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B-D-glucopiranozidei
(57) Rezumat:

1

Inventia se referd la chimia bioorganici, in
special la un procedeu de obtinere a tetraozidei
[(25R)-Sa-furostan-3f3,22a,26-triol]-26-O-B-D-glu-
copiranozidei, ce manifesta activitate giberelinica.

Procedeul include degresarea semintelor de
Petunia hybrida hort., extractia lor cu solutie hidro-
alcoolica, concentrarea extractului, cromatografierea
restului obtinut pe coloana cu silicagel, utilizind in
calitate de eluent sistemul cloroform-metanol-apa in
proportie de 60:30:10...65:35:10, acetilarea fractiu-
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15

2

nilor de glicozide steroidice cu anhidrida acetica in
piridind, cromatografierea derivatilor obtinuti pe
coloand cu silicagel impregnat cu solutie apoasd de
15% AgNO; in sistemul eluentilor de cloroform-
etanol in proportie de 3:1...45:40 si saponificarea
peracetatului separat cu izolarea ulterioara a produ-
sului finit.
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Descriere:

Inventia se referd la chimia bioorganica, in special la un procedeu de obtinere a tetraozidei [(25R)-
Sa-furostan-3f,22a,26-triol]-26-0-f-D-glucopiranozidei (compusul 1), ce manifestd activitate gibereli-
nica.

Este cunoscut procedeul de obtinere a tetraozidei [(25R)-furost-5-en-3f3,22a.,26-triol]-26-O-p-D-
glucopiranozidei care constd in degresarea semintelor de ceapd cu eter dietilic, extractia acestora cu
metanol apos de 70%, concentrarea extractului metanolic pand la rest apos si cromatografierea pe
coloana cu sefadex G-50, utilizand in calitate de eluent apa distilatd [1].

Este cunoscut, de asemenea, procedeul de obtinere a tetraozidei [(25R)-5a-furost-5-303,22a,26-
triol]-26-O-B-D-glucopiranozidei care constd in degresarea semintelor de vinete, extractia acestora cu
solutie de 70% de metanol apos, concentrarea extractului metanolic pand la rest uscat, cromatografierea
pe coloand cu silicagel cu obtinerea unei fractiuni cromatografice individuale ce contine doud glicozide
asemdndtoare dupd structurd, acetilarea glicozidelor fractiunii, epoxidarea uneia din glicozide, separarea
derivatilor obtinuti prin cromatografiere pe silicagel, saponificarea peracetatului tetraozidei cu obtinerea
ulterioard a produsului finit [2]. Dezavantajele acestor procedee constau in imposibilitatea obtinerii
compusului 1, ce manifesta activitate giberelinica.

Problema inventiei constd in elaborarea unui procedeu de obtinere a unei glicozide steroidice naturale
noi — tetraozidei [(25R)-5a-furostan-3f3,22a,26-triol]-26-O-B-D-glucopiranozidei ce manifestd activi-
tate giberelinicd, cu formula generala:

~ c/\/'\/thle

Gle,'»* Gle,'»>* Gal,' —0
1 i

1

Gle,

in care Glc, - glucopiranoza, Gal,, - galactopiranoza.

Problema pusd se realizeaza prin aceea cd doud glicozide similare dupd structurd, ce se deosebesc
doar dupa structura agliconului n fractiunea cromatografic individuald, se separd in compusi individuali
cu ajutorul silicagelului impregnat cu solutie de 15% de AgNOs, datoritd carui fapt glicozidele,
agliconii cdrora contin diferite grupe functionale, au o mobilitate cromatografica diferitd pe sorbentul
dat.

Noutatea inventiei constd in faptul ¢d se propune un nou procedeu de obtinere a unei noi glicozide
steroidice naturale, si anume utilizarea solutiei de 15% de AgNO; pe silicagel pentru separarea
glicozidelor aseméndtoare dupa structurd in fractiunea cromatografic individuala.

Acest procedeu include degresarea semintelor de Petunia hybrida hort., extragerea lor cu solutie de
70% de etanol, concentrarea extractului, cromatografierea pe coloana cu silicagel utilizand in calitate de
eluent sistemul cloroform-metanol-apd in proportie de 60:30:10...65:35:10 pana la obtinerea fractiunii
cromatografic individuale ce contine doua glicozide steroidice aseméndtoare dupa structurd, din sirul
furostanului, acetilarea glicozidelor din fractiune cu anhidridd aceticd in piridind, separarea
peracetatilor obtinuti in glicozide individuale pe coloand cu silicagel impregnatd cu solutie apoasa de
15% de AgNO; in sistemul eluentilor de cloroform-etanol in proportie de 3:1...45:40, saponificarea
peracetatului tetraozidei cu obtinerea in continuare a produsului finit.

Rezultatul inventiei constd in elaborarea unui nou procedeu de obtinere a unei noi glicozide
steroidice naturale, ce manifesta activitate giberelinica.

