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FE DE ERRATAS

Los grupos carbonilo de los radicales de las distintas cumarinas de

la figura son en realidad grupos metileno.

Entre los carbonos 4 y 5 de la estructura de cicutoxina debe existir

un triple enlace en lugar del doble enlace que aparece.
Donde dice ferulinolona debe decir descarboxiferulinolona.

La férmula asignada al agatadiol es incorrecta, en realidad se trata
del alcohol alilico isémero del representado,[8(17),14-1abdadien-13E,
18~diol).

La fotocopia de las hojas basales corresponden a Elaeoselinum ascle-

pium.

La fotocopia de las hojas basales corresponde a Elaeoselinum tenuifo-

lium.
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Como continuacidn de los trabajos realizados sobre
compuestos quimicos de diversas especies vegetales
endémicas de la provincia de Alicante (1-5) y dentro del
programa gque sobre el estudio de productos naturales se
viene desarrollando en el Departamento de Quimica Orgénica
de la Universidad de Alicante, se aborda en la presente
memoria, el estudio de las raices de dos especies perte-
necientes a la familia de las Umbeliferas, género Elaeo-

selinum, wuna de ellas Elaeoselinum tenuifolium (lag)

Lange, conocida también como Thapsia tenuifolia Lag. vy

Elaecoselinum lagascae Boiss y la otra Elaeoselinum

asclepium (L) subs. meoides (Desf.) Fiori, gue se conoce

también como Elaeoselinum meoides (Desf.) Koch ex D.C. y

Elaeoselinum millefolium Boiss (6,7).

La familia de las Umbeliferas estd constituida por
mas de 3.200 especies y su estudio resulta muy interesante
por el tipo de componentes gquimicos qué“contiene, a los
gue se deben las aplicaciones de algunas de sus especCiles

en medicina popular y como aromatizantes de alimentos.

Por lo que se refiere a su accidn fisioldgica,
algunas especies se han utilizado como estomacales, tdnicos,

diuréticos, drogas de accidn cardiovascular, estimulantes,
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etc. (8-12).

Muchas especies contienen cumarinas, responsables
de la accidn fotodermatitica estimulante de la pigmentacidn

de la piel, y con ese fin las semillas de Ammi visnaga vya

se ytilizaban en Egipto. Las cumarinas responsables de este
tipo de accidn son derivadas del psoraleno y angelicina,

habiéndose comprobado su coordinacidn al DNA (9).

Otras especies contienen lactonas sesqguiterpénicas
con agrupacidn a-metilen-y-lactdnica résponsables de 1la
actividad como alérgehos, agentes antineoplasicos o
antitumorales, gque han sido utilizados de forma efectiva
en el tratamiento de algunos tipos de cancer de laringe

en animales de experimentacidn (10) etc.

Otras Umbeliferas se utilizan como aditivos naturales

no todoxicos en la industria alimentaria, siendo algunas

especies comestibles, como por ejemplo: Daucus carota
(zanahoria), Pastinaca sativa (chirivia), Foeniculum
vulgare subs. vulgare var. Azoricum (hinojo), etc.

Algunas especies se utilizan como condimentos o

especias, como Carum carvi (alcaravea), Anetum graveolens

(eneldo), Pimpinella anisum (anis), Petroselinum sativum

(perejil), Foeniculum vulgare var. dulce (hinojo),

Coriandrum sativum (cilantro), etc. Otras se usan como

aromatizantes para bebidas, este es el caso de Angelica
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archangelica (angélica), Laserpitium gallicum y varias

especies de Heracleum (11,12).
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CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LAS UMBELIFERAS

La familia de las Umbeliferas se ha dividido en tres

subfamilias: Hydrocotyloideae, Saniculideae vy Apioideae.

)

Los estudios fitoguimicos realizados sobre Umbeliferas se
han centrado fundamentalmente en las especies de la

subfamilia Apioideae.

Los componentes mas caracteristicos de las Umbelife-
ras son los aceites esenciales y las cumarinas, pero
tampién se han encontrado otros compuestos que se pueden

agrupar en los siguientes tipos (13,14):

Terpenoides

a) Monoterpenos

Los componentes predominantes en los aceites
esenciales de las Umbeliferas son fundamentalmente
monoterpenos y sesSquiterpenos, gque van acompanados de
fenilpropanoides y a veces de ftalidas, por ejemplo ligus=-
tilida Muchos de estos componentes fueron aislados por
primera vez en Umbeliferas y sus nombres derivan de la
planta original, por ejemplo: felandral y pg-felandreno

de Phellandrium aguaticum (=Oenanthe aquatica), carveol

10
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y carvona de Carum carvi, fencol y fencona de Foeniculum

vulgare, cuminol y cuminal de Cuminum cyminum, ferulol de

Ferula hispanica.

CH—C3H7
CHO

OR

ligustilida B-fellandreno ferulol
R

R
R=H, OH carveol R=H, OH fencol
R=0 carvona R=0 fencona

b) Sesquiterpenos

Ademds de sesquiterpenos con esqueletos corrientes
(germacrano, eudesmano, dguayano), son caracteristicas de
Umbeliferas los esqueletos de ferulano y daucano. El daucol

se aisld de Daucus carota y el a-feruleno de Ferula

communis. El nombre de selinano con el gue se conocen

también los derivados de eudesmano, procede del aislamiento

11
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>

de B -selineno a partir de Apium graveolens (=Selinum

graveolens) .

En ciertas tribus, ademds, son bastante frecuentes
las lactonas sesquiterpénicas, por ejemplo laserolida,

germacrolida aislada de Laser trilibum, thapsigargicina,

- guayanolida aislada de Thapsia garganica, etc.

Los sesquiterpenos también se han encontrado unidos

a cumarinas, por ejemplo coladonina de Ferula communis.

a-feruleno daucol

o]
OAng
o}j
OAc
CH .
Q

thapsigargicina laserolida

coladonina

12
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c) Diterpenos

Hemos encontrado pocos trabajos en los dJue se
describa la presencia de diterpenos en Umbeliferas. Se han
identificado cuatro &cidos diterpénicos de las raices de

s

la espédie Hermas villosa (15) con esqueleto de labdano:

Los &acidos cis y trans comunicos y los correspondientes

epimeros en C-4.

En Magydaris panacifolia se han aislado tres diter-

penos monociclicos con las sigulentes estructuras (16):

- R=H R=H, R=AcC

13
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En Elaeoselinum gummiferum (=Margotia gummifera) se

han encontrado: A&acido gummiferdlico 1, margotianina 2,
dcido ent-kaur-l6-en-19-oico 3, y &cido isomargotianoico

4 (17,18,19).

R1 RZ Rl R2 R3

[
1 H H 3 H H H
Me OAc 4 H OAng OAc

En Flaeoselinum foetidum se han aislado también, los

siguientes diterpenos con esqueletos de kaurano y atisano

(20).

R1 R2 R
H OSen 8 0Sen
0Sen H 9 OAng
OAng H

14
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‘CoOMe
11

d) Triterpenos

Los triterpenos libres tampoco son frecuentes, se
han encontrado formando glicdsidos, como las saikosaponinas
responsables de la actividad bioldgica de las raices de

Bupleurum falcatum.

Gluc(1-3)FucO

Ny
1y

A}
CHZOH

saikosaponina A

Fenilpropanoides

Estas sustancias son bastante frecuentes en Umbelife-
ras, se encuentran entre los aceites esenciales como el

anetol (Pimpinella anisum), apiol (Apium petroselinum), foe-

15
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niculina (Foeniculum vulgare), etc. Entre los derivados

no volAtiles se encuentra por ejemplo latifolona vy

helmanticina.

o

CH=CH-CH CH=CH-CH

3 3

latifolona foeniculina anetol

helmanticina

Derivados de acido hidroxicinamico y compuestos relacionados

Estos acidos se encuentran en general esterificando
alcoholes terpénicos o acetogeninas, por ejemplo, &cido
clorogénico. También estan relacionados con el acido
cindmico, las cumarinas, cromonas Yy lignanos. Los mas

frecuentes son las cumarinas.

le
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Cumarinas

Estas sustancias son muy frecuentes en las especies

pertenecientes a las familias Umbelliferae y Rutaceae. Se

han encontrado, tanto cumarinas sencillas, por ejemplo
umbeliferona, como furano y piranocumarinas y sus dihidro
derivados. El . contenido varia segln las especies, pero es

curioso destacar gque las plantas pertenecientes a las

tribus Peucedaneae, Amineae, y Smyrneae, son las que
presentan mayor abundancia y variedad (21-23). En cambio

la tribu Laserpitieae, al que pertenece el género

Elaeoselinum, presenta un bajo contenido en cumarinas.

R O (0]
Rg
OSTOL R7= OCH3, R8= CHZCH=CM62
OSTENOL R7= COH, R8= CHZCH=CM62
UMBELIFERONA R7= OH
ESCULETINA R7= R8::- OH
17
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Una Umbelifera muy abundante en cumarinas, es la

especie Cachrys sicula L, conocida también como Hippomara-

thrum pterochlaenum (DC) Boiss. Esta planta perteneciente

a la tribu Smyrnieae, ha sido estudiada recientemente en
nuestro Departamento (23), habiéndose aislado de ella

"una serie de cumarinas que a continuacidn se detallan.

/ji\v/l\\
1 TIsoimperatorina o ~ H

2 Imperatorina H

3 Bergapteno OMe H

4  Xantotoxina H OMe
5 Isopimpinellina OMe OMe

OMe
6  t-0-Metilheraclenol H 0 -

7 Saxalina o

8 Pabulenol o

o)
OH
o]
NN
OH
§ Oxipeucedanina 0/8\4\ H

18
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1t

R 0 0

R

o/ﬁ\~44\\ (0Sen)

Q

11 (~)-Sprengelianina O)Y\ (0oTgl)

12 (+)-Marmesina

10 (-)-Prantschimgina

CH

HO

HO
MeO 0
13 Ulopterol

Flavonoides y otros compuestos relacionados

Los flavonoides son compuestos ampliamente distri-
buidos en el reino vegetal y su presencia ha sido utili-
zada con fines quimiotaxondmicos. En el caso de las
Unbeliferas, los flavonoides mas frecuentes son: luteolina,

kampferol, quercetina y sus glicdsidos.

19
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QUERCETINA R.=R_,= R_,= OH

3~ T4T Tse
LUTEOLINA Ry= H, R,,= Rg,= OH
KAMPFEROL Ry= R,,= OH, Rg,= H

Az{icares y polioles

En los tejidos de reserva de las Umbeliferas, se han
encontrado diversos ciclitoles mono y oligosacaridos. La

apiosa fue aislada por primera vez de Apium dJraveolens.

Se puede destacar también la umbeliferosa, gque es un

trisacarido ampliamente distribuido.

CHO

CH

H——-—

Gal (la-28) Glu (la-2B) Fruc

HOCH, — CH umbeliferosa

CHZOH apiosa

20
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Alcaloides y derivados nitrogenados

Son poco frecuentes entre las Umbeliferas, aunque
se han encontrado alcaloides sencillos como la coniina,

en Conium maculatum. También se han aislado derivados de

pirazinas, pirrolidinas e isoquinoleinas.

Esteroles, ceras y acidos grasos

Se han encontrade hidrocarburos, alcoholes, cetonas
lineales y esteroles, mas frecuentes en el reino vegetal.
Merece destacar sin embargo la presencia en las semillas

de Petroselinum sativum, de acidos palmitico, linoleico

y petroselinico.

CH, - (CH2)lO - CH = CH - (CH2)4 - COOCH

3

dcido petroselinico

Compuestos poliacetilénicos

Son caracteristicos de 1las especies pertenecientes

a las familias Araliaceae, Compositae y Umbelliferae.

En las Umbeliferas, son frecuentes los poliacetilenos

21
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de 13 a 17 atomos de carbono y en general son sustancias

muy tdxicas, por ejemplo la cicutoxina (de Cicuta virosa)

y oenantotoxina (de Oenanthe crocata).

CH3 - (CHZ)Z - CHOH - (CH=CH)3 - (C=C)2 - (CHZ)Z - CH,OH

cicutoxina

La ferulinona, metabolito recientemente aislado de

Ferula communis (24) es un poliacetileno de origen biosin-

tético mixto (25), formado por wunidén de una cumarina
(sikimato), un terpenoide (mevalonato) y un acetileno

{acetato).

ferulinolona

22
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BIOGENESIS DE DITERPENOS TETRACICLICOS

Dada la relacidn existente entre ciertos derivados
con esqueleto de kaurano y las gibellerinas, hormonas
vegetales de gran importancia por ser responsables del
control del crecimiento y floracidn de las plantas, se han
realizado muchos estudios biogenésicos, habiéndose
éomprobado el origen de los derivados de kaurano y otros

diterpenos tetraciclicos relacionados, segun se indica en

el esquema siguiente (25,26,27)

“ H H
i ~ b
W = TN oo™
1 7 2 R,OPP

CH,OPP

kaurano

H

beyerano trachylobano

atisano

23
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Por ciclacidén de pirofosfato de geranil geranilo
l, se forma pirofosfato de copalilo que evoluciona a la
especie triciclica 3. El ataque electrdfilo del carboca-
tidn en C-8 sobre el doble enlace Al4 origina la especie
catidnica tetraciclica 4, que puede evolucionar por caminos

diferentes, para dar derivados correspondientes a las

series de kaurano, trachylobano, atisano y beyerano.

Por otro lado, si la conformacidn inicial del
pirofosfato de geranil geranilo es la de 5, como se indica
en el esquema, siguiendo procesos de ciclacidn anadlogos

a los anteriores se obtienen los derivados del filocladano.

\ M
H

"}:(

filocladano
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Volver al indice/Tornar a l'index

Por oxidacidn enzimatica del 1l6-kaureno se forma
el &cido ent-7-hidroxi-l9-kaurenoico, que por contraccidn
del anillo B ée transforma en un aldehido, a partir del
cual 'se originan todas las gibellerinas. En el esquema

siguiente se indican estas transformaciones.

GIBERELLINA A-3 ~CO,E
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EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO

La planta’objeto de estudio, fue recolectada en el
Cabo de Huertas (término municipal de Alicante) y las
raices, previamente troceadas, fueron extraidas con bence-
no en un aparato Dean Stark eliminando el agua por destila-
cidn azeotrdpica. El extracto bruto de benceno concentrado
did® un peso de 58,8 g que representa el 3,9% del peso de

raices secas.

El extracto bruto bencénico se tratd con metanol vy
la parte soluble en este disolvente (77,4%%), reveld la
presencia en el IR de bandas caracteristicas de &acidos
carboxilicos, por lo que fue sometido a un fraccionamiento

con bases como se indica en la parte experimental.

La CCF de la parte neutra (61,1%*), revela la presen-
cia de dos manchas predominantes, gque corresponden a los
componentes mayoritarios T-4 y T-6, asi como un conjunto
de manchas de menor polaridad. Los compuestos T-4 y T-6
se separaron por cristalizacidn (27%*) y se purificaron

por métodos cromatograficos.

El resto de la parte neutra se fracciond por cromato-

grafia en columna hUGmeda. De la parte menos polar se

(*) Porcentajes referidos al extracto bruto de benceno.

.
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aislaron e identificaron los compuestos T-1, T-2 y T-3,
mientras que de la parte mas polar se aisld e identificd

la sustancia T-5.

A continuacidn vamos a detallar el proceso de deter-
minacidn estructural de las sustancias T-l1 a T-6, basando-

nos en su comportamiento quimico y datos espectroscdpicos

(28-34).

C.C.F. DEL EXTRACTO BRUTO DE BENCENO

RE. Coloracidn al revelar

Glicéridos
T-1 0.77 rojo oscuro

T-2 0.69 marrdn oscuro

T_3 . 0.62 ” "

azul oscuro

Acidos grasos rojo

o >0 > o 00000

Eluyente: Hx /.AcOEt 8:2
Revelado: HZSO4/EtOH/vainillina

Calentamiento: 120¢/S min.
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T-4: ent-150-Angeloiloxi-l6-kauren-3g-ol

Este compuesto fue aislado de la fraccidn A2, corres-
pondiente a la cromatografia en columna seca de la parte
cristalizada del extracto neutro de benceno. T-4 se crista-

1izd en hexano, dando un sélido blanco de PEf. 120~-121° y

a - o
[a], -89,1

El espectro IR (fig. T-4b), presenta absorciones
caracteristicas de los siguientes grupos: Hidroxilo

asociado (3.360(a), 1.040), metileno terminal (3.070, 1.650,

890) y éster conjugado (1.715, 1.220, 1.150), (28-30).

El espectro UV (fig. T-4a), presenta un maximo de
absorcidn a 218 nm (3,9), correspondiente a una transicidn

n—mn" de un grupo éster probablemente conjugado (28,29,33).

En el espectro de masas (fig. T-4g), se observa un
ién molecular M' a m/z 386 que corresponde a una formula

molecular C25H38O3, siendo ademds significativos los frag-
I 1Y, 271[286-Me] ™,

mentos a m/z: 303[M-Ang] , 286[M-AngOH

o]T, 253[271-H
1+

268[286-H o]”*, 243[271—C2H4]+, 83(ang]”,

2
(100), 55[Ang-CO

2
, (28-34).

En el espectro de RMN lH (200MH2,CDC13) (fig. T-4e),
se observan las siguientes sefiales § (ppm): 6,07(1lH,cc,
J=7,2Hz,J=1,4Hz,H-3') de un protdn vinilico, 2,00(3H,dc,

29
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J=7,2Hz,J=1,4Hz,H-4"') metilo geminal al protdn vinilico
y 1,91(3H,gnt,J=1,4Hz,H-5"') metilo sobre doble enlace
acoplado con los protones anteriores. El acoplamiento entre
las seflales se comprobd por doble irradiacidn sobre el
metilo H-5'. Estos datos concuerdan c¢on la siguiente

estructura parcial:

51
1,91 Mp oo Ho8.07
\C::C
R/z' \ME 2,00

4!

A 5,23(1H,t,J=2,4Hz,H-15), resuena un protdn geminal
a grupo éster y a 4,91(1H,4,J=2,4Hz,H-17a) y 4,87(1lH,m,
W%=5Hz,H—l7b) seflales correspondientes a un metileno

terminal.

Centrado a o) 3,17(1H,m,X(ABX),J =16,3Hz,H-3)

AX+BX
protdn geminal a grupo hidroxilo. 1,02(3H,s,H-20), 0,93
(3H,s,H~18) Y 0,74(3H,s,H-19) metilos sobre carbonos

cuaternarios.

13

Del espectro de RMN C (50,3MHz,CDC1 (fig. T-~4f),

3)
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realizado con desacoplamiento protdnico y de los registros
DEPT, se deduce la presencia de los siguientes grupos de

carbonos:

CH R C R_CH R_CH RCH

=CR, =CHR =CH, 4 3 2CH 3
168,1 138,1 106,3 46,0 81,2 39,0 28,4
153,9 39,0 78,9 38,8 20,8
128,1 38,8 54,9 36,5 17,8

48,2 33,5 15,8
40,8 27,4 15,6
19,6
17,8

+ +
Los fragmentos a m/z 286[M-AngOH] , 83[ang] y 55
[Ang—COl+, asli como los datos de IR, UV y RMN indicados
anteriormente, son caracteristicos de un éster del acido

angélico (18,35,36).

Por hidrdlisis de T-4 con KOH/MeOH 5%, se aisld el
alcohol T-8 vy acido tiglico cuyas propiedades y datos
espectroscOpicos (pag. 368) concuerdan con los descritos
en la bibliografia (35). Este acido proviene de la isome-
rizacidn del 4acido angélico presente en el compuesto

natural, que tiene menor estabilidad que el tiglico (36,

37).
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Me 2,8 (1,91) Me 11,3 (1,80)
128,1 128,8
RO~68:1 H (5,0n) HO ~68, ° _ Me 14,7
\l N 138,1 o4, T8 + Oﬁ Y. (1.75)
0 Me 158 (2,00) 0_ H (6,75

Una vez identificado el acido que estaba esterifican-
do T-4, el resto molecular presenta una formula de
C20H3202 y de acuerdo con los datos espectroscOpicos
anteriores se deduce que T-4 debe tratarse de un diterpeno
tetraciclico con un metileno terminal, un hidroxilo libre

ecuatorial (J =16,3Hz) y un grupo angeloiloxilo.

AX+BX

Los esqueletos mas comunes de diterpenos tetracicli-
cos son el kaurano, atisano, filocladano vy beyerano. En
todos ellos hay tres metilos sobre carbono cuaternario y

en los tres primeros, otro metilo sobre carbono terciario.

El compuesto T-4 presenta tres metilos cuaternarios
y un metileno terminal, por 1lo gque no puede presentar

esqueleto de beyerano.

El esqueleto de atisano puede ser descartado basando-
nos en el multiplete asignado al protdén alilico metinico
(H~12 en estructura de atisano y H-13 en filocladano o
kaurano), aparece a 2,66 mientras que en derivados de ati-

sano que no presentan efectos de sustituyentes sobre H-12
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(38),este resuena sobre 2,28 ppm. El desplazamiento quimico
del protdn alilico de T-4 no puede Jjustificarse con una
estructura de atisano, ya que dicho desplazamiento no puede
atribuirse a un desapantallamiento por sustituyentes, por
que como veremos mas adelante, las dos funciones que
aparecen en nuestra molécula no deben encontrarse en posi-
ciones que afecten a H-12.

Por comparacidn entre los datos de RMN l3C de kaura-

nos‘y atisanos descritos en la bibliografia (18,38,39,40),
se observan diferencias muy importantes en los anillos
C y D, principalmente en los carbonos C-11, C-12, C-13 y

13

C-14, (ver tablas RMN C, pag. 388).

Los datos de RMN l3C de T-8 se ajustan bastante bien

a una estructura de kaurano, presentando grandes diferen-
cias en los carbonos citados respecto a la estructura de
atisano.

Consultada la bibliografia (18,38-44), se ha podido
comprobar que el desplazamiento guimico en RMN 13C del C-10
en los derivados de kaurano, es mayor que en los restantes
esqueletos. El desplazamiento de C-10 en la estructura de
kdﬁréno, puede ser debido a la presencia de un efecto
"y -gauche" entre C-10 y C-12, efecto ausente en las otras

estructuras. En ausencia de otros sustituyentes el C-10

en un derivado de kaurano (39,5 ppm), aparece desapantalla-
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do aproximadamente 1,5 ppm en comparacidén con el del
filocladano_ (37,9 ppm). Como en el compuesto T-4 todos
los carbonos terciarios aparecen desapantallados por encima
de 38,8 ppm, se suglere para nuestro compuesto una estruc-
tura de kaurano. Este desapantallamiento no puede atribuir-

se a los sustituyentes, ya que en las posiciones en que

estan situados presentan efecto nulo o apantallante sobre

Cc-10.
\ie]
10
12
kaurano atisano
12 12
& 10
- filoecladanc beyerano

Hasta una posterior confirmacidn mediante correlacidn
con sustancias conocidas, como veremos mas adelante, asig-
namos a T-4 un esqgueleto de kaurano de la serie "enantio"

por razones blogenéticas, ya que los diterpenoides kauréni-
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cos de la serie normal son practicamente inexistentes en

la naturaleza (38,45).

Las posiciones en que se encuentran localizadas las
dos funciones oxigenadas, se deducen a partir del espectro
de RMN lH. La sefial del protdn geminal al hidroxilo libre
aparece a 3,17 como un multiplete parte X de un sistema
ABX con JAx+BX=l6,3Hz (46). Esto reduce las posibilidades
para el grupo hidroxilo a las posiciomes 1,3 y 7. La forma
del multiplete complejo en el espectro de 200MHz, (en RMN
de 60MHz aparece como dd aparente con J=9Hz y J=7Hz), es
caracteristica de un protdn geminal a un hidroxilo ecuato-
rial en posicidén 3 (47,48). Esta posicidn se confirmd por

13

los datos de RMN C mostrados mas adelante.

El protdn geminal al grupo angelato aparece como un
triplete a 5,23 ppm (J=2,4Hz), acoplado con los protones
del metileno terminal, como se demuestra por doble irradia-
cidn. El que no presente otrosacoplamientos significativos

indica gue la Qnica posicidn posible es la de C-15.
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>

La asignacidn de las seflales correspondientes a los
metilos en RMN lH, se hizo de acuerdo con los desplazamien-
tos inducidos por el complejo Eu (dpm)3, al ir aﬁadiendo
cantidades crecientes de Eu a una disolucidén de T-4 en

CDCl3 y registrar los espectros observando el desapantalla-

miento de las sefiales de los metilos.

Eu (dpm)3 (mg) Me-18 Me-19 Me-20
A 0,0 0,96 0,76 1,06
B 0,7 1,03 0,85 1,10
c 1,9 1,20 1,03 1,17
D 4,0 1,46 1,33 1,30
E 5,1 1,60 1,50 1,33
AS (E-A) ppm 0,64 0,74 0,27
/O
) ) /C‘
1%/ /
a
r]/
0,5+
0 Me-18
0 Me-19
A Me-20
} } t t }
1 2 3 & 5
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Si suponemos que el complejo de Eu se coordina al
hidroxilo en C-3 y lo situamos a 2 A del oxigeno en linea
con el enlace C-0, podemos relacionar las pendientes
experimentales de las rectas de la figura anterior, con

otras calculadas mediante la siguiente férmula:

P =K (3 cosze - 1)/ L3 (49)

Esta formula empirica nos da las$ pendientes en
funcidn de las distancias Y el &ngulo que forman cada uno
de los metilos con el Eu. La tabla siguiente nos muestra
que las pendientes calculadas concuerdan bastante bien con

las experimentales (K=1).

Me g (°) L (&) P calculada P experimental
18 36 4,4 0,0113 0,127
19 36 4,4 0,0113 0,145
20 26 8,4 0,0054 0,055
37

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

>

Estos valores nos indican que el singlete a 1,06 ppm,
debe asignarse al Me-20. De las otras dos sefiales, el Me-19
que presenta interaccidn 1,3 sindiaxial con el Me-20 debe

ser el mas apantallado (50,51) , por lo que asignaremos las

sefiales de 0,96 y 0,76 ppm a Me-18 y Me-19 respectivamente.

Si el hidroxilo secundario se sitGia en C-1 (ecuato-
rial) o en C-7 (ecuatorial) y aplicamos el razonamiento
antes 1indicado, se deducen las siguientes pendientes

calculadas para cada uno de los metilos con K=120.

OH Me-18 Me-19 Me-20
Cc-3 1,35 1,35 0,65
c-7 0,37 0,41 0,64
c-1 0,49 0,65 1,45
Pexp 1,27 1,45 0,55

Se puede observar que las pendientes gque mejor
concuerdan con las experimentales, son las calculadas con
‘el hidroxilo en C-3.

Las asignaciones en el espectro de RMN l3C se

realizaron por comparacidn de los datos experimentales del

diol T-8, con los valores de los desplazamientos citados
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en la bibliografia para compuestos similares.

El calculo se realizd tomando como base 1los datos
de RMN 13C del compuesto ent-l6-kaureno (42), indicados
en la tabla III y afiadiendo a continuacidn los efectos cal-

culados para los sustituyentes en C-15 y C-3 (tablas I y

II respectivamente).

En primer iugar se calcularon los incrementos en el
desplazamiento quimico producidos por un grupo hidroxilo
ent-15a (= endo) vy ent-15g (= exo) sobre estructura de
kaurano, con la finalidad de poder determinar mas adelante
la estereoquimica del C-15. Dichos incrementos aparecen
reflejados en la tabla I (columnas D y E), y se calcularon
por diferencias entre las absorciones de 1los compuestos
ent-15a -hidroxi-l6-kauren-19-cato de metilo (columna B)
y ent-15B8-hidroxi-l6-kauren-19-ocato de metilo (columna C),
con respecto al ent-l6-kauren-19-cato de metiloc (columna A)

(42).

A: R =COOMe, R,=R =H

B: R1=C00Me,: R2=H, R3=OH
C: R1=C00Me, R2=OH, R3=H
D: AB—A
E: AC—A
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TABLA I
Carbono A B c, D E
1 40,9 40,7 40,9 -0,2 -
2 19,2 19,2 19,2 - -
3 38,1 38,1 38,1 - -
4 43,9 43,9 43,9 - -
5 57,2 56,4 57,1 -0,8 -0,1
6 21,9 21,6 21,1 -0,3 -0,8
7 41,4 36,3 36,3 -5,1 -5,1
8 44,3 45,7 47,8 1,4 3,5
9 55,2 45,5 53,5 -9,7 -1,7
10 39,5 39,1 39,7 -0,4 0,2
11 18,4 18,3 18,3 -0,1 -0,1
12 33,2 31,1 32,6 -0,1 -0,6
13 43,9 40,1 42,3 -3,8 -1,6
14 39,7 38,9 35,3 -0,8 -4,4
15 49,0 82,5 82,7 33,5 33,7
16 155,8 158,4 160,3 2,6 4,5
17 103,1 104,7 108,2 1,6 5,1
18 28,8 28,7 28,8 -0,1 -
19 178,0 178,0 178,0 - -
20

15,4 15,5 15,7 0,1 0,3

40

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

Por no disponer de datos sobre el efecto del OH
ecuatorial en C-3 sobre una estructura de kaurano, vy
considerando que éste tiene influencia casi exclusivamente
en el primer anillo, los incrementos fueron calculados a
partir de datos de RMN l3C de triterpenos de la serie del

lupano (52).

La tabla II corresponde a la variacidn en el despla-
zamiento quimico, debida a la presencia en C-3 de un
hidroxilo ecuatorial (columna H), como diferencia entre
las absorciones del lupeol (columna G) y el lupano (co-
lumna F). En esta tabla sdlo estan representados aquellos
carbonos sobre los que el efecto del hidroxilo es apre-

ciable (*).

TABLA II
Carbono F G H
1 40,3 38,7 -1,6
2 18,7 27,4 8,7
3 42,1 78,8 36,7
4 33,2 38,8 5,6
5 56,3 55,2 -1,1
6 18,7 18,3 -0,4
10 37,5 37,1 -0,4
18% 33,4 28,0 -5,4
19* 21,6 15,4 ~6,2

(*) Para los metilos se ha cambiado la numeracidn del tri-

terpeno,por la que tendrian en la estructura de kaurano.
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F: R=H
G: R=OH
H: AG——F

En la tabla III estan representados los desplazamien-
tos calculados para el §33—16—kauren—36,lSa—diol (columna
J) y el §EE—16—kauren—3B,lSB—diol (columna K), calculados
al sumar & la columna A, Jgue representa las absorciones
del ent-l6-kaureno, los incrementos calculades en las

tablas I y II.

A: R1=R2=R3=H

J: R, =OH, R

) =H, R_=OH

2 3
K: Rl=OH, R2=OH, R3=H
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TABLA III
Carbono - A J K T-8
1 40,5 38,7 38,9 38,8*%
2 18,7* 27,4 27,4 27,5
3 42,1 78,8 78,8 79,0
4 - 33,3 38,9 38,9 38,8%*
5 56,3%* 54,4 55,1 54,6
6 20,3 19,6 19,1 19,7
7 41,3 36,2 36,2 38,5
8 44,3 45,7 47,8 45,7
9 56,1** 46,4 54,4 46,5
10 39,4 39,0 39,6 38,9%*
11 18,2* 18,1 18,1 18,2
12 33,3 33,2 32,7 33,3
13 44,0 40,2 42,2 40,2
14 39,9 39,1 35,5 38,9*
15 49,2 82,7 82,9 82,4
16 156,0 158,6 160,5 158,6
17 102,8 104,4 107,9 104,8
18 33,7 28,2 28,3 28,4
19 21,7 15,5 15,5 15,5
20 17,6 17,7 17,9 17,6

(*,**) Valores intercambiables.
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Por comparacidn de los datos experimentales del diol
T-8 que aparecen representados en la Gltima columna de la
tabla III, con las columnas J y K, podemos conclulr que
nuestro compuesto se ajusta mejor a la estructura del

ent-16-kauren-38,15a~-diol.

33,3

28,4 15,5

(*,%%) Asignaciones intercambiables

La estereoquimica del C-15 parece gquedar clara al
comprobar que entre los datos experimentales de T-8 y los
valores de la columna K (exo), existen diferencias muy
importantes, sobre todo en los carbonos C-8, C-9, C-13,

c-14, c-16 y c-17.

La configuracidén endo propuesta para el hidroxilo
en C-15, se confirmdé por su reactividad quimica en presen-

cia de HCl concentrado (53). En és_ta_s condiciones se ha

44

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

comprobado que cuando el hidroxilo tiene configuracidn
endo, se produce con cierta facilidad un reordenamiento
a cetona, como se comprobd que efectivamente ocurria con

el diol T-8. En el caso de la configuracidn C-15 exo, vy

en las mismas condiciones, la sustancia hubiera permanecido

>

sin transformarse.

HC1

La reaccidn puede explicarse por adicidén al doble
enlace, de un protdn, formadndose un carbocatidn terciario.
A continuacidn se produce una transposicidn del hidrdgeno
15-exo al carbono C-16, para dar un carbocatiéﬁ terciario
estabilizado por la presencia de oxigeno, que evoluciona

por pérdida del protdn del OH con formacidn de un doble

enlace C=0.
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En la bibliografia (54) aparece esta reaccidn como
bastante favorecida cuando el OH es endo, mientras que
transcurre muy lentamente o no llega a producirse cuando
se encuentra en posicidn exo.

En la figura inferior se asignan .las seflales de RMN
l3C a los <carbonos del compuesto vT.-4, obtenidas por

comparacidn con su diol T-8 y con los datos descritos en

bibliografia para el sustituyente angeloiloxilo (35).

33,5

27,4

{*,%*%) Asignaciones intercambiables
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Los fragmentos que aparecen en el espectro de masas

de T-4 estan en concordancia con la estructura propuesta.

! 55 (62)
'83 (100)

303 (1) «—2"8 386 (3)

243 (7) ~CoHy

-H,0

225 (4)
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Segiin mencionamos anteriormente es muy probable que
el esqueleto de kaurano propuesto para T-4 pertenezca a
la serie "enantio". Para confirmarlo se oxidd el producto

natural con PCC, obteniéndose la cetona T-10.

PCC

La curva de dicroismo circular (fig. T-10a) presenta
un efecto Cotton negativo a 293 nm, Ae= -0,97 (hexano).
Para explicar el efecto Cotton observado y de acuerdo con
la regla del octante (55), se requiere que la configura-
cidn absoluta de T-10 sea la representada en la proyeccidn

adjunta y no la enantidmera.
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Acetato T-7

Por acetilacidén de T-4 con Aczo/piridina, se obtuvo
el acetato T-7 que cristalizado en hexano presenta un
Pf. 94-95° y [a]D -75,4°.

La estructura se confirmd por comparacidn de los
espectros de IR (fig. T-7a) y de RMN lH (fig. T-7b) con

los del compuesto T-4, observando las siguientes variacio-

nes:

El espectro IR muestra nuevas bandas caracteristicas
de grupo acetato (1.735, 1.250), asi como la desaparicidn
de las seflales correspondientes al grupo hidroxilo.

En el espectro de RMN lH (6OMHz,CDCl3), aparece. una

seflal a 2,03(3H,s,H~2") del grupo metilo del acetato. EL
multiplete parte X del sistema ABX del protdn en C-3, sufre
un desapantallamiento por efecto del sustituyente aceto-

Xilo.

-

El espectro de masas (fig. T-7c), tiene un ién
molecular M+ a m/z 428 que corresponde a una fdérmula
C27H4OO4. La fragmentacidn es muy similar a la indicada
para T-4, presentando en la parte alta del espectro
1+

fragmentos caracteristicos a 368[M-AcOH] vy 328[M—TglOH]+.
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Piol T-8

La hidrdlisis de T-4 con KOH/MeOH 5%, dio T-8, que
se- purificd por cristalizacidn en benceno, presentando un

Pf. 167-168° y [alD -61,2°,

Por comparacidn de sus datos espectroscdpicos con

los de T-4 se observan las siguientes diferencias:

El espectro IR (fig. T-8a), muestra la desaparicidn
de las bandas caracteristicas de grupo éster, asi como la
aparicidn de otras nuevas de grupo hidroxilo (3.430, 3.350,

1.080, 1.060).

El espectro de masas (fig. T-8e), presenta un 1idn
molecular M+ a m/z 304, gque corresponde a una férmula
empirica C20H3202. La fragmentacidn es similar a la del
producto natural. La ausencia del éster angélico supone
la desaparicidn del pico intenso a 83[Ang]+.

En el espectro de RMN lH (ZOOMHZ,CDC13) (fig. T-8c),

se comprueba la ausencia de las seflales del grupo
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angeloiloxilo, mientras gque el protdn H-15 se apantalla
a 3,75(1H,J=2,4Hz,H-15), desplazamiento caracteristico de

un protdn geminal a hidroxilo.

El metileno terminal aparece desdoblado debido al
cambio de sustituyente en C-15, dando dos seflales a 5,09

(lH,m,W%=5Hz,H—l7a) y 4,95(1H,d4,J=2,4Hz,H-17b).

Cetona T-9

Este compuesto se obtuvo por tratamiento con HCL
concentrado del diol T-8. El compuesto se cristalizd en

hexano presentando un Pf. 158-159° y [a]D -80,7°.

El reordenamiento de T-8 se confirmd por la compara-

cidon de sus datos espectroscdOpicos con los de T-9.

El espectro UV (fig. T-9a) presenta un maximo de
absorcidn a 295 nm, correspondiente a una transicidn

n-n* de un grupo carbonilo.
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En el espectro IR (fig. T-9d), desaparecen las bandas
caracteristicas del doble enlace, presentando una nueva
banda de grupo carbonilo (1.725).

En el espectro de RMN lH (ZOOMHz,CDCl3) (fig. T-9e),

cabe destacar la ausencia de las sehales de los protones
vinilicos, asi como la del protdn H-15 geminal al grupo
hidroxiio de T-8. Aparecen sehales a 2,43(1H,d(a),J=12Hz,
H-1l4a) y 2,42(1H,m,H-13), que absorben a campos mas bajos,
debido a que se encuentran dentro del cono de desapantalla-

miento del grupo carbonilo.

