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INTRODUCCION

INTERES Y OBJETO DEL TRABAJO

El interés que nos ha inducido a realizar este modesto trabajo
radica en las aplicactones medicinales empiricas que de esta planta
hacen en una extensa regiéon que comprende parte de los departa-
mentos de Norte de Santander y Magdalena.

Desde época dificil de precisar, la decoccion de las hojas,
ocasionalmente mezcladas con fragmentos de tallos jovenes, flores
o frutos, de esta planta, impropiamente llomada dividivi, ha sido
empleada por el pueblo en el tratamiento de las ulceras gdstrica y
duodenal, segin se dice, con comprobada eficacia; se sostiene tam-
bién que son numerosos los casos de cancer del tracto gastrointes-
tinal que han cedido plenamente con esta terapia.

Los frutos desecados y pulverizados, se aplican localmente en
ulceraciones y heridas del ganado, con notable efecto cicatrizante.

Nuestro objeto de tratar algunos aspectos quimicos de la
planta, ha sido el de buscar principios activos que puedan ser res-
ponsables de las propiedades terapéuticas que se le atribuyen.

Expresamente hemos hecho énfasis, tanto en la parte tedrica
como en la experimental, en lo tocante a las saponinas, uno de los
constituyentes de la planta, ya que varias investigaciones coinci-
den en este punto, ddndole asi apoyo a las virtudes medicinales de

— 111 —



que goza el dividivi. Al respecto nos referimos en el curso del pre-

sente trabajo.
Queremos, pues, con este minimo aporte iniciar el estudio que
permita apreciar en forma objetiva el wvalor terapéutico de la

planta.

CHLORDLEUCON MANGENSE
(JACQ.) BRIT & ROSE

) A) CLASIFICACION.
DESCRIPCION BOTANICA B) CARACTERES.
C) HABITAT.

A) Clasificacion.

Reino: Vegetal.

Clase: Angiospermae.

Subclase: Dicotiledoneae.

Orden: Rosaleae.

Famillia: Leguminoseae.
Subfamilia: Mimosoideae.
Género: Chloroleucon.

Especie: Chloroleucon mangense.

B) Caracteres.

Chloroleucon mangense (Jacq.) Brit & Rose, es un arbol de 4
a 10 metros de alto, de hojas alternas de 6-10 cm de largo; pinnas
de 4 cm, paripinnadas; foliolos oblongos de 7 mm de largo, y 1,5
mm de alto; peciolo glandular; espinas estipulares presentes.
Frutos en legumbre, inflorescencias en cabezuelas densas de maés
o menos 1,5 cm de didmetro; los pedinculos de la inflorescencia de
2 cm de largo; flores cortamente pediceladas.

Posee dos clases de flores: dos flores del centro de la cabe-
zuela que presentan un tubo de estambres de 10 mm, y poseen las
siguientes medidas: longitud del caliz, 2,5 mm; longitud de la
corola, 6,4 mm; longitud total de los filamentos, 13,8 mm. Tanto
los sépalos como los pétalos estdn unidos. Tanto el caliz como la
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corola tienen 5 l6bulos o dientes. Posee 15-20 estambres. La lon-
gitud del ovario es de 1 mm, y la longitud del estilo es de 13 mm,
La segunda clase de flores tiene las siguientes medidas: longitud
del caliz, 2 mm; longitud de la corola, 4 mm; longitud total de los
filamentos, 13 mm. Tanto los sépalos como los pétalos estan unidos.
Tanto el caliz como la corola tienen 5 l6bulos o dientes. Posee 15
estambres. La longitud del ovario es de 1,56 mm y la longitud del
estilo es de 14 mm. (1).

La planta fue descrita por vez primera en el afio de 1760 por
el botanico Nicolas José Jacquin, bajo el nombre de Mimosa man-
gensis; mas tarde, en el afio de 1928, los botanicos Britton y Rose
probaron que la planta no pertenecia al género Mimosa sino a
Chloroleucon, y la transfirieron a este tltimo género. De acuerdo
con el Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica que exige
la conservacién del epiteto especifico (en este caso “mangense’)
cuando se traslada un nombre a otro género, el nombre definitive
y unico de la planta es Chloroleucon mangense (Jacq.) Brit & Rose,
y no Mimosa mangensis.

Otros sindnimos de la especie son: Mimosa parvifolia, Inga
mathae, Pithecollobium parvifolium y Enterolobium mangense.

El género Chloroleucon esti representado en Colombia tnica-
mente por las especies Chloroleucon mangense y Chloroleucon bo-
gotense (2).

C) Habitat,

Chloroleucon mangense esta restringida a la costa del Caribe,
en los Departamentos del Atlantico, Bolivar y Magdalena, y crece
en los pisos térmicos comprendidos entre el nivel del mar y los
200 metros de altura. Se le conoce por los nombres vernaculos de
‘“vainilla, carbonero, dividivi y hoyo de zorro” (2).

ASPECTOS FITOQUIMICOS
Operaciones preliminares.

Recoleccion. La planta (tallos jovenes con hojas compuestas
de raquis, raquillas y foliolos), fue recolectada en el punto de Pan-
tanitos, entre los sitios de Platanal y Totumal en el Departamento
del Magdalena.

Secamiento. Las hojas (raquis, raquillas y foliolos) parte em-
pleada en el presente trabajo, se desprendieron de los tallos
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jovenes, se libraron de materias extrafias, y extendidas en bandejas
se sometieron a secamiento en estufa, durante 52 horas a una tempe-
ratura promedio de 38° C.

Esta operacion tuvo por objeto estabilizar el material y llevarlo
a una consistencia apropiada para su molienda.

