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EN ARISTOLOCHIA BAETICA L.

por
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Introducción

El género Aristolochia ha sido profusamente estudiado desde el

punto de vista fitoquímico. Los trabajos que podemos tachar de im-

portantes por sus aportaciones a este campo sobrepasan ampliamente

el centenar y recaen sobre 19 especies de este género. Habida cuenta
que el género Aristolochia se halla integrado por unas 350 especies,

en su mayoría tropicales o de zonas templadas (1), resulta que la tasa

de las estudiadas por los fitoquímicos alcanza, respecto al total, un
valor de 6 por 100. Porcentaje verdaderamente elevado si se compara
al que arrojaría una prospección de este tipo en la inmensa mayoría de

los restantes género de cormófitas actualmente existentes.

Las especies de las que existen datos sobre su composición química

son: A. argentina Gris., A. bracteata Retz., A, clematitis L., A. cym-

bifera Mart., A. debilis Sieb & Zucc, A. indica L., A. kaempferi Willd.,

A. longa L., A. maxima L., A. pandurata Jacq., A. reticulata Nutt.,
A. rotunda L., A. serpentaria L., A. shipo L'Herit., A, taliscana
Hook & Arn., A. tomentosa Sims., A. zenkeri Engl., A. mexicana

A. Doetr., así como de una especie china («Mu-Tong»), acerca de la

cual, en la bibliografía, no se da mayor precisión taxonómica (2, 3,
4, 5). Las más de éstas cuentan entre sus componentes a diver-

sos derivados del nitrofenantreno y particularmente el llamado ácido
aristolóquico. Sin embargo, existen cuatro en las que tal compuesto-

no ha podido ponerse de manifiesto (A. zenkeri Engl., A, cymbifera
Mart., A. taliscana Hook & Arn. y A. tomentosa Sims.).
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El citado grupo viene a constituir una quinta parte de las estudia-

das. Según se infiere del anterior repertorio, ninguna de las especies

europeas y trepadoras del género Aristolochia se ha estudiado desde
el punto de vista químico (A. sempervirens L. y A. baetica L.). Por
tal motivo, y dada la mayor asequibilidad de A. baetica, hemos creído

oportuno investigar en este endemismo del sur de la Península Ibéri-

ca, la presencia de compuestos nitrogenados de carácter básico y la de
derivados nitrados del fenantreno. Pasamos a continuación a exponer
la parte experimental, que nos ha permitido aislar de ella el ácido aris-

tolóquico, la base cuaternaria magnoflorina, así como la detección de

trazas de otra base orgánica de identidad desconocida. El significado

de estos resultados se discutirá, finalmente, dentro del perfil bioquí-

mico de los pertinentes taxa, así como del de las implicaciones ecoló-
gicas que quepa atribuir, en principio, a estos compuestos.

Parte experimental

Material

Aristolochia baetica L., recogida entre Alhaurín el Grande y Al-

haurín de la Torre (Málaga), a finales de mayo de 1071.

Extracción

208,2 g. del polvo seco obtenido por molienda de las raíces y el
-tercio inferior de los tallos desprovistos de hoja y tamizado por tamiz

del número III (F. E., IX ed.), se extraen durante dieciocho horas en
Sohxlet con n-hexano.

El polvo extraído se deseca a 40° durante toda una noche. Los

199,2 g. del polvo seco se hierven con alcohol de 96°, con agitación,

durante cuarenta minutos.

Se filtra y se exprime el marco. Este último se dispone en un per-
colador y se lixivia hasta recoger tres litros del percolado. Se reúnen

los extractos alcohólicos y se concentran 40° en evaporador rotatorio
hasta consistencia de jarabe. Se extrae entonces tres veces, cada vez,

250 ml de n-hexano.

Las dos primeras porciones extraen algo de color. No así la úl-
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tima, que se decanta en su mayor parte, y el resto, que permanece eq

en el extracto, se evapora al vacío hasta que el extracto no huele a
n-hexano.

