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IRTRODUCCION

Para llevar a cabo un estudio fitoquimico es necesario aislar, sepa

rar y purficiar los constituyentes quimicos de las plantas.

Posterjormente se establecerd su fdrmula estructural, con lo cual -
es posible estudiar sl presentan o tienen alguns actividad bioldgica. Y
sl es asi, llevar a cabo su sintesis y desples desarrollar su potencial-
terapZutico en forma induetrial,

Debido a la complejidad Jde las mezeclas de productos que constituyen
a los seres vivos, el Quimico cuenta con diversos nétodos para llevar a-
cabo su separacidn., Basandos generalmence en sus propledades fisicoquimi
cas como el punto de ebullicién, punto de fusidn, cristalizacidn, coefi-
ciente de particisn, etc

Sin embargo muchas veces estos métodos son insuficlentes para lo---

grar una buena separacidn.

A partir de los afios cuarenta se han desarrollado los Mé&todos Croma-
togrdficos, que con el paso del tiempo han ido evolucionande y perfeccio-

néndose hasta llegar a los métodos actuales.

El método que mfs se utiliza es la cromatograffa de adsorcidén en co-
lumna con 1o cual se puede obtener desde una separacidn gruesa, hasta lo-
grar una buena resolucidn.

Muchas veces dependiendo de la naturaleza de los compuestos no se -~
llega a obtener la separacién deseada, por lo tanto se tiene que recu---
rrir al uso de otros métodos como la cromatograffa liquida de alta reso-

lucién (HPLC) y de otras nuevas técnicas que se estin desarrollando. En



1a ¢romatografia de adsorcidén en columna la fase estacionaria que se uti

14za depende de las caracteristicas de los componentes de las mezclas.

Los adsorbentes m3s empleados en este tipo de cromatografia son si-

lica gel, aliimina, carbén activado, celulosa, celita, tonsil, etc.

El objetivo de este trabajo es probar que la Espuma Flexible del -
Poliuretano (E.F.P,) de deshecho, se puede usar como adsorbente barato-
pora recuperar o separar mds ripido los metabolitos secundarios de las-
plantas, que se estdn trabajando en este laboratorio del Imstituto de -

Qufmica de la U. N, A. M,

A continuacidn se describe el empleo de la espuma flexible del po-
liuretanc de deshecho como adsorbente. En este caso se utilizd para re
cuperar algunos productos naturales, de las soluciones o aguas madres -
de las que ya no fué posible recuperar mis producto aunque se utiliza--
cen los adsorbentes tradicionales.

Consideramos que los resultados obtenidos en los casos estudiados-
son excelentes.,

Actvalmente se sigue con este estudio para optimizar su uso asf co
mo para mejorar las condiciones de trabajo de la espuma flexible del po

liuretano de deshecho en la recuperacifn de metabolitos secundarios.



ANTECEDENTES

A partir de 1906 el botdnico ruso M., 5. Tswett trabajando con mezclas
de pigmentos vegetales desarrolld una nueva t3cnica de separacidn a la que
llamd cromatograffa. Su tdcnica consisti§ en pasar 1la mezcla que se habia
de separar a través de una columna de adserbente reducido a polve fino. La
mezcla se deposicaba en la parte superior de la columna empezando a eluir-

la columna con un disolvente orglnico.

A medido que se desarrolialba el proceso de separacidn los diversos --
componentes de la mezcla elufan a diferentes velocidades que finalmente se
separaban por completo y se podian recuperar en fracciones o haciendo sa--
1ir la columna del tubo donde estaba contenids y cortando las zonas de los

compuestos separados, ya que como evan pigmentos vegetales se formaban ban

das coloridas por lo que eran facilmente visibles, (1),

Posteriormente en 1938 N, A. Izmaloiv y M. S. Shraiber describen por-
primera vez la cromatografia en capa fina (2) T. U. Taylor y H. C. Urey =-
iniciaron la Cromatograffa de intercambio idnico con <zolitas en 1938 (3),
Somuelson en 1939 utiliza por vez primera resinas Sintécicas de Intercam~-

bio Idnico en la separacidn Cromatograflca, (4).

En 1941 A,J.P, Martin y R.L.M. Synge realizan el primer trabajo sobre
la cromatograffa de particién Lfquido - LIquido y fué a partir de esta fe-—
cha que los métodos cromatogrificos empezaron a desarrollarse vertiginosa--

mente hasta llegar a las té&cnicas cromatogrdficas de alta eficacia.



La CROMATOGRAFIA puede ser definida como un método de separacidn de
una wezcla de compuestos basada en las diferentes velocidades con que se
mueve cada una de cllas, a través de una fase estacionaria cuando son =-

arrastrados por una fase movil,

FASE ESTACIONARIA,~ Generalmente es un s8lido poroso finamente pul-
verizado o bien un liquido. Las fases estacionarias sblidas mds uciliza
das son (ya sea en polvo o en forma de papel), sflica gel, aliimina, car~
bén activado, poliamidas, resinas, polImeros derivados del dextrano, Se-

phadex, elulosa, etc.

FASE MOVIL.~ Es un flufdo en movimiento que arrastra los componen-
tes de la mezcla a través de la fase estaclonaria. Se le dd el nombre -

tambi&n de eluyente y puede ser un lIquido o un gas.

Por lo general la velocidad de desplazamiento de cada componente dg
penderd de la afinidad que tenga con cada una de las fases, es decir sal
drdn primero aquellos componentes que tenga afinidad por la fase mévil y

quedarin mis retenidos los que tengan afinidad por la fase estacionaria.

La Cromatografia se puede clasificar de acuerdo al soporte y al me-
canismo utilizado para llevarse a cabo la separacién como:
1.- Los que utilizan Fase Estacionaria $&lida
A.~ Sistemas Planares: Cromatografia en Papel
Cromatografia en Capa Fina
B.~ Cromatograf{a en Columna
1.~ Cromatograffa en Papel. La fase estacionaria es sGlida, se —--
utilizan hojas grandes de papel con un cierto grosos (0.3 - 0.8 mm.) pa-

ra que se pueda adsorber una cierta cantidad de muestra para los méto-



dos preparativos. El papel nids utilizado como soporte es el Whatman No.
3 la elucién se realiza en cdmaras hermaticamente cerradas. De acuerdo-

al tipo de elucibén se clasifican en:

~Cromatvgrafia Ascendente.- El disolvente asciende a través del pa
pel por aceidn capilar, a medida que la fase mdvil atraviesa la gota de-
muestra, se produce una distribucién Liquido - LIquido que es 1la base de

todas las separaciones por particidén

~Cromatograf{a Descendente.- Se suministra el eluyente por la parte
superior del papel, que se encuentra colgado. E1 eluyente avanza por ca

pilaridad y gravedad, siendo mis ripida que la ascendente.

~Cromatograffa Radial.- Se emplea papel filtro eircular en donde la
muestra se aplica en el centro del papel que se superpone en posicidn ho
rizontal contra una fuente que contiene el revelador. El movimiento ra-~

dial del disolvente en el disco produce anillos concéntricos.

