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1 X T R O D U C C I Ó X

El objeto de este trabajo es el estudio de los glucósidos senevólicos del
Lepidium heterophyllum (DC.) Benth. Esta especie fue ensayada ya por
KJAER, CONTI & LARSEN (1) dentro de un amplio programa, que incluía
un considerable número de semillas de cruciferas, en busca de resinolatos
capaces de liberar isotiocianatos volátiles al ser sometidos a la acción de
la mirosinasa. El resultado del ensayo en L. heterophyllum fue negativo.
Tales ensayos se realizaron a microescala, con una metódica que incluía
destilación en corriente de vapor de unos miligramos del isotiocianato,
eventualmente formado. Si tenemos en cuenta que, a veces (2), la desti-
lación en corriente de vapor va acompañada de pérdidas de material
difíciles de explicar, y que en el contexto quimiotaxonómico del género
Lepidium, lo normal es la presencia de glucósidos que liberan isotio-
cinatos volátiles, se comprenderá que no carece de interés investigar
este extremo. La simple confirmación de este dato permitiría, sin más,
excluir de la candidatura a cerca de una veintena de glucósidos sene-
vólicos, cuya hidrólisis da lugar a isotiocianatos volátiles, con la con-
siguiente simplificación del problema. Por eso el primer objetivo ha
sido constatar la presencia o ausencia de isotiocianatos volátiles, dedi-
cando especial atención al bencilisotiocianato, procedente de la gluco-
tropeolina, y al etilisotiocianato, procedente de la glucolepidina, ya
que uno u otro de estos isotiocianatos, se encuentran en L. campestre L.,
L. densiflorum Schrad., L. latifolium L., L. mensiesü D. C, L. latifo-
lium L., L. ruderale L., L. sativum L., y L. virginicum (3). Menor pro-
babilidad tenían, aunque se han tomado en cuenta, el p-metoxibenciliso-
tiocianato que se origina a partir de la ¡glucoaubrietina, y el m-metoxi-
bencilisotiocianato procedente de la glucolimnantina, ya que solamente
se han hallado, como componentes minoritarios dentro del género, en
L. bonariense L. (4), y L. graminifolium L., respectivamente (17). Com-
pletada esta etapa se ha pasado a investigar los otros resinolatos.

R E S U L T A D O S

Para la comprobación del primer punto, se partió de una cantidad de
semilla de L. heterophyllum unas diez veces mayor que la utilizada por
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KJAER (1). Del polvo de la semilla estabilizada y desengrasada, se pre
paró, según se describe en la parte experimental, un concentrado de los
glucósidos brutos. Este se sometió a hidrólisis mirosínica, y los isotio-
cinatos formados se extrajeron con éter. Esta solución se sometió a
•cromatografía en fase gas utilizando columnas con fase estacionaria de
elastómero de silicona SE.30, y de etilenglicol-bis (/?-cianetil-éter). Como
testigos se utilizaron soluciones de los isotiocianatos de metilo, iso-
propilo, allilo, fenilo, bencilo y fenil-etilo. El resultado del ensayo fue
negativo. Fuera del complejo inicial de picos, correspondientes al disol-
vente, no aparece pico alguno que pueda corresponder a los testigos,
o los isotiocianatos metil-tio-sustituidos estudiados por JART (5). Los
resinolatos brutos del Lepidium hetherophyllum, obtenidos por la misma
técnica a partir de una cantidad de semilla análoga a la anterior, se
ensayaron por cromatografía so'bre papel y por cromatografía sobre
película de gei sílice (6). Como testigos se utilizaron: sinigrina, gluco-
iberina, glucocheirolina; como patrones de glucotropeolina y de sinal-
bina, los glucósidos brutos de la semilla de Tropaeolum majus L. y de
Sinapis alba L. Tanto los cromatogramas sobre papel como los croma-
togramas en placa delgada de gei de sílice, acusan la presencia de dos
resinolatos. El resinolato más hidrosoluble, se encuentra en cantidad
mucho más pequeña que al menos hidrófilo. Y si tomamos como unidad
de concentración, la cantidad mínima de extracto que debe cromatogra-
fiarse para que todavía pueda detectarse el componente mayoritario, re-
sulta que hay que aumentar de cuatro a seis veces (varía con el revelador),
la dosis, para que el segundo resinolato pueda ser revelado. Sobre placa
de gei de sílice los recorridos de los dos glucósidos fueron de Rs = 1,17,
para el mayoritario (idéntico al de la sinalbina); y de R, = 0,48 para el
minoritario (casi idéntico al que se observa para la glucoiberina testigo).