Exemplu. 1 kg de seminte hibride de Petunia hybrida hort., uscate in aer liber se degreseaza in
cloroform (3 x 3 1), apoi se extrag complet cu alcool etilic de 70% (4 x 3 1). Extractul obtinut se
concentreazd in vacuum pand la o remanentd siropoasd, care se dizolva in 50 ml de metanol, apoi
glicozidele steroidice se precipita din solutie cu 300 ml de acetona. Precipitatul se filtreaza si se usuca.
Se obtin 29 g de praf ce reprezintd masa glicozidelor si care constituie 2,9% din materia prim4 initiala.

O cantitate de 15 g de rest uscat se pune pe coloana cu silicagel L 100 x 250 mm si se ¢lueazd cu un
sistem de eluenti cloroform-metanol-apa in proportie de 60:30:10 si apoi de 65:35:10. Controlul
separirii se efectueazi prin cromatografiere subtire pe plici cu silicagel "Silufol" in aceleasi sisteme. In
rezultatul cromatografierii se izoleazd o fractiune de glicozide cromatografic individuale (2,6 g), care



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD 2102 G2 2003.02.28

4

produce o reactie pozitivd cu reactivele Sanie si Ehrlich. Aceasta ne permite sd constatim cd compusii
obtinuti sunt glicozide steroidice din sirul furostanului.

In urma hidrolizei acide complete a glicozidelor fractiunile au fost identificate prin metode fizico-
chimice (CSS, CCL, RNM "C, IR), utilizAnd in calitate de agliconi tigogenina si hitogenina, dar tinind
cont de natura furostanolicd a glicozidelor, agliconii lor nativi sunt (25R)-5a-furostan-33,22a.,26-triol
si (25R)-Sa-furostan-2a-3p3,220,26-tetraol.

Pornind de la datele obtinute, am concluzionat cd fractiunea reprezintd un amestec din doud
componente greu separabile, similare dupa structurd glicozidelor, fapt care a fost confirmat prin analiza
RNM PC, in care sunt prezente semnalele ce indici ¢i componenta glucidici a fractiunii glicozidice
este identica, iar in partea steroidicd a spectrului sunt prezente semnale caracteristice agliconilor (25R)-
So-furostan-33,220,26-triol si (25R)-Sa-furostan-2a-3p,22a,26-tetraol [Agraval P.K., Join D.C.,
Gupta R.K. Carbon 13-NMR spectroscopy of Steroidal sapogenius and Steroidal saponius.
Phytochemistry, 1985, 24, p. 2479].

Pentru separarea acestui amestec glicozidele fractiunii sunt acetilate cu anhidridd aceticd (50 ml) in
piridind (30 ml), apoi derivatii obtinuti sunt pusi pe coloana (1 = 70 cm, d = 1,3 cm) cu silicagel,
impregnatd cu solutie de 15% AgNO; si cromatografiati in sistemul cloroform-etanol in raporturile
3:1...45:40 (L 40/100 mm). Peracetatul tetraozidei (25R)-5a-furostan-3f3,22a.,26-triolului izolat a fost
saponificat cu 50 ml de solutie de 10% NaOH in metanol, timp de 6 ore, la temperatura de 90°C,
obtindndu-se 0,67 g de glicozidd individuald (compusul 1). Compusul 1 reprezintd un praf de culoare
albd cu temperatura de topire de 179...180°C, [a]ZOD-69° (C1,0; H,0) si formula brutd Cs;HosOs, este
bine solubil in apd, etanol, metanol, piriding, insolubil in eter dietilic, acetond, cloroform. In spectrul IF
sunt prezente fasiile de absorbtie de 3400 em’! (grupa OH) si 900 cm™ (fisia latd, caracteristici
glicozidelor steroidice din sirul furostanului).

Substanta nu este higroscopica, este rezistentd la pastrare in flacoane de sticla.

Structura compusului 1 este demonstratd prin metodele hidrolizei acide complete si partiale, a
scindarii fermentative, oxidarii periodate, metildrii si metanolizei derivatului permetilat si cercetarii
produselor obtinute cu ajutorul cromatografierii pe hértie, CSS, cromatografierii gaz-lichide,
spectroscopiei IF, RMN °C si RMN'H, mass-spectroscopiei.

Ca rezultat al hidrolizei acide complete cu 10 ml de 2,5% H,SO, la temperatura de 100°C timp de 8
ore, tetraozida se izoleazi in calitate de aglicon al tigogeninei cu temperatura de topire de 202...203°C,
[a]*%-65°(C1,0;CHCly), [M]'416. Spectrul IF este 3400, 980, 915, 890, 860 cm™. In urma
cromatografiei pe hértie si cromatografiei gaz-lichide a acetatilor derivatilor aldonitrilici ai zaharurilor
au fost identificate glucoza si galactoza in raportul 4:1. Ordinul legdturii si dimensiunea ciclurilor
oxidice ale monozaharidelor se determind prin metilarea compusului 1, cu metanoliza ulterioard a
permetilatului obtinut. Prin metodele cromatografiei in strat subtire si cromatografiei gaz-lichide se
identificd cu martori urmatoarele glicozide metilice: Me-2,3,4,6-tetra-0-Me-D-Glc,,, Me-2,3,6-tri-0-me-
D-Gal, si Me-4,6-di-0-Me-D-Glc,. La oxidarea periodatdi cu NalO, a glicozidei in partea
oligozaharidica a fost identificatd glucoza. Succesiunea legaturilor monozaharidelor in lantul glucidic al
glicozidei a fost determinatd prin hidrolizd acida partiald (1% H,SO, in metanol, timp de 90 min la
temperatura de 80°C). Structura compusului 1 a fost confirmatd de asemenea prin analiza spectrelor
RMN "*C si RMN'H.