Molienda y tamizado. Los foliolos se molieron y tamizaron so-
los; los raquis y las raquillas se molieron y tamizaron en conjunto.
La molienda se efectué a mano en un molino corriente.

Después de las operaciones anteriores, se reunieron los dos
polvos y se mezclaron bien. Para determinar el grado de finura
del polvo resultante, se sometié a la prueba indicada por la U.S.P.,
edicion XVI, pagina 932.

La prueba no reunié6 las exigencias para el polvo nimero 40
(moderadamente grueso), pues pas6é mas del 40% por el tamiz N°
80, por lo cual puede considerarse como ligeramente mas fino.

Determinacion de la humedad. Dos muestras, previamente pe-
sadas, se sometieron a una temperatura de 45° C, al vacio, hasta
peso constante (8 horas), dando una muestra 2% de humedad, y la
otra 1,86%, lo que da un promedio de 1,93% de humedad.

Investigacion de sustancias reductoras. Antes de efectuar la
marcha analitica, se determinaron principios solubles en el agua,
en este caso sustancias reductoras, a partir del material vegetal
mezclado con agua previamente neutralizada, llevando a ebullicién
y filtrando. El filtrado presenté un color amarillo ambarino, de
aspecto turbio y de olor sui géneris y dio un pH de 5,5 tomado con
papel indicador universal.

En este filtrado se hizo el ensayo para azucares por el
método descrito por Calderén G. E. (3). Se efectué el tratamiento
ordenado con los acetatos de plomo neutro y basico, el resultado
fue negativo tanto para azucares reductores antes de la inversion
como después de ella. Sin embargo, al efectuar solo la primera pre-
cipitaciéon con acetato neutro de plomo se presenta reduccién del
reactivo de Fehling después de la inversién; de lo cual se puede
deducir que, en el material vegetal ensayado no hay azucares reduc-
tores ni disaciridos con unién dicarbonilica susceptibles de ser
hidrolizados por el 4cido clorhidrico al hacer la doble precipitaciéon
con las sales de plomo. En el segundo ensayo solo se hizo precipi-
tacion con la sal neutra y luego de hidrolizar con acido clorhidrico,
se present6 reduccion, lo que indica la presencia de Heterésidos.
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Marcha analitica

Para la marcha analitica se siguié el esquema propuesto por el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, el cual nos
permitimos ampliar a partir del Residuo B. (4).

Material vegetal molido

Extraccién en caliente con EtOH de 95°
(Solucién A, residuo B)

Solucién A

Saponinas
Heterésidos l Flavonoles
cardiacos
Alcaloides Taninos Acidos y Esteroles no
fenoles saturados
Residuo B
Extraccién en caliente en éter de petréleo
(Solucién C, Residuo D)
Solucion C
Materias grasas
Saponificacién
Saponificable Insaponificable
Esteroles

FIGURA 2.




Descripcion del proceso.

Se investigaron los principios que en el esquema anterior
aparecen subrayados.

Aunque los autores no explican el método utilizado, nosotros
seguimos una modificacion de la técnica propuesta por X. A. Do-
minguez, del Instituto Tecnolégico de Monterrey, México (5).

Se tomaron 10 gm del material vegetal; se colocaron en un
trozo de tela blanca (previamente lavada), de tamafio apropiado,
la cual se cerr6 y amarré en forma de pequefia bolsa. En un ma-
traz de Erlenmeyer de 300 cc, al cual se le unié un refrigerante,
se colocaron 50 cc de etanol de 95°. La bolsita se suspendié dentro
del matraz mediante una cuerda que iba al exterior a través del
tubo del refrigerante. El etanol se calenté a ebullicion y en ese
momento se hizo descender la bolsita hasta colocarla dentro del
liquido hirviente.

La ebullicién se mantuvo durante 30 minutos, al cabo de los
cuales se destapdé con cuidado el matraz y se pasé el liquido de
extraccion a un matraz volumétrico de 200 cec.

En el primer matraz se colocaron 100 cc de etanol de 95°, y
se repiti6 la operacién durante otros 30 minutos. La nueva porcién
de liquido de extraccion se reunié con la anterior. La bolsita se
lav6 con pequefias porciones de etanol, que se pasaron al matraz
volumétrico, cuyo contenido después de dejarlo enfriar, se com-
pleté a volumen, y se agité invirtiendo varias veces el matraz
tapado.

Investigacion de saponinas.
Prueba de hemdlisis.

Preparacion de la suspensiéon de glébulos rojos.

Se tomaron 2 cc de sangre fresca de conejo; se mezclaron con
1 cc de solucién isoténica de citrato de sodio, como anticoagulante;
se colocaron en un tubo de centrifuga con 10 cc de solucion fisiolo-
gica, agitando suavemente, y se centrifugaron por unos minutos;
se decant6 el liquido sobrenadante. Se agregaron otros 10 cc de
solucion fisiologica, se agité suavemente, y se volvi6 a centrifugar;
se decantd el liquido sobrenadante. Se repiti6 la operaciéon por ter-
cera vez. Los glébulos lavados se suspendieron en 40 cc de solu-
cién fisiolégica. Se tomaron 2,5 cc de la suspensiéon de glébulos
rojos y se agité6 suavemente, después de completar a 10 cc con
solucion fisiologica.
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Esta suspensién se pasé a un tubo de ensayo; se agregd un
cc del extracto alecohdlico vegetal anteriormente descrito, se agito
suavemente, y se dej6 el tubo en reposo. A los 5 minutos se colocé
en un portaobjetos una gota de la mezcla y se observé al micros-
copio; se noté un ligero comienzo de hemolisis. Previamente se
habia observado una gota de la suspensién, al microscopio, y se
encontraron los globulos en perfecto estado. A los 15 minutos se
observ) otra gota de la mezcla, encontrandose los glébulos hemo-
lizados.

