixantona.
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FIGURA 26: Espectro de IR de C acetilado: 1,8-diacetoxi-2,6-dimetoxi-

xantona.
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De.splazamiento

quimico (6)

11.90
11.78
7.23
6. 80
6. 36
6.28
3, 88
3.83

de RMN de C:

n°H

P e . I Y

Acoplamiento

singlete
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doblete
dob lete
doblete
doblete

singlete

CJ=9.3 Hz)
(J=9.3 Hz)
(J=2 Hz)
(J =2 Hz)

singlete>
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1,8-dihidroxi-2,6-dimetoxixantona.

As ignacion

OH- 1
OH-8
H-3
H-4
H-5
H-7

2-0au
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MeOH
+NaOMe
FIGURA 22
250 300 350 400 450
FIGURA 23
Espectros U.V. de C
1,8-dihidroxi-2,6-
dime toxixantona.
250 300 350 400 450
FIGURA 24

250 300 350 400
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Espectro de RMN de C acetilado:
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1,8-diacetoxi-2,6

As ignacion

H-3 y H-4
H-5
H-7

2-OCH3

2-0COCH-7
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4.3. ESTUDIO DE LA FRACCION Xy . COMPUESTO D: 1,6-D

3, 5-DIMETOXTXANTONA. - ANALISTS ESPECTROSCOPICO.

De la reunidén de fracciones 57-75, eluidas de la co-

lumna con hexano-&ter (75:25), se obtiene la agrupacidn XIII'

Muestra en c.c.f. una sola mancha, que adquiere co-
lor amarillo cuando la placa se somete a vapores de amoniaco

y cuando se revela con HZSO4 al 50%.

Por cristalizacidn de XIII en acetona, se obtienen
unas agujas amarillas, que revelan pureza cromatografica y cuyo
punto de fusidn es 194-196°C.

Interpretacidn del espectro de IR de D

El espectro de IR del compuesto D (fig.28) presenta
las siguientes bandas caracteristicas:

1

3440 cm’ tension O-H fendlico |

3070-2850 cm” | tensién C-H olefinica y alifética

1655 cm” | tensidén C=0 de carbonilo de xantona

1610,1585 y 1510 cm” | vibracién C=C del anillo aromitico

1210 cm-1 deformacidén C-0-C del puente etéreo de
los dos anillos bencénicos de la xantona
(38)

1155 cm”™ vibracion C-0-C del grupo C-OCH,

El espectro de IR y la coloracidén en c.c.f., debida a
vapores amonlacales, indica la presencia de un nlcleo de xanto-
na. La aparicidn de una banda hidroxilica, en la regidn de 3400
cm-1, indica la existencia de, al menos, un grupo hidroxilo en
posicidn distinta a C1 y C8 en el anillo de xantona.38).

Interpretacidn del espectro de RMN de D

El espectro de RMN de D (fig.29), realizado en aceto-
na deuterada, presenta las siguientes sefiales:
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Desplaza-  Ingegra-  Desdohla- Posible
miento ¢ ' citn " miento " ‘asignaciodn
13.05 1 singlete - -OH
7.85 1 | doblete 1H-Ar acopla-
(J=9.3 Hz) do en orto
6.95 1 - - doblete 1H-Ar acopla-
_ (J=9.3 Hz) do en orto
6.55 1 doblete TH-Ar acopla-
(J=2.6 Hz) do en meta
6.30 1 doblete 1H-Ar acopla-
(J=2.6 Hz) do en meta
4.00 3 singlete 1-0CH
3.90 3 singlete 1-OCH3

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-
siones:

Posee un grupo hidroxilo en posicidn C, ) C8’ como lo
muestra su resonancia a campo tan bajo (8VvI13ppm), caracteristi-
cos de -OH que forman puentes de hidrdgeno con el carbonilo en
orto (68).

Posee dos hidrdgenos aromaticos acoplados en orto, uno
de ellos muestra un desplazamiento quimico a 7.85 6,‘significa-
-tivo de protones situados en orto al carbonilo (C1 6 C8) los
cuales resuenan a campo mas bajo que los demas (™~ 8 &) (71).

~ Posee, también, dos hidrégénos aromaticos acoplados
en meta, que tendremos que situar en posiciones C2 y C4,'que
son las finicas que admiten ese acoplamiento, teniendo las posi-
ciones C1 y C8 ocupadas.

Las otras tres posiciones, asequibles de sustitucidn,
(CS’ C5 y C6) corresponden a dos grupos metoxilos (4.0 y 3.9 6)
y a un grupo hidroxilo que fue detectado en el IR y que no apa-
rece en este espéttro por interconversidn con el agua que acom-
pafia al disolvente utilizado para obtener su registro (ver
pag. 45)(69,70).
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Para la total asignacion de la estructura del com-
puesto D, se procedid al estudio de su espectro de UV y EM,
con las conclusiones que a continuacidn se indican.

de'lds eqpéctfés:&e ﬁVt&eﬁﬁ

La localizacidén de los dos -OH de D, detectados en
IR y RMN, se determina por el estudio de su UV, en distintos
medios, con los valores que se recogen a continuacidn.

. paxm (loge) - -
Me OH 242 (3.73) 280(3.79) 313(3. 84)
NaOMe 241 263 293 373
NaOAc 241 263 ' 293 373
NaOAc + H;BOg 242 2 80 313
AlClq 254 262 (h) 285 (h) 342
A1Clq + HC1 _ 254 262 (h) 285(h) 342

- Espectro en:MeOH

El espectro del cOmﬁuesto D, en metanol (fig.30), pre-
senta tres bandas, caracteristicas de un anillo xantbnico, Segln
Ghosal y col. (89) este espectro es caracteristico de xantonas
1,3,5,6-tetra-O-sustituidas (ver tabla I).

- Espectro en NaOMe‘y NaOAc

La modificacidén del espectro original, tras afiadir
NaOMe (fig.30), indica la existencia de grupos hidroxilo en la

molécula. La modificacidn del espectro original, tras afiadir
NaOAc (fig.31), indica la existencia de hidroxilos &acidos (C3
6 C6). | '

- E1 espectro en Meoe y AcOe son superponibles (fig.30
y 31), lo que indica que se trata de una 1,6-dihidroxixantona
y no 1,3-dihidroxixantona, donde ambas modificaciones no son
idéntias (pag. 39) (39).
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El espectro no se modifica con el tiempo indicando

la ausencia de agrupaciones orto-hidroxilicas.

- Espectros. en AlCl, y AlCl, + HC1

Al anadir AlCl3 (fig.32), se produce una modifica-
cidn con respecto al registrado en metanol, indicando la for-
macidn de complejos, caracteristicos de grupos hidroxilo en
C1 y/o C8 0 agrupaciones orto-hidroxilicas.

Al afiadirse HCl, el espectro no sufre modificacidn,
lo que descarta el segundo supuesto, ya que los complejos que
forman las agrupaciones orto-hidroxilicas con A1C13, son ines-
tables en medio acido.

Interpretacidn del espectro de masas de D

El idn molecular del EM (288 uma) es concordante con
una fdérmula molecular de C15H1206 para el compuesto D, que.co-
rresponde a una xantona dihidroxilada y dimetoxilada (fig. 33).

El resto de los picos, confirma para D, la estructu-
ra de una xantona polioxigenada:

Intensidad
m/e 'TelatiVa‘f%) " Asignacion
288 - 100 M
273 13.7 M—CH3
259 19.3 M-CHO
258 7.6 M-CHZO
245 49.2 ‘M-CHS-CO
217 14.1 M-CHS-ZCO
202 T M-2CH,-2CO

Del conjunto de datos obtenidos para D, asignamos pa-
ra este producto la estructura de 1,6-dihidroxi-3,5-dimetoxi-
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xantona, siendo sus caracteristicas fisicas y espectroscdpicas to
talmente concordantes con los dados por la bibliografia para es-

te compuesto (44,89).

0O  OH

HO 0 OCH5
OCH

D 1,6-dihidroxi-3,5~-dimetoxixantona
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FIGURA 29: Espectro de RW de D: 1,6-dihidroxi-3,5-dimetoxixantona.

Desplazamiento

quimico (6) n°H Acoplamiento Asignacion
13.05 singlete OH- 1
7. 85 doblete (J*9. 3 Hz) H-8
6.95 doblete (J=9.'3 Hz) H-7
6.55 doblete (J=2.6 Hz) H-4
6.30 doblete (J=2.6 Hz) H-2
4.00 3 singlete

2-OCH,
3.90 3 single te
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FIGURA 30
250 300 350 400
FIGURA 31
Espectros U.V. de D
1,6-dihidroxi-3,5-
dimetoxixantona.
250 300 350 400
MeOH
+AICI3
FIGURA 32

250 300 350 400
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FIGURA 33: Espectro de masas de D 1,6-dihidroxi-
3,5-dimetQXixantpna.
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4.4...EST.U.D.I.O.DE.LA.FRAC.CI.ON.XI .. SEPARACION DE E Y F.

V

De la reunidn de fracciones 80-85, eluidas de la co-
lumna con hexano-éter etilico (50:50), se obtiene la agrupacidn
XIV’

Muestra en c.c.f. una sola mancha, que adquiera un co-

lor amarillo, cuando la placa se somete a vapores de amoniaco

y cuando se revela con HZSO4 al 50%.

Por cristalizacidén de XIV en metanol, se obtiene un
sdlido amarillo pulverulento, que estudiamos como compuesto E.

Las aguas madres de XIV’ sometidas a cromatografia de
capa fina preparativa y posterior cristalizacidn en acetona-he-
xano, dan lugar a unos cristales amarillos, de comportamiento
fisico y espectral diferente al compuesto E, que estudiamos co-

mo compuesto F.
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4.4.1. ESTUDIO DEL COMPUESTO E: 1,3,8-TRIHIDROXI-2,%,6-TRIME-
- TOXIXANTONA. ANALISIS ESPECTROSCOPICO.

El compuesto E, obtenido como se ha indicado, mostrd
un aspecto pulverulento, que revelaba purezacromatografica y
de punto de fusidn 215-217°C.

Interpretacidn del espectro de IR de E

El espectro de IR del compuesto E (fig.34) presenta

las siguientes bandas caracteristicas:

1

3400 cm” tensidén 0O-H fendlico

3030-2840 cm-1 tensibén C-H olefinica y alifatica

1665 cm-1 tensidén C=0 de carbonilo de xantona

1635,1610 y 1575 c:m—1 vibracién C=C del anillo aromatico

1250 cm” deformacién C-0-C del puente etéreo de
los dos anillos bencénicos de la xantona
(38). .

1145 cm” ) vibracién C-0-C del grupo C-0-CH,

El espectro de IR y la coloracidén en c.c.f., debida a
‘vapores amoniacales, indica la presencia de un nicleo de xanto-
na. La aparicidén de una banda hidroxilica, en la regidn de
3400 cm-1, indica la existencia de, al menos, un grupo hidroxi-
lo en posici6n distinta a C; vy C8(38).

E1l espectro de RMN de E (fig.35), realizado en CDSCOCDS,

presenta las sigulentes sefiales:

~Desplaza- Integra- " Desdobla- Posible
miento 6 cidn _ " miento asignacidn
11.98 :> 5 singlete -CH
11.95 singlete -OH
6.48 1 doblete 1H-Ar acopla-

(J=2 Hz) do en meta
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" Desplaza- “Integra- Dés&ébié— - " Posible
" miento ¢ ©'¢idn “‘miento- “‘asignacidn
6.33 1 doblete 1H-Ar acopla-
(J=2 Hz) do en meta
3.98 ‘:> 6 | singlete ' -OCHS
3.95 , singlete -OCH3
3.87 3 singlete -OCHB

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-

siones:

Posee dos grupos hidroxilo, que se situan en C, Yy C8,
como lo muestra su resonancia a campo tan bajo (6 ~ 12 ppm),
caracteristico de -OH que forman puentes de hidrdgeno con el
carbonilo en orto (68).

Posee dos hidrdgenos aromdticos acoplados en meta
(J=2 Hz), que deberan estar situados en C2(6 C7) y C4(6 CS) (da-
do que las posiciones C] y C8 ya estan ocupadas).

De las cuatro posiciones, que restan, asequibles de
sustitucidn, tres corresponderan a sendos grupos metoxilo que
se observan en este espectro y la Gltima posicidn corresponde-
ra al grupo hidroxilo detectado en el IR y que no aparece en
este espectro por interconversidn con el agua que acompafia al
disolvente utilizado para obtener su registro (ver pag.45).

Para la asignacién de la posicidén del tercer hidro-
xilo en E, se procedid al estudio de sus espectros de UV y EM,
asi como al estudio de su derivado acetilado, con las conclu-
siones que a continuacidn se indican.

Interpfetaciﬁﬁ de los espectros de UV de E

La localizacidn de los tres hidroxilos de E, detec-
tados en el IR y RMN, se confirma por el estudio de su UV, en
distintos medios, con los valores que se recogen a continuacidn:
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-Amax nm (lqgh;)‘

Me OH 235 (h) 264(3.61) 335(3.42) 378(h)
NaOMe 243 254 271(h) 370
NaOAc 243 254 271(h) 270
NaOAc + HBO, 235 264 335

AlC1, 226 275 332 (h) 373
A1C1, * HC1 226 275 332(h) 373

- Espectro en MeOH

El espectro del compuesto E, en metanol (fig.36), pre-
senta cuatro bandas, caracteristicas de un anillo xantdnico. La
1,2,3,4,6,8-hexa-0-sustitucidn se muestra clara por comparacidn
de este espectro con el obtenido para A, fig. 4.

- Espectro en NaOMe y NaOAc

La modificacién del espectro original, tras afiadir
NaOMe (fig.36), indica la existencia de grupos hidroxilo. Se pro
duce 1la misma modificacidn al afiadir NaQOAc (fig.37) a la diso-
lucidn original, lo que indica la presencia de hidroxilos aci-
dos (Cq 6 Cg). Esto estd confirmado por la presencia de una ban-
da intensa entre 345-370 nm, en medio basico, que es tipico de
3-hidroxixantonas (39).

El espectro no se modifica con el tiempo (ausencia de
agrupaciones orto-hidroxilicas).

- ESpectro,en.AlC13.y,AlCl + HC1

3

Al afiadir AlCl3 (fig.38), se produce una modificacidn
con respecto al registrado en metanol, indicando la formacidn
de complejos, caracteristicas de grupos hidroxilo en C1 y/o C8
6 agrupaciones orto-hidroxilicas.

Tras afiadir HC1l, el espectro no sufre modificacion,
lo que descarta las agrupaciones orto-hidroxilicas, ya que 1los
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complejos que forman con AlCl3 son inestables en medio acido.

" Interpretacidn' del espectro de masas de E

El ion molecular del espectro (fig.39), es concordan-
te con una fdérmula molecular de C16H1408’ para el compuesto E.

El resto de los picos, confirma para E, la estructu-

ra de una xantona polioxigenada.

Intensidad“

‘m/e “relativa (%) Asignacion
334 79.0 | M
319 100 M-CH
291 47.9 M-CH3-C0
276 25.8 : M-2CH,-CO

Del conjunto de los datos fisicos y espectroscodpicos,
deducimos dos posibles estructuras para E: la 1,3,8-trihidroxi-
2,4,6-trimetoxixantona 6 la 1,6,8-trihidroxi-2,3,4-trimetoxi-
xantona. La comprobacién total de su estructura ‘se obtiene por
el estudio de su derivado acetilado.

OHl 0 OH oM OH

CH30 ; cu3o @
HO 0 OCH3  cH40 OH

OCH3 - OCH3
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4.4.1.a. ESTUDIO DEL DERIVADO ACETILADO DE E. ANALISIS ‘ESPEC-
~ TROSCOPTCO. '

Se procedid a acetilar el producto E, con anhidrido
acético y piridina, seglin se describe en la parte experimen-
tal (pag.253). E1 producto asi obtenido, se purifica por cris-
talizacidn de acetoha, rindiendo unos cristales amarillo pali-
do, de punto de fusidn 213-216°C.

~Interpretacidn del espectro de IR de E

El espectro de IR de E acetilado (fig.40) muestra las

siguientes bandas caracteristicas:

1

1770 cm™ | tensién C=0 ester fendlico
1645,1625 y 1590 cn”! bandas caracteristicas de xantonas
1195 cm”) tensidn C-0 ester fendlico

1160 cm™ vibracién C-0-C de grupos C-0-CH,
1055 cm” | tensidn. Ar-0-C simétrica.

Con este espectro se confirma la total acetilacidn de
la xantona, por desaparicidén de la banda hidroxilica.

El espectro de RMN de E acetilado (fig.41), realiza-
do en C13CD, muestra las siguientes sefiales:

Desplaza- Integra- " Desdobla- Posible
zesp_aza integra Jesdobla rosible

miento § " cibn - miento asignacion
6. 82 1 doblete H-Ar acopla-
(J=2 Hz) do en meta
6.57 1 doblete H-Ar acopla-
(J=2 Hz) do en meta.
4.00 3 singlete 1-0CH,

3.92 3 singlete 1-0CH-
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" Desplaza- " Integra- "Desdobiaf " Posible

“‘miento & " €i6n “miento ~‘asignacion
3.82 3 singlete 1-OCH3
2.45 singlete '
a2 2 7 singlete > 3-0COCH

~ La primera informacidn que podemos sacar es la con-
firmacidon de la existencia de tres hidroxilos en E, ya que
muestra tres acetatos.

Los H-Ar acoplados en meta (J=2 Hz) deben estar en
un anillo monohidroxilado puesto'que su desplazamiento ha si-
do de tan solo 0.25 ppm (H-C;)y de 0.34 ppm (H-Cs),'valores
caracteristicos (como ya se ha comentado) para un protdn orto
y para, respectivamente, a un hidroxilo que pasa a acetoxilo.
De haber estado en un anillo 1,3-dihidroxilado estos protones
hubieran resonado teniendo en cuenta la actividad doblemente
orto a hidroxilos (para H-C7) y orto,para a hidroxilos (para
H-Cs) segln indica Massicot y col. (74):

0 OAc 0 OAc

.6.86 & C 6.62 &
7L 7A
6 6
~0 5. ~0Ac N0 5~ 0CHj
A A
7.35 & g 89 s

Del conjunto de datos obtenidos para E y su derivado
acetilado, asignamos a este producto la estructura de 1,3,8-
trihidroxi-2,4,6-trimetoxixantona (88,90), siendo ésta la se-
gunda vez que se describe su aislamiento en la naturaleza.

S &y
i)
> %

.

o

YiONi1ya “
= e
2 &
7. N
2 &5
A
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OH 0 Ok
CH30

HO 0 0CH5
OCHs

E 1,3,8-trihidroxi-2,4,6-trimetoxixantona

4.4.1.b. ESTUDIO DEL DERIVADO PERMETILADO DE E.

Se obtiene el derivado trimetilado de E, para dar
lugar a 1la 1,2,3,4,6,8-hexametoxixantona, compuesto conoci-
do (85) y obtenido por nosotros al permetilar el compuesto
A (84). Se hace reaccionar E con MeZSO4 y KZCOB’ segln se
describe en la parte experimental (pag.253).

Los datos fisicos y espectroscdOpicos del derivado
trimetilado de E, son del todo concordantes con los dados
por la bibliografia para la - 1,2,3,4,6,8-hexametoxixantona
(85) y con los obtenidos por nosotros para el derivado dime-
tilado del compuesto A (84). )
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FIGURA 35: Espectro de RW de E: 1,3,8-trihidroxi-2,4,6-trimetoxi-
xantona.

Desplazamiento

quimico (6) n°H Acoplamiento Asignacidn
11.98 > singlete OH-1
11.95 singlete OH-8
6.48 doblete (J-2 Hz) H-5
6.33 doblete (J=2 Hz) H-7
3.98 singlete’
3.95 > singlete » 3-OCH3

3. 87 singlete



250

300

250

MeOH
+NCciOAc

350 400

250

300

300 350

FIGURA

Espectros

trime toxi xantona.

350

-116-
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FIGURA 41: Espectro de RMN de E acetilado:

trime toxi xantona.

Desplazamiento

quimico (0) n°H

6. 82
6.57
4.00
3.92
3.82
2.45
2. 42

Acoplamiento

doblete (J=2 Hz)
doblete (J=2 Hz)
single te
singlete
singlete
singlete

singlete A
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1,3,8-triacetoxi-2,4,6

Asignacion

H-5
H-7
I -OCH3
I -OCH3

1-OCH3

3-0COCH,
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4.4.2. ESTUDIO DEL COMPUESTO F: 1,3,8-TRIHIDROXI-2-METOXI 6
~1,3,8-TRIHIDROXI -4 ~-METOXI XANTONA. ANALISIS ESPECTROS -
COPICO. -

El compuesto F, obtenido como se ha indicado (pag.106)
mostrd un aspecto cristalino, que revelaba pureza cromatografi-
ca y cuyo punto de fusidn es 262-264°C.

Interpretacidon del espectro de IR de F

El espectro de IR del compuesto F-(fig. 42) presen-
ta las siguientes bandas caracteristicas:
-1

3470 cm tensidn O-H libre

3260 cm” tensidén O-H asociado

1655 cm | tensidén C=0 de carbonilo de xantona
1615 y 1580 cm vibracién C=C del anillo aromdtico

1265 cm” de formacidén C-0-C del puente etéreo de
los dos anillos bencénicos de la xanto-
na (38).

1 vibracidon C-0-C del grupo C-O—CH3

1155 cm

El espectro IR y la coloracidn en c.c.f., debido a
vapores amoniacales, indica la presencia de un nficleo de xan-
tona. La aparicidn de banda hidroxilica,-.en la regidn de 3400

-1 ... . . . .
cm , indica la existencia de, al menos, un grupo hidroxilo en
posicidn distinta a C1 y C8 de un anillo de xantona. (38).

Interpretacidén del espectro de RMN de F

El espectro de RMN de F (fig.43), realizado en
CDSCOCDS, presenta las siguientes sefiales:

Desplaza- ~Integra- Desdobla- Posible
miento § cidn miento ~asignacidn
7.68 1 , doble doblete 1H-Ar (protdn X,
V (J1=6.6 Hz; sistema ABX)
J,=4.8 Hz)

2
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"Desplaza- Integra- Desdobla- Posible
miento § cibdn " miento " ‘asignaciodn
7.33-7.24 2 multiplete 2H-Ar (protones

| | AB, sistem.ABX)
6.54 1 singlete 1H-Ar no acopl.
3.88 3 singlete -OCH

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-
siones:

Posee tres hidrbgenos aromdticos acoplados entre si
formando un sistema ABX, correspondiente a tres hidrdgenos con-
tiguos en uno de los anillos de la xantona. Debido a que el des-
plazamiento quimico del hidrdgeno que sale a campo mas bajo es

de 7.68 &, podemos concluir que no existen H-Ar en C1 o C8, ya
que los situados en estas posiciones salen a & » 8 (71).

Posee también un hidrbgeno aromatico, no acoplado, a
6.54 §, que se situa sobre el otro anillo, en cualquier posicidn,
menos la C, 6 C8’ por lo anteriormente argumentado.

Por Gltimo solo posee un grupo metoxilo, que todavia
no podemos situar.