El protdn H-16 aparece como un quintuplete con J=7Hz,
acoplado con los protones H-13 y con el metilo en C-17,

que resuena a 1,09(3H,d,J=7Hz,H~17).

Todos estos datos, junto-con los de espectrometria
de masas (fig. T-9g) que presenta un id6n molecular a m/z
304 (C20H3102) y una fragmentacidn similar al resto de los
compuestos antes citados, confirman la siguiente estruc-

tura.

Las asignaciones para los carbonos en el espectro
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de RMN 13C (fig. T-9f), se realizaron por comparacidn con
los datos de otros diterpenos similares (ver tablas
RMN 13C, pag. 388), teniendo en cuenta los incrementos de

desplazamiento producidos al introducir una estructura de

kaurano, un grupo carbonilo en posicidn C-15 (42).

Las curvas de dicroismo circular de esta cetona
(fig. T-9b y T-9c), presentan efecto Cotton negativo
-1,04 (hexano);

-0,53, +0,09 (metanol)].

(a2 308 82308 88576
Si se aplica la regla del octante a esta cetona o se
comparan las curvas observadas con las de otras bornanonas

(86) se deduce la configuracidn absoluta que se indica en

la figura de la pag. anterior para T-9.
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CORRELACION DE T-4 CON T-11 Y T-19

Para confirmar por via gquimica la estructura propues-
ta para T-4, se llevaron a cabo las transformaciones
indicadas en el esquema, que condujeron a la sintesis de

T-11 y T-19, sustancias descritas en bibliografia (53).

PCC
CHZCI2
Piridina
TsCl
R RV
Quincleina
A
S or-18
IKOH/MeOH 5%
HZ/Pto2
AcOH
© ra16
HC1
MeOH,Eter
Hz/PtOZ
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Cetona T-10

Con objeto de conocer la configuracidn absoluta del
T-4 (ver pag.48), se oxidd dicha sustancia con PCC/CHZClZ,

obteniendo el compuesto T-10 que presenta un [q]D -106°.

En ei espectro IR (fig. T-10b), la banda correspon-
diente a vibracidén de tensidn C=0 (1.710), se hace méas
ancha desapareciendo las seflales caracteristicas de grupo
hidroxilo.

En el espectro de RMN lH (6OMHz,CDCl3) (fig. T-10c¢),

destaca la desaparicidén de 1la seflal correspondiente al

protdn geminal al hidroxilo en C-3.

El espectro de masas (fig. T-10d), presenta un idn
molecular M+ a m/z 384 que corresponde a una fdrmula

molecular C25H36O3.
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Alcohol T-11

Con objeto de intentar correlacionar la sustancia
T-4 con el compuesto gEE—(l6§)-kauran—lS a -ol (T-11)
descrito en bibliografia (56), se realizd una reduccidn
de Wolff-Kishner, modificacidn de Huang-Minlon, a partir
del compuesto T-10, obteniendo T-11 que presenta Pf.
133-134° y [a]D -50°.

Comparando su espectro de RMN lH (GOMHz,CDCl3)

(fig. T-11b), con el de T-10 se observan las siguientes

diferencias:

Desaparecen las seflales correspondientes al grupo
angeloiloxilo y metileno terminal, aprecidndose a 0,93
(3H,d,J=7Hz,H-17) la sefial de un metilo doblete. El protdn
H-15 sufre un apantallamiento a 3,60(1H,d,J=11Hz,H-15),
caracteristico de un protdn geminal a hidroxilo, acoplado

con un protdn vecino.

En el espectro IR (fig. T-lla), desaparecen las
bandas de éster y cetona, asi como las del doble enlace

del metileno terminal.

De estos datos se deduce que debido a las condiciones
enérgicas de la reaccidn, ademds de la reduccidn a hidro-
carburo de 1la funcidn oxigenada en C-3, se ha producido

la hidrogenacidén del doble enlace exociclico y la
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hidrdlisis del angelato, por lo que se asigna a este

compuesto la estructura siguiente:

Esta estrcutura tiene una fdérmula empirica C20H34O,
. - +
que concuerda con el ion molecular M a m/z 290, que

aparece en el espectro de masas (fig. T-11d).

Dado lo enérgico de la reaccidn, que produce una gran
cantidad de compuestos secundarios y al poco rendimiento
obtenido, intentamos correlacionar T-4 con este compuesto

mediante otra via de sintesis (ver pag.67).

Acetato T-12

Por acetilacidén del compuesto T-11 con Aczo/piridina,
se obtuvo T-12, que purificado por «cristalizacidn en

metanol presenta un Pf. 111-112°,

Su espectro IR (fig. T-12a), a diferencia del de
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T-11, presenta bandas de grupo acetato (1.720, 1.230),
mientras desaparecen las bandas de grupo hidroxilo.

Comparando también el espectro de RMN lH (60MHzZ,

CDCl3) (fig. T-12b), observamos un desapantallamiento a
4,75(1H,d4,J=11Hz) del prc:dn H-15, caracteristico de un
' grupo acetato geminal. El metilo del acetato aparece a

2,10(3H,s,H-2").

La posicidn del grupo acetato se confirmd en RMN lH

(ZOOMHz,CDCl3) (fig. T-1l2c), por doble irradiacidn sobre

el protdn H-16, 2,36(1H,ddc,Jd =lle,Jd=7,2Hz,Jc=7Hz),

15-16
produciéndose 1la transformacidn en singletes de los

dobletes del protdn geminal al acetato, y del metilo en

c-17, 0,83(3H,d,J3=7Hz,H-17).
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Tosilato T-14

Por tratamiento de T-4 con TsCl/piridina, se obtuvo
el compuesto T-14, que cristalizado en hexano dio un Pf.
130-131° y [a]D -66,5°.

Por comparacidn de sus espectros IR y de RMN lH

(6OMHz,CDCl3) con los de T-4, se aprecian las siguilentes

diferencias:

En el IR (fig. T-l4a), podemos observar la desapa-
ricidén de las bandas del grupo hidroxilo y la aparicidn
de Dbandas caracteristicas de anillo aromatico (3.080,
1.595, 860-780), y de grupo sulfonato (1.360, 1.175).

E1l espectro de RMN 1

H (fig. T-14b), preéenta nuevas
serfiales correspondientes al grupo p-toluensulfonilo. A
7,80(2H,d4,J=8,5Hz , HO-Ar) y 7,30(2H,d,J=8, 5Hz , Hn~Ar)
resuenan los protones aromdticos en posiciones orto y meta
respectivamente al grupo sulfonato. A 2,42(3H,s) aparece
el metilo en para del anillo aromdtico. El protdn H-3

aparece a campos mas bajos, 4,26(1H,dd,J=9Hz,J=7Hz), debido

a la posicidn geminal del sustituyente p-toluensulfonilo.
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Compuesto T-15

Por tratamiento de T-14 con quinoleina a reflujo,
se obtuvo el compuesto T-15, [a]D -101°.

Por comparacidén de sus espectros’ IR y de RMN lH

(60MHz,CDC1 con los del compuesto T-1l4, se observan las

3)
siguientes diferencias:

En el IR (fig. T-15a) desaparecen las bandas
aromidticas, presentando en cambio absorciones caracteris-
ticas de doble enlace disustituido en cis (3.060, 1.645,
720).

En el espectro de RMN lH (fig. T-15b), se aprecia

la ausencia de las seflales del grupo p-toluensulfonilo,
y la de su protdn geminal, apareciendo en su lugar una
sefial compleija, 5,40(2H,d,AB(X2),H—2,H—3) de dos protones
vinilicos que forman la parte AB de un sistema ABXZ.
Todos estos datos 1indican que se ha obtenido el

producto de eliminacidn del tosilato.
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Alcohol T-~16

La hidrdlisis de T-15 con KOH/MeOH 5% dio el

compuesto T-16, [a]D -69,6°.

Comparando sus datos espectroscdpicos con los de

T-15 se observa lo siguiente:

En el IR (fig. T-1l6a) desaparecen las bandas del
grupo angelato, apareciendo absorciones caracteristicas
de grupo hidroxilo (3.410, 1.050).

La estructura también se confirma en RMN lH (60MHzZ,

CDCl3) (fig. T-16b), en donde desaparecen las sefales del
angelato, apantalladndose el protdn geminal a 3,76 (1lH,t,
J=2,5Hz,H-15), desplazamiento caracteristico de un protdn

geminal a hidroxilo.

Al igual que en el diol T-8, 1los protones del
metileno terminal aparecen en esta ocasidn desdoblados en
dos sefiales a 5,06(1H,m,W_=5Hz,H-17a) y 4,93(1lH,d,J=3Hz,

2

H-17b).
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2

Cetona T-17

A temperatura ambiente y en contacto con el aire,
el alcohol T-16, se oxida parcialmente a la cetona T-17,
que purificada por cristalizacidn en metanol presenta Pf.

100-101° y [«], -208°.

Su espectro UV (fig. T-17a) presenta una absorcidn
m-n*a 232 nm (3,8), asignable a un carboniloa ,f insatu-

rado (57,58).

Por comparacidn del espectro IR de esta sustancia
(fig. T-17b) con el de T-16, se observa la desaparicidn
dé las bandas de hidroxilo, apareciendo una absorcidn de
grupo carbecnilo (1.710).

1

En el espectro de RMN "H (60MHz,CDCl,) (fig. T-17c¢),

3

la {Qnica variacidn apreciable es la desaparicidn del

protdn H-15.

o
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Cetona T-18

Por tratamiento de T-16 con HCl concentrado, se
obtuvo el producto de reordenamiento T-18 que cristalizd

en etanol dando un Pf. 107-108°.

Las diferencias entre los datos espectroscdpicos de

T-18 y T-16 son las siguientes:

En el espectro IR (fig. T-1l8a) se observa como
variaciéﬁ principal la ausencia de las bandas ;aracteris—
ticas del grupo hidroxilo, asi como la presencia de una
banda de carbonilo (1.725).

1

El espectro de RMN "H (60MHz,CDCl.), se detecté la

3
~ausencia de las seflales del protdn H-15 y del metileno
terminal, apareciendo a 1,10(3H,d4,J=7Hz) 1la sefial de un

metilo en Cc-17 acoplado con el protdn H-16.

Estos datos indican que se ha producido un reordena-
miento similar al explicado para el compuesto T-4, dando

una sustancia con la estructura siguiente.
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>

Cetona T-19

Con el fin de obtener la cetona T-19 (ent—(l6§)—
kauran—-15-ona) descrita en la bibliografia (56), y poder
confirmar de esta forma la estructura propuesta para T-4

se realizd una hidrogenacidn catalitica con PtO, de T-18,

2

obteniéndose el compuesto saturado en el anillo A, T-19.

El estudio de los datos espectroscdpicos de IR (fig.
T-19a) y de RMN 1H (6OMHz,CDCl3) (fig. T-19b), confirman
la hidrogenacidén de T-18 al desaparecer las absorciones

caracteristicas del doble enlace entre C-2 y C-3. El resto

de las sefales son muy similares a las de T-18.

El espectro de masas presenta un pico de 1idn
+ ) -
molecular M a m/z 288 correspondiente a una fdérmula

CoqH3,0-

Las constantes fisicas y espectroscdpicas de T-19,

coinciden con las descritas en la bibliografia para ent-

(16s)-kauran-15-ona.
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T-4E PM384 . E te1t2, BEH 2
92 SCANS ( 92 SCANS, 3.68 MINS)

0Ang yass RANGE: (2.9, 428.3 TOTAL ABUND= 13892

r)x 1.8

i 1 [ ! 1 i { | 1 J | 1 t 1 | ! | |
5 18 18 2@ 25 3@ 35 4@ 45 S8 55 68 65 7@ VS 8@ 85 98

SCRN =

s 91 RET. TIME: 3.88 TOT ABUND= 52772, BRASE PK/ABUND: 83.9/ 18623.

188 - | 26 .1
5% 83
S0+ 29 41
18 67 93 185 117 131 147 1§57 171 185 199
) l.[ ILL ul.l Lt tdahe 1, .
A Y T i1 A N A 1 1} 1 L v Rl A3 LI ) Ll 1 L T 1 T
108 1 20 49 68 8o 189 129 140 168 180 2e0 .
59 4
213 227 241 256 269 284 382 359 384
a L L T L L] L) L T 1] T T L) 1 T - L T 1 T
220 240 260 284 398 320 349 369 3se
FRN 18112, SPECTRUM # 91 RET.TIME: 3.88, 211 PERKS
REL REL REL . REL
noz ABUND M2 ABUND Ms2Z ABUND Ms2 ABUND
15 2.2 71 1.6 118 1.4 159 1.4
18 .9 77 6.3 119 3.1 169 .6 .
26 1.9 78 . 1.7 120 1.8 161 1.9
27 19. 1 79 8.8 121 1.8 163 . .6
28 4.6 88 1.4 123 1.5 171 1.1
29 20.1 81 6.2 125 1.6 173 .7
3%, 18.4 83 109.8 128 1.3 - 17S .6
48 1.9 84 > 6.2 129 1.9 183 .75
41 23.4 85 4.9 130 .8 185 1.6
42 3.9 st 11.1 131 2.5 186 .8
43 19.2 92 2.9 132 1.0 187 .7
44 1.3 93 5.3 133 2.1 198 1.5
45 1.9 34 1.0 134 .7 199 1.7
s1 1.1 95 3.7 135 1.1 201 7o
s2 .5 96 1.4 137 .9 213 .8
53 8.2 97 1.3 141 .8 227 1.2
54 5.9 183 1.2 142 .8 241 1.2
55 €0.9 194 1.9 143 1.9 269 4.3
Fig. T-104
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T-UF 230 G o102, BTN 2
89 SCRNS (89 3CHNS, 3.18 MINS)
r)x 1.0 MRSS RANGE: 12.8, 386.4 TOTAL REBU S65197.
] | | i | U | { [ | ! l | T i | 1
S 192 18 29 2% 39 35 49 45 Y] 8% 60 65 7e 7S -1} 8%
SCRAN =
s 78 RET. TIME: 2.93 TOT ABUMD= 96262, BASE PK-/RABUND: 41.1/ S592.
189 - 411 5% r5.81
29 69 381 91
50 187 123 137 L
' | Ll L R
J Ll l‘l I:Ih pills L Iln hl !I][LL (l![l| WA
B = vy t T T T T t Tt T T
5 = 2
199 29 48 &9 89 103 128 148 5.51
-1 i 299
2rs
8 ’ 231 F
181 178 137 285 217 247 °57
2 l" e ey S bt - T T ‘ T Y | T T
154 138 204 22w 2449 264 288
FRN 18192, SPECTRUH‘ #* 73 RET.TIME: 3.83, 205 PEAKS
REL REL REL REL
MsZ ABUND M2 ABUND M2 RBUMD M2 ABUMD
27 16.6 58 15.8 189S 25.5 137 33.1
29 43.8 89 58.4 186 13.1 138 7.1
31 8.6 ?’? 26.7 187 33.8 147 9.7
39 18.5 79 38.9 198 11.6 149 13.¢
41 19a.8 30 9.8 189 28.8 152 18.8
42 18.4 81 51.9 117 3.8 1861 13.9
43 44.3 82 11.8 119 19.1 173 8.8
53 22.6 83 11.8 121 24.9 205 3.1
SS 69.8 91 46.6 122 8.8 231 28.8
13 3.9 g2 18.4 123 27.2 257 12.4
57 23.2 93 39.5 131 8.1 275 84.8
S8 12.7 94 23.2 133 13.@ 278 18.5
65 3.8 9 45.9 135 15.8 298 58.2
67 48.5 97 7.9 136 23.8 291 12.7
>PRAUSE
Fig. T-11d
‘
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Jruusc .
T-44 PnS49 et B 2
112 SCANS ( 112 SCANS, §.82 MINS)
rx 1.8 MASS RANGE: 13.841596.6 TOTRL ABUND= 1818228.
Ts0 *"
~ L) 1 U T T
10 20 39 48 50
SCAN =
s« 86 RET. TIME: 4.77 TOT ABUND= 27629. BASE PK,RBUND: 83.17/ 1335,
189 1 o 4.83
Q‘ ss 83 225 253268 pg¢
584 107 172
b 1
@ o lhpth i H)‘.dl‘lh A¢Lml sy ‘L.Tm. sl Bl - .
198 40 - 29 120 168 299 249 288 4.83
1 368
328
S0 - 383 397
448 |
397 | \ 428 4s8 497 514 s4a sg9
Ju L d A A Lo bl L L
] A 1 T ¥ 1) ¥ 1 ) 1 ) 1 L T T
324 362 499 449 488 529 560

FRN 18111, SPECTRUM # 86 RET.TIME: 4.77, 364 PERKS

-REL REL REL REL
Ms2 ABUND Ms2 ABUND M2 ABUND |y Pard ABUND
27 §.9 117 8.7 174 5.2 288 358.1
29 19.2 113 17.8 17S 5.2 287 19.8
39 8.7 129 7.8 1383 6.9 397 8.8
41 12.1 121 25.5 185 9.5 325 35.9
43 9.9 122 7.3 186 8.2 326 19.6
s3 6.7 123 3.6 187 7.6 335 8.8
35 45.9 128 5.5 197 6.4 358 12.7
65 11.8 129 7.3 19% 8.2 353 26.2
67 g.1 131 19.9 211 6.6 354 7.1
69 9.4 133 11.8 213 11.9 368 $5.7
77 14,5 134 9.8 215 9.5 369 15.7
79 17.5 135 172.7 216 6.6 389 8.1
81 11.3 136 12.2 225 52.6 397 21.6
82 5.5 137 6.6 226 12.2 398 5.8
83 108.9 143 8.8 227 7.1 339 4.6
84 6.8 145 11.S8 228 3.4 409 16.3
89 4.7 146 7.2 229 €.6 401 4.7
91 61.86 147 8.3 240 $.9 4Q7 5.4
92 16.9 149 5.9 241 4.9 425 12.7
93 21.1 155 13.0 243 47.5 432 - 9.1
94 4.6 157 7.2 244 9.9 449 17.2
95 18.3 158 4,9 253 54.8 441 5.7
185 25.6 159 9.7 254 11.9 458 8.4
Fig. T-1l4c
87

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

T-15a

Fig.

T-15b

Fig.

fpm

88

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Mancherio Magéan

1400

(5 3 rLANSRNL

4000 ca b

Fig. T-1l6a

T o1-16

o ppm

T-16b

Fig.

89

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

400
T

325nm

(=1
o we

o
o
, O

e

T-17a

Fig.

800

100

1600

2000

1400

1800

2500

axng

a0m wm

T-17b

Fig.

90

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

T-17

91

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985

0 ppm

-

)|
3

4
Fig.

ks

-0

N

T-17cC



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

MUY

10113, BER 2

189 SCANS ( 189 SCANS, $.72 MINS)
MRASS RANGE: 1.9, 344.2 TOTAL ABUND= 628721.

YOLATIL , COMIENZA CON RLTO NIVEL IONICO

20 48 . 68 88 198 120 148 168 188
SCRN =
s 27 RET. TIME: 1.13 TOT ABUND= 9104.° BRSE PK/RABUND: 284.2/ 676.
198 4 r7.43
91 188
50 - 41 4 i19 136 -
18 29 ss ' ‘ 145 171
1l 1[! A K| H.u' | lll. :1.“1; il ol IRRR R RAAT L
a 14 L T ¥ 1) 1] T T ¥ M ¥ L3 T i 1 Ll ) \E
108 - 26 49 60 89 180 l%za 149 168 183r7'43
284
50 229 269 !
185 292 5y, I 241 251 |, : 302 314 344
a ol T Jlll —I'L - T 1: r' 'l He T . : T I L L) Ll T 13 1
208 229 240 268 289 388 320 348
FRN 18113, SPECTRUM # 29 RET.TIME: 1.289, 163 PEAKS
REL REL REL REL
Ms2 ABUND Ms2 ABUND MsZ RABUND mMs2 ABUND
41 25.8 91 41.3 117 18.2 144 21.6
43 13.3 92 18.4 119 29.9 145 14.4
33 13.3 93 25.3 129 19.2 2082 13.9
$5 18.3 9S 18.9 121 27.6 228 19.4
67 13.93 185 41.3 133 14.4 229 35.3
7?7 25.8 186 9.9 134 11.7 351 11.6
79 23.9 197 29.9 135 14.0 269 31.8
81 18.6 188 11.7 138 21.5 284 100.08
83 16.3 199 9.9 143 10.7 285 23.2
>PAUSE
- Fig. T-17d
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T-UL 288 | FRN BEST-RUM CrRN
81 SCANS (81 SCANS, 2.88 MINS)
px 1.0 MASS RANGE: 13.9, 298.3 10T = 1479336,
i i | I I
s te 15 28 2%
SCAN =
# 66 RET. TIME: 2.60 TOT ABUMD= 45348, BARSE PK/ABUND: 230.2, 3577,
1984 - . -7.89
41 1283
58 - ss 65 79 91 (a7 137 r
29 149
e IR YR P R T
2 ol MR Ll W L i N ,I il el WLl
T L] T L} 1 1] 1] ) 1] L T T 1 L
Lo 29 48 68 39 . 189 - 129 140 -7 .89
) 2
215 283
58 273 r
161 178 139 293 | 248 28w
9 e T + T T T T bl T xll T I T ; T o T L
168 159 290 229 241 259 23a
FRN 12181, SPECTRUM % 65 RET.TIME:  2.6@8, - 181 PERKS
REL REL REL REL
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43 14.5 93 29.9 123 33.9 239 188.9
s3 12.6 94 14.1 133 8.8 221 21.7
S5 36.4 95 25.3 135 $.1 245 13.3
67 24.9 185 16.7 136 15.9 2ss 3.0
68 8.5 196 9.9 137 28.2 273 24.6
§9 26.7 197 23.2 138 1.7 288 59.9
77 17.9 199 22.9 147 8.4 289 12.6
79 29.3 119 12.9 149 11.6
>PAUSE
Fig. T-19c
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T-5: B -Sitosterol

El compuesto fue aislado de las fracciones C4l - C79
de la cromatografia C y cristalizado en metanol presenta

un Pf. 139-140° y [da]  -33,5°.

El espectro IR (fig. T-5a) presenta absorciones
caracteristicas de los siguientes grupos: Hidroxilo
(3.420, 1.040, 1.010) y doble enlace trisustituido (3.020,
835).

Los datos del espectro de RMN lH (60MHz ,CDC1L

3)
(fig. T-5b) descrita en la parte experimental, concuerda
con los gue se citan en la bibliografia para este compuesto

(59).
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Fig. T-5a

T-5b

Fig

97

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

T-6: ent-1l5a-Angeloiloxi-168,17-epoxikauran-3g-ol

De las fracciones A5 y A6 de la cromatografia en
columna seca inicial, se aisld una sustancia que en CCF
presenta un Rf. algo inferior al de T-4. Una vez purifi-
cada por recristalizacidn en hexano, presenta un Pf.

129-130°, [a], ~22,7°.

Los datos espectroscdpicos obtenidos para T-6
presentan una gran similitud con los de T-4, lo que induce

a pensar que se trata de sustancias con el mismo esqueleto.

El espectro IR (fig. T-6a) presenta absorciones a
los mismos nlmeros de onda que T-4, variando {Qnicamente
en las intensidades relativas de algunos picos en la zona
de la "huella dactilar" del espectro.

Por comparacidn del espectro de RMN lH (fig. T-6b)

con el de T-4, se observa que se mantiene la posicidn de
los metilos y las seflales caracteristicas de un sustitu-
yente angeloiloxilo, asi como la parte X del sistema ABX

del protdn H-3 geminal a un hidroxilo.

Las diferencias son las siguientes: desaparece la
seflal correspondiente al metileno terminal a 4,91(2H,s(a),
H-17), presentando a 2,80(2H,s,H-17) una seflal gue por su
desplazamiento quimico puede corresponder a d—cH,.

2

La presencia de un grupo epdxido estd en concordancia con

98

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

los datos de IR y del espectro de masas (fig. T-6c), cuyo
ién molecular M' 402, corresponde a una fdrmula empirica
C25H38O4, siendo ademds significativos 1los fragmentos a
n/z 384[M-—H20]+, 369[384-Me] ™, 319[M-ang]*, 302[M-angom]”

El resto de la fragmentacidn es muy similar a la del com-

puesto T-4.

Con objeto de confirmar la estructura, se epoxidd

el compuesto T-4 con Aacido m-cloroperbenzoico en CH,C1l

27727
obteniendo un compuesto cuyos datos fisicos y espectroscd-

picos coinciden con los de T-6.

La reaccidn de epoxidacidn nos sirve también para
determinar la configuracidén relativa del epdxido. Debido
a la posicidn del grupo angeloiloxilo, el peroxidcido tiene
por lo gque debe estar favorecido el ataque por la parte
inferior (exo). Basdndonos en este efecto estéreo asignamos

al compuesto la configuracidn ent-1683.
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Acetato T-20

Por acetilacidn del compuesto T-6 con ACZO/piridina,

se obtuvo el compuesto T-20, que cristalizado en hexano

dio un Pf. 173-174° y [a], -25°.

Por comparacidn de sus datos espectroscdpicos con

los de T-6, se observan las siguientes diferencias:

En el espectro IR (fig. T-20a), desaparecen las ban-
das del grupo hidroxilo, apareciendo absorciones caracte-

risticas de grupo acetato (1.730, 1.240).

En el espectro de RMN lH (fig. T-20b),se produce como
era de esperar un desplazamiento a campos mas bajos del
protdn H-3, asl como la aparicidn de un singlete a 2,03

(3H,s,H-2") del metilo del grupo acetato.

Su espectro de masas (fig. T-20c), presenta un idn

molecular M+ a m/z 444 (C27H4OOS)’ asi como una fragmen-

tacidn similar a la de T-6.
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Fig. T-6a

T-6b

ig.

F

101

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

192

75t

~alativa

sa b C25t35%

Itemnsidad

12

75

Imtensidad relativa

25 +

2 =77 lea 152 caa z25a

Fig. T-20c

102

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985




Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

400

1600

7800

2000

3000

Fig. T-20a

T-20b

Fig.

103

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

T-1l: 2-Isopropil-4-metilanisol

El compuesto T-1 fue aislado por cromatografia de
la parte menos polar del extracto y su identificacidn se

¥

realizd basandonos en los siguientes datos:

El espectro IR (fig. T-1lb), presenta bandas caracte-
risticas de anillo aromatico (3.010, 1.600, 1.490, 800,
740), vibracidn de tensidn ~C-H (2.940, 2.840, 2.810) vy

grupo metoxilo aromdtico (2.810, 1.230, 1.030).

El espectro UV (fig. T-la), presenta maximos de ab-
sorcién a A (nm): 221(4,1) y 276(3,6), correspondientes a

un sistema aromatico.

El espectro de masas (fig. T-1d), presenta un idn
molecular M* a m/z 164 gue corresponde a una formula
empirica CllHl6o’ lo gque wunido a los datos anteriores
confirma la presencia de un anillo aromatico.

1

En el espectro de RMN “H (60MHz,CDCl,) (fig. T-lc)

3)
se observa un sistema de protones aromaticos con seflales
é(ppm) a 7,06(1lH,d,Jm=2Hz,H-3), 7,00(1lH,dd,Jo=8Hz,Jm=2Hz,
H-5) vy 6,75(1H,d,J9é8Hz,H—6). El wvalor de las constantes
de acoplamiento del sistema asi como su integral, nos

indica que se trata de un anillo aromatico 1,2,4-trisus-

tituido.
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Rl

Rll

Para conocer el tipo de sustituyentes debemos
fijarnos en las restantes seflales del espectro de RMN lH:
A 3,30(1H,spt,J=7Hz,H-1') vy 1,20(6H,d,J=7Hz,H-2',H-3"),
resuenan los protones correspondientes a un grupo isopro-
pilo unido directamente al anillo bencénico, mieptras que
a 2,30(3H,s,Me-4) vy 3,80(3H,s,OMe) aparecen un metilo vy
un metoxilo aromdticos respectivamente. La fragmentacidn

en el espectro de masas confirma la presencia de los grupos

Me, iPr y OMe sobre el anillo.

Para determinar la posicidn relativa de estos tres
sustituyentes, suponemos que los efectos de los grupos
isopropilo y metilo son muy similares independientemente
de su posicidén, y que las variaciones significativas en
los desplazamientos quimicos de los protones aromaticos
se deben ﬂal efecto apantallante del grupo metoxilo.
Teniendo en cuenta que esta suposicidn es valida a la vista

de los valores citados en las tablas (28), tenemos tres

posibilidades:
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OMe R R

Hy, R Hy OMe By

-]

1>
o
10

El grupo metoxilo presenta como sustituyente
aromadtico un efecto apantallante fuerte en posiciones orto
y para y bastante débil en meta. Teniendo esto en cuenta,
:la Gnica fdérmula que concuerda con los datos experimentales

es la A (ver tabla IV).

En ella los protones Hc y Ha gque se encuentran en
meta respecto al metoxilo, aparecen a campos similares pero
mas bajos que el protdn Hb que se encuentra méds apantallado

por efecto del metoxilo en orto.

En los casos B y C ocurre todo lo contrario, asi el
protdn Hb apareceria como doblete a campos m&s bajos que

Hc y Ha que presentarian un desplazamiento similar.

Dentro de la estructura A tenemos dos posibilidades,

segin esten situados los sustituyentes alquilo:

OMe OMe

A (I) A (II)
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A(I)
R= OMe, R'= Me, R"= iPr

A(II)
R= OMe, R'= iPr, R"= Me

B(I)
R= iPr, R'= OMe, R"= Me

B(II)
R= Me, R'= OMe, R"= iPr

c(I)
R= Me, R'= iPr, R"= OMe

C(II)
R= iPr, R'= Me, R"= OMe

Valores experimentales:

TABLA IV

Ha=
Hb=
Hc=

Ha=
Hb=

He=

Ha=
Hb=
He=

Ha=
Hb=
He=

Ha=
Hb=
He=
Ha=
Hb=
He=

Ha=

10

R"

Base

7,26
7,26
7,26

7,26
7,26
7,26

7,26
7,26
7,26
7,26
7,26
7,26

7,26
7,26
7,26

7,26
7,26
7,26

7,06

7
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Rl
Ha
OMe Me
- 0,09 - 0,20
- 0,48 - 0,12
- 0,09 - 0,22
- 0,09 0,20
- 0,48 - 0,12
- 0,09 - 0,20
- 0,48 0,20
- 0,09 0,12
- 0,44 - 0,20
- 0,48 - 0,12
- 0,09 - 0,20
- 0,44 - 0,12
- 0,48 0,12
- 0,09 - 0,20
- 0,48 0,12
- 0,48 - 0,20
- 0,09 - 0,12
- 0,48 - 0,22
Hb= 6,75

iPr Total
0,13 6,84
0,08 6,58
0,13 6,82
0,13 6,84
0,08 6,58
0,18 6,79
0,08 6,50
0,13 = 6,92
0,08 6,54
0,13 6,53
0,08 6,89
0,13 6,57
0,13 6,53
0,08 6,89
0,18 6,48
0,08 6,50
0,13 6,92
0,08 6,48

He= 7,00
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La eleccidn entre las dos estructuras, se hizo
atendiendo al desplazamiento quimico del septete corres-
pondiente al metino del grupo isopropilo, el cual varia
dependiendo de su posicidn respecto al sustituyente

metoxilo.

Para tener una base con la que comparar, realizamos
los espectros de RMN 4 de carvacrol y timol (fig. T-1f y
T-1lg). Como puede observarse en la figura el metino del

isopropilo se encuentra méds desapantallado en el segundo.

2,83 3,23

carvacrol timol

En los datos experimentales del compuesto natural
T-1 el protdn del grupo metino aparece a 3,30, por lo que
la estructura A(II) parece ser la mas probable. Para
confirmarlo se tratd el timol con Mel (60) para formar el
timol metiléter. Los”  desplazamiento quimicos para los
sustituyentes son idénticos a los de nuestra sustancia.
Igualmente los espectros UV son muy éimilares (fig. T-1la).

El compuesto 2-isopropil-4-metilanisol se encontrd

108

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

descrito en la bibliografia (61l), comprobandose que tanto
las constantes fisicas como los datos espectroscdpicos son

idénticos a los citados.
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T-1b

Fig.

A (nm)

T-la

Fig.
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oH

carvacrol
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oH

timol
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H]

T-2: Timoquinol dimetileter

De la fraccidn Bl5, se aisld por cromatografia un
aceite cuya estructura se determind a partir de los

siguientes datos espectroscdpicos:

El espectro IR (fig. T-2b) presenta bandas caracte-
risticas de compuestos aromaticos (3.040, 1.500, 860, 810)

y de grupo C-0-Ar (1.205, 1.050).

El espectro UV (fig. T-2a) presenta absorciones a
A(nm): 207,4(3,5), 220,6(3,4)h y 288,7(3,0) caracteristicas
de un sistema aromatico.

1

En el espectro de RMN "H (60MHz,CDCl (fig. T=-2C),

3)
observamos las siguientes sefiales: 6,55(1H,s) y 6,52(1H,s)
de dos protones aromaticos, 3,70(6H,s) asignable a dos
grupos metoxilo aromaticos, 3,20(lH,spt,J=7Hz,H-1') y 1,16
(6H,d,3=7Hz,H~-2"',H-3") caracteristicas de un grupo

isopropilo wunido directamente al anillo y 2,10(3H,s)

correspondiente a un metilo aromatico.

De acuerdo con estos datos podemos concluir que se
trata de un derivado tetrasustituido del benceno, con un
metilo, dos metoxilos y un grupo isopropilo como sustitu-

yventes.

Pada estudiar la posicidn relativa de los sustituyen-

tes en el anillo, teniendo en cuenta que los dos protones
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libres han de estar ren posicidn para (J<1Hz), tenemos las

siguientes posibilidades:
’ OMe
Me Me
. OMe '
’ A ; B
OMe
MeO
OMe
OMe
< D

Obtenidas las correlaciones tedricas para los des-
plazamientos quimicos de 1los protones en cada caso,
tenemos que descartar las formulas C y D por diferir mucho

de los datos experimentales.

Atendiendo al desplazamiento quimico del grupo metino
del isopropilo y por un razonamiento similar al utilizado
en la determinacidén del compuesto anterior T-1, podemos

descartar la opcidn B.

Por otra parte el desplazamiento quimico de los
protones del grupo isopropilo en 1la estructura A, es

practicamente idéntico al que presenta el timol metiléter.

Tanto las constantes fisicas como los datos espec-
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troscdpicos para este compuesto, concuerdan con los des-
critos en la bibliografia (62) para el timoquinol

dimetiléter.
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T-3: 1-Alil-3,4-metilendioxi-2,5-dimetoxibenceno (Apiol)

Este aceite se aisld de la fraccidn Bl9 y presenta
las siguientes caracteristicas espectroscdpicas:

El espectro IR (fig. T-3b) presenta bandas (cm—l)

caracteristicas de grupo metileno terminal (3.075, 1.635,
990, 910), éter aromatico (1.245, 1.050), y grupo metilen-
dioxi unido a anillo aromatico (2.780, 1.185, 1.140, 1.065,

955, 925).

El espectro UV (fig. T-3a) presenta absorcidn de

anillo aromatico a A(nm): 227,8(3,6) y 279,1(2,8).

El espectro de masas (fig. T-3d) presenta un 16n
molecular M© a m/z 222(100), que corresponde a una formula
empirica C{,Hy40,, siendo ademds significativos los

fragmentos a m/z 207(25), 177(30), 149(40), 121(22) vy

s 106(18). i

1 En el espectro de RMN 1H (GOMHz,CDCl3) (fig. T-3c)
1 aparecen las siguientes sefiales: 6,30(1lH,s,H-6) de un
f protdn a;omético, 5,90(2H, s) asignable a un grupo

metilendioxi unido a un anilloc aromatico. La ausencia de

C—

otros protones aromaticos, indica que se trata de un anillo

pentasustituido.
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o\ o\

Dos de los sustituyentes corresponden a dos metilos
aromidticos gue absorben a 3,85(3H,s) y 3,83(3H,s), mientreas

que el resto de las sefiales corresponden a un grupo alilo

~a -H
Ml . 6,23-5,60(1H,m,Hx), 5,23-4,80(2H,d complejo,
2

Ha,Hb), 3,30(2H,d(a),J=6Hz) asociable al metileno unido
directamente al anillo aromé&tico y acoplado con Hx con una

constante de 6Hz.

Al distribuir estos tres sustituyentes en las

estructuras citadas anteriormente tenemos seis posibili-

dades:
o\ o\
o]
e OMe MeO OMe Me
OMe OMe N )
]
I II I1x
MeO \ o"\o MeO °
OMe
OMe
OMe Ny
l OMe
v v VI
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Dado gue los grupos metoxilo presentan un efecto

apantallante fuerte en posiciones orto y para y debil en

meta y teniendo en cuenta el desplazamiento quimico del
protdn aromatico, las estructuras II y VI pueden ser
descartadas, ya que al tener los dos sustituyentes metoxilo

en posiciones orto o para, éste deberia sufrir un apanta-

llamiento de casi 0,5 ppm con respecto al observado.

Las estructuras I y V también pueden ser eliminadas
atendiendo a la posicidén de los grupos metoxilo. Seglin lo
descrito en la bibliografia (28) para este caso, los dos
metoxilos deberian aparecer a campos diferentes, presentan-
do el que se encuentra entre las dos funciones oxigenadas,
un fuerte desapantallamiento de unos 0,3 ppm con respecto
al otro. En nuestro espectro experimental, los dos metoxi-
los aparecen a campos muy similares, lo que esta en

concordancia con las estructuras III y IV.