Aislamiento del ácido aristolóquico

El extracto, alcohólico siruposo, se agita en ampolla de separación

-cuatro veces con 250 mi de éter sulfúrico exento de peróxidos. (La

eliminación de peróxidos se ha realizado inmediatamente antes de su
-empleo, haciendo pasar el 800 mi de éter a través de una columna con

100 gr de alúmina básica «Woelm».) El extracto etéreo se concentra

a un quinto de su volumen en «Rotavapor» y se extrae cinco veces

consecutivas con 100 mi de solución acuosa de CO3HNa al 6 por 100.

Las capas acuosas reunidas, que presentan un color rojizo, se aci-

dulan por adición lenta de ácido clorhídrico y se llevan a la nevera

durante toda la noche. Al día siguiente se aprecia la formación de un

precipitado amarillo. Se decanta la mayor parte del líquido rojo (rojo

de Aristoloquia ?) y el precipitado se recoge sobre filtro de «Millipo-
re-Sol vinert» (peso del precipitado = 194,63 mg). El precipitado cons-

ta principalmente de ácido aristoloquico, como parece indicar el Rf de

la mancha más intensa en los cromatogramas. (Placa delgada de gel
de sílice. Sistema: acetonitrilo/dietilamina/agua (8/1/1). Mancha ama-

rilla al visible que produce mancha de absorción al UV. Rf = 0,65.

Cromatografía sobre placa delgada de celulosa pulverizada con solu-
ción al 6 por 100 de COrHNa. Sistema: butanol saturado con agua.

Mancha amarilla de Rf = 0,42.

Purificación del ácido aristolóquico

El precipitado de ácido aristoloquico bruto se disuelve en la míni-
ma cantidad de cloroformo caliente (unos 2,5 mi). Se preparan placas

de polvo de celulosa microcristalina «Avícel» que se dejan secar al
aire y se pulverizan, antes de la aplicación del producto, con solución
de COaHNa al 6 por 100. Sobre ellas se disponen trazos de la solu-

ción de clorofórmica casi saturada de ácido aristoloquico bruto. Las

placas se desarrollan con n-butanol previamente saturado con agua. La

banda amarilla del ácido aristoloquico se raspa de los cromatogramas
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y el polvo se extrae en micro-Sohxlet con metanol hasta agotamiento.

Se evapora el metanol dejando un residuo (67 mg) que se comporta

como un compuesto unitario cromatográficamente en los anteriores sis-
temas. Se disuelve en ia minima cantidad de dimetilformamida y se le

añade agua caliente. El ácido precipita en forma de tablas amarillas.

Se recogen por filtración sobre Millipore. Se desecan al vacío en de-
secador de Abderhalden con xilol (p. eb. = 139°) y anhídrido fosfórico.

Análisis elemental

i
, Hallado : C = 59,65 % ; H = 3,11 % ; N = 4,42 %.

Calculado para C17HnO7N : C <= 59,57 % ; H = 3,25 % ; N =

- 4,11 %. Pf - 278' descomp. (Kolfler). (No varía al mezclar el pro-

ducto con una muestra genuina de ácido aristolóquico (*).)

Fig. 1.—Espectro infrarrojo del ácido aristolóquico de A. baetica L.
(Comprimido de BrK).

Espectro U. V.: 250 nm (e = 28.8000); 316 nm (12.100), 390 nm
5.600).

Espectro I. R. Coincidente con el del ácido aristolóquico (fig. 1).
Cromatografía en capa delgada de gel de sílice.

Sistema acetonitrilo/dietilamina/agua. Rf = 0,67 (media de cinco de-

: (*) Agradecemos al profesor S. Morris Kupchan el envío de la muestra testigo de
ácido aristolóquico, y al Dr. E. Dorado el macroanálisis elemental dé las muestras.-
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terminaciones) (t>). Cromatografía sobre papel Watman número 1 tam-

ponado por pulverización de tampón 0,05 M de carbonato/bicarbonato

sódico (pH = í),2). Sistema: n-butanol saturado de agua. Rf = 0,60

(media de cuatro determinaciones).

Aislamiento y detección de las bases orgánicas.