Determinarea activitatii biologice a tetraozidei [(25R)-Sa-furostan-3f3,22a,26-triol]-26-O-B-D-
glucopiranozidei se efectueaza in felul urmator.

Semintele de in (soiul C-100) se sterilizeaza in solutie slaba de KMnQ, timp de 20 min, se clatesc
cu apd distilatd si se plaseazi in vase Petri pe mediu ce contine 0,7% agar (martor). In calitate de etalon
servesc acidul giberelinic A;(0,2 mg/1) si acidul indolilacetic AIA (0,02 mg/l) care se suplimenteaza la
mediul cu agar. Prin acelasi procedeu se testeaza si compusul 1 in concentratiile 1,00; 0,20 si 0,02 mg/l.
Vasele se mentin la lumind timp de 7 zile, la temperatura de 22...24°C. Dupd expirarea termenului de
crestere se mdsoard lungimea rdddcinitilor si tulpinitei. Actiunea giberelinici se manifestd prin
alungirea plantulelor, iar cea auxinicd — prin reprimarea cresterii radicinitelor (Meromuueckue
PEKOMEHTAIIIH TIO IPOBEICHHIIO CKPHHHHTA CHHTETHYCCKHX PErYIITOPOB pocTa pacTeHHil UepKaccsl,
1985, ¢.18-19). In fiecare variantd au fost testate cate 40 de plantule. Rezultatele au fost exprimate in
medii aritmetice §i eroarea acestora (x tm, ) , procent fatd de martor. Datele obtinute sunt prezentate in

urmdtorul tabel:
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Tabel

Date comparative ale actiunii compusului 1 si a unor substante biologic active traditionale asupra
cresterii plantulelor de in (soiul C-100)

Varianta Concentratia, Lungimea tulpinitelor, cm Lungimea radacinitelor,
mg/1 cm
xtm % fatd de martor xtm, % fatd de
) martor
Martor - 4,6+0,1 100,0 32401 100,0
acidul giberelinic, A3 0,20 6,6+0,1* 144.,5 3,4+0,1 105,6
acidul indolilacetic, AIA 0,02 4,94+0,1* 106,1 2,6+0,1% 80,7
compusul 1 1,00 7,5+0,1* 164,4 2,8+0,1% 88,8
0,20 8,120,1% 176 4 3,040,1% 93,5
0,02 5,0+0,1% 112,9 3,440,1% 105.6

*- deosebiri autentice de martor la nivelul de 5%

Conform datelor prezentate, giberelina A; a stimulat cresterea tulpinitelor cu 44,5%, iar AIA a
reprimat cresterea raddcinitelor de in cu 19,3%. Compusul 1 a manifestat insusiri giberelinice evidente
in concentratiile 0,20 si 1,00 mg/l, stimuldnd cresterea tulpinitelor de in cu 764 si 64,4%,
corespunzitor. Insusirile auxinice ale compusului 1 au fost mai putin pronuntate.

Deci tetraozida (compusul 1) obtinutd manifestd vaditd actiune giberelinicd si poate fi utilizatd in
agriculturd in calitate de reglator de crestere.

(57) Revendicare:
Procedeu de obtinere a tetraozidei [(25R)-Sa-furostan-3f,22a,26-triol]-26-O-B-D-gluco-

piranozidei cu formula generald:

OH
. i /\/I\/O_ Gle,
0
Gle,'>* Gle,'>' Gal,' —0 ’
1 i
4
Gle, I

in care Glc, este glucopiranoza, Gal, — galactopiranoza, ce include degresarea semintelor, extractia lor
cu solutie hidroalcoolicd, concentrarea extractului, cromatografierea restului obtinut pe coloand cu
silicagel, utilizdnd 1in calitate de eluent sistemul cloroform-metanol-apd in proportie de
60:30:10...65:35:10, acetilarea fractiunilor de glicozide steroidice cu anhidridd aceticd in piridina,
cromatografierea derivatilor obtinuti pe coloand cu silicagel in sistemul eluentilor de cloroform-etanol
in proportie de 3:1...45:40 si saponificarea peracetatului separat cu izolarea ulterioard a produsului finit,
caracterizat prin aceea cii in calitate de seminte se utilizeazd seminte de Petunia hybrida hort., iar
cromatografierea derivatilor obtinuti dupa acetilarea fractiunilor de glicozide steroidice se efectueazi pe
coloand cu silicagel impregnat cu solutie apoasa de 15% AgNO;.

(56) Referinte bibliografice:
1. SU 1473315
2. SU 1243189
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