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Los ácidos fenólicos se encuentran en las plantas generalmente bajo
forma de combinaciones de tipo éster. Tales combinaciones se conocen
bien actualmente en el caso de los ácidos cinámicos y de sus deriva-
dos (1). No sucede así con los derivados benzoicos, en los que se ig-
nora de un modo casi total la forma de sus combinaciones. El ácido
p-hidroxibenzoico ha sido hallado por TOMASZEWSKI (2) en la casi to-
talidad de los hidrolizados de 122 especies de plantas pertenecientes a
86 familias. Es lástima que el autor no concrete en su trabajo cuáles
son las especies que lo contienen y se limite a dar una cifra global de
los casos positivos.

Por otra parte, no cabe sorprenderse de tan elevada frecuencia si
tenemos en cuenta que se trata de «hidrolizados» de plantas y que el
ácido p-hidroxibenzoico se encuentra, muy a menudo, en forma de
éster en la lignina (3). Sólo existen, que sepamos, en la actualidad
tres esteres del ácido hidroxibenzoico, aislados como tales, de una
planta. El 1-p-hidroxibenzoil-^-D-glucosa (4) aislado de Catalpa big-
nonioides Walt., el Catalpósido (5, 6, 7, 8), que también es un éster
del ácido p-hidroxibenzoico con la epoxiaucubina (glucósido iridoi-
de) (9), que ha sido aislado posteriormente de diversos Plantago (10),
y el agnósido o p-hidroxibenzoato de aucubina.

Aquí damos cuenta de la existencia en la hoja de Solanum melonge-
na L., de un compuesto capaz de liberar, en determinadas condiciones,
p-hidroxibenzoato de metilo. El hecho nos parece interesante por las si-
guientes razones: Ante todo, porque es la primera vez que se ha ais-
lado el p-hidroxibenzoato de metilo de un producto natural. En segun-
do lugar, porque las propiedades biológicas de este compuesto hacen
que su presencia en la planta se preste a especulaciones sobre su posi-
ble papel y significación.

Como es sabido, el p-hidroxibenzoato de metilo es un óptimo agen-
te conservador utilizado en cosmética, farmacia y tecnología de ali-
mentos. Lo acreditan para tal empleo su notable actividad sobre mul-
titud de microorganismos, actividad que es independiente de la reac-
ción del medio e inofensiva para los animales superiores. Y además,
su estabilidad química y su falta de sabor y de olor. En Europa se utiliza^
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en gran escala, bajo el nombre de «Nipagin», y en América con el de
«Metilparasep». Recientemente, FAWCET & SPENCER (11) hans puesto de
manifiesto cómo el hongo Scleroúnia fructigena Aderh. et Ruhl. de-
termina en la manzana «Eduardo VII» la formación de seis fitoalexi-
nas fenólicas. entre las cuales nos interesa subrayar el ácido p-hidroxi-

benzoico. En realidad se trata más bien de fitoalexina falsa, ya que en
el hongo determina la liberación del fitoncida a partir del ácido cloro-
génico presente en el fruto, sin requerir el concurso metabólico de la
manzana. El ácido p-hidroxibenzoico es, pues, agente de inmunidad
pasiva en la planta, toda vez que existe en ella (bien que en forma corn-
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"binada), antes de cualquier contacto con el parásito o sus toxinas. (Se-
guimos hablando de inmunidad pasiva, en oposición a la activa, porque
el concepto es cómodo y gráfico, aunque aceptamos plenamente ron
VAVILOV (12) la arbitrariedad de tal distinción en los vegetales, en los
•que la reacción a la infección consiste, multitud de veces, en la produc-
ción acelerada de un producto fitoncida, ya existente en el vegetal an-
tes de tal infección).

En este sentido, la presencia en la hoja de Solanum melongena L.
•de un compuesto capaz de liberar p-hidroxibenzoato de metilo, induce
a pensar en la posibilidad de hallarnos ante un carácter adaptativo de
defensa del vegetal frente a la infección y, ciertamente, de mayor efec-
tividad (es decir, con mayor presión de selección), que si se tratase del
ácido p-hidroxibenzoico sin esterificar, toda vez que, según los traba-
jos de CAVILL & al. (13), la actividad biológica de este tipo de com-
puestos crece con el alargamiento de la cadena alquílica y en razón
inversa de la hidrosolubilidad del compuesto. Señalamos a este res-
pecto el interés que ofrecería una investigación del contenido en p-hi-
droxibenzoato de metilo en hojas sanas y en hojas parasitadas (v. g. por
especies de Ascochita) de las diversas variedades de berenjena.