Interpretacidn de'losfespectrOS’de‘UV‘de F

La localizacidén de los hidroxilos, detectados en el
IR, se efectua por el estudio de su UV, en distintos medios, con
valores que se recogen a continuacidn:

A nm (log &£)

. max
Me OH - " 222(h) 247(3.87) 274(h)  316(3.57) 368(3.15
NaOMe 233 254 292 350
NaOAc 233 254 291 350
NaOAc+H B0, 222(h) 247 274(h) 316 - 368
A1C1, 221 245 266 280 340 420
A1C1,+#HC1 221 245 266 280 340 420

3
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El espectro del compuesto F en metanol (fig.44), pre-
senta tres bandas, caracteristico de un anillo xantdnico.

- EsﬁectrO'eniNaOMe‘y'NaOAc

La modificacién del espectro original tras afiadir NaOMe
(fig.44), indica la existencia de grupos hidroxilo en la molécu-
la. Se produce la misma modificacidén al afiadir NaOAc (fig.45) a
la disolucidn original, lo que indica la presencia de hidroxilos
dcidos (C3 y/o C6). Esto viene confirmado por la presencia de una
banda intensa entre 345-370 nm, en medio basico, que es tipico de
3-hidroxixantonas (39).

- E1 espectro no se modifica con el tiempo, por lo que no
existen agrupaciones orto-hidroxilicas.

- Espectro en AlCl; y AlCl, + HCl

3

Al afiadir J-\lCl:,> (fig.46), se produce una modificacidn
con respecto al registrado en metanol, indicando la formacidn de
complejos, caracteristicos de grupos hidroxilo en C, y/o C8 o
agrupaciones orto-hidroxilicos.

Al afiadirle HC1l, el espectro no sufre modificacidén, lo
que descata, de nuevo, las agrupaciones orto-hidroxilicas, ya
que los complejos que forman con AlCl3 son inestables en medio
dcido.

" Interpretacidn del espectro de masas de F

El i6én molecular del espectro de masas (fig.47), es con

cordante con una formula molecular de C14H1006 para el compuesto
F, correspondiente a una xantona trihidroximonometoxilada.

El resto de los picos, confirma pafa F, la estructura
de una xantona polioxigenada: '
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Intensidad
m/e “relativa (%) ‘Asignacidn
274 71.9 | M
259 . 75.7 M-CH3
256 20.8 M-H,0
231 100 M-CH-CO
228 12.4 M—HZO-CO
202 15.0 . M-CHs-CO-CHO

Del conjunto de los datos espectroscdpicos, deducimos.
“para F, dos posibles estructuras: la 1,3,8-trihidroxi-Z-metoxi-
xantona o la 1,3,8-trihidroxi-4-metoxixantona, ninguna de las
cuales ha sido descrita en la bibliografia. Debido a la inexis-
tencia de producto, no se pudieron realizar derivados, que con-
firmaran una de las dos posibles estructuras, y, por lo tanto,
damos para F la estructura alternativa de: 1,3,8-trihidroxi-2-
metoxi & 1,3,8-trihidroxi-4-metoxixantona (88).

OH OH OH
CH30 @ 0
HO HO
OCH4

Posibles estructura para el compuesto F

1,3,8-trihidroxi-2-metoxixantona o 1,3,8-trihidroxi-4-metoxixan-

tona.
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FIGURA 43: Espectro de RW de F: 1,3,8-trihidroxi-2-metoxi 0

1,3,8-trihidroxi-4-metoxixantona.

Desplazamiento

quimico (6.) n°H Acoplamiento Asignacion

7.68 doble doblete H-6
ClJ1-6.6 Hz;
J 2=4 .8 Hz)
7.33-7.24 2 Multiplete H-5 y H-7
6.54 1 singlete H-2 6 H-4
3.88 3 singlete 1-OCH,
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4.5.. ESTUDIO DE LA FRACCION. XV¢.COMPUESTO G: 1,6,-DIHIDROXI-

'3,5;7;BPTETRAMETOXIXANTONA}'ANALISIS’ESPECTROSCOPICO.

De la reunidén de fracciones 88-92, eluidas de la co-
lumna con hexano-éter etilico (45:55), se obtiene la agrupa-
c1on XV.

Muestra en c.c.f. una sola manchaque adquiere un

color amarillo, cuando la placa se somete a vapores de amonia-
co y cuando se revela con HZSO4v al 50%.

Por cristalizacidn de XV en acetona, se obtiene unos
cristales amarillos, de punto de fusidn 178-179°C.

Interpretacidn del espectro de IR de G

El espectro de IR del compuesto G (fig.48) presenta
las siguientes bandas caracteristicas:

1

3240 cm~ tensidén 0-H fendlico

3005-2840 cm.1 tensidén C-H olefinica y alifatica

1655 cm” ! tensién C=0 de carbonilo de xantona

1600,1565 y 1555 cm™!  vibracién C=C del anillo aromitico

1210 cm” ! deformacidén C-0-C del puente etéreo de
los dos anillos bencénicos de la xanto-
na (38).

1130 cm” ! vibracién C-0-C del grupo C-0-CH,

El espectro de IR y la coloracidén en c.c.f. debida a
vapores amoniacales, indica la presencia de un niicleo de xan-
tona, La aparicién de una banda hidroxilica a 3240 cm”! indica
la existencia de, al menos, un grupo hidroxilo en posicidn dis
tinta a C, ¥y C8(38).

Interpretacidén del espectro de RMN de G

El espectro de RMN de G (fig.49), realizado en CD
presenta las siguientes sefiales:

3COCD31
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Desplaza- - " Integra- " Desdobla- " Posible
miento © 'cién “miento " asignacidn
13.50 1 singlete - -OH
6.50 1 doblete 1TH-Ar acopla-
(J=1.3 Hz) do en meta -
6.30 1 doblete 1H-Ar acopla-
(J=1.3 Hz) do en meta
4.00-3.90 12 2 singletes 4-OCH,

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-

siones:

.Posee un grupo hidroxilo, que se situaria en C, o) Cg» co-
mo lo muestra su resonancia a campo tan bajo (6=13.5 ppm) carac-
teristico de -OH que forman puentes de hidrdgeno con el carboni-
lo en orto (68).

Posee dos hidrdgenos aromaticos, acoplados en meta
(J=1.3 Hz), que deberan situarse en C, v C4‘ya que 1los H-_;C1 Te-
suenan a § =2 8 (71).

De las cinco posiciones que restan, asequibles de sus-
titucidén, cuatro corresponden a grupos metoxilo, que se observan
en este espectro y la Gltima posicidén debera ser un grupo hidro-
xilo detectado en el IR y que no aparece en este espectro por
interconversién con el agua que acompafia al disolvente utiliza-
do para obrener su registro (ver pag. 45)(69,70).

" Para la asignacidn de la posicidén de este hidroxilo, se
procedid al estudio de sus espectros de UVy EM, asi como al es-
‘tudio de distintos derivados, con las conclusiones que a conti-
nuacidn se indican.

La localizacidn de los hidroxilos de G, detectados en
el IR y RMN, se confirma por el estudio de su UV, en distintos
medios, con valores que Se recogen a continuacidn:
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A . nm (log e)

a2 (log e
Me OH 238(h) 253(4.09) 321(4.19)  360(h)
NaOMe ’ 247 265 (h) 368
NaOAc 247 265 (h) 368
NaOAc+H B0, 253 321 360
AlCl, | 256 (h) 268 347 409
AlCl, + HC1 256 (h) 268 347 409

- Espectro en MeOH

El espectro del compuesto G, en metanol (fig.50), pre-
senta tres bandas, caracteristicas de un anillo xantdnico.la
1,2,3,4,6,8-hexa-0O-sustitucidén -se muestra clara por comparacién
de este espectro en el obtenido para A (fig.4) y E (fig.35).

- Espectro en NaOMe y NaOAc

La médificacién del espectro original, tras afiadir
NaOMe (fig.50), indica la existencia de grupos hidroxiloc en 1la
molécula. Se produce la misma modificacidn al afiadir NaOAc
(fig.51) a la disolucibn original, lo que indica la presencia
de hidroxilos &acidos (C3 o Cg) - Esto se confirma por la exis-
tencia de una banda intensa entre 345-370 nm, en medio basico,
que es tipica de 3-hidroxixantonas (39).

El espectro no se modifica con el tiempo, por lo que
no existen agrupaciones orto-hidroxilicas.

Debido a que -ambos espectros son idénticos se tratard
de una 1,6-dihidroxixantona, ya que las 1,3-dihidroxixantonas
los dan distintos al de MeOH, pero no superponibles.

- Espectro en AlCl, y AlCl, + HC1

3 3

Al afiadir AlCl3 (fig.52), se produce una modificacidn
con respecto al registrado en metanol, indicando la formacion
de complejos, caracteristicos de grupos hidroxilo en o y/o Cq
0 agrupaciones orto-hidroxilicas.



Al afadir HC1,
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el espectro no sufre modificacién, 1lo

que descarta, de nuevo, las agrupaciones orto-hidroxilicas, ya

que los complejos que forman con AlCl3 son inestables en medio

acido.

"Interpretacidn del espectro de masas de G

Del idén molecular y de los picos isotdpicos del es-
pectro (fig.53), se deduce para G una fdérmula molecular de

Ci7H160s-

El resto de los picos, confirma para G, la estructu-

ra de una xantona polioxigenada:

m/e

P

348
333
305
290
288
273
245

Intensidad

“relativa (%) "Asignacibn
58.1 M*
100 - M-CH, -
40. 1 M-CH3-CO
50.8 M-ZCHB—CO
19.0 M-2CH,-CH,O0
14.8 M-3CH;-CH,0
14.9 M-3CH,-CH,0-CO

Del conjunto de los datos fisicos y espectroscopicos,

asignamos dos posibles estructuras para G: la 1,6-dihidroxi-
3,5,7,8-tetrametoxixantona & la 1,6-dihidroxi-2,3,4,8-tetra-

metoxixantona,

bibliografia

OCH
CH10

FO
0CH3

ninguna de las cuales ha sido descrita en 1la

OH
@ ocr-n3

0CH3
CH43O OH.

OCH3
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Para la asignacidén final de la estructura del com-
puesto G se procedid al estudio del test de Gibbs y a la pre-
paracidén, y estudio espectroscodpico, de sus derivados: aceti-
lado, monometilado y permetilado.

Como se ha sefialado en la pag. 42 , el test de Gibbs
permite detectar posiciones para libres a un grupo hidroxilo.

Debido a que las dos posibles estructuras que hemos
deducido para G muestran esta diferencia, se procedid a reali-
zar este test. Mientras que la 1,6-dihidroxi-2,3,4,8-tetrame-
‘toxixantona debe dar negativa esta prueba, la 1,6-dihidroxi-
3,5,7,8-tetrametoxixantona debe darla positiva, y como se tra-
ta de una 1-hidroxixantona, la banda de absorcidn debida al
cromdforo azul del indofenoldebe aparecer entre 660 y 700 nm
(39,63).

La preparacidn de las disoluciones se realiza Segﬁn

se indica en la pag. 44.

Se registrd el espectro (fig. 54j, tanto de los reac
tivos solos (curva A. ) como de los mismos con el compuesto
problema (curva B).La curva resultante se obtiene por sustrac-
cién de ambas, ya que el reactivo absorbe sobre 450 nm.

El resultado es una respuesta positiva, presentando
una banda de absorcidn a 687 nm (fig. 54).

4.5.a. ESTUDIO DEL DERIVADO ACETILADO DE G. ANALISIS ESPECTROS -

COPICO.

Se procedid a acetilar el producto G, con anhidrido
acético y piridina, segin se describe en la parte experimental
(pag.256). El1 producto, asi obtenido, se purifica por cristali-
zacidén de MeOH, rindiendo unos cristales blancos, de punto de
fusidn 135-136°C.
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El espectro de IR de G acetilado (fig.55) muestra las

siguientes bandas caracteristicas:

1

1770 cm_ tensidn C=0 ester fendlico

1660 cm” tensién C=0 carbonilo de xantona

1630,1590 y 1570 cm-1 vibracién C=C del anillo aromatico

1220 e deformacién C-0-C del puente etéreo
de los dos anillos bencénicos de la
xantona(38)

1200 cm-1 tensidn C-0 ester fendlico

1155 cm” | vibracién C-0-C de grupos C-0-CH,

1060 c:m—1 tensidon Ar-0-C simétrica

Con este espectro se confirma la total acetilacidn de
la xantona, por desaparicidn de la banda hidroxilica

Interpretacidn del espectro de RMN de G acetilado

El espectro de RMN de G acetilado (fig.56), realiza-

do en C1,CD, muestra las siguientes sefiales:

3
" Desplaza- ~Integra- " Desdobla- Posible
miento § - 'cidn " miento asignacién
6.85 1 doblete {H-Ar acopla-
‘ . ' (J=2 Hz) do en meta
6.60 . 1 doblete TH-Ar acopla-
_ (J=2 Hz) _ do en meta
4.00-3.90 12 2 singletes 4—OCH3
2.50 3 singlete 1~OCOCH3
2.45 3 singlete 1-OC0CH3

La primera informacidén que podemos sacar es la confir-
macidén de la existencia de dos hidroxilos en G, ya que muestra
dos acetatos.
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La vardacidn en la resonancia de los HAr del compues-
to original G a su derivado acetilado, nos permite su correc-
ta asignacidn. Tras acetilacién, los HAr aromédticas se han des-
plazado 0.30 y 0.35 ppm, desplazamiéntos caracteristicos de
HAr orto y para, respectivamente, a la posicidn hidroxilada que
pasa a ser acetilada. El1 H-2 serd el que resonaba a 6.3 & (0.30
ppm de desplazamiento) y el H-4 sera el que lo hace a 6.5 &
(0.35 ppm de desplazamiento).

4.5. b.  ESTUDIO DEL DERIVADO ' MONOMETILADO DE G.

Se obtiene el derivado ‘monometilado de G, para dar
lugar a 1la 1-hidroxi-3,5,6,7,8-pentametoxixantona, compuesto co-
nocido (91) para lo que se hace reaccionar G con diazometano, se-
gin se describe en la parte experimental (pédg.256).

El producto, asi obtenido, se purifica por cristaliza-
cidén de metanol, dando lugar a unos cristales amarillos de punto
de fusidn 107-108°C.

La estructura del producto de monometilacidn de G fue
comprobada totalmente por comparacidn con patrdén auténtico, ce-
dido por el Dr. G. Sullivan (91) (poseen idénticos datos espec-
trales, punto de fusién y punto de fusidn mixto).

4.5.¢c. ESTUDIO DEL DERIVADO DIMETILADO DE G.

Se obtiene el derivado dimetilado de G, para dar lugar
a la 1,2,3,4,6,8-hexametoxixantona, compuesto conocido (85) vy
obtenido por nosotros al permetilar el compuesto A (84) y E (88);
para ello se hace reaccionar el derivado de G monometilado con
Me2504 y KZCOS’ segin se describe en la parte experimental (pég:
256).

El producto, asi obtenido, se purifica por cristali-
zacidn de acetona, dando lugar a un sdlido pulverulento.
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Los datos fisicos y espectroscOpicos del derivado
dimetilado de G, son del todo concordantes con los dados por
la bibliografia para 1la 1,2,3,4,6,8-hexametoxixantona (85)
y con los obtenidos por nosotros para los derivados permeti-
lados de A(84) y E(88).

Del conjunto de datos fisicos y espectrales obteni-
dos para G y sus derivados, le asignamos a este compuesto la
estructura de 1,6-dihidroxi-3,5,7,8-tetrametoxixantona, sien-

do ésta la primera vez que se describe su aislamiento en la
naturaleza (83).

OCH3 0 - OH
CH30 '

HO 0 OCH4
OCH,

G 1,6-dihidroxi1-3,5,7,8-tetrametoxixantona
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FIGURA 48: Espectro de IR de

xantona.
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FIGURA 55: Espectro de IR de

metoxixan tona.
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G 1,6-dihidroxi-3,5,7,8-tetrametoxi-

G acetilado:
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FIGURA 49: Espectro de RMN de G 1,6-dihidroxi-3,5,7,8-tetrametoxi-

xantona.
Desplazamiento
quimico (0) n'°H Acoplamiento
13.50 | singlete
6.50 1 doblete (J=1.3 Hz)
6.30 1 doblete (J=1.3 Hz)
00-3.90 12 2 singletes

Asignacidn

OH- 1
H-4
H-2

4-OCH
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MeOH
+NciOMe
FIGURA 50
250 300 350
MeOH
«NUOAC
FIGURA 51
Espectros de U.V. de G
1,6-dihidroxi-3,5,7,8-
te trametoxixantona.
250 300 350 400
MeOH
-AICI3
FIGURA 52

250 300 350 400
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Desplazamiento

quimico (6) n°H Acoplamiento
6.85 1 doblete (J=2 Hz)
6.60 1 doblete (J=2 Hz)
4.00-3.90 12 2 singletes
2.50 3 singlete

2.45 3 single te
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1,6-diacetoxi-3,5,7,

Asignacion

H-4

H-2
4-OCH3
1-0COCH
1-0COCH.
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4.6.,ESTUDIQ_DE.LATFRAQCIONTXVis COMPUESTO H: 1,6-DIHIDROXI-

5,8-DIMETOXI & I, 6-DIHIDROXI -7, 8 - DIMETOXI XANTONA

De la reunidén de fracciones 93-95, eluidas de la co-
lumna con hexano-&ter etilico (45: 55), se obtiene la agrupa-
cidn Xy1-

Muestra en c.c.f. una sola mancha que adquiere color
amarillo, cuando la placa se somete a vapores de amoniaco y
cuando se revela con HZSO4 al 50%. '

Por cristalizacidon de XVI en cloroformo, se obtiene
s6lido pulverulento amarillo, de punto de fusién 170-172°C.

El espectro de IR del compuesto H (fig.57), presenta
las siguientes bandas caracteristicas:

1

3440 cm~ tensién O-H fendlico

3110-2830 cm” | tensidn C-H olefinica y alifdtica

1650 cm” | tensidén C=0 de carbonilo de xantona

1610,1570 y 1540 cm” | vibracidn C=C del anillo aromitico

1225 c:m'1 : . deformacidén C-0-C del puente etéreo de los
dos anillos bencénicos de la xantona (38).

1160 cm—1 vibracidén C-0-C del grupo C-O-CH3

1070 cm” tensidén Ar-0-C simétrica

El espectro de IR y la coloracidn en c.c.f., debido a
vapores amoniacales, indica la presencia de un nlcleo de xanto-
na. La aparicidn de banda hidroxilica, en la regidn de 3400 cm_1,
indica la existencia de, al menos, un grupo hidroxilo en posi-

cidn distinta a C1 y C8’ de un anillo de xantona. (38).

Interpretacién del espectro de RMN de H

El espectro de RMN de H (fig.58), realizado en CDSSOCD
presenta las siguientes sefiales:

3’
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- Desplaza- " Integra- " Desdobla- " Posible
"miento § " 'cion “miento : " ‘asignacion
- 12.79 : 1 singlete - -OH
10.52 1 singlete - -OH
7.60 1 doble doblete ~ TH-Ar
(J1=6.2 Hz ; (protdn X,
J2=3.3 Hz) sistema ABX)
- 7.35-7.27 2 multiplete 2H-Ar(protones
AB, sistem.ABX)
6.82 1 singlete 1H-Ar no acopl.
3.99 3 singlete -0CH4
3.77 3 singlete '-OCH3

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-
~siones:

Posee un hidroxilo en C1(6 CB), como lo muestra su re-
sonancia a campo tan bajo (8 ™ 13 ppm), caracteristico de -OH
que forman puentes de hidrogeno con el carbonilo xantdnico (68).

Posee otro grupo hidroxilo, detectado en el IR, en
posicién distinta de C1(6 CS)’ que resuena a 10.52 8. En esta
" ocasidn es detectado este OH por utilizar como disolvente

CDSSOCD3 y no CD COCD3 (ver pag. 45).

3

Posee tres hidrdgenos aromdticos acoplados entre si
formando un sistema ABX, correspondientes a tres hidrdgenos con-
tiguos en uno de los anillos de la xantona. Debido a que el des-
plazamiento quimico del hidrdgeno que sale a campo mas bajo es
de 7.60 &, podemos concluirque no existen H-Ar en C1 (¢} C8’ ya

que los situados en estas posiciones salen a § = 8 (71).

Posee un hidrbégeno aromdtico, no acoplado, a 6.82 &,
que se situa en el otro anillo, en cualquier posicidn menos la
C, 6 C8’ por lo anteriormente argumentado.

Por Gltimo posee dos grupos metoxilo, uno de los cua-

les deberia situarse en C8(6 C1) ya que, como hemos visto, no'hay
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grupo hidroxilo © hidrbdgeno aromdtico que pueda ocupar esa po-

sicidn.

" Interpretacidn de los espectros de UV de H

La localizacidn de los hidroxilos, detectados en el
.IR y RMN, se efectua por el estudio de su UV, en distintos me-
dios, con valores que se recogen a continuacidn:

oA . nm (log e )

max
Me OH 222 252 275(h) 312 370
NaOMe 244 268 287 323(h) 404(h)
NaOAc 244 268 287 323(h) 404(h)
NaOAc+H B0, 222 252 275(h) 312 370
A1Clq 222 246 267 283 335 420
A1C14+HC1 222 246 267 283 335 420

- Espectro: en MeOH

El espectro del compuesto H en metanol (fig.59), presen
ta cuatro bandas. caracteristicas de un anillo xantonico.

- Espectro en NaOMe y NaOAc

La modificacibén del espectro original, tras afiadir NaOMe
(fig.59), indica la existencia de grupos hidroxilo en la molécula.
Se produce la misma modificacidn al afiadir NaOAc (fig.60) a la dis
lucidn original, lo que indica la presencia de hidroxilos acidos
(C3 6 C6).
_ El espectro no se modifica con el tiempo, por lo que
no existen agrupaciones orto-hidroxilicas.

Debido a que ambos espectros son idénticos, se tratara
de una 1,6-dihidroxixantona (equivalente a 3,8-), ya que las
1,3-dihidroxixantonas los dan distintos al de MeOH, pero no su-
perponibles entre si.
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- Espectro en AlCl, y AlCl; + HC1

Al afiadir A1C13 (fig.61), se produce una modificacidn
con respecto al registrado en metanol, indicando la formacidn
de complejos, caracteristicos de grupos hidroxilo en C1 y/o C8
6 agrupaciones orto-hidroxilicas.

Al afiadirle HC1, el espectro no sufre modificacibnm,
lo que descarta, de nuevo, las agrupaciones orto-hidroxilicas,
ya que los complejos.que forman con AlCl3 son inestables en me-

dio acido.

Interpretacidon del espectro de masas de H

‘ Del ion molecular y los picos isotdpicos del espectro
de masas (fig.62), se deduce para H una f6rmula molecular de
C15H1206, concordante con una xantona dihidroxilada y dimetoxi-
lada.

" E1 resto de los picos, confirma para H, la estructura
de una xantona polioxigenada:

_ Intensidad
 '§£§ “relativa (%) Asignaciodn
288 88.6 M
273 100 'M-CHS
259 - 15.2 - M-CHO
245 78.3 M-CHS-CO
. 202 23.6 ) M-ZCH3-2CO

‘Del conjunto de datos espectroscdpicos, deducimos para
H, dos posibles estructuras:'la 1,6-dihidroxi-5,8-dimetoxixanto-
na 0 la 1,6-dihidroxi-7,8-dimetoxixantona, ninguna de las cuales
ha sido descrita en la bibliografia. Debido a la inexistencia de
producto, no se pudieron realizar derivados, que confirmaran una
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de las dos posibles estructuras, y, por lo tanto, damos para
H la estructura alternativa de 1,6-dihidroxi-5,8-dimetoxixan-
tona 0 1,6-dihidroxi-7,8-dimetoxixantona (88).