I1.~ Cromatograffa en Capa Fina. Se utilizan placas, general-
mente de vidrio sobre las cuules se extiende una capa de soporte sdlido-
(sflica gel, celulosa, aluminio, etc.), de un grosor de 1 am, y de | cm.
en el caso de la cromatograffa preparativa, aunque la cromatografia se -
realiza generalmente como método cromatogrdfico de adsorcidn, es perfec-—
tamente factible efectuar la cromatografia en capa fina de particidn de-
bido a que hay muchos sistemas de disolventes que originan un efecto com

binado de particidn - adsorcidn durante la separacién.

III.~ Cromatografia Centrffuga, en Capa Fina. Esta técnica se
basa en el use de la fuerza centrifuga para la elucidn, se utilizan pla-

cas circulares de vidrio o aluminio presentando un orificio en el centro



donde es adaptado a la cemtrffuga. La muestra es aplicada a 2.5 cms. del
centro y se introduce en el eluyente con el flujo constante a través de -
un dispositivo, se cuenta con un motor que hace girar la placa de 500 a -
700 r.p.m. La muestra eluye en bandas concéntricas por capilaridad al --
ser arrastradas por el eluyente y por la fuerza centrifuga a que estdn s9
metidas con el gire de la placa efectuindose 13 separacidn eg 35 min, ---
aproximadamente.
1V.- Cromatograffa en Capa Fina en Dos Dimensiones.-

La primera aplicacidn de este m&todo fué hecho por Kirche
ner (5). Se utilizan placas de vidrio aplicando la muestra en una esqui-
na de la placa eluy@ndose de manera usual, se elimina el disolvente y se-
pone en un segundo disolvente eluyéndose la placa en direccién perpendicu
lar con respecto a la primera elucidn utilizando un segundo disclvente pa

ra efectuar la separacién de los componentes no separados.

B. I.- Cromatografia en Columna.~ El proceso de elucidn es un equi-
librio de distribucidn del soluto entre la fase mSvil y la superficle sd-
lida de la fase estacionaria, esto es debido a la diferencia de las fuer-
zas de adsorcidn del soluto entre la fase estacionaria y la fase mévil, -
siendo &stas fuerzas de Vander Waals, En muchas ocasiones debido a una -
fuerce adsorcidn o retencidn del soluto es necesario aumentar la polari--
dad del eluyente en forma constante y uniforme con lo cual se logra unm in

cremento de solubilidad del soluto en la fase mévil,

Durante la elucidn podemos mantener constante la composicidn del elu
yente (elucidn isocritical,o bien ir variande su composicién para aumen--
tar o disminuir la polaridad {elucién en gradiente). La separacién va a-

depender de varios factores:



- Cemposlcidn y flujo de la fase ndvil.
- Tipo y tamafio de partfcula de la fase estacionaria.
~ Temperatura de trabajo.

~ Presién

B. I1.- Cromatografia Flash.- Sa basa en f: utilizacidn de un gas
normalmente Ny, ¢ presidn para forzar el paso del eluyente a través de -
la columna. La preslén de trabajo es ligeraménze superior a la atmosfé-
rica.

Se utiliza una cclumna cromatogriflea cldsica cuya parte superior - -
lleva un embudo que actia como reservorio del eluyente, el tapén del em-
budo estd sustituido por un controlador del flujo el cual regula la pre~
sidn de trabajo.

Como fase estacionaria se utiliza silica gel ﬁcn un tamafio de partz
cula 0.040 - 0.063 mm. El montaje de la columna se hace en seco, segui-
damente se agrega el eluyentc y se empieza a regular la presidn haciendo

pasar el eluyente hasta que la columna llegue al equilibrioe,

Se recogen fracciones de 30 - 50 ml. que se van analizando por cro-
macografia en capa fina para segulr la separacién,

B.III,~ Cromatografia de Alta Presifn HPLC.- Las alta presiones-
con que se trabaja en este sistema requieren de un aparato mis sofistica
do en su disefio.

Teniendo en cuenta su polaridad en relacidn con el de la fase es
tacionaria, se cuenta con dos tipos de cromatograffa:

1.~ Cromatograffa en Fage Normal.~ La fase estaclonaria es mis -
polar que la fase mdovil. Las muestras polares quedan retenidas em la -

colunna durante tiempos mayores que los de menor polaridad.



2.~ Cromatograffa en Fase Inversa.- La fase estacionaria es menes
polar que la fase mévil, normalmente es agua o alcohol, en este caso si -
la muestra es no polar serd mayor la retencidn por la fase mévil.

Se utiliza un tamado de particula muy pequefia (3 a2 10 u) lo cual-
permite alcanzar una alta resolucidn.

B. 1IV.- Cromatografia de Intercambio 16nico.~ La fase estaciona-
ria tiene una superficie cargada i8nicamente con carga contraria a la de~
la muestra. Esta técnica se usa con muestras 1idnicas o iounizables, cuan-
do mayor sea la carga de la muestra mds fuertemente serd atraida hacia la
superficie {énica y por lo tanto mds tiempo tardard en ser elufda. La fa
se mOvil es una solucidn buffer en la que el pH y la polaridad se utili--
zan para controlar el tiempo de elucidn.

B. V.~ Cromatografia de Exclusidn Molecular.- La fase estaciona
ria es de un material que posee poros de dimensicnes molecularss compren-
didos entre ciertos limites con lo que la muestra es retenida o filtrada-
segfin su tamafio molecular.

Estas materiales tienen la propiedad de permitir la entrada al te
ticulo interno a idnes y moléculas md3s pequeias que el tamaido del poro --
del retfculo y expulsar del interior a moléculas o idnes mayores que el -
tamafio del poro.

J. Porath y P. Flodin introducen la cromatograffa sobre geles per

meables utilizando geles de dextrano. (6)

En 1962 J. C. Moore introduce los geles poliméricos macroporosos—
para la cromatografia sobre geles permeables (7).

A partir de 1970 se han publicado trabajos en donde se utilizaes

puma flexible del poliuretano como soporte de columna en la cromatografla



Gel - Permeacidn, Cromatografia LIquido - Liquido y cromatograffa de fa-
ses (8,9,10).

B. VL.~ Cromatograffa lilquido - Liquido.- El adsorbente sdlido-
es reemplazado por una fase eatacionsria que es un lfquido. La muestra-
es distribulda entre las dos fases liquidas e inmicibles llevindose a ca
bo el fendmeno de particidn. Este tipo de cromatograffa ofrece importan
tes ventajas respecto a los sistemas cromatogrificos que utilizan fage -
estacionaria sblida, se eliminan:

Problemas de adsorcidnm.

Desnaturalizacién de productos de contaminacién debida a la fa-

se estacionaria.

