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ESTUDIO FITOQUIMICO DE HOJAS Y FLORES DE Senna bicapsularis (L)
Roxburgh var. bicapsularis

PHYTOCHEMICAL STUDIES OF LEAVES AND FLOWERS ON Senna bicapsularis (L)
Roxburgh var. bicapsularis

Rubén Torrenegra! y Rubén Jiménez?

Resumen

El estudio fitequimico de las hojas y flores de Senna bicapsulairis dio como vesultado el aislamiento de un flavonoide
(luteclina), un alcohol (eicosanol) y una mezcla de los esteroles (estigmastercl ¥ dehidrocstigmasterol).

Falabras clave: Senna bicapsularis, Caesalpinaceae, mezcla de estigmasterol-dehidroestigmasterol, flavonoide, luteo-

lina, eiconascl.

Abstract

Phytochemical studies on Senna bicapsularis from flowers and leaves have resulted in the isolation of a flavonoid
(luteolin), one alcohol (eicosanol) and mixture of two sterols {stigmasterol-dehidrostigmasterol).

Key words: Senna bicapsularis, Caesalpinaceae, stigmasterol-dehidrostigmasterol mixture, flavonoid, luteolin, eiconasol.

INTRODUCCION

La biisqueda de principios activos de origen vegetal
utilizables con fines terapéuticos constituye uno de
los propdsitos mds valiosos en la investigacién de
productos naturales en el mundo. Cada dia se estu-
dian nuevos exponentes de la flora en procura de la
droga ideal, para el tratarniento de cuadros patold-
gicos de clara etiologia.

Los vegetales preducen variados grupos de com-
puestos quimicos, como terpenos (mono, di), ses-
quiterpenlactonas, flavonoides, cumarinas, etc., que
presentan actividades biolégicas. Algunos son diu-
réticos, y los hay desinflamatorios, vermifugos, an-
tibidticos, antineopldsicos, antirreumdticos,
antiofidicos, insecticidas, hemostdticos, emenago-
gos, etc. (Dominguez, 1973).

Nuestro interés en realizar wn estudic fitoguimico
de la especie Senna bicapsularis (L) Roxburgh de la
familia Caesalpinaceae, que crece abundantemente
en la costa Atlantica y especificamente en el depar-
tamento del Atlantico, es que esta especie no habia
sido estudiada antes. Folcléricamente se le atribuye
actividad antibidtica, antipirética y purgante (Gar-
cia y Forero, 1968). Otras especies de este género
(Senna, Cassia) han sido estudiadas quimicamente
en otros paises y se han aislado metabolitos secun-
darios tipo esteroles, antraquinonas y flavonoides con
actividad bioldgica, especialmente antimicrobiana
{Correa y Bernal, 1990), motivo por el cual quisi-
mos contribuir al estudio de este género.
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MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de esta investigacién se utilizaron
técnicas de andlisis quimico, fisico y espectroscépi-
co en fitoquimica. EI presente trabajo se realizé en
el laboratorio de fitoquimica de la Universidad del
Norte y el laboratorie de fitoquimica de la Universi-
dad Javeriana. El material vegetal de S. bicapsula-
ris s recolectd en época de floracién en el margen
izquierdo de Lagos de Caujaral, ubicado en el kilo-
metro 12 en la via que va de Barranquilla al munici-
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pio de Puerto Colombia, por la carretera vieja. Se
hizo la determinacién taxonémica en el herbarip de
la Universidad Tecnolégica del Magdalena, donde
la especie se encuentra radicada bajo el # 2326
UTMC (figura 1). Posteriormente, se selecciona-
ron del material seco los drganos a estudiar (ho-
jas y flores), se sometieron a molienda y se realizé
la extraccién con éter de petréleo y luego con
EtOH (etanol) en frio, obteniéndose los extractos
respectivos.

Fignra 1. Senna bicapsularis o Cassia bicapsularis: a. Hojas,
b. Flores, ¢ y d. Prutos (tomado de Garcia y Forero, 1968)

Los extractos obtenidos se concentraron a presién
reducida en un rotavapor tipo flash. Posteriormen-
te, los extractos etéreos se concentraron y flocula-
ron con EtOH, para precipitar hidrocarburos de baja
polaridad; las partes eluidas se evaporaron hasta
sequedad y se pasaron por coltmnas con silica gel
60 G Merck, eluidas con solventes de polaridad cre-
ciente. Los extractos etandlicos se flocularon con
agua y se sometieron a fraccionamiento,
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La separacién y purificacién de los metabolitos se-
cundarios de cada extracto fue realizada utilizando
cromatografia de capa delgada (CCD), cromatogra-
fia en papel (CP), cromatografia en columna (CC} y
cromatografia preparativa (Hostettman y Hostett-
man, 1963; Bolliger y Brenner, 1965).