OCH3 0 OH OCH3 0 OH
CH30 ~

o-

HO 0

H 1,6-dihidroxi-5,8-dimetoxixantona & 1,6-dihidroxi-7,8-dimeto-

xixantona.
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Desplazamiento
quimico (6) n H Acoplamiento Asignacion

11?).5729 single te OH- T
7.60 singlete OH-6
. doble doblete H-3
(Jn=6.2 Hz; J2=3.3 Hz)
7. 365-8';-27 multiplete H-2 y H-4
. singlete H-5 6 H-7
3. 99 single te

3.7 singlete 2-OCH_
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MeOH
+NaOMe

FIGURA 59

250 300 350 400

MeOH
+NaOAc

B FIGURA 60

Espectros de U.V. de H:
1,6-dihidroxi-5,8-dimetoxi
0 1,6-dihidroxi-7,8-dimeto-

Xxixantona.

250 300 350 400

MeOH
+AICI3

FIGURA 61 M
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fT P Jritfoe 12

de masas de H: 1,6-dihidroxi-5,8-
o 1,6-dihidroxi-7,8-dimetoxixantona.
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5. ESTUDIO DEL EXTRACTO METANOLTCO .

Tallos, hojas y flores de Centaurium linarifolium

(Lamark) G.Beck, una vez secas, fueron extraidas, en continuo,
en un extractor soxhlet, hasta agotamiento, primero con hexano,

después con cloroformo y por Gltimo con metanol.

De esta manera se obtiene el extracto metandlico.

El extracto metandlico de Centaurium linarifolium se

concentra a sequedad, por eliminacidén total del disolvente, dan
do una masa semisdlida de color marrdn oscuro.

El residuo redisuelto en 1 litro de etanol es tratado
segln la marcha de Clark (pag.259, parte experimental), que tie-
ne como finalidad eliminar, en forma de sus sales de plomo, que
precipitan en la disolucidn, colorantes y otras impurezas.

Seguidamente se filtra y el filtrado se le elimina la

mayor parte de etanol a vacio.

El concentrado, en medio acuoso, se extrae en un ex-
tractor liquido-liquido, primero con €ter etilico y después con
acetato de etilo.

De esta forma obtenemos dos partes de este extracto que
van a ser objeto de estudio:la parte etérea y la parte de aceta
to de etilo.

YIDNIIYA
a o
2 <&
Py n*\\‘
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'TOGRAFIA'DE'COLUMNA.

La parte etérea del extracto metandlico, presenta las
siguientes bandas caracteristicas en su espectro de IR (fig.63 ):

1

3380 cm’ tensidén O-H
3020-2860 c:m'1 tensidén C-H olefinica y alifatica
1700 cm” tensidén C=0
1300-1100 cm” ' tensién C-0

La separacidn de los distintos componentes de la par-
te etérea del extracto metandlico, se lleva a cabo por cromato-
grafia de columna, sobre silica-gel, utilizando como eluyentes
hexano, acetato de etilo y metanol, en distintas proporciones.

Se recogen 160 fracciones de 100 ml, agrupadndose 1las
fracciones seglin su comportamignto analogo por c.c.f., e igno-
randose el estudio de aquellas que, por su complejidad y/o esca-
sa cantidad, se consideran faltas de interés.

Se obtienen asi cinco agrupaciones de fracciones, como
se indica en la tabla VII:

* TABLA VII

Columna cromatografica de la parte etérea del extracto metandlico

Agrupacidn Fracciones °~ — Compuestos cristalinos aislados

I - 1-hidroxi-3,5,6,7,8-pentametoxi-

xantona.
Xy11 (19-26) J - 1-hidroxi-3,7,8-trimetoxixantona.
- G - 1,6-dihidroxi-3,5,7,8-tetrametoxi-
xantona.
R (27) Eritrocentaurina

VIIT (28-41) K - 1,3-dihidroxi-5,6-dimetoxixantona
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Agrupacion  Fracciones Compuestos cristali'nos aislados
Gl (83-90) Decentapicrina A
Glucosido de $-sitosterol, campes
Gs (91-93) _
terol y stigmasterol.
WAVINUMZER (CM']) WAVcKUM(CM T

CONCP-fUAIION___
cm PATM

FIGURA 63: Espectro de IR de la parte etérea del extracto metandlico.
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5.1.1. ESTUDIO DE LA FRACCION X

VII:AS.EPARACI.ON._DE..I.,_J y G.

De la reunidén de fracciones 19-26, eluidas de la co-
lumna con hexano-acetato de etilo (60:40), se obtiene la agru-

pacidn XVII'

Esta agrupacidn es sometida a una nueva recromatogra-
fia de columna, sobre silica-gel, utilizando como eluyentes he-
xano y acetato de etilo, en distintas proporciones.

Se recogen 122 fracciones de 10 ml, agrupandose aque-
llas fracciones segln su comportamiento anadlogo por c.c.f., e
ignorandose el estudio de aquellas que, por su complejidad y/o
escasa cantidad, se consideran faltas de interés.

Se obtienen asi tres agrupaciones de fracciones, como
se indica en la tabla VIII.

TABLA VIII
Agrupacidn Fracciones Compuestos cristalinos aislados
I (17-22) I - 1-h1drox;—3,5,6,7,8—pentameto—
xixantona.
II ' (23-38) . J - 1-hidroxi-3,7,8-trimetoxixantona
IT1 (51-70) G - 1,6-dihidroxi-3,5,7,8-tetrameto-

Xixantona.

Cada una de las agrupaciones mostrd una mancha mayori-
taria en c.c.f., que revela con vapores de NH3, intensificando
su primitivo color amarillo, prueba caracteristica de componen-
tes xantdnicos.
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5.1.1.1. ES?UDIO‘DEL?COMPUESTO‘I:”T-HIDROXI*S;S;&;?;S;PENTAQ
" METOXIXANTONA.  ANALISIS ESPECTROSCOPICO.

De la reunidn de fracciones 17-22, eluidas de la
columna cromatografica con hexano-acetato de etilo (95:5),
se obtiene el compuesto I.

Muestra en c.c.f. una sola mancha, que adquiere co-
lor amarillo, cuando la placa se somete a vapores de amoniaco
'y cuando se revela con HZSO4 al 50%.

Por cristalizacidn de la fraccidn I en acetona-meta-
nol, se obtienen unos cristales amarillos de punto de fusidn
112-114°C.

Interpretacidén del espectro de IR de I

El espectro de IR del compuesto I (fig.64 ), presenta
las siguientes bandas caracteristicas:

3020-2850 cm”

1

tensidén C-H olefinica y alifatica

1655 cm tensidon C=0 de carbonilo de xantona

1610, 1590 y 1565 cm.-1 vibracidén C=C del anillo aromatico

1210 cm” ! deformacidén C-0-C del puente etéreo
de los dos anillos bencénicos de la
xantona (33).

1125 cm"1 vibracién C-0-C del grupo C-0-CH,

1060 cm-1 tensidén Ar-0-C simétrica

El espectro de IR indica la presencia de un nicleo
de xantona, la ausencia de banda hidroxilica, en la regidn de
3400 cm” |, indica la inexistencia de grupos hidroxilo, o su

situacidn en C1 y/o Cg(38).

Interpretacidén del espectro de RMN de I

El espectrode RMN de I (fig.e¢5 ), realizado en

CD,COCD

3 3» presenta las siguientes sefiales:
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Desplaza- " Integra- | Desdobla- " Posible
"miento & cidn "miento ' ‘asignacidn

13.25 1 singlete - -OH

6.55 1 doblete TH-Ar acoplado
(J=2.67 Hz) en meta.

6.30 1 doblete 1TH-Ar acoplado
(J=2.67 Hz) en meta.

4.13 3 singlete -OCH3

4.00 3 singlete —OCH3

3.90 S singlete ' 3—OCH3

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-
siones:

Posee un grupo hidroxilo, que se situarad en C, 6 C8,
como lo muestra su resonancia a campo tan bajo (13.25 6), ca-
racteristico de -OH que forman puentes de hidrdgeno con el car-

bonilo en orto (68).

Posee dos hidrdgenos aromaticos acoplados en meta
(J=2.67 Hz), que situaremos en posiciones C2(6 C7) y C4(6 Cs),
ya que un hidrdgeno en C1(6 C8) resuena a campo bastante mas
bajo (71).

Las cinco posiciones asequibles de sustitucidn, que
restan, corresponden a los 5 grupos metoxilos que se detectan
en el espectro.

- Interpretacidén de los espectros de UV de I

La localizacidén del hidroxilo de I, detectado en el
RMN, se confirma por el estudio de su espectro de UV, en dis-
tintos medios, con valores que se recogen a continuacidn:
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A nm (log €)

max
Me OH 238(h) 256(4.26) 315(3.93) 362 (h)
NaOMe 244 257(h) 272 (h) 317
NaOAc 256 315 362
NaOAc+H3BO3 256 315 362
AlCl3 237 260(h) 272 346
A1C13+HC1 237 260(h) 272 346

- Espectro en MeOH

El espectro del compuesto I, en metanol (fig. 66),
presenta cuatro bandas caracteristicas de un anillo xanténico.
La 1,2,3,4,6,8-hexa-0-sustitucidn se muestra clara por compa-
racidén de este espectro con el obtenido para A (fig.4),E(fig.35)
y G(fig.49).

- Espectro en NaOMe y NaOAc

La modificacidén del espectro original, tras afiadir
NaOMe (fig. 66), indica la existencia de grupos hidfoxilb en la
molécula. Al no producirse variacidn al afiadir NaOAc‘(fig. 67)
a la disolucidn original indica la ausencia de hidroxilos &ci-
dos (posiciones 3 y 6). .

El espectro no se modifica con el tiempo, por lo que
no existen agrupaciones orto-hidroxilicas.

- Espectro en AlCl, y AlCl, + HCl

3 3

Al afiadir AlClq (fig. 68), se produce una modifica-
cidén con respecto al registrado en metanol, indicando la forma-
€1i6n de complejos, caracteristicos de grupos hidroxilo en C1
y/o C8.6 agrupaciones orto-hidroxilicas.

Al afiadir HC1l, el espectro no sufre modificacidn, 1lo
que descarta, de nuevo, las agrupaciones orto-hidroxilicas, ya
que los complejos que forman con AlCl3 son inestables en medio
acido.
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Del espectro de masas de alta resolucidn (fig. 69),
se deduce para I una formula molecular, de C18 18 g» que con-
cuerda con una xantona monohidroxilada y pentametoxilada.

El resto de los picos, confirma para I la estructura

de una xantona polioxigenada:

Intensidad

“m/e relativa (%) Asignacisn
362 - 65.9 M
347 100 M-CH,
319 17.3 M-CH;-CO
304 14.4 M-2CH - CO
289 11.2 M-3CH,-CO
261 23.4 M-3CH;-2CO

Del conjunto de datos fisicos y espectroscdpicos
asignamos para I dos posibles estructuras: la 1-hidroxi-3,5,
6,7,8-pentametoxixantona (91) o la 1-hidroxi-2,3,4,6,8-pen-
tametoxixantona. La confirmacidén de la estructura de I se
obtiene pdr el estudio del test de Gibbs y la obtencidn y
andlisis espectroscdpico de su derivado acetilado. . .

OCHy 0 OH oM OCH;
CH30 0 - @ CH30
l‘ .
CH307 0 OCHy;  CH30 @ QCH3
OCH3 ~ OCHy

Posibles estructuras para el compuesto I
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”Test'de'Gibbs;del'compﬁésfd I

Como se ha sefialado en la pag. 42, el test de Gibbs
permite detectar posiciones para libres a un grupo hidroxilo.

Podria servirnos para distinguir entre la 1-hidroxi-
3,5,6,7,8-pentametoxixantona, que lo daria positivo, y la 1-hi-
droxi-2,3,4,6,8-pentametoxixantona, que lo daria negativo y co-
mo se trata de una 1-hidroxixantona, la banda de absorcidn de-
bida al cromdforo azul del indofenol, debe aparecer entre 660
y 700 nm (39,63). '

La preparacidén de las disoluciones se realiza segiin
se indica en la pag.44.

Se registrd el espectro (fig.70 ), tanto de los reac-
tivos solos (curva A) como de los mismos con el compuesto pro-
blema (curva B), la curva resultante se obtiene por sustraccidn
de ambas, ya que el reactivo absorbe sobre 450 nm.

El resultado es una respuesta positiva, presentando
una banda de absorcidn a 685 nm (fig. 70).

5.7.1.17.a. ESTUDIO DEL DERIVADO ACETILADO DE 1. ANALISIS ESPEC-
- TROSCOPICO.

Se procedid a acetilar el producto I, comn anhidrido
acético y piridina,.seglin se describe en la parte experimental
(pag.263). El1 producto, asi obtenido, es estudiado por métodos
espectroscdpicos. ' "

" Interpretacidn del espectro de IR de T acetilado

El espectro de IR de I acetilado (fig.71 ) muestra las
siguientes bandas caracteristicas:
1 _
1

1760 cm_
1665 cm
1630,1595 y 1560 cm | vibracién C=C del anillo aromitico

tensidn C=0 ester fendlico
tensidén C=0 de carbonilo de xantona
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. deformacién C-0-C del puente etéreo de 1los

1220 cm

‘ dos anillos bencénicos de la xantona.
1195 cm_1 tensidn C-0 ester fendlico
1120 cm’ vibracién €-0-C de grupos C-O-CH,
1060 cm”) tensidén Ar-0-C simétrica.

Lo mads caracteristico de este espectro es la aparicién
del carbonilo de los grupos acetato, lo que confirma la existen-
cia, en I, de grupos hidroxilo. '

'Interpretac16n delfeﬁgpctro'ae'RMN‘dE'I'acetilado

El espectro de RMN de I acetilado (fig. 72), realiza-
do en CDSCOCDz, muestra las siguientes sefiales:

- Desplaza- ‘Integfa- : - Desdobla- Posible
"miento S S cidn miento ‘‘asignacidn
6.95 1 doblete . 1H-Ar acoplado
(J=2.67 Hz) en meta.
6.60 1 doblete 1H-Ar acoplado
(J=2.67 Hz) . én meta.
4.06 3 singlete 'J'OCH3
3.95 - 6. singlete . 2-OCH3
3.85 ::>. 6 singlete _'l-OCH3
3.82 singlete '1-OCH3
2.35 3 singlete 1-OCOCH3

La primera informacidn que obtenemos es la confirma-
cidn de la existencia de un hidroxilo en I, ya que muestra un
solo acetato. ’ '

La variacién en la resonancia de los HAr del compues -
to original I, a su derivado acétilado, nos permite su correc-
ta asignacién. Tras acetilacién,'los H-Ar aromaticos se han des-
plaiadd b.SO y 0.40 ppm, deéplazamientos caracteristicos de HAr
orto y para, respectivamente, a la posicidn hidroxilada que pa-
sa a ser acetilada. El1 H-2 serda el que resonaba a 6.30 & (0.30
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ppm de desplazamiento) y el H?4 serad el que lo hace a 6.55 &
(0.40 ppm de desplazamiento).

Del conjunto de datos fisicos y espectrales obteni-
dos para I y su derivado, le asignamos a este compuesto la
estructura de 1-hidroxi-3,5,6,7,8-pentametoxixantona, siendo
esta la segunda vez que se describe su aislamiento en la na-
turaleza (91). La comprobacidn total de la estructura se rea-
1iz06 por comparacidén con patrdn auténtico y con el derivado
monome tilado del compuesto G.

OCH; 0  OH
CH30
CH30 0 OCH5
OCHj
I 1-hidroxi—3;5,6,7;8-pentaﬁetoxixantona
_.e=====-__Curva B
] Curva A o
600 650 700 750
FIGURA 70

Test de Gibbs de I: 1-hidroxi-3,5,6,7,8-
pentametoxixantona. .
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918292
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FIGURA 64: Espectro de IR de I: 1-hidroxi-3,5,6,7,8-pentametoxixantona.

948796"4669"604"3486"794376"3737229720"62"

era. fath

FIGURA 71: Espectro de IR de | acetilado: 1-acetoxi-3,5,6,7,8-penta-

metoxixan ton a.
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Desplazamiento

Espectro de RMN de

xantona.

quimico (6)

1

3
6
6
4
4
3

.25
.55
.30
.13
.00
.90

n°H

© W W a2 = -
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1-hidroxi-3,5,6,7,8-pentametoxi-

Acoplamiento

singlete
doblete (J=2.67 Hz)
doblete (J=2.67 Hz)
singlete’
singlete

singlete

Asignacion

OH - 1
H-4
H-2

5-OCH
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FIGURA 66
250 300 350 400
MeOI-1
+NaOAc
FIGURA 67
Espectros de U.V. de I:1-hidro-
xi-3,5,6,7,8-pentametoxixanto-
na.
250 300 350 400
MoOH
+AICI3

FIGURA 68
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FIGURA 72: Espectro de RMN de | acetilado: 1-acetoxi-3,5,6,7,8-

pentame toxixan tona.

Desplazamiento

quimico (5) n°H Acoplamiento Asignacion
6.95 1 doblete (J=2.67 Hz) H-4
6.60 1 doblete (J=2.67 Hz) H-2
4.06 3 singlete
3.95 6 singlete 5-OCH3
3.85 > singlete
3. 82 | singlete
2.35 3 singlete 1-0COCH
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5.1.1.2.'ééTUbI67DEL-tﬁMbﬁEéT07J;iﬂeﬁTDRoxr;3;7;8:TRIMETOXIXAN-
- TONA.' ANALISIS ESPECTROSCOPICO.

De la reunidn de fracciones 23-38, eluidas de la co-

lumna cromatografica con hexano-acetato de etilo (95:5), se ob-

tiene el compuesto J.

Muestra en c.c.f. una sola mancha, que adquiere color
amarillo, cuando la placa se somete a vapores de amoniaco y

cuando se revela con HZSO4 al 50%.

Por cristalizacién de la fraccidén J en hexano-éter eti
lico, se obtienen unos cristales amarillos de punto de fusidn
157-159°C.

"Interpretacidn del espectro de IR de J

El espectro de IR del compuesto J (fig.73), presenta
las siguientes bandas caracteristicas:

3020-2830 cm”

tensidon C-H olefinica y alifatica
] _

1660 cm tensidén C=0 de carbonilo de xantona

1610,1570 y 1560 cm™) vibracién C=C del anillo aromitico

1230 cm” | deformacién C-0-C del puente etéreo de
los dos anillos bencénicos de la xanto-
‘na (38). o

1160 cm™ ! vibracién C-0-C del grupo C-0-CHq

1070 cm” tensidén Ar-0-C simétrica

El espectro de IR y la coloracidén en c.c.f. me indica
la presencia de un nficleo de xantona. La ausencia de banda hi-
droxilica, en la regidn de 3400 cm-1, indica la inexistencia de
grupos hidroxilo, © su situacidn en C1 y/o Cg.(38).

El espectro de RMN de J (fig.74), realizado en CDSCOCD?
presenta las siguientes sefiales:
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Desplaza- Integra- " Desdobla- Posible
" miento § - cidn " miento " ‘asignaci®dn
7.62 1 doblete TH-Ar acoplado
(J=8 Hz) en orto.
7.25 1 doblete 1H-Ar acoplado
(J=8 Hz) en orto.
6.48 1 doblete 1H-Ar acoplado
(J=2 Hz) en meta.
6.30 1 doblete 1H-Ar acoplado
(J=2 Hz) en meta.
3.92 9 2 singletes 3-OCH3

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-
siones:

Posee dos hidrbgenos aromaticos acoplados en orto
(J=8 Hz), que situaremos en uno de los anillos xantdnicos, en
posiciones C7(6 CZ) y C6(6 C3) o) C6(6 C3) y C5 (o C4), ya que
un hidrégeno en posicidn C1(6 CS), resuena a campo mas bajo
© ~ 8 ppm) (71).

Posee dos hidrogenos aromidticos acoplados en meta
(J=2 Hz), que situaremos en posicicnes C, (6 C7)'y C, (0 Cg)-del
otro anillo xanténico, por la razdén anteriormente indicada.

De las cuatro posiciones restantes, asequibles de sus-
titucidn, tres estaran ocupadas por grupos metoxilo ya que se
detectan a 3.92 8.

'Interpretaciﬁn‘de‘1o$'espectros’de'UV de J

La localizacién del posible hidroxilo de J y la verda-
dera sustitucién de la xantona, se realiza por el estudio de su
espectro de UV, en distintos medios, con valores que se recogen

~a continuacién: '
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A nm (log ¢)

max
MeOH 238(4.45) 259(4.52) 311(4.10) 385(h)
NaOMe 239 262 - 273(h) 320 390
NaOAc 238 259 311 385 (h)
NaOAc+H ;B0 238 259 311 385 (h)
A1CL4 235 273 330 425
A1C1,+HC1 235 273 330 425

- Espectro en MeOH

El espectro del compuesto J en metanol (fig.75 ), pre-
senta cuatro bandas, caracteristicas de un anillo xantdnico. Co-
rresponde al espectro UV caracteristico de xantonas 1,3,7,8-te-
traoxigenadas (ver tabla I).

-'EsﬁéctTO'én'NaOMe;y NaOAc

La modificacidén del espectro original, tras afiadir
NaOMe (fig.75 ), indica la existencia de grupos hidroxilo en la
molécula. La no variacidn del espectro al afiadir NaOAc (fig.76 )
a2 la disolucidn original, indica la ausencia de hidroxilos aci-
dos (posiciones 3 y 6). .

El espectro no se modifica con el tiempo, por lo que
no existen agrupaciones orto-hidroxilicas. '

- Espectro.en.AlCLS y Al1Cl.+HC1

3

Al afiadir AlCl, (fig.77 ), se produce una modifica-
cidén con respecto al registrado en metanol, indicando la forma-
cidn de complejos, caracteristicos de grupos hidroxilo: en ¢,
y/o Cq 0 agrupaciones orto-hidroxilicas.

Al afiadir HC1l, el espectro no sufre modificacidn, lo
que descarta, de nuevo, las agrupaciones orto-hidroxilicas, ya
que los complejos que forman con AlCl3 son inestables en medio
acido.
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Interpretacidn del espectro de masas de J

Del espectro de masas de alta resolucidén (fig.78 ), se
deduce para J una formula molecular de C16H1406’ que es concor-

dante para una xantona monohidroxilada y trimetoxilada.

El resto de los picos, confirma para J la estructura
de una xantona polioxigenada.

Intensidad
m/e “relativa (%) Asignacidon
302 87.4 M"
287 100 M-CH 5
284 17.9 M-H,0
273 23.1 M-CHO
269 10.7 M-CH3—H20
259 37.9 M—CHS-CO
255 10.0 M-CHO-H,0
245 10.2 M-CHO-CO’
216 16.1 M—ZCH3-2C0
201 20.7 M-3CH3-ZCO

Del conjunto de datos fisicos y espectroscdpicos asig-
namos para J, dos posibles estructuras: la 1-hidroxi-3,7,8-trime-~
toxixantona (Decusatina) © la 1-hidroxi-2,6,8-trimetoxixantona
(Isodecusatina) (92). La confirmacidn de la estructura se realizd
por comparacidn con patrdn auténtico de decusatina (93), que re-
sultd del todo concordante con el compuesto J.