La estabilidad quimica y ffsica del poliurestano, junto con su tama-
fio de partfcula homogénea, y la posibilidad de preparar columnas por su-
porosidad y funcionalidad, hacen de este material un soporte ideal para-
la cromatograffa lfquida. Algunos autores reportan la separacidn de di-
cloro-anilinas, asi como también de acetona y 0- aminofenol en columnas-—

de Poliuretano de celda abierta (11},

B. Vil.- Cromatografia Gas-561i{do.- En este tipo de cromatograffa
el gas es la fase mdvil y la fase estacionaria es un sélido y por lo --
tanto se va a llevar a cabo el fendmeno de adsorcidn., La muestra se -—
desplaza e través del sistema cromatogrifico a velocidades determinadas
por sus afinidades por la fase estacionaria. E1 gas portador es un gas
inerte, por lo tanto, el coeficiente de distribucidn estd determinado ~

inicamente por la afinidad de la muestra por la fase estacionaria.

La aplicacidn de las microesferas del poliuretano de celda abier

ta sin carga para las separaciones cromatogrificas gas - s6lido fué suge



rida en 1970 (12, 13, 14). Se establecid qué componrentes no plares, por-
ejemplo los hidrocarburos alifiticos generalmente se separan sobre las -

columnas de poliuretano sin carga dependiendo del punto de ebullicidn.
- OTROS TIPOS DE ADSORBENTES PARA CROMATOGRAFIA ~

A partir de 1940 hubo un gran desarrollo de la industria de los po-
lfmeros y a la vez de la fabricacién comercial de espumas principalmente
de poliuretano. Las propiedades fisicas de este Gltimo han permitido —-
que se emplee en diferentes ramas de la industria y tenga miiltiples apli
caciones en la vida diaria como en la fabricacidn de colchecnes, sillones,

asientos para automdviles, etc.

Existen antecedentes de usos de materiales de geometria celular se-
mejante al poliuretanoc.

Brunschwing (15) colocd en el sistema de destilacidn, una esponja -
natural tratada con aceite de ollva y logrd pur%ficat etanol, esta expe-
riecia es la precursora de la cromatograffa de particidn gas - liquido,-
en donde la esponja se considera como el soporte sdlido, el aceite de —-
oliva la fase estacionaria y el vapor del etanol la fase mévil,

Esta té@cnica fué comprobada por Bayer (i6) en 1962 y posteriormente
se extendid su uso.

Durantella década pasada, las espumas plidsticas (principalmente de-
Poliuretano) se han probado como soporte de cromatografia de extraccidn~
en fase inversa (17) y en cromatografia gas - sslido y gas - liquido - -
(18).

~ CARACTERISTICAS DE LAS ESPUMAS FLEXIBLES DEL POLI1URETANO -

Debido a la gran superficie que presentan y su estructura celular,



la espuma de poliucretanc resulta muy adecuada como un adsorbente y como-
material de relleno para columnas.

Lz espuma de poliuretano presenta formas microesféricas teniendo --
una excelente capacidad para retener firuemente varias cargas de disol-~
ventes y agentes extractantes,

La espuma de poliurctans puede ser definida como un material de - -
plistico en que una poreidn de la fase g8lida estd reemplazada por gas,-
formindose numercusas celdas. El gas al ser suministrado en fase contf--
nua produce un material de celda abierta o puede ser suministrado en for
wa discontinua. La espuma de poliuvetano puede ser preparada como espu-
mas flexibles o rfgidas siendo preparadas a partir de una variedad de pg
liéteres y pcliésteres.

Generalments las propiedades fIsicas de la espuma de poliuretano de
penden del método por el cual han sido preparadas.

Las espumas rIgidas son plasticos celulares, producidos por la reac
cidn quimica de dos lIquidos, un poliol y poliisocianato, requiriéndose-~
ademfis agentes espumantes, surfactantes y catalizadores ya que dependien
dn del tipo de isocianato y de poliocles se tienen espumas con diferentes

caracteristicas,

Debido a sus propiedades hidrodindmicas, a su excelente adsorcidn y
a la capacidad de recobrar su forma después de haberse sometido a un es-
fuerzo se le ha utilizado en procedimientos de separacidn.

Las espumas de poliuretano no son afectadas por agua, dcide clorhi-
drico { 6M), dcido acético glacial (2M), hidrdxido de amonio (2M), &cido
sulfiirico (4M), dcido nftrico (2M), hidrdxido de sodlo (2M) y los disol

ventes organlcos: petrdleo ligero, benceno, tetracloruro de carbono, =~



cloroformo, &ter dietflico, &ter diisopropilico, acetona, acetato de isp
pentilo y alcoholes. Sin embargo las espumas se disuelven en dcido sul-
férico concentrado, cloruro de arsénice (II1) caliente y son destruidas-
con dcido nitrico cencentrado y cambian lentamente a un color caf@ a la-

luz ultraviocleta (19) y se degradau a 180-200° C.
- OTROS USOS DE LAS ESPUMAS DE POLIURETANO -

Bowen (20) inicid en 1970 la aplicacidn de las espumas para la ab--
sorcidn y recuperacidn de numerosos compuestos orglinicos e inorginicos—-
provenientes de soluciones acuosas, iniciando con ésto muchas aplicacio-

nes de las espumas de poliuretano.

Gesser et. al (21) inicia el uso de las espumas de poliuretano de~
tipo polieter en columna para la extraccidn y recuperacidn de contaminan

tes orgdnicos del agua.

La extraccidn de compuestos bifenilos policlorados (2-20ppm) se ha
logrado pasando a través de una columna con espuma, con un flujo de 80~

2 minT!, utilizando como eluyentes acetona y hexano. Los cuales

ml. ciif
se concentran en un rotavapor determinando la concentracidn de estos --

compuestos por cromatograffa de gases,

Walezyk et, al. (22) realizd estudios de adsorcidn para la recupe-
racidén de productos derivados del petrdleo cuando éstos son derramados-
en el agua, logrindose la purificacidn de &sta.

Empled de 0.2 - 0.3 kg. de espuma por u? de superficie de agua con
taninada con un tamafo de partfcula de m&s o menos lmm. Recuperando a--

proximadamente de 75 a 98% de productos derivados del petrdleo.

El antimonio es un metal de interés comercial por lo que se han de



sarrollado métodon de recuperacidn. Valante I. y Bowen H, J, M, (23) -
proponen un nétodo para determicar la concentracién de antimonio presen

te en el agua de rios,

Este mércdo de concencracidn de antimonio de aguas proveniente de-
tlod, fué resllzado cun espuma de poliuretano, c&n una solucidn al 1 -
de 1, 2-etanoditivl en benceno, y la recuperacién de antimonio absorbi-
do con acetona, siendo determinada por un andlisis de espectrofotome~-—-

trfa de absorcidn atdmica.

Existen ouy pequenas cantidades de antimonio presente en estas -~
aguas y necesariamente se tiene que llegar 2 una concentracldn determi-
nada para poder ser cuantificadas medfante algiin mBtodo analitico tal -
como la coprecipitacidn (24, 25), cocristalizacidn (256), liofilizacidn-
(27), extraceidn con disolventes (28) y la generacidn de hidruro de an~
timonio, pero ctiene un limite de aplicacidn. Esto; métodos no son muy-
utilizados debido a la poca selectividad que presentan y a la interfe--
rencia o presencia de otrus elementos. El intercambio 16nico es el dini
co métodc que puede adaptarse facilmente para el antimonio concentrado-

a partir de grandes voliimenes de agua.