El extracto concentrado, del que se ha extraído con éter el ácido

aristolóquico, se vierte sobre 160 mi de ácido clorhídrico 0,02 N agi-

tando continuamente. La solución acida se calienta al baño de María

hasta eliminación del éter disuelto y se concentra al vacío hasta unos
Í500 mi. Esta solución acuosa da reacción de alcaloides con R. de Bou-

chardat, R. de Mayer y Kalignost. Sometida a cromatografía sobre

papel en el sistema: n-butanol/acético/agua (<>3/10/27) (v/v) (7) da

dos manchas al ser revelada con R. de Draggendorf (8). Una de ellas

muy intensa (Rf'=0,40); la otra (Rf>= 0,80) es muy débil y no se

aprecia bien hasta que se aclara el color del cromatograma con acé-

tico al 1 por 100. (Utilizando papel Whatman 3 M M en vez del núme-

ro 1, y operando por vía descendente, el recorrido de ambas bases

•disminuye mostrando un Rf de 0,22 y 0,53, respectivamente.) En el

sistema n-butanol/amoníaco conc./agua (35/5/1.) (V/v) (9) utilizado
por Hogg en su estudio de las bases del Thalictrum dasycarpum Fisch.
& Hall., las manchas aparecen sobre el papel a Rf de 0,02 y 0,15, res-

pectivamente (Whatman 3 M M ) .

Estos valores del Rf apuntan a la correspondnecia de la base raa-

yoritaria con la magnoflorina. En cuanto a la minoritaria no cabe ha-
cer conjeturas, ya que su fluorescencia al U. V. parece apartarse de la

ciclanolina, en la que podría pensarse dado su comportamiento cro-
matográfico.

Debido a la escasez de esta última se prescinde de su posterior es-
tudio.

Aislamiento de la magnoflorina

A fin de separar esta base cuaternaria se procede a una purifica-

ción del extracto y a la eliminación de las trazas de posibles bases ter-
ciarias. Para ello se lleva el líquido acuoso a pHi= 8,5 con amoníaco

y se extrae cuatro veces con 25 mí de cloruro de metilenó. Este últi-
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rao evaporado deja un pequeño residuo breoso y oscuro con fluores-
cencia amarilla al UV. (0,215 gr). Las aguas madres alcalinas se llevan
a pH<= 4 con ácido clorhídrico al 10 por 100, se concentran aproximada-

mente a un cuarto de volumen, se reajustan a pH = 4 y se les añade,.

bajo agitación, solución recientemente preparada de reineckato amó-

nico al 2 por 100, con lo que se produce un precipitado rojo. El sistema

se deja en el refrigerador durante veinticuatro horas. El precipitado se

recoge sobre un filtro «Millipore» (317 mg. de reineckatos de las ba-

ses). El precipitado se lava con éter exento de peróxidos y se deseca.

Se disuelve en acetona (unos 12 mi), se concentra aproximadamente a

mitad de volumen y se añade un volumen igual al suyo de agua. Pre-

cipitan los reineckatos de las bases. Estos se transforman en los co-

rrespondientes cloruros, interponiendo el precipitado en unos 4 mi de

agua y añadiendo solución sulfato de plata al 0,6 por 100. Se filtra el

precipitado de reineckato de plata y el sulfato de las bases en solución
se transforma en el correspondiente cloruro, añadiendo lentamente ai
filtrado calentado a 60° solución 0,5 M de Cl2Ba.

El sulfato bárico se elimina por filtración a través de «Millipore».

El filtrado, que contiene los cloruros de las bases y presenta una in-
tensa fluorescencia azul al U. V., se concentra al vacío a sequedad.

Este precipitado se disuelve en metanol y se procede a su purifica-
ción disponiendo, con un aplicador cromatográfico, trazos de 35 cm de
longitud de la solución metanólica, hasta agotamiento de la misma, so-

bre hojas de papel Wahman del número 17 y desarrollando con el sis-

tema n-butanol/amoníaco conc./agua (50/8/1) (v/v). Se recortan las

zonas de Rf = 0,024, que aparecen con intensa fluorescencia azul y

bien separadas de una tenue banda (Rf = 0,15) de fluorescencia ama-
rillenta. Las tiras recortadas se eluyen con metanol. Los eluatos se
concentran al vacío a sequedad (157 mg). Se disuelve el residuo en acé-
tico glacial (8 mi) y se centrifuga para eliminar una opalescencia del

