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RESUMIN 

El estudio del contenido en flavonoides en Flaveria bidentis (L) O.K. 

(Compuestas) y Flaveria bidentis var. angustifolia O.K.,tawbin de la familia 

de las Compuestas, llevó a descubrir dos nuevas y curiosas estructuras con ca-

racterísticas inusuales para esta familia de compuestos dentro de los productos 

naturales 

La primera de ellas, el 3-acetil-7-3'--4'-trisulfato de Suercetina a i s 

lado de flores y hojas de Flaveria bidentis (L) O.K., representa el tercer fla-

vonol encontrado naturalmente con un alto grado de sulfatación y el primero con 

un grupo acetilo que esterifica directamente al aglucón. Su dilucidación, deta-

llada en la primera parte de este trabajo, fue llevada a cabo por aplicación de 

métodos espectrosc6picos en el TJV, IMN e IR, además del análisis elemental cuan 

titativo y formación de su derivado motilado. 

La segunda de ellas, el 3-j-disulfato de isorbamnetina, se aisló do 

las flores y hojas de Flaveria bidentis var. angustifolia O.K. y constituye el 

primer derivado natural disulfatado dentro de la familia de los flavonoles. El 

estudio da su estructura se desarrolló en forma similar que para el anterior 

compuesto, aplicando métodos físicos (Uy, IR, HMN), químicos (formación de de-

rivados) y análisis elemental cuantitativo. 

Los restantes flavonoides resultaron todos ellos de estructura oonoc 

da,por lo que para su identificación se recurrió a la espactroscopía UV y croma 

tografía en papel sombrando contra nuestra auténtica (caso de agluconos y tetra 

sulfato do quercetina). 

Para los derivados glicosilados, por no contar con muestras testigos, 

se buscó además de las coincidencias espectroscópicas y oromatogrficas señala-

das por bibliografía, ratificar la composición molecular del compuesto, por hi-

drólisis total, para de esta manera confirmar el aglucón y su fracción g].ioosf-

dica. Para el 3-sulfato de isorbamnetina (Persicarina) también se recurrió a la 

obtención de su derivado motilado correspondiente. 

De acuerdo a este esquema de trabajo se obtuvieron, para el contenido 

do flavonoides en hojas y flores de las dos plantas estudiadas los resultados 

que se detallan en el siguiente cuadro. 



HOJAS 

FLAVERIA BIDENTIS VAR. 

FLAVERIA BIDENTIS (L) O.K. 	 ANGUSTIFOLIA O.K. 

3-ACETIL-7-3'-4'-PRISULFATO DE QIJERCETINA 	3-7-DISULFATO DE ISOBHAMNETL 

3-7-3'-4'-tetrasulfato de quercetiria 	 3-sulfato de ieorhamnetina 

Quercet ina-3-O-.gluoo ea 	 Quercetina 

Kaemferol 

Qu erce tina 

FLORES 

FLAVERIA BIDENTIS VAR. 

FLAVERIA BIDENTIS  LL O.K. 	 ANGUSTIFOLIA O.K. 

3_ACETIL_7_3 t _41_TRISULFATO DE QUERCETINA 	3-7-DISULFATO DE ISORHAMNETI] 

Kaemferol-3-0-glucosa 	 3-sulfato de isorbamnetina 

Kaemfero]. 	 Isorhamnetina 



INTRODUCC ION 

Los flavonoides representan una importante familia de compuestos den-

tro de los pigmentos naturales, cuya distribución en las plantas se extiende a 

todas sus partes: bojas, flores, leííos, frutos, etc.. Sus estructuras son las 

principales responsables, conjuntamente con las clorofilas, de las distintas C 

loraciones que se presentan en el reino vegetal. 

Los primeros estudios referentes a la composici6n química de este ti¡ 

de pigmentos fueron iniciados por Perkin y S. Von Kostanecki'  a fines del sigl 

pasado; a partir de entonces los trabajos se fueron multiplicando abarcando di 

tintos temas, conociéndose hoy con profundidad lo relativo a su estereoquímica1  

biosíntesis, actividad fisiológica, síntesis, etc.2'3'4'5  

El esqueleto carbonado fundamental de los flavonoides responde básio 

mente al esquema de C6—C3—C6, donde los C6 son anillos bencénicos ( A y B fig.' 

   

/> 

   

   

FIGURA 1: Núcleo fundamental de los flavonoides 

y C3 puede presentarse con distintas variaciones estructurales ( cíclica, abiej 

ta, saturada, insaturada etc. ), dando origen así a las distintas familias de 

compuestos que se conocen genéricamente como flavonoides y cuyas fórmulas se d 

tallan a continuación. 
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Estas estructuras se presentan en la naturaleza generalmente en for-

ma polihidroxilada o como derivados metoxilados y/o glicosilados. Los de mayo 

abundancia son los flavonoles, flavonas y antocianinas, especialmente los dos 

primeros, de los que se conocen más de 200 y  300 derivados respectivamente. L 

restantes, chalconas, flavanonas, isoflavonas etc., son conocidos también como  

Í'lavonoides menores por su escasa distribución y además por su limitada contr 

buci6n como colorantes naturales. 

La forma en que mayormente se encuentran difundidos los flavonoides 

los jugos vegetales es, sin duda, bajo la forma glicosilada. Pero existen otr 

estructuras que por ser poco frecuentes, se las considera rarezas; ejemplo de 

ello son los que contienen restos: isoprenoide ( 1  ), furan6sico  ( II  ), cid 

( III  ), alcaloidal  ( IV  ), y otros. 
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Además do estos restos poco comunes, pueden presentarse otras varia-

ciones, que si bien no son tan notables, suelen considerarse curiosidades para 

algunos grupos, mientras que para otros resultan estructuras comunes; como ejei 

plo de ello podemos citar a los derivados 0-glicosilados que se encuentran cas 

con exclusividad en las flavonas ( VI  ) mientras que en contados casos hacen e' 

aparición en otros tipos de flavonoides , no hallándose basta ahora, derivados 

de esta naturaleza entre las antooianinas. En estas ultimas en cambio son fre-

cuentes las estructuras relacionadas a los acil-derivados7, en donde un ácido 

orgánico ( generalmente p-cumárico, feriSlico o cafeico ) so une al agluc6n a 

través de un resto azucarado ( VII  ), poro esta clase de sustitución es rarame: 

te encontrada en el resto de los flavenoHes. 
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Otras estructuras consideradas hasta hace poco tiempo como curiosida-

des y que se creía que solamente estaban confinadas a plantas de los géneros 

Polygonum y Oenanthe , es la de loe flavonoides sulfatados. En este tipo do con 

puestos el resto sulfato se une al aglucón por medio de una unión estor. 

Estudios realizados durante estos últimos anos relacionados al descu-

brimiento de nuevas estructuras con estas características, así también como a 

su distribución en distintas familias de plantas, han tenido un extraordinario 

adelanto, enriqueciendo de esta forma un campo que había sido poco explorado ex 

productos naturales. Como consecuencia de ello se conocen en la actualidad 45 

derivados sulfatados, 17 de los cuales corresponden a flavonoles y  28 a flavon 
( tablas 1 y  II  ), expuestos la mayoría, recientemente, a través de una revisic 

que al respecto efectuara J.B. Harborne9. 