Se utilizaron muestras del rfo Témesis filrrindose a través de un-—

millipore de 0.45 mm. durante 10 minutos

La columna cromatogrdfica con la cual se realizd la separacidn tie
ne las siguientes dimensiones (15mm. de didmetro X 12 cms. de longitud)
y en la parte superior de la columna un embudo de separacidn para ali--
mentar coi el eluyente a la columna, &sta fué empacada con cubos de po-
liuretano de 5mm. los cuales fueron lavados con Acido clorhidrico (IM)-
seguido de agua destilada.-haSCA que los lavados estuvieron libres de -

idnes cloruro.



"La espuma fué secoda y postericrmente lavada con acetona, secindo-
se con aire y se 1levd a un equilibric con una solucidn al 1% v/v de era
no-ditiol ern benceno hasta llegar & la completa saturacidn,

Se eluyd un litro de muestra y el flujo de la columna fud de 5 ml.-
por minuto con lo cual se logrd lz separacién de antimonio usando una co
lumna empacada con espuma de poliuretano, Ademis que el método resulta -
ser selectivo para el antimonio evitando la interferencia de otros idnes
como el 7645, 2034y, que también son retenidos, pero no interfieren en la
determinacidn de antimonio.

F. D. Hileman y R, E. Sievers (29) realizaron estudios sobre la pre
paracidn y propledades de las columnas cromatogrificas formadas por pre-
cipitacidn in situ de la espuma de poliuretano de poro ablerto (OPP).

Las columnas se rellenan con el disolvente que contiene el mo
némero precursor de la espuma, ocurriendo después la polimerizacidn, Pos
teriormente el disolveunte se elimina de los pores del polimero. La mi=-—
crofotografia electrdnica revela la consistencia de las esferas como son
altamente uniformes con difmetros en el rango de micrones y de alta per-
meabilidad. La densidad de los poros de poliuretano precipitado varfa -
entre un rango de 0.10 - 0.24 g/r:m3 dependiendo del cambio en las econdi-
clones de polimerizacién, la Gptima densidad es de 0.15 g/cm3.

Se han utilizado estas columnas rellenas para separaciones de diver
s0s compuestos incluyendo alcoholes, quelatos, compuestos aromiticos, —-
etC,

Se utilizaron columnas de vidrio con un di&metro de 4mm. Interfor,-
usando una jeringa para su llenado dejdndose rotar por 18 hrs. en un - -

cuarto a temperatura ambiente, asegurindose de la uniformidad de las es-



feras, eliminiindose el disolvente a temperatura asbiente. Inmediatamen
te 1a columna es llevada al crematdgrafo de gases para acondicionarla a

100°C con flujo de gas per 3 horas, sin conectar al detector.

Se llegé a la ccnclusién que debido a la uniformidad en el tamafio~
de las es{eras, la permeabilidad del monlmero y l;s condiciones de reag
cidn lo hacen un excelenta soporte.

La permeabilidad que presentan las columnas de UPP pueden llegar a
ser comparables cen las de Cromosorb W.

La penetracidn de isémeros bifenilos pnliclorados (PCB) en los po-
ros de la espuma del poliuretano (PPF), pasando un voldmen de aire, fué
investigado por C.G. Simdn et. al. (30) por elusidn de los isdmeros bi-
fenilos policlorinados a través de una columna empacada en secclones de

1 cm, de Espuma de Poliuretanu.

Los isdmeros fueron eluidos a través de la columna en distintas -
bandas y en orden decreciente a la volatilidad, la penetracidn de la --
banda mdxima siendo lineal con el voliimen de aire total.

Los voliimenes de retencidn para 7.6 cm. de didmetro por 15 cms. de

largo para la columna de poliuretano fué de 1250 ¥y 2700 m3 para 3,3' d

I

clorobifenilo y 2, 4, 5= triclorobifenilo respectivamente.

Los resultados indican que efectivamente la columna de espuma de -
poliuretano retienc todos los compuestos bifenilos policlorados (PCB) -

mezclados en un perfodo de¢ 24 hrs. con una muestra de 600 md de aire.
La aplicacidn de microesferas de poliuretano de celda abierta sin
carga para separaclones cromatogrificas gas ~ sélido, fué sugerido en~

1970 (31, 32). Reportando qué componentes no polares, por ejemplo hi-



drocarburos alifdticos, generalmente se separan sobre las columnas de po

liuretano sin carga dependiendo del punto de ebullicidn.

A partic de 1970 se han desecrito trabajos en donde se utiliza espu-
wa flexible del poliuretano como soporte de columnas para cromatograffa~ -
1fquido y cromatografia de gases (33).

La estabilidad fIsica y quimica del poliuretano vy la posibilidad de
preparar columnas por su porosidad y funcionalidad, hacec esre material -~
un soporte fdeal para la cromatografla lfquida. Algunos autores repor--
tan la separacidn de diclovo-anilinas, asi como también acetona y orto--

anino fenol en columnas de poliuretano de celda abierta (34,35).



PARTE EXPERIMENTAL

Se -recolects un lote de la planta Loeselia mexicana en la carretera

México-Querdtaro (Km. 57).

De este lote, las partes afreas de la planta, secas y molidas - - -
(500 g) se pusieron a macerar cn metanol durante dos dfas a temperatura-
ambiente; esta operacidn se hizo dos veces mis. Se filtrd el disolvente
y se concentrd por destilacidn simple, obteni@ndose el extracto semisgli
do de color cafd (50 g). Al que se le hizo pruebas de espuma y de Lie--
berman ~ Buchard para saponinas triterpénicas y resultando &stas positi-

vas.

Una porcifn de este extracto se desengrasd en un sistema de extrac~
c¢i6n continua con hexano. El residuo se digsolvid en etanol formando un-
precipitado el cual se elimind por filtracidn y al evaporar el etanol --

quedd un s6lido amorfo de color café@.

Se realizd una hidrdlisis dcida del sdlido amorfo (5g) disuelto en-
etanol, se le adiciond HCl (2K) y se calentd a reflujo por 2 hrs., des~-

pue se le adiciond una solucidn de NaOH (4N).

La solncidn resultante se extrajo con acetato de etilo que se traba

36 en la forma usual, y se concentrd.

Quedd un aceite (800 mg) que al agregarse acetona se formd un preci
pitado el que se purificd dando al producto II (30mg) el resto del acei-
te se fraccionﬁ per cromatografia en columna en algmina neutra. De las-
fracciones con hexano/AcOEt (7:3) se obtuvo un sélido (200 mg) que toda-~
via se purificd por cromatografia en columna flash (CHC13/AcOEt) y se ob
tuvo un preducto cristalino que se recristalizd de hexano/éter etllico y
finalmente de acetonitrilo, obteni@ndose de esta manera el cristal para-~
el estudio de difraccidn de Rayos X para el producto I.