Para distinguir entre ellas nos basamos en que el
grupo CH2 del sustituyente alilo debe presentar en IV un
pequefio acoplamiento con el protdn aromatico, efecto

ausente en la estructura III. o

Realizando una doble irradiacidn sobre €l doblete
ancho centrado a 3,29, se aprecia un afinamiento de la
seflal del protdn aromatico a 6,30 ppm, por lo que
concluimos gue nuestra sustancia presenta la estructura

Iv.
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-

J

Me

OMe

Tanto las constantes fisicas como los datos espec-
troscdpicos concuerdan con los descritos en la bibliogra-

fia para el compuesto conocido como apiol (63).
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EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO

Esta especie fue recolectada en el puerto de Albaida
(limite entre las provincias de Valencia y Alicante) y las
raices, objeto de este estudio, fueron extrajidas con
benceno en un aparato Dean Stark, eliminando el agua por
destilacidn azeotrdpica. El extracto bruto de benceno dio
un peso de 75~g que representa 2l 4,8% del peso de raices

secas.

Dado que el extracto presentaba en espectroscopia
IR, Dbandas caracteristicas de A&cidos carboxilicos, se
realizd® un fraccionamiento con bases (ver parte experimen-

tal).

En la CCF de la parte neutra (38%)* se revelan cinco
manchas predominantes, de las cuales se aislaron las
sustancias M-1, M-1', M-2, M-3, M-4 y M-5, mediante el
empleo de distintas técnicas cromatograficas. Algunqs de es
tos compuestoé presentaron durante la separacidn procesos
de transformacidn, dando distintos productos, entre. los

gque se aislaron los mayoritarios M-6, A-4, M-11 y M-20.

Las sustancias M-1 y M-1' no pudieron aislarse en
el primer extracto debido a que sufrieron descomposicidn

total, por 1o gque se separaron de un nuevo extracto
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>

bencénico obtenido por maceracidn y que representd el

2,8% del peso de raices secas.

La parte A&acida final (46%)* , presenta una mezcla
compleja de &cidos de Rf - similar, que debido al alarga-
» miento caracteristico de estos compuestos en CCF, aparecen

englobados en dos manchas predominantes.

De estas dos manchas se aislaron los &acidos aA-1l, A-2,
a-3, A-4 y A-5, comprobandose también la presencia de

dcidos lineales.

A continuacidn vamos a detallar el proceso de
determinacidn estructural de las sustancias citadas,
basdndonos en sus datos espectroscdpicos y comportamiento

quimico (28-34).

Se comienza el estudio por M-475, la sustancia neutra
mds abundante, gque nos ha servido para determinar las
estructuras de la mayor parte de los metabolitos aislados,

estructuralmente relacionados con ella.

(*) Referido al extracto bruto de benceno.
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CCF PARTE NEUTRA

CCF PARTE ACIDA

@ Glicéridos
M-1' 0,85
: EEE} M-1 0,62
M-2
(::> M-3 0,46
(::) M-4 0,37
®) M-5 0,24
O
. RE

-
-
3

Eluyente: hexano/AcQEt 8:2

Revelado: H_.SO,/EtOH/vainillina

2 4

Calentamiento: 120°/5 min.

A-1 0,50
A-2 0,46
A-3 0,43
A-4 0,38
A-5 0,34

Acidos lineales

Rf

La mayoria de las sustancias citadas, presentan al revelar una colo-

racidén rojiza, excepto los compuestos A-1 y A-2 que la dan azul oscu

ra.
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M-4: ent-148-Tigloiloxi-15-beyeren-19-ol

Este compuesto se aisld por cristalizacidn en hexano
de las fracciones A25 - A32 de la cromatografia inicial
en columna seca. Se purificd por recristalizacidn e@ el
mismo disolvente, obteniéndose un sdlido de Pf. 142-143°

¥ [a]D +45,4° .

El espectro IR (fig. M-4b), presenta absorciones
caracteristicas de los siguientes grupos (cm-l): Hidroxilo
(3.560, 3.480(a), 1.070, 1.030), =C-H (3.050), éster
conjugado (1.6390, 1.260), doble enlace disustituido en cis

(1.640, 735) y doble enlace trisustituido (780).

El espectro UV (fig. M-4a), presenta un maximo a
213,5 nm, correspondiente a una absorcidn n-m* de un grupo

éster probablemente conjugado.

El espectro de masas (fig. M-4f), presenta un idn
molecular Mt a m/z 386, que corresponde a una fdérmula
molecular C25H38O3.

En el espectro de RMN lH (6OMHZ,CDC13) (fig. M-4c),
se observan las sigulentes sefiales a & (ppm): 6,80(1H,
c(a),J=6Hz,H-3"'), 1,77(3H,d(a),J=6Hz,H-4'), 1,80(3H,s(a),

H-5'), seflales caracteristicas de un grupo tiglato. A 5,63

(1H,d(a),J=6Hz,H-16) vy 5,40(1H,d(a),J=6Hz,H~-15) resuenan
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H

dos protones sobre doble enlace cis disustituldo; a 4,50
(1H,s(a),H-14) protdn geminal a grupo éster; a 3,75(1lH,d,
J=10,5Hz,Ha-19) vy 3,37(1H,4,J=10,5Hz,Hb-19) aparecen 1los
protones de un grupo -CHZOH. Finalmente con desplazamientos
quimicos de 0,93(6H,s,H-18,H-17) vy 0,73(3H,s,H-20), tenemos

tres metilos sobre carbono cuaternario.

El espectro de RMN l3C (fig. M-4f) realizado con

desacoplamiento protdnico y de los registros DEPT se deduce

la presencia de los siguientes carbonos:

=CR,, =CHR R,C R CH R,CH, RCH,
168,2 136,4 53,2 94,4 65,4 27,0
128,9 133,5 48,3 56,1 39,4 19,2
132,4 38,4 52,9 35,6 16,0
37,3 32,6 14,2
31,6 12,0

19,7

19,4

18,3

De los datos espectroscdpicos anteriores se deduce
en primer lugar, gque el compuesto M-4 se trata de un

diterpeno esterificado con a&cido tiglico y asi lo confirman
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+
los fragmentos de masas a m/z 303[M-Tg1]", 286([M-TgloH]T,
83[Tg1]T(100), 55[Tgl-co]”, vy datos de RMN indicados a

continuacidn:

12,0 (1,79)

La naturaleza de la sustancia M-4 se confirmdé por
hidrdlisis con KOH/MeOH 5%, obteniéndose una mezcla del
alcohol M-14 y acido tiglico (fig. M-l4e y M-14f). Las
propiedades fisicas y datos espectroscdpicos de este Qltimo

concuerdan con los descritos en la bibliografia (35).

Una vez identificado el a&acido que estaba esterifi-
cando M-4, al resto molecular (M-l@) le corresponde una
formula CZOHBZOZ’ por io que de acuerdo con los datos
espectroscdpicos, M-4 debe tratarse de un diterpeno

tetraciclico con un doble enlace cis disustituido.

Entre los diterpenos tetraciclicos frecuentes
(kaurano, atisano, filocladano y beyerano), solamente
puede acomodarse un doble enlace cis disustituldo, en que

los protones vinilicos no presentan acoplamiento con
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protones vecinos, en un esqueleto beyerano, entre 1los

carbonos C-15 y C-16.

La posicidn en que se encuentran localizadas las dos
funciones oxigenadas, se puede deducir a partir del
espectro de RMN lH. La sefial de los protones del grupo
hidroxilo primario, aparece como un sistema AB debido a
que ambos son diastereotdpicos, abéorbiendo a campos
diferentes, lo cual indica que el giro a lo largo del
enlace C-CHZOH estd restringido. Tanto la separacidn de
los dos dobletes AB (6Aﬂ% =18,8Hz) como su desplazamiento

gquimico, son caracteristicos de un grupo —CHZOH axial (64).

Esta asignacidn es aln mas apreciable en el acetato M-13.

De los dos metilos—axiales gque presenta un compuesto
con esqueleto beyerano, el Me-20 se encuentra mas apanta-
llado que el Me-19, por efecto del doble enlace Als. En

M-4 se observa un metilo mis apantallado que los demés a

0,74(3H,s) asignable a Me-20, por 1lo que el alcohol
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primario deberd estar situado en C-19. Por otra parte la
hidroxilacidn de este carbono es bastante frecuente en los

diterpenos.

El protdn geminal al tiglato aparece como un singlete
ancho, lo cual parece indicar que no pregsenta a. oplamientos
ena , por lo que en'princip;o podemos pensar éue el grupo
éster se encuentra situadov en C-1l4. Esta posicidn se
confirmé al comprobar mediante experimentos de doble
irradiacidn en el espectro de RMN lH (£ig. M-d4c), que el
protdn H~14 se encontraba acoplado con los protones del

doble enlace.

1

En el espectro de RMN ~H (200MHz,CDCl,) se aprecia

3
que las seflales de los protones vinilicos y de H-14, estéan
formando un sistema ABX con acoplamientos JAX=O,9HZ Yy
JBX=l,3Hz. La Unica posicidn para el protdn geminal al

tiglato que explica estos acoplamientos es la C-14.

Para el sustituyente tigloiloxilo son posibles dos
configuraciones relativas, sin o anti respecto al doble
enlace. El acoplamiento de H-14 con los protones vinilicos
es relativamente intenso, lo que hace suponer gque 1Llos

enlaces que conectan H-14 con H-15 .y H-16 se encuentran

en zig-zag (32).

Se han estudiado los acoplamientos entre los protones

vinilicos y los del puente, de .varios derivados de
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norborneno (65), habiéndose encontrado gque el acoplamiento
entre los protones vinilicos y el H-7 anti tiene un valor
aproximado de 0,8Hz, no siendo observable el acoplamiento
con H-7 sin. El acoplamiento observado en el primer caso
se ha atribuido a la posibilidad de solapamiento entre el
orbital m del déble enlace y el 1ldbulo posterior del

~orbital sp3 del H-7 anti (66).

RO~/ B H OR
» )
1
i H
J7,2 = 0 Hz J7’2 = 0,8 Hz

Se concluye a partir de las constantes de acopla-
miento observadas en nuestro compuesto natural, gque el

grupo tigloiloxilo debe presentar configuracidn sin

respecto al doble enlace.
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s} 0
A0, I~

R M—-4
CH,OH

ent-148-tigloiloxi-15-beyeren-19-ol.

(88 ,138 ,14q )—lS—metil—lA—[(2-metil—l—oxo—2§—butenil)oxi]—l7-norkaur—
15-en~19-0l.

Esta estructura concuerda con las sefiales de los

espectros de RMN 13C (fig. M-4c). Se representan a conti-

l3c

nuacidn las asignaciones para el espectro de RMN de

M-4, deducidas por comparacidn de otros diterpenos tomados

como referencia.

12,0

14,2
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En la columna A de la tabla V se indican los despla-
zamientos de los carbonos del beyereno (41l) que se tomaron
como base para el cdlculo de los desplazamientos gquimicos

esperados para M-4.

En la columna B, se indican los incrementos calcula-
dos al introducir un grupo hidroxilo en el C-19. Estos
incrementos se obtuvieron por diferencia entre los despla-
zamientos descritos para el compuesto ent-lé6-kaureno vy
EEEfIS—kauren—l9—ol (42,67). Comoc suma de las dos primeras
series de datos, se han calculado los desplazamientos
quimicos esperados para los carbonos representados en la
columna C. Estos valores estdn en concordancia con los

experimentales de M-4 (columna D).

La presencia de un grupo acilo en C-14, debe influir
de manera significativa en los desplazamientos de 1los
carbonos proximos, pero no disponemos de un modelo adecuado
para determinar de forma cuantitativa las influencias.
Basandonos en las configuraciones y &angulos diedros de los
carbonos prdéximos al sustituyente tigloiloxilo (columna
F), trataremos de explicar los incrementos en el despla-
zamiento quimico“}columna E), gque presentan los carbonos
de M-4 (columna C) con respecto a la estructura del

beyereno (columna A).
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>

TABLA V
Carbono A B C D E F

1 39,3 39,3 39,4

2 18,7 -0,4 18,3 18,3

3 42,2 -6,5 35,7 35,8

4 33,3 5,4 38,7 38,4

5 56,1 0,5 56,86 56,1

6 20,3* 0,2 20,5 19,7*

7 37,4 37,4 31,6*% -5,8 vy (30°)
8 49,1 49,1 53,2 4,1 g

9 53,0 53,0 52,9 -0,1 Y (160°)
10 37,4 -0,2 37,2 37,3

11 20,5* 20,5 19,4%

12 33,7 33,7 32,6%% 1,1 (160°)
13 43,6 43,8 48,3 4,7 B8

14 61,3 61,3 94,4 33,1 a

15 135,2 135,2 132,4 -2,8 Y (90°)
16 136,1 136,1 133,5 ~-2,86 vy (90°)
17 25,0 25,0 19,2 ~5,8 vy (30°)
18 33,8 -6,6 27,2 27,0

19 22,0 a3,7 85,7 65,4

20 15,1 0,8 15,9 16,0

1! 168,2
2! 128,9
3 136,4
4! 14,2

5! 12,0

(*,**) Asignaciones intercambiables.
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La configuracidn axial del grupo hidroximetileno
primario, se confirma también por los valores de los
desplazamientos de los carbonos C-5, C-18 y C-19. Por
ejemplo, tomando como referencias los datos de RMN 13C de

J;os compuestos, deshidroabienol (—CHZOH ecuatorial, a) vy

el l2-metoxi-8,1ll1l,1l3-abieta-trien-19-0l1 (-CH.OH axial, b)

2
(40), se observa que el C-5 y el metilo geminal al hidro-
xilo estdn m&s apantallados en el caso del alcohol

ecuatorial, - mientras que para el carbono hidroxilado el

apantallamiento es menor en posicidn axial.

CH,OH

Carbono M-4 a b
C-5 56,1 44 0 51,4
Cc-18 27,0 72,2 26,8
C~19 65,4 17,4 65,4

Como puede observarse en ‘la tabla anterior, 1los

desplazamientos de M-4 concuerdan con los del isdmero axial.
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En el sigulente esquema se indican los fragmentos

mas significativos en el espectro de masas, que concuerdan

con la estructura propuesta.

w55 (44)
“ 83 (100)
-Tql 303 (1)
~de " /
371 (2) M~ 386 (3)

355 (1)
~CH O l
-TglOH ,
a* 328,3 '
. 356 (1) ™ _cw,on o 211,9 ‘

' : U rqlod
271 (3) a* 256,83 -TgloH X
1
~He \
' v

(3) 286 (15 pmiit? 55 (10) :
256 (3) +—————n ) o
~CH O oH on l ‘ 54;
1
o 232,7 .
- H e .
2 o o, !
b 2 3 : ‘/\ ]_45 (6)
258 (3) : 109 (2) 147 (6)+4
A

v

CH -C.H
- -CH_OH NS l 2"
243 (4) : ~4J// \\\—————l————w 227 (2) l

81 (12) 119 (8)

Consultada 1la bibliogréfia, no se ha enc;ntrado
ninguna sustancia con la estructura propuesta para M-4,
y aungue es muy probable, por razones biogenéticas, gque
se trate de un derivado de la serie "enantio’, es necesario

confirmarlo. Para determinar la configuracidn absoluta de
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»

M-4 y confirmar por via guimica la estructura propuesta,
se han llevado a cabo las transformaciones indicadas en
el esquema‘ de la pag. 174, que conducen a la sintesis
de M-10, sustancia con la misma constitucidn pero 1imagen
especular de la sintetizada por Edwards y Rosich (68), a

tl

partir de agatadiol.

HCOOH

CH,0H

agatadiol l4¢a,19~dihidroxihibano

La configuracidén asignada para el hidroxilo en C-14
en el producto de ciclacidn del agatadiol, fue propuesta
por los autores como consecuencia del comportamiento
quimico. La cetona procedente de la oxidacidn del hidroxilo
en C-14, fue sometida a reduccidn en distintas condiciones
obteniéndose en todos los casos un Qnico alcohol gue
coincide con el producto de partida. Este comportamiento
lo atribuyen a que se forma el producto de reduccidn més
estable y sugieren que debe tratarse del epimero l4a en

anti con respecto a los carbonos C-15 y C-16.
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>

AISLAMIENTO DE M-1l, M-1' Y PRODUCTOS DE TRANSFORMACION

La fraccidn A5 - A7 de la cromatografia inicial,
recientemente aislada,ﬂse revela en CCF como una sustancia
mayoritaria M-1, la cual no se logrd cristalizar. En el
intento de:aislamiento mediante cromatografia en columna
de M-1l, ésta se descomponia en contacto con la silice dando
dos sustancias, una con el mismo Rf (M-6) y otra de mayor
polaridad A-4. Estas dos sustancias se ailslaron mediante

cromatografia en columna sobre silicagel.

A-4: Acido ent-14B-tigloiloxi-15-beyeren-19-oico

La sustancia A-4 se aisld en forma de aceite vy

presenta [alD -8,4°.

En el espectro IR (fig. A-4a), se aprecia una banda
ancha (3.400-2.400) caracteristica de un &cido carboxilico
asociado. Se observa ademds una absorcidn (1.685) asignable

al grupo carbonilo de un grupo: éster conjugado o de un
d&cido <carboxilico. También se observan bandas de C=C
(1.640) y de vibracidn de tensidn C-0 (1.260).

1

El espectro de RMN "H (60MHz,CDCl,) (fig. A-4b),

3
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presenta un aspecto similar al de M-4, pudiendo observarse
las seflales caracteristicas de un grupo tigloiloxilo a
6,84 (1lH,c(a),J=6Hz,H-3"'), 1,83(3H,s(a),H-5') y 1,77(3H,
d(a),J=6Hz,H-4'). Sistema AB de dos protones olefinicos
sobre doble enlace cis disustituido, 5,73(1lH,d(a),J=6Hz,
: H-16) y 5,43(1lH,d(a),J=6Hz,H-15). Protdn geminal al grupo
tiglato, 4,54(1lH,s(a),H-14), acoplado como se comprueba
por doble irradiacién, con los protones del doble enlace.
Finalmente aparecen sefales de tres metilos sobre carbono
cuaternario a 1,22(3H,s,H-18), 0,95(3H,s,H5-17) y 0,72(3H,
s,H-20). Como puede comprobarse, los desplazamientos de

los metilos son similares a los del compuesto M-4, excepto

para el de C-18 que se encuentra desapantallado.

Las seflales del alcohol primario de M-4 no se
observan, apareciendo en cambio una senal ancha a 9,40(1lH,
s(a),CO0OH). Todo esto nos hizo pensar gue se trataba del

acido carboxilico correspondiente a M-4.

La posicidn axial del grupo COOH en A-4, se confirmd
por medio del esp;ctro IR de su éster metilico A-8
(fig. A-8a), en donde se aprecia una banda intensa a
1.150 cm;l; acompafiada de dos absorciones de menor intensi-
dad a 1.230 y 1.190, caracteristicas de un grupo COOCH,
axial (70).

Las asignaciones de 1los carbonos en RMN l3C (fig.
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A-4d), se realizaron mediante .comparacidn con datos de
otros compuestos similares.

A la columna A de la tabla VI, que representa las
asignaciones de RMN l3C para el compuesto ent-15-beyereno,
se le sumaron los incrementos de desplazamiento gquimico

calculados para un grupo acido axial en C-19 (columna B)

y para un grupo tigloiloxilc, ent-148 (columna C).

Los datos de la columna B, se obtuvieron por
diferencia entre los valores de § para los carbonos de los
compuestos §53-16~kaureno V% EEE—lG-kauren—l9—oico (42).
Los datos de 1la columna A, resultaron de calcular las

diferencias entre los distintos desplazamientos de los

carbonos de las sustancias M-3 y M-4.

Los desplazamientos gquimicos calculados para el
compuesto A-4*, concuerdan bastante bien con los experimen-
tales, teniendo en cuenta gque estos Ultimos estadn medidos

en un espectro realizado en disolucidn de acetona.

(*) Los datos de las columnas A y B estéan calculados a par-

D.N y CDC1

tir de espectros realizados en C5 5

3 respectiva-

mente.
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TABLA VI
Carbono A B c D E
1 39,3 0,6 0,1 40,0 40,4
2 18,7 0,9 0,0 19,6 20,0
3 42,2 -3,6 0,0 38,6 38,6
4 33,3 10,5 -0,1 43,7 44 .0
5 56,1 0,9 -0,8 56,2 56,9
6 20,3* 2,1 -0,7 21,7 21,5
7 37,4 0,2 -6,1 31,5 32,3
8 49,1 0,1 4,1 53,5 54,0
9 53,0 -0,9 -0,1 43,0 53,0
10 37,4 0,4 C,0 37,8 38,8
11 20,5* 0,3 -0,8 20,0 20,5
12 33,7 -0,2 -0,6 32,9 33,1
13 43,8 -0,1 4,8 48,1 48,9
14 61,3 -0,1 33,2 94,5 94,9
15 135,2 -0,2 -2,7 132,3 132,9
16 136,1 -0,1 -3,0 133,8 134,1
17 25,0 0,1 -35,7 19,4 19,6
18 33,8 4,4 0,0 38,2 29,4
19 22,0 155,8 -0,2 177,6 179,1
20 15,1 -1,7 -0,2 13,8 14,8
1! 168,1
2! 129,86
3! 136,9
4"~ 14,2
X 12,2

(*) Asignaciones intercambiables.

148

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

El &cido A-4, se aisld también como producto natural
en la parte Aacida del extracto (ver aislamiento parte

acida).

Ester metilico A-8

Por tratamiento de A-4 con disolucidn saturada de
CHZN2 en éter, se obtuvo el éster metilico A-8 en forma

de aceite.

En el eépectro IR (fig. A-8a), cabe destacar la
desapéricién de la banda ancha del &cido carboxilico y el
desdoblamiento de las Dbandas de carbonilo del é&ster
metilico .y del é&ster conjugado (1.720, 1.700). También
se aprecian absorciones correspondientes a vibracidn de
tensidn C-0 (1.230, 1.190, 1.150) caracteristicas de COOCH,
_axiﬁl (70).

El espectro de RMN g (60MHz) (fig. A-8b), es practi-
camente igual al del &cido original, apareciendo la sefial
del grupo metoxicarbonilo a 3,63 (3H,$;COOMe), a la Qgé

que se observa un apantallamiento de los metilos en C-18

y €-20, [1,16(3H,s,H-18) y 0,58(3H,s,H-20)].

El espectro de masas (fig. A-8e), presenta un idén
molecular a m/z 414, correspondiente a la férmula empirica

C,gH3g0,- Destacan los fragmentos a 3l4[M-TglOH]+ y
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255[314—COOMe]+. Los picos ma@s intensos corresponden a
83[Tgl]+(100) v 55[Tgl-CO]+, que son fragmentos tipicos
del &cido tiglico.

Las asignaciones en el espectro de RMN 13C (fig.
A-8d), que se dan en la parte experimental, estan calcula-

das por comparacidn con los datos de RMN l3C de A-4.

Por reduccidn del éster metilico A-8 cén LiAlH4, se
formaron dos sustancias mé&s polares, de las cuales la de
menor Rf era la predominante. Los datos espectroscdpicos
del producto de reaccidn revelaron gue se trataba de las
sustancias M-4 y su diol M-14. Estos compuestos se separa-
ron por cromatografia en capa fina preparativa, comproban-
dose que los datos espectroscdpicos y constantes fisicas
coincidian con las de las sustancias mencionadas, vya
descritas anteriormente. De esta forma se correlaciond A-4

con M-4,

LiAlH,
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>

M-6: ent-14B-Tigloiloxi-4B-hidroperoxi-l19-norbeyer-15-eno

it

Como se indicd en el apartado anterior, la sustancia
M-1 componente mayoritario de las fracciones A5 - A7, se
transformd en el transcurso de la cromatografia B,
convirtiéndose en el acido A-4, aungque aparentemente parte
de la suﬁtancia. de partida permanecia sin transformarse,

debido a que aparecia una mancha con idéntico Rf que M-1.

La facilidad de oxidacidn de M-1 para dar A-4 nos
sugirid qﬁe la sustancia precursora se trataba de un
aldehido*, sin embargo el producto'que permanecia aparente-
mente sin oxidar a 4&cido carboxilico, no mostraba las
absorciones caracteristicas de este grupo en los espectros
IR y de RMN lH, por lo que se de&ujo que el nuevo compuesto

M-6 no era el aldehido original.

La sustancia se purificd por cristalizacidn en hexano

presentando un pf. 175-177°.

El espectro IR (fig. M-6a) es muy similar al de M-4,
apareciendo bandas en principlio asignables a hidroxilo
(3.335, 1.140), de carbonilo de éster conjugado (1.670,

1.270), y de doble enlace cis disustituido (1.640, 730).

(*) El espectro de RMN lH de la fraccidn AS - A7 bruta,

presentaba un singlete a & 9,78.
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En el espectro de RMN lH (6OMH2,CDC13) (fig. M-6d),

se observan las seflales del grupo tigloiloxilo, las del
sistema AB del doble enlace cis disustituidoAlS y las del
protdn geminal al tiglato, todas ellas presentes en M-4.
Sin embargo, los tres metilos de M-6 estén bien diferencia-
: dos (uno de ellos se desapantalla hasta 1,23(3H,s,H-18)
~y otro a 0,87(3H,s,d3-20)) y ademds no aparece el sistema
AB del grupo hidroximetileno. Este Gltimo dato descarta
la posibilidad de wuna dismutacidn del aldehido M-1 para
dar un A&acido carboxilico y un alcohol. En este espectro
aparece adema@s una seflal ancha a 7,25 ppm de un protdn
hidroxilico que podria corresponder al de un grupo COOH
axial fuertemente impedido, como ocurre por ejemplo con
el &cido margotianoico (17). Dada la correlacidn gquimica
existente entre M-4 y A-4 y la semejanza de los espectros
IR y RMN lH de M-4 y M-6, se pensd en principio que esta
Gltima sustancia podria ser un &cido isdmero, pero el IR

no indicaba bandas de grupo &acido.

Se pensd entonces en la posibilidad de que M-6 se
hubiera formado por descarboxilacidn seguida de oxidacién
en C-4. Efectivamente, el espectro de masas de M-6
(fig. M-6e), presenta un 1ién molecular a ﬁ}z 384 que
corresponde a una £f£ormula empirica C24H36O4 Yy supone la
sustitucidén del C-19 por un radical hidroperdxido. La

. . . . . +
presencia de picos relativamente intensos a m/z 371[M-0OH]

ke
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Y 355[M—OOH]+ corroboran la presencia de dicho radical.
El resto del espectro presenta fragmentos muy similares

a los de M-4.

La existencia del grupo hidroperdxido se puso en
evidencia por su poder oxidante: Un cristal de M-6 se

adiciond a una solucidn acuosa de KI formandose IzJ .

De los datos espectroscdpicos anteriores y dada su
semejanza con M-4, se propuso la siguiente estructura para
el compuestc M-6, en la que el radical hidroperdxido se
sitla en posicidn axial a causa del desapantallamiento que

provoca sobre el metilo en C-20 (71).

La facilidad de autooxidacidn de los aldehidos
diterpénicos axiales ya ha sido observada en otros diterpe-
nos (71,72,73) y debe tener lugar a través de un proceso
radicalario como se indica en la figura de la pagina

siguiente (71).
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M-6d

Fig.
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>

M-1: ent-14B~Tigloiloxi-1l5-beyeren-19-al vy

P

M-1': ent-1l4B-Angeloiloxi-15-beyeren-19-al

Para confirmar todo lo dicho anteriormente era

- necesario aislar el compuesto M-1. Dado que la mayor parte
de la sustancia se habia transformado con el tiempo © en

el transcurso de los procesos cromatogréficos de aislamien-

to, fue necesario obtener un extracto bencénico reciente

a partir de una segunda recoleccidn de planta (ver extrac-

cidn y fraccionamiento).

Con objeto de impedir en lo posible la autooxidacidn
del compuesto M-1, se tomd la precaucidén de realizar la
extraccidn por maceracidn, eliminando el disolvente en un
rotavapor a temperatura ambiente . La sustancia se aisld
del extracto por sucesivas cromatografias en columna, sobre
silicagel de capa fina sin yeso, como se explica en la

parte experimental.

De todas formas, M-1 se descompone con mucha faci-
lidad, por lo que las constantes fisicas y datos espectros-
coépicos tuvieron gue medirse inmediatamente después del

aislamiento. La sustancia es un aceite gque presenta

[a]D +17°,

El espectro IR (fig. M-la) es muy similar al de M-4,

-

las diferencias radican en la ausencia de las seflales del
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grupo hidroxilo y en la aparicidn de bandas caracteristicas
de grupo aldehido (2.710, 1.700) prébablemente axial,
debido a que la vibracidn de tensidn C=0 aparece a nimeros
de onda bajos, solapada con la banda de carbonilo del
tiglato, 1lo cual.podria atribuilrse a la interaccidn de los
protones del metilo en C~20 con el grupo aldehido.

1

En el espectro de RMN "H {60MHz,CDCl (fEig. M-1b),

3)
las Unicas diferencias importantes gque se apreclian con
respecto a M-4, son la desaparicidn del sistema AB de los
protones del grupo hidroximetileno axial, y la aparicidn

de un pfotén de grupo aldehido a campos bajos, 9,78(lH,s,

H-19).

Como era de esperar sufren variaciones los metilos
en C-18 y C-20, gue aparecen a 0,97(3H,s,H-18) y 0,63(3H,
s,H-20). Como puede observarse, el metilo en C-20 sufre

un apantallamiento por efecto del aldehido axial.

En las fracciones E21 - E29, la sustancia M-1
aparecia acompafiada por un componente minoritario M-1',

el cual se purificd por cristalizacidn en hexano de las

X

165

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

fracciones F5 - F6, dando un sdlido que presenta Pf. 150°

(descomposicidn) y [a]_. +13,8°.

D
Tanto el espectro IR (fig. M-1l'a) como el de RMN lH
(60MHz) (fig. M-1'b), son practicamente idénticos a 1los
de M-1. La Gnica diferencia radica en que en M-1', en lugar
de aparecer las seflales caracteristicas de un grupo
tigloiloxilo, aparecen las de un sustituyente angeloiloxi-
1

lo. Los desplazamientos de este grupo aparecen en RMN TH

(200MHz) (fig. M-1l'c) a 6,04(1H,cc,J=7,2Hz,J=1,5Hz,H-3"),

1,96(3H,dc,J=7,2Hz,J=1,5Hz,H~-4") Y 1,87(3H,gnt,J=1,5Hz,
H-5') y concuerdan con los descritos en la bibliografia
(35) .

Con estos datos y los del espectro de masas (fig.
M-l'e), gque presenta un idn molecular a m/z 384, correspon-
diente a una foérmula molecular C25H36O3, con fragmentos

]¥, 301(M-ang]T, 284[M-angon]”,

significativos a 356([M-CO
83[Ang]+(100) v 55[Ang—CO]+, -se puede deducir gque M-1'

presenta la misma estructura que M-1l, pero cambiando el

sustituyente tiglato por un angelato.
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Las absorciones en RMN %3C (fig. M-1'd), concuerdan

con las calculadas para este compuesto, a partir de los
datos ae desplazamientos quimicos de otros diterpenos
conocidos. El1 espectro de RMN 13C de M-1' nos sirve para
confirmar también la estructura de M-1l, ya que los despla-
zamientos de los carbonos de la estructura bésica van a

ser practicamente los mismos, variando Unicamente los de

los sustituyentes tigloiloxilo o angeloiloxilo segin el

caso.

El céalculo de los desplazamientos gquimicos de M-1',
(tabla VII), se realizd afladiendo a 1los datos de M-4
(columna A), los incrementos calculados al pasar de un

grupo hidroxilo en C-19 a un aldehido en la misma posicidn
(columna B). Los datos de la columna B se obtuvieron por
diferencia de las absorciones de los compuestos 12-0-

metilpodocarpal (a) y l2-O-metilpodocarpol (b) (40).

OCH

a) R= CHO

B b) R= CH,0H
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>

Los datos calculados (columna C), concuerdan con los

experimentales (columna D).

TABLA VII
Carbono A B C D

1 39,4 -0,5 38,9 38,9

2 18,3 18,3 18,4

3 35,6 -1,2 34,4 34,2

4 38,4 9,9 48,3 48,2

5 56,1 0,7 56,8 56,0

6 19,7* 19,7* 19,9

7 31,6%* 0,3 31,9%* 31,4

8 53,2 532 52,9
9 52,9 0,4 53,3 51,6
10 37,3 37,3 37,6
11 19, 4% 19,4* 18,8
12 32,6%* 32,8%% 32,3
13 48,3 48,3 48,2
14 94,4 94,4 94,1
15 132, 4 132,4  131,9
16 133,5 133,5  133,9
17 19,2 19,2 19,3
— 18 27,0 -2,6 24,4 24,4
19 65,4  140,5  205,9  205,6
20 16,0 -1,5 14,5 14,8

(*,**) Asignaciones intercambiables.
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283 SCANS ( 208 SLANS, B8.22 MINS)
MASS RANSE: 9.9, 385.3 TOTAL ABUNDY 4520242,
[ l ! ' | 1 i i t !
29 48 49 38 199 129 140 150 180 292
SCAN =
= 138 RET. TIME: §.7S  TAT ABUMD= 3338S. BASE PK/ABUND: 23.1, 8183
1aal | 24,2
83
S35
S84 L
23 41 67 3% 195 119 131 145 159 173 185 1S9
o] [ N s Ll L L de . J
T T v ¥ i T Ry L T T T T v T Iy i T T T
- - g ae
199~ 29 40 §3 83 189 129 149 163 139 262 ,,
x
59 -
213 227 24t 28e 283 284 301 342 388 324
‘3 H T v t T T i T ¥ T T i i Ll T 1] k) LA
229 243 255 235 294 329 244 358 389
FRN 19168, SPECTRUM % 138 RET.TIME:  §.73, 218 PEAKS
REL REL REL REL
M2 ABUND M-z ABUND Me2 ABUND Me2 ABUND
13 .S 78 1.9 117 3.2 149 3.1
27 3.5 79 7.4 118 2.2 157 1.4
28 2.2 31 8.@ 113 s.3 158 1.8
29 3.9 52 2.2 128 1.4 159 z.1
39 4.2 83 106.8 121 4.3 151 1.5
41 3.5 34 5.9 122 1.2 173 1.1
43 8.8 91 3.5 123 3.5 135 L1.5s
45 1.5 92 2.3 123 1.2 199 1.4
53 4.2 93 5.8 129 2.3 213 1.4
S4 2.8 34 1.4 131 4.8 241 1.2
S5 42,9 95 4.9 132 3.8 253 2.1
$6 2.5 97 1.6 133 3.8 258 2.4
57 2.8 185 7.8 134 1.2 284 4.2
€3 1.6 196 2.2 135 2.2 283 1.8
87 5.4 187 4.9 143 1.5 356 1.3
§3 3.2 183 1.1 145 3.5
71 2.9 199 4.1 146 2.9
7? 4.7 115 1.5 147 3.3
>PAUSE
Fig. M-1'e
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3

SINTESIS DE LOS DIOLES EPIMEROS M-10 Y M-17

Con objeto de confirmar las estructuras propuestas
para los diterpenos naturales descritos anteriormente, se
llevaron a cabc 1las transformaciocnes indicadas en el

esqguema de reaccliones siguiente:

74 Ac.0 : it
Ty 0Tgl ——Pe— <./ 0Tgl

piridina

CHN, KOH/MeOH / KOH/MeOH H,/Ni-Ra

‘CH.OAe  M-16

2

2 LiAlH

KOH/MeOH

PCC LiAlH

—d .

. A Y
. COOMe M-9 CH.OH  M-10
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En primer lugar se sintetizd el diol saturado M-17,
pero sus propiedades no coincidian exactamente con las del
enantidmero descrito preparado a partir del agatadiol. En
cambio su epimero, M-10, era idéntico y se prepard a partir

de A-4, producto correlacionado con M-4,

Acetato M-13

Por tratamiento de la sustancia M-4 con Aczo/piridina
se obtuvo el correspondiente acetato, gque después de
sucesivas cristalizaciones en hexano presenta Pf. 86-87°

v [aJD +17,9°.

Por comparacidn de sus datos espectroscdpicos con
los de M-4, podemos observar las sigulentes variaciones:
El espectro IR (fig. M-13a), muestra la desaparicidn de
las bandas caracteristicas del grupo hidroxilo, asi como
la aparicidn de bandas de grupo acetato (1.730, 1.240).

En RMN lH (6OMHz,CDCl3) (fig. M-13b), aparece una

sefial a 2,01(3H,s,H-2") del grupo metilo del acetato. Los
protones del sistema AB del C-19- se han desapantallado a
4,28(1H,d4,J=10,5Hz,Ha-19) Y 3,88(1H,d,J=10,5Hz,Hb~19),

debido al cambio del hidroxilo geminal por un grupo éster.
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‘CHZOAC M-13

La estructura se confirma mediante su espectro de
masas (fig. M-13c), que presenta un 1dn molecular M+ 3
m/z 428, correspondiehte a una fdrmula emplrica C27H4OO4,
destacandose los siguientes fragmentos: 328[M—TglOH]+,

268[328-AcoH] ", 83[Tgl] (100) y 55[Tgl-co]™.

Diol M-14

Por hidrdlisis de M-13 con KXOH/MeOH 5%, se obtuvo
el compuesto M-14, gue después de sucesivas cristalizacio-

nes con benceno presenta Pf. 187-189° vy [a]D +51,4¢°.

Por comparacidén de sus datos espectroscdpicos con

los de M-13, se observan las siguientes diferencias:

El espectro IR (fig.M-l4a), muestra la desaparicidn
de las Dbandas caracteristicas de los dos grupos é&ster,
presentando en cambio, bandas de grupo hidroxilo (3.480,

3.380(a)). Realizando el espectro IR en disolucidn de
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CCl4 (5xlO_3 M) (fig. M-1l4b), se observa una banda a 3.635,

correspondiente a un hidroxilo primario y a 3.580, de
hidroxilo secundario asociado por puentes de hidrdgeno
‘intramoleculares con el doble enlace AlS (69).

