CONTRIBUCION AL ESTUDIO QuIMICO
DE LAS LAURACEAS EN COLOMBIA

ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA PERSFA CAERULIA

*LUIS ENRIOUE CUCA SUAREZ

SUMARIO

De los extractos metanslicos de la corteza y tronco de la per-
sea caerulia (Laur@cea), se aislaron y caracterizaron : (+) ciatem;l-
na, (-) epicatequina y la nroantocianidinas By ¥ B2- I7ualment
se aislé B-sitosterol de las hojas.

INTRODUCCION

La familia de las Laurdceas ha sido eswdiada nrinciralmente

Brasil, Chile y dltimamente en Italia (especialmente los
Nectandra y Ocotea).

séneros
En este articulo se describe el estudio de una Laurdcea del oé
neroy solamente se conoce en el pais el estudio de la persea grati-
cima. |.a Persea caerulia es un arbol de 8 a 10 metros de altura, co-
munmente [lamado aguacatillo o cutapo, caracteristico de clima tenr
plado. Generalmente se usa como poste para las cercas, ya que su

madera es muy resistente a la humedad y al ataque de tipo biolégi-
co.
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En la familia de las Laurdceas, se han encontrado diferentes
clases de compuestos tales como: aceites esenciales, neolignanos
pironas, derivados de alilbenceno, cumarinas, chalconas, terpenos,
ceras, grasas; esteroides en los géneros Aniba, Litsea, Potameia,
Cassytha, Phoebe, Endlicheria. Flavonoides y triterpenos inica -
mente en el género Litsea, mientras que alcaloides (generalmente
de tipo aporfinico y bisbencilisoquincleinico) en los géneros Per-
sea, Crytocarya, Nectandra, Ocotea, Laurus y Cinnamomum. (1)

Como se puede observar, la familia de las Laurdceas es muy
rica en productos quimicos, muchos de los cuales son utilizados en
la fabricacién de productos farmac olégicos.

PARTE EXPERIMENTAL

La planta fué recolectada en el municipio de la Vega (Cundi-
namarca) y determinada por el botanico R. Jaramillo del Instituto
de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia.

Extraccién: Se hicieron extraccionés con metanol de muestras se
cas y molidas de corteza (2 Kg), tronco (1.5 Kg) y hojas (3.5 Kg)
y hojas (3.5 Kg) por maceracion, obteniéndose los extractos cormes
pondientes, los cuales fueron evaporados a presion reducida.

Fraccionamiento del extracto proveniente de la corteza en calequj
nas y proantocianidinas.

El extracto metanélico proveniente de la corteza (10.5%) fue
extraido con acetato de etilo. A la fraccién soluble se le llamé A
y al residuo B. A se fraccioné por cromatografia en columna sobre
celulosa, eluyendo con agua, controlando la seraracién por croma
tografia de capa delgada, y utilizando vainillina-acido clorhidrico,
como revelador. Se obtuvieron 2.1 g de catequinas (fraccién menos

soluble) y 0.6 gr de proantocianidinas, los cuales se diferenciaon
por sus Rf (2).
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Separacion de (+) catequina (1) y (-) epicatequina (I1]) :

L.a fraccion constituida por catequinas (2.10 gramos) se some
116 a cromatografia de columna en celulosa, usando como eluyente
agua. De esta manera se obtuvieron 0.18 gramos de un compuesto
1 v 0.08 gramos de un compuesto Il. Los compuestos fueron recris
talizados en agua y presentaron las siguientes caracteristicas :

Compuesto I: punto de fusion 249°C ; [ 9= 67.8 (acetona);
Rf = 0.37 (agua). Analisis elemental : Encontrado : 62.88%C,
4.8%, H, 32,25%0; calculado 61.96% C, 5.00%H, 33.94%0.

Compuesto II: punto de fusion : 178°C; | a];": + 15.3 (aceto-
na ) Rf = 0.28 (agua). Andlisis elemental : Encontrado : pareci -
do al del compuesto I.

Los dos compuestos presentaron reaccion positiva con el reactivo
de Pauli. Tanto | como Il se co-cromatografiaron con muestras pa-
trones, correspondiendo | a (-) epicatequina y epicatequina y Il a
(+) catequina.

Metilacidn de catequinas :

Las catequinas (10 gr) fueron tratadas con 5 ml de diazometa-
no (preparado a partir de p-toluensulfonitroso metilamida en éter)
con agitacion durante 3 horas y observando la finalizacion de la
reaccion por Cromatografia de Capa Delgada (C.C.D.).