La glucocheirolina daba Rs = 0,47 y la glucotropeolina Rs = 1,34.
•(La sinigrina tiene por definición Rs = 1). Sobre papel en el sistema
Butanol/Piridina/Agua (6:4:3) (con la glucotropeolina como glucósido
-de referencia), el glucósido mayoritario presenta un RB = 0,91 (prác-
ticamente el mismo que presenta la sinalbina), el glucósido minoritario
tiene un RB = 0,44. La semejanza del glucósido mayoritario con la
sinalbina no se reduce sólo a su comportamiento cromatográfico, sino
también a sus reacciones con los reactivos de fenoles. Así produce el
mismo color rojo ladrillo con el ácido sulfanílico diazotado, idéntico
color anaranjado con el reactivo de Millón e idéntico color carmesí des-
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ai. (7). El ácido, del Lepidium y del Sinapsis, da el mismo color rojo vio-
láceo al ser revelado con el ácido sulfanilico diazotado, y presenta idén-
tico comportamiento en ambos sistemas (Rf = 0,35 y R, = 0,M). Con
ello estimamos suficientemente confirmada la presencia de sinalbina en
Lepidium heterophyllum (DC.) Benth. El otro glucósido senevólico, mi-
noritario, muestra un comportamiento cromatográfico muy parecido al de
la glucoiberina, y al de ciertos resinolatos de cadena /S-hidroxi-sustituida.
Será preciso disponer de mayor cantidad de material para un posterior
estudio, aunque de antemano queda excluido que se trate de la gluco-
aubrietina, glucósido que acompaña a la sinalbina en L. bonariense L., o
a fortiori, de la glucolepidina. Se trata, pues, de un resinolato cuya pre-
sencia no ha sido al parecer descrita todavía en el género Lepidium.

D I S C U S I Ó N

Todas las especies del género Lepidium estudiadas hasta el presente
contienen entre sus resinolatos, por lo menos uno, cuya hidrólisis da
lugar a un isotiocinato volátil. Normalmente se trata del bencilisotiocia-
nato y del etilisotiocianato, esporádicamente del m-ó del p-metoxiben-
cüisotiocianato. No contabilizamos en este repertorio al isopropiliso-
tiocinato del Cardaria draba (L.) Desv. (= Lepidium draba L.), pese a
ser arrastrable en corriente de vapor, porque su misma naturaleza y la
del otro glucósido de la planta (glucorafanina) deben considerarse a pos-
teriori como una diferencia más, que corrobora la justificada segrega-
ción de esta especie, del género Lepidium, para formar el género Carda-
ria. Lepidium heterophyllum (DC.) Benth., constituye por ahora una ex-
cepción a esta pauta del isotiocianato volátil. La presencia de sinalbina,
por lo demás, no es sorprendente en el género. Ya KJAER (3) la puso de
manifiesto en /.. campestre (L.) R. Br., por cromatografía sobre papel y
recientemente la ha aislado en forma de sal de tetrametil amonio, del
sudadmericano L. bonariense L. (4). Aunque no intentamos hipervalorar
el dato quimiotaxonómico, ni, apoyados, en tan flaca evidencia, negar el
carácter de «buena especie» a Lepidium heterophyllum, si deseamos se-
ñalar, que se trata de un complejo muy polimorfo, cuya afinidad con
Lepidium campestre es tan manifiesta, que no faltan botánicos (9) que le
otorguen solamente el rango de subespecie de la anterior. Tal criterio,
sin embargo, no es actualmente el más aceptado (10) (11) (12) (13).
Tampoco deja de ser curioso que la sinalbina, vino de los glucósidos
conocidos desde hace más tiempo (la aisló Robiquet en 1831). sea a la
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vez, uno de los glucósidos menos generalizados. No solamente se halla
•circunscrita a las cruciferas (a diferencia de otros resinolatos presentes en
Resedáceas, Tropeoláceas, Euforbiáceas, etc.) sino, que, dentro de esta
familia, su distribución se realiza con tal avaricia, que de alrededor de
450 especies estudiadas (14) solamente ocho la contienen. Ello equivale a
una frecuencia del 1,7 por 100 entre todos los glucósidos senevólicos
•conocidos, a repartir entre los géneros Aubrietia, Sinapis, Lepidium, y
(de modo inesperado y como única especie del género), en Brassica na-
pus L. Bien que aquí desempeña el papel de componente minoritario
acompañando a otros cinco glucósidos senevólicos (15). Puede que este
tipo de datos posea en la actualidad, tan sólo un valor anecdótico ; sin
embargo, tal vez no le faltase razón a ETTLINGER (16) cuando recientemen-
ha señalado que: «en una familia como la de las Cruciferas, donde los
límites de los géneros, son con frecuencia sumamente inciertos, la com-
prensión de su taxonomía y la de su constitución química deberían, con
justicia, ir de la mano».