1

En el espectro de RMN "H (60MHz,CDCl (fid. M-l4c),

3)
se comprueba la ausencia de seflales de los grupos tiglcilo-
xilo vy acetoxilo. Como consecuencia los protones geminales
a los grupos hidroxilo libres apareceran mads apantallados,

dando sefales a 3,76(1H,d4,J3J=10,5Hz,Ha-19), 3,42(1H,4d,

J=10,5Hz,Hb-19) vy 2,94 (1H,s(a),H-14).

Estos datos confirman que la estructura de M-14 es

la siguiente:

_‘/joa

‘CH_OH

5 M--14

El espectro de masas (fig. M-1l4d), presenta un idn

molecular m* 304 (C20H3202) vy fragmentacidn similar a la
del producto natural M-4. La ausencia del éster tiglico
supone la desaparicidn de los picos a m/z 83 y 55, muy

intensos en M-4,.
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Acetato hidrogenado M-16

Al intentar hidrogenar directamente el diol M-14 con

H, en presencia de Ni-Raney, se obtuvo un producto muy

2
insoluble gue en los 1intentos de purificacidén se iba
descomponiendo. Por ello se realizd wuna hidrogenacidn
catalitica del producto de acetilacidn M-13 con Ni-Raney,
seqin se describe en la parte experimental. De esta forma

se obtuvo el compuesto M-16 en forma de aceite, Qque

presenta un poder rotatorio EI]D ~-15,4°,

El espectro IR (fig. M-1l6a), presenta las siguientes
diferencias con respecto a M-13: Desaparecen las bandas
asignables a vibraciones de dobles enlaces. La sefial de
1.690 que asoéiamos al grupo carbonilo conjugado del
tiglato, sufre wun desplazamiento (1.725(a)) debido a 1la
hidrogenacién del doble enlace, con la consiguiente
pérdida de la conjugacidn. Esta banda se superpone sobre
la sefial de absorcidn del grupo éster del acetato. Por la
misma razdn el désdoblamiento de las bandas de-~tensidn C-~O,
debidas a dos grupos éster diferentes, se anula, aparecien-
do una Gnica banda (1.230).

1

En el espectro de RMN TH (6OMH2,CDC13) (fig. M-1é6b),

comparado con el de M-13 se aprecia la desaparicidn de las

sefiales del sistema AB formado por los protones del doble
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enlace iAlS, asi como la de la seflal del protdn vinilico
del tiglato. Los metilos del tiglato, sufren un apantalia-
miento, apareciendo a 1,16(3H,d4,J=7Hz,H-5') y 0,90(3H,t,
J=7Hz,H-4'). Por otra parte el metilo en C-20 sufre un
desapantallamiento a 0,85(3H,s,H-20), como era de esperar,
al desaparecer sobre &1, el efecto apantéllante del doble

enlace.

El espectro de masas (fig. M-1l6c), presenta un idn mo
lecular a m/z 432, en concordancia con la fdrmula empirica
C27H36O4. Son de destacar los fragmentos a 360[M—Cﬁ0]~‘§c]+
Yy 330[M—C5H1002]+, este Ultimo correspondiente a la pérdida

del sustituyente 2-metilbutirico.

‘CH_OAc  M-18

2

Diocl M-17

El compuesto M-17 se intentd obtener directamente

i

por hidrogenacidén catalitica de M-14 con Ni-Raney,

obteniéndose como resultado productos de descomposicidn.
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Por esta razdn M-17 se prepard por reduccidn del acetato
hidrogenado M-16 con LiAlH4. El producto cristalizd en

mezcla de hexano-AcOEt dando un Pf. 216-217° y [Q]D +13,5°.

Por comparacidén de los datos espectroscdpicos con

los de M-16, podemos apreciar las siguientes diferencias:

En el espectro IR (fig. M-1l7a) desaparecen las
absorciones caracteristicas de grupo éster, presentando

bandas de alcoholes (3.450(a), 1.000). El1 espectro IR en

disolucidn leO—3 M, en CCl4 (fig. M-17b), presenta una

Gnica banda (3.635) de hidroxilos libres. Desaparece la
absorcidn (3.580) gque se presentaba en M-14, atribuida al

grupo OH formando puentes de hidrdgeno intramoleculares

15

con el doble enlace A (fig. M-14b).

Debido a la insolubilidad en CDCl3
el espectro de RMN lH (200MHz) (fig. M-17d), se realizd

del diol M-17,

en piridina, con objeto de poder comparar los resultados
con los obtenidos para el diol M-10, cuyo espectro de

RMN lH (200MHz) (fig. M-10c), se hizo en dicho disolvente.

Se observa la desaparicidn de las seflales de los
grupos acetoxilo y tigloiloxilo, produciéndose el apanta-
llamiento de los protones geminales a grupos hidroxilos
que aparecen a 4,03(1H,4,3J=10,6Hz,Ha-19), 3,63(1H,4d,

J=10,6Hz, Hb-19) y 3,17 (lH,s,H-14).

El espectro de masas (fig. M-17f), presenta un 16n
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molecular a m/z 306 correspondiente a una fdrmula empirica

Ca0H340;-

Mé&s adelante se hard una comparacidn de los datos

espectfoscépicos de M-17 y M-10 gue nos confirmen la

estructura propuesta.
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TRANSFORMACION DE A-4 EN EL DIOL T-10

Acetato hidrogenado M-7

Por hidrogenacidn de A-8, utilizando Ni-Raney como

catalizador se obtuvo el compuesto M-7, el cual representa
el primer paso de la serie de transformaciones (ver pag.
174), gque se realizaron con objeto de correlacionar las
sustancias citadas anteriormente, con el ent-beyer-l4a,19-

diol, cuyo enantidmero se encuentra descrito en bibliogra-

fia (68).

El espectro IR (fig. M-7a), difiere de A-8 en qué
desaparecen las absorciones de dobles enlaces, presentando
la banda de carbonilo del tiglato solapada con la del éster

metilico (1.725), debido a la ausencia de conjugacidn.

En el espectro de RMN lH (60MHz) (fig. M-7b), desapa-

recen las seflales del doble enlace Als, asi como las del

sustituyente tigloiloxilo, que debido a la saturacidn apan-
talla sus metilos a 1,20(3H,d,J=7Hz,H-5') v 0,93(3H,t,

J=7Hz ,H=-4").

-

‘CoOMe M-7
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Alcohol M-8

La hidrdlisis con KOH/MeOH 10% de M-7, dio M-8 que

cristalizd en hexano dando Pf. 179-180°.

El espectro IR (fig, M-8a), presenta una banda
intensa vy aguda de grupo hidroxilo (3.520).

En el espectro de RMN lH (60MHz) (fig. M=-8b),

desaparecen las bandas del grupo 2-metilbuteniloxi,
apantallandose el protdn H-14 por efecto del hidroxilo

geminal.

Cetona M-9

M~8 se oxidd con PCC/CHZClz, para dar la cetona M-9

.que cristalizd en hexano dando un Pf. 119-120°.

En el espectro IR (fig. M-9b), desaparecen las bandas
de hidroxilo y aparece una absorcidn de cetona (1.715).

El espectro de RMNVlH (200MHz) (fig, M-9d), presenta
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>

los desplazamientos de los metilos muy similares a los de
M-8. Las diferencias en el espectro radican en la ausencia
del protdn H-14, lo que confirma la existencia de un grupo
C=0 en C-14, y en la aparicién de dos seflales a 2,51(1lH,
m, H-lla) Y 2,16(1H,dddd,J3=13,17H2,J=3,50Hz,J=3,50Hz,

J=l, GIHZ 7 H"‘llB) -

Estos dos protones se encuentran desapantallados
porque gquedan dentro del cono desapantallante del grupo
carbonilo de C-14. El1 protdn H-1lla gue se encuentra a
campos mas bajos aparece como un sistema complejo mientras
que el H-11g se muestra como un dddd, con un acoplamiento
geminal grande (J=13,17Hz), dos acoplamientos iguales con
los H-12 (J=3,50Hz) y un acoplamiento peguefio con H-9

(&ngulo prdximo a-los 90°, J=1,61Hz).

El espectro de masas (fig. M-9d) confirma la estruc-
tura con un idn molecular a m/z 332 que corresponde a una

formula C21H3203.
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'CoOMe M-9
. . 13
Las asignaciones de los carbonos en RMN C
(fig. M-9c), se realizaron por comparacidn de los desplaza-

. mientos quimicos de la cetona ent-beyeran-l4-ona (columna

A, tabla VIII), que se encuentra descrito en bibliografia
(44), corrigiendo los datos con los incrementos calculados
para un grupo metoxicarbonilo en C-19 (columna B). Estos

Gltimos 1incrementos se calcularon por diferencia de las

absorciones de los compuestos A-8 y ent-1l5-beyereno (41).

LLos datos calculados (columna C) son concordantes

con los experimentales (columna D).
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TABLA VIII
Carbono A B C D
1 40,0 0,3 40,3 40,3
2 18,3 0,5 18,8 19,0
3 41,8 -4,2 37,6 37,9
4 33,1 10,5 43,6 43,8
5 55,1 0,2 55,3 56,0
6 18,6 0,4 19,0 20,2
7 32,2 32,2 32,6
8 51,2 51,2 51,1
9 60,2 60,2 59,3
10 38,9 . 1,4 39,3 39,1
11 19,1 19,1 19,5
12 42,2 42,2 42.1
13 46,8 46,8 46,8
14 222,7 222,7  222,7
15 30,3 30,3 30,3
16 27,8 27,8 27,4
17 19,6 19,6 19,5
18 33,6 -5,0 28,6 28,9
19 21,3  185,9  177,2  177,8
20 15,4 1,2 14,2 13,7
COOMe 51,1 51,1 51,1 -
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Diol M-10

M-9 se redujo con LiAlH4 para dar el compuesto M-10,

que presenta un Pf. 203-204° y E:]D +1,54°,

Su espectro IR (fig. M-1l0a), presenta bandas de
grupo hidroxilo, desapareciendo las absorciones caracteris-

ticas del carbonilo.

Su espectro de masas (fig. M-10e), presenta un idn

molecular a m/z 306, correspondiente a wuna formula
C20H3402, con fragmentos muy semejantes a los de M-17, a
288 [M-5,0] ", 276 [u-cH,0]", y 275 [M-CH,0H] T (100) .

El espectro de RMN lH (200MHz) (fig. M-10c), es muy

similar al descrito para M-17. La figura siguiente muestra
los desplazamientos guimicos en RMN de los protones de

M-17 y M-10 que muestran diferencias significativas.

R R H-14 Me-17
M-10 H OH 3,14 1,12
M-17 OH H 3,18 1,23

Como puede observarse el protdn H-14 sufre un pequeino
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apantallamiento cuando pasa de estar en posicidn
ent-148 (M-17) a ent-ld4a (M-10). El metilo de C-17 se desa-
pantalla cuando el hidroxilo estad en ent-148.

Las asignaciones de los carbonos en RMN l3c (f£ig.

M-10d), se realizaron tomando como base los datos del

ent~pbeyeran-l4a-ol (columna A, tabla IX), descrito en 1la
bibliografia (44), incrementados por el efecto de un grupo
hidroxilo axial en C-19 (columna B). Estos incrementos se

calcularon por diferencia de las absorciones de 1los

compuestos M-3 y ent-15-beyereno (41).

Los datos calculados (columna C) concuerdan con los

experimentales (columna D).

Tanto las constantes fisicas como los datos espec-
troscopicos, coinciden con los descritos en bibliografia

para el enantidmero de este compuesto(68).

Yo

CHZOH M-10

Los espectros de RMN lH de M-10 y los del enantidmero

sintético que nos facilitd el Prof. Edwards, son idénticos.
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TABLA IX
Carbono A B c D
1 39,7 39,7 40,3
2 18,5 -0,4 18,1 18,7
3 42,0 -6,6" 35,4 36,2
4 33,2 5,2 38,4 38,2
5 56,0 0,8 56,8 57,0
8 19,2 0,1 19,3 20,2*
7 38,5 0,3 38,8 39,5
8 45,3 45,3 45,9
9 46,8 46,8 47,1
10 37,3 37,3 37,6
11 19,9 19,9 20,6%
12 32,4 32,4 32,9
13 40,1 40,1 40,6
14 83,8 83,8 83,3
15 31,9 31,9 32,6
16 29,6 29,6 30,0
17 25,1 25,1 25,7
18 33,6 -6,8 26,8 28,0
19 22,0 43,6 85,6 64,4
20 15,5 0,7 18,2 16,3

(*) Asignaciones intercambiables.
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En la tabla X, se asignan las absorciones en RMN
l3C de los carbonos del compuesto M-17 visto anteriormente,

por comparacidn con los datos de M-10.

En la primera columna de la tabla se representan las
asignaciones para M-10, en la segunda las de M-17 y en la
tercera los incrementos de desplazamiento mas significati-

vos entre las dos estructuras.

Como puede observarse, cuando el hidroxilo se
encuentra en posicidn ent-l4a (M-10),los carbonos cuaterna-
rios C-8 y C-13 gque se encuentran en posicidn g sufren
un desapantallamiento de aproximadamente 3,5 ppm. Igual-
mente los carbonos C-9 y C-12 pasan a estar en posicidn

y-anti por lo gque también se encuentran desapantallados.

Los carbonos C~7 y C-17 tienen un efecto vy -gauche,
cualquiera que sea la posicidn del hidroxilo en C-14, pero
en el caso del OH ent-14B8 el angulo diedro es proximo a
los 30°, mientras que en el ent-l4a (M-10) es de 90°, por

lo que en este Ultimo deben de aparecer a campos mads bajos.

El desapantallamiento de C-14, también es concordante

con el calculado para un hidroxilo ent-148.
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TABLA X
Carbono M-10 M-17 Ay_17 - w-10

1 40,3 40,4

2 18,7 18,7

3 36,2 36,1

a4 39,2 39,2

5 57,0 57,1%*

6 20, 2% 20,3*

7 39,5 37,2 -2,3
8 45,9 49,5 +3,6
9 47,1 56, 7%* +9,86
10 37,6 38,2

11 20,6* 20, 4*

12 32,9 39,2 +6,3
13 40,6 44,1 +3,5
14 83,3 91,4 +8,1
15 32,6 31,7 |

16 30,0 30,0

17 25,7 22,6 -3,1
18 28,0 28,1

19 64,4 64,4
20 16,3 16,3

(*,*¥*) Asignaciones intercambiables.
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Fig. M-8a

Fig. M-8b
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M-9b

Fig.
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M-2: ent-3B-Acetoxi-148-tigloiloxi-15~beyeren-19-al

m—

La sustancia M-2 se aisld de las fracciones
C31 - C47 y después de purificada por cristalizacidn en

JETN

hexano, preéenté un Pf. 169-171°.

El espectro IR (fig. M-2a) presenté absorciones
caracteristicas de dobles enlaces, posiblemente tri- vy
disustituidos en <c¢is (3.050, 1.645, 790, 725), grupo
aldehido (2.720, 1.700), acetato (1.720, 1.240) vy éster
conjugado (1.695, 1.265). |

El espectro de RMN lH (200MHz) (fig. M-2d), es muy

similar al descrito para el compuesto M-4. Aparecen las

seflales caracteristicas del grupo tigloiloxilo a & 6,80

(lH,cc,J=6Hz,J=0,8Hz,H-3"), 1,79(38E,qnt,J=0,8Hz ,H=-5") v
1,77(34,dd,J=6Hz,J=0,8Hz,H-4"'). El protdn geminal a este
sustituyente aparece a 4,54(1lH,s(a),H-14), formando un

sistema ABX similar al discutido en M-~4, con los protones
vinilicos a 5,58(1H,dd,J=5,8Hz,J=0,8Hz,H-16) y 5,45(1lH,
dd,J=S,8Hz;5¥l,le,H~lS). Este acoplamiento se comprobd
por doble irradiacidn sobre la sefial de H-14, consiguién-
dose un estrechamiento de la;\ sefilales de 1los protones
olefinicos. El que estos 4ltimos sigan sin presentar
acoplamiento en a nos indica que debe tratarse también,

de un ditérpeno tetraciclico de la serie beyerano, vya. que

&
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como en las sustancias descritas anteriormente, el doble
enlace Gnicamente puede situarse entre los carbonos C-15
y C-16 de una estructura de este tipo.

Una diferencia muy importante con respecto al
espectro de RMN lH de M-4, es la desaparicidn del sistema
AB del grupo hidroximetileno y la aparicidn a 10,05(lH,s,
H-19) de un protdn de aldehido. En principio, podemos
suponer gque el grupo aldehido ocupa la misma posicidn en
C-9 que tenia el alcochol primario. Esta hipdtesis estd en
concordancia con los desplazamientos guimicos de los tres
metilos, que absorben a 1,06(3H,s,H-18), 0,93(3H,s,H-17)
vy O,68k3H,s,H—20). Estos desplazamientos son muy similares
a los descritos en M-l y M-1', gque también presentan un
aldehido axial en (C-19. Los peqguefios desapantallamientos
de los metilos en C-18 y (C-20, pueden explicarse satisfac-
toriamente por la presencia, como veremos mas adelante,

de un grupo acetoxilo ecuatorial en C-3 (74).

Del resto del espectro cabe destacar las seflales a
2,04(3H,s,H-2") del metilo del grupo acetato y a 4,65(1lH,

dd,JXA=9,3Hz,J =7,8Hz,H-3), que corresponde a la parte

XB

X de un sistema ABX y se asigna a un protdn geminal a

acetato.

En resumen, 1la sustancia M-2 debe tratarse de un

aldehido diterpénico de la serie beyerano, sustituido por

E
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un grupo acetoxilo y otro tigloiloxilo, lo cual se confirma
por el espectro de masas (fig. M-2f), que presenta un idn
molecular a m/z 442, correspondiente a una fdrmula empirica
c 0

2783895

Las posiciones del grupo§;dehidoy tigloiloxilo, han
quedado fijadas por los datos de RMN lH. En cuanto al grupo
acetoxilo podria encontrarse situado en las posiciones C-1,
c-7, ’C—3 y C-12, en configuracidn ecuatorial de acuerdo

con las constantes de acoplamiento, observadas en su

protdn geminal.

El espectro de RMN 13C (fig. M-2e) nos permitid

definir la posicidn del grupo acetoxilo. Como puede
apreciarse en la tabla XI, los desplazamientos de los car-
bonos correspondientes @ los anillos B, C y D en los

compuestos M-1' y M-2 son muy semejantes.

Esto en principio permite descartar las posiciones

C-7 vy c-12, asi como 1la C-1, ya gue dada la proximidad
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>

TABLA XI
Carbono M-1' M-2 AM-Z-M—D
1 38,9 36,6 -2,3
2 18,4 24,1 5,7
3 34,2 78,6 44,4
4 48,2 51,8 3,6
5 56,0 56,9 0,9
6 19,9 20,2
7 31,4 31,0
8 52,9 52,8
9 51,86 51,3
10 37,6 37,0 -0,6
11 18,8 19,3
12 32,3 32,3
13 48,2 48,3
14 94,1 94,1
15 131,9 131,8
16 133,9 134,1
17 19,3 19,2
18 24,4 20,2 -4,2
19 205,6 204,4
20 14,8 16,3 1,5
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espacial con este carbono, C-10 y C-11 deberian aparecer
m&s apantallados (41).

Los desplazamientos gque presenta el grupo tiglato

13

(ver tablas RMN C) concuerdan perfectamente con los datos

bibliograficos (35). -

Las diferenciés observadas entre M-2 y M-1' en el
primer anillo (columna tercera), pueden explicarse perfec-
tamente situando el grupo acetoxilo ecuatorial en C-3. Los
efectos a y B de este grupo concuerdan con los desapanta-
llamientos observados para C-2, C-3 y C-4. Igualmente el
desapantallamiento gque se observa en C-18 (v -gauche)
concuerda con la posicidn ecuatorial del acetoxilo en C-3.
Si el sustituyente en C-3 fuera axial, el apantallamiento
sufrido por C-1, C-5 y C-18 deberia ser del mismo orden.
Dado gque esto no se observa, Se propone en consecuencia

la estructura siguiente:

—
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Con el transcurso del tiempo, pudo comprobarse como
el aldehido natural M-2 se descomponia dando origen a

productos mas polares.

Separando el componente mayoritario de descomposi-
cidn, se observd que se trataba de un &cido carboxilico

(M-11), gque se esterificd con CHZN2 dando el éster metilico

M-12. Tanto los espectros IR (fig. M-lla y M-1l2a), como

los . datos de RMN lH (60MHz) (fig. M-1lb y M-12b), concuer-

dan perfectamente con las estructuras propuestas.

7

Ly oTgl

CoOMe  M~12

La autooxidacidn, debe seguir un proceso radicalario

similar al descrito para M-1l.
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M-3: ent-15-Beyeren-19-ol (Erythroxylol Aa)

e

La sustancia M-2, aparecia impurificada por una
sustancia minoritaria con el mismo Rf que pudo ser
separada, tratando parte rde iés fracciones C48 - C61 con
LiAlH4, formando asi el diol de M-2, mis polar,‘mientras

M-3 permanecid inalterable.

El compuesto wuna vez aislado se purificd por

cristalizacidn en hexano dando un Pf. 120° y [a]D +38°.

En el espectro IR (fig. M-3a), se detectan bandas
de grupo hidroxilo (3.370, 1.040) y de doble enlace cis
disustituido (3.025, 1.620, 740), pero a diferencia de las
sustancias anteriores no presenta absorciones de grupo
carbonilo.

La ausencia de grupos éster en esta sustancia se puso
en evidencia también, en el espectro de RMN lH (60MHZ )
(fig. M-3b). Comparando este espectro con el de M-4, la

Gnica diferencia apreciable es la ausencia de las sefiales

debidas a los protones del grupo tigloiloxilo y su geminal.

El espectro de masas (fig. M-3d) presenta un idn

molecular a ﬁ/z 288 (C20H32O) destacandose el fragmento

a 257[mM-cH,0H]".

De estos datos se deduce para M-3 la estructura

siguiente:
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3

CH,OH M-3
Esta estructura corresponde al alcohol diterpénico
erythroxylol A (75), cuyas propiedades fisicas y espectros-

cdpicas concuerdan con las de M-3.

M-3 fue obtenida también por reduccidn con LiAlH4
del compuesto A-7 (ver parte acida).

. . 13 .
Las asignaciones en RMN C, se realizaron por

comparacidn con las absorciones de otros diterpenos

descritos en la bibliografia.

La tabla XII muestra el céalculo de las absorciones
para M-3, que se realizd incrementando los desplazamientos
del compues£o ent-15-beyereno (columna A) (41), con los
efectos de un grupo CHZOH en C-19 (columna B). Los datos
de la columna B se calcularon por diferencia entre las

absorciones de los compuestos ent-l6-kauren-19-0l vy

ent-l6-kaureno (42,67).

Los desplazamientos calculados {(columna C), concuer-

dan con los experimentales de M~3 (columna D).
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TABLA XII
Carbono A B C D

1 39,3 39,3 39,3
2 18,7 0,4 18,3 18,3
3 42,2 6,5 35,7 35,6
4 33,3 5,4 38,7 38,5
5 56,1 0,5 56,6 56,9
5 20,3% 9,2 20,5 20, 4%
7 37,4 37,4 37,7
8 49,1 49,1 49,1
9 53,0 53,0 53,0
10 37,4 ~0,2 37,2 37,3
11 20,5 20,5 20, 2%
12 33,7 33,7 33,2
13 43,6 43,6 43,7
14 61,3 61,3 61,2
15 135,2 135,2  135,1
16 136, 1 136,1  136,5
17 25,0 25,0 24,9
18 33,8 6,6 27,2 27,0
19 22,0 43,7 65,7 65,6
20 15,1 0,8 15,9 15,8

(*) Asignaciones intercambiables.
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*

M-5: ent-3g8-Hidroxi-148-tigloiloxi-15-beyeren-19-al

La (ltima de las sustancias estudiadas en la parte
neutra, fue separada por cromatografia a partir de las
fracciones D19 -~ D20. Este compuesto gque denominamos M-5,
es también un diterpeno tetraciclico con caracteristicas
espectroscodpicas similares a las de las sustancias

anteriormente descritas.

El espectro IR (fig. M-5a), presenta bandas de grupo
hidroxilo (3.480), aldehido (2.730, 1.695), dobles enlaces
(3.030, 1.640, 780, 730) y de grupo éster (1.695, 1.265).

En el espectro de RMN lH (60MHz) (fig. M-5b) se

observan seflales caracteristicas de grupo aldehido sobre

carbono tetrasustituido y del éster tiglico de un alcohol
secundario, que aparecen practicamente al mismo campo gque

en el compuesto M-2.

Centrada a 3,13(1lH,m,H-3), se observa una seflal
ancha correspondiente a un protdn geminal a hidroxilo
secundario, parcialmente solapé&o con la sefial del protdn
alcohélic07 Finalmente destacan tres singletes a 1,25(3H,

s,H-18), 0,93(3H,s,H-17) y 0,70(3H,s,H-20), que correspon-

den a metilos sobre carbonos cuaternarios.

Dada la similitud de M-5 con los compuestos anterio-

res, se atribuyd a esta Qltima sustancia una estructura
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de 1l5-beyereno, con un grupo aldehido, un grupo tigloiloxi-

lo v un hidroxilo secundario.

Los dos primeros deben de estar situados en C-19 vy
C-14 respectivamente, mientras gue el hidroxiloc puede estar

situado =2n principio en C-1, C-3, C-7 o C-12.

Se pensd en primer lugar que el hidroxilo deberia
encontrarse en C-3, a causa del desapantallamiento que
presenta el metilo en C-18 con respecto a M-2, lo cual
parece indicar que debe tener una funcidén desapantallante

proxima.

Con estos datos se propuso la estructura siguiente,
que corresponde al alcohol precursor de M-2, lo cual se
comprobd por acetilacidn (Aczo/piridina), obteniendo un

acetato idéntico al producto natural M-2.

Con objeto de confirmar la posicidn y configuracidn
relativa asignada al hidroxilo (acetato) secundario y al
aldehido, se prepard el isopropiliden derivado M-19,

como figura en el esquema de la pagina siguiente.
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N/ ><0Me
“fotgl L SQMe,
acetona
(p=-TsOH)

TH,0H  M.18

En el proceso de intento de separacidn de la sustan-
cia M-5, por cromatografia en columna de la fraccidn A37,
se observd que el compuesto natural sufria una autooxida-
cidn similar a la explicada para M-1 y M-2, que dio como
producto el &acido carboxilico M-20, gque una vez aislado

se esterificd con CH2N2 dando el éster metilico M-21.

Tanto el espectro IR de M-21 (fig. M-2la) como los

datos de RMN TH (60MHz) (fig. M-20a y M-21b) estén _en

concordancia con las estructuras propuestas.
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Fig. M-5a
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Fig. M-5b
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A-1l: Acido ent-atis—l6—§£-19—oico

Este acido una vez aislado se purificd por cristali-
zacidén en metanol, dando un sdlido de Pf. 219° y [a]D

-69,7°.

El espectro IR (fig. A-la), presenta absorciones
caracteristicas de A&acido carboxilico (3.600-3.200, 1.685,
1.265) y de grupo metileno terminal (3.060, 1.650h, 870).

En el espectro de RMN lH (200MHz) (fig. A-1lc),

aparecen dos seflales a 4,74(lH,c,J=2Hz,Ha-17) y 4,58(1lH,c,
J=2Hz ,Hb-17), asignables a un grupo metilenoc terminal, asi
como dos siﬁgletes de metilos cuaternarios a 1,26(3H,s,

H-18) y 0,91(3H,s,H-20).

El espectro de masas (fig. A-le), presenta un idn
molecular a m/z 302 correspondiente a una fdérmula molecular
Co0H300,+ con fragmentos significativos a 287[M-Me]+,

259[287-C,H,]" v 257 (M-coon] ™.

De todos estos datos, asl como de su similitud con
el resto de compuestos citados en este trabajo, se deduce
que A-1 debe presentar una estructura de diterpeno tetraci-
clico de las series kaurano, filocladano o atisano, con
un grupo acido en posicidn C-18 o C-19, debido al fuerte

desapantallamiento que presenta uno de los metilos.
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Tanto la forma de las seflales del grupo metileno
terminal (c,J=2Hz), como la presencia de una sefal a 2,28
(1H,m,H-12), asignable al protdn H-12, son caracteristicas
de una estructura de atisano. En estructuras de filocladano
o kaurano el protdn H~13 (H-12 en atisano) aparece desapan-

tallado sobre 2,66 ppm (38,76).

Para el grupo COOH, se propone la posicidn C-19 axial
debido a que en el espectro IR de su éster metilico A-6
"(fig. A-6a), no aparece la banda intensa de 1.245 caracte-

ristica de los grupos metoxicarbonilo ecuatoriales (70).

El 3cido A-1 no se encuentra descrito como tal en
la bibliografia, pero si su &ster metilico A-6. Este Gltimo

se obtuvo por esterificacidn CH N, de A-1 y sus constantes

2
fisicas y datos espectroscdpicos coinciden perfectamente
con las descritas para el compuesto ent-atis-l6-en-19-oato

de metilo. (17).

Las asignaciones para los carbonos de los compuestos

A-1 y A-6 en RMN 13C (fig. A-1d y A-6d), se realizaron por

comparacidén con los datos de RMN l3C descritos en biblio-

grafia para A-6 (17). -
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A-1c

Fig.
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FRN 18141, SPECTRUM # 38 RET.TIME:  4.43, 219 PEAKS
REL REL REL REL
noz ABUND "oz ABUND noz ABUND nz ABUND
27 29.9 7 33,1 115 18.2 149 1.1
28 7.3 73 13,5 117 19.2 159 14.9
23 34.8 79 §3.5 112 $.7 151 8.1
39 29.2 89 1.9 113 32.4 173 7.9
48 . 8.3 a1 41,5 129 1.1 173 7.3
41 108.2 82 §.8 121 32.5% 195 9.1
42 8.4 37 3.9 122 3.4 187 ta.3
43 41.8 91 86. 4 123 15.6 213 16. 1
45 14.3 92 26.6 128 7.4 241 25.9
53 29.1 93 s1.9 129 9.8 242 §.3
54 6.8 94 13.6 131 31.3 243 11.5
ss 57.5 35 23.8 132 7.8 257 18.5
ss 8.4 37 6.4 133 24.4 258 6.4
57 8.1 193 7.3 134 13.3 253 18.5
59 6.3 194 5.5 135 15.4 268 7.2
§s 20.6 105 s1.9 . 139 6.7 287 ?3.8
66 7.7 196 23.3 143 7.9 288 15.8
67 46.9 187 49. 1 145 14.5 392 34,3 -
68 3.7 tes 12. 4 147 .t 383 7.9
§9 18,5 189 21.4 148 1.1
>PAUSE
Fig. A-le
%
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

| FRN BERET:]

i CRN ]
79 SCRNS,  3.43 MINS}
OTAL ABUND= 1932372.

79 SCRANS
MRSS RANGE: 13.9, 346

1
s 19 15 29 2s 39 38 49 45 58 $3 68 63
SCRN =
s 48 RET. TIME: 2.5 TOT ABUND= 42265. BASE PK/ABUND: 257.8, 1(788.
188 . 79 | r4.23
iy &4 67 Sh 188 121 .
se 29 ’ ‘l ‘ 145 189
U PR N X 1 PO 1 O 1 MIJ‘ e
z !
108 29 49 69 ge 100 128 148 169 4,23
241 257 381 [
5o 318
187 213 273
1?78 281 { 282
Ll b ! N—" L It
e Le . " Ll v T Lo T L v ) v T T T
120 209 229 249 258 z2a 399
FRN 18148, SPECTRUM % 4@ RET.TIME:  2.8S, 219 PEAKS
REL REL REL REL
"z ABUND "oz ABUND M2 ABUND M,z ABUND
15 31.7 73 70.9 128 19,7 174 §.8
18 1e.1 3@ 15.5 121 53.8 175 13.5
27 13.4 81 45.7 122 12.8 185 18.5
28 9.1 82 g.@ 123 28.1 187 17.7
29 29.6 91 85.7 128 3.2 188 6.5
33 28.7 32 23.8 129 12.2 199 g.2
48 6.2 93 S1.8 131 31.9 281 18,7
41 81.4 94 13.2 132 7.8 213 19.5
42 6.8 35 24.9 133 39.9 214 g, 4
43 26.9 $7 8.9 134 12.3 241 §3.3
53 25.2 181 13.4 135 17.9 242 15.7
53 59.5 183 7.3 143 19.09 256 38.8
56 8.7 194 6.9 145 19,2 257 188,49
59 24.1 185 53.2 146 g.7 258 29.1
1] 16.5 186 24.7 147 18.2 273 28.8
66 6.3 197 51,2 148 15.8 274 8.1
67 45.2 198 14.8 149 13.3 301 §7.9
68 8.7 109 35.3 157 7.4 382 15.8
69 15.8 115 11.5 159 1.3 - 316 79.4
73 7.4 117 24.9 169 7.3 317 18.2
77 42.5 118 18.3 161 13.9
78 13.3 . 119 35.7 173 1.8
>PAUSE -
Fig. A-6e
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

A-2: Acido ent-1l5-beyeren-19-cico

Este compuesto una vez aislado, cristalizd en metanol

dando un Pf. 184° y [G]D +7,0°.

El espectro IR (fig. A-2a) presenta como absorciones
mds significativas, bandas de grupo &cido (3.600-3.200,
1.685) y de doble enlace cis disustituido (3.025, 1.580,

740) .

El espectro de RMN lH (60MHz) (fig. A-2b), es similar

al del compuesto M-3 aislado en la parte neutra. Se
mantienen las seflales del sistema AB del doble enlace AlS
(5,78(1H,d,J=6Hz ,H-16) y 5,46(lH,d,J=6Hz,H-15)], desapare-
ciendo las absorciones del grupo -CHZOH axial. Siguen
apareciendo tres metilos cuaternarios a l,ZS(BH/s,H-lS),

1,00(3H,s,H-17) yv 0,68(3H,s,H-20). Centrada a 10 ppm apare-

ce una banda ancha asignable al protdn de un grupo acido.

Como podemos observar, dos de los métilos aparecen
a campos muy similares a los de C-17 y C-20 en M-3, mien-

tras gue el correspondiente a C-18 sufre un desapantalla-

miento de 0,29 ppm.

Todos estos datos parecen indicar que el compuesto

A-2 es el &cido carboxilico del alcochol M-3 (erythroxylol

A) (75).
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

El compuesto A-2 no se encuentra descrito en biblio-
grafia como &cido, pero si se ha aislado en forma de su
éster metilico ent-l5-beyeren-19-ocato de metilo (77), por
lo gque con objeto ‘de confirmar 1la estructura realizamos
la esterificacidn de A-2 con CH

N5y obteniendo el compues-

to A-7.

Tanto las constantes fisicas como los datos espec-
troscopicos de A-7, coinciden con los descritos en biblio-

grafia.

A~2 se correlaciond con el alcohol M-3 mediante la

reduccidn con LiAlH4 del éster metilico A-7.
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

Las asignaciones de RMN 13C para los compuestos A-7
y A-2 (fig. A-7e y A-2d), se realizaron por comparacidn

con datos de otros diterpenos conocidos.