OCHy O OH
CH40

0 OCH3y

J 1-hidroxi-3,7,8-trimetoxixantona
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1-hidroxi-3,7,8-trimetoxixantona

Asignacioén

H-5
H-6
H-4
H-2
3-OCH3
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300 350 400

FIGURA 76

Espectros de U.V. de J:
l1-hidroxi-3,7,8-trimeto

xixantona.

300 350 400
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5.1.1.3.'ESTUDIO'DEL'COMPUESTO'Gt 1,6-DIHIDROXI-3,5,7,8-TETRA-
METOXIXANTONA.

De la reunidn de fracciones 51-70, eluidas de la co-
lumna cromatografica con hexano-acetato de etilo (50:10), se
obtiene el compuesto G.

Muestra en c.c.f. una sola mancha, que adquiere color
amarillo cuando la placa se somete a vapores de amoniaco y cuan
do se revela con HZSO4 al 50%.

Por cristalizacién de la fraccidn G en acetona-hexano,
se obtiene un producto cristalino amarillo, de punto de fusidn
y caracteristicas espectroscdpicas idénticas al compuesto G,
obtenido en el extracto hexanico y descrito en el apartado 4.5.
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5.1.2.'ESTUbTO”DE ‘LA ' FRACCION ‘R:" ERITROCENTAURINA. ANALISIS
ESPECTROSCOPICO. '

De la fraccién 27, eluida de la columna cromatogra-
fica con hexano-acetato de etilo (60:40), se obtiene el com-

puesto R.

Muestra en c.c.f. una sola mancha y por cristalizacién
de acetona, rinde unoscristales naranja, de punto de fusidn
132-135°C.

Interpretacidén del espectro de IR de R

El espectro de IR de R (fig.79 ), muestra las siguien-

tes bandas caracteristicas:

1

3080-2840 cm tension C-H olefinica y alifitica

1730 cm : tensidén C=0 d6-lactona conjugada
1700 cm-1 tensidén C=0 aldehido conjugado
1580 cm-1 vibracién C=C de anillo aromatico
1470 cn” vibracion -CH,-

1200 c:m-1 tensién'C-O esteres 0 lactonas
1050 cm” vibracién sistemas ciclicos.

760 cm deformacidn C-H fuera del plano para bence-

nos 1,2,3-trisustituidos.

E1l espectro IR del compuesto R posee como mas caracte-
ristico: absorciones de anillo aromadtico y absorciones carboni-
licas de aldehido y carbonilo de S§-lactona conjugados.

En conjunto es el espectro tipico de una isocumarina
(o dihidroisocumarina) formilada en el anillo aromatico (37).

Interpretacidén del espectro de RMN de R

El espectro de RMN de R (fig.80 ), realizado en C1,CD,
presenta las siguientes sefiales:

8,
&
ry ¥ A0
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Desplaza- Integra- Desdobla- Posible
miento § cibén "miento asignaciodn
10.1 1 singlete -CHO
8.40 1 doble doblete 1H-Ar acoplado
(J1=7.33 y en orto-meta
J,=1.33 Hz) _
8.05 1 doble doblete 1H-Ar acoplado
(J1=7.33 y en orto-meta
J,=1.33 Hz)
7.62 1 triplete 1H-Ar doblemen-
(J=7.33 Hz) te acoplado en
orto
4,57 2 triplete 00C-CH,, - CH -
(J=6 Hz)
3.67 2 triplete -CH, - CH, -Ar
(J=6 Hz)

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclusio-
nes:

Posee un grupo aldehido, detectado en el espectro de
infrarrojo, cuyo hidrégeno resuena a 6=10.1 ppm.

Posee tres hidrbdgenos aromdticos contiguos, como 1lo
muestra su acoplamiento: dos de ellos acoplando en orto y meta
y el tercero acoplando déblemente en orto (anillo bencénico
1,2,3-trisustituido) .

Por Giltimo, tenemos dos grupos -CH, - acoplados entre si
(triplete, J=6 Hz) que corresponderan al anillo de &-lactona,
detectado en el espectro de infrarrojo. '

De los datos espectrales obtenidos de R, se le puede
asignar, a este compuesto, dos posibles estructuras de: S5-for-
mil u 8-formildihidroisocumarina.
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OHC ~0 ~0

CHO

posibles estructuras de R

Espectro de UV de R

El espectro de UV de R (fig.81 ), realizado en meta-
nol, presenta los siguientes maximos de absorcidn:

Amax nm (log €) 223(3.90); 240(h); 291(2.78)

No presenta ninguna variacidn al afiadir NaOMe, por 1lo
que la molécula carece de grupos hidroxilo fendlicos.

" Interpretacidn del espectro de masas de R

En el espectro de masas de R (fig.82 ), el i6n molecu-

lar es 176, concordante con la fdérmula molecular: C1OH803'

‘El conjunto de picos significativos, son explicables
seglin el siguientes esquema de fragmentacidn (94).
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FRAGMENTOS PRINCIPALES EN EL EM DE R

OHC

A(///:CHO

0
<0

m/e 147 (32.0%)

l-co

m/e 119 (96.1%)

l -CH,

G

+ ’O

rd

m/e 105 (25.2%)

0
<0
m/e 176 (89.0%)
\\\\\;fo‘
OHC 0™
-CO
. o~ m/e 148 (69.0%)
CgHgO
m/e 120 (86.8%) l‘“'

OHC 0

-H
\\\\s | m/e 147 (32.0%)
+
CgtcO l—co
m/e 118 (snsa‘R\;f

C8H70+

m/e 119 (96.1%)

l-co

+
C7H7

m/e 91 (83.0%)
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Del conjunto de datos fisicos y espectroscopicos, asig-
namos para R la estructura de 5- formil-3,4-dihidroisocumarina,
conocida como eritrocentaurina (95-97).

R Eritrocentaurina

Comentario final

La eritrocentaurina es un producto muy controvertido
en los estudios cientificos del género Centaurium.

Es aislado, por primera vez, en 1927 por Kariyone y
col. (95) de Centaurium umbellatum, como un producto natural

aislado e identificado junto a algunos glicbsidos. En 1958,
Kubota y col. (96) obtienen pequefias cantidades de eritrocen-
taurina a partir de algunos glicbésidos como la Swertiamarina
por tratamiento de hidr6lisis con emulsina. En un principio
pensaron que se trataria de la aglicona de este glicbdsido, pe-
ro determinada la estructura de la Svertiamarina, dieron el
siguiente proceso de transformacitn (98): '

-~

0 emulsina N¢|
— = z[0]
OHC CHO

GluO o) g \

I Swertiamarina

=
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0 0
OHC X 0 > OHC v <0
| cHo O
CFb
- II Eritrocentaurina

Mids recientemente, en 1979, Bishay y col. (22) obtie-
nen eritrocentaurina con un tratamiento acido de la Swertiama-
rina aislada de Centaurium spicatum.

Parece deducirse de todo ello que la eritrocentaurina
no es un producto natural, sino un artefacto provocado por la
transformacién de algunos glicdsidos en medio acido.

En nuestro proceso de aislamiento del compuesto R no
ha intervenido el medio acido (ver parte experimental).

No obstante para asegurar la existencia de la eritro-
centaurina como tal en la planta, sometimos dos iridoides pa-
trones (Decentapicrina A y Swertiamarina) al proceso que se
sigue en la mancha de Clarck (ver parte experimental pag.259).
Ambos giicésidos iridoidales fueron recuperados inalterados,
lo que nos permite asegurar que la Eritrocentaurina aislada
por nosotros de C. Linarifolium debe ser un producto natural

y no un artefacto producido por la hidrdlisis de los iridoi-
des presentes en la planta (99 ).

Para completar el estudio de R se procedid a su hidré-
lisis con metanol y HZSO4 al 2% (ver parte experimental, pag.
266). E1 anillo lacténico se abre, metilandose la parte carbo-
xilica y formandose el hemiacetal entre el 5-formil y la parte
alcohdlica de la §-lactona, para dar el 1-hidroxi-3,4-dihidro-
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1H-2-benzopiran :-5-carboxilato de metilo (III), siendo esta
la primera vez que se describe este compuesto (99 ).

0

OHC N¢) MeOH
HZ SO[. (2°%)

—

III

§.1.2.a. TRANSFORMACION DE R EN 1-HIDROXI-3,4-DIHIDRO-1H-2-BEN-
' ZOPIRAN-5-CARBOXILATO DE METTLO. ANALISIS ESPECTROS -
COPICO.

Se procedid a tratar el compuesto R en medio acido
con MeOH y HZSO4, seglin se describe en la parte experimental
pag. 266, | ‘

El producto, asi obtenido, se ‘purifica por cristali-
zacidn de acetona, rindiendo unas agujas blancas de punto de
fusién 199-202°C.

Interpretacidn del espectro IR del derivado de R

El espectro de IR del derivado de4R (fig.83 ), mues-
tra las siguientes bandas caracteristicas:

3040-2840 cm” | tensién C-H olefinica y alifédtica
1 :

1720 cm tensién C=0 ester
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1

1590 cm” vibracidon C=C de anillo aromatico

1460 y 1435 cm” | vibracién -CH,-

1270 cm_1 tensidn C-0 esteres

1140 cm”™! tensidn C-O alcoholes secundarios y tercia-
970 c:m-1 tensidn C=C antisimétrica rios
750 cm-1 deformacién C-H fuera del plano para

bencenos 1,2,3-trisustituidos.

El anillo aromidtico permanece, pero ha desaparecido

al carbonilo de aldehido conjugado. Parece ser que la lactona

h

se ha abierto y el carbonilo §-lactdénico conjugado (1730 cm’
ha dado lugar a otro de ester conjugado (1720 cm-1).

" Interpretacién del espectro de RMN del derivado de R

El espectro de RMN del derivado de R (fig.84 ), reali-
zado en C13CD, presenta las siguientes sefiales:

Desplaza- ‘Integra- Desdobla- " Posible

miento(§) cidn miento asignacidn
7.94 1 doble doblete Hidrégeno X,
(J1=6.7 y sistema ABX
J2=2.7 Hz)"
7.55-7.35 2 - multiplete Hidr6genos AB,
sistema ABX
6.15 1 singlete -CH:S
4.23-4.10 2 triplete defor- O-CH,-CH,-
mado .
3.86 3 singlete -COZCI;I‘3
3.22 2 doble doblete -CH, ~CH, -Ar-
(J1=8.O y
J2=4.O Hz)

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-
siones: |

Presenta una sola agrupacién carboxilica (s,'3.86 8).
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Permanece el anillo aromitico 1,2,3-trisustituido, con
tres hidrbgenos aromaticos contiguos que resuenan en forma de
un sistema ABX.

Muestra la presencia de un fragmento de molécula

O--CHZ-CH2 -Ar. 0

Aparece un -cH (s, 6.15 &), como parte nueva e inexis
tente en R. 0

Segtn el IR y el RMN del derivado de R, el grupo -CHO
ha desaparecido y el anillo lactdnico se ha abierto para meti-

larse la parte carbonilica.

Este hidrdgeno, tan desapantallado y sin acoplar, que
resuena a 6.15 &, hace sospechar la obtencidén del acetal & he-
miacetal del grupo formilo. La ausencia de -OH en IR y RMN y la
presencia de su finico metoxilo en el RMN, no permite decidirnos
por una de las dos alternativas.

La asignacién final de la estructura, para el derivado
metilado de R, se obtuvo mediante el estudio de su E.M. de alta
resolucidn, con los datos que a continuacidén se detallan:

En el espectro de masas de alta resolucién‘(fig.SS ),
se deduce para el derivado de R una férmula molecular de C11H1204,
concordante con el metilester-hemiacetal obtenible por apertura
de la &-lactona de R. ‘

El conjunto de los picos significativos, son explicables
segln el siguiente esquema de fragmentacidn:
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FRAGMENTOS PRINCIPALES EN EL EM DEL DERIVADO DE R

j
0 Co,Me o HO CO,Me

m/e 208 (4.3%) m/e 207 (5.3%)

’OH Ci1H1003
-0CH,

m/e 190 (0.9%)

CO-Me |
2 C. H.0 -OCH
107903
n/e 177 (2.7%)
m/e 191 (100%) C10M70;
-CO m/e 159 (29.9%)
-Co
-CO,Me CoHlg0,
m/e 149 (2.9%) CH.O
otly
CoHgO,

m/e 131 (16.7%)
m/e 132 (7.9%)

-CO

CgHo

m/e 103 (15.8%)
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Del conjunto de datos espectros copieos, para el deri-
vado de R, le asignamos a este compuesto la estructura de 1-hi-
droxi- 3,4-dihidro- 1H-2-benzopiran-5-carboxilato de metilo, com-

puesto descrito por primera vez en la bibliografia (99)

200 250 300

FIGURA 81

Espectro UV de R: eritrocen tau-

rina.

PERKIN-ELM ER

VONIIVA

12V
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FIGURA 79: Espectro de IR de R: Eritrocentaurina.
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WAVfeNUMUgR t0»Q

FIGURA 83: Espectro de IR del 1-hidroxi-3,4-dihidro- 1H-2-benzopiran-

5-carboxilato de metilo.



FIGURA 80:

Desplazamiento

quimico (6) ri°H
10.10 1
8.40 1
8.05 1
7.62 1
4.57 2
3.67 2

74

Acop lamiento

singlete

doble doblete

(J -*=7.33 y J2=1.33 Hz)
doble doblete

(J-*7.33 y J2=1+33 Hz)
triple te (J=7.33 Hz)
triplete (J=6 Hz)
triplete (J=6 Hz)

Espectro de RMN de R: Eritrocentaurina.

Asignacioén

-CHO
H-6

H-7
2H-3
2H-4
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de R: Eritrocentaurina.

Espectro de masas

FIGURA 82
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UM T
SHUTH

FIGURA 84: Espectro de RMN del 1-hidroxi-3,4-dihidro-1H-2-benzopiran-

5-carboxilato de metilo.

Desplazamiento

quimico (06) n°H Acoplamiento Asignacion

7.94 dob le doble te H-6
(J1=6. 7 y J2=2 .7 Hz)

7.55-7.35 multiple te H-7y H-8
6. 15 single te H-1

4.23-4.10 triplete deformado 2H-3
3. 86 singlete -CO2CH3
3.22 doble doblete 2H-4

(~=8.0 y J2=4.0 Hz)
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FIGURA 85

IH-2-benzopiran-5-carboxilato de metilo.
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5.1.3. ESTUDIO DE LA FRACCION X COMPUESTO K: 1,3-DIHIDROXI-

VIII®
5,6-DIMETOXIXANTONA. ANALISIS ESPECTROSCOPICO.

De la reunidn de fracciones 28-41, eluidas de la co-
lumna cromatografica con hexano-acetato de etilo (60:40), se

obtiene la agrupacidn XVIII'

Esta agrupacién es sometida a nueva recromatografia de
columna, sobre silica-gel. De la reunidén de fracciones 44-73,
eluidas de la columna con hexano-acetato de etilo (85:15), se
obtiene el compuesto K con mayor pure:za.

Muestra en c.c.f. una sola mancha, que.adquiere color
amarillo cuando la placa se somete a vapores de amoniaco y cuan
do se revela con H,50, al 50%.

Por cristalizacién de acetona, se obtienen unos cris-
tales amarillos, de punto de fusidén 255-257°C.

Interpretacidn del espectro de IR de K

El espectro de IR del compuesto K (fig. 86 ), presenta
las siguientes bandas caracteristicas:
1

3400 cm tensién O-H

3020-2840 cm” | tensién C-H olefinica y alifatica

1655 cm” ! tensién C=0 devcarBonilo de xantona

1605,1580 y 1510 cm |  vibracién C=C del anillo aromitico

1220 cm-1 deformacidén C-0-C del puente etéreo de
los dos anillos bencénicos de la xantona
(38). | ‘ |

1160 cm” | vibracién C-0-C del grupo C-0-CHs

1070 cm” tensidén Ar-0-C simétrica

El espectro de IR y la coloracidén en c.c.f. indican 1la
presencia de un niicleo de xantona. La aparicidn de una banda hi-
droxilica a 3400 cm-1, indica la existencia de grupos hidroxilo

en posiciones distintas a C1 y C8(38).
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Interpretacidn del espectro de RMN de K

El espectro de RMN del compuesto K (fig.87 ), realiza-
do en CD3COCD3, presenta las siguientes sefiales:

Desplaza- Integra- “ Desdobla- Posible
miento & " cion ‘miento asignacidn
13.00 1 . singlete ~-OH
7.85 1 doblete 1H-Ar acoplado
(J=8.7 Hz) ) en orto
7.02 1 doblete 1H-Ar acoplado
(J=8.7 Hz) en orto
6.72 1 doblete 1H-Ar acoplado
(J=2 Hz) en meta
6.33 1 doblete ‘ TH-Ar acoplado
(J=2 Hz) en meta
4.01 3 singlete -OCH3
3.92 3 singlete -0CH 4

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-
siones:

z

Posee un grupo hidroxilo, que'se situard en C1 o C8,
como lo muestra su.resonancia a campo tan bajo (8=13 ppm), ca-
racteristico de -OH que forman puentes de hidrdgeno con el car-
bonilo en orto (68).

Posee dos hidrdgenos aromidticos acoplados en orto
(J=8.7 Hz), que situaremos en uno de los anillos xantdnicos
en posiciones Cg ¥ Co, ya que el hidrbgeno situado en Cg Te-
suena a campo bastante bajo (6 ™~ 8 ppm) (71 ).

Posee dos hidrbgenos aromaticos acoplados en meta
(J=2 Hz), que situaremos en el otro anillo. Debido a que ya
tenemos un hidroxilo en C],-se situaran en posiciones C2 y C4,
lo que esta de acuerdo con los valores del desplazamiento qui-
mico para esas posiciones (6 6.72 y 6.33 ppm).
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De las tres posiciones restantes, asequibles de susti-
tucidn, dos estardn ocupadas por grupos metoxilo y la otra de-
bera ser un grupo hidroxilo, detectado en el espectrode infra-
Trojos, y que no aparece en este espectro por interconversidn
con el agua que acompafia el disolvente utilizado para obtener
su registro (ver pag. 45 ) (69,70).

Interpretacidn de los espectros de UV de K

La localizacidén de los hidroxilos de K, se realiza
por el estudio de sus espectros de UV, en distintos medios,
con valores que se recogen a continuacidn: '

- Apax B (log €)

o max
MeOH 243(3.78) 282(3.37) 312(3.48)
NaOMe 240 262 283 373
NaOAc - 241 265 284 365
NaOAc+H ;B0 243 282 312
A1C1, 254 262 (h) .283(h) 344 390(h)
AlCl,+HC1 254 262 (h) 283(h) 344 390(h)

- Espectro en MeOH

El espectro del campuesto K en metanol (fig. 88), pre-
senta tres bandas, caracteristicas de un anillo xantdnico. Co-
rresponde al espectro de UV caracteristico de xantonas 1,3,5,6-
tetraoxigenadas (ver tabla I), lo que confirma la sustitucidn
que habiamos deducido de su espectro de RMN.

- Espectro en NaOMe y NaOAc

La modificacién del espectro original, tras afiadir
NaOMe (fig. 88 ), indica la existencia de grupos hidroxilo en
la molécula. Al modificarse, también, al afiadir NaOAc (fig.89 )
a la disolucidn original, indica la existencia de hidroxilos
dcidos (posiciones C3 y/o Cb)‘ Dado que el espectro en NaOMe
y NaOAc no son superponibles (fig.88,89 ), se trata de una
1,3~-dihidroxixantona y ndé de una 1,6-dihidroxixantona, donde
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ambos espectros serian idénticos.

El espectro no se modifica con el tiempo, por lo que

no existen agrupaciones orto-hidroxilicas.

- Espectro en AlCls,yAAlClA + HC1

3

Al afiadir AlCl3 (fig.90 ), se produce una modificacidn
con respecto al registrado en metanol, indicando la formacidn
de complejos, caracteristicos de grupos hidroxilo en C1 y/o C8
6 agrupaciones orto-hidroxilicas.

Al afiadir HC1l, el espectro no sufre modificacidén, 1lo
que descarta, de nuevo, las agrupaciones orto-hidroxilicas, .ya
que los complejos que forman con AlCl3 son inestables en medio
dcido.

Interpretacidn del espectro de masas de K

En el espectro de masas del compuesto K (fig.91), el
idn molecular es concordante con la férmula molecular de C15H1206,
indicando que K es una dihidroxi-dimetoxixantona.

El resto de los picos, confirma para K, la estructura
de una xantona polioxigenada:

Intensidad
m/e “relativa (%) " ‘Asignacién
288 100 M*
273 17.8 M-CH3
259 20.0 M-CHO
258 9.6 M-CHZO
245 . 52.0 M-CHS-CO
244 10.9 M-CHS-CHO
230 8.2 M-2 CHS-CO
217 22.6 M-CH3-2 Cco
202 9.6 M-2 CH,-2 CO

3



-195-

Del conjunto de datos fisicos y espectroscdpicos, de-
ducimos para K, la estructura de 1,3-dihidroxi-5,6-dimetoxixan-
tona, aislada en varias ocasiones, y cuyos datos resultaron del
todo concordantes con los dados por la bibliografia (100).

0 OH

CH3O 0 OH
0CH3

K 1,3-dihidroxi-5,6-dimetoxixantona



i000 WAVENUMCER (CM 1 3000

SAMPIE

ORIGIN

FIGURA 86:

e

P.EMARICS

Espectro de IR

OTIVIMT it
CONCENTRAITOK
m i PATH

UFERENCI

de K

)B0O

RFP SCAN
MIGH 1IIMTT

10W IIMIT

« ABSOSSA
FXPAKJSION
SUPPRESSION

TIME DRIVE

1,3-dihidroxi-5,6-dimetoxixantona.

WAVENUMSER (CM %

.om ek

SFAN TIME 1™
RESPOMSF

SIT PROGRAM

1000 800 600
ORDINATE
FXPANOOW L) [
MNCU F RFAM AlS

PRE SAMPtE CHOPPER



-197-

60 190 | MHZ

MKZ

2181

FIGURA 87: Espectro de RMN de K: 1,3-dihidroxi-5,6-dimetoxixantona,

Desplazamiento

quimico (¢) n°H Acoplamiento Asignacién
.13.00 singlete OH -1
7. 85 doblete (J=8.7 Hz) H-8
7.02 doblete (J=8.7 Hz) H-7
6. 72 doblete (J=2 Hz) H-4
6. 33 doblete (J=2 Hz) H-2
4.01 3 singlete 2-0CH3

3.92 3 singlete?
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FIGURA 88

300

FIGURA 90

MeOH
+NaOAc

350

400
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MeOH
+NaOMe

250 300 400

FIGURA &9

Espectros de U.V. de K
1,3-dihidroxi-5,6-dircetoxi-

Xxantona.

250 300 350 400
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5.1.4,,ESTUDIO_DE LA FRACCION GI.: DECENTAPICRINA A. ANALISIS

IZ

- ESPECTROSCOPICO.

De las fracciones 83-90, eluidas de la columna croma-
tografica, con acetato de etilo-metanol (90:10), se obtiene

la agrupacidn GII.

Muestra una sola mancha por c.c.f., y por cristaliza-
cidon de acetona, rinde unos cristales blancos, de punto de fu-
sién 252-255°C y poder rotatorio {a}}®*%=-177.42 (MeoH).