PARTE EXPERIMENTAL

Material

La pflarata se recogió «proipe» Conquezmela (Seria), en estado de fructificación a me-
•diados de agosto de 1968.

Preparación de los resinolatos

Se llevó a cabo sobre semillas de Lepidium heterophyllum (DC.) Benth., Sinapis
-alba L. y Tropaelum majus L. La técnica seguida (salvo las cantidades) fue en todas
ellas la misma. 18,5 gr. de semillas de L. heterophyllum se pulverizan con un molinillo
•eléctrico y se vierten en un matraz con 200 mi. de mezcla éter de petróleo/etanol (1:1)
(V/V) a ebullición. Se hierve a reflujo treinta minutos. Se filtra el polvo y se extrae
tres veces con 150 mi. de éter de petróleo a ebullición. Se filtra y se deseca. Se extrae
tres veces con 200 mi. de metanol a reflujo. Se recoge el extracto metanólico y evapora
a sequedad al vacío. El residuo se disuelve en 25 mi. de agua. Se centrifuga. El líquido
•(algo turbio), se pasa a través de una columna de 20 gr. de alúmina acida Woelm.
Se lava la coflumma con 50 mi. de agua. Se «luye con solución de SO K al 1 por 100.
Se recogen fraocionws de 10 mi. que se ensayan por cromatografía sobre papel para
detectar en qué fracción ha pasado los glucósidos. Estos se encuentran en las cinco
primeras fracciones (aunque los resinolatos pasan en las primeras fracciones, el número
es válido sólo para este ejemplo).

Se evaporan éstas a sequedad (residuo = 0.797 gr.). Este residuo se extrae con
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alcohol de 85° a ebulición que disuelve los glucósidos. Se evapora a sequedad y se
obtiene 0,121 ST- de los glucósidos brutos. La operación se repitió lueg-o con 18 gr. de
«emita.

Obtención de los isoüocianatos.

(¡0 mgr. de los glucósidos brutos disueltos en ó mi. de agita, se les añaden 2 mi. de
tampón de fosfatos M/10 a pH 0,5, y 0,5 mi. de solución de miirosinasa. Se deja
veinticuatro horas a temperatura ambiente y se extrae cuatro veces con 5 mi. de éter.
Se deseca el éter sobre sulfato sódico anhidro. Se filtra y se concentra hasta aproxi-
madamente 1 rol. Esta solución se emplea para las pruebas de cromatografía en fase-
gas.

Cromatografía en fase gas

Se utilizó un cromatógrafo «Dr. Virus 300» con célula de conductibilidad calorífica
como detector y precalentamiento en el lugar de inyección. Se emplearon sucesiva-
mente dos columnas de 2 m. x 4 mm. 0. La primera con elastómero SE-30 al 20 por
100 sobre Sterohamol, la segunda de etilenglicol-bis (/2-cianoetiléter) al 18 por 100 sobre
Ghramosorb. Como testigos se utilizaron soluciones en éter al 3 por 100 de los isotio-
cianatos de metilo, etilo, isopropilo, bencilo y feniletilo obtenidos en el laboratorio, y
de isotiocianato de alü'lo y de fenilo tFUuka». Como gas portador se utilizó He.
Corriente del puente 250 mA. Como registro um Kompensógrafo con una respuesta
máxima de 8 cm/mV capaz de 20 cm. de recorrido. La presión de entrada fue de 0.7 At.
para Ja primera columna y de 1,4 At. para la segunda. Se corrieron cromatogramas
del extracto etéreo de Jos isotiocianatos del Lepidium a 50° 80°, 100°, 125° C, con
flujos de 50 ml/m. hasta 130 mll/m. de He. En ningún casi pudo comprobarse pico
correspondiente a isotiocianatos cuyo tiempo de retención estuviese comprendido entre
el pico del aire y el de 1,6 veces el del fenil-etil senevol.