Se repitié la prueba empleando otra dilucién: se tomé un ce
de la suspensién de glébulos rojos; se complet6 a 10 cc con solu-
ci6én fisiologica y se agité suavemente. Se pas6 la suspensién a un
tubo de ensayo; se agregé un cc del extracto alcohdlico, se agito
suavemente y se dejé en reposo. A los 5 minutos se observé una
gota al'microscopio, hallandose los glébulos totalmente hemolizados.
Con el resultado positivo de esta prueba, se pone en evidencia la
presencia de saponinas en el material vegetal (6).

Investigacion de flavonoles.

Se efectud el ensayo segl’m/ Calderén G. E. (7) con resultado
negativo.

Investigacion de alcaloides.

Se destilaron 100 cc del extracto alcohélico con ayuda de vacio.
Al residuo se agregaron 100 cc de acido clorhidrico al 1%, se ca-
lent6 casi hasta entrar en ebullicion, se dej6é enfriar y se filtro (4).

En el filtrado se efectuaron pruebas para alcaloides las cuales
dieron los resultados siguientes:

Con reactivo de Mayer ++
” ” ” Hager +
” ” ” Bouchardat 444
” ” ”  Dragendorff ++
” ” ” Bertrand ++

Nota: La preparacion de los reactivos se llevo a cabo segilin esta
descrito por Calderén G. E. (8).

Para verificar los resultados anteriores se alcalinizé el liqui-

do acido sobrante con solucién de hidréxido de sodio al 1% y se
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efectuaron extracciones sucesivas con cloroformo y luego de nuevo
con acido clorhidrico al 1%. En esta porcién acida se desarrollaron
las reacciones de precipitacién y se obtuvieron los siguientes re-
sultados:

Con reactivo de Mayer 4
” ” ” Hager —

” ” ”  Bouchardat -
? ” " Dragendorff .
” ”? ”’ Bertrand -+

En relacién con la prueba inicial, la intensidad de estas reac-
ciones se redujo, aproximadamente, a la mitad.

Investigacion de taninos.

Se tomaron 75 cc del liquido alcohdlico y se destilaron, con
ayuda de vacio. El residuo se disolvio en 50 cc de agua; se ca-
lenté casi hasta ebullicion, se dejo enfriar la solucion y se filtro.
En 2 tubos de ensayo se colocaron 3 cc del filtrado, en cada uno.
Al contenido de uno de los tubos se agregaron unas gotas de solu-
cién acuosa de cloruro férrico al 1% : se produjo una coloracion
verdosa. Al contenido del otro tubo se agregaron unas gotas de
solucion de gelatina - cloruro de sodio (solucién acuosa de gelatina
al 1% y cloruro de sodio al 10%) ; no hubo cambio aparente (9).

Para comprobar los resultados anteriores se efectué directa-
mente con el material vegetal una decoccion con agua y se filtro.
En el filtrado se realizaron las reacciones siguientes:

a) Con solucion de cloruro férrico al 1% : dio una coloracion
gris - azulosa;

b) Con 1 cc de bicromato de potasio al 5 : no hubo cambio
aparente;

¢) Con 2 cc de solucion de gelatina-cloruro de sodio: no hubo
cambio aparente;

d) Con 4 gotas de reactivo especial para taninos: dio un en-
turbiamiento apenas perceptible;

e) Con 5 cc de reactivo de Mitchell: se presenté una colora-
cién parduzca, sin precipitacion. Se agregd luego 1 gm de acetato
de sodio, se llevé a ebullicién y se enfrié: no hubo precipitacién
(17).

La reaccion a) usada comiinmente para detectar taninos,
puede dar respuesta positiva en presencia de otros compuestos
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fenélicos; lo mismo la reaccion e). Las reacciones b) y ¢) fueron
negativas, siendo especialmente la c¢) especifica para taninos. La
reacciéon d) puede considerarse negativa (22).

De las experiencias anteriores se puede deducir que en el
material vegetal estudiado estdn ausentes los taninos.

Notas: El reactivo especial para taninos (22) tiene la siguiente
composicion (p/p): acetato de zine, soluciéon saturada 10;
acetato de amonio al 30% 10; acido acético glacial 1;
hexametileno tetramina al 30% 10 (pH 5-6). El reactivo
de Mitchell (23) tiene la siguiente composicion: sulfato
ferroso 0,1 gm; tartrato de sodio y potasio 0,5 gm; agua
100 cc.

Investigacion de esteroles en el insaponificable.

. La bolsita con el residuo B, procedente de la primera parte
de la marcha analitica, se dispuso dentro de un dedal de papel; se
coloc6 en un extractor de Soxhlet, y se extrajo durante 7 horas con
éter de petréleo (p.e. 30-60°).

El extracto etéreo se pas6 a un pequeiio matraz, que se calen-
té6 en b.m. hasta evaporar el solvente. Al residuo, de aspecto gra-
soso, se agregaron 20 cc de S.R. de hidréxido de potasio alcohélico,
y se calenté a reflujo, en b.m., durante una hora. Luego, destapado
el matraz, se continué calentando para evaporar el alcohol del
reactivo. Se dejo enfriar el residuo; se agregaron 20 cc de agua;
se removié el contenido y se pasé a una ampolla de separacién; el
primer recipiente se lavé con 20 cc de éter etilico que se pasaron
a la ampolla; esta se agité por unos minutos; se decant6 la capa
acuosa, y se recibi6 la capa etérea en un pequeno matraz, filtran-
dola por papel; el filtro se lavé con 10 cc de éter. La solucién eté-
rea se calenté ligeramente, para concentrarla, y efectuar las si-
guientes reacciones:

Reaccién de Salkowski. Segtin Calderén G. E. (9). Aparecid
una coloracién pardo-rojiza. A los 15-20 minutos la coloracién (en
la capa inferior) se torné rojo-cereza. Se decanté la capa sulfirica,
y se verti6 la capa cloroférmica (roja) en agua, produciéndose su
decoloracion.