A la columna A de la tabla XIII que contiene las
absorciones para el compuesto ent-l5-beyereno (41), se le
sumaron los incrementos de desplazamiento esperados para
‘un sustituyente metoxicarbonilo en C-19 (columna B). Los
datos de la columna B se obtuvieron por diferencia entre
las absorciones de los compuestos ent-l6-kauren-19-ocato

de metilo y ent-l6-kaureno (42).
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

TABLA XIII
Carbono A B c D

1 39,3 0,4 39,7 39,6
2 18,7 0,5 19,2 19,3
. 3 42,2 -4,0 38,2 38,0
4 33,3 10,6 43,9 43,9
5 56,1 0,9 57,0 57,2
6 20,3% 1,6 21,9 21,6
7 37,4 37,4 37,7
8 49,1 49,1 49,2
9 53,0 ~0,9 52,1 52,4
10 37,4 37,4 37,7
11 20,5* 20,5 20,5
12 33,7 33,7 33,2
13 43,6 43,8 43,7
14 61,3 61,3 61,1
15 135,2 135,2  134,8
16 136,1 136,1  136,5
17 25,0 25,0 24,9
18 33,8 -4,9 28,9 29,1
19 22,0  156,3  178,3  184,3
- 20 15,1 -2,2 12,9 13,8

(*) Asignaciones intercambiables.
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

EXYiot42, XN 2

88 SYCANS ( 88 SCANS, 4.3 MIN3)

MASS RANGE: 13.9, 316.1 TOTAL R 477763,
T =T T T T T =7 T i )} ! 1 ! ! ! ! t
s 18 1§ 29 25 38 35 48 45 S8 S3 638 65 79 7S 83 8S
SCAN =
® 7?7 RET. TIME: 4.27 TOT ABUND= 23873, BASE PK/RBUND: 392.1-/ 1295,
128 - 5.47
- \
41 7?3 91 188 122 138 -
b s . 147
58 s 2 s §7 ) M “ * } 153
R " N l i H” ! h . Ll ; h”l o || | LI‘HI R
9 Lo L3 T ] 1 I ] i n i I3 13 ] N ¥ 'f
{9a, 29 49 ) . 89 19a 129 140 ;183 5 .
392
$9 1 2g7
157 187 291 213 227 241 289 273 |
8- T ; 1 ™ .l_ (N Y ™ - aans . 'r T T - T I
138 293 229 243 2543 239 399
A-2 19142, 2
FRN 19132, SPECTRUM # 77 RET.TIME: 4.27, 173 PEAKS
REL REL REL REL
M2 ARG M2 ABUND M2 ABUND M2 ABUND
27 8.2 81 25,6 118 7.8 137 31.5
29 16.8 37 3.3 119 1.7 148 31.3.
39 13.1 S1 79.5 129 29.7 149 16.7
41 48.83 92 25.6 121 35.9 139 17,1
43 19.3 33 67.9 122 81.§ 181 5.6
45 18.9 34 28.83 123 21.4 189 7.t
i 53 15.4 95 18.1 128 6.8 18?7 11.1
55 29.3 183 8.9 12% 8.1 201 §.3 .
8s 19.8 195 ?75.7 131 21.8 241 7.3
&7 28.6 186 $9.7 133 34,85 T 248 6.8
69 18.5 187 49.5 134 59.9 Firas §.9
7? 37.5 188 18.7 135 84,6 259 9.9 -
78 18.9 189 13.1 136 23.3 287 24.5
79 28.2 118 19.1 143 6.1 392 189.9
se 19.8 117 15.8 145 14.8 303 22.1
YPAUSE
Fig. A-2Ze
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

— 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Fig. A-7b

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

Eie1s3, XA 2
85 SCANS ( 85 SCRN3, 3.85 MINSI

MASS RAMGE: 13.8, 318.2 RBUND= 1371123,

SCAN =
s 64 RET. TIME: 3.87 TOT ABUND= 72246. BRSE PK/BBUND: 41.1, 3577.
199 - \ . . 4,95
15 41 55 | 188 138 [
29 79 4
67 121
59 4 ! 143 -
) |
2 | | Jl ,L AN I”. [lILlJ ln ol el I L
M T L 1] T T I . 1 v T i v ) v T 1] : B
ga- 29 42 59 38 109 129 148 159 .95
3156
58 4
181 194 213 223 241 287 273 284 391
3 ) 1 A i,
v T 1 ] 1) v L N + L 13 T T T
1289 299 229 249 258 232 299
FRN 19143, SPSCTRUM % &4 RET.TIME:  3.97, 209 PEAKS
REL REL REL REL
noz ABUND nez ABUND Moz ABUND Moz SBUND
15 67.3 58 7s - 185 57.3 133 22,4
27 26.4 §3 19.3 185 44,5 134 $2.53
28 9.3 73 8.5 197 32.5 135 S1.4
29 54,1 77 58.3 128 8.5 138 12.8
39 31.5 78 14,2 189 13.5 145 12.8
41 199.9 79 53.5 113 9.5 147 18.3
42 9.6 889 29.7 117 14.5 148 26.2
43 32.7 81 38.5 tts 7.5 149 14.5
53 38.7 82 7.4 119 42.9 159 14.9
s4 7.6 9t - 87.3 129 27.5 181 12.8
ss §1.4 92 28.¢ 121 44.2 187 8.9
ss 11.0 93 §5.4 122 43.2 194 12.5
59 39.5 94 2%.2 ., 123 18.3 257 19.5
65 18.5 85 17.8 129 7.9 316 42.7
67 37.8 101 12.7 131 18.9 317 11.2
SPAUSE
Fig. a-7f
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

A-3: Acido ent-l4B-angeloiloxi-15-beyeren-19-o0ico

La sustancia A-4 aparecla acompafiada por un compo-
nente A-3 de menor proporcidn en el extracto dcido y RE.
muy similar, que una vez aislado por CCF en columna, se
purificd por cristalizacidn en metanol, dando un sdlido
de Pf. 185° y [a]D -18,9°.

Tanto el espectro IR (fig. A-3a) como el de RMN lH

(60MHz) (fig. A-3b), son practicamente idénticos a los de

A-4,

La diferencia fundamental radica en gque A-3 en
lugar de un sustituyente tigloiloxilo, presenta las
absorciones caracteristicas de un grupo angeloiloxilo. Los
desplazamientos gquimicos de este grupo en RMN lH Y C

(fig. A-3c y A-3d), coinciden con los descritos en biblio-

grafia (35).

ME 20,8 (1,91)

128,1

RO~_168.1 H (s,07)
\W N 138,1

0 Mg 15,8 (2,00)

262

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

Las asignaciones en el espectro de RMN 13C (ver

tablas pag. 388 ), se realizaron por comparacidn con las
absorciones de A-4 y concuerdan con la estructura siguien-

te:
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

A-3a

Fig.

A-3b

Fig
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan
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Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

3

| RN BEECERE CRY S
CANS (195 SCANS,  S.49 MINS
MASS REHGE: 9.3, 44£.3 TOTAL ABUND= 934123,

>PAUSE

Fig. A-3e
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// !
———— }
— ‘.—“‘—.—
e — e
X L ; ] :
2 193 125 148 t€n 12
@ 149 RET. TIME:  5.37  TOT ABUMD= 21379,  BATE PH/oREBUMD: SI.:- 37ed
189 - | (17,8
x 33
sS
58 - 2 1
41 5 198
s 57 121 133 145 133 172 1S 139
5 I8 i il L LI : o
Ll 1 T ‘l‘ ™ l‘- T ‘X 3 1 v 13 T : T Lt v T )
1oa, 9 49 &1 38 139 128 149 Lod 130 2e9 7.8
53 < -
; $2§ 242 267 2rz 2@e 399 g 4@
bR T T T ¥ T T T T T T T T T T T T
22§ 234 268 230 330 329 348 153 458
FRM 18393, SPECTRUN » 148 RET.TIME:  £.37, 144 PEAKS
REL REL REL REL
MsZ ARUND M2 ABUND M/2 ABUND n-2 AELHD
is 59 4.1 182 1.4 143 1.3
27 71 L 163 3.3 157 1.9
2@ 77 7.3 115 2.t 159 2.8
23 °3 2.9 116 Lo 151 t.3
39 73 1.9 117 3.3 182 t.@
38 56 1.3 118 2.4 173 .9
T St a1 2.3 119 5.3 185 1.7
2 R T L ¥ H - N 53370007 I I
43 34 .4 12 5.3 253 1.3
44 55 5 22 o 254 1.5
45 87 .3 123 2.2 25 1.4
51 1.8 91 15.8 123 1.3 257 2.5
s2 1.4 92 3.7 129 1.7 258 1.t
53 11,4 93 3.1 131 3.5 271 1.8
54 7.6 24 2.5 132 3.a 272 2.5
55 g1.@ 85 5.2 1533 3.9 285 2.5
s¢ St 37 iz 134 1.5 293 z.1
57 2.8 1ag 2.7 125 2.0 359 7.3
53 1.7 183 1.5 139 .9 301 zos
€3 3.9 104 1.2 143 1.4 488 1.9
86 1.9 165 15,4 145 4.9
57 7.8 185 2.3 146 3.6
&8 1.2 1@7 5.5 147 3.1



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

>

A-5: Acido ent-l8-angeloiloxi-lé-kauren-19-oico

Este acido se purificd de las fracciones 133 =~ I35,
por cristalizacidn en metanol dando wun Pf. 154° vy

- Q
[a]D 75,7°.

El espectro iR (fig. A-3a), presenta absorciones
caracteristicas de los siguilentes grupos: =C-H (3.040),
éster conjugado (1.720, 1.270, 1.150), &cido carboxilico
(3.140, 1.655, 1.205), metileno terminal (1.645(h), 870)

y doble enlace trisustituldo (800).

En el espectro de masas (fig. A-5e), se observa un
idn molecular m* aim/z 400 gque corresponde a una formula
molecular C25H38O3, siendo ademis significativos los

fragmentos a m/z: 317[M-Ang]+, 300[M—AngOH]+, 285[300—Me]+,

272[317-coou]”, 257[272-Me]”, 83(ang] (100), 55[ang-col”,
(28, 34, 36).

En el espectro de RMN lH (200MHz) (fig. A-5c), se

observan las seflales caracteristicas de un grupo angeloilo-
xilo (35) [6,08(1lH,cc,J=7,2Hz,J=1,5Hz,H-3"'), 1,97(3H,44,
J=7,2Hz,J=l,5Hé,H—4’) y 1,86(3H,gqnt,J=1,5Hz, H-5'")], cuya
presencia en la molécula concuerda con los datos espectros-

copicos anteriores.

En el espectro de RMN lH, se aprecian ademas las

siguientes seflales: 4,80(1lH,s(a),H-17a) vy 4,74(1lH,s(a),
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i

H-17b) de un grupo metileno terminal; 4,51(1H,d,J=10,5Hz,
H-18a) y 4,03(1H,d4,J=10,5Hz,H-18b) de un grupo metileno
geminal a éster; (1lH,s(a),COCH) de un grupo acido; 0,99

(3H,s,H-20) de un metilo cuaternario.

De la fdérmula molecular de A-5 y de los datos espec-
troscdpicos citados, se concluye que este compuesto debe
ser un ditepeno tetraciclico con estructura de kaurano,
atisano o filocladano, sustituido por un grupo &cido y un
éster éngélico.

La seflal en RMN ]Ti a 2,64(1H,s(a),H-13) asignable

al protdn H-13, nos indica que A-5 tiene una estructura
de kaurano, ya que el protdn correspondiente a H-13 en una
estructura de atisano (H-12) apareceria sobre 2,28 ppm
(38). La estructura de filocladano gqueda descartada, como

veremos mas adelante, por los datos de RMN l3c.

La presencia de un anico metilo y de un metileno
geminal al angelato, nos indica gque los dos sustituyentes
deben encontrarse en las posiciones C-18, C-19 y C-20. El
desplazamiento del metilo parece indicar que se trata del
C-ZOL lo gque se confirmd més adelante‘por los datos de RMN

l3C.

A-5 se esterificd con CHZNz' con objeto de confirmar

la presencia del grupo &acido, obteniendo el éster metilico

A-9. El estudio del espectro IR (fig. A-9a) de A-9, nos
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indica que el grupo COOH debe encontrarse en C-19, ya que
presenta absorciones (1.230, 1.190, 1.155) caracteristicas

de un grupo metoxicarbonilo en posicidn axial (70).

Por otra parte el desplazamiento quimico del sistema
AB del metileno geminal al angelato, nos indica que éste
debe encontrarse en posicidn ecuatorial (64), por lo que

le asignamos la posicidn C-18.

De todo ello concluimos gue A-5 presenta la siguiente

estructura:

Consultada la bibliografia, hemos comprobado que el
dcido A-5 ha sido aislado anteriormente en forma de su
éster metilico: ent-l8-angeloiloxi-l6-kauren-19-cato de
metilo (36), cuyos datos espectrosdpicos y constantes
fisicas concuerdan perfectamente para nuestro éster meti-

- lico A-9.. |
Dado gque en bibliografia no aparecen descritos los
13

datos de RMN C de A-9 (fig. A-9d), las asignaciones para

este compuesto y para A-5 (fig. A-5d), se realizaron por
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comparacidén con las absorciones de otros diterpenos
conocidos.

A los datos de RMN l3c del compuesto ent-l6-kauren-

l19-cato de metilo (42) (columna A, tabla ' XiV), se le
sumaron los iﬁcrementos)de desplazamiento producidos spbre
una estructura de Kkaurano por un gJgrupo acetato en C-18
(columna B). Hemocs considerado que el efecto producido por
un grupo angelato es practicamente idéntico al de un
sustituyente acetato. Los datos de la columna B, estéan

calculados por diferencia entre las absorciones del

ent-l6-kaurenoc y el ent-1l8-acetoxi-l6-kaureno (78) (ver
tablas RMN l3C).
Las absorciones calculadas (columna C), son coinci-

dentes con las experimentales de A-9 (columna D).

Los desplazamientos quimicos para el sustituyente
angeloiloxilo en esta estructura, concuerdan con los

descritos en bibliografia.

Las asignaciones para A-5, se realizaron por compa-

racidén con las de A-9.

La estructura de filocladano; queda definitivamente
descartada debido al desplazamiento del carbono C-10
(39,7 ppm), por la misma razdn ya explicada al estudiar

el compuesto T-4 (pag. 34).
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TABLA XIV
Carbono A B o D
1 40,9 -0,4 40,5 40,1
2 19,2 -1,3 17,9 18,5
3 38,1 -6,1 32,0 32,9*
4 43,9 3,2 47,1 47,8
5 57,2 -5,9 51,3 52,3
6 21,9 -0,1 21,8 21,8
7 41,4 -0,5 40,9 40,8
8 44,3 44,3 43,8
9 55,2 55,2 55,2
10 39,5 39,5 39,2
11 18,4 18,4 18,5
12 33,2 ‘ 33,2 33,0%
13 43,9 43,9 43,8
14 39,7 39,7 39,6
15 43,0 . 49,0 48,9
16 155,8 155,8 155,5
17 103,1 103,1 103,1
18 28,8 39,4 68,2 71,9
19 178,0 3,8 181,8 175,1
20 15,4 0,4 15,8 15,4
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A-5b

Fig.
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A-54

rig.
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INSTRUMENTACION

Puntos de fusidn. Se determinaron en un microscopio

de platina calefactora tipo Kofler, y estan sin corregir.

Espectros IR. Se realizaron con los espectofotdme-

tros PYE UNICAM SP3-200, y PYE UNICAM SP-2000. Las muestras
se prepararon en pastilla de KBr, dispersidn en nujol, pe-
licula capilar sobre cristales de NaCl, y en disoluciones

de CCl4 o CHCl3 en cubetas de espesor variable.

Espectros UV. El espectdmetro utilizado fue un

Bausch-Lomb Spectronic 2000, usando cubetas de 1 cm de es-

pesor y etanol como disolvente.

Espectros de RMN. Se han realizado en los espectro-

fotdmetros Varian EM 360L (60MHz) y Bruker WP-200 (200MHz
lH, 50, 3MHz l3C)*utilizando CDCl3 como disolvente, salvo
indicacidn, y TMS com referencia interna. Los desplazamien-

tos guimicos se expresan en unidades & ppm y las constantes

de acoplamiento J en Hz.

Poderes rotatorios. Se utilizd un polarimetro Op-

tical Activity AA-100, con A = 589 nm, y cubetas de 1 dm de

longitud y 2,5 mm de didmetro, en disolucidn de CHCl, o

3
EtCH.
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Espectros de masas: Fueron realizados en los espec-

trofotdmetros Hewlett-Packard 5930 A

5993, con energia de ionizacidn 70 eV.

o Hewlett-~Packard

Dicroismo circular: Las curvas de dicroismo circu-

lar se realizaron en un dicrdgrafo Jovin-Yvon Dichrograph

Mark 1III, en disolucidn metandlica,

cilindricas de 1 mm de espesor.

utilizando cubetas

(*) En el caso de sustancias con espectros a 200MHz se

incluyen ademds los datos y espectros

comparativos.
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CROMATOGRAFIA
Cromatografia en capa fina (CCF). Se realizaron con
silicagel Merck 60 G (ref. 7731), sobre placas de vidrio

S

y con un espesor de 0,25 mm, activéndoée durante 2 h a
120°. Se~ utilizaron tambiéﬂ cromatoplacas prefabricadas
Schleiebrer-Schill, F 1500/LS 254, de silicagel con indica-
dor fluorescente (254 nm) de 0,2 mm, sobre soporte de poli-

ester.

Como reveladores se utilizaron vainillina en disolu-~

cidn de H SO4/EtOH (4:1) (5 g/100 ml) y acido fosfomolibdi-

2
co (5% EtOH). Las placas una vez pulverizadas con el reve-

lador se calentaron a 120° durante 5 minutos.

Cromatografia en columna himeda. Estas cromatogra-

fias se hicieron en columnas de vidrio, sobre silicagel
Merck 60, 0,2-0,5 mm (ref. 7733) y 0,063-0,2 mm (ref. 7734)
preparando una ‘papillad’ con el eluyente inicial, procurando
eliminar el aire por agitacidn suave antes de introducir en
la columna o bien directamente homogenizando a continuacidn

con el eluyente.

La muestra se introdujo en disolucidn o adsorbida
sobre silicagel Merck 60, 0,2-0,5 mm, eluyendo con disol-

ventes o mezclas de polaridad creciente, comprobando la

-

284

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

composicién de las fracciones eluidas por CCF.

Cromatografia en columna seca. Las cromatografias se

realizaron homogenizando silicagel Merck 60, 0,063-0,2 mm
con el eluyente (20 ml/100 g) y comprimiendola en pequefias
porciones en un saco de nailon, cerrado en su parte infe-

rior, que posteriormente se punza con un alfiler.

La muestra se aflade en la parte superior adsorbida en
silicagel Merck 60, 0,2-0,5 mm. Una vez eluida la columna
se toman muestras a diferentes alturas de la misma, compro-
bando la composicidn por CCF, o bien se marcan las diferen-
tes zonas atendiendo a su fluorescencia en la lampara UV.
De acuerdo con estos datos se corta la columna y los dis-
tintos trozos se extraen en matraces Erlenmeyer con é&ter
O AcOEt. Los extractos se filtran a vacio sobre placas de

vidrio filtrante y se concentran.

Cromatografia en columna con silicagel de CCF. GEste

procedimiento que es una modificacidn de la técnica de
columnas cortas, se llevd a cabo introduciendo silicagel
Merck 60 PF254 (ref. 7747) en columnas de vidrio y compri-

miéndola mediante el empleo de aire a presidn. (79)

La muestra se introdujo en disolucidn o adsorbida
sobre silicagel MercK 60, 0,2~0,5 mm, eluyendo con la
ayuda de aire o N2 a presidn. Es conveniente ajustar la pre

sidn para recoger aproximadamente una fraccidn por minuto.
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Cromatografia con AgNO,. Esta técnica es basicamen-

te la misma que la cromatografia en columna hameda. La

silice se mezcla con un 8% de AgNO, disuelto previamente

3
en metanol y unas gotas de agua. Realizada la mezcla se
evapora el disolvente en un rotavapor con un matraz topa-
cio, célentando posteriormente en la estufa durante dos
horas, y enfriando seguidamente en un desecador. Una vez

introducida la silice en la columna, é&sta se recubre con

papel oscuro para preservarla de la luz.

Cromatografia en capa fina preparativa. Se utilizd

silicagel Merck 60 PF254 en placas de vidrio de 20x20 cm

y 0,75 cm de espesor activadas durante 2 h a 120°.

Los cortes se realizaron con la ayuda de una lampara
UV, extrayendo las distintas porciones en una pequefla co-

lumna con AcOEt.
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REACCIONES GENERALES MAS UTILIZADAS

Acetilacidn. Se disuelve el alcohol (100 mg) en

piridina (1 ml) afiadiendo posteriormente anhidrido acético
(2 ml). Se deja que la reaécién transcurra a temperatura
ambiente siguiéndola por CCF, y una vez completada se
aflade hielo y extrae con éter. La disolucidn etérea se

lava con HC1l 2N, H,0, NaHCO3 Yy posteriormente con H,O hasta

2

pH neutro. Finalmente se seca con NaZSO4 anhidro y se eva-

pora el disolvente.

Esterificacidn con diazometano. La muestra a esteri-

ficar se trata con disolucidn etérea de CHZN2 hasta ausen-
cia de desprendimiento de N2, manteniendo el recipiente en
la oscuridad durante 12 h. Posteriormente se lava con HCL

2N, se extrae con NaHCO3 y se lava con HZO hasta pH neutro.

La disolucidn etérea se seca finalmente con Na2504 anhidro.

Preparacidn de diazometano. En un matraz de £fondo
redondo se mezclan KOH (4,8 g), HZO (8 ml), MeOH (28 ml) vy
éter (8 ml). Sobre esta mezcla agitada se deja caer gota

a gota una disolucidn de N-nitroso-N-metil-p-tolil-sulfonil-
amida (17,2 g) en éter (100 ml), a la vez gue se calienta
la mezcla a 60-65°. El1 diazometano formado se recoge sobre

éter seco (80).
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Hidrdlisis de ésteres. El éster se disuelve en

KOH/MeCH (5%). La mezcla, si es preciso, se calienta a
reflujo en un baflo, siguiendo la reaccidn por CCF. Una vez
completada la hidrdlisis, se afade HZO hasta duplicar el
volumen, concentrando a vacio a continuacidn con opjeto de
eliminar la mayor parte del metanol. Se extrae cﬁn:éter,

lavando con H20 hasta pH neutro y secando finalmente con

Na SO4 anhidro.

2
Oxidacidn de alcoholes con PCC. Una disolucidn
agitada del alcohol (0,65 mmoles) en CH2C12 anhidro (10 ml)
se mezcla con clorocromato de piridinio, PCC, (1,3 mmoles).

Una vez finalizada la reaccidn se diluye la mezcla reaccio-
nante con &ter seco (10 ml). Se decanta el ligquido sobre-
nadante, lavando varias veces el precipitado con &ter. La
disolucidn etérea se percola en una pequefla columna con

silicagel, evaporando finalmente el disolvente. (81).

Preparacidn de PCC. Sobre una disolucidn agitada de

HCL 6N (184 ml, 1,1 moles), se afladen (100 g, 1 mol) de
CrO3. Pasados 5 minutos la disolucidn homogénea se enfria
hasta 0°, aradiendo a continuacidn con precaucidn piridina

(79,1 g, 1 mol), durante 10 minutos.

Volviendo a enfriar a 0°, aparece un precipitado
cristalino amarillo-naranja. Se filtra sobre una placa de

vidrio tirande a vacio durante 1 h, presionando el sdlido

- - -
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vy removiendo de vez en cuando (82.

Hidrogenacidn catalitica con Ni-Raney. En un matraz

Erlenmeyer 100 ml Se pone la muestra disuelta en unos ml
de etanol y se aﬁéae un exceso de catalizador. La reaccidn
se lleva a cabo en atmdsfera de H2 bajo fuerte agitacidn
y una vez finalizada se decanta el liguido sobrenadante
lavando el residuo varias veces con éter. La disolucidn se

percola en una pequefla columna con silicagel y se concentra

Preparacidn de Ni-Raney. Se prepara una disolucidn

de NaOH (63,3 g) en HZO (250 ml) en un vaso de 1 1 equipado
con un agitador. Se enfria en un baflo de hielo y se afiade
una aleacidn de Ni-Al (50 g) en pegueflas porciones y agita-
cidn continuada durante 2 h. Finalizada la adicidn se de-
ja que el vaso alcance la temperatura ambiente. Cuando el
desprendimiento de H2 se hace pequeflo, se calienta la mez-
cla progresivamente hasta que el desprendimiento de HZ
vuelva a disminuir (de 8-12 h).

Una vez restablecido el volumen inicial con agua
destilada, se agita bien la mezcla y se deja reposar decan-
taﬁéo el ligquido sobrenadante. El sdlido se traslada a un
recipiente cerrado y graduado con la ayuda de agua desti-
lada que se decanta otra vez, afladiendo a continuacidn una
disolucidn de NaOH (8,33 g) en H,0 (80 ml). Se agita y se

deja reposar decantando el liguido sobrenadante. A conti-
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3

Volver al indice/Tornar a l'index

nuacidn se efectlan lavados con H,0 destilada (250 ml cada
vez) hasta gque las aguas sean neutras al papel tornasol.
Se vuelve a lavar tres veces con etanol (95%) repitiendo
los lavados con etanol absoluto. Con este procedimiento se
puede obtener 25 g de Ni-Raney en suspensidn (0,6 g/l ml)
(83). '

Reduccidn con LiAlH,. La sustancia (0,1 mmol) se

disuelve en éter seco (6 ml) y se vierte gota a gota sobre
una suspensién agitada y calentada a reflujo de LiAlH4
(1 mmol) en 10 ml de éter seco. Finalizada la adicidn se
continfa la agitacidn a reflujo durante 1,5 h. Transcurrido
este tiempo la mezcla de reaccidn se trata con &ter satura-
do de agua para eliminar el exéeso de hidruro y después se

acidula con HCl1 2N, extrayendo con éter. Se lava con agua

hasta neutralidad y se seca sobre NaZSO4 anhidro.

Reduccidén con NaBH,. En un matraz de dos bocas se

pone una disolucidn de la sustancia (0,1 mmol) en etanol
96% (5 ml), y mediante un embudo de bromo se afiade lenta-

mente una disolucidn de NaBH4 (1l mmol) en etanol (5 ml).

S Una vez finalizada la reaccidn se duplica el volumen
con HZO’ concentrando para evaporar el etanol. Se acidifica
con HCl 2N y a continuacidn se extrae con éter, se lava a

neutralidad y se seca sobre Na,SO, anhidro.

2774
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DESCRIPCION DE LA PLANTA

La planta Elaeoselinum tenuifolium (Lag) Lange,

conocida también con los nombres de Thapsia tenuifolia

Lag. y Elaeoselinum lagascae Boiss, fue recolectada en el

mes de Jjulioc enel Cabo de Huertas (término municipal de
Alicante) y presenta las siguientes caracteristicas boténi-

cas:

Planta perenne practicamente glabra, con la base del
tallo fibrosa y fistulosa. Tallo relativamente delgado,
con estrias patentes y consistentes. Hojas basales mani-
fiestamente erectas, entre 30 y 40 cm de longitud, muy
divididas, entre +tri vy pentapinnadas, con los ldébulos
rigidos de forma lanceolada. Sépalos normalmente pequeilos.
Pétalos amarillos, oblongos, ligeramente emarginados y con
el apice retuso. Umbelas y umbelulas formadas por 10 a 27
radios. Bracteas Y bracteolas numerosas de contorno lan-
ceolado. Fruto de 1longitud comprendida entre 8 y 10 mm,
de forma orbicular a ovado-oblonga. Las costillas.dorsales
de 1los me;;carpos estadn provistas de alas normalmente

anchas, mds o menos truncadas en el &apice.

El &rea de distribucidn de esta especie se extiende
por el sur de la peninsula Ibérica y ha sido citada Qnica-

mente en Espafila y Portugal.
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EXTRACCION ¥ FRACCIONAMIENTO

Después de recolectada la planta, se separaron las
partes aéreas de las raices. Los tallos y umbelas se deja-
ron secar a la sombra durante varias semanas. pna vez
secas (7.534 g) se trituraron, extrayéndose con hexano
(33 1) en un extractor Soxhlet, manteniendo cada cartucho
(250 g) durante 5 h. Eliminando el disolvente se obtuvo
un extracto (151,8 g) gue representa el 2% de parte aérea

seca.

Posteriormente se realizd una segunda extraccidn con
MeOH en las mismas condiciones. Eliminando el disolvente
en un rotavapor, dio un extracto (120,4 g) gque representa

el 16% del peso de parte aérea seca.

Las raices (2.538 g), previamente troceadas se pu-
sieron a reflujo con Dbenceno en un aparato Dean Stark
durante 24 h, eliminando el agua por destilacidn azeotrd-
pica. Las raices secas (1.343 g) se separaron del disolven-
te, se trituraron y fueron sometidas de nuevo a reflujo
con benceno durante 24 h mé&s. Se obtuvo un extracto (58,8

g) que representa el 3,9% del peso de ralices secas.

Las raices se extrajeron a continuacidn con MeOH a

reflujo durante 30 h, dando un extracto (155,8 g) que
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representa el 10,8% del peso de ralces secas.

El extracto bencénico se tratd con MeOH guedando un
residuo insoluble (2,58 g) 4,4%%*. Al concentrar la parte
soluble aparecid un precipitado no cristalino, cuyo anali-
sis espectroscdpico indiéé que se trataba de una mezcla

de compuestos lineales (9,35 g) 15,9%%*,

La parte soluble en MeQOH (45,5 g) 77,4%*, se frac-
ciond con NaOH 4%, dando una parte acida (6,1 g) 10,4%*, vy

una parte neutra (35,9 g) 61,1%*.

La parte neutra se puso a cristalizar en éter, obte-
niéndose varias cosechas de cristales (15,8 g) 27%*, mezcla
de los componentes mayoritarios T-4 y T-6 que fueron sepa-
rados mediante técnicas cromatogridficas. El resto del
extracto neutro se sometid a sucesivas cromatografias
aislédndose los compuestos T-1, T-2, T-3, T-5 y nuevas

cantidades de T-4 y T-6.

(*) Referido al extracto bruto de benceno.
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RAICES SECAS
(1.343 q)

|

EXTRACTO BENCENO

EXTRACTO METANOL

(58,8 g), 3,9% (155,8 g}, 10,8%
MeOH
RESIDUO INSOLUBLE PARTE SOLUBLZE COMPUESTOS LINEALES
(2,6 g), 0,2%, 4,43% (45,5 g), 3,0%, 77,4%* (9,4 g), 0,86%, 15,9%~
éter
NaQH 4%
v i
PARTE ACIDA PARTE NEUTRA
(6,1 g}, 0,4%, 10,48~ (35,9 g), 2,4%, 81,1%~
éter
J
CRISTALES
(15,8 g), 1,0%, 27,0%*
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CROMATOGRAFIA A

Los cristales mezcla de T-4 y T-6 (1,35 é) se croma-
tografiaron en una columna seca de 60 cm de longitud sobre
silicagel, 0,063-0,2 mm (160 g). La muestra se adsorvid
en silice, 0,2-0,5 mm y se utilizd como eluyente una mezcla
de hexano-AcOEt (8:2), obteniéndose Llos siguientés resul-

tados:

Fraccidn Peso (mg) Composicidn
Al - -
A2 595 T-4
A3 87 T-4
a4 68 T-4 y T-56
AS 41 T-6
AbB 22 T-6
A7 11 T-6
297

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

Las aguas madre de la parte neutra

tografiaron
H

en

CROMATOGRAFIA B

una columna

de vidrio

(18,8 g) se croma-

sobre silicagel,

0,063-0,2 mm (410 g), adsorviendo la muestra en silicagel,

0,2-0,5 mm y empleando como eluyente mezclas de hexano-

AcOEt de polaridad creciente.

Fraccidn Peso (g) % Composicidn
Bl Bl2 0,33 1,7 mezclas
B13 Bl4 0,55 3,0 T-1
B1S 3,48 18,5 T-1,T-2,mezclas
Bl6 1,81 9,7 T-2,T~-3,mezclas
BLl7Y B20 2,79 14,9 T-3
B21 B32 1,07 9,1 glicéridos
B33 B36 0,24 1,3 mezclas
B37 B52 0,94 5,0 mezclas
B53 B59 3,24 17,2 T-4,T-5
B60 B63 0,40 2,1 T—4,T—§Jmezclas
B64 - B83 0,63 3,4 T-6,mezclas
B84 B88 1,82 9,7 mezclas
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CROMATOGRAFIA C

Después de someter la fraccidn BS53 - B59 a sucesi-

vas cristalizaciones con‘hexano, la§vaguas madre (417 mg),

. fueron cromatografiadas en columna himeda montada en hexano
con silicagel, 0,063—0,5 mm, Yy eluida con mezclas de

hexano-AcOEt.

Fraccidn Peso (mg) Eluyente Composicidn

Cl - C40 12,8 ' 99:1 -

c4l - C79 31,0 97:3 T-5

C80 - Clé67 344,0 96:4 T-5,T-6
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T-1: 2-Isopropil-4-metilanisol

Las fracciones Bl3 - Bl4 aparecieron constituidas
mayoritariamente por un aceite de olor muy agradable.
Bl3 - Bl4 ce fracciond sobre silicagel, 0,063-0,2, en una
pequefia columna eluida con hexano. Una parte se cromato-
grafid en capa fina preparativa, aislandose T-1 puro

(50 mg).
T-1 (61 mg) se obtuvo también por cromatograflia en
columna de la fraccidn Bl5, eluida con hexano.

EtOH

ov A max nm (loge): 221(4,1), 276(3,6), (fig. T-la).

IRvpellcula cm—l:

max 3.010, 2.940, 2.840, 2.81l0, 1.600,

1.450, 1.455, 1.330, 1.280, 1.230, 1.160, 1.080, 1.030,
800, 740, (fig. T-1lb).

RMN 'H (60MHz,CDClg): 6 7,06(1H,d,Jm=28z,H-3), 7,00

(1lH,dd,Jo=8Hz,Jm=2Hz ,H-5), 6,75(1H,4,Jo=8Hz,H-6), 3,80
(3H,s,0Me), 3,30(1lH,spt,J=7Hz,H-1'), 2,30(3H,s,Me-4), 1,20

(6H,d,J=7Hz ,H~-2",H-3"'), (fig.T-1lc).

EM, m/z(%): 164[M]7(33), 149[M-Me]t(100), 134[149-
Me] T (13), lZl[M—C3H7]+(l3), 119[134-Me] T (13), 88(13), 85
(60), 82(73), 74(80), 59(87), 45(53), 36(47), 31(67),
(fig. T-1d).
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Eter metilico de timol

Una disolucidn de timol comercial (50 mg) en acetona
anhidra (20 ml), se mantuvo a reflujo durante 1 h con IMe
(0,3 ml) recientemente destilado y K2CO3 (500 mg) anhidro.
El sb6lido se separd por filtracién, extrayendo varias veces
con acetona caliente, separandose timol metileter (40 mg).

RMN 1m (60MHz,CDCL,): 6 7,10(1H,d,J=8Hz,H-6), 6,72
(1lH,d(a),J=8Hz,H-5), 6,63(1H,s(a),H~-3), 3,80(3H,s,0Me),
3,30(1H,spt,J=7Hz,H-1"'), 2,30(3H,s,Me-4), 1,20(6H,d,J=7Hz,

H-2',H-3'), (fig. T-le).
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T-2: Timoquinol dimetileter

La fraccidn Bl5, estaba compuesta por una mezcla de
las sustancias T-1 y T-2. Por cromatografia en columna,
eluyendo con mezcla de hexano-AcOEt (99:1) se aisld T-2.

ov AZE® nm o (loge): 207,4(3,5), 220,6(3,4)n, 288,7

(3,0), (fig. T-2a).

1r vPelreula op7h. 3 040, 2.960, 1.500, 1.460, 1.395,

1.340, 1.205, 1.050, 860, 810, (fig. T-2b).

RMN TH (60MHz,CDCl;): & 6,55(1H,s, H-Ar), 6,52(1H,s,

H-Ar), 3,70(6H,s,OMe), 3,20(1lH,spt,J=7Hz,H-1'), 2,10(3H,s,

Me-4), 1,16(6H,d,J=7Hz,H-2"',H-3"'), (fig. T-2c).
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T-3: 1-Alil-3,4-metilendioxi-2,5-dimetoxibenceno (Apiol)

La fraccidn Bl9 estaba constituida por un aceite
cromatograficamente puro, gque presenta las sigulentes
caracteristicas:

o AZSO® om o (loge): 227,8(3,6), 279,1(2,8), (fig.
T-3a).

R Vpelicula em™ L
max )

I 3.075, 2.930, 2.780, 1.635, 1.605,
1.490, 1.450, 1.430, 1.350, 1.320, 1.245, 1.205, 1.185,
1.140, 1.065, 1.050, 990, 955, 925, 910, (fig. T-3b).

RMN TH (60MHz,CDCL,): & 6,30(1H,s,H-6), 5,90(2H,s,

-O—CH2~O—), 6,23-5,60(1lH,m,H-2"'), 5,23-4,80(2H,d(complejo),
H-3'), 3,85(3H,s,OMe), 3,83(3H,s,0Me), 3,30(2H,d(a),J=6HzZ,

H-1'), (fig. T-3c).

EM, m/z(%): 222[M]7(68), 207[M-Me]T(25), 177(30),

145(40), 121(22), 106(18), 91(28), 77(22), (fig. T-34).
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s

T-4: ent-l5a-Angeloiloxi-l6-kauren-3g-ol

La fraccidn A2 contenia un sdlido cromatograficamente

puro, que fue cristalizado en hexano.

Pf. 120-121°, [qlD —89,1°(CHC13,C 1,1).

EtOH o _
UV'/\max nm (loge): 218,1(3,9), (fig. T-4a).

. KBr -1.
IR v - cm ~: 3.360, 3.070, 2.920, 2.860, 1.715,
1.650, 1.450, 1.380, 1.220, 1.150, 1.040, 890, 840, (fig.
T-4b).

R v ©SCls (s53) em™t: 3.615, 3.070, 2.930, 2.865,
max
1.715, 1.640, 1.450, 1.380, 1.260, 1.230, 1.155, 1.040,
890, 850, (fig. T-4c).

RMN  TH (60MHz,CDCL,): & 6.13(1H,c(a),J=7Hz,H-3"),

5,26(1H,t,J3=2,5Hz,H-15), 4,91(2H,s(a),H-17), 3.21(1H,d4d4,
J=9Hz,J=7Hz ,H-3), 2,70(18,m,H-13), 2,03(3H,d(a),J=7Hz,
H-4"), 1,96(3H,s(a),H-5"), 1,06(3H,s,H-20), 0,96(3H,s,
H-18), 0,76(3H,s,H-19), (fig. T-44).

RMN lH (ZOOMHZ,CDC13): 5 6,07(1H,cc,J=7,2Hz,J=1,4Hz, .

H-3'), 5,23(lH,t,J=2,4Hz,H-15), 4,91(1H,d,J=2,4Hz,H~17a),

4,87(1H,m,W, =5Hz,H-17b), 3,17(1H,m, X (ABX) =16,3Hz,
2

’JAX+BX
H-3), 2,66(1H,m,H5-13), 2,00(3H,d¢c,J=7,2Hz,J=1,4Hz,8-4"),

1,91(3H,gnt,J=1,4Hz,H-5"), 1,02(3H,s,H~-20), -0,93(3H, s,
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H-18), 0,74(3H,s,H-19), (fig. T-4e).

RMN T3¢ (50,3MHz,CDCL,): &  168,1(s,C-1'), 153,9

(s,C-16), 138,1(4,C-3"), 128,lks,C—2'), 106,3(t,C-17),
8l1,2(4,Cc-15), 78,9(4,C-3), 54,9(4,Cc-5), 48,2(4,C-9), 46,0
(s,C-8), 40,8(d4,C-13), 39,0%*(s,C-10), 39.0**(t,Cc-14), 38,8*
(s,C~-4), 38,8*%**(t,Cc-1), 36,5(t,C~7), 33,5(t,C-12), 28,4
(c,C—i8), 27,4(t,C-2), 20,8(c,C-5"), 19,6(t,C-6), 17,8

(¢,c-11), 17,8(c,Cc-20), 15,8(c,C-4'), 15,6(c,C-19), (fig.
T-4f) . : .
EM, m/z(%): 386(M]7(3), 303[M-ang] (1), 286[M-Angon]"

(20), 271[286-Me]+(10), 268[286—HZO]+(6), 253[271—H20]+(9),
243[271-C2H4]+(7), 225(4), 145(5), 119(7), 105(1l2), 91(19),

83[ang] T(100), 55[ang-co] (62), 41(47), (fig. T-4q).