Para la CCD se usaron placas de silica gel 60 G
Merck de 3 x 5 y de 10 x 10 cm. Como reveladores
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de las cromatoplacas se utilizaron soluciones de clo-
ruro de cobalto en 4cido sulfiirico, solucién de vai-
nillina en 4cido sulfiirico y vapores de yodo. Las
cromatografias en papel se realizaron en papel What-
man 2 y 3, y, como reveladores, vapores de amonfa-
¢o y luz ultravioleta (Idmpara UV Cavitré-Burton,
modelo 0315010). Para determinar el tipo de meta-
bolito aislado se realizaron las siguientes pruebas
quimicas cualitativas:

Esteroles: Lieberman-Burchard, Salkwoski
Flavonoides: shinoda, cloruro férmrico
Glicésidos de antraquinonas: antrona
Antraquinenas: Borntrager-Krauss

Para determinar las estructuras de los metabolitos
aislados se tuvieron en cuenta las siguientes cons-
tantes fisicas y métodos espectroscdpicos:

Relacion de frente (Rf): se determind en los
cromatogramas de las sustancias puras utili-
zando diferentes solventes.

Punto de fusion (mp): se realizé en un fusié-
metro Mel Laboratory Devices (Cooper, 1980:
Gomez y Moreno, 1988).

Espectroscopia infrarrcja (IR): los espectros
IR fueron tomados en fase sélida en pastillas
de KBr, utilizando un espectrofotémetro Per-
kin Elmer 710B (Cooper, 1980; Calderén,
1985).

Espectroscopfa ultravioleta: los espectros UV
se tomaron en un espectrofotémetro Spectro-
nic 2000 con registrador X-Y incorporado.

Espectroscopfa de resonancia magnética nu-
clear (NMRY): los espectros de resonancia
magnética nuclear protdnica (IHNMR) se to-
maron en un JEOL 90Q a 90 MHz; utilizando
como solventes CDCl,, d6-DMSO y TMS
como referencia interna (Martinez, 1976;
Correa y Bernal, 1990).
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Tratamiento de los extractos

Extracto etéreo. Las hojas de S. bicapsularis se se-
caron y molieren, y luego fueron maceradas con éter
de petréleo en frio durante 72 horas. El extracto ob-
tenido se concentrs a presidn reducida en un rotava-
por tipo flash hasta un volumen minimo. Este
extracto fue floculado con EtOH por 48 horas para
precipitar los hidrocarburos de baja polaridad. Pos-
teriormente se filtraron y la parte liquida se concen-
tré nuevamente dejdndola secar, para luego pesarla.

Del extracto total de hojas se percolaron 5.4 ¢ a tra-
vés de una columna de vidrio empacada con 150 g
de silica gel 60 G para columna y se eluyd con pe-
trol; luego, con mezclas cada vez mis polares de
petrol: AcOEt (9:1, 8:3, 1:1, AcOEt puro y después
EtOH). Se recolectaron fracciones de 25 ml. Hasta
aproximadamente veinte fracciones de cada mezcla
de solvente se concentraron y cromatografiaron
uniendo las que revelaron igual.

Las fracciones 11 a 15 eluidas con petrol: AcOFEt 8:3
dejaron un residuo negro que se lavé con petrol y se
obtuvo un sélido cristalino en forma de agujas blan-
cas que reveld una mancha en CCD. De esta sustan-
cia se obtuvieron 170 mg. Se denominé SbH-1,

Del extracto total de flores se percolaron 2.3 g a tra-
vé€s de una columna de vidrio empacadas con 65 g
de silica gel 60 G para columna y se eluyé con pe-
trol; luego, con mezclas cada vez mds polares de
petrol: AcOEt (9:1, 8:2, 1:1, AcOEt puro y después
EtOH). Se recolectaron fracciones de 25 ml hasta
cerca de quince fracciones de cada mezcla de sol-
vente, que se concentraron y cromatografiaron unien-
do las que revelaron igual. Las fracciones 9 a 14
eluidas con petrol acetato 9:1 dejaron uwn residuo
amarillo que se lavé con éter y se obtuvo un sélido
blanco que revels una mancha en CCD. De esta sus-
tancia se obtuviercn 180 mg. Se denominé SbF-1.

Extracto etandlico. El material vegetal desengrasa-
do fue sometido a una extraccion con EtOH durante
72 horas en frio. El extracto obtenido se concentrd a
presion reducida en rotavapor tipo flash hasta mini-
mo volumen, se floculé con agua y después de 24

71



Actual Biol 24 (76): 69-74, 2002

horas se filtrd. La parte liquida obtenida se traté luego
por fraccionamiento liquido/liquido (L/L) con éter
de petrdleo, y luego CH,Cl, y AcOEt. De la frac-
ci6n etérea de hojas 5 a 7 eluidas con la mezcla pe-
trol: AcOEt 7:3 se extrajo un sélido cristalino
anaranjado que se lavd con petrol y petrol: AcOE!
7:3. Se obtuvieron 55 mg y se denomind SbH-2.