TABLA 1 

- Derivados sulfatados de flavonoles - 

Compuesto 	 Referencia 	 Ao de comunicación 
de su estructura 

Q,uercetina 

3-7-31-4' tetrasulfato -11-  1972 

3-rutinósido-sulfato -13-  1973 

3-sulfato -10- 1975 
7-sulfato--3-glucurónico -12-  1975 



Isorbamnetina 

3-sulfato -14-  1937 

3-rutin6sido-sulfato -13- 1973 

7-su lfato-3-glucurónioo -12- 1975 

7-sulfato -12- 1975 

Kaemfero 1 

7-sulfato -12- 1975 

7-sulfato-3-gluour6nico -12- 1975 

7-4'-dimetil eter-3-sulfato -15-  1975 

Patuletina 

7-sulfato -16-  1971 

7-sulfato-3-gluc6sido -16- 1971 

Rhamne tina 

3-5-4' -trisulfato-3 '-gluourónico -17-  1975 

Rh amnazina 

3-sulfato -18-  1953 

Tatnarixe tina 

3-sulfato -19-  1966 

Go ssyp 1 na 

3-sulfato -24- 1977 

TABLA II 

- Derivados sulfatados de flavonas - 

Compuesto  

Apigenina 

7-91uc6siclo--sulfato 

7-sulfato 

Referencia 	 Aiio de comunicación 
de su estruotura  

-20- 	 1974 

-12- 	 1975 



Luteoljria 

7-sulfato-3'--gluo6sido -13- 1973 

7-eulfato-3'-rutin6sido -13- 1973 

7-gluo6sido-sulfato -13- 1973 

7-rutin6sido-sulfato -13- 1973 

7-sulfato -12- 1975 

4'-sulfato -10- 1975 

7-3'-disulfato -12- 1975 

3'-sulfato -21-- 1976 

Diostnetina 

3 '-sulfato -21- 1976 

7-3 '-disulfato -21- 1976 

Chrisoeriol 

7-9luo6sid o-sulfato -22- 1974 

7-sulfato -12- 1975 

Tricina 

7-gluc6sido-sulfato -23- 1974 

Hypolaetina 

8-sulfato -12- 1975 

8-gluc6sido-3'-sulfato -24- 1977 

Vitexina 

7-sulfato -13.- 1973 

7-gluc6sido-sulfato -13- 1973 

7-rutin6sido-sulfato -13- 1973 

Isovitexina 

7-sulfato -13- 1973 

O rien tina 

7-sulfato -13- 1973 

7-gluc6sido-sulfato 

le o-O r i e nti na 

7-sulfato 

-13- 

-13- 

1973 

1973 



Tricetina 

31-sulfato -21- 1976 

7-sulfato -21- 1976 

7-3 '-disulfato -21- 1976 

Desde 1937,  fecha en que fue aislado el 3-sulfato de isorhamnetina 

( Persicarina  ) hasta 1971, solamente se dieron a conocer cuatro estructuras 

nuevas relacionadas a este tipo de compuestos, todas ellas monosulfatadas. El 

primer derivado polisulfatado de origen natural, el 3-7-3'-4'-tetrasulfato de 

quorcetina, se obtuvo de la Flaveria bidentis  (L) O.K. en nuestro Laboratorio 

en el aío 1 97 2. Entre 1973 y 1977 se publican las 12 estructuras restantes 

lacionadas a los flavonoles, también en este corto período de tiempo se dan a 

conocer la totalidad de los derivados asociados a las flavonas, citados en la 

tabla II. 

Los flavonoides sulfatados pueden ser divididos en dos grupos de a-

cuerdo a la forma en que el resto inorgánico se une al aglucón: i) Los que lo 

esterifican directamente y  2) los que se unen a 1 por intermedio de un resto 

azucarado, en forma similar a lo visto para los aoil-derivados ( ver página 6 

En general los flavonoidos sulfatados muestran mayor predilección por la prime 

ra de estas dos opciones, en especial los flavonoles, en donde la sustitución 

se realiza preferentemente sobre las posiciones 3 o 7; cuando en una misma mo: 

cula se presentan un grupo sulfato y otro azucarado, invariablemente el prime] 

de 81)08 ocupa la posición 7, dejando la 3 al otro sustituyonte. 

Con ecepci6n de los dos polisulfatos conocidos, tetrasulfato de 

quercetina ( VIII  ) y trisulfato glucuronato de 	rbamnetina ( IX  ) todos lo 

flavonoles sulfatados obtenidos naturalmente son derivados monosulfatados. 

KOS 



OH 	O 
(X 

En las f].avonas se acentía la preferencia del resto inorgánico sobr 

la posici6n 7 del agluc6n ya que solamente 5 de los 28 compuestos tabulados p 

sentan otras alternativas. Mientras que la polisulfataci6n en este grupo do d 

rivados es una variable que todavía no ha sido encontrada, la máxima conocida 

la disulfataci6n ; 7-3'--disulfato de: luteolina ( X  ), diosmetina  ( XI  ) y tr 

cetina ( XII  ). 

La otra forma de uni6n, por intermedio de un resto azucarado, resul 

ta frecuente entre las flavonas ( XIII  ) ya que aproximadamente un tercio de 

los derivados conocidos presentan estas características, siendo en cambio es-

casos (dos) los encontrados entre los flavonoles. En estos casos el ácido ¡no 

gánico esterifica un oxidrilo alcohólico del aztcar, que se supone es el unid 

al carbono seis, por analogía con los polisacáridos sulfatados naturales, los 

que tienen predominantemente este tipo de unión en esa posición. 

frfl,SO-GiuO -OH 

OH O 
( XIII  ) 



Finalmente también existen las C-glicosil flavonas sulfatadas ( con 

el grupo sulfato esterificando al aglucón ) y las flavonas C y 0-glicosiladas 

sulfatadas ( con el grupo inorgánico esterificando uno de los glúcidos ), re-

sultando en estos casos poco clara la posición del sulfato ya que no Be sabe 

con certeza a cual de loe azúcares se encuentra unido. 

Por vía sintética se ha llegado a obtener un número considerable de 

estos compuestos, siendo los primeros trabajos en este orden los efectuados pc 

Yaxnagucbi25, quien usó para ello ácido sulfámico disuelto en piridina y como 

gluoones, entre otros, isorbamnetina y quercetina. Así obtuvo del primero los 

derivados sulfatados en las posiciones 3 y 4' y del segundo el sustituído en 

Harborne9  repitió la síntesis utilizando el último de los aglucones, obtenien-

do como producto principal quercetina 3'-sulfato y como producto secundario ls 

derivados sulfatados en las posiciones 7 y 3. Entre los productos de reacción 
el autor hace mención a la presencia de diversos compuestos disulfatados y re-

salta que la única sustitución que no se logra por esta vía es en la posición 

5, debido presumiblemente al puente hidrógeno que existe entre el oxidrilo al] 
ubicado y el carbonilo del carbono 4. El mismo autor extendió esta síntesis a 
algunas flavonas, obteniendo los siguientes resultados: 

TABLA III 

- Flavonas sulfatadas obtenidas por síntesis - 

P.  principal  Flavo na e  P. secundario 

Apigenina 

Luteoliria 

Diosmetina 

4'-sulfato 

3 y 4'-sulfato 

3' y*7-sulfato 
y7-3 '-disulfato 

*7-sulfato y 7-4'-disulf 

*7-sulfato y7-3'-disulf 

3'-sulfato y 7-4'disulf 

Los productos marcados con asteriscos, además do estar sintetizados se los cor 

ce naturalmente. 

Las flavonas y flavonoles sulfatados se caracterizan cromatográfioa-

mente por tener alta movilidad en solventes acuosos ( HO, AcOil 15% ) y escasa 

movilidad en solventes alcohólicos ( BAW, TBA ). Las manchas visualizadas bajc 

luz UY y con vapores de amoníaco son generalmente de forma arriionada y muosti 

las mismas reacciones de coloración que los correspondientes metil-eteres o g] 

cosidos. Otro comportamiento similar entre flavonoidos sulfatados y glicosilad 



se presenta al comparar las características espectrales de ambos tipos de den 

vados, por ejemplo el 3-sulfato de isorbamnetina presenta sus máximos de absoi 

ci6n en: 256, 273 infl., 302 infl. y  352 nm, mientras que la isorbamnetina 3—

lact6sido los tiene en: 255,  268 infi., 303 infi. y 357 nn respectivamente. 

Las propiedades en que difieren los derivados glicosilados y sulfatE 

dos, son las relativas a su solubilidad y punto de fusión. La solubilidad en 

gua de los esterificados con el ani6n inorgánico, es generalmente mayor que lE 

de su equivalente glicosilado; del mismo modo que son más altos sus puntos de 

fusión (con descomposición en algunos casos). Como ejemplo de ello podemos ci-

tar nuevamente los derivados de la isorharnnetina: el 3-sulfato funde a 280°C 

mientras que su 3-gluc6sido lo baca a 240°C. 

Harborno9  en un reciente trabajo relacionado a estos compuestos, se 

fiare a las uniones de los flavonoides sulfatados, observando que éstas son nc 

malmente más débiles y por lo tanto más suceptibles a la hidrólisis ácida que 

las uniones glicosídicas, de manera que es posible distinguir entre estas dos 

tipos de uniones midiendo sus velocidades relativas de hidr6lisis, por otro h 

do la energía de unión de los sulfatos a los distintos oxidrilos de las flavor 

y flavonoles muestran el mismo orden que para las uniones glicosídicas, es dec 

que el enlace de la posición 3 es más débil que el de la 7, etc.. 

Los numerosos trabajos fitoquímicos referidos a este tipo de derivad 

dan cuenta de su profusa distribuci6n en la naturaleza, desvirtuando así la 

creencia de que solamente se encontraban confinados en algunos géneros de pla: 

tas; lo demuestra el hecho que estos compuestos han sido encontrados en 161 e 

cies pertenecientes a 10 familias de dicotiledoneas y 7 monocotiledoneas. 