El compuesto T-4 se tansformd en T-6 , mediante la

disolucidén de T-4 (70 mg) en CH,Cl, (10 ml) en un matraz

2772
Erlenmeyer de 50 ml, anadiendo a continuacidn lentamente
. . - - . . +
una disolucidon de acido m-cloroperbenzoico en CH2C12

(5 ml). Finalizada la adicidn se mantuvo el matraz en
agitacidon durante 2 h en un bafioc de hielo. Terminada 1ia
reaccidn se destruyd el exceso de peracido con disolucidn
de Na.COC

2773 3

La fase orgéanica se lavd con H,0 hasta pH neutro, secandose

(10%), extrayendo a continuacidn con NaHCO., (5%).

(*,**) Asignaciones intercambiables.
(+) E1 CHZCl2 que se ha usado en esta y otras aplicaciones
se lavd en todos los casos con HZO hasta pH neutro, desti-

lando después de secar sobre Na2804
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sobre NaZSO4 anhidro.

La CCF del producto (56,6 mg) reveld la presencia
de impurezas por lo que se limpid en una pequefla columna
sobre gel de silice, eluyendo con mezcla de hexano-AcOEt
(8:2). Las fracciones gue contenian el compuesto puro
(42 mg) se cristalizaron en hexano. El1 producto presentd
propiedades fisicas y espectroscdOpicas idénticas a las del

producto natural T-6 (ver pag.323 ).

Acetilacidn de T-4: T-7

El compuesto T-4 (290 mg) se acetild con piridina
(1 ml) vy ACZO (2 ml), dejando reaccionar la mezcla durante
20 h a temperatura ambiente, obteniéndose T-7 (275 mg) gque

cristalizd en hexano.

Pf. 94-85°, [a]D —75,4°(CHC13,C 1,2).

IR vEBT om™l. 3.080, 2.940, 2.860, 1.735, 1.715,
max
1.660, 1.645, 1.480, 1.460, 1.440, 1.380, 1.370, 1.250,
1.225, 1.150, 1.030, 885, 760, (fig. T-7a).

RMN TH (60MHz,CDCL,): & 6,13 (1H,c(a),J=7Hz H-3"),

5,26(1H,t,J=2,5Hz ,H~-15), 4,92(2H,s(a),H-17), 4,46(1H,dd,
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J=9Hz ,J=7Hz,H-3), 2,70(1H,m,H-13), 2,03(3H,s,H-2"), 2,03
(34,d(a),J=7Hz,H-4"'), 1,96(3H,s(a),H-5"), 1,07(3H,s,H-20),

0,84(6H,s,H-18,H-19), (fig. T-7b).

EM, m/z(%): 428[M]7(2), 368(M-AcoH] (3), 353[368-Me]”
(4), 345[M-ang]T(2), 328[M-AngoE]T(5), 325(1), 313(2),
286(6), 253(9), 243(3), 225(3), 145(2), 131(5), 121(6),
105(7), 91(12), 83{Ang]™(l00), 55[ang-col (39), 43(52),

29(13), (fig. T-7c).

Hidrdlisis de T-4: T-8

T-4 (185 mg) se sometid a reflujo con KOH/MeOH 5%
(20 ml) durante 7 h, aisladndose finalmente el diol T-8

(135 mg) gque cristalizd en benceno.

Pf. 167-168°, [a]D -61,2°(CHCl,,c 1,4).

IR v EBT on”l. 3.430, 3.350, 3.060, 2.960, 2.920,
max
2.830, 1.660, 1.440, 1.280, 1.180, 1.080, 1.060, 1.025,
990, 880, 865, (fig. T-8a).

RMN TH (60MHz,CDCl;): & 5,10(1H,m,W, =5Hz, H-17a),
2

4,96(1H,4,3=2,5Hz,H-17b), 3,75(1H,t,J=2,5Hz ,H-15), 3,21
(lH,dd4,3=9Hz ,J=7Hz,H-3), 2,70(1H,m,H-13), 1,04(3H,s,H-20),

0,98(3H,s,H-18), 0,77(3H,s,H-19), (fig. T-8b).
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iy lm (200MHz,CDCL,): & 5,09 (LlH,m W, =5Hz H-17a),
4. 95(1H,d,J=2,4Hz,8-17b),  3,75(lH,t,J=2,4Hz,H-15), 3,21
(1H,dd,J=9Hz,J=7Hz,H-3), 2,70(1H,m,H-13), 1,03(3H,s,H-20),
0,98(3H,s,H-18), 0,78(3H,s,H~19), (£ig.T-8¢c).

RMN L3¢ (50,3MHz,CDCLy): & 158,6(s,C-16), 104,8

(t,c-17), 82,4(d,Cc-15), 79,0(d,C-3), 54,6(4,C-5), 46,5
(a,Cc-9), 45,7(s,C-8), 40,2(d,c-13), 38,9%(s,C-10), 38,9%*
(t,C-14), 38,8**(t,c-1), 38,8%(s,C-4), 36,5(c,C-7), 33,3
(t,c-12), 28,4(c,Cc-18), 27,5(t,C-2), 19,7(t,C-6), 18,2

(t,c-11), 17,6(c,C-20), 15,5(c,C-19), (fig. T-8d).

EM, m/z(%): 304[mM]T(35), 289[M-Me] (22), 286[M—HZO]+

(33), 271[286-Me] (58), 253[271-H,

(16), 213(16), 203(28), 187(18), 173(18), 164(l6), 159(18),

o1t (20), 246(335), 229

147(33), 135(45), 121(45), 107(55), 91(63), 84(70), 83(20),
81(s58), 67(50), 55(70), 43(57), 41(L00), 29(30), (fig.

T-8e).

De las aguas madre del proceso del extraccidn de T-8

v siguiendo el procedimiento explicado en la pag. 368 , se
aisld Aacido tiglico como producto de reordenamiento del

acido angélico, m&s inestable.
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Reordenamiento de T-8: T-9

Una disolucidn de T-8 (64 mg) en metanol (10 ml) vy
eter (5 ml) se tratd con HCl concentrado (2 ml) durante
24 h a temperatura ambiente. éfcontinuacién se anadio H,0
eliminando los disolventes organicos por destilacidn a
vacio, extrayendo finalmente con éter. La fase etérea se
lavd hasta pH neutro y se concentrd despues de secar sobre

Na2504.

El producto de la reaccidn contenla una mezcla al
50% de T-8 y T-9, separandose ambas sustancias por croma-
tografia en columna sobre silicagel, eluida coﬁ hexano-
AcOEt (8:2). El producto de reordenamlento T-9 (25 mg) se

cristalizd en hexano.

Pf. 158-159°, {a]D -80,7°(CHCLl,,c 1,0).

OH -

Et . £ -
ov AZEOH nm (1oge): 295(0,3), (fig. T-9a).

DC A8308 ~1,04 (hexano), (fig. T-Sb).

bc AE308 -0,53 y Agy4 e 46,09 (metanol}), (£ig. T-9c).

IR v FBY 71, 3520, "3.300, 2.920, 2.860, 1.725,
max
1.470, 1.440, 1.380, 1.365, 1.175, 1.090, 1.035, 990, 920,

(fig. T-84).
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RMN TH (200MHz,CDC1,): & 3,19(1H,m,seis lineas,

X(ABX),Jd =16, 3Hz,H-3), 2,43(1H,d(a),J=12Hz,H~14a ).

AX+BX
2,42(1H,m,H-13), 2,22(lH,qnt,J=7Hz,H6~16), 1,09(3H,d,J=THz,
H-17), 1,06(3H,s,H-20), 0,98(3H,s,d-18), 0,77(3H,s,H-19),
(£ig. T-9e).

N T3¢ (50,3MHz,CDCl,): & 202,3(s,C-15), 78,8(d,
c-3), 54,4(d,C-5), 52,5(s,C-8), 52,4(d,C-9), 47,8(d,C-16),
39,4(s,C-10), 38,9(s,C-4), 37,9(t,c-1), 37,5(t,C-7), 35,0
(d,c-13), 34,3(t,C-14), 28,2(c,C-18), 27,1(t,C-2), 24,8
(t,c-12), 18,7(t,C-6), 18,1(t,C-11), 17,8(c,C-20), 15,4

(¢,Cc-19), 10,1(c,C-17), (fig. T-9f).

EM, m/z(%): 304[M]7(65), 289[mM-Me]lT(9), 286[M—H20]+
(10), 271[289-8,0]7(15), 261(1), 253(8), 246(100), 228(21),
213(43), 161(1l), 147(15), 135(51), 121(37), 107(43), 93

(45), 79(41), 69(40), 55(50), 41(62), (fig. T-99).

Oxidacidn de T-4: T-10

Sobre una disolucidén de T-4 (200 mg) en CH,C1, (20
ml), se afladid gradualmente bajo fuerte agitacidn cloro-
cromato de piridinio (PCC, 300 mg). Después de 4 h a tempe-

ratura ambiente, el producto (245 mg) se aisld segin el

procedimiento general, presentando algunas impurezas de

13
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sustancias minoritarias. Por cromatografia en columna sobre
silicagel, eluyendo con hexano-AcOEt (95:5), se separd la

cetona T-10 (211 mg).

ijD -106°(CHCl,,c 2,3).

DC Ag,45 -0,97(hexano), . (fig. T-10a).
IR Viiilcula cm L: 3.060, 2.930, 2.860, 1.710, 1.450,

1.380, 1.230, 1.150, 1.040, 960, 0940, 890, 845, (fig.
T-10b).

RMN TH (60MHz,CDCL;): & 6,13(1H,c(a),J=THz H-3"),

5,30(1H,+t,J=2,5Hz,H~13), 4,93(24,s(a), 8-17), 2,70(1H,m,
H-13), 2,03(3H,d4(a),J=7Hz,H-4'), 1,96(3H,s(a),BH-5"), 1,13
(3H,s,EB-20), 1,06(3H,s,H~18), 1,03(3H,s,H-19), (fig.

T-10c).

EM, m/z(%): 384[M]7(1), 369[M-Me]T(1), 301(M-ang]’
(1), 284[M-angoH] (5), 269[284-Mel’(4), 256(1), 241(1),
227(1), 199(2), 185(2), 171(1), 131(3), 105(2), 93(5), 83

(ang] T(100), 67(5), 55[Ang-co] (61), 41(23), (fig. T-10d).

Reduccidn de T-10: T-11

La reduccién de T-10 mediante el procedimiento de
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Wolff-Kishner (modificacidn Huang-Minlon) (84) se realizd
en cuatro ocasicnes, variando las condiciones de reaccidn,
obteniéndose‘en'tres de ellas una mezcla compleja de pro-
ductos con bajo rendimiento. El procedimiento citado a con-
tinuacidn dio ‘como productc una mezcla de sustancias, de

la gque se aisld la mayoritaria T-11.

Una disolucidn de T-10 (%75 mg) en dietilenglicol
(4 ml), se sometid a reflujo (146°) con hidrato de hidra-
cina 80% (1 ml) durante 2 h. Se adiciond KOH (300 mg)
continuando el reflujo durante 45 minutos. Posteriormente
se destild la mezcla hasta 220° v el residuo se mantuvo

de nuevo a reflujo (236°) durante 3 h. Finalmente se afa-

did H,0 y se extrajo con éter. La disolucidn etérea se lavd

varias veces con Hzo, secandose sobre NaZSO4 anhidro.

El producto (75 mg) se cromatografid en una columna
sobre silicagel, eluyendo <con mezcla de hexano-AcOEt

(95:5), aislandose T-11 (34,5 mg) que cristalizd en meta-

nol. -

PE. 133-134°, [a] -50°(CHCl,,c 1,8).

D

IR vEBT o7l 3380, 2.980, 2.920, 2.880, 2.850,
. max

1.460, 1.450, 1.365, 1.100, 1.020, 990, (fig. T-1lla).

RMN TH (60MHz,CDC1,): & 3,56(1H,d,J=11Hz,8-15), 1,01
(38,s,H-20), 0,93(3H,d,J=7Hz,H-17), 0,83(3H,s,H5-18), 0,80
312
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>

(3H,s,8-19), (fig. T-11lb).

RMN TH (60MHz,CCL,): & 3,68(1H,d,J=11Hz,H-15), 1,04

(3#,s,H4-20), ©0,96(3H,4,J=7Hz,H-17), 0,88(3H,s,H-18), 0,82

(3H,s,H~19), (fig. T-1llc).

EM, m/z(%): 290[mM]t(58), 275[M-Me]lT(89), 257[275-
H,0]T(12), 231(29), 205(8), 137(33), 123(28), 107(34), 91

(47), 69(50), 55(70), 41(100), 29(44), (fig. T-114).

Acetilacidén de T-11: T-12

T-11 (34 mg) se acetild con piridina (1 ml) vy Ac,0
(2 ml), por el procedimiento general dando T-12 (21 mg)

gue cristalizd en metanol.

Pf. 111-112°,

1R vEBT cn”l. 2990, 2.940, 2.920, 2.860, 27840,
max

1.720, 1.440, 1.365, 1.230, 1.085, 1.050, 1.0l5, 915,
(fig. T-12a).

RMN TH (60MHz,CDC1,): & 4,75(1H,d,J=11Hz,H-15), 2,10

(38,s,H-2"), 1,03(3H,s,H-20), 0,83(3H,d,J=7Hz,H-17), 0,83
(3H,s,H-18), 0,80(3H,s,HE-19), (fig. T-12b).

RMN lH (ZOOMHZ,CDClB):..é 4,76(1H,d4,J=11Hz,H~15),
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2,36(1lH,ddc,Jd =11Hz,J =7,2HZ,JC=7H2,H-16), 2,11(3H,s,

15-16 d
H-2'), 1,03(3H,s,H-20), O0,84(3H,s,H-18), 0,83(3H,d4,J=7Hz,

H-17), 0,80(3H,s,H-19), (fig. T-1l2c).

3

Bencensulfonato de T-4: T-13"

T-4 (154 mg) se tratd con piridina (1 ml) vy cloruro
de Dbencensulfonilo (5 ml), a temperatura ambiente. La
reaccidn se siguid por CCF y una vez completada, se afladid

H,0 extrayéndose con éter. La disolucidn étera se lavd con

2

HCl 2N, HZO’ NaHCO3 Y HZO hasta pH neutro. Finalmente se

concentrd después de secar sobre Na,SO, anhidro, dando T-13

2774

(204 mg).

pelicula -1
cm :

max

1.640, 1.580, 1.440, 1.360, 1.230, 1.180, 1.040, 910, 870,

IR 3.060, 2.940, 2.860, 1.700,
730, 610, (fig. T-13a). ,

1

RMN "H (60MHz,CDCl,): & 7,96(2H,dd,J=8Hz,J=2Hz,ArH-2,

3
ArH-6), 7,56(3H,m,ArH-3,ArH-4,ArH-5), 6,13(lH,c(a),J=7Hz,
H-3'), 4,25(1H,t,J=2,5Hz,H~-15), 4,90(2H,s(a),H-17), 4,29
(1H,dd,J=9Hz,J=7Hz ,H-3), ‘2,70(1H,m,H—l3), 2,03(3H,d(ay),
J=7Hz ,H-4"'), 1,96(3H,s(a),H-5"), 1,03(3H,s,H8-20), 0,80

(6H,s,H-18,H-19), (fig. T-13b).
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Tosilato de T-4: T-~14

El alcohol T-4 (687 mg) se disolvid en piridina
(10 ml) afladiéndose gradualmente a 0° y con agitacidn con-
tinua wuna disolucidn de <cloruro de p-toluensulfonilo
(800 mg) en piridina (10 ml). La reaccidn se siguid por
CCF, manteniendo la mezcla a 0° durante 48 h, pasadas las
cuales, se vertid sobre hielo picado extrayéndose con éter.
La disolucidn etérea se lavd con HCl 2N, NaHCO, 5% y H,0,

secando sobre Na2804 anhidro. El producto T-14 (503 mg)

cristalizd en hexano.

Pf. 130-131°, [a]D -66,5°(CHC13,c.l,9).

IR v o™l 3.080, 2.940, 2.870, 1.700, 1.640,
max
1.595, 1.440, 1.360, 1.225, 1.175, 1.155, 1.095, 920, 875,
710, 670, (fig. T-lda).

RMN TH (60MHz,CDC1,): & 7,80(2H,d,J=8,5Hz,H_-Ar),

7,30(2H,d,J=8,5H2,Hm-Ar), 6,13(1d,c(a),J=7Hz,H-3"), 5,21
(lH,t,J=2,SHZ,H—lS)7. 4,90(2H,s(a),H-17), 4,26(1lH,dd,J=9Hz,
J=7Hz ,H-3), 2,67(1H,m,H-13), 2,42(3H,s ,Me-Ar), 2,03 (3H,
d(a),J=7Hz ,H-4"), 1,96(3H,s(a),H-5"), 1,03(3H,s,H-20),

0,80(6H,s,H-18,H~-19), (fig. T-14b).

EM, m/z(%): 540[M]7(5), 497(1l), 458(1l), 440[M-
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angoH]T(17), 425[440-Me]T(12), 397(22), 368(56), 353(26),
325(35), 307(9), 286(50), 268(59), 253(55), 225(53), 172
(26), 155(13), 135(18), 107(29), 83[Ang] (100), 55[ang-co]”

(46), (fig. T-l4c).

Producto de eliminacidn de T-14: T-15

Una mezcla de T-14 (157 mg), diglime (8 ml), KI
(300 mg), Zn en polvo (300 mg) y H,O (0,3 ml), se calentd
a ebullicidn en un baflo de agua durante 48 h. La reaccidn
se s$iguid por CCF y al finalizar se disolvid el producto
en &ter, eliminando el material inorgédnico por filtracidn.
La disolucidn etérea se lavd con HC1l 2N, NaHCO3 5%, Na25203
v Hzo, realizando varios lavados con H,0 entre un producto

y otro. Después de secar sobre Nazso4 anhidro y una vez

purificade se aisld T-15 (57 mg),(85).

Con objeto de conseguir un mayor rendimiento, se
siguid este otro procedimiento para la eliminacidn del
tosilato: T-14 (803 mg) se tratd con gquinoleina (pasada
a través de una columna de AlZO3, actividad I) a reflujo
(160°) durante 1,5 h. El producto se vertid sobre HZO Yy
hielo picado, extrayendo con éter y lavando con HCLl 2N,

Hzo, NaHCO3 Y HZO hasta neutralidad, secando "sobre Na2504
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anhidro. El producto purificado por cromatografia did T-15

(450 mg).

lal, -101°(cHCl,,c 1,1).

3

R Vpellcula cm-l:

I max

3.060, 2.920, 2.860, 1.710, 1.645,
1.450, 1.375, 1.360, 1.225, 1.150, 1.045, 990, 965, 940,
885, 845, 750, 735, 720, (fig. T-15a).

RMN TH (60MHz,CDC1,): & 6,10(1lH,c(a),J=THz,H-3"),

5,40(24,d, AB(X,) ,H-2,H8-3), 5,26(1H,t,J=2,5Hz,H~-15), 4,93

5)
(2d,s(a),H-17), 2,73(1H,m,H-13), 2,03(3H,d(a),J=7Hz,H-4"),
1,96(3H,s(a),H-5"), 1,10(3H,s,H-20), 0,95(3H,s,H-18), 0,88

(3H,s,H-19), (fig. T-15b).

Hidrdlisis de T-15: T-16

T-15 (350 mg) se hidrolizd con XOH/MeOH 5% a tempera-
tura ambiegte durante 6 h, aislandose T-16 (219 mg).

Este compueéto también se obtuvo a partir de T-15
(177 mg) por reduccidn con LiAlH4 por el procedimiento
general. Depués de purificar por cromatografia en columna

sobre silicagel, se aisld T-16 (47 mg).

[aJD —69,6°(CHC13,C 2,7).
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g:ilcula em™T: 3.410, 3.060, 2.920, 2.850,

IR
1.655, 1.640, 1.440, 1.370, 1.360, 1.250, 1.120, 1.070,
1.050, 990, 885, 720, (fig. T-1l6a).

1

RMN B (GOMHZ,CDC13): 5 5,38(2H,m,AB(X,),H-2,H8-3),

2

5,06(1H,m,W,_=5Hz,H-17a), 4,93(1lH,d,J=2,5Hz,H-17b), 3,76(1lH,
2 .

t,J=2,5Hz ,8-15), 2,68(1H,m,H-13), 1,05(3H,s,5-20), 0,93

(3H,s,H-18), 0,86(3H,s,H-19), (fig.T-16b).

Hidrogenacidn de T-16

Una disolucidn de T-16 (60 mg) en &acido acético (5
ml) y PtO, (2 mg) como catalizador, se .mantuvo con fuerte

agitacidn durante varias horas en atmdsfera de H La
\

5-
reaccidn se siguid por CCF y una vez finalizada se extrajo
con éter, dando una mezcla 1:1 de los compuestos T-11 vy

T-19, que se separd por cromatografia en columna sobre

silicagel.

Autooxidacidn de T-16: T-17

A temperatura ambiente y -en contacto con el aire,

%
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el alcohol T-16 se oxidd parcialmente a la cetona T-17.
Esta sustancia se separd de T-16 por cromatografia en
columna sobre silicagel, eluyendo con mezcla de hexano-

ACOEt (9:1) y fue purificada por cristalizacidn en metanol.

Pf. 100-101°, [a]D -208°(CHCl,,c 1,0).
EtOH . o _

ov Kmax nm (loge): 232(3,8), (fig. T-17a).

IR vEBT n7l. 3,060, 2.920, 2.850, 1.710, 1.630,
max

1.440, 1.250, 1.190, 1.160, 1.045, 1.035, 960, 940, 925,
715, (fig. T-17b).

1

RMN "H (60MHz,CDCl,): & 5,97(1lH,s(a),H-17a), 5,40

3

(2H,m,AB(X2),H~2,H—3), +23(1H,s(a),H-17b), 3,06(1lH,m,
H-13), 1,15(3H,s,H-20), O0,98¢(3H,s,H-18), 0,92(3H,s,H-19),

(fig. T-17c).

EM, m/z(%): 284[M]T(100), 269[M-Me]T(32), 251(12),
239(35), 144(22), 136(22), 119(30), 105(41l), 91(4l), 77

(26), 67(14), 55(18), 41(26), (fig. T-174).

Reordenamiento de T-16: T-18

T-16 (75 mg) se tratd con MeOH (10 ml), éter (5 ml)

y HCl concentrado (2 ml). La mezcla se dejd reaccionar
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durante 24 h (ver procedimiento para la obtencidn de T-8).
El producto fue purificado por cromatografia y cristaliza-

do en etanol, dando T-18 (40 mg).

P£. 107-108°.

R v FBT 7l 3010, 2.920, 2.860, 1.725, 1.640,
max

1.450, 1.370, 725, (fig. T-18a).

RMN TH (§0MHz ,CDCL ) :

l,lO(BH,d,J=7H2,H-l7)/ l,lO(3H,S,H-20), O,96(3H"S’H-l8),

o} 5,38(2H,m,AB(X2),H—Z,H—B),

0,88(3H,s,H-19), (fig. T-18b).

Hidrogenacidn de T-18: T-19

En primer lugar T-19 se intentd obtener por hidroge-
nacidén catalitica de T-18 con Ni Raney, pero la sustancia

de partida no sufria alteracidn por lo gue se cambid de

. catalizador.

Una disolucidn de T-18 (40 mg) en Aacido acético
glacial (10 ml) con PtO2 (2 mg) se dejd con fuerte agita-
cidn a temperatura ambiente, durante 6 h en atmdsfera de
H,. La reaccidn se siguid por CCF y una vez finalizada se

extrajo con éter, filtrando y lavando con H,0. T-19 se

2
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purificd por cristalizacidn en acetona.

Pf. 145-147°, [a]D -92°(CHCl,,c 0,3).

IR vEBT on~l. 2.920, 2.860, 1.725, 1.480, 1.450,
max
1.385, 1.370,.1.190, 970, 920, (fig. T-19a).

RMN lH (6OMHZ,CDC13): & 1,10(3H,d,J=7Hz,H8-17), 1,07

3d,s,H-20), 0,86(3H,s,H~18), 0,80(3H,s,H-19), (fig. T-19b).

EM, m/z(%): 288[M]T(59), 273(M-Me]T(25), 255(9),
245(13), 230(100), 215(48), 149(12), 137(28), 123(40),

121(¢(15), 107(23),91(31), 55(36), 41(39), (£ig. T-19c).
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T-5:8 -Sitosterol

Las fracciones C4l1l - C79, contenian dUnicamente la

sustancia T-5 que fue cristalizada en MeOH.

Pf. 139-140°, [a]D -33,5°(CHC1,,¢c 2,0).

1R vEBT 7l 3420, 3.020, 2.920, 2.860, 1.640,
max
1.450, 1.375, 1.040, 1.010, 950, 835, (fig. T-5a).

RMN lH (GOMHZ,CDC13): & 5,40(1H,m,H-6), 3,60(lH,m,

H-3), 1,00(3H,s,H-19), 0,90(34,t), 0,85(9H,d), 0,69(3H,s).
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T-6: ent-1l5a-Angeloiloxi-168,17-epoxikauran-38-ol

———

Las fracciones A5 - A7 contenian un sdlido cromato-

graficamente puro, que fue recristalizado en hexano.

Pf. 129-130°, [aJD —22°(CHC13,C 1,3).

1R vFBT L. 3.350, 2.940, 2.870, 1.715, 1.650,
max

1.460, 1.380, 1.230, 1.150, 1.045, 850, (fig. T-6a)..

1

RMN H (60MHz,CDCl,): & 6,13(1lH,c(a),J=7Hz,H-3"),

3
5,03(l8,s(a),H8-15), 3,20(1H,dd,J=9%Hz,J=7Hz,H8-3), 2,80(2H,

s,H-17), 2,03(3H,d(a),J=7Hz,H-4"), 1,93(3H,s(a),H-5"),

1,07(3H,s,H8-20), O0,96(3H,s,H-18), 0,78(3H,s,H-19), (fig.
T-6b) .

EM, m/z(3): 402(M]7(0,5), 384£M—HZO]+(O,5), 369
[384-Me] T (0,5), 319(M-AnglT(0,5), 302(M-angoH]T(7), 287

(302-Me] " (6), 284[302—H20]+(7), 269[284-Me] T (7), 251(3),

135(9), 93(9), 91(10), 83{Angl+(100), 81(10), 79(9), 69(9),

- 57(18), 55[Ang~CO]+(48), 43(20), 41(25), (fig. T-6c).

Este compuesto se sintetizd a partir del alcohol

natural T-4 (ver pag. 305 ).
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Volver al indice/Tornar a l'index

Acetato de T-6: T-20

T-6 (127 mg) se acetild con piridina (1 ml) vy Ac,0
(2 ml) a temperatura ambiente durante 6 h. Siguiendo el

procedimiento general se aisld T-20 (131 mg) que cristalizd

en hexano.

Pf. 173-174°, [a]D —25°(CHC13,c 1,0).

IR vEBT on”: 2.920, 2.860, 1.730, 1.710, 1.650,

max
l.450, 1.360, 1.240, 1.160, 1.040, 980, 840, (fig. T-20a).

RMN lH (6OMHZ,CDC13): & 6,13(1H,c(a),J=7Hz,H~-3"),

5,02(1H,s(a),H-15), 4,96(1H,dd,J=9Hz,J=7Hz,H~-3), 2,79(2H,
s,H®-17), 2,03(34,s,H#-2"), 2,03(3H,d(a),J=7Hz,H-4"'), 1,93
(3H,s(a),H-5"), 1,10(3H,s,H8-20), 0,86(6H,s,H-18,H-19),

(fig. T-20b).

EM, m/z(%): 444[M]7(2), 361[M-2ng] (2), 344[M-aAngoH]"
(12), 329(344-Me]l™(7), 326[344-H,017(5), 301(361-Ac0H] (9),
284[344-AcOH] T (10), 269(12), 251(10), 135(13), 83[ang]”

(100), 55[Ang-co]™(22), 43(10), (fig. T-20c).
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DESCRIPCION DE LA PLANTA

La planta Elaecoselinum asclepium (L) subsp. meoides

(Desf.) Fiori, conccida también con los nombres de Elaeose-

linum meoides (Desf.) Koch ex D.C., y Elaeoselinum millefo-

lium Boiss, fue recolectada en el mes de julio en el puerto
de Albaida (limite de la provincia de Alicante con Valen-

cia), presentando las siguientes caracteristicas botanicas:

Es una planta perenne, casi glabra, con una altura
comprendida normalmente entre 1 y 1,5 m. Base del tallo muy
fibrosa y claramente fistulosa. El tallo es bastante delga-
do pero sdlido, estriado y bastante ramificado en su mitad
superior. Hojas basales erectas, muy divididas , de tri a
penta pinnadas, de hasta 40 cm de longitud, con lébulos de
2 a 3 mm, filiformes y divaricadas en todos los sentidos.
Peciolos y faquis ligeramente hispidos o escébridos. Sépa-
los usuélmente pequefios. Pétalos amarillos, oblongos,
ligeramente emarginados con el &pice retuso. Umbela y um-

belulas constituidas por 8 a 25 radios con escasas bracteas

y bracteolas, que tienen forma limar-lanceolada.

Los frutos miden entre 8 y 15 mm y tienen formas que
van de obicular a ovado-oblonga. Las costilas dorsales de

los mericarpos estan claramente provistas de estrechas alas
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que ademds estan truncadas en el &pice y no sobrepasan por

lo tanto el estilopodio.

El drea de distribucidn de esta subespecie, compren-
de Espafla y el sur de Italia y se extiende por el norte de

Africa.
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Detalle de las hojas basales de Elaeoselinum asclepium
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>

EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO

Una vez recolectada la planta, se separaron la parte
aérea de las raices. La primera seh_dejé secar durante
varias sem%nas v fue triturada (2.959 g), extrayendo con
hexano (12 1) en un Soxhlet, manteniendo cada cartucho
(300 g) durante 5 h. Por eliminacidn del disolvente se
obtuvo un extracto (155 g) que representa el 5,2% del peso

de parte aérea seca.

El proceso de extraccidn se repitid utilizando MeOH
(18 1) como disolvente. Cada cartucho se mantuvo durante
8 h, dando finalmente un extracto (467 g) gque representa

el 15,8% del peso de parte aédrea.

Las raices humedas (2.198 g) se extrajeron con
benceno a reflujo en un aparato Dean-Stark durante 24 h,
eliminando el agua por destilacidn azeotrdpica. Las raices
secas se trituraron y fueron sometidas de nuevo a refiujo
con benceno durante 24 h. Los extractos reunidos (75 g)

representan el 4,8% del peso de raices secas (1.564 g).

El extracto bencénico de las raices se disolvid en.
éter fraccioné&ndose con NaOH 4%. El resultado fue una parte
dcida I (0,8 g) que representaba el 1%* del peso inicial.

Este porcentaje no estaba de acuerdo con los datos espec-
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troscdpicos del extracto bruto, gque revelaban una elevada

abundancia de &cidos carboxilicos.

Realizado el espectro IR de la parte neutra, reveld
la presencia de bandas correspondientes a grupo carboxilato
por lo que re;}mente la fase etérea del extracto original
debia de ser una emulsidn (gel). Para destruirla se mezcld
de Auevo con Hzo, extrayendo con éter repetidas veces,
hasta que el disolvente organico aparecid incoloro. Esta
verdadera disolucidn etérea se extrajo con disolucidn de

NaHCO, 5%, dando una parte &cida II (0,4 g) 0,3%* y una

3
parte neutra que se volvid a extraer con NaOH 4%, dando
una parte acida III (34,8 g) 46,4%* y una fraccidn neutra

(28,3 g) 37,7%*.

La parte &cida III y la parte neutra final se frac-
cionaron inicialmente mediante el empleo de cromatografias
en columna sobre silicagel. A partir de estos fracciona-
mientcs se ailslaron muestras puras de los compuestos
M-2 (67 mg), M=3 (19 mg), M-4 (540 mg), M-5 (76 mg), M-6
(30 mg), M-11 (50 mg), M-22 (127 mg), A-1 (85 mg), A-2
(34 mg), A-3 (25 mg), A-4 (116 mg) y A-5 (60 mg), mediante
sucesivas cromatografias® 'y cristalizaciones, como se

detalla en los apartados siguientes.

Al afilo siguiente de la primera recoleccidn de plantas

se realizd una segunda con el objeto de obtener un extracto
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reciente de las raices. De este nuevo extracto se aislaron
los compuestos M-1 (30 mg) y M-1' (30 mg), gque habian
sufrido descomposicidn espontéanea en el intento de aislar-

los del primer extracto bencénico.

Las raices de la segunda recoleccidn se trocearon
finamente, macerdndose con benceno durante varios diaé,
pasados los cuales, se trasladd el liquido a un embudd de
decantacidn, donde se separd el agua desprendida por las
raices, de la fase orgadnica. Concentrando la disolucidn
bencénica en un rotavapor, con el baflo a baja temperatura,
se obtuvo un extracto bencénico II (16,5 g) que representa

el 2,8% del peso de raices secas (591 g).

: (*) Referido al extracto bruto de benceno.
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FRACCIONAMIENTO CON BASES DEL EXTRACTO BENCENICO I

EXTRACTO BENCENICO

(75 g)
dter
NaQH 4%
PARTE ACIDA I EMULSION
(0,8 g), 1% éter - 8,0
éter
HZO
FASE ETEREA
NaHCO3 5%
PARTE ACIDA II
(0,4 g), 0,5% NaQH 4%
I 4
PARTE ACIDA III PARTE NEUTRA
RS (34,8 g), 46,483 (28,3 g), 37,7%
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AISLAMIENTO DE M-1, M-1', M-2, M-3, M-4, M-5 Y DERIVADOS

CROMATOGRAFIA A

Una parte de la fraccidn neutra del extracto bencéni-
co I de las raices (25,9 g), se fracciond inicialmente en
una columna sobre silicagel 0,2-0,5 mm (100 g) y eluyendo

con mezclas de hexano-AcOEt.

Fraccidn .hbésb.kg) % Eluyehte Composicién-
Al - A2 - C - hexano ~

A3 - A4 7,1 27,4 Hx-AcOEt 97:3 mezclas
A5 - A9 3,8 14,7 " M-1",M-1
AlQG - Al3 0,4 1,5 " M-1,M-2
Al4 - al9 1,1 4,3 " M=2

A20 - A22 4,4 17,0 " M-2,M-3,M-4
A23 - A24 1,7 6,6 Hx-AcOEt 95:5 M-2,M-4
A25 - A36 2,0 7,7 " M-4

A37 - A38 3,3 12,8 " M-5

A39 - A4l 1,4 5,4 Hx-AcOEt 1:1 mezclas
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CROMATOGRAFIA B

Las fracciones A5 - A7 (3,2 g) se cromatografiaron
en una columna sobre silicagel 0,063-0,2 mm (200 g). La
muestra se adsorbid sobre silicagel 0,2-0,5 mm (15 g),

empleando como eluyente hexano-AcOEt (8:2).

Fraccidn Peso (g) Composicidn

Bl 1,6 M-6 y A-4

B2 - B4 0,5 mezclas

BS5 - B8 0,4 A-4

B9 - B1l1l 0,2 mezclas
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Las fracciones A20

CROMATOGRAFIA C

A22

(4,4 g) se cromatografiaron

en columna hUmeda sobre silicagel 0,063-0,2 mm (170 g),

introduciendo la muestra disuelta en hexano y eluyendo con

mezclas de hexano—-AcOEt.

Fraccidn Peso (g) Eluyente Composicidn
Cl - C24 0,35 9:1 mezclas
Cc25 - C30 0,06 " M-2' vy M-2
C31 - C47 2,13 " M-2

c48 - c61 0,34 " M=2 y M-3
C62 - C63 0,02 8:2 M-2 y M-4'
c64 - C71 0,09 " M-4' v M-4
C72 - Cl1l13 1,10 " M-4
Cll4- C120 0,18 1:1 mezclas

Las fracciones con M-2 y M-2' corresponden a mezclas

de un tiglato y un angelato respectivamente, con el mismo

esqueleto.

El compuesto M-2'

aunque se logrd identificar

como ent-38 -acetoxi-148 -angeloiloxi-15-beyeren-19-al, no

pudo ser aislado puro, debido al poco peso obtenido y a

que sufre descomposicidn espontéanea.
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Analogamente ocure con la fracciones gque contienen
M-4 y M-4', que también son mezclas de tiglato y angelato
de una misma sustancia. M-4' se identificd como ent-148 -
angeloiloxi-1l5-beyeren-19-0l, pero tampoco pudo aislarse
por encontrarse en pequefla proporcidn e impurificado con

compuestos lineales.
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CROMATOGRAFIA D

Parte de la fraccidén A38 (0,63 g) se cromatografid
en una columna himeda sobre silicagel 0,063-0,2 mm (41 mg).
La muestra se introdujo disuelta en hexano-AcOEt (9:1) vy

como eluyente se utilizd mezcla de hexano-AcOEt (8:2),

impulsado mediante aire a presidn.