Interpretacidn del espectro de IR de .GII

El espectro de IR de GI; (fig.92 ), muestra las si-
guientes bandas caracteristicas:

3560-3080 cm-1(muy intensa) tensidén O-H
3020-2850 cm” | tension C-H olefinica y alifatica
1710 y 1690 cm” | tensidén C=0 &6-lactona conjugada

y ester benzoico.
1

1620 cm’ vibracién C=C de anillo aromitico
1455 cm-1, vibracién -CH,-

1410 cm” deformacién C=C-H en el plano
1280, 1240 y 1205 cm” | tensién C-0 &steres

1090 y 1065 e tensién C-0 alcohol secundario
1040 cm-1 vibracidén de sistemas ciclicos

995 y 925 cm” | deformaci®én C-H grupos vinilo

840 cm” - deformacidén -CH=C{ fuera del plano
900 y 755 cm” ! deformacién C-H fuera del plano

para bencenos meta-disustituidos.

Es un espectro caracteristico de un compuesto glicosi-
dado, con una fuerte absorcidn hidroxilica (3560-3080 y 1090- -
-1060 cm-1). Presenta dos bandas carbonilicas debidas posible-
mente a una 0-lactona conjugada y un ester benzoico. Muestra
bandas aromdticas y olefinicas, con la presencia de un grupo
vinilo (dos bandas a 995 y 925 cm-1).



Interpretacidn del.espectr0.de.RMN.de”GII

CDSOD, presenta las siguientes sefiales:

'DesElaza—

"miento §

7.65-7.40
7.32

7.10
5.60
5.50-5.30
5.16
4.90
4,30-4.00
4.00-3.70

3.70-3.40
3.40-3.20

Integra-

" 'cién

" Desdobla-
miento

multiplete
doblete
(J=2 Hz)
triplete
(J=6.7 Hz)
doblete
(J=2 Hz)
multiplete

doble doblete

(3,=8.7 y J,=2 Hz)

doblete
(J=8 Hz2)

multiplete
multiplete

multiplete
multiplete

triplete ancho
(J=6 Hz)

multiplete

- -201-

E1l espectro de RMN de GII (£fig.93 ), realizado en

Posible

~asignacidn

3H-Ar
N e
/C-CH—O

1H-Ar doblemen
te acop.en orto

0
“SCH-CH

O/ —
CH= y H-(Il-a'zﬁcar
OCOArT
-CH=CH,parte B,
de un'sist.ABz

Oau-cu

Oy

€ anomérico

CHZ-CQQ-OCO

3 H-COH-glicd-
sido.

HO-Cﬁz-azﬁcar

CHZ\

_CH-C=
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Del espectro de RMN se deducen las siguientes con-
clusiones: '

Posee un anillo bencénico meta disustituido, como 1lo
demuestra la resonancia de cuatro protones aromaticos, uno de
los cuales acopla doblemente en orto. La presencia de un carbo-
nilo benzoico, en el IR y fuerte banda hidroxilica, junto con

los datos del RMN, hace proponer un anillo 3-hidroxibenzoato:
0
T
-0-C

OHl

La sefial a 6=7.32 ppm es tipica de un protdn en C; de
un anillo secoiridoidal, con sustituyentes electronegativos en
posiciones contiguas y que acopla con un protdén situado en el
carbono £, a través de un doble enlace (11,21,24,25).

Aparecen, también, un grupo de sefiales, correspondien-
tes a los grupos CH de un azlGcar, destacando:

a) Un multiplete a & 5.5-5.3 ppm asignable a dﬁ_CH uni -
do a un O-sustituido, debiendo tratarse de un grupo desapantallan
te, ya que su resonancia se ve desplazada a campo bastante méis
bajo que las demds. Posiblemente esté esterificado formando par-
te del benzoato detectado.

b) Un multiplete a & 4.00-3.70 ppm, que integra tres
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protones, que corresponden a tres _CH-OH del azlcar.

c) Un multiplete a 6 3.70-3.40 ppm, que integra dos
protones, que corresponderin a los hidrégenos del carbono 6
de una hexosa (-CHZ—OH).

d) Un doblete a & 4.90 ppm, que corresponde al pro-
toén sobre el carbono anomérico de un az@icar. El tipo de unidn
se determina por la constante de acbplamiento (J=8 Hz), carac
teristico de su acoplamiento transdiaxial, lo que demuestra
la naturaleza B de la unién glicosidica. '

Aparece, también, un grupo vinilo que resuena como
sistema ABZ, y cuyas sefiales aparecen a 6§ 5.16 ppm (dd, parte
B, del sistema AB,) y a ¢ 5.5-5.3 (multiplete, parte A del sis-
tema ABz).

Las demads sefiales que se observan seran las debidas
a grupos CH y CH2 del anillo secoiridoidal.

Los datos espectrales obtenidos hasta el momento,
apuntan al hecho de que GII sea un glicdsido secoiridoidal con
un sustituyente m-hidroxibenzoilo en el azficar.

Van der Sluis y col. (25) han aislado reeientemente,
de Centaurium littorale, varios glicdsidos.secoiridoidales con

un sustituyente m-hidroxibenzoilo, diferentes unos de otros por
la posicidn de anclaje de dicho grupo benzoilo a la parte gli-
cosidica de la molécula, y derivados todos ellos del Swerdsido
(ver pag.15 y 16).
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FIGURA 94
R, Ry Ry Rg
Centapicrina mHB Ac H H
Desacetilcentapicrina mHB H H H
Decentapicrina A H mHB H H
Decentapicrina B H H mHB H
Decentapicrina C H H H mHB
Swerdsido H H H H
v 45!
RBO e 3
4 OR 1
ORA 3 mHB - _C
OH

. Espectro .de,UV.d.e..GII

El espectro de UV de GII (fig. 95 ), realizado en meta-
nol, presenta los siguientes maximos de absorcidn:

A nm (log €)  240(3.86) 300(3.11)

Cuando se le afiade metéxido sddico, las bandas sufren
un desplazamiento batocrdémico de 3 y 28 nm respectivamente con-
firmando la existencia de grupos hidroxilo fendlico en la molé-
cula.

Para obtener mas informacidn acerca de la estructura
de GII’ se llevé a cabo la acetilacidn de éste, con los resul-
tados que a continuacién se detallan.
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5.1.4. a. ESTUDIO DEL DERIVADO. ACETILADO DE GII’ ANALISIS ESPEC-

TROSCOPICO.

Se procedid a acetilar el producto GI;, con anhidri-
do acético y piridina, seglin se describe en la parte experimen-
tal (pag. 2717. E1 producto, asi obtenido, se purifica por cro-
matografia de columna, usando como eluyente hexano-cloroformo
(1:1), y rindiendo una masa semisdlida de color blanco.

- Interpretacidn del espectro de IR del acetato de GIy

El espectro de IR del derivado acetilado de GII (fig.
96 ), muestra las siguientes bandas caracteristicas:

3020-2850 cm |

1750 cm”
1730 y 1710 cm’

tensién C-H olefinica y alifatica
tensidn C=0 ester alifatico
! tensién C=0 6-lactona conjugada y ester
benzoico.
1620 cm” ! vibracién C=C de anillo aromético

'1260,1210 y 1100-1010 cm” | tensién C-0 ésteres.

Lo mas caracteristico de este espectro es la aparicidn
de un carbonilo ancho, debido a la tensidén C=0 de los grupos ace-
-1 :
tato a 1750 cm .

La tensidn C-0O debida a los ésteres y lactonas, en 1la
regidn de 1200-1000 cm-1, produce una absorcién tan intensa que
deja enmascaradas otro tipo de bandas caracteristicas.

Interpretacidon del espectro de RMN del acetato de GI;

El espectro de RMN del acetato de GI; (realizado en
»C13CD), mostrd escasa resolucidén (fig.97 )'y del mismo se pue-
de concluir que presenta cuatro seflales correspondientes a los
grupos acetato, lo que confirma, la existencia de cuatro hidro-
xilos en GIy.

Los valores del desplazamiento quimico para estos gru-
pos son muy distintos por lo que podemos asignarles:
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Desplaza- Integra- - Desdobla-

"miento 6 " cidn miento "~ Asignacidn
2.23 3 singlete CHSCOZ—Ar
2.02 3 singlete CHscoz'Cev
1.87 3 singlete CHSCOZ-CZ' o
1.82 3 singlete y

Espectro de UV del acetato de GI;

El espectro UV del derivado acetilado de GI; (fig. 98),
realizado en metanol, presenta los siguientes maximos de absor-
cién:

A, nm (log €) 232(4.00) 280(2.78)

No presenta ninguna variacién al afiadir NaOMe, por lo
que la molécula carece de grupos hidroxilo fendlicos.

La identificacidén final de la estructura de GII se ha
conseguido realizando su espectro de 13C RMN, que distingue ine-
quivocamente qué carbono glicosidico (2',3',4' 6 6') forma unidn
.ester con el grupo m-hidroxibenzoato. Asi podremos determinar
si nuestro compuesto es Dégacetilcentapicrina, Decentopicrina

A, B 6 C, respectivamente.

5.1.4.b. ESTUDIO DEL ESPECTRO DE J;C.RMN.DE.GII

El espectro de 13C RMN de GII (£fig.99 ), realizado

en CDSOD y usando TMS como patrdn standar, presenta sefiales de-
bidas a 23 carbonos diferentes con las siguientes posibles asig-

naciones:




- Desplazamiento

“quimico

6 -

" Posible

“‘asignacidn

168.47

167.85
158.71

153. 90
133.28
132.89

130. 45
121. 91

121.18
120.95

117.37

105.98

99. 71

98.09
79,33
78.24
73.16
69.73
69.73
62.35
43.83

28.46
25.92

9
Ph-C-0-
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1
RO-C-C=C-OR

C=C-R

Ar-C-CO,R
/OH (m)

ArC

AN
COZR (m)

7
ArC

OH (o/p)

\\COZR,(o/p)

//OH (o)

ArC

N
CO,R (o)

'ROCO

\C-C OR
,C=C-

=C
N /O

~0
R,CH-C=C
CH-CH, ~CH

Ry R'SH 6 Alquil
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13C RMN muestra las sefiales debidas a

El espectro de
un niicleo secoiridoidal, presente en el swerbdsido, con datos ex-

perimentales concordantes del todo con los bibliografico (25 ):

69.73 &(bib 69.66 )

OO0
' 167.85 & (bib 167.84 ¢)
105.98 & (bib 105.97 §)

N 153.90 § (bib 153.99 )

25.92 &6(bib 25.90 9)
28.46 &(bib 28.47

43,83 §(bib 43.82

133.28 &(bib 133.28 ¢). ‘ )
-98.09 &8 (bib 98.01 ¢)

OGlu

Aparecen asi mismo las sefiales del fragmento m-hidroxi-

120.95 &(bib 120.88 §)

benzoato:

-0

It

168.47 s(bib 168.40 &) C—OR
132.89 8(bib 132.89 &)
121.91 ¢ (bib 121.85 6) 117.37 6 (bib 117.32 8)

130.45 & (bib 130.44 §) 158.71 & (bib 158.72 6)

OH

121.18 & (bib 121.15 §)

Del resto de sefiales, debidas a la parte glicosidada
-de la molécula debemos obtener informacién sobre la posicidn en
que la agrupacidn benzoilica esterifica el azficar.

En los espectros de RMN de 1:”C de glicésidos monoacila-
dos, la :sefial del carbono del azficar que soporta el sustituyen-
te, sufre un desplazamiento o campo'més bajo de unas pocas ppm,
y la sefial del carbono contiguo a éste, sufre um desplazamiento
a campo mds alto del mismo orden (efecto orto) (101-103) . Por

&
}."
-

>
VIONITYA
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"este motivo podemos deducir que el grupo m-hidroxibenzoatoest?
unido al carbono 3' en GII, ya que si1 comparamos con los datos
del Swerdsido (25 ):

Desplazamiento quimico (ppm) °

c-2! c-3 C-4° c-5" c-6"
Swerbsido 74.73  78.40  71.54  77.90 62.67
f 157 | oes 4 e
GI, 73.16  79.33  69.73  78.24  62.35

Interpretacidén del espectro de masas de GI;

En el espectro de masas de GII (£figl00 ), el ion molecular,
es 478., concordante con la formula molecular C23H26011'

El conjunto de los picos significativos, son explicables
segln el siguiente esquema de fragmentacidn:

m/e 138 (7.3%)

i | m/e 151 (1.7%)
T CHO 0]

m/e 179 (3.4%)

m/e 167 (0.4%)

f-co

m/e 195 (0.23%) 7
. _____/
-
\\
7
7
Ve
& 5 m/e 93 (12.5%)
m/e 283 (17.0%) f’/
|
-H. 0 : n o
2 +C
i |
m/e 265 (3.5% '
(354 X OH
N

X a/e 121 (1009%)
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Del conjunto de datos fisicos y espectroscOpicos y
por comparacidn con patrdén auténtico (25 ), determinamos para
GII la estructura de Decentapirina A, siendo la segunda vez
que se aisla en la naturaleza (99) y la primera que se dan sus
datos de espectro de masas y del derivado acetilado.

HO 0
- 1"
0—C
OH
OH
GII 3'-(m-hidroxibenzoil) swerdsido = Decentapicrina A

5.1.4.c. ESTUDIO. POR CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA.DEuGIf

Se puede  obtener mucha informacidn sobre 1la naturale-
za quimica de estos compuestos por su estudio en cromatografia
de capa fina de los productos de reaccidn bajo tratamiento ba-
sico (NHS)'

Se desarrollan cromatografias'unidimensionales, usando
como soporte silica-gel. E1 eluyente utilizado fué acetato de
etilo al 100%, realizando dos desarrollos.Como visualizador de
las placas se utilizd luz UV de 254 nm y pulverizacidn con
H,80, al 50%.
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Se tratb GI, bajo condiciones de hidr6lisis basica con
amoniaco y se registraron resultados al cabo de 5, 30 y 120 mi-
nutos. Para comparar se dispuso de patrones auténticos de Decen-
tapicrina A y Swertiamarina. E1 resultado del cromatograma se

muestra en la figura 101

-~ -
N Y oy e { "\ Decentapi-
NP NP * S crina A
-~ 77N
'\" (\ z’ I
PIN ' ankY
(O, Il
-~ /.-\ Ia\
\_1i \ ) \ ,‘ III
- ~
¢~ Swertiama-
Lt rina
5' .30 120"
GII + NH Patrones auténti-
3 cos
FIGURA 101

Estudio por c.c.f. de GI; bajo tratamiento basico.

Por comparacidén con los desarrollos que realizan Van
de Sluis y col. (25) podemos decir que la decentapicrina A se
hidroliza a Swerdsido (III), que ya es detectada al cabo de 5'
de tratamiento. Se trata, en realidad, de la hidrdolisis de un

ester.

A partir de los 30' se detectan dos nuevas manchas de
polaridad intermedia y que deben corresponder a la desacetil-
centapicrina (I) y decentapicrina C (II). Estas transformacio-
nes pueden ser explicadas por la migracidn del grupo m-hidro-
xibenzoil a otras posiciones del azlcar.
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Este tipo de conversiones ha sido muy estudiada (104-106)
en la quimica de carbohidratos, indicando que siempre se tiende
a la migracion del grupo hacia la posicion terminal (C-61), don-

de el grupo hidroxilo es primario, y la estabilidad es mayor.

5555555555555555555555555555555

AiSCBSA

CDMCZMIATI EX*AMPON
CEUPATH_ MGM UMIT . KUPOMSL _
aniNg 10W UMH. wuntoom.

FIGURA 92: Espectro de IR de Glj: Decentapicrina A.
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21

FIGURA 93: Espectro de RMN de GI”: Decentapicrina A.

Desplazamiento

quimico 5 n°H Acoplamiento Asignacion
7.65-7.40 3 multiplete H-2", H-4M y H-6M
e 7.32 1 doblete (J=2 Hz) H-3

7. 10 1 triplete (J=6.7 Hz) H-5"

5.60 1 doblete (J=2 Hz) H-1
5.50-5.30 2 multiplete H-3' y H-8

5.16 2 doble doblete H- 10

(J-«8.7 y J2=2 Hz)

4. 90 1 doblete (J= 8 Hz) H-1"
4.30-4.00 2 multiplete 2H-7
4.00-3.70 3 multiplete H-2 ', H-,41 y H-51
3.70-3.40 2 multiplete 2H-6 1
3.40-3.20 .1 multiplete H-5

2. 70 1 triplete ancho (J=6 Hz) H-9

1.95-1.50 2 multiplete 2H-6



MeOl-|

MeOl-I
+NaOMe
NoOMG
200 250 300
200 250 300
k!
FIGURA 95 FIGURA 938

L Espectro de UV de GIlj acetilado
Espectro de UV de GI : Decentapicrina
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575819

WAVINUMIc* fCM") WAVCcHUMdg* (M)

FIGURA 96: Espectro de IR de GIlj acetilado: Decentapicria A acetilada.

JICTUUM

FIGURA 97: Espectro de RMN de GIj acetilado Decentapicrina A acetilada.



160.0 140.0

Desplazamiento

quimico (6)

168. 47
167.85
158.71
153. 90
133.28
132.89
130.45
121.91
121.18
120.95
117.37
105. 98

FIGURA 99:

120.0

Espectro de

100.0 80.0

Asignacion

c-7"
C-11
C-3n
C-3
C-8
c-1"
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5.1.5. ESTUDIO DE LA FRACCION GS: GLUCOSIDO DE 8-SITOSTEROL,
" CAMPESTEROL Y STIGMASTEROL. ANALISTS ESPECTROSCOPICO
Y CROMATOGRAFICO.

De la reunidn de fracciones 91-93, eluidas de la co-
lumma cromatografica con acetato de etilo-metanol (90:10) se
obtiene la agrupacién GS. Por precipitacidn de acetona da lu-
gar a un sdlido pulverulento blanco, con pureza cromatografi-
ca y de punto de fusidn 280-283°C.

Di respuesta positiva al test de Liebermann-Burchardt
(parte experimental, pag.272) para esteroles, con la secuencia
de colores: morado-azul-verde.

Es bastante insoluble en los disolventes organicos ha-
bituales llegando a solubilizarse solo en alcohol etilico ca-
liente.

Interpretacidn del espectro de IR de GS

El espectro de IR de GS (fig.302), presenta las: siguien
tes bandas:

3400‘cm-1 (muy intensa) tensién O-H alcohol
2960,2930 y 2860 cm | tensién C-H alifdtica

1460 cm” | deformacidn -CH,-

1380 y 1370 cm | deformacitn C-CH, simétrica

1070 y 1025 cm'1,(intensa) vibracidén de tensidon C-O de al-
coholes primarios y secundarios.
1

800 cm de formacién C=C-H fuera del plan

El espectro indica que pudiera tratarse de un glicdsido
debido a la intensa banda hidroxilica,en la regidon de 3400 cn” ]

y de tensidn C-0 alcohdlico.(1070 y 1025 cm™)).

Debido a su gran insolubilidad, se procedid a su estudi
a través de su derivado acetilado.
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5.1.5.a.  ESTUDIO DEL DERIVADO ACETI'LADO DE GS. ANALISIS ESPEC-
- TROSCOPICO.

Se procedidé a acetilar GS con anhidrido acético y pi-

ridina, segln se describe en la parte experimental (pag. 272).

El producto asi obtenido mostr6é pureza cromatografi-
ca, con los resultados espectroscdpicos que a continuacidn se
detallan.

Interpretacidon del espectro de IR del acetato de GS

El espectro de IR de GS acetilado (fig.103), presen-
ta las siguientes bandas caracteristicas:

1 tensidén C-H alifatica

2980-2840 cm_
1755 cm” |

1460 y 1440 cm
1380 y 1370 cm_
1230 y 1055 cm_

805 cm-1 deformacidén C=C-H fuera del plano

tension C=0 ester
1

1
1

deformaciodn -CHZ-
deformacibn C—CH3 simétrica

tensién C-0 ester

Lo mas significativo de este espectro es que demuestra
la total acetilacidén del compuesto GS, por la desaparicidn de
la banda hidroxfilica a 3400 cm-1 y la aparicidn de la tensibn
de los carbonilos de los acetatos (1755 cm-1).

Interpretacidn del espectro de RMN del acetato de 'GS

El espectro de RMN de GS acetilado (fig.104), realiza-
do en C13CD, presenta las siguientes sefiales:

" Desplaza- Integra- "~ Desdobla- " Posible
"miento (9) “cidn “miento asignacidn
5.55-5.00 1 multiplete C=C-H
5.00-3.00 8 . multiplete -~ H-C-0
4,60 1 ~doblete (Cl-Hax) de
(J=8 Hz) carbohidrato
2.05-2.00 12 3 singletes 4 CHSCOZ-
1.00-0.70 18 4 singletes 6 (H,- angula-

TES
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Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-

siones:

Posee un doble enlace trisustituido, como lo muestra

la aparicidn de un solo hidrdgeno olefinico.

Posee cuatro acetoxilos, lo que indica la existencia
de cuatro grupos hidroxilo en GS, que deberan corresponder al

aztcar.

Los datos espectrales de GS y su derivado acetilado, y
la respuesta positiva al test de Lieberman-Burchard, indican
que este compuesto debe ser un glic6ésido de esteroide por lo que
para.la asignacidén final de la estructura procederemos a veri-
ficar los siguientes ensayos:

- Hidr6lisis acida de GS

- Identificacidn del azflcar

- Identificacidén de la aglicona

- Determinacidén del tipo de unién (o 0 B) entre el
azicar y la aglicona.

5.1.5.b. HIDROLISIS ACIDA DE GS.

La hidrdlisis de glicbésidos,que estd destinada a rom-
per la unidn entre la aglicona y el azlGcar, puede llevarse a
cabo tanto en medio acido como enzimitico.

Para llevar a cabo la hidrdlisis en medio acido se uti-
liza, normalmente, HC1 2N, sin embargo, para hidrdlisis parcia-
les de di- y triglicdsidos, se requiere el uso de acidos mas di-
luidos, por ejemplo, acido formico en ciclohexano 0 acido acéti-
to al 10%. En los casos en que el glicbsido no sea totalmente
soluble, en la solucidn acida, se recomienda afiadir unas gotas
de alcohol. |

La aglicona se recupera de la solucidén acuosa mediante
filtracidén 6 extraccidn con un disolvente organico adecuado
(éter, acetato de etilo...). Algunos autores usan columna de

poliamida (45).. Los azlicares son eluidaos de la columna con agua



-221-

y, posteriormente, la aglicona con soluciones alcohodlicas.

Para la neutralizacidn de la solucidén acuosa, en la
que quedan los azlicares, se indica el uso de columnas de in-
tercambio idnico anidnicas, como la Dowex 1 o la Dowex 2, o

'bien la formacidn del clorhidrato con d-n-octilmetilamina(107) .

La aglicona se identificd por los métodos espectros-
copicos 6 quimicos adecuados y el azlcar, mediante cromatogra-

fia gaseosa de sus trimetilsililéteres O cromatografia de pa-
pel 6 de capa fina.

Cuando las cantidades a hidrolizar son muy pequefias
® para un ensayo previo, puede hacerse una hidrdlisis directa
sobre capa fina con silica-gel H, segﬁn la técnica descrita
por Kartrig y Wegschaider (108 .

La hidrdlisis enzimitica esti limitada a la disponi-
bilidad de enzimas adecuadas. La enzima mads utilizada es 1la
B-glucosidasa, que hidroliza la glucosa, Ginicamente cuando
esta en posicidén terminal. Por ello se utiliza esta hidrdli-
sis, junto con la acida, para el estudio de di- y triglicbsi-
dos.