Es interesante destacar que el contenido en flavonoides sulfatados E 

algunas especies no se presentan con regularidad, produciéndose variaciones dE 

acuerdo al sitio geográfico en que se desarrolle dicha especie, sumándose a la 

misma, pequeiías variaciones de tipo intrapoblacional. 

La función que estos derivados cumplen en las plantas también es mol 

yo de conjeturas, suponiendo algunos autores que actuarían como depósito de ic 

nes sulfato en aquellos lugares donde el medio es rico en este tipo de sales. 

Este hecho le permitiría actuar, a su vez, como agente de transferencia de azt 

fra de la forma inorgánica a la orgánica. Otros investigadores sugieren que lE 

sulfataci6n al igual que la glicosilaci6n actuarían conjunta o alternativameni 

asociadas al mecanismo de esinoicaci6n, bloqueando y anulando el efecto noc 
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yo de los grupos fenólicos en el tejido vegetal. 

Prosiguiendo con la línea de trabajo de nuestro Laboratorio referen-

te al estudio de flavonoidos y derivados sulfatados contenidos en el género 

Flaveria ( Familia de las Compuestas ), que comprende dos variedades profusaroe 

te distribuídas en nuestro país ( y que mostró ser muy rico en estos compuesto 

se logr6 la separación e identificación de dos nuevos derivados sulfatados, cu 

yas estructuras se discutirán conjuntamente con la de los flavonoides conocido 

en la parte experimental. 

Respecto de esta planta diremos que su habitat comprende desde el ce 

tro de nuestro país basta el sud de EE.UU 6, creciendo espontneatnente a la va 

ra de los caminos o en los campos incultos. Por lo vistoso de su follaje de un 

verde lustroso y hermosos capítulos florales amarillos oro se la encuentra en 

jardines como planta ornamental. Se trata de una planta anual. 

En nuestro país se la conoce con los nombres vernáculos de"fique" (. 

"fisque", "contrayerba", "chasca" y "balda". Los indígenas usaban la infusión 

de las hojas para curar las heridas producidas por mordeduras de víboras y ara 

ñas, empleando ademas emplastos de ellas para heridas infectadas. Otra utilida 

dada por las mujeres aborígenes era la de teñir lanas de color amarillo. 

En cuanto a los estudios fitoquímicos sobre especies de este género, 

puede decirse que son escasos y recientes; habiendo sido el primero de ellos e 

realizado por Bholman y Kleine en 1963 sobre compuestos sulfurados derivados d 

poliacetilenos ( XIV  ) presentes en Flaveria reand.a27. Otras publicaciones es 

- 	 2 
tan referidas a flavonoides: en Flaveria 1nearis y trinarvia  se aisló la pa 

tuletina-3-0-glucósido ( XV  ) y en el mismo aiio ( 1972  ) el tetrasulfato de qu 

cetina-en Flaveria  bidentis 

(XIV) 	 (xv) 
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MATERIAL Y METODO 

1.- Molino a cuchillas Retscb-Miihle. 

2.- Sílica Gel 'o" Macherey y Nagel. 

3.- Poliamida DC 11 iliacberey y Nagel. 

4.- Papel Whatman N°1 y 30v1 para cromatografía. 

5..- Geles filtrantes: ttBio-Gel" P-4 y .3ephadei" 0-10. 

6.- Los puntos de fusi6n fueron determinados según  el micromtodo del tubo ca-

pilar y no son corregidos. 

7.-. Los espectros IR fueron realizados en los siguientes aparatos: Perkin-Elme 

tnod.735 (espectro fig.3) y Beckman IR-8 (espectro fig.17) en pastillas de 

bromuro de potasio. 

8.- Los espectros UV se efectuaron en un aparato Beckman DBG en los solventes 

indicados en cada caso. 

9.- Los espectros de K.1N en un Varian T 60, empleando como solvente 1)20  o DMS 

de acuerdo a lo referido para cada espectro, y las seíales de TMS o DMS 

como standard de referencia. 

10.- El análisis elemental cuantitativo para el 3-acatil-7-3'-4'-trisulfato de 

quercetina, fue realizado en el Laboratorio de Microanálisis Alfred 

Bernhardt (Elbach über Engelskirchen-Alemania Occidental), salvo el de pc 

tasio que fue realizado en nuestros laboratorios en un fot6metro de llame 

Crudo Caamaío. 

11.- Reactivos para espectroscopía ultravioleta de flavonoides: 

a) Met6xido de sodio (MeONa) 	: 2,5 gr de sodio metálico en 100 ml de 

metanol grado ospectrosc6pico. 

b) Acetato de sodio (Ac011a) 	: Acetato de sodio proanlisis finamente 

dividido. 

c) Cloruro de aluminio (Cl 3Al) : 5 gr de cloruro de aluminio anhidro en 

100 ml de etanol grado espectrosc6pico. 

a) Acido clorhídrico (OiR) 	: 50 ml de ácido clorhídrico proanlisis 

en lOO ml de agua destilada. 

e) Acido bórico (BO 3113 ) 

	

	 Acido b6rico anhidro proanlisis fina- 

mente dividido. 

12.- Diazometano: fue preparado haciendo reaccionar N-nitroso metil urea en 

medio alcalino y recogiendo el N?CH?  formado en atar etílicc 

anhidro, mantenido en bago de hielo. 



13.— Quercetina testigo: obtenida por hi1r6lisis ácida de flutina (quercetina-

3—rbamnogluc6s ido). 

Isorbamnetina y Kaemferol: de nuestro laboratorio. 

14.— Dimetil sulfóxido "Baker Analizad', destilado previo a su uso. 

15.— Testigos de ghcidoa Merck, para glucosa y galactosa. 

16.— Cromatografías de placa fina boratadas, se prepararon usando como soporte 

slica Gel "G", la que fue suspendida en una solución de borato de sodio 

0,02M. Las placas se hicieron con un espesor de 0,25 mm usando esparcidor 

de Desaga. 
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Material botánico 

Para el presente trabajo fueron utilizadas flores y hojas de ambas 

plantas, Flaveria bidentis (L) Otto Kuntzo y Flaveria bidontis var. angustifc 

O.K. (Compuestas). 

La primera de ellas fue recolectada en la época do floraci6n (meses 

de febrero-marzo), en las inmediaciones de la Ciudad Universitaria (Ciudad de 

C6rdoba). La segunda so recolectó en los alrededores do la laguna Mar Chiquit 

(Provincia de Córdoba), en la misma época que la anterior. En todos loe casos 

el material fue extendido y secado a la sombra a temperatura ambiente, para 

teriormento molerlo en un molino a cuchillas Retsoh Mühle usando tamiz de 09 5 

EnsaZo preliminar 

Los extractos de EtOII-1120 (1:1) de flores y hojas de las dos planta 

que se estudian dieron positivo (color rojo-cereza) el test do Shinoda 29 , el 

cual consiste en tratar el extracto con limaduras de magnesio y ácido olorbíd 

concentrado. Al efectuarse la reacción, si esta es positiva, se producen oolc 

que pueden variar desde el amarillo al rosado o rojo-cereza. 

A.- FLVRIA BIDFNTIS (L) O.K. 

HOJAS 

a) Flavonoides sulfatados 

Extracción (esquema operativo en tabla IV) 

200 gr de este material fueron tratados primeramente con eter da pet 

leo, fracci5n 600_800 , lixiviando el polvo de hojas hasta su agotamiento. Lue 

de filtrar, se repitió la extracción con tricloro etileno. Consiguiendo de es 

manera eliminar sustancias cifreas y clorofilas que actiian como impurezas en e 

proceso de extracción do flavonoirtes. Finalmente se procedió a una nueva extr 

oión pero esta vez con Et011-H20 (1:1) con volumen suficiente para cubrir el s 

tonal. So lo dejó en maceración a temperatura ambiento durante 24 horas, pro 

diendo posteriormente a filtrar a través de un embudo de Büchner. Este proced 

miento so repitió tres veces para posteriormente reunir los extractos y conca 

trarlos a un tercio de su volumen inicial, a presión reducida y a una tempera 

ra no mayor a los 40°C. 



y 

Material seco y molido Extracto tricloro etileno 
(-) flavonoides. 

TABLA IV 

Esquema operativo para la extracción de flavonoides sulfatados 
realizado sobre hojas de Flaveria bidentis  (L) O.K. 