Los derivados obtenidos se purificaron por cromatografia de
columna en silica gel, utilizando como eluyente benceno : acetona
(9.1) vy recogiendo fracciones de 30 ml, las cuales fueron examina-
das por C.C.D., usando como revelador acido sulfirico-formaldehi-
do-agua y calentado a 100°C. De esta manera, se obtuvieron 90.67
gramos de (+) catequina tetrametilada (I1I) y 0.43 gramos de (-)
epicatequina tetrametilada (1V). Estas sustancias fueron recristali
zadas en metanol obteniéndose los siguientes datos que concuer -
dan con los publicados por F. Delle Monache (3) :

Compuesto Il : p.f. = 187%.. [ aflo___ + 1 acetons); IR(KBr cm” 1y
3610, 1681; UV(EtOH) ), - 272 am (log € = 3.4) con adicién de
NaOH 0.5 N,290 ; RMN (60 MHz & 1.75 (s,0H-3); 1.95 (d,] = 3.2
Hz ; 2H-4); 3.85 (s,4-OCH3); 4.5 (s,H-2); 6.2 (¢,] = 2.4 Hz, H-6,
H-8); 7.10 - 7.30 (m,H-3,H-5", H-6).
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Compuesto [V : p.f = 157°C.; [ ¢ "= 63° (acerona);IR(KBr) 3640 ,
1683 (OH):UV (EtOH) = 226 (log € = 4,2), con adicién de NaOH
0.5N, 292; RMN (60 Mz, & : 1.80 (s,0H,3); 2.85 (d,CH2,2H-4);375
(s.4-OCH3); 4.9 (s,H-2); 4.68 (s,H-3); 6.15(d,] = 2.4H 2z,H-5,H -6);
6.9-7.0 (m,H-3,H- 5" ,H-6")°

En ambos casos el pico debido aHOH desaparece al corres el espec
tro con agua deuterada.

Acetilacion de catequinas :

Tomando otra parte de la mezcla de catequinas, se traté (10 g)
con anhidrido acético y piridina durante 8 horas con agitacion, con
el objeto de acetilar todos los grupos -OH de la molécula v luego
se dejo reposar por 6 horas. Los derivados acetilados se separaron
por cromatografia de columna ensilica gel, utilizando como eluyen-
te cloroformo : metanol (95:5). Estos compuestos se recristalizaron
en mezcla de metanol- agua y presentaron las siguientes caracteris-
ticas :

20
Compuesto V : (pentaacetil (-) epicatequina: p.f.__=153°c; [2]p
(metanol) = 14.9 RMN (60 MHz, CDC13, &) : 1.95 (s,0Ac alifdtico
C-3) : 2.30 (s,4-0 Ac aromaticos 3.10 (d, CH2-4); 5.10 Ks,H-2);5.40
(s,H-3); 6.75 (s,H-6,H-8);7.37.6 (m,H-2" ,H-5",H-6").

Compuesto VI : (pentaacetil (1) catequina) : p.f. = 181°C.; [ m];‘;o

(metanol) = + 10.3; RMN (60 MHz, CDCL3), & ) : 2.19 (s,-OAc ali-
fatico); 2.30(s,4-0AC aromaticos); 2.75 (m,CH2, 2H-4), 5.30(s, H-
2); 5.43 (s,H-3); 6.70 (d,H-6,H-8); 7.35-7.70 (m,H del anillo B),

Degradacion de calequinas :

Se rrataron respectivamente 0.8 gramos de catequina y 9.10 gra
mos de epicatequina con KOH 6N en metanol bajo reflujo durante
12 horas, seguido de hidrolisis acida (4).

Los productos de esta reaccion se purificaron usando cromato
grafia de columna. El compuesto fendlico y el acido puros asi ob-
tenidos, presentaron las caracteristicas del fluoroglucinol (VII) y
del dcido 3,4 dihidroxibenzoico.

Compuesto Vil: p.f. = 221°C., coloracién roja con FeCl_’) en piri -
dina, decolaracion del aguade bromo; IR (KBr en em” 31 70, 2850 ,
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1750, 1390, 1285, 1190, 960, 835, 780; RMN (60 MHz, CDC13, 3):
5.90 (s); 3.55 (s); 8.70 (s).

Compuesto VIII : p.f. = 201°C., reaccién positiva con NaHCO3 e hi
droxamato férrico; IR (KBr, cm‘l) : 2900, 1850, 1700, 1590. 1470 »
1250, 1090, 950, 770.

Tosilacion de las catequinas :

Se trataron 0.5 gramos de catequinas, previamente metilados,
con cloruro de p-toluensulfénilo TsCL en piridina (3) la mezcla se
reflujo, durante 5 horas con lo cual se obtuvo 5, 6, 3',4’-tetrrametoxi-
2- (p-tolilsul fon ato)-catequina. Este compuesto se recristalizé en
diclorometano, dando cristales blancos de p.f. = 181 -8oC.

ldentificacidn de proantocianidinas :

La purificacién de la fraccion constituida por proan tocianidi-
nas (0.6 gramos ), por cromatografia de columha en celulosa, usan-
do agua como eluyente produjo 0.4 gramos de proantocianidina Bl,
0.09 gramos de proantocianidina B2. Las otras dos proantocianidi-
nas que componian la mezcla inicial no se pudieron separar debido
a que sus Rf eran muy parecidos, lo que esta de acuerdo con lo re-
portado por F. Delle Monache et all (5).