Reaccion de Liebermann-Bouchard. Citada por Calderén G.
9).

Se produjo una coloracion azul-verdosa, fugaz. Se observé a
los 2, 5, 20 y 60 minutos, presentando siempre una coloracién pardo
oscura.
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Las respuestas a las reacciones precedentes se consideran post-
tivas. La tbaccion de Liebermann-Bouchard es especifica para los
esteroles rlo saturados.

ESTUDIO PARTICULAR DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS

De los compuestos investigados, cuyas reacciones de identifi-
cacién inicialmente, en la marcha analitica, dieron positivas (sapo-
ninas, alcaloides y esteroles en el insaponificable), se hizo el estu-
dio particular de las saponinas y de los alcaloides; no se entré en
detalles acerca de los esteroles en el insaponificable, por conside-
rarse que estos principios no estan presentes en la decoccién, forma
en que es empleada la planta con fines terapéuticos.

SAPONINAS

Se efectuaron dos ensayos adicionales para detectar saponinas:
12 Prueba de la espuma, citada por Calderén G.E. (6), la
cual dio resultado positivo.

2% En un matraz de Erlenmeyer se mezcl6 1 gramo del mate-
rial vegetal en polvo, con 50 cc de agua; se calenté casi hasta ebu-
llicién ; se dejé enfriar y se filtr6. El filtrado se pasé a una ampo-
lla de separacién y se extrajo con 2 porciones de n-butanol tibio,
de 30 cc cada una, que se reunieron en un vaso de precipitados. Se
calenté para evaporar el solvente; al residuo se le agregaron unas
gotas de S. R. de tricloruro de antimonio, lo que dio reaccién posi-
tiva al formarse una coloracién amarilla en las zonas de contacto.
(10).

Eatraccion de las saponinas.

La obtenciéon de los saponésidos al estado puro es una labor
delicada por la ausencia de criterios de pureza (estado cristalino,
punto de fusién), y por la facilidad con que retienen materias co-
lorantes y compuestos minerales. No existe un método general de
obtencién, y para su efecto nos hemos guiado por algunas de sus
propiedades generales: solubilidad en el agua, los alcoholes y otros
solventes.

Después de varios ensayos se desarroll6 el siguiente método,
que comprende dos modalidades, con resultados satisfactorios:

60 gm del material vegetal pulverizado se extrajeron con éter
etilico en un aparato de Soxhlet hasta que el solvente pasé sin
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coloracion (aproximadamente 40 horas). EI residuo vegetal se
libr6 del solvente por exposicién al aire. Se dispuso de nuevo en
el Soxhlet y se extrajo con éter de petréleo (p.e 40-60°), aproxi-
madamente por 8 horas. Se efectu6 esta extracciéon con éter de
petréleo con el fin de acabar de remover colorantes, materias gra-
sas, etc., restantes en el material.

El residuo se expuso al aire para evaporar el solvente; se pasé
a un matraz, se adicion6 suficiente cantidad de etanol de 70°, y se
calent6 a reflujo durante 8 horas. Se filtré6 por papel y se lavé el
residuo en el filtro repetidas veces con etanol de 70° EI filtrado
se concentr6 calentando suavemente en una cépsula de porcelana,
con lo cual precipitaron impurezas; se dejé enfriar y se filtr6 lavan-
do el filtro con agua. Se repitié la operacién. Se calent6 de nuevo
para reducir atin mas su volumen; se pasé a una capsula pequeiia,
tarada, que se calent6 cuidadosamente casi hasta sequedad del resi-
duo, y se terminé de desecar sobre cloruro de calcio hasta peso cons-
tante. El residuo que se present6é amorfo, higroscépico, de color 4m-
bar oscuro, pes6 12,1 gm. Por tanto, el contenido de saponinas en
el material vegetal seco es del 20,43 %

Determinacion del indice de espuma.

Se siguié el método descrito por Calderéon G. (11) y se obtuvo
un resultado de 10.000/6 — 1.666.

Determinacion del indice de hemolisis.

La determinacion del indice de hemdlisis se realiz6:
a) Con las saponinas aisladas.
b) Con “saponina purificada” J. T. Baker.

Solucion amortiguadore e isotomica de fosfatos, pH 7,4.

Se preparé segin la U.S.P. XV, revisiéon (12).

Solucion de sangre. Se prepard segiin Calderéon G. E. (13).

a) Con las saponinas aisladas.

En una serie de tubos de hemolisis se introdujo en su orden:

1 cc de la soluciéon de sangre )

0,95-0,9-0,85-0,8 ... 0,05-0,0 cc de la solucién amortigua-
dora e isoténica.

0,05-0,1-0,15-0,2 ... 0,95-1,0 cc de soluciéon de las sapo-
ninas aisladas al 0,5% en solucién amortiguadora.
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Inmediatamente después de haber preparado la serie y 15 mi-
nutos mas tarde, se agitaron los tubos y luego se dejaron en reposo,
en la gradilla, a la temperatura ambiente. A las 12 horas se exa-
minaron, observiandose que el primer tubo en que se efectu6 la
hemdlisis total fue el que contenia 0,55 cc de la solucién de sapo-
ninas. Segun la Tabla de O. Dafert, con este volumen y concentra-
cién de la solucién, corresponde a las saponinas un indice de hemdé-
lisis de 780 (13).

b) Con “saponina purificada” J. T. Baker.