200 gr de material seco yolido 

10) Extracción con atar de petróleo 
frao. 60_800  (hasta agotamiento) 

Filtración 

Extracto star de petróleo 	Material seco y molido 
(.-) flavonoides. 

21) Extracción con tricloro 
etileno (hasta agotamiento 

Filtración 

30) Extracción con EtO 
H20 5OX 

Filtración 

y 

Extracto Et011-H20 5O 	 Material agotado 
(+) flavonoides. 	 (se desecha) 

Concentrado a 1/3 del 
volumen inicial. 

FdOJL9. 

p.p. flavonoides 
sulfatados 

Filtrado (se desecha) 
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Al extracto crudo obtenido se le agregó igual volumen de alcohol etí-

lico 960, apareciendo entonces un abundante precipitado, el que fue filtrado y 

lavado con el mismo solvente. Una vez seco pos6 7 gr, siendo muy soluble en a-

gua caliente, poco soluble en agua fría e insoluble en etanol. 

Una porción de los critales fue crornatografiada en forma monodimensi 

rial sobre papel Whatwan N°1, usando agua destilada como solvente. El oromatogr 

ma secado y visualizado con luz UV, presentaba dos manchas opacas a Rf 0,92 

(coincidente con el tetrasulfato de quercetina 
11 

 ) y  0,88. Con tratamiento con 

vapores de amoníaco y expuestas nuevamente a la luz UV, la de mayor Rf se man-

tiene opaca mientras que la otra se torna amarillo brillante. 

Aislamiento y purificación 

Para la separación de la zona de interés (Rf 0,88 y  que en adelante 

llamaremos compuesto A), se procedió de dos maneras: 1) por cromatografía mono 

dimensional preparativa sobra papel Whatman 3MM, sembrando la soluoi6n en band 

y utilizando para su desarrollo el solvente antes mencionado. Obtenido el crom 

tograma y visualizada la banda de interés bajo luz UV, se la cortó en finas ti. 

ras, las que colocadas en un erlanmeyer fueron eluídas con agua destilada con 

agitación magnética durante 15 minutos, 

ca filtrante y la soluci6n así obtenida 

se filtrá a travs de un embudo de pla. 

fue llevada a sequedad en evaporador r 

tatorio. El producto resultante se recristaliz6 de agua. 

2) Otra forma de separaci6n empleada, fue mediante el uso de geles 

filtrantes, para lo que se recurri6 a Sephadex G-lO, cuyo límite de exclusión 

es para sustancias de peso molecular 700. Esta técnica fue llevada a cabo de L 

siguiente manera: en la parte superior de una columna de vidrio rellena con el 

citado soporte (10 X 150 mm), so deposit6 una dilución de mezcla de cristales 

(90 mg) y se oluyó con agua, recogiéndose fracciones de 09 2 ml cada cinco minu 

tos. Los primeros quince tubos contenían impurezas y fueron descartados, reco-

giéndose desde el número 16 al 38, cuyos contenidos resultaron cromatogrfica 

monte hotnog4neoa, tratándose del totrasulfato de quercetina puro. Los tubos 39 

al 41 contenían una mezcla de los dos compuestos y los tubos 42 al 53 la frac-

ción correspondiente al flavonoide A que es motivo de estudio (fig. 2). 
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FIGURA 2. Resultado cromatogrfioo do las fracciones colectadas de 1 
columna de Sepbadex G-10. llanchas con Rf 0,92= tetrasulfat 
de quorcetina; Manchas con Rf 0,88= Compuesto A. 
( x indica lugar de siembra). Solvente: E20. 

Teniendo en cuenta que los geles filtrantes 
30  separan a los compone 

tes de una mezcla de acuerdo a sus pesos moleculares, migrando en primer luga: 

los de mayor peso, queda en evidencia el primer dato significativo respecto a 

compuesto A, y es que su F.M. es necesariamente menor que el del tetrasulfato 

Los contenidos correspondiente a la fltima serie de tubos fueron re 

nidos y concentrados a presión reducida siempre con la ayuda del agregado de 

etanol. El producto seco acusó un peso de 15 mg y fue recristalizado de agua. 

Dicho precipitado fue secado al vacío (15 mm y  60°C) hasta peso constante. El 

punto de fusión del compuesto fue de 332°C con descomposición, produciéndose 

la carbonización de la sustancia para luego fundir en forma parcial. 

Esta forma de obtención del compuesto puro por medio de Sephadex, fi 

repetido hasta obtener cantidad suficiente para realizar los estudios que en 

este trabajo se describen. 

Estos cristales fueron sometidos a cromatografía descendente en pap: 

Wbatman N 01. Los distintos sistemas de solventes empleados y los respectivos 

Rf calculados para el nuevo flavonoide figuran en la tabla V. Para revelar lo 

cromatogramas se recurrió a los siguientes métodos: a) Por irradiación con lu 

ultravioleta (so observa una mancha opaca); b) Con vapores do amoníaco e ¡me 

diata irradiación con luz tJV (la mancha antes opaca se torna ahora de intenso 



color amarillo) y c) Con soluci6n metan6lica de cloruro férrico al 9% (la mati 

cha toma coloraci6n azul oscuro). 

TABLA V. Solventes y Rf del compuesto A 

Solvente 	 Rf 

Agua destilada 0,88 

TBA 0,11 

AoOH 15% 0,86 

BAVv' 0,14 

Bidr6lisis del compuesto A 

Con el prop6sito de determinar la estructura fundamental del flavon 

de, se procedió a someterlo a una bidr6lisis ácida total. Para ello en un tu1 

de centrífuga se disolvieron 20 mg del compuesto en 1 ml de CIII 0,lN, se tap6 

llevó a baio maría hirviente durante una hora. En el transcurso de los primer 

minutos comenzaron a aparecer cristales de color amarillo que fueron aumentan 

gradualmente con el tiempo. Enfriado el tubo de bidr6lisis se procedió luego 

centrifugar durante 10 minutos, los cristales así separados (agluc6n), fueron 

lavados con dos porciones de 1 ml de agua destilada y secados en desecador a 

cío. 

Espectros ultravioleta del agluc6n 

La espectroscopía ultravioleta aplicada a flavonoides resulta de gr 

valor en la dilucidación de nuevas estructuras, los máximos de absorción de c 

banda, su intensidad y los desplazamientos que ocurren por la adici6n de reac 

vos alcalinos y complejantes, permiten hacer ti1es especulaciones respecto 

la posici6n y características de los sustituyentes en el nicleo31. Los datos 

tenidos por la aplicaci6n de esta técnica resultan ademas, básicos para la Id 

tificaci6n de las estructuras que son ya conocidas. 

En la tabla VI se dan los 1K máximos del espectro normal (?e0H) así 

también como de los corrimientos producidos por el agregado de los reactivos 

que allí se detallan. Todos ellos resultan coincidentes con los obtenidos par 

quercotina testigo. 



TABLA VI. 	mx. de los espectros UIT del agluc6n de A en 
MeOR y con distintos reactivos. 

MeOR 	 MeONa 	 Cl3i 	 C13J C1H 

369 	 320 	 454 	 425 

300 infi. 	 243 infi. 	 270 	 357 

268 infl. 	 300 infi. 

254 	 264 

Cromatorafías del aluc6n 

Se realizaron sobre papel en forma descendente, en los sistemas de 

solvente que se indican en tabla VII. En todos los casos se oromatografid el 

agluc6n obtenido contra muestra auténtica, sembrando: quercetina testigo, el 

precipitado proveniente de la hidrólisis y la mezcla de ambas. Los cromatogr 

mas una vez desarrollados se revelaron de acuerdo a lo descripto en la pgin 

21, visualizándose en todos los casos una sola mancha con igual Rf, corrobo—

rándose de esa forma la identidad del agluc6n como Quercetina. 

TABLA VII. Rf comparativos entre el agluc6n del compuesto A 
y la quercetina. 

BAW 	 Fenol 	 Forestal  

Problema 
	

09 62 	 0,30 	 0,42 

Quercetina 
	0,62 	 0 9 30 	 0 942 

El punto de fusión obtenido fue de 3120-313°C,  coincidente con el 

la quercetina testigo. Así mismo el punto de fusión mezcla con muestra autén 

ca no acusó depresión. 

HO 1-1 

Agluc6n Quercetina 



Sobrenadante de la hidrólisis ácida del compuesto A 

Del líquido proveniente de la hidrólisis del compuesto A, se tomar,  

dos alícuotas, una de ellas fue sometida a diversas reacciones cualitativas 

(alfa naftol sulfúrico, antrona y fenol sulfúrico) tendientes a poner en evi 

cia la presencia de restos azucarados en la molécula, resultando aquéllas ne 

tivas. Este resultado se corrobora me adelante con el espeotro de RMN del o 

puesto, ya que no aparecen en su trazado seíales de protones de azúcares. 