medio. El líquido claro se concentra hasta unos 4 mi y se le añaden

cuatro gotas de ácido perclórico del 60 por 100. Se deja el tubo en la

parte inferior del congelador a unos 7°C. Al día siguiente se recogen

por centrifugación los cristales aciculares del fondo del tubo. Estos
se disuelven en acetona caliente (unos 4 mi). Se evapora la acetona y

el residuo vuelve a cristalizarse como antes con acético glacial calien-
te. Se recogen por centrifugación 36 mg de cristales.
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P. f. = 256° desc. (Kofler). [a] 2D2«C = + 214° (20 mg en 5 mi de me-

tanol.

Espectro U. V. = Afflax 225 nm (e, 36.250); X 269 nm (e, 13.500);

>„,« 303 nm (e, 6.450).

Rf — 0,41 (propanol/amoníaco conc.); Rf = 0,02 (btitanol/amonía-

co conc./agua) ; (50/8/1);

Rf = 038 (butanol/acético/agua)

(63/10/27).

El perclorato se transforma nuevamente en cloruro, haciendo pa-
sar una solución acuoso-metanólica del mismo por una columna de am-

Fig. 2.—Espectro UV del clorhidrato de magnoflorina aislado de A. bae-
tica L. en solución metanólica al 60 por 100. El espectro inferior corres-
ponde a una concentración de la 1>ase de 3.82 x 30~5 g/m!. El espectra
superior corresponde a uua dilución de 1/5 de la solución anterior, a fin*

captar el primer máximo de absorción a 228 nm.
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berlita 1. R. A-410, percolada previamente con clorhídrico y lavada

con agua. El eluato muestra el espectro U. V. del clorhidrato de mag-

noflorina (fig. 2) y la evaporación del mismo deja un residua micro-
cristalino p. f. = 256° (desc.) (Kofler).

Las anteriores constantes (7, 9, 10) evidencian que la base cuater-

naria predominante en ,4. baetica L. es la magnoflorina.

Discusión

La acumulación de ácido aristolóquico y de la base de amonio cua-
ternario magnoflorina en A. baetica L. no presenta mayor significa-

ción si se considera aisladamente. Pero el hecho cobra una mayor

importancia si lo enjuiciamos dentro del contexto de conocimientos ac-

tuales acerca de la distribución de estos productos y en función de sus

precursores y derivados en los vegetales. En tal sentido no tiene el

mismo alcance la existencia de ácido aristolóquico que la de magno-

florina. En efecto, los productos nitrados constituyen una rareza en-

tre los compuestos del metabolismo secundario de las plantas. Tan sólo
en fecha relativamente reciente, se ha conseguido aislar un reducido

número de metabolitos portadores del grupo NO2. Por lo demás, la

mayoría no parece trascender en su importancia quimiotaxonómica el

nivel específico. Aunque alguno la posea, y no pequeña, en el orden

terapéutico o toxicológico. Baste citar como ejemplo el valor de anti-

bióticos de actinomicetos del género Streptomyces, como el cloramfe-
nicol o, secundariamente, el de la azomicina (2-nitroimidazol). El res-

to del grupo lo constituyen glucósidos del ácido (i-nitropropiónico,

como la karakina (Malpigiaceas, Fabaceas y Aspergiliaceas), la hipta-
gina (Anacardiaceas) o glucósidos del {J-nitropropanol, como la mise-
rotoxina (Astragalus miser), responsable de intoxicaciones letales en el

ganado vacuno y otros rumiantes (11). Como se ve, todos ellos com-

puestos cuya monótona pauta estructural no parece guardar la menor

relación con la diversidad taxonómica de sus productores. No sucede
lo mismo con el ácido aristolóquico. Hasta hace poco se consideraba

como característico del género Aristolochia. Tal punto de vista no pue-

de mantenerse en la actualidad cuando ha sido aislado, además, de otros
géneros representantes de las dos restantes tribus de la familia. En Bra-

gantia wallicMi R. Br. (Apoma siliquosa Lam.), único representante
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investigado de la tribu de las bragantieas, lo ha aislado Manjunat (12).