Del extracto estandlico del marco I de flores que se
sometiercn a fraccionamiento (1./L) se tom6 la frac-
cion etérea cuyo extracto seco se sometié a CC y de
la quinta fraccién eluida con AcOEt se obtuvo un
solido amarillo que fue lavado con petrol y petrol:
AcOEt 7:3. La cantidad obtenida fue 26 mg. El com-
puesto se denomind SbF-2.

RESULTADOS

Las sustancias obtenidas en el estudio fitogquimico
de hojas de 8. bicapsularis se denominaron SbH-1 y
SbH-2. En flores, SbF-1 y SbF-2. De ellas, SbH-1
pertenece al grupo de los esteroles y SbF-2 es una
antraquinona. El compuesto SbF-1 es un alcohol y
el SbF-2 s una flavona. Para la identificacin de
dichos compuestos s¢ tuvo en cuenta lo siguiente:
propiedades fisicas: color y punto de fusién; croma-
tografia, eluentes, coloracién y revelador; pruebas
quimicas cualitativas: espectroscopia UV, IR,
1HNMR.

Compuestos aislados de hojas

El compuesto SbH-1 se obtuvo en las fracciones 11
a 15, de la columna percolada con petrol: AcOEt
8:3, con estos resultados: caracteristicas fisicas: cris-
tales aciculares de color blanco, solubilidad en
CHCL, y AcOEt, punto de fusién entre 137 y 138
°C. Pruebas quimicas cualitativas de identificacion:
Lieberman-Burchard, positiva; y Salkowski, positi-
va. Datos espectroscépicos: peso del SbH-1 obteni-
do: 170 mg; rendimiento del proceso: 3.15 %.
IHNMR (90 MHz en CDCL,, TMS como referen-
cia interna) (seiial) 0.73 (1H, s, C-18); 0.87 (2H, d,
C-26): 0.89 (2H, d, C-21): 1.2 (1H, 5, C-19): sefiales
1.5 (1H, s); 1.7 (1H, s); 2.2 (1H, s) correspondientes
a cadenas de alquilo y alquenilo presentes en la ca-
dena lateral; 5 (3H, t, C-22); 5.3 (2H, d, C-23).
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Interpretacién del espectro del compuesto
SbH-1

El 1HNMR presenta una extensa bandz en la regién
2.3-0.7 ppm correspondiente a los protones metili-
cos en C-18 y C-19. Las sefiales de 5.3 a 5 ppm co-
rresponden a los protones vinflicos, Los datos fisicos
¥ especiroscipicos comparados con la referencia
{Dominguez, 1973) y un espectro patrén 1HNMR
del grupo de investigacién de la Universidad Jave-
riana, nos sugieren que el compuesto aislado es un
mezcla de estigmasterol v dehidroestigmasterol.

El compuesto SbH-2 se obtuvo de la fraccion etérea
de! fraccionamiento {L/L.) del extracto etandlico del
marco 1. Se tomaron las fracciones 5 a 7 de la co-
lumna percolada con petrol: AcOEt 7:3. Los resul-
tados fueron: caracteristicas fisicas: cristales de
color anaranjado, selubilidad en AcOEt, acetona y
EtOH, punto de fusién 248 °C. Espectroscopfa UV:
fluorescencia café, vapores de NH,, color rojo. Prue-
bas quimicas cualitativas de identificacion: reaccién
de Borntrager-Krauss, positiva; prueba de antrona,
negativa; solucién concentrada NaOH, positiva; solu-
¢ién concentrada H,50,, positiva. (Nota: la estruc-
tura del compuesto SbH-2 no se determiné debido a
que se aisld como una mezcla de dificil separacidn.
Se determind que es principalmente una antraqui-
nona no glucosilada).

Compuestos aislados de flores

El compuesto SbF-1 se obtuvo del extracto etéreo
de flores en las fracciones 9-14 de la columna per-
colada con petrol: AcOEt 9:1. Solidifica en forma
de pelvo blanco con un punto de fusién entre 70 y
72 °C. Dio negativa la prueba para esteroides, flavo-
noides, antraquinonas y alcaloides. No presentd fluo-
rescencia en el UV. Caracteristicas fisicoquimicas:
polvo amorfo de color blanco, solubilidad en CHCI,
y CH,Cl,, punto de fusién entre 70 y 72 °C. Espec-
troscopia ultravioleta: negativa. Pruebas quimicas
cualitativas de identificacion: Lieberman-Burchard,
negativa; Salkowsky, negativa.
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Interpretacién de los espectros del compuesto
SbF-1

El espectro IR presenta absorcién a 3.400 del estira-
miento O-H, absorciones a 2.900 y 2.800 de las vi-
braciones de estiramiento C-H y absorcién a 1.800
del estiramiento CH,OH.