Trabajos realizados por Harborne (109) indican que la
velocidad de hidrd6lisis acida depende, tanto del azlicar unida
a la aglicona como de la posicidn que ocupa en la misma, mien-
tras que la naturaleza de la aglicona influye poco en el tiem-
po necesario para la hidrdlisis. E1l mismo autor establece una
relacidn de las velocidades de hidrdlisis seglin el tipo de
azicar presente, '

L- Rhamnosa v L-Arabinosa » D-glucosa ~ D-galactosa)) &dcido
glucurdnico.

"Hidrélisis de ‘GS

La hidrdlisis acida del compuesto GS se lleva a cabo
con HC1 ZN, calentando la mezcla de reaccidn a reflujo. Para
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solubilizar totalmente el compuesto es necesario afiadir unas
gotas de EtOH. El transcurso de la reaccidn se sigue por c.c.f.
y una vez finalizada, la aglicona se aisla, de la solucidn acuo-

sa, por extraccidn con C13CH.

La solucidén acuosa acida, en la que queda el azflcar,
se neutraliza usando la resina de intercambio idnico Lewatit
M500 G2 (parte experimental, pag.274)y el azlicar se obtiene por
eliminacidn total del agua a temperatura ambiente.
5.1.5.c. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LA PARTE GLICOSIDICA

" DE GS.

La identificacidn definitiva del azficar se realiza por
CGL, previa transformacibén en su correspondiente ;trimetilsilil-
éter (fig.105).

Los derivados sililados de los azficares anoméricamen-
te puros presentan un solo pico (110). -Sin embargo, a causa de
las condiciones de hidrdlisis y las de trimetilsililacidn, pue-
den aparecer picos adicionales. Concretamenté, en piridina, ca-
liente, los azlicares anoméricamente puros, se equilibran, rapi-
damente, dando dos picos asignados a las formas oy B del azfcar.

Ademds en el caso particular de la arabinosa, xilosa
Yy galactosa aparece un tercer pico, correspondiente a la forma
"y" del azficar, atribuida al aldehido libre & a la forma fura-
nosica.

Por todo ello, los azficares patrones se sometieron al
mismo proceso de hidrd6lisis y trimetilsililacidén, dando lugar
a los resultados que se detallan en la tabla VIII.
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" TABLA VIII

Resultados de la C.G.L. del azlicar de GS y los azlicares patrones

Az{icar problema . ' .. . Glucosa patrén
Pico tret(seg) % Pico tret(seg) %
1(a) 7.36 69.84 1(a) 7.37 66.03
2 (B) 9.27 30. 16 2(B) 9.28 33.97

Nuestro azlicar problema presenta idéntico comportamien-
to cromatografico que la glucosa.

5.1.5.d. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LA AGLICONA DE GS.

La identificacidén de 1la agliéona de GS, obtenida por ex-
traccidén con C13CH tras la hidrdlisis acida, se realiza mediante
comparacidon por C.G.L. con esteroides patrones.

Los patrones utilizados son: una mezcla de B-sitosterol
y stigmasterol (111)y una mezcla de B-sitosterol y campesterol
Fluka. Dichos patrones fueron sometidos al mismo procedimiento
de hidrdlisis que la aglicona problema. |

La aglicona de GS exhibe 3 picos (£fig.106), cuyos tiem-
pos de retencidn y porcentajes relativos, se detallan en la ta-
bla IX.

"TABLA IX -

Resultados de 1la C.G.L. de la aglicona de GS y los esteroides pa-

‘trones.
- Aglicona problema . Patrones esteroides
Pico _ tret(seg) % | ‘tret(seg) % tret(seg) %
Campesterol 6.32 20.13 6.29 44,05
Stigmasterol 6.64 18.96 6.64 33.08

B-Sitosterol 7.35 55.61. 7.35 53.48 7.36 66.92
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De esta forma concluimos que la aglicona presente en GS

es una mezcla de B-sitosterol, stigmasterol y campesterol.

§.1.5.e. DETERMINACION DEL TIPO DE UNION GLICOSIDICA EN GS

El tipo de unidn (o 6B) se determina por el estudio del
espectro de RMN del derivado acetilado del compuesto GS (fig.104),
en el que aparece un doblete a ¢6=4.60 ppm, correspondiente al H
del C anbmerico del azficar (C-1'), con una constante de acopla-
miento J=8 Hz, caracteristico de un acoplamiento trans-diaxial
(entre los H en C-1' y C-2'), lo que demuestra la naturaleza B
de la unidén glicosidica (112-113 ), ya que, caso de tratarse de
una unidén a, los H en C-1' y C-2' presentarian un acoplamiento
cis-axial-ecuatorial, con J=2-3 Hz, notablemente distinta de la

obtenida en nuestro caso.

Del conjunto de datos fisicos y espectrales (114-118),
se le asigna al compuesto GS la estructura de glucdsido de
B-sitosterol, stigmasterol y campesterol.

CH,OH

0
Hom 0
HO

OH
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FIGURA 104: Espectro de RMN de GS acetilado: Glucésido de 3-sitosterol,

campesterol y stigmasterol acetilado.

Desplazamiento

quimico (96) n°H Acoplamiento Asignacion
5.55-5.00 1 multiplete C=C-H
5.00-3.00 a multiplete H-C-0
4.60 * doblete (J=8 Hz) Aax~"1 "’
2.05-2.00 12 3 singletes 4 CH3-Co02¢
1.00-0.70 18 4 singletes 6 CH”A- angula’
res.
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Glucosa

Azucar
Palrén Problema
0
AREA*

R ARFA TYPE VEA* RT ARFA TYE  ARHT VEA*
7.3?2 114730 B 6.390 66.034 7.36 160078 BV 8.431 69 842
9.28 59013 B 0.462 33.966 Q27 69120 PB 9.456 30 18

FIGURA 105: Cromatografia gas-liquido de la parte glicosidica de
GS: Glucosa.
A.glicona  ARFA' i
R ARFA TYYE  ARHTI ARFA*
Problema 6 2688 B 8.037  8.612
1.35 2784 M 8.848 8.655
1.81 B 0. 181 0.541
2.33 B 8.881 8.666
% E R N
5.23 3759 BB e 71 8.834
6.32 8576 BV 0.276 28.131
.04 1 W 8333 18.968
35 236390 ve 8.378 55.689
9.86 8§ B 0.088 0.808
FIGURA 106: Cromatografia gas-liquido
de la aglicona de GS: 3-sitosterol,
campesterol y stigmasterol.
1 O
© "'"Patrones .
Patrones K
Cam-
pesterol
ARA
AR 186 2718 BB 8124 2%y
. . n.

RT AFA TE  ARHT A AF \ 9 149 B 8101 *118
3.86 8§ B 6.8 0 008 5.48 285 BV 6416 *, 142,
6.64 502328 PV 0.396 23 879 62 576918 W 0.333 44.852
7.36 1016288 M 8.343 05.5¢1 7 1] 708488 VB 0.349 53.481
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5.2. ESTUDIO DE LA PARTE DE ACETATO DE ETILO DEL EXTRACTO META-
NOLICO." CROMATOGRAFIA DE 'COLUMNA.

La parte de acetato de etilo del extracto metanbdlico,
presenta las siguientes bandas caracteristicas en su espectro
de IR (fig.107).
1

3360 cm tensidén OH alcohol

3020-2840 cm | tension C-H olefinica y alifitica
1700 cm” tensidn C=0

1610 cm” vibracién C=C de anillo aroméatico
1050 cm” | tensién C-0

..La separacidén de los distintos componentes de la parte
de acetato de etilo del extracto metandlico, se lleva a cabo por

cromatografia de columna, sobre silica-gel, utilizando como elu-
yenteshexano, acetato de etilo y metanol, en distintas proporcio-
nes.

Se recogen 251 fracciones de 100 ml, agrupandose las
fracciones de comportamiento analogo por c.c.f., e ignorﬁndose
el estudio de aquellas que, por su complejidad y/o escasa canti-
dad, se consideran faltas de interés.

Es objeto de estudio del presente trabajo una sola agru
pacidn, la constituida por el conjunto de fracciones 93-106, es-
tudiada como GIII y ha:resultado estar compuesta por Swertiamari-
na.

La identificacidn del resto de productospresentes en
este extracto constituyen objeto de futuros trabajos.



KA *SKX (X)

WAVG6KUMSE* (CM *
KXVIMT. 0»9*NATE
CHARTNO. 713 123»

COMCINTRATKIN.,
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- 5.2.1. ESTUDIO DE LA FRACCION.GIIIJSWERTIAMARINA. ANALISIS ES-
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* PECTROS COPICO.

De las fracciones 93-106, eluidas de la columna cro-
matografica con acetato de etilo-metanol (90:10), se obtiene
la agrupacidn GIII'

Muestra una sola mancha en c.c.f. y tras purificacidn
por nueva cromatografia de columna, con acetato de etilo como
eluyente, rinde un sblido pulverulento blanco.

Interpretacidn del espectro de IR de Glqg

El espectro de IR de GIII (fig.108), muestra las si-
guientes bandas caracteristicas:

3400 cm” | (muy intensa) tensidén O-H alcohol

3020-2860 cm | tensién C-H olefinica y alifitica
1695 cm”| (ancha) tensién C=0 &-lactona conjugada
1615 cm” | vibracién C=C

1470 cm” ! vibracién -CH,-

1410 cn” de formacidén C=C-H en el plano

! tensidn C-0 ésteres

1270,1235 y 1205 cm’
1070 y 1010 cm” "
945 y 930 cm’ | deformacién C-H grupos vinilo

840 cm” |

tensidn C-0 alcohol secundario

deformacién -CH=C] fuera del plano

Es un espectro caracteristico de un'glicéﬁido con una
fuerte absorcidn hidroxilica (3400, 1070 y 1010 cm '). Posee

un solo carbonilo y varios dobles enlaces, de los qué, por lo
menos uno, debe tratarse de un grupo vinilo (dos bandas a 945
y 930 cn” ).

Este espectro posee caracteristicas andlogas al de
GII con una marcada ddiferencia: ausencia de bandas aromaticas

y présencia de un solo carbonilo a 1695 cm-1.

- Interpretacidn del espectro de RMN de GI;q

El espectro de RMN de GIy; (fig.109), realizado
CDSCOCDB, presenta las siguientes sefiales:



"~ Desplaza-

5.79

5.52-5.34

4.89-3.99

3.84

3.13-2.99
1.78

nes:

" Integra-

“cion

" Desdobla-

" miento -

singlete

doblete
(J=1.3 Hz)
multiplete

doblete
(J=10 Hz)

multiplete

singlete ancho

multiplete

triplete
(J=3.3 Hz)
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“Posible

“‘asignacidn

\r=
_C=CH-0
/O
CH-CH
Yo
CH2=CH-
0
\
/Cﬁ-CH carbono
0 anomérico
4 H—?- glicbsi-

OH do
—CHZ-OCO
HO-CEZ-glicési-
CH do

> CH-CH=
QEZ-CHZOCO

Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclusio-

No posee protones aromiticos.

La sefial a 8=7.57 ppm corresponde al protdn de C3 de un

anillo de iridoide, con sustituyentes electronegativos en posicio-

nes contiguas y que no acopla con ningln otro protdn (11,24,25).



-232-

‘Aparecen un grupo de sefiales correspondientes a los
grupos:CH- de un azficar, destacando a 5.43 ppm un doblete con
J=10 Hz que corresponderd al hidrbgeno que sostiene el carbono
anomérico. Debido a esa constante podemos decir que la unidn del

azGicar es B, ya que el acoplamiento es transdiaxial (112,113 ).

Posee, también, un grupo vinilo, que resuena dando un
multiplete no resuelto.

Las demids sefiales que se observan son debidas a grupos
CH y CH, de un anillo iridoidal. . .

. Espectro de.qu..de‘GIII

El espectro de U.V. de GIII (fig.110), realizado en me-
tanol, presenta un solo maximo de absorcidn a A . (nmy=238.

El estudio completo del compuesto GI;; se llevd a cabo
por la obtencidn de su derivado acetilado con los datos que a con-
tinuacidn se detallan.

5.2.1.a. ESTUDIO DEL DERIVADO ACETILADO.DE.GIIIL,ANALISIS ESPEC-

‘TROSCOPICO."

Se procedid a acetilar GI;q, con anhidrido acético y
piridina, seglin se describe en la parte experimental (pag.276).
El producto, asi obtenido, se purifica por cristalizacidon de me-
tanol, rindiendo un s6lido cristalino blanco, de punto de fusidn
170-173°C.

Interpretacidn del .es.p.e.ct.ro..de.I.R.de.l.acet.ato,de_GIII

El espectro de IR del derivado acetilado de GI;y (fig.
111), muestra las siguientes bandas caracteristicas:

3550 cm | tensidon 0-H (no asociado)

3080 cm” tensidén C-H de grupo vinilo
3040-2850 cm” | tensidén C-H olefinica y alifatica
1750 cm” tensidén C=0 ester aliféatico

1705 cm” tensidén C=0 &-lactona insaturada
1620 cm | vibracién C=C
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1480 cm”)

1430 y 1470 cm”?  deformacign C=C-H en el plano
1375 cm-]' deformacidn C-CH3 simétrica
1265,1230 y 1210 cm”! tensién C-0 esteres

1075,1055 y 1030 cﬁ-]'tensién C-0 alcohol secundario
1000cm”]
945 y 925 cm deformacidén C-H grupos vinilo

845 cm | deformacidén -CH=C] fuera del plano

_deformacién-—CHz—

vibracidén de sistemas ciclicos

Lo mas caracteristico de este espectro es la apari-
cidn de una intensa banda carbonilica, debida a la tensidén C=0
de los grupos acetato (1750 cm-1) y la persistencia de una agu-
da banda hidroxflica (3550 cm-1), lo que indica la posible exis-
tencia en GIII de un hidroxilo terciario.

Interpretacidn del espectro de RMN de.l.acet.ato.de.GIII

El espectro de RMN del derivado acetilado de GIII (fig.
112), realizado en C13CD, presenta las siguientes sefiales:

Desplaza- Integra- Desdobla- Posible
miento § cibn "miento ~asignacidn
7.56 1 singlete ~C=CH-0-
5.53 1 doblete CH-CI:I_:g

(J=1.3 Hz)
5.48-4.97 4 ' multiplete J CH2=CH-
0

~
CH-CH carbono
7 -
\ O anoméric

[ 4 E-F-glicésido
OCOCH,

4 -CH,0C0

ﬁz-g—glicésido

OCOCH3

4,89-4.27 8 multiplete

\
3.78 1 singlete ancho HO-CZ
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"Desplaza- ' Intégfa— ’Déﬁdobla_ : ‘Ppsible
miento § " ¢idn - miento " asignacidn
, CH,
2.99 1 multiplete ~CH-CH=
2.10 singlete CHSCOO-
2.04 12 singlete CHSCOO-
2.01 , singlete CHSCOO-
2.00 singlete CHSCOO-
1.82 2 multiplete CH, -CH, 0CO
Del espectro de RMN se deducen las siguientes conclu-
siones:

Se hace presente, de nuevo, el singlete a 7.56 ppm,
sefial caracteristica para el protdn en C3 de un anillo secoi-
. ridoidal . que no da acoplamiento como lo hacla en la Decentapicri
na A (ver pag.206).

A 3.78 ppm aparece un singlete ancho asignable ‘a un OH
(posiblemente terciario) que no ha sido acetilado.

De 2.0 a 2.1 ppm resuenan cuatro acetoxilos correspon-
dientes a la parte glicosidada de GIII'

Espectro. de U.V. del‘acetato.de”GIII

El espectro U.V. del derivado acetilado de GI (fig.
113), realizado en metanol, presenta un solo maximo de absorcidn
a_AmaX(nm)=233.

Los_datos obtenidos para GIII y su derivado acetilado
son del todo concordantes con los dados por la bibliografia para
la Swertiamarina (S—hidroxiswefésido) (11,119,120), siendo 1los
datos mds caracteristicos para su identificacidn (frente a otros
posibles glicdsidos secoiriddidales) la presencia de ese hidroxi-

-lo terciario que no se acetila y que hace que el C,-H no acople

3
alilicamente como lo hacia en la Decentapricina A y la existen-
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cia de un s6lo maximo de absorcidén en su espectro U.V.

HO

OH

OH

GIII Swertiamarina
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FIGURA 108: Espectro de IR de GlJJ: Swertiamarina.

WAVgNUMEE* fCM*) WAVENUMMD» (O 1

SAMRf UMA>n P OtOINATC
»» ICAN DIAMDQM ------ 1_L-—

tow UMTI TUACDWVI sur ptoctAM r*f UMTUCHOrm

FIGURA 111: Espectro de IR de GI acetilada: Swertiamarina
I1
acetilada.



FIGURA 109: Espectro de RVMIN de GIjj: Swertiamarina.

Desplazamiento

quimico (6) n'°H Acoplamiento Asignacidn
7.57 1 singlete H-3
5. 79 1 doblete (J=1.3 Hz) H-1
5.52-5.34 3 multiplete H-8 y 2H-10
"5 .43 1 doblete (J=10 Hz) H-1"'
4.89-3.99 6 multiple te H-21, H-3°,
H-4", H-5"'
2 H-7
3. 84 2 singlete ancho 2 H-6
3.13-2.99 1 multiple te H-9

1.78 2 triple te (J=3.3 Hz) 2H-6
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FIGURA 110

Espectro de UV de GIII:

Swertiamarina.

200 250

FIGURA 113
Espectro de UV de Glyg acetilada:

Swertiamarina acetilada.
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FIGURA 112: Espectro de RVN de GIJJ acetilada: Swertiamarina acetilada.

Desp lazami ento-

quimico (0) n°H Acoplamiento Asi gnacion

7.56 1 singlete H-3

5.53 1 doblete (J=1.3 Hz) H-1
5.48-4.97 4 multiple te H-8,2H-10, H-1"
4.89-4.27 8 multiple te H-2 », H-3’, H-4",

H-5 *, H-61y 2H-7

3.78 1 singlete ancho OH-5

2. 99 1 multiple te

2.10 single te v

singlete 4-OCOCH3
2.01 single te
2.00 ' singlete -

1. 82- 2 multiple te 2H-6



6. PARTE EXPERIMENTAL
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6.1. TECNICAS GENERALES

Para las cromatografias cualitativas de capa fina se
utilizd silica-gel HF254+366 (ref. 7741 Merck), con un espesor
de 0.25 mm, preparadas en el laboratorio con un aplicador Desa-
ga. Para las cromatografias preparativas se utilizd silica-gel
PF254+366 (ref. 7748 Merck), con un espesor de 1 mm sobre una
superficie de placa de 20x20 cm, preparadas de forma anidloga
a las anteriores (121).

Las placas se visualizan empleando los siguientes re-
veladores:

a) Observadas bajo la luz de 254 y 366 nm.

b) Como revelador universal se utiliza HZSO4 50%, ca-
lentando a 110°C.

c) Para detectar la presencia de xantonas se somete
la placa a vapores de amoniaco, observandose luego a la luz

visible.

d) Para revelar azlcares se utiliza una solucidn de
.timol (0.5 gr de timol en 95 ml de etanol), a la que se afiaden
5 ml de HZSO4 concentrado (122).

Para la cromatografia en columna se utiliza silica-gel
60 de 0.063-0.200 mm (ref. 7734 Merck).

Los cromatogramas de gases se realizan en un cromatd-
grafo Perkin-Elmer 3920b, con detector de llama de ionizaci6n
y utilizando helio como gas portador. La columna utilizada fue
la OV-15% sobre chromosorb W-AW, DMCS.

Las condiciones de temperatura de columna, inyector
y detector y flujo de gas portador se indican en cada uno de
los cromatogramas.

Los puntos de fusién se determinaron en un microsco-
pio de platina calefactora tipo Kofler, de la casa Reichert, y
en un aparato de determinacidn de puntos de fusidn segln el
Dr. Tottoli, de la casa Buchi. Los puntosde fusidn estan sin

corregir.
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Los espectros de I.R. se realizaron en un espectrofo-
tometro Perkin-Elmer 281, que:abarca la regidén de 4.000 a 600
cm’1, utilizidndose pastillas de KBr para las sustancias sbdlidas
y en pelicula de liquido puro entre cristales de NaCl para 1i-
quidos 6 sb6lidos pastosos, siendo la velocidad de recorrido de

12 minutos.

Los espectros de U.V. se realizaron en un espectrofo—
toémetro Perkin-Elmer Coleman 575, con una velocidad de registro
de 10 nm/cm y 50 cm/min. Se utilizaron cubetas de cuarzo de 1
cm de espesor y 3 ml de capacidad..

Las actividades opticas se obtuvieron en un polarime-
tro Perkin-Elmer mod. 141.

1H R.M.N. se realizaron :en un espec-

Los espectros de
trofotémetro Perkin-Elmer R-12B (60 MHz), utilizindose disolven-
tes deuterados y siendo el tetrametilsilano la referencia inter-
na. Solo los espectros de los compuestos F y H de las fracciones
XIV y XVI’ respectivamente, se realizaron en un espectrofotOdme-
tro Varian Aerograph CFT-20 (80 MHz), del departamento de Quimi-
ca Organica de la Facultad de Quimicas de Santiago de CompoSte-
la (Espafia). La posicidén de las sefiales se d& en valores &§. El
espectro de 13C RMN del compuesto GII se ha relizado en un es-

pectrofotdmetro Bruker AC-200 (200 MHz)..

Los espectros de masas se relizaron :'en un aparato
Varian-160, operando con una energia de ionizacidén de 70 eV,
del Organisch Chemischen Institud der Universiten Wien (Austria).
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6.2. ESTUDIO DEL EXTRACTO HEXANICO. SEPARACION DE SUS COMPO-
" NENTES.

La planta, Centaurium linarifolium (Lamark) G. Beck,

fue recogida en Simat de Valldigna (Valencia) en los meses de
Junio y Julio,rindiendo, tras secar y triturar,un peso de 3.356
Kg.

Una vez seca y finamente molida se extrajo exahusti-
vamente, en un soxhlet con hexano. Este extracto hexanico, con-
centrado a sequedad, da lugar a un sbélido pastoso de color ma-
rrén oscuro, que pesd 191.80 gr (5.72% respecto a la cantidad
de planta seca extraida).

Este sb6lido se redisuelve en alcohol etilico calien-
te y se deja reposar. Por enfriamiento precipita la parte cé-
rea, que se separa por filtracidn. El peso de esta parte fue
de 6.77 gr, que corresponde a un 3.53% del extracto hexanico
y a un 0.20% respecto a la planta seca extraida.

La parte disuelta en alcohol caliente se concentra
a sequedad, se interpone en una disolucidn acuosa de NaOH al
5% y se extrae varias veces, con éter etilico. Esta fase orga-
nica, conteniendo los productos neutros, se seca con Na2804 y
se concentra a sequedad, rindiendo 87.36 gr (45.0% del extrac-
to hexanico y 2.6% respecto a la cantidad de planté seca ex-
traida).

La fase acuosa se acidifica con HCl hasta pH acido,
liberando asi los productos acidos y fendlicos, y es reextrai-
da con éter etilico. Esta fase orginica se interpone con una
disolucidén de Na,CO; al 5%. La fase organica, conteniendo aho-
ra solo los productos fenélicos, se seca con Na,S0, y se con-
centra a sequedad, rindiendo 3.502 gr, que corresponden a un
1.83% del extracto hexdnico y un 0.10% respecto a la cantidad
de planta seca extraida. '

-

_ La fase acuosa alcalina, que contiene los productos
dcidos fuertes, se acidifica con HC1l hasta pH &acido para 1i-
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berarlos, y se extrae con éter etilico. La fraccibén acida, una
vez seca y concentrada, rindid 17.26 gr, correspondiendo a un
9.0% del extracto hexanico y a un 0.51% respecto al total de
planta seca extraida.