La otra alícuota fue tratada con solución acuosa de cloruro de bar: 

obteniéndose un precipitado blanco que corresponde a los ensayos analíticos 

solubilidad correspondiente al sulfato de bario. 

Espectros infrarrojo del compuesto A 

El trazado del espectro infrarrojo del compuesto A, se muestra en 

figura 3. Los máximos de absorción más significativos que presenta son bu u 

cados en: 3.325  cm, banda de absorción ancha y de gan intensidad atribuid 

la vibración de tensión del hidroxilo32  del carbono 5 unido por puente hidró 

con el carbonilo del carbono 4 de la quorcetina; en 1.635  cm 	se observa ot: 

banda de absorción intensa correspondiente a la vibración del grupo carbonil 

del carbono 4 de la quorcetina. Otras dos bandas, también de fuerte intensid 

en 1.250 y  1.040 cm 	son atribuídas a la vibración de tensión del enlace S= 

de los grupos sulfatos33. 

Espectros ultravioleta del compuesto A 

Los espectros ultravioleta se efectuaron solubilizando el flavonoi 

en EtOH—H9O (1:1). Los reactivos para lograr los corrimientos en las bandas 

absorción de los distintos espectros se prepararon según Mabry y col 30. 

Los espectros de flavonas y flavonoles presentan en el ultraviolet 

dos bandas de absorción que se encuentran comprendidas entre 240  y 400 nm. D 

ellas se denouiina Banda 1 la comprendida entre 300 y  380 nm y Banda II la qu 

se encuentra entre 240  y 280 nm. 

Se considera además que la Banda 1 se halla asociada con el sistem 

cinamofbo (anillo B, fig. 4), ya que cualquier variación de la estructura en 

esta parte de la molécula produce desplazamientos sobre la primera de estas 

bandas de absorción. De igual forma y por las mismas razones al sistema benz 

(anillo A) se encuentra asociado a la Banda II. 

- 24 
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FIGURA  3. Espectro infrarrojo correspondiente al 
compuesto A. 



Benzoflo 
	

Cinamoílo 

FIGURA  4. Sistemas asociados a las bandas de absorción 
de loe flavonoides, en espeotroscopía 15V. 

Resultan fácilmente distinguibles mediante espectroscopía ultraviol 

ta, las flavonas de los flavonoles por comparación de sus espectros normales 

(sin el agregado do ningln reactivo). Las flavonas tic ion su Banda 1 de absor 

ción corrida hacia longitudes de onda más baja (304-350 mi) que los flavonole 

(352-385 mi), por no poseer las primeras el aux6crozr (OH) en posición 39  lo 

que da como resultado una menor contribución de la forma cinamoflo a la reson 

cia total de la molécula; esto no ocurre en los flavonoles pus tienen aquel 

sustituyente en la posición indicada que condiciona el desplazamiento batocró 

mico apuntado. Si esta posición se encontrara bloqueada por un grupo metilo, 

glicosídico o sulfato, el flavonol absorve en forma similar a las flavonas 31 

La Banda 1 del nuevo derivado sulfatado se presenta en 344 mi (fig. 

5), es decir que se encuentra afectada por un corrimiento bipsocrc5tnico de 25 

respecto de la quercetina, que como ya hemos visto constituye su aglucón. Por 

lo anteriormente expuesto se desprende que indudablemente nos encontramos fre 

te a un flavonol cuya posición 3 se halla sustituída. 

Acción del rnetóxido de sodio (MeONa) 

Realizado el espectro normal se adicionaron en la cubeta del blanco 

de]. problema tres gotas de solución de VeONa y se corrió nuevamente el espect 

El agregado de este reactivo, produce un medio fuertemente alcalino 

que provoca la ionización de la totalidad de los oxidrilos fenólicos de la mo 

lcula, acusando un desplazamiento batocrómico de ambas bandas pero sin una o 

ra correlación con el tipo de hidroxilación del flavonoide. De todas maneras 

2 
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FIGURA . Espectros UV correspondientes 
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posible diagnosticar la presencia del oxidrilo de la posición 4' ya que si 

éste se encuentra libre, el corrimiento de la Banda 1 es aproximadamente de 41 

a 60 nm, sin que decrezca el iog.e . Si por el contrario la intensidad de la 

absorción fuera menor que la normal, es posible que dicho oxidrilo se encuent: 

sustituído. Estas generalizaciones no son totalmente rígidas y existen exepoi 

nos a las reglas an-teriormente citadas 

Si bien el comportamiento del compuesto A frente a la acción del me- 

tóxido do sodio sugiere que el oxidrilo de la posición 4' se encuentra libre 
(fig. 5), esta consideración resultará finalmente equívoca, de acuerdo a las 

videncias aportadas más adelante por RMN y por "sealamiento" del oxidrilo 11. 

bre por formación del derivado motilado correspondiente. 

Acción del acetato de sodio (AcONa) 

A la solución que contiene el flavonoide y al blanco, se le agregar 

acetato do sodio (fundido) finamente pulverizado, basta saturación 

Se considera que esta sal, por ser una base débil, provoca una ion¡:  

ción parcial en la molécula, especialmente sobre el oxidrilo fenólica que pre-

senta mayor acidez, que resulta ser el de la posioi&i 7. Este reactivo es por 

lo tanto específico para el oxidrilo de esta posición, que si se encuentra li-

bre produce un corrimiento batoorómico de la Banda II que puede ir de 5 a 20 1 

respecto de la misma banda del espectro normal. 

El nuevo derivado sulfatado no acusa variaciones en el m.ximo de ab 

ción de la referida banda por el agregado de AcONa (fig. 6), indicativo que ei 

ta posición se encuentra sustituída. 

Acción del acetato de sodio + ácido bórico (AcONa + B03H3) 

Después de realizar el espectro con el agregado de acetato de sodio 

se le adicionó,al blanco y al problema, ácido bórico; procedimiento efectuado 

en igual forma que con el anterior reactivos 

Este ácido nos permite obtener información acerca de la existencia 

oxidrilos fenólicos que se encuentran en posición orto. Si la molécula contie 

hidroxilos en este ordenamiento, el ácido bórico forma con ellos quelatos tal 

como se esquematiza a continuación (página 31). 
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Este efecto se manifiesta en un corrimiento batocrómico de la Banda 

de 20 a 30 rixn respecto del espectro normal. 

El reactivo revela en este caso, la inexistencia de oxidrilos en poE 

ción orto, es decir que los oxidrilos de las posiciones 3' y/O 4' de la querc 

tina no se encontrarían libres, (fig. 7). 

Acción del cloruro de aluminio L cloruro de r 1.uminio + clorhídrico  

El cloruro de aluminio forma con las flavonas y flavonoles, que con¡ 

non oxidrilos en posición orto, complejos que son lát.les en medio ácido y adE 

más, si el flavonoide posee oxidrilos en las posiciones 3 o 5, forma cotnplejoE 

entre estos grupos y la función coto del carbono 4 que son estables en medio 

ácido. Aprovechando esta diferencia de estabilidad en ese medio, es posible 

diagnosticar la presencia de hidroxilos en posición orto y ademas también la 

existencia de estos grupos libres en las restantes antedichas posiciones. A cc 

tinuación se muestra, gráficamente la formación de estos compuestos y su oompoi 

tatniento en medio ácido. 

CI3AI 
HO 

HO 
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A la solución problema y al blanco se agregaron sois gotas do solu-

ción metanólica de cloruro de aluminio al 5%. Obtenido este espectro se agre-

gan en cada cubeta tres gotas de solución de ácido clorhídrico al 30% y se tr 

za nuevamente el espectro (fig. 8), donde vemos que la adición del primero de 

los reactivos corre batocrómicamente los máximos de absorción respecto del no 

mal por formación de complejo, que no se altera por la presencia do clorhídric 

tal como se encuentra graficado en la misma figura. 

Por lo anteriormente expuesto y de acuerdo a las características de 

los espectros obtenidos se corrobora la inexistencia de oxidrilos en posición 

orto y pone de manifiesto que el complejo se forma entre el oxidrilo de la po-

sición 5 con el carbonilo vecino, ya que la otra alternativa de complejarse cc 

el hidroxilo del carbono 3  no es posible por encontrarse sustituído. 