Fraccidn Peso (g) Composicidn
D1 - D9 - -

D10 - D17 0,10 M-5 y M-5'
D18 - D24 0,23 M-5

D25 - D40 0,18 mezclas

Las fracciones con M-5 y M-5' coresponden a mezclas
de un tiglato y un angelato con el mismo esqueleto. M-5'
aunque se identificd como ent-38 -hidroxi-14 g-angeloiloxi-
15-beyeren-19-al, no pudé ser aislado debido al poco peso,

y a que sufre descomposicidn espontanea.
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CROMATOGRAFIA E

Parte del extracto bruto de benceno II (8 g), obte-

nido por maceracidn de las raices recogidas en la segunda

recoleccidn

columna sobre silicagel

planta, se fracciond en directo en una

0,063-0,2 mm. (300 g). .La muestra

se introdujo en forma de pastilla adsorbida sobre silicagel

0,2-0,5 mm, pasando el eluyente bajo presidn de N

23
Fraccidn Peso (g) % Eluyente Composicidn
E1l El7 0,15 1,9 hexano -
EL1S8 E20 0,60 7,5 Hx-AcOEt 95:5 mezclas
E21 E29 0,92 11,5 " M-1' vy M-1
E30 E42 0,85 10,6 " M-1,A-1,A-2%*
E43 0,91 11,4 " mezclas
E44 E47 3,88 48,5 éter mezclas
E48 0,33 4,1 AcOQEt mezclas _

(*) Los compuestos que llevan el prefijo A, corresponden

a componentes acidos

(ver parte acida).
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CROMATOGRAFIA F

La fraccidn E21 - E29 se cromatografid a presidn

de N sobre silicagel de capa fina Merck 60 PF254 (50 g)

2/
en una columna de 4 cm de didmetro. La muestra se introdujo
adsorbida sobre silicagel 0,2-0,5 mm, eluyendo con mezcla

de hexano-AcOEt (97:3).

Fraccidn Peso (mg) Composicidn

FlL - F4 30 mezclas

FS - F6 62 M-1"

F7 . 50 M-1' y M-1

F8 - F23 518 M-1,mezclas
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AISLAMIENTO DE A-1, A-2, A-3, A-4 y A-5

CROMATOGRAFIA G

Las fracciones E30 - E42 procedentes del fracciona-
miento del extracto bruto bencénico II, presentaban en CCF
una mancha mayoritaria de mas polaridad que las restantes,

que al ser revelada con vainillina da un color violaceo.

Tanto el espectro IR como el de RMN de estas fraccio-
nes, indican la existencia de grupos acido, apareciendo
también en menor proporcidn grupos aldehido. Se realizd
un fraccionamiento con NaOH 2% produciéndose durante la
extraccidn emulsiones dificiles de romper, por lo gue se

continud con disolucidn de NaOH més diluida.

La parte neutra (228 mg) didé una mezcla de las sus-
tancias M-1 y M-1'. La parte acida (540 mg) era una mezcla
de los acidos A-1 y A-2 gue presentaban un Rf muy similar,
v que debido al alargamiento caracteristico de los acidos

en CCF, aparecen como una unica mancha.

Estas dos sustancias se separaron mediante la croma-
tografia G, realizada en una columna de 3 mm de didmetro,

Ag 8%.

sobre silicagel 0,063-0,2 mm (60 g) mezclada con NO3

-
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La muestra se introdujo en forma de pastilla mezclada con

silicagel 0,2-0,5 mm y eluida con hexano-AcOEt (9:1).
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3

CROMATOGRAFIA H

La parte &cida III, obtenida mediante extraccidn con
bases del extracto bencénico.de las raices, se separd en
dds partes. Una de ellas (15 g) se fracciond en una columna
de 4 cm de didmetro sobre silicagel 0,2-0,5 mm (210 g),
introduciendo la muestra en forma de pastilla adsorbida
sobre silicagel 0,2-0,5 mm. La columna se eluyd con distin-

tos disolventes, utilizando aire a presidn.

‘Fraccidn Peso (g) % Eluyente Composicidn
H1 - H4 - - hexano -
HS 0,1 6,7 Hx-AcOEt 9:1 mezclas
_ A-1,A-2,A-3
H6 - HS8 3,1 20,7 " A-4,mezclas
_ A-1,A-2,A-3
H9 - H12 3,8 25,3 " A-4,3cidos
A-3,A-4,A-5
H13 - H22 3,6 24,0 " Zcidos
H23 - H24 3,7 24,6 AcOEt mezclas
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CROMATOGRAFIA I

Parte de las fracciones H13 - H21l se fraccionaron
mediante la cromatografia I, realizada en columna sobre
silicagel 0,063-0,2 (200 g), introduciendo 1la muestra
adsorbida sobre silicagel 0,2-0,5 mm. La columna se eluyd
inicialmente con hexano, continuando con mezclas hexano-

AcOEt de polaridad creciente.

Fraccidn Peso (mg) Composicidn
I1 - I1l8 - mezclas

I19 - 124 0,51 A-3,A-4,3cidos
125 - I32 - mezclas

I33 - I35 0,35 A-5

Los compuestos A-3 y A-4 se separaron de las frac-

ciones Al9 - A24, mediante cromatografia en columna,
empleando silice de capa fina Merck 60 PF,o, (30 9),
mezclada con AgNO3 (8%). La columna se eluyd con mezcla

de hexano-AcOEt (9:1), empleando N, a presiodn.

2
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M-1': ent-148 -Angeloiloxi-15-beyeren-19-al

————

Por cristalizacidn en hexano de las fracciones FS5 -
F6, se obtuvo M-1' (30 mg), que fue purificada por recris-

talizacidn en el mismo disolvente.

Pf. 150°, [a]D +13,8°(CHC13,C 1,7).

IR vEBT om™l. 3.040, 2.945, 2.920, 2.845, 2.705,
max
1.700, 1.645, 1.455, 1.380, 1.360, 1.235, 1.175, 1.085,
1.050, 860, 785, 735, (fig. M-1'a).

1

RMN "H (60MHz,CDCl,): & 9,80(lH,s,H-19), 6,05(1lH,c

3)
(a),J=7Hz,H-3"), 5,70(1H,d(a),J=6Hz,H-16), 5,45(1H,d(a),
J=6Hz,H-15), 4,62(1H,s(a),H-14), 1,95(3H,d(a),J=7Hz,H-4"),
1,88(3d,s(a),H8-5"), 1,00(3H,s,H-18), 0,96(3H,s,H-17), 0,64
(3H,s,H-20), (fig. M-1'b).

RMN 1m (200MHz,CDC1,): & 9,80(1H,s,H-19), 6,04 (LH,

cc,J=7,2Hz ,J=1,5Hz,H-3"), 5,67(1H,d(a),J=6Hz,H-16), 5,45
(lH,‘ ,d(a),J=6Hz,H-15), 4,61(1H,s(a),H-14), 1,96(3H,dc,
J=7,2Hz,J=1,5Hz,H-4"'), 1,87(3H,qgnt,J=1,5Hz,H-5"'), 1,00(3H,
s,H—lé), 0,97(34,s,H~-17), 0,64(3H,s,H-20), (fig. M-1l'c). i

RMN T3¢ (50,3MHz,CDC1 ) : & 205,6(d,C-19), 168,3(s,

c-1'), 137,2(4,C-3"'), 133,9(4,C-16), 131,9(d4,C-15), 128,3

(s,C-2"), 94,1(4,C-14), 56,0(4,C~-5), 52,9(s,C-8), 51,6(d,
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c-9), 48,2(s,C-13), 48,2(s,C-4), 38,9(t,C-1), 37,6(s,C-10),
34,2(t,C-3), 32,3(t,Cc-12), 31,4(t,C-7), 24,4(c,C-18), 20,6
(c,c-5"), 19,9(t,Cc-6), 19,3(c,Cc-17), 18,8*%(t,C-11), 18,4*

(t,c~2), 15,8(c,C-4"), 14,8(c,C~-20), (fig. M-1'4d).

EM, m/z(%): 384[M]T(1), 356gM—col+(1>, 301 [M-Ang]”
(1), 284(M-angon]®(4), 269(284-Me]l*(1), 256(2), 255(2),
241(1), 213(1), 199(1), 185(2), 173(1), 159(2), 145(4), 131
(5), 119(5), 105(8), 93(7), 83[Ang] (100), 67(5), 55[ang-
colT(42), 41(10), 29(9), (fig. M-l'e).

(*) Asignaciones intercambiables.
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M-1l: ent-148-Tigloiloxi-15-beyeren-19-al

La sustancia M-1, se intentd obtener en primer lugar

de las fracciones A5 - A7 del extracto bencénico inicial
)

mediante la cromatografia B, peroc en contacto con la silice

sufrid una autooxidacién dandc los compuestos M-6 y A-4.

La sustancia M-1 contenida en las fracciones F8 -
F10, obtenidas del extracto bencénico II, se encontraba
impurificada por compuestos minoritarios de similar Rf.,

asi como por productos de descomposicidn mds polares.

La parte soluble en hexano de las fracciones F8 - Fl0
(270 mg) se cromatografid en una columna de 2,4 cm de dia-
metro, sobre silicagel de capa fina sin yeso (15 g). La
muestra se introdujo disuelta en hexano y se eluyd con he-
xano-AcOEt (8:2), utilizando presidn de N, .

Las fracciones con M-l pura (60 mg), volvieron a pre-
sentar en contacto con el aire productos de descomposiclén,
por lo que se percolaron rapidamente sobre silicagel dando

M-1 limpia (30 mg). Las constantes fisicas y espectroscdpi-

cas se midieron inmediatamente después del aislamiento.

Aceite, [a]D +17°(CHCl,,c 2,2).
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IR ~%£;}lCUla cm™1: 3.040, 2.920, 2.840, 2.710,

1.700, 1.645, 1.440, 1.370, 1.260, 1.135, 1.070, 1.050,
855, 785, 765, 730, (fig. M-la).

RMN TH (60MHz,CDCl,): & 9,78(1H,s,H-19), 6,83(1H,

c(a),J=6Hz,H-3'), 5,70(1lH,d(a),J=6Hz,H-16), 5,45(1lH,d(a),
J=6Hz ,H-15), 4,56(1lH,s(a),H-14), 1,82(3H,s(a),H-5"), 1,76
(3H,d(a),J=6Hz,H-4'), ~"0,97(3H,s,H-18), 0,93(3H,s,H-17),

0,63(3H,s,H-20), (fig. M-1lb).
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M-6: ent-148 -Tigloiloxi-48 ~hidroperoxi~19-norbeyer-15-eno

De la fraccidn Bl se obtuvo por cristalizacidn en
hexano el compuesto M-6. La sustancia dio positiva en el
ensayo de perdxidos,realizado al mezclar en un pequefio tu-
bo de ensayé un poco de disolucidn etérea de M-6 con unas
gotas de disolucidn de IR y almiddn. E1l color azul gue
apareclo al.L agitar, en contraste con el incoloro de un en-

- f - .
sayo en blanco, reveld la presencia de perdxidos.

pf. 175-177°.

RBr -1
IR Vmax ©® G 3.335, 2.940, 2.840, 1.670, 1.640,

1.445, 1.370, 1.340, 1.270, 1.140, 1.080, 1.040, 780, 730,
(fEig. M-6a).

CHC1 -1
IR Vinax 3 (4%) cm T: 3.520, 2.940, 2.840, 1.685,

1.640, 1.440, 1.360, 1.260, 1.130, 1.070, 860, (fig. M-6b).

R v HC3 (s5x1073M) em™t: 3.520, 3.500-3.200(a),
max
(fig. M-6c).

RMN 1n (60MHz,CDCL,): & 7,25(1H,s(a),-00H), 6,81(LH,
c(a),J=6Hz,H-3"), 5,70(1H,d(a),J=6Hz,H-16), 5,41(1H,4(a),
J=6Hz ,H-15), 4,52(1H,s(a),H-14), 1,83(3H,s(a),H-5'), 1,76
(38,d(a),J=6Hz,H-4'), 1,23(3H,s,H-18), 0,91(3H,s,H-17),

0,87(3H,s,H-20), (fig. M-6d).
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EM, m/z(%): 388[M]T(2), 371[M-om] (3), 355[M-o0H]"
(10), 288(M-Tglou]¥(7), 272(8), 271(6), 255(16), 254(12),
213(6), 187(10), 145(17), 133(16), 105(13), 83[Tgl]*(100),

55(Tgl-co]T(28), 43(20), (fig. M-6e).
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A-4: Acido ent-148-tigloiloxi-1l5-beyeren-19-oico

Las fracciones BS5 - B6 se encontraban enriguecidas en
el compuesto A-4, obtenido por transformacidn de M-1 duran-
te la cromatografia B. Estas fracciones (0,2 g) se cromato-
grafiaron en una columna sobre silicagel 0,063-0,2 mm (3 g)
y se eluyeron con mezcla de hexano-AcOEt (9:1), obteniéndo-

se A-4 pura (116 mg).

aceite, [a], -8,4°(EtOH,c 1,6).

CHC1 -1
Voo 3 (4%) em Ui (3.400-2.400), 2.945, 2.920,

IR
2.840, 1.685, 1.640, 1.445, 1.370, 1.260, 1.140, 1.073,
1.040, 970, (fig. A-4a).

1

RMN H (6OMHz,CDC13): & 6,84(lH,c(a),J=6Hz,H-3"'),
5,73(1H,d(a),J=6Hz ,H-16), 5,43(1H,d(a),J=6Hz,H-15), 4,54
(lH,s(a),B8-14), 1,83(3H,s(a),H-5"), 1,77(38,4d(a),J=6Hz,

H-4'), 1,22(3H,s,H-18), 0,95(3H,s,#-17), 0,72(3H,s,H-20),
(fig. A-4Db).

1

RMN H (ZOOMHZ,C3D 0): & 6,77(1H,c(a),J=6Hz,H-3"),

6
5,72(1H,d(a),J=6Hz,H-16), 5,43(1H,d(a),Jd=6Hz,H-15), 4,49
(1H,s(a),H-14), 1,77(3H,s(a),H-5"), 1,76(3H,d(a),J=6Hz,
H-4'), 1,19(3H,s,H-18), 0,90(3H,s,H-17), 0,72(3H,s,H-20),

(fig. A-4c).
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13

RMN Cc (50,3MHZz,C DGO): 6 179,1(s,C-19), 168,1(s,

3
c-1'), 136,9(4,c-3'), 134,1(4,c-16), 132,9(4,C-15), 129,6
(s,C-2"), 94,9(4,C-14), 56,9(d4,C-5), 54,0(s,C-8), 53,0(d,
c-9), 48,9(s,C-13), 44,0(s,C-4), 40,4(t,C-1), 38,8(s,C-10),
38,6(t,C-3), 33,1(t,c-12), 32,3(t,Cc-7), 29,4(c,C-18), 21,5
. kt,c-6),' 20,5(t,C-11), 20,0((t,C-2), l9,6(cL§-l7), 14,6

(c,C-20), 14,2(c,C-4'), 12,2(c,C=5"), (fig. A-4d).

Este compuesto se aisld como producto natural en la
parte acidd del extracto bencénico de las raices. (Ver cro-

matografia H).

Esterificacidn de A-4: A-8

A-4 (80 mg) se esterificd con CHZNZ’ dando el ester
metilico A-8 (69 mg). Con el fin de obtener mas cantidad de
este compuestc, se esterificaron con CH2N2 las fraccidnes
B4, B8 y B9 (479 mg) dando A-8 (435 mg).

Aceite, kx]D —0,8%CHC13,c 2,3).

pelicula em™ L.
max :

l1.450, 1.375, 1.265, 1.230, 1.190, 1.150, 1.075, 1.050,

IR v 2.940, 2.850, 1.720, 1.700, 1.645,

970, 790, 735, (fig. A-8a).
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RMN : lH (60MHZ,CDC13): o) 6,83(1H,c(a),J=6Hz,H-3"),

5,70(1H,d(a),J=6Hz,H-16), 5,42(1H,d(a),J=6Hz,H-15), 4,52
(1H,s(a),H-14), 3,63(3H,s,CO0Me), 1,80(3H,s(a),H-5"), 1,76
(3H,d(a),J=6Hz ,H-4"), 1,16(3H,s,H-18), 0,94(3H,s,H~-17)},
0,58(3H,s,H-20), (fig. A-8b).

RMN Tm (200MHz,CDCL,): & 6,78(1H,c(a), J=6Hz,H-3"),

5,65(1H,d(a),J=6Hz,H-16), 5,40(1H,d(a),J=6Hz,H-13), ) 4,49
(1H,s(a),H~14), 3,58(3H,s,COO0Me), 1,76(3H,s(a),H-5"'), 1,73
(38,d(a),J=6Hz ,H~-4"), 1,11(3H,s,H-18), 0,89(3H,s,H-17),
0,55(3H,s,H~-20), (fig. A-8c).

RMN T3¢ (50,3MHz,CDCL,): & 177,9(s,C-19), 168,3(s,

c-1'), 136,6(d4,Cc-3'), 133,5(4,Cc-16), 132,0(d,Cc-13), 128,8
(s,c-2'), 94,3(d,c-14), 56,3(d4,C-5), 53,3(s,C-8), 52,1(d,
c-9),51,1(c,CO0Me), 48,2(s,C-13), 43,8(s,C~4), 39,6(t,C-1),
38,0(t,Cc~-3), 37,7(s,C-10), 32,4(t,C-12), 31,4(t,C-7), 28,8
(c,c-18), 20,7(t,c-6), 19,7(t,c-11), 19,2(t,C-2), 19,2
(c,C-17), 14,2(c,C-4'), 13,9(c,C-20), 12,0(c,C-5"), (fig.
A-8d). §

EM, m/z(%): 414[M]T(7), 314[M-TgloH] (50), 299[314-

Me]T(19), 271(19), 255(M-cooMe] (20), 254(25), 239(16),

. 185(19), 159(19), 147(20), 131(26), 121(40), 119(22), 117
(20), 105(38), 91(44), 83[Tgl]V(100), 82(74), 55[Tgl-co]”
(94), 41(21), (fig. A-8e).
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Esta sustancia se correlaciond por via guimica con
M-4 mediante la reduccidn con LiAlH4 durante 4 h, dando
una mezcla (52 mg) de los compuestos M-4 y M-14 (mayorita-
rio), que se separaron mediante cromatogfafia en columna

sobre silicagel 0,063-0,2 mm, utilizando como eluyente

mezcla de hexano-AcOEt (8:2).
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Hidrogenacidn de A-8: M-7

A-8 (120 mg) se hidrogend segin el procedimiento
general, en presencia de Ni-Raney como catalizador. Al cabo

de 1] h de fuerte agitacidn en atmdsfera de H se comprobd

2/
por CCF gque la reaccidn estaba concluida, aislandose M-7
(79 mg) en forma de aceite.

pelicula -1, -
IR v max cm ~: 2.940, 2.865, 2.845, 1.725,
1.460, 1.375, 1.335, 1.260, 1.235, 1.1%90, 1.155, 1.075,
1.025, 970, 810, (fig. M=-7a).

RMN TH (60MHz,CDCL,): 6 4,45(1H,s,H-14), 3,63(3,s,

cooMe), 1,20(3H,d,J=7Hz,E~-5'), 1,16(3H,s,H-18), 0,93(3H,
t,J=7Hz ,H-4"), 0,87(3H,s,H-17), 0,76(3H,s,H-20), (fig.

M-7b) .

Hidrdlisis de M-7: M-8

M-7 (57 mg) se hidrolizd con KOH/MeOH 10% a reflujo.
Al cabo de 24 h de agitacidn constante, la reaccidn estaba
practicamente terminada. El producto aislado después de

un proceso de separacidn por cromatografia en columna,
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cristalizd® en hexano dando M-8 (41 mg).

pf. 179-180°.

RBr -1
IR Vmax cm

1.440, 1.365, 1.24C, 1.185, 1.165, 1.145, 1.080, 1.010,

3.520, 2.975, 2.940, 2.860, 1.690,

965, 830, 770, (fig. M-8a).

RMN lH (SOMHZ,CDC13): & 3,63(3H,s,COOMe), 2,93(1H,

s,B-14), 1,16(3H,s,H-18), 0,98(3H,s,H-17), 0,73(3H,s,H-20),

(fig. M-8b).

Oxidacidn de M-8: M-9

M-8 (38 mg) se oxidd con PCC mediante el procedimien-
to general, en um matraz Erlenmeyer de 100 ml, provisto
de un agitador magnético. La reaccidn se siguid por CCF
y una vez finalizada, se aisld M-9 (35 mg) por cristaflza—

cidn en hexano.

Pf. 119-120°.

DC As300 +1,08(hexano), (fig. M=-9a).
IR XY cm™l. 2.940, 2.860, 1.715, 1.440, 1.370,
max

1.225, 1.1%90, 1.145, 970, 910, 855, 805, 770, (fig. M-9b).
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RMN TH (60MHz,CDCLy): & 3,62(3H,s,COOMe), 1,15(3H,s

H-18), 0,96(3H,s,H-17), 0,82(3H,s,H-20), (fig. M-9c).

RMN lH (200MHZ,CDC13): 3,64(3H,s,CO0Me), 2,51(1lH,m,

g-1la), 2,16(1iH,dddd,J=13,17H8z,J=3,508z,J=3,50Hz,J=1,61Hz,
H-118 ), 1,18(3H,s,H-18), 0,99(3H,s,H-17), 0,84(3H,s,H-20),
(fig. M-9d).

may L3¢ (50,3MEz,cDCly): & 222,7(s,C-14), 177,8(s,

Cc-19), 59,3(4,C-9), 56,0(4,C-5), 51,1(s,C-8), 51,1(c,
cooMe), 46,8(s,C-13), 43,8(s,C-4), 42,1(t,C-12), 40,3(t,
c-1), 39,1(s,c-10), 37,9(t,C-3), 32,6(t,C-7), 30,3(t,C-153),
28,9(c,C~-18), 27,4(t,C-16), 20,2(t,C-6), 19,5(t,C-11),

19,5(c,C-17), 19,0(t,C-2), 13,7(c,C-20), (fig. M-Se).

EM, m/z(%): 332(M]7(33), 304[M-colT(9), 273[M-coome]™
(30), 272[M-comome]t(49), 257[272-Me]T(10), 255(14), 245
(10), 230(20), 189(8), 175(14), 166(20), 149(22), 135(33),
123(100), 107(67), 93(70), 81(67), 67(50), 55(70), 41(86),

18(31), (fig. M-9f).

Reduccidn de M-9: M-10

M-9 (30 mg), se redujo en presencia de LiAlH4, para

dar M-10 (25 mg). Este compuesto se cristalizd en mezcla
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hexano~-AcOQEt.

Pf. 203-204°, [a]D +1,54°(EtOH,c 1,6).

vEBT o7l 3390, 2.930, 2.850, 1.440, 1.365,
max

1.245, 1.100, 1.025, 970, 850, (fig. M-1l0a).

IR

RMN lH (60MHz,C

SDSN): & 4,10(1H,4,3=10,5Hz, 5~-19a),

3,64(1H,d,J=10,5Hz,8-19b), 3,14 (1H,s,d5-14), 1,17(34,s,
H-18), 1,11(3H,s,H-17), 0,99(3H,s,H-20), (fig. M-10b).

RMN TH (200MHz,CD.N): 6 4,07(1H,d,J=10,8Hz,H-19a),

3,66(1H,d,J=10,8Hz,H-19b), 3,14(1H,s,H5-14), 1,18(3H,s,
#H-18), 1,12(34,s,H-17), 1,00(3H,s,H-20), (fig. M-10c).

13

RMN C (50,3MHz,C D5N): & 83,3(4,C-14), 64,4(t,

5
c-19), 57,0(d,C-5), 47,1(4,C-9), 45,9(s,C-8), 40,6(s,C-13),
40,3(t,C-1), 3%,5(t,C-7), 39,2(S/C-4), 37,6(s,C-10), 36,2
(¢,C-3), 32,9(t,c-12), 32,6(t,C-15), 30,0(t,C-1l6), 28,0
(¢,C-18), 25,7(c,C-17), 20,6*(t,C-11), 20,2*(t,C-6), 18,7

(¢,C-2), 16,3(c,C-20), (fig. M-104d).

EM, m/z(%): 306[M]7(8), 288[M—H20]+(4), 276[M—CH20]+
(47), 275[M-CH,0H](100), 257(71), 245(4), 229(3), 201(6),
187(18), 175(34), 161(16), 149(14), 135(15), 123(28), 109
(29), 95(34), 81(49), 67(34), 55(53), 41(51), 29(24), 18

(29), (fig. M-10e).

(*) Asignaciones intercambiables.
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M-2: ent-3p-Acetoxi-14g-Tigloiloxi-1l5-beyeren-19-al

M-2 se aisld de las fracciones C31 -C47, purificando-

la por cristalizacidn en hexano.

Las fracciones C48 - C61 que presentaban producﬁoa
de descomposicidn del aldehido, se cromatografiaron sobre
silicagel 0,063-0,2 mm, eluyendo con hexano-AcOEt (9:1),
obteniéndose M-2 pura (129 mg). Las fracciones que conte-

nian mezclas se volvieron a cromatografiar dando M-2

(67 mg) .

Este compuesto se obtuvo también mediante la acetila-

cidn con Aczo/piridina de M-5.

Pf. 169-171°.

yaujol -1, 3 449 2.720, 1.715, 1.700, 1.695,
max

1.640, 1.260, 1.240, 1.140, 1.040, 790, 720, (fig. M-2a).

IR

IR v EBT 7l 5 .0s0, 2.960, 2.840, 2.720, 1.720,

max
1700, 1.695, 1.645, 1.440, 1.375, 1.265, 1.240, 1.130,
790, 725, (fig. M-2b).

RMN TH (60MHz,CDC1,): & 10,06(1H,s,H-19), 6,83 (1H,

c(a),J=6Hz,H-3'), 5,63(1H,d(a),J=6Hz,H-16), 5,43(1lH,d(a),
J=6Hz ,H-15), 4,66(1H,dd,JXA=9HZ,J

XB=7HZ,H—3), 4,54 (1H,

s(a),H-14), 2,04(3H,s,H-2"), 1,82(3H,s(a),H-5"), 1,76(3H,
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d(a),J=6Hz,H-4"'), 1,06(3H,s,H-18), 0,93(3H,s,H-17), 0,68
(34,s,H-20), (fig. M-2c).

RMN TH (200MHz,CDCL,): & 10,05(1H,s,H-19), 6,80(1H,

cc,J=6Hz,J=0,8Hz,E-3'), 5,58(lH,dd,J=5,68Hz,J=0,8Hz, H-16),
5,45(1%,dd,J=5,8Hz,J=1, 1z, H-15), 4,65(1H,dd,J4,=9, 3z,
J.5=7,8Hz,8-3), 4,54(1lH,s(a),H-14), 2,04(3H,s,€-2"), 1,79
(3H,s(a),H-5'), 1,77(3H,dd,J=6Hz,J=0,8Hz, H-4'), 1,06(3H,
s,H-18), 0,93(3H,s,#-17), 0,68(3H,s,H-20), (fig. M-2d).

13

RMN Cc (50,3MHz,CDC1l d 204,4(4,Cc-19), 170,4(s,

3):
c-1"), 168,3(s,Cc-1'), 136,9(d,c-3'), 134,1(4,Cc-16), 131,8
(d,c-15), 128,8(s,C-2'), 94,1(d,c-14), 78,6(4,C-3), 56,9
(d4,c-5), 52,8(s,c-8), 51,8(s,Cc-4), 51,3(d,C-9), 48,3(s,
c-13), 137,0(s,Cc-10), 36,6(t,c-1), 32,3(t,C-12), 31,0(t,
c-7), 24,1(t,C=2), 21,0(c,C-2"), 20,2(t,C=6), 20,2(c,C-18),
19,3(¢,¢-11), 19,2(c,C-17), 16,3(c,C-20), 14,3(c,C-4'),

12,1(c,C-5"), (fig.M-2e).

EM, m/z(%): 442[M]+(l), 355(16), 343(14), 149(11),
148(11), 147(10), 133(17), 123(11l), 121(19), 119(10),
109(15), 108(9%9), 105(1l1), 97(1l5), 91(7), 83[Tgl]+(lOO),

55[Tgl-col T (16), 43(12), 41(4), 29(3), (fig. M-2f).
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M-1l: Acido ent-3B-acetoxi-l4f-tigloiloxi-1l5-beyeren-19-0ico

De la fraccidn C31 - C47 se separd M-11 (50 mg),
dcido proveniente de la autooxidacidn del aldehido M-2.
IR v BT o7l 3,930, 3,050, 2.960, 2.935, 2.850,
max
1.725, 1.695, 1.645, 1.450, 1.375, 1.365, 1.245, 1.160,
*1.130, 1.075, 1.040, 970, 935, 855, 800, 735, (fig. M-1lla).

RMN lH (60MHZ,CDC13): o 6,80(1H,c(a),J=6Hz,H-3"),

5,60(1lH,d(a),J=6Hz,H-16), 5,33(1H,d(a),J=6Hz,H-13), 4,53
(1H,s(a),H-14), 4,46(1H,m,H-3), 2,06(3H,s,H-2"), 1,80(3H,
s(a),H-5"), 1,73(3H,d(a),J=6Hz,H-4"), 1,23(3H,s,H-18),

0,96(3H,s,H~17), 0,76(3H,s,H-20), (fig. M-1lb).

Esterificacidn de M-11: M-12

M-11 (40 mg) se esteriﬁ;cé con CH,N, para dar el
‘éster metilico M-12. Este compuesto se obtuvo también por
acetilacidn con Aczo/piridina de M-1 (35 mg), dando M-12
(25 mg).
KBr -1

IR Vv cm ~: 2.950, 2.930, 2.850, 1.725(a), 1l.645,
max
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1.445, 1.370, 1.240, 1.190, 1.155, 1.080, 1.045, 1.030,
975, 735, (fig. M-1l2a).

RMN TH (60MHz,CDCL,): & 6,82(1H,c(a),J=6Hz,H-3"),

5,63(1H,d(a),J=6Hz,H-16), 5,42(1H,4(a),J=6Hz,H-15), 4,54
(l8,s(a),H-14), 4,46(1H,m,H-3), 3,65(3H,s,COO0Me), 2,04(3H,
s, H-2"), l,82(3ﬁ,s(a),H—5'), l,75(3H,d(a),J=6HZ,H-4'), 1,23
(3H,s,H-18), 0,93(3H,s,H-17), 0,68(3H,s,H-20), (fig.

M-12b).
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M-3: ent-15-Beyeren-19-ol (Erithroxylol A)

Por reduccidn con LiAlH4 de parte de las fracciones
C48 - C61 (129 mg), se comprobd por CCF gue una parte no
se transformaba. Mediante cromatografi; jen columna se
separd una sustaﬁcia gue presehtaba practicamente el mismo
Rf. que M-2: M-3 (19 mg) se purificd por cristalizacidn

en hexano.

PE. 120°, BIJD +38°(CHC13,C 1,3).

R v BT on7li 30370, 3,025, 2.910, 2.840, 1.620,

max
1.435, 1.375, 1.355, 1.040, 965, 740, (fig. M-3a).

RMN lH (6OMH2,CDC13): 5 5,66(1lH,d,J=6Hz,H-16), 5,43

(1#,d,J=6Hz,8-15), 3,78(lH,d,J=10,5dz,H8-19a), 3,41(1H,4q,
J=10,5Hz,H-19b), 0,96(3H,s,H-18), 0,93(3H,s,5-17), 0,70
(3H,s,H-20), (fig. M-3b).

RMN 13C (50,3MHZ,CDC13): & 136,5(4,Cc-16), 135,1(d,

. ¢~15), 65,6(t,C-19), 61,2(t,C-14), 56,9(4,C-5), 53,0(d,
c~9), 49,1(s,Cc-8), 43,7(s,C-13), 39,3(t,Cc-1), 38,5(s,C-4),
37,7(t,C-7), 37,3(s,C-10), 35,6(t,C-3),_33,2(t,C—123,.27,0
(c,C-18), 24,9(c,C-17), 20,4%(t,C-6), 20,2*(t,C-11l), 18,3

(t,c-2), 15,8(c,C-20), (fig. M-3c).

(*) Asignaciones intercambiables.
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EM, m/z(%): 288[M]7(95), 257[M—c32031+(75), 229(12),
161(24), 148(53), 135(75), 123(38), 119(44), 105(100), 93

(71), 55(41), 43(41), 41(64), (fig. M-34).

M-3 (30 mg) fue obtenida también, por reduccidn del

compuesto acido A-7 (56 mg) con LiAlH, (ver parte acida).
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M-4: ent-148-Tigloiloxi-1l5-beyeren-19-ol

.

M-4 (0,54 g) se aisld por cristalizacidn en hexano
de las fraciones A25 - A32, purificandose por recristaliza-

"cidn en el mismo disolvente.

Pf. 142-143°, [a]D +45,4°(CHCl,,c 1,0).

UV’AiggH nm (loge): 213,5(4,2) (fig. M-4a).

f

R vEBF cn 1. 3.360, 3.480(a), 3.050, 2.960, 2.930,
max

2.845, 1.690, 1.640, 1.440, 1.385, 1.260, 1.150, 1l.070,
1.030, 780, 735, (fig. M-4b).

1

RMN H (GOMHZ,CDC13): & 6,80(1lH,c(a),J=6Hz,H=-3"),
5,63(1H,4(a),J=6Hz,H-16), 5,40(1H,d(a),J=6Hz,H~15), 4,50
(l1H,s(a),H-14), 3,75(1H,d4,J=10,5Hz,H-19a), 3,37(14,4,

J=10,5Hz ,H-19b ), 1,80(34,s(a),H5-5"), 1,77 (3H,d(a),J=6Hz,
gH-4'), 0,93(6H,s,H-17,H-18), 0,74(3H,s,H-20), (fig. M-4dc).

RMN lH (ZOOMHZ,CDC13): & 6,82(lH,c(a),J=6Hz,H-3"),

5,63(1H,dd4,J=6Hz,J=0,9Hz,H-16), 5,43(1H,dd,J=6Hz,J=1, 3Hz, -
H-15), 4,54(1H,d4d4,3=0,9Hz,J=1,3Hz ,H-14), 3,75(1H,4,J=
10,5Hz,H-19%a), 3,41(14,d4,J=10,5Hz,H-19b), 1,79(3H,s(a),
H-5'), 1,78(3H,d(a),J=6Hz,H-4'), 0,94(3H,s,H-18), 0,93(3H,
s,H-17), 0,75(3H,s,H-20), (fig. M-4d).

ran 13c (50,3mMHz,CDCL;): 6 168,2(s,C-1'), 136,4
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(d4,c-3'), 133,5(4,c-16), 132,4(d4,C-15), 128,9(s,C-2"), 94,4
(4,c-14), 65,4(t,Cc-19), 56,1(4,C-5), 53,2(s,C-8), 52,9(4,
c-9), 48,3(s,C-13), 39,4(t,C-1), 38,4(s,C-4), 37,3(s,C-10),
35,6(t,C-3), 31,6f(t,C—7), 32,6*(t,C-12), 27,0(c,C-18),
19,7**(t,C-6), 19,4**(t,c-11), 19,2(c,C-17), 18,3(t,C-2),

16,0(c,C-20), 14,2(c,C-4'), 12,0(c,C-5"), (fig. M-de).

EM, m/z(%): 386[M]T(3),. 371M-Me]T(2), 356[M—CH20]+
(1), 355[M—CHZOH]+(1), 303[M-Tg1] (1), 286[M-TglOH] (15),
273(2), 271(3), 258(3), 255(10), 243(4), 227(2), 147(6),
146(6), 109(2), 83[Tgl]+(100), SS[Tgl—CO]+(44), (fig.

M-4f) .

Acetilacidn de M-4: M-13

Por acetilacidn con AcZO/piridina, de las aguas
madre de cristalizacidén de M-4 (0,4 g) se obtuvo~una
mezcla de sustancias (0,41 g) en la gque predominaba el
acetato M-13. Esta sustancia se purificd mediante cromato-
grafia en columna sobre silicagel 0,063-0,2 mm (38 g),
eluyendo con mezbla de hexano-AcOEt (97:3) y recogiendo

15 fracciones. La reunidn de las fracciones 5 - 13 contenia

(*,**) Asignaciones intercambiables
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M-13 (0,35 g). Parte de esta sustancia se purificd por

cristalizacidn en metanol, dando M-13 (76 mg).

PE. 86-87°, [alg +17,9°<CHci3,c 1,0).

KBr -1,
IR V_ ., ©cm ~: 3.040, 2.960, 2.%920, 2.840, 1.730,
1.690, 1.640, 1.445, 1.380, 1.360, 1.260, 1.240, 1.135,
1.050, 1.025, 855, 785, 745, 735, (fig. M-13a).

RMN lH (60MHZ,CDC13): & 6,83(1H,c(a),J=6Hz,H-3"),

5,66(1lH;d(a),J=6Hz,H-16), 5,43(1H,d(a),Jd=6Hz,H-15), 4,56
(1H,s(a),H-14), 4,28(1H,4,J3=10,5Hz,H~19%a), 3,88(1lH,d,
J=10,5Hz,H8-19b), 2,01(3H,s,H-2"), 1,81(3H,s(a),H-5"), 1,76
(3H,d(a),J=6Hz,H-4"), 0,94(6H,s,H-17,H-18), 0,78(3H,s,

H-20), (fig. M-13b).

EM, m/z(3): 428[mM]T(17), 328[M-TgloE] (13), 313
(328-Me]T(3), 300(3), 285(4), 268[328-AcOE] (4), 255(6),
146(11), 132(11), 83[TgllT(100), ss5[Tgl-col (47), 44(22),

(fig. M-13c).

Hidrdlisis de M-13: M-14

M-13 (154 mg) se hidrolizd con KOH/MeOH 5% a reflujo

durante 48 h, obteniéndose el diol M-14 (91 mg) gque se
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purificd por cristalizacidn en benceno.

M-14 se obtuvo también por hidrdlisis con KOH/MeOH
5% de M-4 (157 mg). Después de 2 h a reflujo, se comprobd
por CCF gque se habia transformado aproximadamente el 40%
del producto inicial, que se separd del diol mediante cro-
matografia en columna sobre silicagel 0,063-0,2 mm. La
elucidn se realizd con mezcla de hexano-AcOEt (8:2),

aisliandose M~14 (68 mg).

pf. 187-189°, [a]. +51,4°(CHCl,,c 1,0).
D 3

R vEBY om~l. 3.480, 3.380(a), 2.960, 2.840, 2.760,
max

1.400, 1.390, 1.340, 1.050, 1.020, 990, 965, 930, 720,
715, (fig. M-l4a).