Se siguié exactamente el método anterior, pero empleando
una solucion de “saponina purificada” J. T. Baker al 0,1% en
solucion amortiguadora e isotonica. A las 12 horas se observé que
el primer tubo en que se produjo la hemdlisis total fue el que con-
tenia 0,45 cc de la solucién de saponina. Segiin la tabla de O.
Dafert, con este volumen y concentracion de la solucién, corres-
ponde a la saponina un #ndice de hemdlisis de 4.400 (13).

Reacciones de identidad.

Con las saponinas aisladas se efectuaron las siguientes re-
acciones:

Reaccion del dcido sulfiirico. A unos miligramos de las sapo-
ninas colocados en una capsula de porcelana se les virtieron unas
gotas de acido sulfiirico concentrado: casi inmediatamente apa-
recié una coloracion pardo-rojiza, con un tono amarillo-verdoso en
los bordes de la mezcla, que después de 30-40 minutos no cam-
bié (14).

Reacciéon de Lafon. A unos miligramos de las saponinas co-
locados en una capsula de porcelana se les agregé 1 cc de una
mezcla, a partes iguales, de acido sulfiirico concentrado y etanol
de 96°: casi inmediatamente se presenté una coloracién amarillo-
verdosa, que no vari6 después; al agregar unas gotas de solucién
acuosa de cloruro férrico al 1¢7, la coloracién vir6 a verde-par-
dusca (14).

Cromatografia de las saponinas.

Después de numerosas experiencias, en que se emplearon dife-
rentes sistemas de solventes y varios reactivos reveladores, se
obtuvieron resultados satisfactorios con el método siguiente:
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Las saponinas aisladas se disolvieron en metanol y se colo-
caron 3 mecl en tiras de papel S& S 2043a. Se sigui6é la técnica
ascendente; como solvente se emple6 una mezcla de n-butanol/aci-
do acéfico (4:1).

Se revelaron por inmersiéon en solucién de sangre de bovino
desfibrinada, al 2% en solucién amortiguadora e isoténica, de fos-
fatos, de pH 7,4. A los pocos minutos aparecié en cada una de las
tiras una sola mancha de color pardusco, con un Rf de 0,81. Por
lo anterior se deduce que en el material vegetal existe una sola
saponing.

Hidrelisis de la saponina.

Una porcién de la saponina aislada se traté con 4acido sulfi-
rico al 10%, y se calenté durante 2 horas al b.m. La solucién, de
color ambarino, en un principio limpida, se fue tornando turbia
en el transcurso del calentamiento, hasta aparecer numerosos gru-
mos de color pardo. Después de dejar enfriar, se filtré, y el resi-
duo insoluble constituido por la sapogenina, se lavé con agua hasta
que las aguas del lavado presentaron reaccién neutra, al papel
indicador.

Reconocimiento de las sapogeninas triterpénicas.

Con la sapogenina separada mediante la hidrélisis anterior-
mente descrita, se efectuaron las siguientes reacciones: (15).

a) Se colocaron unos miligramos de la sapogenina en un tubo
de ensayo, se disolvieron en 2 cc de etanol de 95° se agregaron
unos cc de reactivo vainillin-clorhidrico (solucién al 1% de vaini-
llina en &acido clorhidrico) : lentamente aparecié una coloracién
pardo - verdosa. Al calentar la mezcla, la coloracién se presentd
con mayor rapidez e intensidad;

b) A unos miligramos de la sapogenina se agregé 0,5 cc de
una solucién de cloruro férrico al 0,016z en cloruro de tionilo: a
los pocos minutos la mezcla tomé una coloracién roja con un tono
ligeramente amarillo;

¢) A unos miligramos de la sapogenina, se agregdé 0,5 cc de
una solucién de tricloruro de antimonio al 0,01% en cloruro de
tionilo: a los pocos minutos se presenté una coloraciéon pardusca
que fue virando hasta dar un color rojo oscuro con visos azules.

Por las reacciones precedentes se deduce que la sapogenina es
de naturaleza t{riterpénica.
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Cromatografia de la fraccidn ozicar.

El filtrado proveniente de la hidroélisis 4cida de la saponina,
se neutralizé por adicién de carbonato de calcio; se filtr6é y se
concentr6 por calentamiento en b.m.; se filtr6 nuevamente y se
continué calentando en b.m. para reducir ain mas su volumen.

Se efectu6 una cromatografia ascendente, en papel S& S
2043a, colocando 2 mel del liquido anteriormente descrito, y de
soluciones acuosas al 1% de galactosa, xilosa, glucosa. y arabinosa,
como testigos. Como solvente se emple6 una mezcla de isopropa-
nol/agua (8:2).

Se revel6 con reactivo de ftalato de anilina (16), y se colocé
en la estufa durante 5 minutos a una temperatura de 100-105° C.

En el cromatograma aparecieron las manchas correspondien-
tes a las pentosas (xilosa y arabinosa) de color pardo-rosado claro,
v las correspondientes a las hexosas (galactosa y glucosa) de color
pardo mas oscuro (16). La solucién desconocida se resolvié en dos
manchas, ambas de color pardo similar al de las hexosas. Los Rf
correspondientes son los siguientes:

SOLUCIONES ‘PATRONES:

Galactesa ... ... ... Cee e e e 0,396
Xilosa ... ver cer ee ien o aen it aee ... 0,528
Glucesa ... ... ... ... (ol il Lae o 0,410
Arabinosa ... ... ... .0 Ll ol ol e 0,446

SOLUCION DESCONOCIDA:

Mamncha inferier ... ... ... ... ... ... ... 0,410
Mancha superior ... ... ... .. cor vun ven 0,595

De lo anterior se puede deducir: La fraccién azicar de la
saponina, obtenida por hidrélisis acida, contiene 2 sustancias: la
correspondiente a la mancha inferior, por la coloracién tomada al
revelar y por su Rf, se identifica como una hexosa. La de la man-
cha superior, cuya coloracién es diferente a la de las pentosas y
cuyo Rf estd alejado del de las hexosas, es probablemente un acido
urdnico (también detectable con el revelador empleado), compuesto
frecuente de la fraccién azicar de las saponinas de estructura tri-
terpénica.
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Purificacion de la sapogenina.