Y más recientemente, Doskotch (16) ha conseguido, dentro de la tribu

de las saurumeas, igual resultado en Asarum canariense L. Cierto que

para allegar unas decenas de miligramos de ácido aristolóquico le fue:
preciso a Doskotch elaborar más de 12 kg de raíces y rizomas. Pero
ello no atenúa el significado del hecho. Más bien confiere la fundada

esperanza de que el ácido aristolóquico, buen indicador taxonómico a

nivel genérico, pase a serlo a rango de familia a medida que se per-

feccionen las actuales técnicas analíticas. No debe olvidarse que el áci-

do aristolóquico puede ser sintetizado solamente en una determinada
parte de la planta, en una determinada etapa de su desarrollo, y en un

determinado período del ciclo estacional, que sufre traslocaciones y

que la acumulación en determinados órganos (generalmente raíces y
semillas) experimenta notables fluctuaciones. Tal situación aconseja la

mayor prudencia y el análisis de la cantidad correcta del órgano co-
rrecto, y recolectado en el tiempo adecuado, antes de excluir la pre-

sencia de dicho ácido en una aristoloquiacea. Este criterio nos ha in-

ducido a perseverar, y con resultados positivos que serán objeto de

otra publicación, en nuestras reiteradas investigaciones sobre A, pis-
tólo chia L.

Creemos preferible tal actitud a la de exclamar como Mimavalli (13):

«l'Aristolochia cyMbifera Mart, appartient-il réellement au genre Ar'ts-

•I-NITRO
2-FENIL-ETAN0

ppwii amina CANIBA CANELILLA)
FENILANtNA (LAURÁCEAS)

OCH3

MAGNQFLORINA ACIDO ARISTOLO'QU ICO
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tolochia comme 1'indique la clasificaron botanique ?». Y todo porque

.no se ha conseguido poner de manifiesto el ácido aristolóquico en las

raíces de esta planta (! í). Más problemático es si la presencia de áci-

do aristolóquico pueda apuntar a relaciones filogenéticas de mayor al»

canee, como sin duda lo hace la magnoflorina. No pueden descartarse

-a priori. Tampoco existen por el momento datos que induzcan a inr

diñarse a ello. Debe quedar como una mera posibilidad a investigar.

A este respecto es incitante la constatación que los sistemas enzimáti-

eos de Aristolochia, no tan solamente son capaces de sintetizar alca-
loides aporfínicos a partir de productos del metabolismo de la fenilala-

nina, sino que también degradan dichos alcaloides a derivados fenan-

trénicos nitrados del tipo de ácido aristolóquico. Por; ello el hallazgo
de l-nitro-2-fenil-etano en una laurácea (13) (Aniba caneliUa (A. B. K.))

claramente originado a partir de la fenüalanina, puede inducir al esta-
blecimiento, a modo de hipótesis de trabajo, de una conexión bioquí-

mica entre Laurales y Aristoloquiales. Ordenes que por lo demás se
hallan muy relacionados a partir de otros criterios en la mayoría de
las clasificaciones modernas (Takhtajan, Cronquist, Emberger, Soó, et-

cétera) exceptuando la de Hutchinson (*) cuya hipervaloración del ca-

rácter leñoso la distancia quizás en exceso desde el origen.
El ácido aristolóquico es compuesto dotado de un potente y extraño

espectro de acciones biológicas. No es el momento de detallar su insór

lita capacidad exaltar el poder fagocítico de los leucocitos (14), o su
poder antibiótico frente a Sphylococcus «penicilín-resistentes» (15), u

otros gérmenes (16), ni tampoco su acción anticarcinógena en los tu-
mores experimentales (17), o su facultad de detener la proliferación

en los cultivos de células cancerosas humanas (18), Por el contrario,

estimamos pertinente hacer hincapié (por caer, cuando menos poten-
cialmente, en el dominio de la quimio-ecología) acerca de la acción
antimitótica que posee el ácido aristolóquico sobre las células meriste-
máticas de las plantas de especies de Allium (1.9) paralizando su creci-

miento. Evidentemente ello no quiere decir que no puedan encontrarse
en una misma asociación Aristolochia y especies de Allium. El más tí-

mido muestreo de la bibliografía fitosociológica evidencia/hasta la sa-
ciedad, que tal hecho es frecuente (véase, por no citar sino un ejemplo