Mediante el estudio por cromatografia de capa fina
de las distintas agrupaciones obtenidas del extracto hexénico,
se eligidé la parte fenblica, como mas interesante, para proce-
der a su estudio.

Estudio de los componentes fendlicos del extracto hexé&nico.

Fraccionamiento por cromatografia de columna.

3.502 gr de compuestos fenblicos se cromatografian
en columna sobre sflica-gel, eluyendo con mezclas de hexano-
éter etilico de polaridad creciente.

Se recogen 115 fracciones de 100 ml, que se reagru-
pan segdn su similar comportamiento en c.c.f.; de este modo
se obtienen seis agrupaciones de fracciones, seg(in se resume
en la tabla X.

El resto de fracciones, que no se indican, presenta-
ron gran complejidad y/o escasa cantidad.

" TABLA X

Fraccionamiento por cromatografia de columna de 1los componentes

fendlicos del extracto hexanico.

~ Agrupacibn Fracciones Eluyente Compuestos (Peso)
X; 20-25 H:E(80:20) A(118 mgr ) +
B(24 mgr )
XII 26-40 H:E(80:20) A(63 mgr ) =«
. C(11 mgr )
XIII 57-75 H:E(75:25) D(43 mgr )
XIV' 80-85 H:E(50:50) E(43 mgr ) =+
F(6 mgr. )
Xy, 88-92 H:E(45:55) G(208 mgr.)
Xy1 93-95 H:E(45:55) H(4 mgr.)
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6.2.1. ESTUDIO DE LA FRACCION X,: SEPARACION DE LOS COMPUES-

I:

"TOS A'Y B.

El conjunto de fracciones 20-25, eluidas con hexa-
no-éter(80:20) da lugar, tras cristalizacidn con CHCls/EtOH,
a un compuesto cristalino amarillo al que denominamos A. Las
aguas madres, reedisueltas en acetona, dieron lugar a un pro-
ducto cristalino amarillo, de caracteristicas fisicas y espec-
trales diferentes a las del anterior, que denominamos B.
6.2.1.1.  ESTUDIO DEL COMPUESTO A: '1,8-DIHIDROXI-2,3,4,6-TETRA-

" METOXIXANTONA.

El compuesto A, obtenido de la forma antes indicada,
mostrd un aspecto cristalino de color amarillo,de punto de fu-
sidn 173-174°C, con un peso de 118 mgr, que corresponde a un
0.6% respecto al extracto hexanico y a un 0.0035% respecto al
total de planta seca extraida.

Calculo de la f6érmula empirica de A a partir del espectro de

- masas.

En el espectro de masas del compuesto A (fig. 7) 1los
porcentajes de los picos correspondientes a los iones M+,
(M+1)+ y'(M+2)+ son respectivamente 86.12, 16.17 y 2.89.

Por aplicacidn de las fdrmulas detalladas en la par-
te tebrica (pédg. 48) se obtienen para A los siguientes datos:

n = 17 atomos de carbono
m = 8 atomos de oxigeno

Dado que el peso molecular es 348, el niimero de hi-
drégenos, calculado por diferencia,es 16, con lo que la fdrmu-
la empirica resultd ser:

Ci7H1608

Cdlculo de los coeficientes de extincidén de A

La preparacién y obtencidn de los espectros de U.V.
de A se realiza como hemos descrito en la parte tedrica (pég. 34
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0.32 mgr. de la xantona A, disueltos en 25 ml de MeOH (Merck),
dieron un espectro de U.V. con los tres maximos de absorcidén

y las absorbancias anotadas.

Estos valores experimentales, aplicados a la formu-
la de. - la pag. 34 , dan lugar a los coeficientes de extincidn
que a continuacidén se detallan:

Apag (nm).| 234 | 2501 333

A 0.264 | 0.381 | 0.246

log ¢ 4.01 |4.05 la.16

Preparacién del derivado acetilado de A.

30 mgr de A se disuelven en 3 ml de piridina anhidra,
agregando a continuacidén 1 ml de anhidrido acético y dejandola
a temperatura ambiente durante 40 horas. Pasado este tiempo se
vierte la mecla de reaccidn sobre agua, se acidifica con HC1l 2N
y se extrae varias veces con cloroformo. Las capas organicas
unidas se lavan, primero con solucién acuosa de bicarbonato sé-
dico y luego con agua, hasta pH neutro, se seca con NaZSO4 y
'se concentra a sequedad.

El residuo que se purifica por cristalizacidn de me-
tanol, da ~ 24 mgr. de un producto blanco de punto de fusidn
144-145°C.

Preparacidén del derivado dimetilado de A.

30 mgr de A se disuelven en 15 ml de acetona seca,
a la que se afiade 60 mgr de KZCO3 anhidro y 0.6 ml de MeZSOA.
La mezcla de reacgién se mantiene a reflujo durante 16 horas.
Pasado este tiempo se filtra la mezcla para eliminar el K,CO
que permanece insoluble. Se deja que la disolucidén se evapore
casi a sequedad para posteriormente, hidrolizar con amoniaco
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acuoso durante una hora. Se extrae con cloroformo, se seca Con

MgSO4 y se concentra a sequedad (57, 123).

El residuo que se obtiene se purifica por cromatogra-
fia de capa fina preparativa, eluida con hexano-éter etilico
(25:75), dando lugar a 19 mgr de un producto pulverulento de

punto de fusidén 156-158°C.

Del estudio de los datos fisicos y espectroscdpicos
de A y de sus derivados, se le asigna la estructura 1,8-dihi-

droxi-2,3,4,6-tetrametoxixantona.

6.2.1.2. ESTUDIO DEL COMPUESTO B: 1,8-DIHIDROXI-3,4,6-TRIME-
TOXIXANTONA.

El compuesto B, obtenido de la forma indicada en el
apartado ©.2.1. mostrd6 un aspecto pulverulento amarillo, de

. punto de fusibén 225-227°C, con un peso de 24 mgr, que cOTrres-

ponde a un 0,013% respecto al extracto hexénico y un 0-0007%

respecto al total de planta seca extraida. '

Cidlculo de la fdérmula -empirica de B a partir del espectro de

masas.

En el espectro de masas del compuesto B (fig. 17)
los porcentajes de los picos correspondientes a los iones M+,
(M+1)+ y (M+2)+ son respectivamente 49.12, 8.74 y 1.47.

El nGmero de carbonos y oxigenos calculados a par-
tir de las fdormulas anteriormente descritas (pag. 48 ) resul-
tan ser:

n = 16.atomos de carbono
m = 7 atomos de oxigeno.

Dado que el peso molecular es de 318, el nimero de
hidrbgenos, calculado por diferencia, es 14, con lo que la
férmula empirica resultd ser:

C16H1405
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La preparacién y obtencidén de los espectros de U.V.
de B se realiza como ya hemos descrito (pag.34 ). 0.19 mgr
de la xantona B, disueltos en 25 ml de MeOH (Merck), dieron
un espectro de U.V. con los tres maximos de absorcidn y las
absorbancias anotadas.

Estos valores experimentales, aplicados a la férmu-
la de la padg. 34 , dan lugar a los coeficientes de extincidn
que a continuacidn se detallan:

Amax(nm) 232 254 333
A 0.127 0.137 0.059
- log € 3.72 3.76 3.39

Preparacidén del derivado acetilado de B.

El derivado acetilado de B, se obtiene haciendo
reaccionar 10 mgr de B con 1 ml de anhidrido acético y 3 ml
de piridina segflin el método descrito con anterioridad (péag.
246) .

Por cristalizacién de acetona obtenemos 9 mgr de
un sélido blanco de punto de fusién 177-178°C.

Del estudio de los datos fisicos y espectroscdpicos
de B y su derivado acetilado, se le asigna la estructura de
1,8-dihidroxi-3,4,6-trimetoxixantona.
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E LA F [1* SEPARACION DE LOS COMPUES-

~TOS AY C.

El conjunto de fracciones 26-40, eluidas con hexa-
no-éter (80:20) da lugar, tras cristalizacidén de acetona a
un producto'cristalino amarillo, de punto de fusién y carac-
teres espectroscdpicos idénticos al compuesto A, descrito en
el apartado 6.2.1.1. Se obtuvieron 63 mgr que con los 118 mgr
de la fraccidn XI hacen un total de 181 mgr, lo que correspon-
de a un 0.094% del extracto hexanico y a un 0.0054% respecto
al total de planta seca extraida.

Las aguas madres de esta fraccidn, reedisueltas en
acetona, rindieron unas agujas amarillo-naranja,con caracteris-
ticas fisicas y espectrales distintas a las del compuesto A y
que denominamos C. ’

6.2.2.1. ESTUDIO DEL COMPUESTO C: 1,8-DIHIDROXI-2,6-DIMETOXI-
XANTONA.

El compuesto C, obtenido de la forma anteriormente
indicada, mostrd un aspecto cristalino en forma de agujas
amarillo-naranja, de punto de fusidén 187-189°C con un peso
de 11 mgr, que corresponde a un 0.006% respecto al extracto
hex&nico y a un 0.0003% respecto al total de planta seca ex-
traida.

" Célculo de la fdrmula empirica de C a partir del espectro de

masas.
En el espectro de masés del compuesto C (fig. 25),

los porcentajes.de los picos correspondientes a los iones
M+,~(M+1)+ y (M+2)+.son respectivamente 86.45, 14.75 y 2.35.

El nGmero de carbonos y oxigenos calculados a par-
tir de las fdérmulas anteriormente descritas (padg. 48 ) resul-
tan ser:

=}
n

15 atomos de carbono
6 dtomos de oxigeno.

3
1
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Dado que el peso molecular es de 288, el .nimero de
hidrdgenos, calculado por diferencia, es 12, con lo que la

férmula empirica resultd ser:

C 0

15H12%%

" Cédlculo de los coeficientes de extincidén de C.

La preparacidén y obtencidén de los espectros U.V. de
C se realiza como ya hemos deScrito (pag.34 ). 0.08 mgr, de
la xantona C, disueltos en 10 ml de MeOH (Merck), dieron un
V espectro de U.V. con los tres maximos de absorcidn y las absor-
bancias anotadas.

Estos valores experimentales, aplicados a la férmu-
la de 1la pag. 34 , dan lugar a los coeficientes de extincidn
que a continuacidn se detallan: '

Aae(am) | 240 | 263 | 330

A 1.144 1.320 0.763

log ¢ 4.61 4.68 4.44

Preparacidén del derivado acetilado de C.

El derivado acetilado de C se obtiene haciendo reac
cionar 10 mgr de C con 1 ml de anhidrido acético y 3 ml de pi-
ridina, segln el método descrito en la péag. 246 .

Por cristalizacidn de acetona obtenemos 9 mgr de
un producto blanco de punto de fusién 205-207°C.

Del estudio de los datos fisicos y espectroscdpicos
de C y su derivado acetilado, se le asigna la estructura de
1,8-dihidroxi-2,6-dimetoxixantona. '
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6.2.3. ESTUDIO DE LA.FRACCION.XIII. COMPUESTO D: 1,6-DIHIDRO-

XI—S;B-DIMETOXIXANTONA.

El conjunto de fracciones 57-75, eluidas con hexa-
no-éter (75:25) da lugar,tras cristalizacién con acetona, a
unas agujas amarillas, de punto de fusidn 194-196°C, con un
peso de 43 mgr, que corresponde a un 0.022% respecto al ex-
tracto hexanico y a un 0.0013% respecto del total de planta
seca extraida.

Célculo de la foérmula empirica a partir del espectro de masas.

_ En el espectro de masas del compuesto D (fig. 32),
el i6n molecular es 288, concordante con la férmula empirica:

Cy5H4206

Calculo de los coeficientes de extincidén de D.

La preparacidn y la obtencibén de los espectros se
realiza como ya hemos descrito (p&g.34 ). 0.52 mgr de la xan-
tona D, disueltos en 25 ml de MeOH (Merck),dieron un espectro
de U.V. con los tres mdximos de absorcién y las absorbancias
anotadas.

Estos valores experimentales aplicados a la férmu-
la de la pag. 34 , dan lugar a los coeficientes de extincidn

que a continuacidén se detallan:

Amax(nm) 242 280 313
A 2.365 0.536 1.273
log € . 3.73 3.79 3.84

Delestudio de los datos fisicos y espectroscdpicos
de B se le asigna la estructura de 1,6-dihidroxi-3,5-dimeto-
xixantona.
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6.2.4. ESTUDIO DE LA FRACCION X SEPARACION DE LOS COMPUES-

v

TOS E Y F.

El conjunto de fracciones 80-85, eluidas con hexano-
éter (50:50) da lugar,tras cristalizacidén de metanol, a un sé-
lido pulverulento amarillo al que denominamos E. Las aguas ma-
dres, sometidas a una cromatografia de capa fina preparativa
eluida con hexam-&ter etilico dos veces y tras recristalizacidn
de acetona/hexano, rinden unos cristales amarillos de caracte-
risticasfisicas y espectrales distintas a E y que denominamos
F.

6.2;4.1. ESTUDIO DEL COMPUESTO E: 1;3;8-TRIHIDROXI-2,4,6-TRI-
METOXIXANTONA.

El compuesto E, obtenido de la forma antes indicada,
mostrd un aspecto pulverulento de color amarillo, de punto de
fusidén 215-217°C, con un peso de 43 mgr, que corresponde a un
0.022% respecto al extracto hexdnico, y a un 0.0013% del total
de planta seca extraida.

Calculo de la formula empirica de E a partir del espectro de

masas..

~ En el espectro de masas del compuesto E (fig.38), el
idon molecular es 334, concordante con la formula empirica:

Ci6M1408

Calculo de los coeficientes de extincién de E

La preparacidn y la obtencidn de los espectros se rea
liza como ya hemos descrito (pag. 34 ). 0.24 mgr de la xantona
E, disueltos en 25 ml de MeOH (Merck), dieron un espectro de
U.V. con los tres mdximos de absorcidén y las absorbancias ano-
tadas.

Estos valores experimentales, aplicados a la fdérmula
de la pag. 34 , dan lugar a los coeficientes de extincidn que
a continuacidén se detallan:
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A ey (o) 235 264 335
A 0.075 0.118 | 0.074
log € 3.42 3.61 3.42

" Preparacidn del derivado acetilado de E

El derivado acetilado de E se obtiene haciendo reac-
cionar 15 mgr de E con 1 ml de anhidrido acético y 3 ml de pi-
ridina, segin el método descrito en la pag.246. En este caso
el tiempo de reaccidén fue de 96 horas.

Por cristalizacidn de acetona obtenemos 13 mgr de
un producto amarillo palido de punto de fusidn 213-216°C.

" Preparacidn del derivado permetilado de E

El derivado permetilado de E se obtiene haciendo
reaccionar 12 mgr de E con 0.3 gr de K,CO4 anhidro y 0.3 ml
de Me,50, en 5 ml de acetona seca, segin el método descrito
en la pag. 246.

Se obtienen 8 mgr de un producto qué mostrd carac-
teristicas fisicas espectrales idénticas al obtenido por me-
tilacién del compuesto A (pag.246).

Del estudio de los datos fisicos y espectroscdpi-
cos de E y de sus derivados acetilado y permetilado, se
le asigna la estructura de 1,3,8-trihidroxi-2,4,6-trimeto-

_.xixantona

6.2.4.2. ESTUDIO DEL COMPUESTO F: 1,3,8-TRIHIDROXI-2-METOXI
© 1,3,8~TRIHIDROXI -4 ~-METOXIXANTONA.

E1l compuesto F, obtenido de la forma indicada en
el apartado 6.2.4. mostrd un aspecto cristalino amarillo
de acetona/hexano, de punto de fusidén 262-264°C, con un pe-
so de 6 mgr, que corresponde a un 0.0031% del extracto he-
xanico y un 0.00018% respecto al total de planta seca ex-
traida.
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' masas.
En el espectro de masas del compuesto F (fig. 46),

el 16n molecular es 274, concordante con la férmula empirica:

C14f1100

" Calculo de los coeficientes de extincidon de F.

La preparacidon y obtencidn de los espectros se rea-
liza como ya hemos descrito (pag. 34 ). 0.34 mgr de la xanto-
na F, disueltos en 10 ml de MeOH (Merck) dieron un espectro de
U.V., con los tres maximos de absorcidn y las absorbancias ano-
tadas.

Estos valores experimentales, aplicados a la férmu-
la de la pag. 34 , dan lugar a los coeficientes de extincidn que
a continuacibén se detallan:

A pax(Pm 207 | 316 368
A 0.920 0.461 0.175
log ¢ 3.87 3.57 3.15

Del estudio de los datos fisicos y espectroscépicos
de F y en ausencia de cantidad para obtener sus derivados ace-
tilado o metilado, se le asignan dos posibles estructuras:
1,3,8-trihidroxi-2-metoxi 6 1,3,8-trihidroxi-4-metoxixantona.
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6.2.5. ESTUDIO DE 1A FRACCION Xy.. COMPUESTO G: 1,6-DIHIDROXI-

- 3,5,7,8-TETRAMETOXIXANTONA.

El conjunto de fracciones 88-92, eluidas con hexano-
éter etilico (45:55) da lugar, tras cristalizacidn con aceto-
na, a urasagujas amarillas, de punto de fusidn 178-179°C, con
un peso de 208 mgr, que corresponden a un 0.11% respecto al
extracto hexanico y a un 0.0062% respecto al total de planta
seca extraida.

masas.
En el espectro de masas del compuesto G (fig. 52)

los porcentajes de los picos correspondientes a los iones M+,
(M+1)" y M+2)" son respectivamente 58.09, 11.43 y 2.14.

El nGmero de carbonos y oxigenos calculados a par-
tir de las férmulas anteriormente descritas (pag. 48 ) resul-
tan ser:

17 atomos de carbono

n

n

m 8 dtomos de oxigeno

Dado que el peso molecular es de 348, el numero de
hidrdgenos, calculado por diferencia, es de. 16, con lo que
la férmula empirica resultd ser:

C,,H, 0O

1771678

La preparacidén y obtencidn de los espectros se rea-
liza como ya hemos indicado (pag.34 ). 0.29 mgr de xantona
G, disueltos en 25 ml.de MeOH (Merck), dieron un espectro de
U.V. con los tres médximos de absorcién y las absorbancias ano-
tadas.

Estos valores experimentales, aplicados a la formu-
la de la pag.34 dan lugar a los coeficientes de extincidn que
a continuacidn se detallan:
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Apax (om) 253 321 360
A 1.302 | 0.630 | 0.493
log ¢ 4.09 4.19 4.24

"Preparacidn del derivado acetilado de G.

El derivado acetilado de G se obtiene haciendo reac-
cionar 30 mgr de G con 1 ml de anhidrido acético y 3 ml de
piridina, segin el método ya descrito (pag.246).

El residuo que se obtiene, purificado por crista-
lizacidén de metanol, rinde 25 mgr de un producto blanco, de
punto de fusidén 135-136°C.

Prqparacién del derivado monometilado de G.

30 mgr de G se disuelven en la minima cantidad de
éter etilico y se afiade, gota a gota, una disolucidn etérea
de diazometano (CHZNZ) hasta que el color amarillo del CHZN2
persista. Se tapa y se deja reaccionar durante 12 horas apro-
ximadamente ( una noche). Transcurrido el tiempo se deja eva-
porar el éter, obteniendo asi el producto metilado: 1-hidroxi-
3,5,6,7,8-pentametoxixantona (las posiciones 1 y 8 de una xan-
tona no se metilan bajo estas condiciones).

Este compuesto, recristalizado en metanol, dio 1lu-
gar a 24 mgr de un s6lido amarillo de punto de fusién 107-108°C,
que no decrecid® en la obtencidn de su punto de fusidn mixto con
patrdén auténtico (91). )

Preparacidn del derivado dimetilado de G.

El derivado dimetilado de G se obtiene haciendo reac-
cionar 25 mgr del derivado monometilado de G con 0.5 gr de
K2C03 anhidro y 0.5 ml de M¢2804 en 10 ml de acetona seca, se-
gin el método descrito en la pag.246,
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El producto asi obtenido (16 mgr) mostrd caracte-
risticas fisicas y espectrales idénticas al obtenido por me-
tilacidn del compuesto A (pag.246).

Del estudio de los datos fisicos y espectroscdpi-
cos de G y de sus derivados, se le asigna la estructura de
1,6-dihidroxi-3,5,7,8tetrametoxixantona.
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6.2.6.. ESTUDIO DE LA FRACCIQN_XVI;.COMPUESTO.H:_T,ﬁﬁDlHIDROXI-

©'5,8-DIMETOXI & 1,6~DIHIDROXI -7, 8-DIMETOXIXANTONA.

El conjunto de fracciones 93-95, eluidas con hexano-
€ter etilico (45:55) da lugar, tras precipitacidn con cloro-
formo, a un producto pulverulento amarillo, de punto de fusidn
170-172°C, con un peso de 4 mgr, que corresponde a un 0.0021%
del extracto hexanico y a un 0.00012% respecto al total de
planta seca extraida.

Calculo de la formula empirica de H a partir del espectro de

masas.

En el espectro de masas del compuesto H (fig. 61)
los porcentajes de los picos correspondientes a los iones M+,
(Mﬂ)+ y (M+2)+ son respectivamente 88.63, 14.88 y 2.42.

E1l ntmero de carbonos y oxigenos calculados a par-
tir de las férmulas anteriormente descritas (pag.48 ) resul-
tan ser: ‘

n = 15 atomos de carbono
m= 6 atomos de oxigeno

Dado que el peso molecular es de 288, el nlmero de
hidrdgenos, calculado por diferencia, es 12, con lo que la
férmula empirica resultd ser:

Cq5Hq20¢

Del estudio de los datos fisicos y espectroscdpicos
de H, y en ausencia de cantidad para obtener sus derivados
acetilado o metilado, se le asignan dos posibles estructuras:
1,6-dihidroxi-5,8-dimetoxi 6 1,6-dihidroxi-7,8-dimetoxixantona.
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6.3. ESTUDIO DEL EXTRACTO METANOLICO. SEPARACION DE SUS COMPO-
" NENTES.

3.356 Kg de Centaurium linarifolium, una vez extrai-

dos con hexano y cloroformo sucesivamente, se someten a poste-
rior extraccidn, en Soxhlet, utilizando metanol. Este extrac-
to se concentra a sequedad, rindiendo un sdlido pastoso, de
color marrdn oscuro que pesd 859.85 gr (25.62% respecto a la
cantidad de planta seca extraida).

509.27 gr de extracto metandlico se reedisuelven en
un litro de etanol y se trata segin la marcha de Clark (124)
conla finalidad de eliminar colorantes, taninos, etc, que pre-

cipitan en forma de sus sales de plomo.

" Marcha de Clark

Al extracto, disuelto en 1 1 de etanol caliente,se
le afiade un litro de una disolucidn acuosa de acetato de plo-
mo al 1% a ebullicibn.

Se deja reposar durante 48 horas y luego se filtra.

Al filtrado se le elimina la mayor parte de etanol
a vacio, para que la temperatura no suba de 60°C.