El residuo, que quedé en el filtro, proveniente de la hidrélisis
de la saponina, se disolvi6 en etanol de 95°, se mezclé con carbén
activado; se calenté en b.m. durante unos minutos, agitando con
frecuencia; se dejé enfriar y se filtré por papel a un vaso de pre-
cipitados. El filtrado se calent6 en b.m. hasta evaporar el etanol.
El residuo se volvié a tratar en la misma forma anterior, dejando
finalmente un residuo incoloro de aspecto cristalino.

La sapogenina obtenida es soluble en acetona, ligeramente
soluble en cloroformo e insoluble en tetracloruro de carbono y bi-
sulfuro de carbono.

Una gota de la solucién alcohélica de la sapogenina, evapo-
rada sobre un portaobjetos se presentd, observada al microscopio,
en forma de microcristales.

Determinacion del espectro de absorcién al infrarrojo de la
sapogening.

Se determin6é en un espectrofotémetro Perkin - Elmer paré
espectrofotometria al infrarrojo, con la sapogenina en fase sélida,
empleando comprimido de bromuro de potasio. (Figura 3).

Comentario del espectrograma.

Los picos que muestra el espectrograma, correspondientes a
grupos funcionales son los siguientes:

En ‘2,8 micras: grupo oxhidrilo de alcohol secundario (CH-OH)
En 3,4 micras: presencia de un grupo CH alifitico.

En 5,9 micras: firme sospecha de un grupo carbonilo (— CO).
En 6,1 micras: presencia de un doble enlace.

En 7,3 micras: radical metilo (CH3).

R H
En 11,9 micras: doble enlace trisubstituido. >C=C<
R R

Nota: Existe correspondencia entre el espectrograma de esta sa-
pogenina y el de la escina, saponina triterpénica, principio
activo de Aesculus hippocastanum (castafio de Indias), lo
cual confirmaria la naturaleza triterpénica de la primera
(18).
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ALCALOIDES

Las pruebas de investigacién de alcaloides realizadas en la
marcha analitica pusieron de manifiesto la presencia de estos prin-
cipios en el material vegetal, pero al mismo tiempo revelaron su
minimo contenido reflejado en la baja intensidad de las respues-
tas frente a los reactivos empleados, lo cual hizo dificil su extrac-
cién y necesaria la aplicacién de métodos de maceracién, de perco-
lacion y de extraccion continua en Soxhlet.

Ensayos preliminares indicaron que el método de percolacién
en medio acido, precedida de una corta maceraciéon con el mismo
liquido, daba mejores resultados que los obtenidos con cualquiera
de los otros métodos puestos en practica.

Una cantidad conocida del material vegetal, pulverizado y
seco, se dispuso convenientemente dentro de un percolador; se fue
vertiendo con cuidado acido sulfirico 0,1 N hasta humedecer todo
el polvo y dejar sobre el mismo una pequefia capa de liquido. Des-
pués de 24 horas de maceracion, se comenzé a percolar a razén de
6-10 gotas por minuto. Se suspendié la percolacién cuando unas
gotas del liquido fluyente dieron reacciéon negativa con reactivo
de Mayer. El liquido de percolacién, se extrajo con 3 porciones de
cloroformo de 20 cc cada una, después de alcalinizar con S.R. de
amoniaco. Al agregar la solucién de amoniaco se formaba un pre-
cipitado floculento (constituido probablemente por saponinas que
precipitan de sus soluciones acuosas, en presencia de sulfato de
amonio), el cual habia que dejar separar. Las porciones clorofér-
micas reunidas se extrajeron con acido sulfurico 0,1 N hasta ago-
tar el alcaloide.

Las porciones acidas reunidas se “lavaron’ con cloroformo en
una ampolla, desechando luego la capa del solvente, y se extrajeron
por iltimo, y después de alcalinizar con S.R. de amoniaco, con clo-
roformo. Las porciones cloroférmicas se recibieron en un reci-
piente tarado después de filtrarlas por papel; el filtro se lavé con
cloroformo. El solvents se evapor6 calentando cuidadosamente en
b.m., y el residuo se terminé de desecar sobre cloruro de calcio,
hasta peso constante.

El contenido de alcaloides en el material vegetal pulverizado
y seco es de 40,52 mg por ciento.

Se practicaron otros métodos con resultados poco satisfacto-
rios, como el de extraccién en Soxhlet con cloroformo, previa mace-
racion del material vegetal con solucién de carbonato de sodio al
109, (20).
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Cromatografia de los alcaloides.

Numerosas pruebas y métodos en que se emplearon diversos
sistemas, y diferentes tipos de papel y de reactivos para revelado,
fue necesario efectuar antes de hallar el método que ofreci6 me-
jores resultados, y que a continuacién se describe:

En la linea de partida de tiras de papel Whatman N¢ 1 se
colocaron, mediante una micropipeta, 20 mecl de la solucién cloro-
formica de la fraccion alcaloidal. Se sigui6 la técnica ascedente y
se emple6 como solvente una mezecla de n-butanol/acido clorhidrico
(98:2) saturada de agua. Los cromatogramas se dejaron secar al
aire, y se revelaron por inmersion en reactivo yodo-platinico. En
cada una de las tiras apareci6 una sola mancha, de color morado,
sobre el fondo lila del papel impregnado de reactivo, con un Rf de
0,58. De la experiencia anterior se deduce que en la fraccién alca-
loidal aislada del material vegetal, existe sélo un alcaloide.