17



-~ SEPARACION CON LA ESPUMA FLEXIBLE DEL POLIURETARO -

Se pesaron 5 g. del extracto metandlico, se disclvieron en una canti
dad m{nima de metanol y se adsorbid en espuma flexibla del poliuretano ~-
(EFP) elimfnando el disolvente a temperatura ambiente, transfiriéndose a-
una columna de vidrio de 7.5 X 30 cms. de largo empacada con 100g. de *Es
puma Flexible del Poliuretano limpia, empezando la elusidn con hexano, --.
mezclas hexano/AcOEt con aumento progreslvo de este dltimo hasta llegar a
AcOEe/MeOH (1:1).

De las fracciones elufdas con AcOEt/MeOH (1:1) se obtuvo un slido -
de color café claro (3.5g), el cual se cromatografid en capa fina obser--
vindose, que es ésta la fraccidn en donde se encuentra la mezcla de saponi
nas triterpénicas.

Para poder llegar a la separacin y la caracterizacidn de ellas, se-
realizd una hidrolisis dcida.

En 10 ml. de una solucidn de HCL al 5% en etanol se disolvieron - --
{0.835g) del sélido, la solucién obtenida se puso a reflujo durante 15 —-
min. e inmediatamente se le elimind el disolvente se extrajo con acetato-
de etilo de la forma usual y se concentrd quedando un aceite (0.1149g) -~
que al realizar una cromatografia en capa fina se observa al compuesto I.

Para su purificacidn se procedid a realizar una cromatografia capa -
fina silica gel (preparaciva) CHCI3/AcOEt (1:1). Se extrajo de la sflica
con acetato de etilo se concentrd y recristalizé de acetonitrilo obtenien
do un sGlido cristalino, el cual se compard por cromatografia en capa fi-
na CHCl3/AcOEt (1:1) con el compuesto I obtenido primeramente. Presen-
tando el mismo Rf 0.70, punto de fusidn 145~146°C y propiledades espectros
cépicas.

* Agradecemos al Ingeniero José Luis Ramirez Gonzdlez y la Fibrica Central
de Industrias, S.A. de C.V. por habernos proporcionado este material pa-
ra la realizacidn de esta Tésis
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~Compuesto T

UV Dmax. a 214 nm. (13000) de doble enlace.

I.R. (CHCl3) max = 3600 OH, 3010, 1648,635 (C-H insaturado), 1736-
(carbonilo de &ster), 1457 y 1389 (gex dimerilo)

'H - RMN (CDCl3) = 5.09 (s, ancho, H-1), 5.39 {d,d, IH, H~16) 5.29
(s, ancho de H-!2), 2.78 (d,d, H-28), 3.75 (d, H=21), 3.20 (d,d, -

H-3), 2.02 y 2.0 (21, metilos de acetates), 1.80 (m, 3H metilo vi
nilico), 1.30 a 0.80 (7 s, metilos).

E.M. a/z Mt 657 iz 639 (H"—HQO) m/z 597 y 473 de fragmentos carac
teristicos de compuestos con esqueletn del oleanano y con doble 11
gadura en el C-12.
~Ccmpuesto II

I.R. (CHCl3) max = 3600-3500 OH, 2950-2900 (C-H saturado), 1645 --
{C=C), 1450 (C-H). .

'H-RMS (CDClq) =5.25 senal H-12, 3.15 (sefial que desaparece con -
agua deuterada), 2.65 (sefial para H~26), 1.0-0.8 (7 s metilos).
E.M. m/z MY 490, 472 (r*- #y0), 272 ~ 208 seflales cavacteristicas
para C-H.

Compuesto 11 cou punto de fusién 278°C- 280°C, que analizé para -

C30H5005-



- PREPARACIOK DE LA ESPUMA FLEXIBLE DEL POLIURETANO -

La espuma flexible del poliuretano que se utilizd como adsorbente,-
e8 de desecho de la Fibrica Central de Industrias, S. A. de C., V., que -
se dedica a construir mobiliario a base de espuma flexible del poliure-
tano, se no¢ proporciond para tealizar este trabajo de Tésis.

Para poder usar la espuma flexible del poliuretano como adsorbente,
se somete a un tratamiento previo para facilitar su uso, ya que es muy -
importante que se encuentre limpia para evitar alguna contaminacidn de -
los productos que se estin separando.

PRIMERAMENTE:

~ Se cortaron en pequeiios trozos las placas de espuma flexible del-
poliuretano (EFP).

-~ En una licuadora con acetona se molleron a alta velocidad obte-~-
niéndose asf un producto lo mds homogéneo posible.

- Este se puso en un embudo Buchner en donde se le hizo uma serie -
de lavados con varios litros de disolventes tales como: hexano, acetato-
de etilo, metanol y agua.

Anteriormente para lavar la EFP se ponfa en una columna de vidrio y
se le hacfa pasar a través de ella varios litros de estos disolventes ob
servindose de esta manera que no se llegaba a tener completamente limpia
la EFP, por lo tanto se optd por realizar esta operacidn.

- Se dejd secar al vaclo la EFP perfectamente.

De esta forma se obtuvo la EFP libre de ceras y otras impurezas que

son arrastradas por los disolventes.

También se contd con EFP que tenfa mayor tiempo de haber sido fabri
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cada, presentandn una coleracidn amarfllo fuerte,a la cual se le realizd
el nismo trataniento para su limpieza.

Ambas EFP fueron usadas como adsorbentes en la separacién de produc
tos que ya eran lmposible de abctenerlos por medio de recristalizacidn o-

con los adsorbeates tradicionsles como ae describe enseguida,
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-~ SEPARACION DE ACIDO AMBROSICO -

6.0 g. del extracto de las aguas madres de la planta Ambrosia cuma--
nensis, se disolvieron en una mInima cantidad de metanol y se adsorbieron
en espuma flexible del poliuretanc eliminando el disolvente a temperatura

ambiente.

Se empaco’en una columa de vidrio de 7.5 X 30 cms. de largo con 100 g. de
espuma flexible del poliuretano afiadiéndose el extracto adsorbido en una-

pequeiia cantidad de espuma flexible del poliuetano libre del disolvente.

Se empezd a eluir con hexano y mezclas hexano-acetato de etilo con-

el asumento progresivo de &ste Gltimo.

Las fracciones eluidas fueron de 0.5 litro cada una, de las eluidas
con hexano/ AcOEt (8:2) se obtuvieron cristales de color blanco con pun-
to de fusidn 215 - 216°C de dcido ambrdsico (482 mg), &ste se compard —-
con dcido ambrdsico puro por cromatograffa en capa fina con acetato de-
etilo al 1007 observdndose, que ambos presentan el mismo Rf 0.60 hexano/
AcQOEt (8:2) y el mismo punto de fusidn. Se prosiguid a sacar mds frac--
ciones hasta agotar el producto, Al aumentar la polaridad del eluyente,

no se encontrd alglin otro compuesto de interés.
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SEPARACION OEL PIQUEROL Y TRINERVINA

10 g. de las aguas wadres del extracto cloroférmico de la planta Pi
queria trinervis, se disolvieron en una cantidad minima de cloroformo, la

cual se adsorbid emn espuma flexible del poliuretano limpio.

La columna que 8¢ utillcd fué@ la misma que para el Acido ambrésico,

se empacd y trabajd en las mimas condiciones.