Extraccidén liquido-liquido

El concentrado en medio acuoso, se somete a extrac-
cidén, en un extracto liquido-liquido, primero con éter etili-
co y después con acetato de etilo. Ambas partes obtenidas se
secan con NaZSO4 anhidro y se concentran a sequedad. La parte
etérea rindidé 14.66 gr, que corresponde a un 2.88% Trespecto
al total del extracto alcohdlico y a un 0.74% respecto al to-
tal de planta seca extraida. .

La parte correspondiente a la extraccidén con aceta-
to de etilo rindié. 60.50 gr, que corresponde a un 11.88% res-
pecto al total del extracto y a un 3.04% respecto al total de

planta seca extraida.
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6.3.1. ESTUDIO DE LA PARTE ETEREA. FRACCIONAMIENTO POR 'CROMA-
- TOGRAFIA DE ‘COLUMNA.-

14.66 gr de la parte etérea se cromatografian en
columna sobre sfilica-gel, eluyéndola con mezclas de hexano-
acetato de etilo y acetato de etilo-metanol de polaridad cre
ciente.

Se recogen 160 fracciones de 100 ml, que se reagru-
pan segiin su similar comportamiento en c.c.f., asi se obtie-
nen cinco agrupaciones de fracciones, segiin se resume en la
tabla XI. |

El resto de fracciones, que no se indican, presen-
taron gran complejidad y/o escasa cantidad.

TABLA XI

la parte eté-

"rea del extracto alcohdolico.

Agrupacidn " Fracciones " Eluyente " Compuesto (peso)
' XQII 19-26 H:AcEt (60: 40) I (44 mgr)+
' : J ( 4 mgr)+
G (5 mgr)
R 27 H:AcEt(60:40) R (15 mgr)
XVIII 28-41 H:AcEt(60:40) K (3 mgr)
GII 83-90 AcCEt-MeOH (90:10) GII(136 mgr)

GS 91-93 AcEt-MeOH(90:10) GS (27 mgr)
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6.3.1.1. ESTUDIO DE LA FRACCION lei:,SEPARACIONﬂDBfLOS.COM-

" PUESTOS I, J y G.

La fraccidn X (729 mgr) se cromatografia en co-

VII
luma sobre silica-gel, eluyendo con mezclas de hexano-ace-

tato de etilo de polaridad creciente.

Se recogen 122 fracciones de 10 ml, que se reagru-
pan segin su similar comportamiento en c.c.f., asi se obtie-
nen tres agrupaciones de fracciones segin se resume en la
tabla XII.

El resto de fracciones, que nose indican, presen-
taron gran complejidad y/o escasa cantidad.

- TABLA XII

. Recromatografia de.columnaﬁdeQlaﬂﬁraCCiénfxvrI

“Agrupacibn " 'Fracciones 'EluZente _"CompuestO"'
I 17-22 H:AcEt(95:5) I (44 mgr)
II 23-38 H:AcEt(95:5) J ( 4 mgr)

I1I 51-70 H:AcEt(90:10) G ( 5 mgr)
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6.3.1.1.1. ESTUDIO DEL COMPUESTO I: 1-HIDROXI-3,5,6,7,8-PENTA-
- METOXTIXANTONA.

Del conjunto de fracciones 17-22, eluidas de la co-
lumna cromatografica con hexano-acetato de etilo (95:5), se
obtienen, tras repetidas cristalizaciones de acetona-metanol,
44 mgr de un sdlido amarillo cristalino, de punto de fusidn-
112-114°C, que corresponde a un 0.0086% respecto al extracto
alcoh6lico y a un 0.0022% respecto al total de planta seca
extraida.

Calculo de la formula empirica de T a partir del espectro de

masas de alta resolucidn.

El espectro de masas de alta resolucidon (fig. 83),
para el pico 362, nos dd un valor encontrado de 362.100 +
0.002. El valor calculado para la formula C,cH,q0, fué
362.1003. Con estos resultados podemos decir que la formula

empirica de I es:

Cig8H18038

La preparacién y obtencidn de los espectros de U.V.
de I se realiza como hemos descrito en la parte tedrica (pag.
34). 0.45 mgr de la xantona I, disueltos en 25 ml de MeOH
(Merck), dieron un espectro de U.V. con los tres maximos de
absorcidén y las absorbancias anotadas.

Estos valores experimentales, aplicados a la férmula
de la pag. 34, dan lugar a los coeficientes de extincidén que
a continuacidén se detallan.

Amax(nm) 256 315 362

A 0.901 0.429 0.112

log € 4.26 3.93 4.60
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- Preparacidn del derivado acetilado de I.

El derivado acetilado de I se obtiene haciendo reac-
cionar 22 mgr de I con 1 ml de anhidrido acético y 3 ml de pi-
ridina, segln el método ya descrito (pag. 249).

El producto que se obtiene (19 mgr), sin purificar,
es estudiado por métodos espectroscdpicos.

Del estudio de los datos fisicos y espectroscdpicos
de I y de su derivado acetilado, se le asigna la estructura.
de 1-hidroxi-3,5,6,7,8-pentametoxixantona. La total confirma-
cidn de la estructura se produce por comparacidn con patrdn
auténtico obtenido al metilar con CH,N, el producto G, aisla-
do del extracto hexidnico (84).
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6.3.1.1.2. ESTUDIO DEL COMPUESTO J: 1-HIDROXI-3,7,8-TRIMETOXI-
" XANTONA.

Del conjunto de fracciones 23-38, eluidas de colum-
na cromatografica con hexano-acetato de etilo (95:5), se ob-
tienen, tras repetidas cristalizaciones de acetona-metanol,

4 mgr de un sdblido amarillo, de punto de fusidén 157-159°C ,
que corresponde a un 0.0008% respecto al extracto alcohdlico
y a un 0.0002% respecto al total de planta seca extraida.

Calculo de la formula empirica de J a partir del espectro de

"masas de alta resolucidn.

El espectro de masas de alta resolucidn (fig. 92)
para el pico 302, nos dia un valor encontrado de 302.078‘1
0.0015.051 valor calculado para la férmula C16H1406 fue
302.079 con estos resultados podemos decir que la fdérmula em-
pirica de J es:

C 0

16H149%

Calculo de los coeficientes de extincidn de J.

La preparacidén y obtencién de los espectros se obtie-
ne de la forma ya indicada (pdg. 34 ). 0.49 mgr de la xantona
J, disueltos en 25 ml de MeOHv(Merck), dieron un espectro con
los tres maximos de absorcidén y las absorbancias anotadas.

Estos valores experimentales, aplicados a la férmu-
la de la pag. 34 , dan lugar a los coeficientes de extincidn
que a continuacidén se detallan:

Ay (Am) . 238 254 311
A 0.906 1.082 0.412
log € 4.45 4.52 4.10

Del estudio de los datos fisicos y espectroscdpicos
de J, se le asigna la estructura de 1-hidroxi-3,7,8-trimetoxi-
xantona, conocida como Decusatina. la confirmacidén de la estruc
tura se produce por comparacidn con patfén auténtico (93),cuyo
punto de fusidn mixto fue de 154-156°C.
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6.3.1.1.3. ESTUDIO DEL COMPUESTO G: 1,6-DIHIDROXI-3,5,7,8-TETRA-
" METOXIXANTONA .

Del conjunto de fracciones 51-70, eluidas de la co-
lumna cromatogradfica con hexano-acetato de etilo (90:10), se
obtienen, tras cristalizacidén de acetona-hexano, 5 mgr de un
s6lido amarillo de punto de fusidn y caracteres espectroscdpi-
cos idénticos al compuesto G del extracto hexinico. Dicha can-
tidad de producto, que corresponde a un 0.00098% respecto al
extracto alcoh6lico, da un total respecto a la cantidad de
planta extraida de un 0.0064%. .
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6.3.1.2.,  ESTUDIO DEL COMPUESTO R: ERITROCENTAURINA.

La fraccidén 27, eluida con hexano-acetato de etilo
(60:40), da lugar, tras cristalizacidn de acetona, a unas agu-
jas de color naranja, de punto de fusién 132-135°C, con un pe-
so de 15 mgr, que corresponde a un 0.0029% respecto al extracto
alcohdlico y a un 0.00076% respecto a la cantidad de planta se-
ca extraida.

Calculo de los coeficientes de extincidén de R.

La preparacién y obtencidén del espectro, en MeOH es-
pectroscdpico (Merck), se realiza como indicamos en la parte
tedrica (pag. 35). 0.36 mgr del producto R, disueltos en 25 ml
de metanol, dieron un espectro de U.V., con los dos maximos de
absorcidén y las absorbancias anotadas.

Estos valores experimentales, aplicados a la formula
de la pag. 34, dan lugar a los coeficientes de extincidn que
a continuacidn se detallan:

Amax(nm) 223 291
A 0.661 0. 049
log € 3.90 2.78

Transformacidn de R en 1-hidroxi-3,4-dihidro-1H-2-benzopiran-

S5-carboxilato de metilo.

30 mgr de las aguas madres de R se disuelven en 2 ml
de alcohol metilico, agregando a continuacién 0.1 ml de HZSO4
y manteniéndolo a reflujo durante 2 horas.

Pasado este tiempo, se vierte la reaccidn sobre 40 ml
de agua y se extrae con éter etilico varias veces. La reunién
de las capas organicas, lavadas con agua hasta pH neutro, seca-
das con NaZSO4 y concentradas a sequedad, da lugar a 21 mgr de
una mezcla de productos, que por cristalizacién de acetona, da
lugar a unas agujas blancas, de punto de fusidn 199-202°C.
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De los datos fisicos y espectroscdpicos de este de-
rivado de R, se le asigna la estructura de 1-hidroxi-3,4-dihi-
dro-1H-2-benzopiran-5-carboxilato de metilo, compuesto del que

no existen datos bibliograficos.

Del estudio de los datos fisicos y espectroscdpicos
de R, se le asigna la estructura de Eritrocentaurina (5-for-

mil-3,4-dihidroisocumarina).
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6.3.1.3. ESTUDIO DE LA FRACCION X COMPUESTO‘K: 1,3-DIHI-

VIII®
DROXI-5,6 - DIMETOXI XANTONA.

La fraccidn Xy111 S€ purifica por nueva cromatogra-
fia de columna sobre silica-gel, eluyendo con mezclas de he-
xano-acetato de etilo de polaridad creciente.

Del conjunto de fracciones 44-73, eluidas con hexa-
no-acetato de etilo (85;15), se obtienen, tras repetidas cris-
talizaciones de acetona, 3 mgr de un sb6lido amarillo cristali-
no, de pﬁnto de fusidn 255-257°C, que corresponde a un 0.00059%
respecto al extracto alcohdlico y a un 0.00015% respecto al to-
tal de planta seca extraida.

Calculo de la férmula empirica de K a partir del espectro de

masas.

En el espectro de masas del compuesto K (fig. 105),
el i6n molecular es 288, concordante con la férmula empirica:

C15H120%

Calculo de los coeficiente de extincién de K.

La preparacidn y obtencién de los espectros de U.V.
de K, se realiza como hemos descrito en la parte tebrica (pag.
34). 0.42 mgr de la xantona K, disueltos en 25 ml de MeOH
(Merck), dieron un espectro de U.V., con los tres méximos de
absorcidén y las absorbancia anotadas.

Estos valores experimentales, aplicados a la fdérmu-
la de la pag.34 , dan lugar a los coeficientes de extincidn
que a continuacidén se detallan:

A max (nm) 243 288 312

A : 0.355 0.136 0.176

log € 3.88 3.37 3.48
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Del estudio de los datos fisicos y espectroscdpicos
de K, se le asigne la estructura de 1,3-dihidroxi-5,6-dimeto-
xixantona.
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6.3.17.4. ESTUDIO DEL COMPUESTO GI;: DECENTAPICRINA A.

I.Z

Del cohjunto_de fracciones 83-90, eluidas de 1la
columna cromatografica con acetato de etilo-metanol (90:10),
se obtienen, tras cristalizacidn de acetona, 136 mgr de un
sblido cristalino blanco, de punto de fusidn 252-255°C, lo
que corresponde a un 0.027%respecto al extracto alcohdlico
y a un 0.0068% respecto al total de planta seca extraida.

Calculo de los. coeficientes de extincidn. de GII.

La preparacidn y-obtencién de los espectros de U.V.
de GII se realiza como hemos descrito en la parte tedrica
(pag. 35). 0.56 mgr del compuesto GII, disueltos en 25 ml de
MeOH (Merck), dieron un espectro de U.V. con los dos maximos
de absorcidn y las absorbancias anotadas a continuacibn.

Estos valores experimentales, aplicados a la f6rmu-
la de la pag. 34, dan lugar a los siguientes coeficientes de

extinciédn:
-Amax(nm) 240 300
A 0. 345 0.062
log ¢ 3.86 3.11

Poder.rotarorio4de.GII.

El poder rotatorio se ha obtenido pesando una cantidad
exacta del producto GI;, disolviéndola en metanol y aforando la
disolucidn hasta 5 ml, en un bafio termostatado a 18.5°C. La cu-
beta utilizada tiene un espesor de 1 dm y la medida del poder
rotatorio se realiza a una longitud de onda de 589 nm.

E1l cdlculo del poder rotatorio se efectua aplicando
la siguiente fdrmula:

1 dm
gr/cc

o
{a}D =

(g}
]

1xc
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En nuestro caso se obtiene el siguiente resultado:

GI {a}}js-f’ =-177.42 (MeOH)

I

. Preparacidn delAderivado.acetilado.de.GII.

El derivado acetilado de GII
reaccionar 15 mgr de GI; con t ml de anhidrido acético y 3 ml

se obtiene, haciendo

de piridina, segln el método ya descrito (pag. 246).

El residuo obtenido (14 mgr) se purifica por nueva
cromatografia de columna, usando como eluyentes: hexano-clo-
roformo, de polaridad creciente.

El espectro de U.V., de este derivado acetilado de
GI;, se realizd de idéntica manera a GII’ usando como concen-
tracidon 0.68 mgr de producto en 10 ml de metanol para espec-
troscopia (Merck), obteniéndose los siguientes valores para
los coeficientes de extincidn:

,Amax(nm) 232 280
A 1.060 0.063
log ¢ 4,00 2.78

Del estudio de los datos fisicos y espectroscodpicos
de GII y su derivado acetilado, se le asigna la estructura_de
3'-(m-hidroxibenzoil)swerbésido, también llamado Decentapicri-
na A. La confirmacidn de la estructura se realiza por compa-
racidén con patrén auténtico (25), cuyo punto de fusidn mixto
fue de 250-253°C.
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6.3.1.5. ESTUDIO DEL COMPUESTO GS: GLUCOSIDO DE B-SITOSTEROL,
CAMPESTEROL Y STIGMASTEROL.

De la reunidn de fracciones 91-93, eluidas de la
columna cromatografica con acetato de etilo-metanol (90:10)
se obtienen, tras precipitacidn de acetona, 27 mgr de un so-
lido pulverulento de punto de fusidn 280-283°C, que corres-
ponde a un 0.0053% respecto al extracto alcohdlico 'y a un
0.0014% respecto al total de planta seca extraida.

" Test de Liebermann-Burchardt de GS.

Unos pocos miligramos de producto se disuelven en
1 cc de cloroformo, afiadiendo a la disolucidén 10 gotas de an-
hidrido acét{co y 1 gota de acido sulfdGrico concentrado (am-
bos reactivos recien sacados de la nevera) (125). Color vio-
leta que cambia, a través de azul, a verde, identifica es-
"teroides en GS.

Preparacidn del derivado acetilado de GS.

El derivado acetilado de GS se obtiene haciendo
reacciona 17 mgr de GS con 1 ml de anhidrido acético y 3 ml
de piridina, seglin el método habitual (pag.246 ).

El producto que se obtiene (15 mgr), sin purificar,
es estudiado por métodos espectroscdpicos.

Hidrdlisis acida de GS.

10 mgr de GS en 1 ml de HC1 2N se mantiene a reflu-
jo durante 13 horas, se afiaden unas gotas de EtOH para la to-
tal solubilizacidn del glicésido (45).

. Terminada la reaccidén se deja enfriar y la aglicona
se separa por extraccidn con CHCl.. La capa organica se lava
con agua, se seca con NaZSO4, se filtra y concentra obtenien-
do asi la aglicona de GS.

La solucidn acuosa 4dcida se neutraliza pasindola a
través de 1 gr de resina de Intercambio Idnico Lewatit M500
G2 (Panreac), que se trata previamente segiin se describe a
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continuacidén: (107)

- 1°) Se deja toda la noche en agua destilada para

que se hinche.

2°) Se coloca en la columna y se lava: primero con
agua destilada y luego con 10 ml de NaOH al 4% para asegurar
su basicidad.

3°) Se lava con agua destilada hasta que las aguas

de lavado tengan pH neutro.

El azlicar se aisla por eliminacidén total del agua
a temperatura ambiente.

Cromatografia de gases -del azicar de GS.

Para el estudio del azficar de GS por cromatografia
gaseosa, se prepara su derivado sililado seglin se describe
a continuacién (110,126).

5 mgr del azlicar obtenido de la hidrd6lisis de GS,
se disuelven en la minima cantidad de piridina, se calienta
ligeramente en un bafio de agua, termostatado a 70°C y se afia-
den 6 gotas de trimetilclorosilano y 12 gotas de hexametildi-
silazano. Se deja tapado 5 min. a temperatura ambiente, se
centrifuga durante 20 minutos y se inyecta en el cromatdgra-
fo.

Con los azlicares patrones se procede de la misma
forma: primero bajo las condiciones de hidrdlisis y después
bajo las de sililacidn.

Se estudian por C.G.L. usando las siguientes con-

diciones:
Columna: ov-1 5%
Temperatura: Columna 185°C

Detector 250°C
Inyector 250°C
Flujo: 20 cc/min.
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Cromatografia de gases de laaglicona de GS

El estudio por cromatografia gaseosa de la aglicona
de GS muestra tres picos, cuyos tiempos de retencidén son idén-
ticas a los de una muestra de B-sitosterol ycampesterol patrén
(Fluka) y otra de B-sitosterol y stigmasterol patrdn (127).

Las condiciones de la cromatografia se detallan a

continuacidn:

Columna: ov-1 5%

Temperatura: Columna 300°C
Detector 350°C
Inyector  350°C

Flujo: 20 cc/min.

Del estudio de los datos fisicos, espectroscdpicos
y cromatogrdficos de GSy desu derivado acetilado, se le asig-
na la estructura de Glucdésido de B-sitosterol, campesterol y
stigmasterol. La confirmacién de la estructura se realiza por
comparacidn con patrdn auténtico (111).
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6.3.2. ESTUDIO DE LA PARTE DE ACETATO DE ETILO. FRACCIONAMIENTO
POR_CROMATOGRAFIA DE COLUMNA. '

60.50 gr de la parte AcEt se cromatografia en co-
lumna sobre silica-gel, eluyendo con mezclas de hexano-acetato
de etilo y acetato de etilo-métanol, de polaridad creciente.

Se recogen 251 fracciones de 100 ml, que se reagru-
pan segln su similar comportamiento en c.c.f. y de los cuales
solo una es objeto de estudio en el presente trabajo.
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6.3.2.1. ESTUDIO DEL COMPUESTO GIII: SWERTIAMARINA.

Del conjunto de fracciones'93-106, eluidas de 1la
columna cromatografica con acetato de etilo-metanol (90:10)
se obtienen, tras purificacidn por nueva columna cromatogra-
fica con AcEt como eluyente, 322 mgr de un sdlido pulveru-v
lento blanco, que corresbonde a un 0.063% del extracto alco-
hélico y a un 0.0162% respecto al total de planta seca ex-
traida.

Espectroscopia U.V. de GIII'

La preparacidn y obtencidn del espectro, en MeOH
espectroscépico (Merck), se realiza como indicamos en la péag.
35 , usando 0.58 mgr de GIII y aforando a 25 ml.

Preparacidn del derivado. acetilado de GIII’

La obtencidn del derivado acetilado de GIII se reali-
za haciendo reaccionar 30 mgr de GI;; con 1 ml de anhidrido acé-
tico y 3 ml de piridina, segn el método ya descrito (pag.246).

El residuo, asi obtenido, es cristalizado de metanol,-
obteniendo un sélido blanco de punto de fusibén 170-173°C.

Del estudio de los datos fisicos y espectroscdpicos
de GIII y de su derivado acetilado, se le asigna la estructura

de Swertiamarina.



7. CONCLUSIONES



-278-

1.- Se ha efectuado un estudio de los componentes quimicos de

la Centaurium linarifolium (Lamark) G. Beck.

2.- Del extracto hexanico se han estudiado los componentes fe-

ndlicos, aislandose e identificandose ocho xantonas.

3.- Cuatro de ellas han sido aisladas por primera vez en la na-
turaleza: la 1,8-dihidroxi-2,3,4,6-tetrametoxixantona, 1la
1,6-dihidroxi-3,5,7,8-tetrametoxixantona y dos de las que
damos estructuras alternativas: la 1,3,8-trihidroxi-2-me-

" toxi © 1,3,8-trihidroxi-4-metoxixantona y la 1,6-dihidro-

2

xi-5,8-dimetoxi © 1,6-dihidroxi-7,8-dimetoxixantona.

4.- Otras dos han sido aisladas por segunda vez de fuente natu-
ral: la 1,8-dihidroxi-3,4,6-trimetoxixantona y la 1,3,8-tri-
hidroxi-2,4,6-trimetoxixantona.

5.- Las dos restantes se encuentran, ampliamente difundidas en

la naturaleza: la 1,8-dihidroxi-2,6-dimetoxixantona y la
1,6-dihidroxi-3,5-dimetoxixantona.

6.- Se ha efectuado un estudio de los componentes del extracto
metandlico de Centaurium linarifolium.

7.- Se han aislado e identificado tres xantonas de las cuales
la 1-hidroxi-3,5,6,7,8-pentametoxixantona es la segunda vez
que se aisla en la naturaleza y la primera dentro del géne:
ro Centaurium.

8.- Las otras dos, de més amplia difusidén, son la 1-hidroxi-
3,7,8-trimetoxixantona & Decusatina y la 1,3-dihidroxi-5,6-
dimetoxixantona.

9.- Se han aislado e identificado la.5-formil-3,4-dihidroisocu-
marina, mas conocida como Eritrocentaurina, compuesto muy
difundido dentro del género Centaurium.

10.- Se ha contribuido a la aclaracidén de la controversia que
mantenia este compuesto, pudiendo afirmar que se trata de
un producto natural y no de un artefacto producido por el

tratamiento de ciertos glicdsidos iridoidales.
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Se ha obtenido como derivado de la eritrocentaurina el
1-hidroxi-3,4-dihidro-1H-2-benzopiran-5-carboxilato de
metilo, siendo esta la primera vez que se sintetiza y

que se dan sus datos fisicos y espectrales.

Se han aislado e identificado dos glicdsidos iridoida-
les: el 3'-(m-hidroxibenzoil)swerdsido © decentapicrina

A y 5-hidroxiswerdsido & swertiamarina.

La Decentapicrina A es la segunda vez que se aisla de
fuente natural y ambas dentro del género Centaurium,
siendo ésta la primera vez que se dan los datos de su
espectro de masas y de su derivado acetilado.

Por Gltimo, se ha aislado e identificado una saponina
esteroidal, cuyo azlicar es la glucosa y cuya aglicona
esta formada por los esteroides: B-sitosterol, campes-
terol y stigmasterol.
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