Notas:

1?2 Como en ensayos previos se not6 en algunos cromatogra-
mos dificultad en la movilizacién del alcaloide (ocasionada posi-
blemente por trazas de sustancias extrafias), se opt6 por disolver
el residuo alcaloidal en etanol de 95° después de evaporar el clo-
roformo, y pasar esta solucioén aleohdlica por una pequeiia columna
de alimina neutra “Merck”, para luego eluir con el mismo solvente,
y después de evaporar el etanol en b.m. redisolver el residuo en
cloroformo.

2% La composicién indicada para el reactivo yodo-platinico es
la siguiente: solucién de cloruro de platino al 5¢, 2,5 cc; solucién
de yoduro de potasio al 10 % 22,5 cc; agua 50 cc (21).

Nosotros obtuvimos mejores resultados preparando este re-
activo revelador con el doble de la cantidad de agua indicada, ya
que asi el papel presenta un fondo de tono mas claro, sobre el cual
contrasta mejor la mancha.

Fotomicrografias del sulfato, del clorhidrato. y del alcaloide
base.

Por evaporacién espontanea sobré un portaobjetos de una
gota de la extraccion del alcaloide en medio acido (con acido sul-
firico), se obtuvieron numerosos cristales rectangulares, que se
observan en la Figura 4.
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FIGURA 4. Cristales del sulfato del alecaloide.

Por evaporacién sobre cloruro de calcio, en un portaobjetos,
de una gota de la extraccién del alcaloide en medio acido (con
acido clorhidrico),. se obtuvieron cristales rectangulares aislados,
muy higroscépicos.

La solucién cloroférmica procedente de la extracciéon del al-
caloide, se sometié a liofilizacion. Del residuo redisuelto en cloro-
formo, se coloc6 urna gota en un portaobjetos y se dejé evaporar
el solvente espontdneamente; se observéd al microscopio sin encon-
trar cristalizacion alguna. El mismo residuo qu2 se observd, se mez-
clé con unas gotas de benceno (en el cual se mostré ligeramente
soluble), y se dej6é evaporar el solvente espontineamente. Al ob-
servar al microscopio s¢ encontraron numerosos cristales aciculares
ramificados.

Determinacién del espectro de absorcion al infrarrojo del al-

caloide.
\

Se determiné en un espectrofotémetro Beckman para espectro-
fotometria al infrarrojo, empleando el alcaloide base (obtenico
por recristalizacion en benceno del alcaloide liofilizado) en fase
sé6lida, en comprimido de bromuro de potasio (véase Figura 5).
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FI1GURA 5. Espectrograma de absorci¢n al infrarrojo, del zlealoide.

Comentario del espectrograma.

Los picos que exhibe el espectrograma corresponden a los gru-
pos funcionales siguientes:

En 2,9 micras: grupo amina secundaria (— NH —)

En 3,5 micras: grupo CH2.

En 6,1 micras: banda caracteristica de los compuestos hetero-
ciclicos, la cual se repite a menudo en 6,9 micras, como en este caso.

En 7,25 micras: radical metilo (— CH3).

Nota: El espectrograma presenta caracteristicas que, segiin parece,
sitian a este principio dentro del gruvo de los compuestos
indélicos.

DISCUSION

Existe una planta, llamada verndculamente “dividivi”, dife-
rente del dividive (Libidibia coriaria) empleado como curtiente, cu-
vas hojas, en forma de decoccién, se emplean empiricamente, en una
region que comprende parte de los Departamentos de Norte de San-
tander y Magdalena, en el tratamiento de la tdlcera grastrica y duo-
denal y del cancer gastrico.

Con una muestra de la planta se realizé su estudio botéanico,
y se clasific6 como Chloroleucon mangense (Jacq.) Brit & Rose,
de la familia de las Leguminosas, subfamilia de las Mimosoideas.
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Con el presente trabajo se ha querido iniciar su estudio fito-
quimico con el fin de determinar principios que pudiesen ser res-
ponsables de su actividad terapéutica.

Numerosas investigaciones coinciden en sefialar como respon-
sables de la actividad antitumoral a seponinas o alcaloides; de ahi
que nuestro interés haya recaido en tales compuestos.

En lo que respecta a las propiedades antiinflamatorias y cica-
- trizantes, posible mecanismo a que pudiese ser atribuido su empleo
en la terapia de la ulcera, existen estudios que sefialan concreta-
mente una seporina como factor responsable de tal efecto (24, 25).

Después de las operaciones preliminares de secamiento, mo-
lienda y tamizado, determinaciéon de humedad e investigacion de
sustancias reductoras, del material vegetal (hojas, compuestas de
raquis, raquillas y folio’os), se efectu6 una marcha analitica si-
guiendo el esquema propuesto por el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos, ampliado, y una modificacién de la técnica
de X. A. Dominguez, del Instituto Tecnologico de Monterrey, Mé-
xico. Se investigaron saponinas, alcaloides, flavonoles, taninos y
esteroles. Hubo respuesta positiva para saponinas, alcsloides y
esteroles. Se hizo el estudio particular de las saponinas y de los
alcaloides.

Para aislar las saponinas se desarrollé6 un método con dos mo-
dalidades, consistente la primera en extraer el residuo del material
vegetal con etanol de 70° a reflujo, después de agotar con éter eti-
lico; precipitar las saponinas por adicién de éter; redisolver el
residuo en metanol; volver a precipitar con éter; decantar y some-
ter el residuo a liofilizacién o a desecacién sobre cloruro de calcio.