En la parte experimental se muestra que el p-hidroxibenzoato de
metilo no se halla libre en la hoja del Solanum melongena L., por lo
menos, en cantidad suficiente para ser detectado cromatográficamente.
Nosotros lo hemos hallado, y aislado, en un viejo extracto acético-alco-
Tiólico. Nunca hemos podido poner de manifiesto nuestra sustancia en
los extractos recientes de la hoja, y esto se refiere tanto a los extrac-
tos alcohólicos con acético al 2 %, como a los extractos acuosos áci-
dos. Tampoco la hidrólisis acida ha sido capaz de liberar el p-hidroxi-
benzoato de metilo de su combinación original. Sin embargo, la hi-
drólisis alcalina de un extracto reciente de hojas de Solanum melongena
L. y la consecutiva extracción con acetato de etilo, ha permitido reco-
ger cantidad suficiente de p-hidroxibenzoato de metilo como para poder
ponerlo de manifiesto por cromatografía en placa delgada. Pero con
•este método no ha sido posible aislarlo del hidrolizado alcalino, en
cantidad suficiente, para la determinación de su composición centesimal
y constantes físico-químicas. Ello debe achacarse no sólo a la escasa
cantidad de material de partida, sino también a la parcial saponifica-
ción del grupo metilo durante la hidrólisis alcalina. Contábamos ya con
esta reacción secundaria al realizar la hidrólisis. Por ello las condicio-
nes de la misma se establecieron tomando en cuenta que el tiempo de
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semidescomposición hidrolítica del p-hidroxibenzoato de metilo, a
pH = 9,0 y a 70° C, es de cincuenta y cuatro horas, según los estudios
cinéticos de TAMMILEHTO & BÜCHI (14). Hemos utilizado condiciones algo
más enérgicas que las indicadas, a fin de lograr la escisión del p-hi-
droxibenzoato de metilo de su combinación natural, bajo la hipótesis
de trabajo que el tipo de unión del mismo pudiera ser la de un éster
fenólico o la de un heterósido, sensible a los álcalis, a través del oxihi-
drilo en posición «4». Desde luego no podemos afirmar que, respecto
al rendimiento en p-hidroxibenzoato de metilo, las condiciones experi-
mentales de la hidrólisis sean las óptimas.

El aislamiento del p-hidroxibenzoato de metilo, tuvo lugar a partir
de un depósito breoso que se había formado en ei fondo de un extrac-
to obtenido con alcohol de 70 % con un 2 % de acético, después de con-
centrarlo a un cuarto de volumen por destilación a vacío, y tras per-
manecer durante catorce meses en el refrigerador. En la brea se
apreciaban unos puntos brillantes que al microscopio de polarización
se revelaron como cristales fuertemente birrefringentes.

Algo solubles en agua, más en alcohol y extraordinariamente solu-
bles en dioxano. Subliman fácilmente de la brea desecada y calentada
a unos 75° C. Después de vanas sublimaciones su punto de fusión es
de 110° C (Kofler). Cristalizado el sublimado a partir del agua, da
unas tablas exagonales con extinción oblicua y punto de fusión de
126° C (Kofler). Se trata, pues, de un compuesto por lo menos dimor-
fo. Su disolución acuosa (en caliente) es de carácter neutro y da un
hermoso color rojo con el reactivo de Millón. Calentado con hidroxi-
lamina y con cloruro férrico da el intenso color violáceo de los ácidos
hidroxámicos (grupo — COOR). El espectro U. V. en etanol muestra
m̂ai = 255 nm con log e = 4,4. El producto carece de nitrógeno y su

composición centesimal y su peso molecular, determinado por espectro-
grafía de masas, arroja una fórmula empírica de C8H8O3.
, La existencia en el espectro de masas del pico a M-31 indica la pre-

sencia de un grupo — OCH3; la presencia de líneas a 39, 51, 65 y 77
indica que se trata de una sustancia aromática. El otro átomo de oxí-
geno que tiene la fórmula empírica debe hallarse, por lo tanto, for-
mando un oxihidrilo. La sustancia es, pues, el éster metílico de uno
de los tres ácidos hidroxibenzoicos posibles. La reacción de Millón
positiva apunta al derivado «para». Lo que se comprueba realizando
un punto de fusión mixtc con una muestra comercial de p-hidroxiben-
zoato de metilo sin que se produzca depresión.
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PARTE EXPERIMENTAL

a) Obtención del producto: 500 g. de polvo de hoja de Solanum melongena L.,
procedente de una huerta próxima a Calahorra, se impregnan doce horas con 800 mi.
de solución del ácido acético al 2,5 % en alcoho del 70 %. Se coloca en un percolador
y se lixivia con el disolvente anterior hasta recoger 7.500 mi.