Cromatografía sobre papel y placa delgada de los glucósidos

Se utilizaron papeles Whatman número 1 y 3 MM, y como sistemas desarrollantes:
a) Butanol/A. acético/agua (4:1:3) y (4:1:5) y butanol/piridina/agua (6:4:3). En
placa delgada se empleó gei de sílice «Woelm» y se oisó el sistema butanol/isopropanol/A.
acético/agua (3:1:1:1) (6). Como reveladores: 1.°) Nitrato de plata amoniacal; 2.° Sol.
NO3 Ag N/50, seguido de C2 O? K2 N/50 (7); S.° Reactivo de Pauli; 4.°) Reactivo-
de Millón ; 5.°) Solución al 0,5 de Azul B de diazonaftanilo seguido^ de pulverización
con Na O H. N/10; 6.°) Sol. de A. triefloracético al1 23 ipor 100 en cloroformo, seguido
de pulverización con solución, de ferricianuro férrico. Este último sólo se utilizó para
los cromatogramas sobre gei de sílice. Como testigos se emplearon, sinigrina, gluco-
chietrolitra, g'lucoiberma «Light» y como testigos de glucotropeolina y sinalbina, una
solución de los glucósidos brutos obtenida por la técnica arriba indicada.

En todos los cromatogramas queda patente la existencia de dos resinolatos en.
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L. hetherophyllum. El más lipófilo es, con mucho, eJ más abundante. Su comporta-
miento no se distingue en ningún sistema del de la sinalbina. El glucósido minoritario
tiene «na movilidad inferior a la gtococheirolina y ligeramente mayor que la gluco-
iberina.

Hidrólisis acida y evidenciación del a. p-hidroxifenilacético

0,102 gr. del glucósido bruto de L. heterophyllum se disuelve en 5; mi. de agua. Se
añaden 2 mi. de C1H concentrado y ee calienta cuatro horas a 70° C. Se deja enfriar
•en 'la nevera. Se extrae tres veces con 5 mi. de éter. El extracto etéreo se deshidrata
sobre sulfato .sódico anhidro. Se filtra y se concentra hasta aproximadamente 1 mi. La
misma operación se realiza sobre 0,095 g. de sinallibina bruta. De ambas muestras
se corren cromatogramas en papel sobre el sistema : Isopropanol/amoniaco/agua (8:1:1)
y sobre el sistema: Benceno/a, propiónko/aigua (2:2:1). EJ revelado se realizó con
ácido sulfanálic© diazotado. Ambas .muestras se comportan de igual manera, dando la
misma mancha de color rojo vio-lado propia del ácido p-hidroxifenilacético con R{ = 0.33,
«en el primer sistema y de R, = 0.44 en e1] segundo .sistema (6).

Formación de ion tiocianato

Se ha seguido la técnica indicada por Kjaer (4). Alrededor de 20 mg. glucosinolato
bruto del Lepidium y 60 mg. de> sinalbina bruta se disuelven por separado en 2 mi. tam-
pón de fosfato M/10 a pH = 6,5. 'Se añaden dos gotas de solución de mirosinasa. Se deja
:24 horas a temperatura ambiente junto con una prueba en blanco con 2 mi. de solución
tampón y Ha mirosinasa. Se extraen dos veces con 2 mi. de éter, y dos veces con 2 mi.

<de cloroformo. Se reúnen Jos extractos étero-clorofórmicos. Se extraen dos veces con
3 mi. de Na GH^N, dejándola actuar un buen rato y agitando antes de la separación.
Se acidula con C1H 2N y se añade una gota de solución Cl3 Fe al 1 por 100. Tanto
el Lepidium como la einalhma, dan el color rojo de sulfocianuro. La prueba en blanco
jio da reacción.
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LA III REUNIÓN DE BOTÁNICA PENINSULAR

Durante los días 17 al 25 de abril de 1968 se celebró en Portugal la
/ / / Reunión de Botánica Peninsular.

El año 1968 le correspondía a nuestros vecinos portugueses la or-
ganización de esta asamblea científica botánica, que ya ha tomado carta
de naturaleza en la Península.

La Comisión, bajo el patrocinio del Instituto de Alta Cultura de
Portugal, presidida por el profesor Abilio Fernandes y actuando de
secretario el ingeniero Pinto da Silva, organizó una excursión botáni-
ca, iniciada en Lisboa para llegar hasta el Algarve, con regreso a la
capital de Portugal después de un nutrido programa de herborizaciones
y reuniones de trabajo.

Hemos de destacar que la organización del viaje fue perfecta ; ya
en la llegada a Lisboa, el presidente y secretario de !a Comisión portu-
guesa atendieron a los invitados españoles en la estación de Santa Po-
lonia, donde esperaban unos magníficos autocares para emprender viaje
inmediatamente de la llegada del Lusitania Expreso.