De las fraccicnes eluidas con hexano (l10DX)se obtuvo un aceite de ~
color amarillo con clor caracterfstico a un aceite esencial se continud-

con la elusidn de la columna,

De las fracciones elufdas con hexano / AcOEt (9:1), se cbtuve un s
lido cristalino con punto de fusidn 135 - 136°C (246 ng.), el cual se =~
compard por cromatograffa en capa fina, hexano /AcOEt (1:1) con piquerol-
(muestra pura) observindose que ambos tienen el mismo Rf 0.38 y el mismo

punto de fusidn,

De las fracciones eluidas con hexano /AcOEt (1:1) se obtuvo un s61i-
do amorfo de color blanco con punto de fusidn 195 - 196°C (187 mg.)} que-
se comparé por cromatograffa en capa fina, acetato de etilo (100%), ‘con-
una muestra pura de Trinervina presentando cl mismo Rf 0.31 y punto de-
fusidn, se continud con la elusidn de la columna hasta agotar todo el -~

producto.
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SEPARACION DE RICININA

De las aguas madres del extracto agotade de la planta Ricino comunis
que ya no cristalizaba, se pesd 5 g. del extracto atandlico, se disolvif-
en metanol y se adsorbid en una pequefia porcidn de espuma flexible del po

liuretano eliminindose el disolvente a temperatura ambiente.

Las condiciones en que fué trabajado, el extracto son las mismas que
los anteriores extractos. Empezdndose la elusidn con hexano y siguiendo-
con mezclas hexano / AcEOt con lo que primeramente se fud eliminando el -
Acelite de ricino con un aumento progresivo de acetato de etilo.

De las fracciones eluldas con acetato de etilo (100Z), se obtuve un-
s61lido cristalino que se recristalizd de metanol con punto de fusifn - -
201 - 202°C (87 mg) que se compard por cromatograffa en capa fina, AcOEt/
MeOH (8:2) con una muestra de ricinina, observindose que ambos presentan

el mismo Rf 0.41 y el mismo punto de fusidm.
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APARATOS

Las constantes f{sicas y espectroscépicas fueron determinadas en los~
siguientes aparatos:

- Los espectrus de Infrarrojo se determinarcn por los Quimicos Josefi
na Espifieira Cortizas y Misael Torres Hernindez, en un Espectrofotdmetro -
Perkin Elmer 283 B y un Perkin - Elmer 68!, en solucién de cloroformo o en

suspensidn de nujol, las unidaden estdn dadas en cm_l,

- Los espectros de Resonancia Magnftica Nuclear de Hidrdgeno 'H-RMN-
se determinaron por los Qulricos Jorge Cdrdenas Pérez y Rubén Gavifio Rami-
Tez, en un aparato Varian FT-80 y 20 MHZ; en solucidn de cloroformo, dime-
til sulfdxido o mezcla de ambas empleando come referencia interna tetrame-
til silano (TMS). Los desplazamientos quimicos se indican en partes por =
2i1118n (ppm), la multiplicidad de las sefiales se indican con las siguien~-
tes obreviaciores. s. singulete, d doblete, dd doblete de doblete y m mil
tiplete.

- Los espectros de wmasas, fueron determinados por el Quimico Luis Ve-
lazco Ibarra y el Q. José Federico del Rio Portilla, en un espectrofotdme-
tro Hewlett-Packard 5985 B, por iwpacto electrdnico o por ionizacidn quimi
ca, las unidades estdn dadas en masa sobre carga (m/z).

- El desarrollo de reacciones y pureza de productos se determinaron -
mediante cromatografia en capa [ina de sflica gel F 254 Merck de 0.25 mm.~
de espesor empleando como revelador sulfato cérico al 1% en un dcido sulfii
rico 2N. Para la purificacidn de los productos se usd también cromatogra-—

fia en placa preparativa F-254 Merck de 2mm. de espesor.
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DISCUSION Y RESULTADOS

Dentro del estudio sistemitico de las plantas de la flora Mexicana
que se estd desarrollando en este laboratorio del Instituto de Quimica-~
de la U.N.A.M., se han aislado y caracterizado algunos metabolitos se--
cundarios como el acido awbrdsico (36), el piquercl (37), la trimervina
(38), la ricinina, los componentes de la planta Loeselia mexicana y al~
gunos otros.

A estos compuestos se les ha encontrado que tienen cierta activi--
dad biolégica y que para continuar con este estudio quimico se requiere
de una mayor cantidad de ellos, Debido a ésto se estdi tratando de au-~
mentar la eficacia de su obtencidn y purificacidn, por lo cual se deci-
di5 desarrollar un método sencillo, barato y que se pueda realizar en -
cualquier laboratorio (ver parte experimental).

Con anterioridad en el laboratorio se realizd el estudio de la - -
planta Castilleja tenuiflora (Scrophulariaceae) (39), y se hizo un estu
dio comparativo del uso de la espuma flexible del poliuretano, con el -
empleo de carbdn activado - celita para lograr una primera separacin -
de las mezclas complejas de los compuestos polares que caracterizan a -
las plantas de la familia Scrophulariaceae, es decir los Iridiodes.

Se concluyd que usando la espuma flexible del poliuretano se tiene
un método mis barato y rapido de separacidn; observindose que sl exis--
ten clorofilas en los extractos de las plantas el método pierde efica--
cia, por lo que es necesario eliminarlas previamente.

Lo anterior nos motivd a continuar con este trabajo por lo que de-
cidimos estudiar la planta Loeselia Mexicana de la familia Polemoneasea.

Esta planta se conoce con los nombres vulgares de espinosilla, chuparro
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sa, quinchile, etc., que dentro de la medicina popular sc le ha atribuf
do diferentes propledades tales como: diurético, purgativo, emético y -
antipirético. Log antiguos habitantes del Valle de México la emplearon
como jabdn moliéndola hasta que fcrma espuma.

Anteriormente se habfa hecho la separacidn cromatogrifica (5103 y-
Al0q) del extracto meranSlico de las partes adreas de esta planta, pe-
ro no fud posible aislar ningiin producto homogéneo. Sin embargo se en-
conttrd que el extracto acuoso formabs una espuma abundante, al que se -
le hizo la prucba de Lieberman - Buchard para saponinas triterpénicas -
siendo &sta positiva. Por lo que se hizo la hidrélisis &cida para poder
aislar las saponinas o aglicones, De la mezcla de la reaccidn de hidrd
lisis, se obtuvo un aceite gue se pudo separar por cromatograffa en - -
$107 y AbOj3, aislédndose dos compuestos con frmula estructural que se -
presenta por 1 y I1 (figura No. 1). N

La determinacidn de la estruccura 1 y I se hizo en base a la inter
pretacidn de los siguientes datos ¢l compuesto I, cristales blancas re-
cristalizados de acetonitrilo, con punto de fusidn 145-146° que analizd
para CjgHgq0g, presenta en el U. V. una mix. a 214 nm (13000) de doble-
enlace en el I.R. muestra a 3600 cm™! banda correspondiente a grupos hi
droxilo, sefial de un doble enlace (3010, 1648,635-cm‘1_, adem3s en la -

regidn de los carbonilos una seiial de éster a 1736 en!