De acuerdo a estas primeras especulaciones que podemos hacer median 

la aplicación de espectroscopía ultravioleta, es posible asignarle al compues 

que se estudia, la estructura de un derivado polisustiuído de la quercetina. 

Las posiciones afectadas por los sustituyentes y aquellas que permanecen libr 

resultan en algunos casos claramente identificadas ( or ejemplo, las sustitucio 

en carbonos 3 y 7, como así también el caracter de libre del oxidrilo de carb 

no 5). Las dudas que pueden plantearse están referidas al grado de sustituciói 

real que presenta el anillo B ya que si bien es indudable la existencia de un 

tituyento sobre las posiciones 3' o 4', también puede sospecharse que ambas s 

encuentran ocupadas. Lo que hace necesario aportar mayores evidencias para de 

esto debidamente aclarado. 

Los ,K máximos, sus log.€, y las inflecciones de cada uno de los es 

tres obtenidos se resumen en la tabla VIII. 

TABLA VIII. 	Á máx. y log.E 	de los espectros UV del compuesto 

Lo.6 

A 

,< tnáx. 

EtOil-HO 501,  344; 	266; 	241 4.29; 4.34; 4 

MeONa 383; 	300 infl.; 	272; 	237 4.38; 4.24; 4 

C13A1 389; 	340; 	296 infl.; 	275; 254 infl. 4.16; 4.27; 4 
Cl 

3 
 Al/ClH 389; 	340; 	296 infl.; 	275; 254 infl. 

AcONa 400; 	265 4.35; 4.25 

AcONa/B03H3  344; 	266; 	241 
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FIGURA 8. Espectro UV correspondientes 
a]. compuesto A. 
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Espectros de Resonancia Magnético Nuclear  34 

El trazado completo, correspondiente al compuesto A, puede verse a 

través de los espectros que se muestran en las figuras 9, 10 y  11. En el primE 

ro de ellos la sustancia fue disuelta en D20, donde se observa claramente la 

presencia de un singlete a ó 2,50 característico de un metilo de grupo acetil 

La parte aromática sin embargo no muestra detalladamente las características 

los protones de cada anillo, debido probablemente a la baja solubilidad del oc 

puesto en el citado solvente a temperatura de trabajo. Pero es observable la i 

sencia de cuatro so?íalas cuyas alturas de integraci6n dan una relación con re 

pecto a los primeros de 5,18 para 2,81. Pudiendo apreciarse además en este tr 

zado la ausencia de seíales fuertes alrededor de cf 3,5, afirmando así la auser 

cia de restos glicosídicos en la molécula. 

Un espectro más claro de la zona correspondiente a los protones aro 

ticos se obtuvo al realizarlo con la muestra disuelta en DMS (fig. 10). La se-

íal del acetilo aquí no aparece debido a que se encuentra enmascarada por la 

solvente (J2,5), la cual se ha atenuado convenientemente para que no salga f 

ra de escala. 

Un segundo espectro con este mismo solvente es el que se muestra en 

figura 11, barriendo también campos más bajos, en donde se distingue una señal 

ancha a 6 12,5 correspondiente a un prot6n de oxidrilo fen6lico (de acuerdo a 

integración) para cinco de la parte arowtica. 

En la tabla IX se dan los valores de las asignaciones hechas para o 

seííal del espectro RMN del nuevo derivado polisustituído de la quercetina. 

TABLA IX. Valores de las se?iales de RMN correspondiente 
al compuesto A. 

Solvente 	d 

D 
2  O 
	2,50 

DMS 	6,58 

le 	 6,80 

U 	7,90 

It 	8,05 

II 	 12,50 

N° de II 	SeFial 	 JUz 

s 	 Acetilo 

d 	 6,8 2 	11-6 

señal 	 11-8 y H- 
ancha 

d 	 J21961  2 	11-2' 

d 	 J6192t 2 	11-6' 

señal 	 011 fen6ll 
ano 

3 

1 

2 

1 

1 

1 



1 
7.5 	 5.5 	 5.5 	 4.5 2.5 	 1.5 	 0.5 8.5 

1 
3.5 

1 	 11  



10 o 

1 
uU 2íj( ?OO 

OH 

4nU 

JOSO5K 

1 	(Ooso 

UI 

 	1 	 -1  1 

DMS =2-5 

1 

1 	1 	1 	1 , 1 	1 	1 	i  



o o.  01 o ç o . z oç 1I9 0% 

wr\ 

'Ii 	 001 	 V0 	 (O 

- 	 1 	 1  

o o HO 

o OSEON 

íí  t•41i 

tII .I  fl, 



- 38 - 

De los datos aportados por estos espectros obtenemos tres nuevas e 

importantes conclusiones: 

a) Que la molécula además de sulfatos, contiene un resto acetilo. 

b) Que solamente posee un oxidrilo fen6lico libre. 

c) Es posible también establecer la posición que el grupo acetilo ocupa en la 

molécula, como se verá en detalles en página 41. 

Metilaci6n del acetil-sulfato 

Para dilucidar finalmente la posición del oxidrilo libre, se procedi 

a la metilaci6n exhaustiva del acetil sulfato de quercetina. 

60 mg del compuesto so disolvieron en 2 ml de DMS, la solución se i 

trodujo en un tubo de vidrio grueso especialmente preparado, en el que se agr 

garon 8 ml de solución etérea de diazometano y se cerró a la llama y dejó a tE 

peratura ambiente. Se lo dejó reposar durante 24 horas (con agitación periódic 

al cabo del mismo, se abrió el tubo, so eliminó la cape etérea y se le agregó 

de nuevo igual cantidad do la solución del reactivo antedicho, se cerró nueva-

mente a la llama siendo sometido a igual tratamiento por idéntico tiempo. El 

procedimiento se repitió una vez más, motilando en t tal por espacio de 72 hoi 

Al cabo de este período el tubo se reabrió nuevamente y se eliminó la capa ot 

rea, la solución remanente se diluyó con tres veces su volumen en etanol abso] 

to, obteni4ndose de inmediato un precipitado amarillo que se separó por contri 

fugaci6n, se lavó con el solvente precipitante que posteriormente se eliminó E 

presión reducida. Se puso de manifiesto la metilaci6n total del compuesto medi 

te el trazado del espectro UV en Et0H-H20 (1:1), no produciéndose ninguna van 

ci6n en la posición de los 1Ç  máximos (322 y  258 nm) mediante el agregado de lc 

reactivos anteriormente indicados (fig. 12). Además no reaccionó con solución 

metan6lica de cloruro férrico. 

Hidr5lisis del me-hilado  

E1 producto proveniente do la metilaci6n, fue sometido a una bidróli 

sis ácida total, de la misma manera que la realizada para el producto de parti 

(pág. 22). Los cristales aislados fueron analizados espectrosc6pioamonte en e 

ultravioleta, resultando su trazado idéntico al de azaleatina (5-0-metil querc 

tina) testigo, tal como se muestra en la tabla X. Los Rf en los sistemas que 

detallan en tabla XI son coincidentes también en este caso con los de muestra 

auténtica. 
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PIG1JRA 12. Espectro UV correspondiente al compuesto A, 
metilado y sin hidrolizar. 

a) 	 el mismo trazado para el espectro normal (t011—H20 1:1) 

y con el agregado de cada uno de los reactivos: MeONa, 

C13A11  013A1f-Clll, AcONa y AcONa+B03113. 
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TABLA X. 1., mix. del espectro UV de Azaleatina testigo 
comparada contra muestra auténtica. 

,K. máximos en MeOH 

Azaleatina testigo 375 318 272 

Problema 373 318 270 

TABLA XI. Rf comparativos entre Azaleatina testigo 
y muestra problema. 

BAW 	 AcOil 1571  

Azaleatina testigo 
	

0,60 	 0,30 

Problema 
	

0,60 	 0,30 

Análisis elemental cuantitativo  

Las determinaciones efectuadas fueron las siguientes: Carbono, Uidr6 

gofo, Sulfato (luego de hidr6lisis), Acetilo y Potasio. Los resultados hallado 

y calculados para la f6rmula 017H901753K3, correspondientes a una relación sul 

fato/acatilo/quorcetina igual a 3:1:1 se detalla en la tabla XII. 

TABLA XII. Análisis elemental cuantitativo del 
compuesto A para C17119017S3K3. 