Formaban parte de la Reunión, por parte de la nación vecina, las
señoras y señores siguientes: doña Maria da Luz Rocha Afonso, doctor
Martins d'Alté, Dra. Telles Antunes. Ing.* Ferreira dos Santos Aze-
vedo, Ing. J. Cordeiro Malato Beliz, Prof. Ing. Pereira Coutinho,
Ing.* Maria Helena Pereira Dias, Ing.* M. Rosalía de Sousa Dias,
Prof. Dr. Abilio Fernandes, Dra. Rosette Mercedes Batarda Fernandes,
Prof. Ing. Joao Alanuel Paes do Amaral Franco, Ing. M.a Isidora Del-
gado da Gama, Dra. Cecilia Loff Pereira Sergio da Costa, Reg. Agron.
Joaquim Antunes, Dra. Quintela Lucas, Dr. E. Santo Moreira, Ing. Ili-
dio Moreira, Prof. Dr. J. de Barros Neves, Dra. G. de Reis de Barros
de Sá, Dra. Isabel Mariana Simoes Nogueira, Dr. J. Rodrigues de
Paiva, Cónego M. Povos dos Reis, Prof. Dr. A. de Fonseca Rozeira,
Dra. M. Helena da Costa Sampaio, Dra. Aniceta Clotilde dos Santos,
Ing. Antonio Rodrigo Pinto da Silva, Dra. Quiteria de Jesús Gonsal-
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ves Pinto da Silva, Dr. Luis Gonsalves Sobrinho, Ing. Antonio do
Nascimento Teles, Prof. Ing. Joáo de Carvalho e Vasconcellos.

Por parte española formaron la expedición los señores Bellot Rodrí-
guez, Bolos Capdevila, Borja Carbonell, Carreras Matas, Casaseca
Mena, Esteve Chueca, Fernández Galiano, Mansanet Mansanet, Mayor
López, Montserrat Recoder, Paunero, Rivas Martínez, Sáenz de Rivas,
Segura Zubizarreta y Valdés Castrillón.

El personal auxiliar estaba integrado por los señores Jiménez por
parte española, y Alves, Augusto, Cabral, Cabral Júnior, Costa, Diniz,
Lousa Martins, Matos y Serra, por Portugal.

En la estación de Santa Polonia fue saludado oficialmente el profe-
sor Bellot, vicedirector del Instituto «Cavanilles» (no pudo asistir el
profesor Rivas Goday, director), por el profesor Abilio Fernandes, quien
hizo extensivo su saludo a todos los botánicos españoles.

Los días 17 y 18 de abril se visitaron las localidades de Santana, Se-
Simbra, Sierra da Arrábida, Setúba1, Grandola, Costa de Santo André,
Praia de Sao Torpes y Sines.

El 19 de abril se herborizó en Ribeira de Torgal, la playa da Zam-
bujeira y las de Monte Clérigo y da Rocha. Desde ésta se visitó Sagres
y el Cabo de San Vicente. El día 2] se celebró un coloquio sobre la
«Flora de la Península Ibérica». El día 22 se visitó la Sierra de Mon-
chique y el 23 de abril, las localidades de Albufeira, los Pinares de Quar-
tieira y Faro. El 2-1 se emprendió el regreso, pasando por las localida-
des de Caldeirao, Lagoa de Mó y Ferreira do Alentejo, finalizando en
Evora.

El 25 de abril se emprendió viaje a Lisboa, desde donde se inició el
regreso a Madrid por los invitados españoles.

Los colegas portugueses extremaron sus atenciones y cortesías con
los botánicos españoles, que fueron amablemente obsequiados por la
Comisión Municipal de Turismo de Portimao con un típico rancho al-
garvio, y por la Cámara y la Comisión Municipal de Turismo de Evora
con un rancho de cantares y danzas del Alentejo. Finalmente, en Evora
la Cámara municipal obsequió a los expedicionarios con un a'muerzo.

En las sesiones científicas se tomó el acuerdo de enviar los resulta-
dos de las herborizaciones a la Comisión organizadora, que hará la pu-
blicación de los mismos.

En la despedida en la estación de Santa Apolonia. el 25 de abril el
profesor Bellot, en nombre de todos los españoles, dio las gracias a los
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colegas portugueses por las atenciones recibidas, quedando en la espe-
ranza de que la IV Reunión Botánica Peninsular, cuya organización co-
rresponde a España, tenga resultados similares a los de la III.

La III Reunión Botánica Peninsular ha permitido reunir un impor-
tantísimo material de trabajo, que contribuirá muy eficazmente al co-
nocimiento de la flora del sur de Portugal, y sobre todo ha sellado una
vez más los tradicionales lazos de amistad entre los botánicos portugue-
ses y españoles.

F. BELLOT
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