CCl 1

-3 -
IR Vmax4 (5x10 M) cm 3.635(-CH

(2CH-OH:-H~C=C), 3.050(=C-H), (fig. M-1ldb).

2OH); 3.580

RMN lH (60MHZ,CDC13): 5 5,63(lH,d(a),J=6Hz,H-16),
5,41(1H,d(a),J=6Hz,H8-15), 3,76(1H,d4,J=10,5Hz,H~-1%9a), 3,42

(14,4,J3=10,5Hz,H8~19b), 2,94(1H,s(a),H-14), 1,03(3H,s,H-17),

0,96(3H,s,H-18), 0,73(3H,s,H-20), (fig. M-ldc).

EM, M/z(%): 304[M]F(55), 289(M-mel’(11), 286[mM-8,0]"
(11), 274[286-Me] " (68), 273[M-CH,OH]  (61), 255(44), 149
(47), 147(48), 135(61), 133(50), 131(44), 123(52), 121(77),
119(58), 109(58), 107(77), 105(68), 95(71), 93(71), 91(77),

81(100), 79(65), 55(58), 44(61), 42(52), (fig. M-144d).
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Acido tiglico

Las aguas basicas gque quedaron después de la extrac-
cidn con éter del producto de hidrdlisis de M-13, conte-
nian las sales sddicas de los A&acidos tiglico y acético,
que se encontraban esterificando la sustancia de partida.
Estas aguas se concentraron para reducir el volumen, se
acidularon con HCl y se extrajeron con éter. La fase
etérea se secd con Na,S0, anhidro y se concentrd a baja
temperatura para impedir la volatilizacidn del acido

tiglico.

M-15 se intentd cristalizar en distintos disolventes,
logriandose unicamente cuando se encontraba practicamente

a sequedad, con algunas trazas de éter.

PEf. 64-65°.
IR v BBY ol 2 .500-2.400, 1.670, 1.630, 1.420,
max

1.375, 1.340, 1.285, 1.155, 1.075, 1.015, 925, 860, 780,
730, 640, (fig. M-14f).

RMN .lH (GOMHz,CDCl3): 5. 7,00(1H,c(a),J=6Hz,H-3 ),

1,91(3H,s(a),H-5), 1,86(3H,d(a),J=6Hz,H-4), (fig. M-l4g).
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Hidrogenacidn de M-13: M-16

M-13 (119 mg) en etanol (10 ml), se hidrogend mante-
niendo una fuerte agitacidn a temperatura am?iente en
atmdésfera de H2 y con Ni Raney como éatalizadér, durante
1,5 h. Finalizada la reacéién se decantd el liguido sobre-
nadante y el residuo se lavd varias veces con MeOH. La
disolucidn se filtrd en una pegquefla columna con gel de

silice y una vez concentrada dio M-16 (82 mg).

Aceite, EI]D -15,4°(CHCl,,c 2,3).

IR Vjﬁzflcula em™T: 2.920, 2.840, 1.725(a), 1.450,

1.380, 1.360, 1.230, 1.175, 1.140, 1.070, 1.020, 965, 980,
780, (fig. M-1l6a).

1

RMN "H (60MHz,CDCl & 4,45(1H,s,H-14), 4,23(1lH,4d,

3)¢
J=10,5Hz,H-1%a), 3,82(1H,d,J=10,5Hz,H-19b), 2,03(3H,s,

H-2"), 1,16(3H,d,J=7Hz,H8-5'), 0,92(6H,s,H-17,H-18), 0,90

(3#,t,J=7Hz,H-4"), 0,85(3H,s,H-20), (fig. M-16b).

EM, m/z(%): 432[M]7(10), 360[M-CHOAC]+(24),m331(13),
330[M—c5H1002]+<51), 315[330—Me]+(10), 271(15), 270(51),
257(23), 255(14), 135(32), 107(36), 105(35), 95(37), 93
(40), 91(44), 85(54), 83(100), 82(62), 79(45), 55(42), 43

(94), 41(50), (fig. M-1léc).
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Hidrdlisis de M-16: M-17

M-17 se intentd® obtener en primer lugar por hidrdge-
nacidn catalitica con Ni Raney de M-14 (69 mg) segin el
procedimiento general. E1 producto fué una sustancia muy
insoluble que se aescompuso con extrema facilidad. Por esta
razdn M-17 se prepard por reduccidn de M-16 (50 mg) con
LiAlH4 durante 1,5 h. El producto de la reaccidn (45 mg)
se encontraba impurificado por grasas, por lo gque se
limpid en una pequefla columna sobre silicagel 0,063-0,2
mm, eluyendo con aire a presidn con mezcla de hexano-AcOEt

(9:1), dando M-17 (30 mg), gque cristalizd en mezcla de

hexano=-acetona.

Pf. 216-217°, [a]D +13,5°(EtOH,c 0,8).

KBr -1

IR v em™l: 3.450(a), 2.960, 2.840, 1.430, 1.370,
max
1.360, 1.130, 1.070, 1.000, 960, 925, (fig. M-l7a). -
R vl (s5x107M) om™l: 3.635(-cH,oH,  >CHOH,

max

libres), (fig. M-17b).

2

1

RMN ~H (60MHz,C.D_N): & 4,06(1H,d,J=10,5Hz,H-19a),

575
3,64(1H,4,J=10,5Hz, H-19b), 3,18(1H,s,H-14), 1,23(3H,s,
H-17), 1,18(3H,s,H-18), 0,98(3H,s,H-20), (fig. M-17c).

1

RMN “H (200MHz,C.D.N): 4,03(1H,4,3=10,6Hz,H-19a),

5
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3,63(1H,d,J=10,6Hz,H-19b), 3,17(1H,s,H~-14), 1,23(34,s,
§-17), 1,19(3H,s,H-18), 0,99(3H,s,H-20), (fig. M-17d).

13

RMN Cc (50,3MHz,C DSN): & 91,4(4,Cc-14), 64,4(t,

5
c-19), 57,1*(d4,c-5), 56,7*(4,C-9), 49,5(s,C-8), 44,1(s,
c-13), 40,4(t,C-1), 39,2(s,C-4), 39,2(t,C-12), 38,2(s,
C-lb), 37,2(t,C-7), 36,1(t,c-3), 31,7(4,c-15), 30,0(d4,
c-16), 28,1(c,C-18), 22,6(c,C-17), 20,4**(t,C-11), 20,3*%*

(t,C-6), 18,7(t,C-2), 16,3(c,C-20), (fig. M-17e).

EM, m/z(3%): 306M]V(5), 276[M-CH2O]+(15), 275 [M-
cH,0H] T (34), 258(276-1,0] 7 (20), 257[275—H20]+(36), 244(6),
175(20), 161(26), 149(22), 135(29), 133(28), 123(54), 121
(55), 109(61), 107(55), 105(44), 95(75), 93(78), 91(s4),
81(100), 79(73), 77(34), 67(77), 55(86), 45(99), 43(88),

41(78), (fig. M-17f).

(*,**) Asignaciones intercambiables
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M-5: ent-3B-Hidroxi-1l48-tigloiloxi-1l5-beyeren-19-al

El compuesto M-5 se intentd obtener, purificando la
fraccidn A37, mediante_cromatografia en columna sobre gel
de silice 0,063-0,2 mm, pero en el transcursc de la misma
se produjo la autooxidacidn del compuesto, favorecida por

la presencia de SiOZ.

Posteriormente M-5 se aisld de las fracciones D19
- D20 procedentes de la cromatografia de la fraccidn A38,
que fue eluida utilizando aire a presidn.
pelicula -1, 3 430, 3.030, 2.920, 2.840,
max

2.730, 1.695, 1.640, 1.440, 1.375, 1.340, 1.265, 1.135,

IR

1.070, 1.045, 1.005, 970, 780, 730, (fig. M-5a).

1

RMN ~H (60MHz,CDCl,): O 9,82(1lH,s,H-19), 6,83(1lH,

3
c(a),J=6Hz,H5-3'), 5,65(lH,d(a),J=6Hz,H~-16), 5,46(1lH,d(a),
J=6Hz ,H-15), 4,55(lH,s(a),H-14), 3,13(1H,m,H-3), 1,82(3H,
s(a),H-5"), 1,75(3H,d(a),J=6Hz,H-4"), 1.25(3H,s,H-18),

0,93(3H#,s,H-17), 0,70(3H,s,H-20), (fig. M-5b).
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Reduccidn de M-5: M-18

Por reduccidn con NaBH4 de M-5 (76 mg) por el proce-

dimiento general, se obtuvo el diol M-18 (32 mg).

Posteriormente la reduccidn con NaBH4 de las fraccio-

nes D10 - Dl7 y parte de las D18 - D24, did ma&s, M-18

(100 mg).

RBr -1
IR Vomax C® G 3.420, 3.030, 2.930, 2.840, 1.695,

1.640, 1.450, 1.375, 1.340, 1.260, 1.130, 1.070, 1.050,
970, 850, 785, 730, (fig. M-1l8a).

1

RMN H (60MHz,CDCl.): 5 6,83(1lH,c(a),J=6Hz,H-3"),

3)
5,63(1%,d(a),J=6Hz,H-16), 5,43(1H,d(a),J=6Hz,H~-15), 4,52
(lH,s(a),H-14), 4,20(1H,4,3=10,5Hz,H-19%a), 3,30(1H,4,
J=10,5Hz ,H-19b), 1,83(3H,s(a),H-5"), 1,76(3H,d(a),J=6Hz,

H-4'), 1,20(3H,s,H-18), 0,93(3H,s,H8-17), 0,73(3H,s,H-20),

(fig. M-18b).

Isopropilideén derivado de M-18: M-19

Una disolucidn de M-18 (100 mg) en acetona seca (10

ml), se tratd con 2,2—dimetoxipropano‘ (6 gotas), y un
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cristal de &cido p-toluensulfdnico. Al cabo de 1,5 h se
didé por finalizada la reaccidn, afladiendo unos cristales
de NaCO3H, filtrando y concentrando a sequedad. El producto
de la reaccidn M-19 se limpid en una peqguefila columna con
gel de silice, eluyendo con hexano-AcOEt (6:4).

i‘:}l{lcula em Y: 3.060, 2.940, 2.860, 1.710,

IR
1.655, 1.460, 1.385, 11.265, 1.230, 1.200, 1.150, 1.080,
1.060, 870, 840, 795, 740, (fig. M-19%9a).

RMN lH (60MHZ,CDC13): 5 6,83(1lH,c(a),J=6Hz,H-3"),

5,68(1H,d(a),J=6Hz,H-16), 5,45(1H,d(a),J=6Hz,H-15), 4,56
(1lH,s(a),H5-14), 4,05(1H¥,d,J=10,5Hz,H-19a;, 3,23(1H,d,
J=10,5Hz,H-139b), 1,83(3H,5(a),H-5'), 1,76(3H,d(a),J=6Hz,
H-4"), 1,43(3H,s,H-1'), 1,36(3H,s,H-1"), 1,18(3H,s,H-18),

1,00(34,s,H8-17), 0,93(3H,s,H-20), (fig. M-19Db).
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M-20: Acido ent-3p8-hidroxi-1l4g-tigloiloxi-15-beyeren-19-oico

La fraccidén 5 (727 mg) de la cromatogarfia de A37,
contenia productos de descomposicidn de M-5. Esta fraccidn
séljcromatografié sobre silicagel 0,063-0,2 mm, eluyendo
con mezcla benceno-acetona (7:3), alsléndose el acido M-20
(127 mg) .

RMN TH (60MHz,CDC1;): & 6,83(lH,c(a),J=6Hz, H-3'),
5,70(1H,d(a),J=6Hz,H-16), 5,43(1H,d(a),J=6Hz,H-15), 4,53
(1H,s(a),H-14), 3,16(lH,m,H-3), 1,80(3H,s(a),H-5"), 1,76
(3H,d(a),J=6Hz,H-4"), 1,36(3H,s,H-18), 0,90(3H,s,H~-17),

0,70(3H,s,H~-20), (fig. M-20a).

Esterificacidn de M-20: M-21

M-20 (120 mg) se esterificd con CH2N2 por el procedi-

miento general, dando el éster metilico M-21.

pelicula -1
v cm T
max

IR 3.520, 3.330, 2.940, 2.820,

1.700, 1.640, 1.450, 11.370, 1.260, 1.230, 1.150, 1.050,

1.000, 970, 850, 790, 730, (fig. M-21a).
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1

RMN H (60MHz,CDCl,): & 6,83(1lH,c(a),J=6Hz,H~3"'),

3
5,66(1H,d4d(a),J=6Hz,H-16), 5,43(1H,d(a),J=6Hz,H-15), 4,52
(l1H,s(a),H-14), 3,66(3H,s,CO0Me) , 3,20(1H,m,H-3), 1,83
(3#H,s(a),H-5"), 1,76(3H,d(a),J=6Hz,H8-4"'), 1,36(3H,s,H-18),

0,93(3H,s,H4-17), 0,60(3H,s,H-21), (fig. M-21b).

La acetilacidn con Aczo/piridina de M-21, did un
compuesto cuyas caracteristicas espectroscdpicas concuerdan

con las de M-12.
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A-1l: Acido ent—atis—lG—gE—lQ-oico

Las fracciones de la cromatografia G enriquecidas
en A-l1 (240 mg) se cristalizaron en metanol, obteniendo

el compuesto cristalino puro (85 mg).

Pf. 219°, [a]D -69,7°(CHCl,,c 2,0).

R vEBT o™t 3.600-3.200, 3.060, 2.920, 1.685,
max

1.650(h), 1.460, 1.440, 1.360, 1.320, 1.265, 1.195, 1.175,
965, 870, 795, 715, (fig. A-la).

1

RMN H (60MHz ,CDCl1.): o) 4,73(1lH,c,J=2Hz,H-17a),

3
4,56(1H,c,J=2Hz,8-17b), 2,28(1H,m,H-12), 1,26(3H,s,H-18),

0,89(3H,s,H-20), (fig. A-1lb).

1

RMN H (200MHz,CDCl & 4,74(1H,c,J=2Hz ,H-17a),

30
4158(1H1C/J=2H21H"l7b)/ 2128(1Hrm1H-12)/ 1126(3HISIH—18)1

0,91(3#,s,H-20), (fig. A-lc).

RMN T3¢ (50,3MHz,CDCL;): & 177,7(s,C-19), 152,7(s,

c-16), 104,6(t,C-17), 57,3(4,C-5), 52,3(4,C-9), 48,2(t,
c-15), 43,9(s,C-4), 39,7(t,C-1), 39,7(t,C-7), 38,4(s,C-10)},
38,0(t,c-3), 36,6(d4,C-12), 33,6(s,C-8), 29,0(c,C-18), 28,8*%

(t,C-14), 28,4*(t,C-13), 27,2(t,C-11), 20,3(t,C-6), 18,8

(*) Asignaciones intercambiables.
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(t,Cc-2), 12,1(c,C-20), (fig. A-lc).

EM, m/z(%): 302[M]7(34), 287 [M-Me] T (74), 259([287-
c234]+(19), 257[M-C00H1+(19), 241(27), 213(16), 187(1l0),
175(7), 159(15), 145(15), 131(32), 121(33), 105(52), 91

(86), 79(69), 67(46), 55(38), 41(100), 29(35), (fig. 72-1d).

Esterificacidn de A-1l: A-6

Las aguas madre de cristalizacidn de A-1 se esteri-
ficaron con CHZNZ’ y el producto se purificd por crista-

lizacidn en metanocl dando A-6 (61 mg).

pf. 125-126°, [G]D —68,7°(CHC13,C 1,5).

R vEBT 7l 3 060, 2.920, 2.900, 2.860, 1.715,
max

1.635, 1.440, 1.23%, 1.190, 1.035, 980, 970, 870, g8ls,

(£ig. A-6a).

RMN lH (60MHZ,CDC13): & 4,73(1lH,c,J=2Hz,H-17a),

4,56(1H,c,J=2Hz,H-17b), 3,63(3H,s,CO0Me}j, 2,26(1H,m,H—12)}
1,16(3H,s,H-18), 0,77(3H,s,H-20), (fig. A-6D). '

RMN lH (2OOMHZ,CDC13): & 4,70(1H,c,J=2Hz,H-17a),

4,54(1H,c,J=2Hz,H~-17pb), 3,62(3H,s,CO0Me), 2,28(lH,m,H-12),

1,15(3H,s,H-18), 0,76(3H,s,H-20), (Fig. A-6c).
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man L3¢ (50,3MBz,CDCl,): & 177,7(s,C-19), 152,7(s,

c-16), 1l04,5(t,c-17), 57,2(4,c-5), 52,1(4,c-9), 51,0(c,
COOMe), 48,2(t,c-15), 43,8(s,Cc-4), 39,7(t,Cc-1), 39.,7(t,
Cc-7), 38,2(s,C-10), 38;2(t,C—3), 36,6(4,C-12), 33,4(s,
c-8), 28,7(c,C-18), 28,7*(t,Cc-14), 28,3*(t,C-13), 27,2(t,

c-11), 20,3(t,c-6), 18,8(t,Cc-2), 11,9(c,C-20), (fig. A-6d).

EM, m/z(%): 316(M]7(79), 301[M-Me]”(67), 288-[M—C2H4]+
(4), 273[301-C,m,17(21), 257[316-cooMe]l T (7), 241(63), 213
(20), 201(11), 187(18), 175(14), 159(19), 131(32), 121(54),
105(53), 91(86), 79(70), 67(45), 55(60), 41(81), 29(30),

15(32), (fig. a-6e).

(*) Asignaciones intercambiables.
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A-2: Acido ent-1l5-beyeren-19-0ico

Las fracciones de la cromatografia G enriguecidas

en A-2 (160 mg), se cristalizaron en metanol dando A-2

puro (34 mg).

Pf. 1849, [a]D +7,0°(CHCl,,c 1,8).

R VBT L. 3.600-3.200, 3.025, 2.935, 2.840,
max
1.685, 1.580, 1.445, 1.405, 1.370, 1.320, 1.255, 1.190,
970, 930, 850, 790, 750, 740, (fig. A-2a).

RMN lH (6OMHZ,CDC13): & 5,78(1lH,d4,J=6Hz,H-16), 5,46

(l1H,d4,J=6Hz ,H-15), 1,25(3H,s,H8-18), 1,00(3H,s,H-17), 0,68
(34,s,H-20), (fig. A-2c).

RMN TH (200MHz,CDCly): 6 5,76(1H,d,J=5,7Hz, H-16),

5,47(1H,4,J=5,74z,H8-15), 1,26(3H,s,H-18), 1,01(3H,s,H-17),

0,69(3H,s,H-20), (fig. A-2c).

13

RMN Cc (50,3MHz,CDCl1 & 184,3(s,C-19), 136,5(d,

3¢
c-16), 134,8(d,c-15), 61,1(t,c-14), 57,2(d,C-5), 52,4(d,
c-9), 49,2(s,Cc-8), 43,9(s,C-4), 43,7(s,C-13), 39,6(t,C-1),
38,0(t,C-3), 37,7(t,Cc-7), 37,7(s,Cc-10), 33,2(t,C-12), 29,1
(c,c-18), 24,9(c,C-17), 21,6(t,C-6), 20,5(t,C-11), 19,3 (t,

c-2), 13,8(c,C-20), (fig. A-24).

EM, m/z(%): 302[M]T(100), 287{M-Me] (25), 259
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[287-C2H4]+(9), 257[M-C00H]+(7>, 201(6), 187(1l1l), 159(17),
147(32), 135(85), 122(82), 105(76), 91(80), 79(38), 67(21),

55(29), 41(41), 29(17), (fig. A-2e).

Esterificacidn de a-2: A-7

Las aguas madre de cristalizacidn de A-2, se esteri-
ficaron con CH2N2 dando A-7 (70 mg) gue cristalizd en meta-

nol.

Pf. 118°, [a]D +5,0°(CHCl,,¢c 1,5).

IR vEBY o7l 3040, 3.020, 2.940, 2.920, 2.860,
max
2.840, 1.720, 1.440, 1.365, 1.320, 1.230, 1.185, 1.150,
1.090, 1.040, 975, 845, 810, 770, 750, 740, (fig. A-7a).

RMN lH (6OMHZ,C14C): & 5,70(1lH,d,J=6Hz,H-16), 5,40

(1H,d,J=6Hz,H-15), 3,58(3H,s,COOMe), 1,13(3H,s,H-18), 0,98
(3€,s,H-17), 0,52(3H,s,H-20), (fig. A-7b).

1

RMN "H (60MHz,CDCl & 5,74(1H,d,J=6Hz,H-16), 5,45

30
(1H,d,J=6Hz ,H-15), 3,63(3H,s,CO0Me), 1,16(3H,s,H-18), 0,98
(3H,s,H-17), 0,55(3H,s,H-20), (fig. A-7c).

RMN TH (200MHz,CDCL): & 5,65(1H,d,J=5,7Hz, H-16),

5,38(34,d4,J3=5,7Hz,H-1%), 3,56(3H,s,COOMe), 1,10(3H,s,H~18),
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0,92(3H,sH~-17), 0,49(3H,s,H-20), (fig. A-74d).

ray L3¢ (50,3MHz,CDCl;): & 177,9(s,C-19), 136,4(d,

c-16), 134,7(4,c-15), 61,1(t,c-14), 57,1(4,C-5), 52,3(4,
Cc-9), 51,0(c,COOMe) , 49,1(s,C-8), 43,6(s,C-4), 43,6(s,
c-13), 39,6(t,c-1), 38,2(t,C-3), 37,7(t,C-7), 37,7(s,C-10),

33,2(t,Cc-12), 28,9(c,C-18), 24,8(C,C—17), 21,6(t,C-6), 20,4

(t,c-11), 19,3(t,C-2), 13,6(c,C-20), (fig. A-Te).

EM, m/z(%): 316[M]T(43), 301(M-Me] (2), 273[3914
C2H4]+(2), 257[M—COOMe]+(11), 241(5), 229(2), 213(4), 194
(13), 181(13), 159(l4), 148(6), 135(61l), 121(44), 105(68),
91(87), 79(54), 67(38), 55(61), 41(100), 29(54), 15(67),

(fig. A-7f).

Las aguas madre de cristalizacidn de A-7 se redujeron
segin el procedimiento general con LiAlH4, para dar el

compuesto M-3 (30 mg).
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A-3: Acido ent-l4B-angeloiloxi-15-beyeren-19-0ico

Las fracciones de la cromatografia I enrigquecidas

en el compuesto A-3 (60 mg) se cristalizaron en metanol

dando A-3 puro (25 mg).

pf. 185°. kx]D —18,9°(CHC13,C 1,6)

IR v oBr em™ Y. 3.400-2.200, 8.015, 2.920, 2.830,
max
1.680(a), 1.440, 1.370, 1.255, 1.225, 1.135, 1.040, 850,
780, 725, (fig. A-3a).

RMN TH (60MHz,CDCL,): & 6,00(1H,c(a), J=782,8-3"),

5,70(1H,d(a),J=6Hz,H-16), 5,40(1H,4(a),J=6Hz,H-15), 4,56
(lH,s(a),H5-14), 1,94(3H,d(a),J=7Hz,H=-4"), 1,85(3H,s(a),

g-Ss'), 1,20(3H,s,8-18), 0,93(3H,s,#~-17), 0,67(3H,s,H-20),

(fig. A-3b).
RMN TH @00MHz,C4D0): & 6,03(1lH,cc,J=7,3Hz,J=1, 64z,
H-3'), 5,72(l",d(a),J=5,8Hz, H-16), 5 44(1H,d(a),J=5,8Hz,

H-15), 4,54(1H,s(a),H-14), 1,93(3H,d4,J=7,3Hz,J=1, 6Hz,
H-4'), 1,83(3H,gnt,J=1,6Hz,H-5"), 1,19(3H,s,H8-18), 0,92

(3H,s,H-17), 0,72(3H,s,H-20), (fig. A-3c).

RMN T3C (50,3MHz,C,D_0): © 179,0(s,C-19), 168,2(s,
c-1'), 137,4(d,c-3'), 134,2(d,c-16), 133,1(d,c-15), 129,5

(s,C-2"}, 94,8(4,C-14), 0 56,9(d,C-5), 54,0(s,C-8), 53,1
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(4,c-9), 48,9(s,C-13), 44,1(s,C-4), 40,5(t,Cc-1), 38,8(t,
c-3), 138,7(s,c-10), 33,l(t,c-12), 32,4(t,C-7), 29,5(c,
c-18), 21,6(t,C-6), 20,9(c,C-5'), 20,5(t,Cc-11), 20,1(t,
c-2), 19,7(c,C-17), 15,9(c,C-4'), 14,6(c,C-20), (fig.
A-3d) .
EM, m/z(%): 400[M]V (1), 317[M-2ng] ¥ (1), 300[M-Angou]”
(8), 285[300—Me]+(3), 272[317—COOH]+(3), 257(3), 243(2),
185(2), 173(l), 159(3), 145(4), 133(4), 121(7), 105(10),
83[ang] T(100), 67(8), 55(ang-col’(81), 41(18), 29(27),

(fig. A-3e).
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A-5: Acido ent-18-angeloiloxi-l6-kauren-19-oico

Las fracciones I33 - I35, se pusieron a cristalizar

en metanol aislandose A-5 (60 mg).

pf. 1549, {a]D -75,7°(CHCl,,c 1,9).

KBr -1
IR v, cm 3.140, 3.040, 2.960, 2.940, 2.910,
2.840, 1.720, 1.655, 1.645(h), 1.440, 1.380, 1.270, 1.205,
1.170, 1.1%0, 970, 870, 850, 800, 755, (fig. A-5a).

RMN lH (GOMHZ,CDClB):  6,10(lH,c(a),J=7Hz,H-3"),

4,76 (2H,s(a),5-17), 4,53(14,d,J=10,5Hz,H-18a), 4,03(lH,d,
J=10,5Hz,H-18b), 2,68(lH,s(a),H-13), 2,40(1lH,d(a),J=13Hz,
8-5), 1,97(3H,d(a),J=7Hz,H-4'), 1,90(3H,s(a),H-5"), 0,98
(3H,s,H-20), (fig. A-5b).

RMN lH (200MH2,CDC13): S 6,08(1H,¢cc,J=7,2Hz,J=1,5Hz,

H-3'), 4,80(lH,s(a),H-17a), 4,74(lH,s(a),H-17b), 4,51(1lH,
d4,J=10,5Hz,H8-18a), 4,03(14,4,3=10,5Hz,H-18b), 2,64(1H,s?a),
H-13), 2,37(1H,d(a),J=13,2Hz,H-5), 1,97(34#,44,3=7, 24z,
J=1,5Hz,H-4"'), 1,86(3H,gnt,J=1,5Hz,H-5"), 0,99(3H,s,H-20),
(fig. A-5c).

RMN L3¢ (50,3MHz,CDC1,): & 181,7(s,C-19), 167,5(s,

c-1'), 155,4(s,C-16), 138,6(4,c-3'), 127,6(s,C-2"), 103,2

(t,c-17), 72,0(t,c-18), 55,3(4,C-9), 52,4(4,C-5), 48,9(t,

M
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c-15), 47,8(s,C-4), 44,0(s,C-8), 43,8(4,C-13), 40,8(t,C-7),
40,2*(t,C-1), 39,7(s,C-10), 39,5%(t,C-14), 33,0%*(t,C-12),
32,7%*(t,c-3), 21,8(t,Cc-6), 20,4(c,C-5"), 18,4(t,C-11),

18,4(t,Cc-2), 15,7(c,C-4"), 15,6(c,C-20), (fig. A-5d).

=M, m/z(%): 400(MlT(2), 317(M-ang]T(2), 30l[M-aAngo]"

(2), 300[M-AngoH] (23), 285[300-Me] (7)), 272(317-co0H] T (2),

1+

257(272-Me] (7)), 239(4), 211(4), 187(5), 174(10), 159(5),

145(5), 131(7), 119(9), 105(16), 83{angl¥(100), 55(ang-col”

(68), 41(17), 29(17), (fig. A-5e).

Esterificacidn de A-5: A-9

Las aguas madre de cristalizacidn de la sustancia
A-5, se trataron con solucidn etérea de CH2N2, aisléandose

por cristalizacidn en metanol el derivado A-9 (140 mg).

Pf. 109°, [a]D -82,7°(CHCl,,c 1,5).

1R BT ol 3.060, 2.980, 2.940, 2.880, 1.720,
max

1.645, 1.440, 1.375, 1.345, 1.230, 1.190, 1.155, 1.145,

1.040, 880, 850, 755, (fig. A-9a).

(*,**) Asignaciones intercambiables.

386

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

RMN lH (60MHZ,CDC13): & 0,65(1lH,C(a),J=7Hz,H-3"),

4,76(2H,s(a),H-17), 4,50(1lH,d4,J=10,5H8z,H-18a), ¢4,00(1lH,d,
J=10,5Hz,H-18b) ., 3,66(3H,s,CO0Me), 1,96(3H,d(a),J=7Hz,

H-4'), 1,88(3H,s(a),H-5"'), 0,87(3H,s,H-20), (fig. A-9b).

RN UH (200MHz,CDCL): 6 6,03(1H,c(a),J=THz H-3"),
4,78(1H,s(a),H-17a), 4,73(1H,s(a),H-17b), 4,46(1H, 4,
J=10,5Hz,H-18a), 3,99(1H,4,J=10,5Hz,H-18b), 3,66(3H, s,
CooMe), 2,60(lH,s(a),H-13), 2,33(1lH,d(a),JIJ=13Hz,H-3), 1,95
(34,d(a),J=7Hz,H-4"'), 1,85(3H,s(a),H-5"), 0,87(3H,s,H-20),
(£ig. A-9c).

13

RMN C (50,3MHz,CDCl & 175,1(s,C-19), 167,5(s,

3
c-1'), 155,5(s,C-16), 138,4(4,Cc-3'), 127,6(s,c-2'), 103,1
(t,c-17), 71,9(t,Cc-18), 55,2(d,C-9), 52,3(d,C-5), 51,4
(c,COOMe), 48,9(t,C-15), 47,8(s,C-4), 43,8(s,C-8), 43,8
(4,C-13), 40,8(t,C-7), 40,1%(t,C-1 ), 39,6%(t,C-14), 39,2
(s,C-10), 33,0%%(t,Cc-12), 32,9%*(t,C-3), 21,8(t,C-6), 20,5
(c,c-5'), 18,5(t,C-2), 18,5(r,c-11), 15,7(c,c-4'), 15,4

(c,C-20), (fig. A-94). -

EM, m/z(%):  414[M]7(8), 382[mM-MeoH]T(2), 355[uM-
coon] T(1), 354(M-coomMe] T(3), 331[M-ang]T(3), 314(M-Angom]?
(100), 299[314-Me], 286(6), 271(15), 255(19), 239(14),
227(3), 211(13), 199(5), 187(9), 174(31), 159(9), 145(7),

131(11), 119(11), 105(17), 83(73), 67(10), 55(53), 41(13),
29(11).

(*,**) Asignaciones intercambiables.
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1

En el presente trabajo, se ha realizado un estudio

fitoquimico de las raices de Elaeoselinum tenuifolium (Lag)

Lange y Elaeoselinum asclepium (L) subs. meoides, especies

pertenecientes a la familia de las Umbeliferas y endémicas

de la zona sur mediterrinea.

Los componentes mayoritarios de los extractos, se
han aislado mediante el empleo de distintas técnicas
cromatograficas vy/o <cristalizaciones. La determinacidn
estructural de cada una de las sustancias, se ha realizado
basandonos en sus caracteristicas espectroscdpicas (IR,
RMN lH, RMN 13C, Uv, DC y EM) y en transformaciones vy

correlaciones quimicas con sustancias conocidas.
Podemos resumir el estudio en las sigulentes

conclusiones:

lz. El extracto bencénico de las raices de

Elaeoselinum tenuifolium, representa el 4% en peso de

raices secas. La parte soluble en metancl del extracto

w

bencénico se sometid a un fraccionamiento con bases. La
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parte acida (no estudiada), corresponde al 10% del peso

de extracto bruto y presenta predominio de &cidos grasos.

De la parte neutra que representa el 61% del peso

del extracto bencénico, se aislaron e identificaron los

componentes T-1 a T-6.

22, T,a sustancia mids abundante del extracto neutro

(aprox. 20% extracto bruto), se identificd como ent-15« -

>

angeloiloxi-1l6-kauren-3g -ol (T-4) y no esta descrita en

la bibliografia. La estructura propuesta, deducida
1 l3C, asi

principalmente de los espectros IR, RMN "H y RMN
como de la reactividad del hidroxilo en C-153, sé confirmd
por via quimica mediante transformacidn en las sustancias
ggE—(lSé)—kauran-lS—ona y ent-(l6S)-kauran-15a-ol, descri-

tas anteriormente.

Otra sustancia relativamente abundante (aprox. 8%
extracto bruto) gque tampoco se encuentra descrita en la
bibliografia, se le asignd la estructura de ent-l5a-ange-

loiloxi-168,17-epoxikauran-38 -ol (T-6) y fue sintetizada

a partir de T-4 por epoxidacidn.
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32, Entre los componentes menos polares se aislaron
los compuestos 2-isopropil-4-metilanisol (T-1), timoquinol
dimetiléter (T-2) y apiol (T-3). Con Rf prdximo a T-4, se
purificd una sustancia identificada como 8 -sistosterol
(T-5). Las caracteristicas espectroscdpicas y restantes
constantes fisicas de todos ellos concuerdan con 1las

descritas en la bibliografia.

42, E1l extracto bencénico de las raices de Elaeose- -

linum asclepium representa el 5% en peso de planta seca.

Por fraccionamiento con bases, dio una parte acida, 46%

extracto bruto, y una parte neutra, 38% extracto bruto.

52. A los componentes neutros de Elaeoselinum

asclepium se les asignaron las sigulentes estructuras:

M-1: ent-l4B-Angeloiloxi-15-beyeren-19-al

M-1: ent-14B-Tigloiloxi-1l5-beyeren-19-al

M-2: ent-3B-Acetoxi-l4f-tigloiloxi-15-beyeren-19-al
M-3: ent-15-Beyeren-19-ol

M-4: ent-148-Tigloiloxi-15-beyeren-19-ol

M-5: ent-38-Hidroxi-148-tigloiloxi-15-beyeren-19-al

Excepto el erithroxylol A (M-3), las restantes

sustancias se describen por primera vez en este trabajo.
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Ry Ry R3
M-1' CHO OAng H
M-1 CHO oTgl H
M-2 CHO O0Tgl  OAc
M-3 CH,0H H H
M—4 CH,0H  0Tgl H

M-5 CHO 0Tgl OH

62, Los componentes c¢on Jgrupos aldehido axial,
sufrieron transformaciones quimicas durante los procesos
de aislamiento. Estas sustancias por autooxidacidn se
transforman en primer lugar en &cidos y posteriormente por
descarboxilacidén seguida de oxidacidén en C-4, dan. los

correspondientes hidroperdxidos.

Entre los productos de transformacidn se ailslaron
los mayoritarios, a los gque se les asignaron las estructu-

ras sigulientes:

M-6: ent-l148-Tigloiloxi-4B8-hidroperoxi-l19-norbeyer-15-eno
A-4: Acido ent-1l4f-tigloiloxri-15-beyeren-19-oico
M-11l: Acido ent-3p-acetoxi-1l4f-tigloiloxi-1l5-beyeren-19-o0ico

M-20: Acido ent—BB—hidroxi—l4B-tigloiloxi—lS—beyeren—l9—oico

Ry Ry R3
M6 OOH oTgl H
A-4 COOH 0Tgl H
M-11  COOH OTgl  Ohc
M-20  COOH OTgl  OH
398

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

72, Los componentes de la parte acida de Elaeoselinum

asclepium se identificaron como:

A-1l: Acido ent-l6-atisen-19-o0ico
A-2: Acido ent-1l5-beyeren-19-oico
A-3: Acido ent-l4B-angeloiloxi-l5-beyeren-19-o0ico

A-4: Acido ent-1l4B-tigloiloxi-1l5-beyeren-19-oico

A-5: Acido ent-l8-angeloiloxi-l6-kauren-19-0ico

A=2 R= H
A-3 R= OAng
A-4 R= 0Tgl

Ninguno de estos Aacidos se ha encontrado descrito
como tal en la bibliografia, si bien los compuestos A-1,

A-2 y A-5 se han aislado anteriormente en forma de ésteres

metilicos.
82, TLas estructuras de las sustancias nuevas de
Elaeoselinum asclepium, se han confirmado mediante

399

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1985



Diterpenos tetraciclicos de las raices de Elaeoselinum tenuifolium y Elaeoselinum asclepium subs. meoides. Balbino Juan Manchefio Magan

Volver al indice/Tornar a l'index

transformaciones quimicas entre ellas mismas y en el
compuesto ent-beyeran-14 ,19~diol, sustancia enantidmera
de la descrita en la bibliografia, sintetizada a partir
de agatadiol.

92, Se han estudiado los espectros de RMN 13C de
19 sustancias correspondientes a derivados con esqueletos
de kaurano (5), atisano (2) Yy beyerano' (12) y se han
realizado las asignaciones teniendo en cuenta los datos
bibliograficos y los efectos de los distintos sustituyen-
tes. Se ha obtenido asi un conjunto de datos que presentan
gran consistencia lo cual, ademds de constituir una prueba
de las estructuras propuestas, permite ampliar el nlmero

de sustancias de referencia disponibles.

102. En esta memoria se han descrito y caracterizado
40 sustancias de las que no hemos encontrado referencias
bibliograficas. De ellas 13 son productos naturales nuevos
y es la primera vez que se aislan derivados con esqueleto

de beyerano en la familia Umbelliferae.
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