La proantocianidinas Bl y B2 fueron comparadas cromatografi
camente con patrones auténticos obtenidos anteriormente por Mari-
ne Bettolo et all (6).

Obtencidn de catequinas y proantocianidinas del extracto proveniep
te del tronco :

El extracto proveniente del tronco fué purificado por cromaro -
grafia de columna en silica gel, usando como eluyeante acetato de
etilo. Se recogieron fracciones de 100 ml, las cuales se estudiaron
por C.C.D., usando como reveladores vainillina-acido clorhidrico y
acido sulfirico-formaldehido-agua. Al agrupar las fracciones que
presentaban similitud, se obtuvieron 2.5 gramos de catequinas, 1.2
gramos de proantocianidinas y 0.9 gramos de mezcla de acidos gra
sos; estos ultimos no se identificaron.

Aislamiento de [ - sitosterol del extracto proveniente de las bojas:

El extracto proveniente de las hojas, fue lavado con éter de
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petroleo, obteniéndose un extracto etéreo (p.93%), el cual purifico
por cromatografia de columna, obteniéndose abundante cantidad de
clorofilas y dos sdlidos blancos correspondientes a un acido gra-
so y al B-sitosterol p.f. = 137°C.

Estudio tenfativo del extracto B proveniente de la corteza :

La fraccion insoluble en acetato de etilo 6 fraccion B (206 gra
mos) fue extraida con cdoroformo y luego con acetona, quedandoun
residuo soluble en metanol. El extracto cloroférmico se purificé
por cromatografia de columna, obteniéndose clorofilas y un solido
blanco (1,3%) de punto de fusién 145-148°C, al cual se le realiza-
ron los siguientes ensayos quimicos cualitativos :

a) Tratamiento del sélido blanco con (cloroformo + anhidrido acé
tico + acido sulfirico) dié una coloracion verde.

b) Una solucién cloroférmica de esta sustancia con dcido triclo-
ro-acético, dié un color morado.

¢) A una solucion del sélido blanco se le agrego cloruro de Zinc
y al calentar se observé un color naranja.

Todos los reactivos anteriores estdn reportados por [.R. Han-
son (7) para esteroides. Mediante una comparacion de los datosde
IR ¥ RMN con los reportados por Hanson, se concluyé que el soli-
do blanco corresponde a una mezcla de esteroides.

IR (KBr,em™ 1) : 3680, 3030, 2815, 1635, 1450, 1380, 1350, 800, RMN
(60MHz, CDC13, ) 0.70, 0.8, 1.4, 3.5, 4.3 4.8 (-OH).

El extracto acerdnico (2.3 gr) se purificé por cromatografia
de columna en silica gel, obteniéndose dos productos que no se
identificaron, pero dieron las siguientes pruebas generales para
tolifenoles (8) :

a) color morado con el reactivo de Pauli
b) color rojo con cloruro férrico en metanol

¢) color rojo con acido sulfirico-formol (aromaticidad)
El extracto metandlico es insoluble en casi todos los solven
tes organicos y posiblemente estd constituido por lignanos poli -

méricos y taninos. Esta fraccion no fué estudiada.
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Discusion.
Estructura de las catequinas I y 11 :

Por las caracteristicas obtenidas y mediante comparacion cro
matografica con patrones auténticos (1) se pudo deducir que los com
puestos [ v Il corresponden a (-) epicatequina (I) y a (+) catequina
(ID. Los datos obtenidos para estos compuestos estan de acuerdo a
los reportados por F. Ferrari et all (9).

GLRCE "QORCE

L R=RZR=RzR,= O:R=R=R=Rz= Ri= H

m: 2,-:- t:z= R=R,= -CH, . n'._ R,.. Ri= Ri= -CH,

e
Re 0

¥:R= Rz Ry Rz R,-.-c?cn,ma;=ag=a'f R= Ri=C-CH,

Las caracteristicas de los derivados obtenidos por metilacion
(Il y 1V) concuerdan con los reportados por F. Delle Monache (2).
A los derivados acetilados se les asigno las estructuras V v V]
con base en las constantes fisicas y los dos espectros de RMN los
cuales presentaron sefales en 3.10 y 2.75 & respectuivamente. Se-
gun F. Ferrari (10) para las (+) catequina pentaacetilada (V) la se
fial aparece como un octeto y para las (-) epicatequina pentaaceti -
lada (V) como un doblete .

Las caracteristicas de los derivados anteriores y el hecho de
haber obtenido como productos de descomposicion el floroglucinolly
el dcido 3.4-dihidroxibenzoico corroboran las estructuras [ y [lasig
nadas a las catequinas aisladas.

Estructuras de las proantocianidinas :

Las proantocianidinas por comparacion directa con patrones
(co-cromatografia) corresponden a la siguiente formula (5,11).
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H  B=(Epicatequina(+)Catequina
H  BfbEpicatequina(HEpicatequina

o QM BthiCatequina@Catequin
B(+)Catequina(-)Epicatequina
H
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