El IHNMR presenta un (t} a 3.6 ppm de 2H det gru-
po CH,OH, un (s) a 1.3 ppm que integra para 36H y
un (t) a 0.88 ppm, que corresponde a un metilo. Los
resultados fisicos y espectroscépicos comparados
con los obtenidos por Rodriguez (1991) permiten
determinar que el compuesto ShF-1 es el eicosanol.

El compuestc SbF-2 se obtuve del extracto etandli-
co del marco I de flores que se sometié6 a fracciona-
miento (L/L), del cual se tomé la fraccién etérea,
cuyo extracto seco se semetid a C.C. y de la quinta
fraccién eluida con AcOFEt se obtuvo de un sélido
amarillo que presents un punto de fusion de 320 °C
y dié positiva la prueba para flavonoides. Caracte-
risticas fisicoguimicas: polvo de color amarillo, so-
lubilidad en AcOEt, petrol AcOEt y MeOH, punto
de fusién 320°C. Espectroscopia ultravioleta: café,
vapores de amoniaco café. Pruebas quimicas cuali-
tativas de identificacién: Shinoda, positiva; cloruro
férrico, positiva; H,80, concentrado, positiva; prue-
ba de antrona, negativa. Datos espectroscdpicos: UV
en MeOH, méx. nm: 253-267-291 Sh y 350; (AICL,)
274-300 Sh 356-406; (AIC1,-HCI) 263 Sh-274-296
Sh-356-387; (NaOMe) 267.6-330 Sh-403; (NaQAc)
265-386; (NaOAc-H,BO;) 268-384,

Interpretacion de los espectros UV del ShF-2

El espetro UV presenta una banda I a 350 nm, una
banda Ila a 267 nm y una banda ITb a 250 nm. La
banda se encuentra en el rango de las flavonas y fla-
vonoles (3-hidroxi sustituido). Al adicionar AlCL,
se presenta un efecto batocromico en las bandas, lo
que indica posible existencia de hidroxilo libre en
C-5 o en C-3 o en posicion orto en los anillos A y/o
B. Al agregar HCl se produce un efecto ipsocrémi-
co parcial con referencia al producido por el AlCl,,
lo cual indica hidroxilos libres en posicién C-5 y en
posiciones orto. Cuando a la muestra se le agrega
MeONa se produce un efecto batocrémico y hiper-
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cromico en la banda Ia, lo cval indica hidroxilos li-
bres en C-4" y no en el C-3, por lo que no es un
flavonol o puede estar sustituido el hidroxilo en C-
3. Al agregar a la muestra AcONa sélido se produjo
un efecto batocrémico en ambas bandas, lo cual in-
dica hidroxilos libres en C-7. Al adicionar H,BO,
se produce un efecto batocrémico de 30 nm en la
banda Ia, lo que sefiala hidroxilos en posicién orto
en ¢l anillo B. Los datos fisicos y espectroscépicos
comparados con las referencias {Mabry, 1970) y un
espectro UV patrén del grupo de investigacion fito-
quimica de ta Universidad Javeriana, nos sugiere que
el compuesto aislado es la luteolina (3°, 4°, 5, 7-
tetrahidroxiflavona).

DISCUSION

Entre los metabolitos secundarios aislados de las
hojas y flores de S. bicapsularis se encontraron mez-
clas de esteroles y dos quinonas, flavonoides y alco-
holes compuestos significativos en el crecimiento,
metabolismo y ecologia de la planta.

Biogenéticamente los esteroles provienen del 4cido
mevalonico, que por su constitucién pueden derivar-
se de la condensacidn “cabeza cola” de seis unidades
de 1sopreno (2-metil-1,3-butadieno) por ciclacién,
oxidaci6n y eliminacién de grupos metilo. Segiin las
correlaciones descritas se encuentran distribuidas en
el género Senna (Correa y Bernal, 1990).

Las quinonas provienen de dos vias alternas: la del
4cido shiquimico y la de las acetogeninas. Estas con-
tribuyen a la pigmentacion de numerosos vegetales,
son importantes por sus cualidades tintdreas y algu-
nas poseen un principio purgante y actividades anti-
micrebianas y antitumorales. En el género Senna se
han aislado muchas antraquinonas: fiscion, crisofa-
nol, emodina, aloe-emodina y reina, entre otras.

Los flavenoides que provienen de las acetogeninas
son pigmentos vegetales que poseen un esqueleto
carbonado (C.-C,-Cy) y su localizacién se haya en
numerosos grupos de plantas. El flavonocide aislado
es la luteolina, que pertenece al grupo de las flavo-
nas, las cuales se encuentran ampliamente distribui-
das en el género Senna.
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