La segunda, consistente en extraer el residuo del material ve-
getal con etanol de 70° a reflujo, después de agotar con éter etilico
y éter de petréleo sucesivamente; evaporar el filtrado hasta se-
quedad y terminar de desecar sobre cloruro de calcio. Esta segunda
modalidad ofrecié mejor resultado en cuanto a la cantidad de sapo-
ninas obtenida.

Las saponinas se hallan en el material vegetal en proporcion
notable. Se determiné el indice de espuma y el de hemdlisis. Se
efectué una cromatografia ascendente en papel, hallindose una
sola saponina. Se hidroliz6 ésta en medio dcido y se efectu6 la
cromatografia ascedente en papel, de la fraccién azicar ponién-
dose en evidencia una hexosa y otro compuesto probablemente
acido urénico. Con la sapogenina aislada se efectuaron reacciones
que indicaron su naturaleza triterpénica. Se purificé la sapoge-
nina y se determin6é su espectro de absorciéon al infrarrojo, en
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fase soélida, empleando comprimido de bromuro de potasio. El
comentario del espectrograma pusc de manifiesto la presencia de
grupos funcionales organicos caracteristicos y confirmé la consti-
tucién triterpénica de la sapogenina.

Cabe anotar aqui, que un grupo de investigadores de Takeda
Pharmaceutical Industries, Ltd., Osaka, Jap6n (26), aislé una
sustancia activa contra el sarcoma de Yoshida, de la planta Albizzia
julibrissin, de la misma familia y subfamilia y de un género afin
al de la planta tema de nuestro estudio.

Por el procedimiento de obtencién descrito se deduce que tal
principio es una saperina. La firma japonesa se negé a facilitar-
nos una copia del espectrograma de absorcién al infrarrojo, del
compuesto aislado.

Los alcaloides, cuya deteccion preliminar reveldé su minimo
contenido, reflejado en la baja intensidad de las respuestas frente
a los reactivos empleados, se extrajeron siguiendo varios métodos;
'siendo el mas apropiado el de percolacién con agua acidulada, pre-
cedida de una corta maceracién con el mismo liquido; extraccién
del liquido de percolacién con cloroformo, en ampolla de separacion,
después de alcalinizar; extraccién del liquido cloroférmico con por-
ciones acidas; por tltimo extraccién con cloroformo después de al-
calinizar, y evaporacién del solvente en b.m.

Se realizé la cromatografia ascendente, en papel, de la frac-
cién alcaloidal, probandose la.presencia de un solo alcaloide.

Se introdujo una modificacion satisfactoria en la preparacion
del reactivo yodoplatinico revelador.

Se tomaron fotomicrografias de cristales de sulfato, clorhi-
-drato y alcaloide base. Se tomé el sunto de fusién del alcaloide
base: 184°* C.

Se determiné el espectro de absorcién al infrarrojo, del alca-
loide base, en fase sé6lida, empleando comprimido de bromuro de
potasio. El comentario del espectrograma, revela la presencia de
grupos funcionales caracteristicos de compuestos de naturaleza
alcaloidal.

El alcaloide, por sus caracteristicas de solubilidad y punto de
fusién, no parece ser idéntico con ninguno de los alcaloides des-
critos de la familia de las Leguminosas; tales propiedades lo se-
fialan como un probable derivado de aminoacido, compuestos fre-
cuentes en numerosos géneros de dicha familia; al parecer, del gru-
po del indol. -
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CONCLUSIONES

La planta objeto del presente trabajo es Chloroleucon man-
gense (Jacq) Brit & Rose, de la famllla de las Leguminosas, sub-
familia de las Mimosoideas.

Contiene saponinas en proporcién notable.

Contiene trazas de alcaloides.

Contiene un esterol.

No contiene flavonoles ni taninos.

Contiene una sola saponina y un solo alcaloide, cromatrogra-
ficamente demostrable.

Por hidrolisis acida de la saponina se obtiene una sapogeniua
y una fraccion azicar. La cromatografia de la fracciéon aztcar
pone en evidencia una hexosa y otro compuesto, probablemente
acido urémico. :

Las reacciones efectuadas con la sapogenina indican su natu-
raleza triterpénica confirmada por el espectro de absorcién al in-
frarrojo.

Consideramos a la saponina como el probable factor respon-
sable de la presunta actividad terapéutica de la planta.

SUMMARY

Phytochemical studies on Chloroleucon Mangense (Jacq)
Brit. & Rose, fam. Leguminosae, subfam. Mimosoidae, were per-
formed.

Besides usual components, the presence of a saponin as well
as an alkaloid is demostrated chromatrographically.

Acid hydrolisis of this saponin leads to a sapogenin, its tri-
terpenic nature being confirmed by infrared absorption spectros-
copy.

Further studies regarding the pharmacological properties of
the saponin is suggested by the author.

RESUME

L’objet d’étude du travail est la plante Chloroleucon mangense
(Jacq) Brit. & Rose, de la famille des Legumineuses, sub-famille
des Mimosoideae.

La plante contient des saponines en proportion notable, un
stérol, des alcaloides en quantité négligéable et, elle n’a pas des
flavonoles ni tanines.

Par chomatographie est décelée seulement une saponine et un
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alcaloide. La dégradation acide de !a saponine forme deux frac-
tions: celle de la sapogenine et celle d’'un sucre. Cette derniére
fraction, par cromatographie, montre en évidence una hexose et
une autre substance, probablement un acide uronique.

Les réactions effectués avec la sapogenine indiquent une na-
ture de triterpéne, ce qui est confirmé par son spectre d’absortion
a Pinfra-rouge.

On considére que la saponine est probablement le facteur rés-
ponsable de la présumé activité thérapeutique.
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