» ¥ sefial de gem
dimetilo (1457 y 1389 en~l). E1 espectro de 'HRMN presenta a 6.09 (s,-
ancho, 1B) que se atribuyd a un protén vinilico del angelato a 5.39 - -
{dy d, IR de HI6), a 5.29 (s, ancho de H12), 3.78 (d, d, H- 28), 3.75 -
(d, H - 21), 3.20 (d, d, H-3), a 2.02 y 2.0 (28, metilos acetatos), - -

1.80 (m, 3H, metilo vinilico), de 1,30 a 0.80 ppm. (78, metilos)
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En el espectro de masas se observa el 16n mclecular ¥'657, muestra -
ademds los picos w/z 639 (M - H0), mfz 597 y 473 de fragmentos caracte-
risticos de compuestos con esqueleto del oleanano y con doble ligadura en

el C 12,

En base a los datos anteriores se establecid que el compuesto I es -

un triterpéno pentacfclico con dos grupes oxhidrilo y tres ésteres

Para establecer la posicidn de los &steres (dos acetatos y un angela
to), se hicieron experimentos de resonancia en dos dimensiones. Un apoyo
deterninante en esto fué el estudio de difraccidn de Rayos X del compues—

to 1 estableciéndose que es del zipo del Barringtongenol C.

Compuesto sezejante a I son las Aescinas (sapouinas), que tienen ac-
cifn antiinflamatoria y son administradas oralmente para usos clinices --
(40).

La hidrélisis bdsica de I (XOH/EtOH/Hz0), produjo un compuesto B, --
que resultd tener todas las caracteristicas Jdel Barringtongenol C y que -

también fué semejante al producto que iniclialmente ]lamamos compuesto No.

i1.

Para confirmar esta correspondencia con la del Barringtongenol C se-
hizo la acetilacidn del producto de hidrdlisis bislca en las condiciones-
descritas en la literatura(4l), obteniéndose el tetraacetato D; igualmen-—
te el compuesto B se peracetile (fig. 2). Obteniéndose los datos espec—-
troscdpicos de los productos anteriores, estando de acuerdo con lo pro---

puesto.
En un intento por aislar las saponinas directamente, decidimos usar-

la espuma flexible del poliuretano, para ésto se tomd el extracto metand-

Iien desengranide d¢ la planta loeselia mexicana (5g.), v se inicid su se
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paracidn o f{raccionamiento adsorbifndose eu un poco de espuma, log 5 -—
gramos disyeltos en un volimen minimo de metanol, se dejd evaporar el -
disolvente y se agregd a la cabeza de la columna de poliuretano limpio-
con que se habfa llenudo la columna de vidrio de las dimensiones esta--

blecidas.

Se empezS la elusidn con hexano, obteniéndose fracciones de 0.5 1i
tros y contlnuando con mezclas hexano/ AcOEt con un aumentg progresivo-

de &ste filtino hasta llegar a AcOEt /MeDH (1:1).

De lss fracciones elufdas con AcOEE/MeOH (1:1) se obtuvo un sdlide
de color café claro (3.5g) que por cromatografia en capa {ina se obser-
v6 que es donde se encuentra la mezcla de saponinas triterpénicas. Para
separarlas y caracterizarlas, se realizd una hidrdlisis dcida. Para &g
to el sblido anterlor se disolvid en una solucidn de HCl al 5% en eta--
nol, se calentd a reflujo durante 15 min., y eliming el disolvente, pog

teriormente se extrajo con varias porciones de acetate de etilo.

Se concentrd el disolvente quedands un aceite, el cual se purificé
por cromatografia en capa fina obteniendo un s§lido que se recristalizé
de acetonitrilo, el cual se compard por cromatografia en capa fima - -
CHC15 fAcOEt {1:}) con el compuesto 1 obtenido prevismente, presentando
el mismo Rf 0.70 con punto de fusidn 145 - 146°C y las sefiales espec——-

troscépicas concuerdan con lag ya descritas.

Para continuar con este estudio decidimos tratar las aguas madres-
que ya ne sristalizaban de los productos, que se describen en seguida.

A manera de comparacidn en la primera parte explicaremos la forma
en que se obtienen los productos Nos. }, 2, 3, 4 y en seguida lo que -
sucede al usar la espuma flexible del poliuretanc para obtener una ma-
yor cantidad de productos y mejorar la eficiencia de su obtencién.
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Asl pues iniciamos con el dcido ambrésico No. l:, la manera de obte
nerlo es la siguiente, el extracto metandlico de la planta Ambrosia cuma
nensis primeramente se le eliminG las clorofilas por precipitacidn y se~
realizé una extraccidn con acetato de etilo, quedando un residuo aceito-
so, al cual se le hizo una extraccidn con una base (NaOH acuosc) forman-
do la sal que es soluble en la fase acuosa, se aciduld la fase y se ex--
trajo de nuevo con acetato de etile. Se llevd a cabo la cristalizacién -
del dcido, sin embargo las aguas radres quedaron ricas en este compuesto,
entonces se decidid usar la espuma flexible del poliuretano para poder -
separar un poco mis de este compuesto realizindose de la siguiente manera:

El extracto de las aguas wadres se disolvid en una cantidad minima-
de metanol y se adsorbid en una porcidn de la espuma flexible del poliu-
retano, transfiriéndose inmediatamente a la columna con hexano y mezclas
hexano/ACOEt, con un aumento progresivo de &ste diltimo y sacando frac~-—
clones de 0.5 litros,

De las fracciones eluldas hexano/AcOEt (8:2), se obtuvieron unos -~
cristales de color blanco con punto de fusidn 215 - 216°C que se compard
por cromatografia en capa fina de acetato de etilo al (l00%) con una - -
muestra pura de Acido ambrdsico, observindose que ambos presentan el mis
mo RE 0.60 hexano / AcOEt (8:2) y el mismo punto de fusign.

El piquerol No, 2 y la trinervina No. 3, se obtienen de la siguien-
te manera., A la planta molida primeramente se le extrae con hexano, con
lo cual se le eliminan las ceras, posteriormente se extrae con agua y a-
esta fraccidn acuosa se le hacen varias extracciones con cloroformo,ob~-~

teniéndose un extracto el cual mediante una cristalizacidn fraccionada se
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llega a obtenor el piquerol y li trinervina,

Quedando las aguas madres ricas en cstos dos compuestos resultande

imposible su recristalizacidn o separacidn,

Para realirar la separzcidn con la espuma flexible del poliuretanc
se siguld la misma metodologia que para el &cido ambrdsico, comenzando-

la elusidn con hexano y mezclae hexano/AcOEt.

De las fracciones eluidag con hexano/AcOEt (8:1) sc obtuvo un sdli
do cristalino cou punto de fusidn 135-136°C, el cual se compard por cro
matografla en cepa fina hexano/AcOEt (1:1) con piquerol A observindose-

que ambos presentan el mismo Kf 0.38 y punto de fusién.