% Calculado % Hallado 

Carbono 29,23 28 9 29 

Hidrógeno 19 29 1914 

Sulfato 41 9 26 39,85 

Acetilo 6915 5,42 

Potasio 16 9 79 16,50 

Loe valores encontrados por el Laboratorio Bernhardt (para Carbono, 

llidr6geno, Sulfato y Acetilo) muestran resultados que están por debajo do los 

calculados teoricamente, sugiriendo este hecho que las condiciones a que fue e 
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metido para su secado (50°C/2mm) no fueron suficientes y como consecuencia de 

ello podría atribuirse la presencia do dos moléculas de agua de cristalización 

en el flavonoide, modificando do esta manera los valores teóricos, ajustndoloE 

así a los encontrados (tabla XIII). 

TABLA  XIII. Análisis elemental cuantitativo 
del compuesto A corregido. 

LCalculado 	 % Hallado 

Carbono 27,79 289 29 

Hidrógeno 19 22 1914 

Sulfato 39924 39,55 

Acetilo 5985 5,42 

Como conclusión de los resultados experimenta os obtenidos de los diE 

tintos m4todos físicos y químicos aplicados, se derivan dos importantes rasgos 

estructurales: 

a) El nuevo compuesto presenta características que lo identifican como un dar¡ 

do tetrasustituído de la quorcetina, cuyo ozidrilo libre demostró ser el de 

la posición 5- 

b) Los sustituyentes fueron identificados como grupos sulfatos y acetilo. El a-

nálisis elemental cuantitativo condujo a establecer una relación aproximada 

quercetina/sulfato de 1:3 y  querce tina/acetilo de 1:1. 

Determinados cada uno de los componentes de la estructura en estudio, 

resta establecer la posición del grupo acetilo dentro de las cuatro a1ternativ 

que presenta la molécula. De todas ellas la más probable resulta ser la 3, eetc 

se sugiero tras comparar los espectros UV normales correspondiente a: quercetir 

totrasulfato de quercetina y el compuesto aislado en esta oportunidad. El segur 

do de ellos muestra su Banda 1 con un fuerte desplazamiento bipsoorómioo respec 

to del primero (de 370 a 310 nm, fig. 13),  indicio de una coplanaridad restrin 

da entre los anillos B y C tal como so ha demostrado que ocurre en el caso de d 

rivad.os bifenílicos sustituídos en posición orto 35.  En el compuesto estudiado E 

cambio, el corrimiento de esta banda es batocrórnico respecto de la del tetrasu] 

fato (de 310 a 344 nrn), con un incremento del iog.*E de 4.09 a 4.29;  indicati' 

de acuerdo a la literatura citada, de una mayor tendencia a lograr la planarid 



- 47  - 

    

   

    

'-3 

() 

r' r' 
II \\ •__ 	 ¡ \/ \ 

/ pI 
\ 

/ 
ji - ••\ 	- 

/ 
1' \ / 

1/ 
1 

¡ 

1  

400 - 	 300 	 200nm 

FIGURA  i . Espectros UV normales correspondientes a: 

a) 	 3-acetil-7-3'-4'-trisulfato de queroetiria 

b) 3-7--3'-4'-tetrasulfato de quercetina 

c) 	 Queroetina 
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entre los anillos mencionados, por sustitución de un voluminoso grupo sulfato 

por otro menor, en este caso un acetilo. 

El hecho de que el grupo acetilo ocupo la posición 3 de la querceti: 

permite dar una explicación de la parte aromática del espectro de RLN del nue 

derivado (figuras 10 y  11 de páginas 36 y 37). En estos trazados es evidente 

solapamiento de dos seFíales que según se había especulado anteriormente porte: 

cerían a la de los protones de los carbonos 5' y 8. El desplazamiento de la s 

Fíal del primero de estos protones sería causada por el pantallamiento que pro 

co el carbonilo del grupo acetilo, situado en posición 3, sobre el protón del 

carbono 5' (fig. 14) cuya soFíal se corre por esta causa, a campos altos super 

ninc1ose con la del carbono 8. 

FIGUIA 14. Modelo molecular del 3—acetil-7-3 t -4'—trisulfatO 
de quercetina (compuesto A). 
- Pratnework Molecular Modeis, Prentice Hall mt.- 

Este mismo efecto del grupo acetilo sobre el protón del mencionado 

carbono del anillo B, puede observarse a través de los trabajos realizados po 

Pacheco y col. 36 referentes a estudios espectrosc6pioos en BMN de quercotina 

derivados acetilados y tnetilados. 

En la tabla XIV se rosutnen los datos de H?1N más significativos de 1 
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referida publicación y se le suman los del tetrasulfato y del acetil-trisulfat 

de quercetina, por nosotros obtenidos, de modo que resulte comparativo. 

TABLA XIV. Efecto del grupo acetilo -en RM1- ubicado en la posioi6ii 
3 de la quercetina, sobre la señal del 11 de C-5'. 

Derivados quercetina cf 11-6 ¿11-8 611-5 611-2' (111-6' 

Pentaaoe tu 6,88 7,31 7,32 7970 7971 

3-0-metil tetraacetil 6982 69 30 69 37 7992 7992 

Acetil trisulfato 6958 6,80 6,80 7990 8905 

Te trasulfato 6,78 7,13 7966 7,96 8916 

Do acuerdo a los hechos anteriormente expuestos se le atribuye al 

nuevo derivado la siguiente fórmula estructural 37: 
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Aislamiento, purificación e identificación del tetrasulfato  de quercetina 

Aislado el tetrasulfato mediante el empleo de geles filtrantes, tal 

como so ha detallado en página 20, se procedió a concentrar las fracciones ret 

nidas a presión reducida. El producto obtenido se reoristaliz6 de agua consi-

guiéndose un precipitado amarillo que una vez seco pesé 65 mg. 

Los cristales fueron cromatografiados sobre papel en forma descendei 

tornando como referencia muestra auténtica de tetrasulfato de quercetina. Los 1 

tomados en los distintos sistemas de solventes son indicados en tabla XV, 

TABLA XV. Rf comparativos entre tetrasulfato de quorcetina 
testigo y sustancia problema. 

BAW 	 AcOil 6Q  

Tetrasulfato testigo 09 92 09 05 09 75 

Sustancia problema 09 92 0905 09 75 

Las características espectrales en el ultravioleta como así también 

por BMN confirmaron su identidad 
11 
 (tablas XVI y XVI_. respectivamente). 

TLBLA XVI. A tníx. de los espectros 11V del tetrasulfato de queroetin 
en EtOH-H20 5 y con distintos reactivos. 

EtOH-H20 5 MeONa AcONa 

270  280 280 280 

310 380 368 325 

340 infl. 390 

TABLA XVII. Valores de RMN correspondientes 

al tetrasulfato de querce tina. 

Solvente 
	

¿ 	N° de 11 	Seíal 
	

Juz 

d 

d 

d 

d. 

d 

DO 
2 

'1 

6,78 

7,13 

7,96 

8,16 

7,66 

1 

1 

1 

1 

1 

2,5 11-6 

= 2,5 11-8 

j2'961  = 2,5 11-2' 

= 2,5 11-6' 

,6' 
= 8,5 11-5' 
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KO,SO. 

 

 

  

OH 
Tetrasulfato de quercetina 

b) Flavonoides glicosilados L aglucories  

Extracción 	3quema operativo en tabla XVIII) 

1,100 kilogramos de hojas seoas finamente molidas se extrajeron en 

un extractor continuo con eter de petróleo (fracción 600_800C)  hasta agotamien 

to. Posteriormente y luego de filtrar y secar el material se procedió a una nui 

va extracción con tricloro etileno, estos extractos dieron negativo el test de 

Shinoda por lo que fueron descartados. 

A continuación, el material molido se colocó en maceración a temperaS 

tura ambiento con cuatro litros de etanol comercial, procedimiento que se repil 

por cuatro veces. Los extractos fueron separados por filtración a través de un 

embudo de Bücbnor y los líquidos así obtenidos se juntaron y concentraron a pr 

sión reducida en evaporador rotatorio, a no más de 45°C, basta sequedad. El ex-

tracto crudo resultante fue tomado con lOO mi de agua tibia (600C), enfriado y 

sometido a extracción con tricloro etileno (3 X 50 mi). La finalidad de este 

timo tratamiento es la de eliminar clorofilas que habían quedado retenidas en 

el extracto acuoso y que interfieran en el proceso de separación de los princi 

pios buscados. 

Una cromatografía en papel de este extracto, utilizando como soivent 

agua destilada, reveló el contenido de dos manchas cuyos 'Rf son: 0,00 y  0,10 

respectivamente. 

Aislamiento, purificación e identificación  

Los compuestos arriba visualizados fueron separados recurriendo al e 

piso de goles filtrantes de origen sintético, Dio-Gol P-4, cuyo límite de exoli 

sión es de 3.600. 