Se concentra hasta 1.400 mi. al vacío. 1.200 mi. de este extracto permanecen en la
nevera durante quince meses. El líquido con fuerte olor acético ha depositado una
brea, color café, en la que se observan a simple vista unos puntos brillantes que
resultan ser cristales bien desarrollados al microscopio de polarización. La brea se
trata con dioxano, que disuelve los cristales. Por evaporación al vacío del d oxano,
quedó una masa seca que se somete s microsublimación en el banco de Kofier a 75°.
Por raspado de los portaobjetos, colectores del microsublimado, y se obtiene éste en
forma de un polvo cristalino (54.4 mg.). Se vuelve a sublimar sin que cambie el
punto de fusión de ios cristales (p. f. = 110° C). Una pequeña cantidad de los mis-
mos se disuelve en agua en porta excavado, tapado con un cubreobjetos, calentando-
sobre la p'atina de Kofler.

Al enfriar aparecen unos cristales con hábito de láminas exagonales y con
p. f. de 126° C. La mezcla de los cristales sublimados con los obten-dos por cristali-
zación en agua funde también a 126° C.

Se trata, pues, de un caso de diformismo de la misma sustancia. A fin de conse-
guir una mayor cantidad del producto se concentra a vacío el líquido, que depositó
la brea anterior, hasta reducirlo a 400 mi. Queda en el matraz una nueva cantidad de
una brea adherente a las paredes del mismo. Esta se extrae, en primer lugar, dos
veces, con 250 mi. de éter de petróleo.

El extracto incoloro evapora y deja un residuo lipoideo que no contiene el pro-
ducto. La brea se extrae luego con éter etílico ("200 mi. dos veces). El extracto
etéreo, casi incoloro, deja por evaporación un residuo acaramelado con algunos cris-
tales. Sin embargo, la cromatografía sobre papel revela que solamente contiene pe-
queña cantidad del producto aislado anteriormente. Se obtiene de la brea un terce-
extracto, extrayendo primero con mezcla de 250 mi. de cloroformo y 100 mi. de
acetato de etilo, y luego con mezcla de 250 mi. de acetato de etilo y 100 mi. de clo-
roformo. Se mezclan los extractos clorofórmicos y se evapora el líquido amarillo a
sequedad al vacío. Deja un residuo espeso, marrón oscuro, en el que puede ponerse
de manifiesto (por cromatografía sobre papel) una mayor cantidad de producto. Fi-
nalmente, la brea, que todavía posee un intenso olor acético, se alcaliniza hasta
pH = 10 con amoníaco concentrado, y se extrae con 250 mi. de acetato de etilo,
a los que se ha añadido 100 mi. de cloroformo. Este extracto no se elaboró como
los otros, inmediatamente, sino después de transcurrir varias semanas en la nevera.
En este tiempo el acetato de etilo se hidrolizó en parte, quedando el líquido con reac-
ción acida. Se evaporó a sequedad, dejando una película en la que, además de los
cristales de acetato amónico, existe una mayor cantidad del producto. Este se puri-
fica por sublimación, después de eliminar la mayor parte del acetato amónico por
lavados con agua de hielo, en la que el producto es muy poco soluble.
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Propiedades del producto aislado.

Cristales con hábito tabular, dimorfos, ambas formas (1.°, p. f. = 110°, y 2.°,
p. f. = V¿&>) son birrenfnngentes, con extinción oblicua. Muy poco soluble en agua
fría; bastante más en agua caliente con reacción neutra, de donde cristaliza. Más
soluble es en alcohol, extremadamente solubles en dioxano y en las soluciones de los
hidróxidos alcalinos. Su disolución alcohólica (25,4 mg. en 2 mi. de alcohol) carece
-de poder rotatorio.

El espectro U. V". en etanol muestra \m, 25o mu con log « = 4,4. Reacciones:
5 mg. de! producto cristalizado se disuelve en 1 mi. de alcohol y siguiendo la téc-
nica de Feigl (15) se ensaya la acción del reactivo de Millón, con resu tado positivo.
Da también reacción posif'va de formación de la sal férrica del ácido hidroxámico,
después de calentar con solución a cohólica de clorhidrato de h'droxilamina alcalina,
acidular con clorhidr'co y tratar con una gota de solución de cloruro férrico. (Carác-
ter de éster o lactona.)

Aháltsis centesimal.