Se continud con la elusidn y de las fracciones eluldas de hexano/
AcOEt (1:1) se obtuvo un sdlido con punto de fusidn 195-196°C, el cual-
se compard por cromatografia en capa fina con Trinervina presentando am

bos el mismo Rf 0,31 y el mismo punto de fusidn.

Para la obrencién de la Ricinina primeramente se realiza la extrac
cién del bagazo de la semilla de la planta Ricino comunis per extrac—--
cibn continua (Soxhlet) con etanol., Se obtiene el extracto etandlico,-
el cual se extrae varias veces con hexano para eliminar el aceite de Ri
cino y posteriormente también eliminar los azdcares precipitindolos con
acecona. Se evapord la acetona quedardo el extracto, el cual se induce
a la cristalizacién para obtener la ricinina con metanocl. Quedando las
aguas madres ricas en &ste compuesto, resultando diffcil ya de crisctali

zar.

Para la obtencidn de la ricinina con la expuma flexible del poliu-
retane se sigue el mismo procedimiento que en los anteriores productos-

{ver parte experinental).
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Se_ empezd la elusifn de la columna con hexano con lo cual se logréd
eliminar el aceite de ricino que impide que recristalice la ricinina,

Se siguid eluyendo con mezclas hexano/AcOEr con un aumento progre-
sivo de &ste Gltimo.

De las fracciones elufdas con AcOEt al 100% se obtuvieron crista~--—
les, que se recristalizaron en metanol con punto de fusidn 201 - 202°C -
que se compararon por cromatografia en capa fina AcOEt/MeOH (8:2) con -
ricinina presentando ambos el mismo Rf.

De acuerdo a los resultados obtenides para el caso de la planta --
lLoeselia mexicana podemos establecer que la separacidn realizada com la
espuma flexible del polluretano es una separacidn primera o en grueso,-
ya que con &sto eliminamos parte del extracto que no nos interesa y que
puede enmascarar a los productos que deseamos separar.

La separacidn que se realizd con la espuma flexible del poliureta-
no no se puede comparar con una separacidn hecha con s{lice u otro ad--
sorbente tradicional, ya que la silice debido a sus propiedades tiene -
un tamano de particula estandarizada, obteni&ndose asi una buena resolu
cion en la separacién. En cambio la espuma flexible del poliuretano dg
bido a sus propiedades hidrodindmicas no se puede cbtener un tamafio de-
particula uniforme, (como se describe en la parte experimental) cuando-
se muelen los trozos de poliuretano. GCuando se adiciond el disolvente-
a . la columna, la espuma flexible del poliuretano tiend; a expanderse o-
a contraerse dependiendo del disolvente, por ejemplo con acetona o ace-
tato de etilo tiende a expanderse,por lo contrario con agua se contraé-
por lo que se eligid una columna de vidrio de un didmetro mayor. Obser-
vdndose también que el disolvente no se retiene e«n la columna,sino que™
baja con mucha velocidad por esta razdn se¢ sacaron fracciones de 0.5 1i

L3

tros.También se probé tomar fracciones de menor volimen (30ml) como se ha
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ce con 1a silice con el fin de llegar a tener una buena resoluciin en la
separacidn, pero se observd que no mejoraba; por lo tanto se siguieron -
obteniendo fracciones de 0.5 litros en todas las columnas realizadas en-
este trabajo.

También se observé que al evaporar el disolvente de todas las frac-
ciones, quedaba un residuo aceitoso de color amarillo, el cual no inter-
firi6 en la cristalizacidn de los productos y se elimind al filtrar los~
eristales.

Ademds se probaron dos tipos de peliuretano uno con mayor tiempo de
fabricacidn y otro de fabricacidn reciente. Para probar si el poliureta
no de mayor tiempo de fabricacidn se llegahs a tener la misma recupera--~
cidn o presentaba alguna {nterferencia en la cristalizacidn de los pro--
ductos. El poliuretano que tenfa mayor tiempo de fabricacidn fué cam---
biando su coloracidn hasta tornarse amarillo fuerte, debido a la exposi-
cisn a la luz y al aire. Sin embargo se compard con el otro poliuretano,
llegindose a obtener los mismos resultados en ambos casos.

Funciond perfectamente la columna con poliuretano en la recupera--~
c¢idn de los productos de las aguas madres. Tomando en cuenta que estos-
extractos pricticamente ya eran de deseche, se llegaron a chtener buenos
rendimientos: para el dcido ambrésico 8.03%, piquerol 2,48%, trinervina
1.87% y ricinina 1.74Z.

Se puede considerar que estos rendimientos son buenos ya que se par.
te de un extracto en el que ha sido agotado el producto buscado, sabien-
do que de un extracto original de la planta no se llega a obtener el 100
de este producto, generalmente estin en muy bajas concentraciones del -
orden 0.0l% al 2 en peso de la planta.

Lo cual es muy importante para nosotros debido a que se puede recu--
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perar un poco més de producto, perque muchas veces no se llega a tener-
ods plants para poder prosegulr con la investigacidn de estos compues—-

tos.
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1).-

2).-

3).-

4).-

5).-

CONCLUSIONES

Se logrd probar que la Espuma Flexible del Poliuretano de desecho
previo tratamiento se puede usar como adsorbente para la separa--
cin y recuperacidn de Productos naturales.

Este método de separacifn resultd muy dtil para recuperar algunos
principios activos (incristalizables) de las aguas madres de las-
plantas previamente estudiadas, lo que wejord su rendimiento de -
obtencién. Esto es importante para probar la actividad bidlogica
de éstos ya que se requiere de cantidades apreciables de los mis-
mos.

La espuma flexible del poliuretano aparentemente es inocua, no= -
causa reacciones de descomposicidn de los metabolitos secundarios.
Puesto que tawbién las aguas madres se trataron de separar usando
como adsorbentes sflica gel y aliimina, por este método no se lo-—
grdé recuperar metabolitos puros.

Por la forma en que se realizd la molienda y el lavado de la espu
ma flexible del poliuretano y a sus caracterIsticas hidrodinfmi--
cas las particulas no son homogéneas, lo que no permitid determi-
nar su tamaiio de particula, pero se llega a tener una gran super-
ficie de contacto.

El flujo del disolvente a través de la columna de la espuma flexi
ble del poliuretano es muy rdpido, compardndolo con la silica gel
y la aliimina,

Se requiere del empleo de grandes volimenes de disolvente ( 1 1i
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6).~

7)e-

tro) por fraccidn, observindose que a volimenes de disolventes meno
res por fraccidn, no ne ohtienen mejores resultados.

Se emplearon mezclas de disolventes de polaridad creciente desde he
xano hasta agua.

La espuma flexible del poliutetano que se uéilizé es de desecho de-
la fabrica que lo proporciond por lo que resulta sumamente barato -
Y Su empleo es prometedor. '

Por lo que se espera que otras personas lo empleen y se incremente-
SU uso en otras separaciones. En nuestro laboratorio se siguen bug
cando otras aplicaciones.

En base a los resultados obtenides se confirmd la estructura del --
compuesto I (triterpeno pentaciclico con dos grupos hidroxilos y --
tres 8steres), siendo Este el principio ac:iv? de la planta Loeselia

mexicana.
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