(*) «even widely experienced botanists might find some difficulty in tracing- ac-
tual relationsiup between any oí the groups helonging to the two divisions, Lignosae
and Herbaceae» (22).
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entre los muchos posibles, el trabajo de S. Rivas Goday & S. Rivas-

Martínez (20)). Pero es igualmente cierto que en la precaria experien-

cia del autor no se guarda recuerdo de haber visto entre las plantas

que prosperan en la proximidad inmediata de Aristoloquia especie al-

guna del género Allium. Tal vez el número de observaciones que po-
dría aducir carezca de volumen suficiente para ser significativo; pero

mientras éstas no se vean contradichas, habrá motivo para explicarlas

por acción alelopática. Y dado el carácter no volátil y escasamente di-
fusible del ácido aristolóquico, presunto responsable de tal acción, ésta

habría de verse constreñida a las proximidades de la rizosfera. En

efecto, el ácido aristolóquico es un sólido insoluble en agua y las posi-

bles sales del mismo que puedan formarse en el suelo presentan idén-

ticas características. Su radio de acción habrá de ser por tanto forzo-

samente más restringido que el de los inhibidores de la germinación,

volátiles y difusibles, que liberan las especies leñosas de Rosmarino-

Ericion (isoprenoides del tipo del cineol, alcanfor, timol, etc.), y que
-determinan la acusada escasez de terófitas en la alianza. Escasez que

no puede explicarse ni por factores edáficos ni nutritivos, ni por la

ausencia de semillas, sino porque éstas no llegan a germinar. Pero un

corto radio de acción no significa cortedad en la acción. Pensamos que
aún queda mucho por averiguar sobre la intensidad de la función alelo-

pática del ácido aristolóquico y sobre las especies más sensibles a la

misma. El interés quimio-ecológico del ácido aristológico no se agota
en su interacción entre las plantas. Tal compuesto que defiende a la

planta del ataque de los herbívoros y de la competencia de otras es-
pecies pasa al reino animal a través de un papiliónido, Pachlioptera
aristolochiae Fabr. (21), cuya larva se alimenta exclusivamente de aris-

toloquiaceas. El ácido aristolóquico se acumula sin metabolizar en la
larva y pasa inalterado a la imago, que lo contiene en concentración

superior al 1 por 100. En ella desempeña un importante papel de

defensa. Brinda a estas mariposas la protección de su acusada toxici-
dad frente a los predadores vertebrados.

Por cuanto hace referencia al contenido magnoflorina en Aristolo-
quia baetica L., poco cabe decir. Si es exagerado afirmar que era pre-

visible, no lo es declarar que su presencia no resulta en absoluto sor-
prendente. La magnoflorina es tal vez de todas las bases derivadas de

alcaloides aporfínicos la más difundida y abundante en el orden de las
Policárpicas (sensu Wettstein o incluso Takhtajan).
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Resumen

Se estudia la fracción nitrogenada de los productos secundarios def
metabolismo de Aristoloquia baetica L. Entre los derivados de nitro--
fenantreno se aisla y caracteriza el ácido aristolóquico con un rendi-
miento del orden del 0,1 por 100 en la raíz. Se detectan dos bases or-
gánicas, de las que se logra aislar la mayoritaria y caracterizarla como-
la base de amonio cuaternario magnoflorina. El alcaloide minoritario*
no logra identificarse. La presencia de ambos compuestos se discute
dentro del contexto quimiotaxonómico y se especula acerca de su sig-
nificado ecológico.

S U M M A R Y

The nitrogen-containing fraction is studíed from the secondary pro-
duets of the metabolism of Aristolochia baetica L. Among the deri-
vatives of nitrophenanthrene, aristolochic acid is isolated and distingui-
shed with a yield in the order of 0,1 % in the root. Two organic bases-
are detected, of which the base of quaternary amomum magnoflorine
is isolated and distinguished as the more abundant. The less abundant
alkaloid did not become identified. The presente of both compounds is-
discussed within the chemotaxonomic context and íts ecological mean-
ing is speculated.
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