El producto carece d; nitrógeno (prueba de :Lassaigne) y sometido a microanáli-
sis elemental arroja los siguientes porcentajes:

C = C4,31 % ; H = 5.54 % ; O = 30,35 %.

Espectro de masa.

El peso molecu'ar es de 152, correspondiente a a intensa linea del ion molecular.
La presencia de una intensa línea a 121 (M-31) indica la presencia de un grupo
— OCH . y los grupos de líneas 39, 51, 05 y 77 señalan que se trata de una sustan-
cia aromática.

La composición centesimal arriba indicada y el peso molecular suministrado por
«1 espectio de masa permiten adscribir al producto una fórmula empírica de C8H8O3.
El p-oducto debe tratarse con un éster metílico de un ác'do aromático (C6H,.O .
COOOCH3), con lo que el oxjgeno no implicado en 'a función éster debe hallarse
en forma de oxidri'o.

Lo cual está de acuerdo con la presencia de la línea m/e = 93, que corresponde
al ion feno'. De los tres isómeros posibles, el punto de fusión señala que trata del
isómero «para».

Realizado ur punto de fusión mixto con p-h;droxibenzoato de metilo «Fluka», no
se observa depresión del punto de fusión.

Preparación de extractos recientes.

Se han preparado, siguiendo la técnica anterior, un extracto a partir de 50 g. de
-polvo de hoja de berenjena procedente de Cassá (Gerona). El extracto se evapora a
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sequedad al «Rotavapor» Residuos = ",825 g.). El residuo se extrae cuatro veces
•con 25 mi. de éter de petróleo.

Se realizan cromatografías de esta solución sobre placa delgada de gei de sílica
Woelm y sobre papel Whatman empleando el sistema butanol acético / agua
.(4/1/5) y utilizando como revelador solución nítrica de nitrato de mercurio. Como
testigo utilizamos p-hidroxibenzoato de metilo «Fluka». El extracto no presenta n'n-
guna mancha correspondiente al testigo. Una coloración rojiza a un Rf análogo al
del testigo no puede asimilarse al mismo porque es fugaz y porque su tonalidad es
más sucia.

Además dicha coloración queda confinada al origen, a diferencia de lo que ocurre
•con el p-hidroxibenzoato de metilo cuando se realiza la cromatografía con el sistema
•de Kayser (16) (Xilol/Metiletilcetona/Formamida).

-Hidrólisis acida.

25 mi. del extracto anterior se evaporan hasta dejarlos reducidos a 5 mi. Sin fil-
trar el precipitado que se produce, se añaden 20 mi. de ácido clorhídrico 3N y se
•calienta a reflujo durante cuatro horas. Al día siguiente, se extrae el líquido ácido con
acetato de etilo (5 mi. x 3 veces). El acetato de etilo se añade a 5 g. de bicarbo-
nato sódico, se filtra una vez terminada la efervescencia y el filtrado se reduce hasta
5 mi. por destilación al vacío. Se realizan cromatogramas sobre el papel y en placa
'fina de este extracto, utilizando el mismo testigo que en los anteriores, los mismos
sistemas y el mismo revelador. No ha podido ponerse de manifiesto el p-hidroxiben-
-.zoato de metilo entre los productos de la hidrólisis acida.

¡Hidrólisis alcalina.

Se toman 10 mi. del extracto alcohol acético de berenjena. Se le añaden 20 mi. de
•solución de hidróxido de bario al 2,8 % (p/v.). Luego se le añade gota a gota so-
lución concentrada de hidróxido sódico hasta dejarla a pH = 10 (papel indicador).
Se lleva la mezcla al baño de María a leflujo durante dos horas y media. Se enfría
•el líquido y se precipita el bario con sulfúrico en exceso.

Se añade acetato sódico hasta dejarlo a pH = 5. Se extrae tres veces con 20 mi.
•de acetato de etilo. Se priva de agua sobre sulfato sódico anhidro, se filtra y se
•concentra el filtrado al vacío hasta 20 mi. Realizadas las cromatografías sobre papel
•en los sistemas butanol/acético/agua (4:1:5). y acético/isopentano (13/93), se pone
de manifiesto en ambos sistemas una mancha de Rf y reacción frente al revelador
idénticos al del p-hidrox:dobenzoato de metilo utilizado como testigo.

Expresamos nuestro agradecimiento al Dr. Calderón, del Instituto Nacional de
'Química Orgánica, por los microanálisis de carbono e hidrógeno, y al Dr. Rico
*G. Negri, de la Perkin-Elmer Hispania, y a los Dres. May y Seib1, de la Perkin-
Elmer AG de Zurich, por la obtención de espectro de masas y su ayuda en la inter-
pretación.
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