TABLA XVIII 

Esquema operativo para la extracción de flavonoides glicosilados 
y aglucones, realizado sobre hojas de Flaveria bidentis (L) O.K. 

1,100 Kg de rnateril seco y molido 

10) Extracción con eter de petróleo 
frac. 600_800  (hasta agotamiento) 

Filtración 

Extracto eter de petróleo 
(-) flavonoides. 

Material seco y molido 

20) Extracción con tricloro 
etileno (basta agotamiento) 

Filtración 

Extracto tricloro etileno 	Materia seco y molido  
(-) flavonoides. 

30)  Extracción con etanol 
comercial 

Filtración 

Extracto etanólico 
(+) flavonoides.  

Ir 

Material agotado 
(se desecha) 

Evaporado a 
sequedad 

Retomado con agua 

Extracción con 
tricloro etileno 

yIr 

Capa acuosa 	 Capa tricloro etileno 
(+) Flavonoides glicosídicos 	 (clorofilas) 

y aglucones 
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23 gr de este producto convenientemente hidratado se empaquetaron ei 

una columna de vidrio de 295  X 309 5 cm y sobro ella se sembraron cuatro ml de 

extracto acuoso anteriormente obtenido. Para su desarrollo se emple6 agua des-

tilada con un flujo de 15 gotas por minuto. 

De esta manera fue posible separar tres fracciones, la primera de 

ellas de color marr6n, wigr6 con el frente de solvente, reaccionando negativa-

mente frente al test de Shinoda, por lo que fue descartada. La segunda, de oo 

raci6n amarilla y que se desplaz6 lentamente , a través de la columna di6 resul 

do positivo a este ensayo. La tercera de las fracciones, presentaba las misma 

caracte±ísticas cromáticas que la anterior pero quedaba retenida en el origen 

la columna, por lo que fue necesario cambiar la polaridad del solvente (EtOH-

H20 507%)  para movilizarlo. 

Los eluídos do cada fracci6n fueron concentrados a presión reducida 

Esto procedimiento repetido varias veces condujo a obtener aproximadamente 20 

30 mg de cada una de ellas, que fueron recristalizadas le agua la primera y e 

nol-agua la siguiente. A estos cristales los llamaremos respectivamente A y B 

Los cristales A fueron cromatografiados en Dapel en forma monodimeni 

nal y en distintos sistemas de solventes, comprobándose que so trata de un 

f1avonoi1e. 

Los Rf obtenidos de cada cromatograma como así también el espectro 1 

39 del compuesto son coincidentes, de acuerdo a la bibliografia 
38, 

, con los de 

quercetina-3.-gluc6sido o galact6sido. (tablas XIX y XX). 

TkBLA XIX. 	Rf comparativos entre la sustancia problema 
3-0-9lu. y 3-0-gal.. y quercetina: 

110 AcOil ] BAW 

Compuesto A 0,10 0,35 0960 

Q,uercetina-3-0-glu. 0908 0937 09 58 

uercetina-3-0-gal. 01,09 09 35 0955 





TABLA XX. Amx. de los espectros UV del compuesto A 
en IieOH y con distintos reactivos. 

e0ll Y. Cl C13A1JC1H AcONa BO II, 

357 411 

_-t 

431 400 381 373 

02 lnfl. 330 335 inflo 360 infi. 322 300 j 

266 mf 1. 273 302 infi. 300 mf!. 272 260 

257 
	 270 	 270 

Para corroborar que se trata de la estructura propuesta y determinar 

con exactitud el azúcar que lleva unido, se sometió dicho compuesto a una hid 

lisis total en las condiciones expuestas en página 22 para el acetil-trisulfal 

de quercetina. Como resultado de ello se obtuvo un sólido (agluc6n) y un sobrE 

nadante. El a.gluc6n fue sometido a análisis espectral en el UY y oromatogrfic 

en diversos sistemas de solventes, contra muestra autérica de quercetina, coy 

resultados idénticos a los obtenidos en tablas VI y VII en página 23. En el sc 

bronadante, luego de concentrado, se investigó el resto azucarado por compara-

ci6n cromatogrfica ascendente en capa fina boratada ¡ en papel (descendente) 

sembrando contra muestras testigos. 

Para las cromatografías de capa fina se usó como reactivo revelador 

difenilamira-acido fosfórico, de acuerdo a la técnica utilizada por Gal 
40 

 pare 

la separación e identificación de monosac4ridos. Los papeles fueron revelados 

con ftalato de anilina según técnica indicada por Stah141. 

Los Ef  resultantes (tabla XXI) mostraron identidad con los do la gh 

cosa, por lo que se demuestra que la estructura del principio aislado es el dE 

la quercetina-3-gluc6sido. 

TABLA XXI. Rf comparativos entre el hidrolizado del 
compuesto A y glucosa y galactosa testigos. 

Capa fina 	 Papel 

n-propanoJ--1120 	Cloroformo-MeOH 	Acetato de etilo- 
(7:1) 	 (6:4) 	 Piridina-HO (8:; 

Hidrolizado de A 09 55 09 37 09 32 

Glucosa 09 55 09 37 09 32 

galactosa 09 49 09 26 0927 
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OH 

Quercetina-3-0—glucosa 

El sólido B demostró a través de diversas corridas cromatogrfioas 

ser en realidad una mezcla de dos flavonoides. Con el fin de obtener algunos 

ligramos puros de esta sustancia se procedió a separarlas por cromatografía i 

parativa en papel Wbatman 3MM siguiendo el procedimiento descripto a continu 

ci6n. El precipitado disuelto en metanol, se sembró en banda sobre papeles d 

15 X 35 cm, utilizando como solvente fenol saturado con agua que resultó ser 

sistema de desarrollo más eficaz. 

Obtenido el cromatograma y una vez seco el papel, se revelaron (co' 

luz Uy) y marcaron cada una de las manchas, cortándolas en finas tiras para 

go eluirlas en primer lugar con agua, para eliminar los restos de fenol retei 

dos en el papel. Posteriormente (luego de secar) se extrajeron loe aglucones 

metanol grado espectrosc6pico. Después de filtrar, cada uno de los sobrenadai 

fue sometido al análisis espectral en el UY. Por los trazados de los espeotr 

normales y los corrimientos producidos por el agregado de los reactivos usua: 

estos compuestos fueron identificados como quercetina (tabla VI pág. 23) y 

kaemferol respectivamente. Los ? máximos de éste último se muestran en la tal 

XXII. 

TABLA XXII. Á nix. de los espectros UY de kaemferol 
en MeOH y con distintos reactivos. 

L 	1eOH 	 MeONa 	 ClAl 	 C13A1JC1H  

365 	 419 	 424 	 424 

322 infl. 	320 	 352 	 352 

298 infi. 	278 	 306 infi. 	 306 infi. 

253 infi. 	 270 	 270  

266 	 260 infi. 	 260 infi. 

AcONa 

385 

300 

274 
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Finalmente, estas estructuras fueron confirmadas cromatogrfioament 

sembrando los problemas contra quercetina y kaemferol testigos (tabla XXIII). 

TABLA XXIII. Rf comparativos entre las sustancias problemas 
y quercetina y kaeniferol testigos. 

BAW Fenol Forestal 

Problema 1 0,62 09 30 0942 

Quercet ma 0962 0930 0,42 

Problema 2 0980 0961 0956 

Kaemferol 0980 0961 09 56 

HO HO 
-OH 

  

OH 

 

Querce tina 
	 Kaemferol 



1 



B.— FLAVERIA BIDENTIS (L)  O.K. 

FLORES  

Extracci6n de fiavonoides (esquema operativo en tabla XXIV) 

500 gr del material seco fueron sometidos a tratamiento de desengr 

do con idéntico procedimiento que para las hojas (pág. 18). Posteriormente fu 

ron realizadas dos nuevas extracciones a temperatura ambiente; la primera de 

ellas con eter etílico y la segunda con EtOH-1120 50%,  ambas basta agotarnientc 

El segundo de estos extractos se llev6 a un evaporador rotatorio p 

eliminar su parte alcob6lica y obtener un volumen acuoso de aproximadamente 

mi, el que a su vez fue extraído con acetato de etilo en un extractor contínt 

líquido-líquido. 

De esta manera se contó con tres extractos: mo etéreo, otro aouosc 

un tercero de acetato de etilo. Mediante este procedimiento se logró fraccioz 

los compuestos buscados de acuerdo a sus polaridades, esto puede apreciaras E 

la figura 15 donde se reproduce las cromatografías en papel do los distintos 

tractos. 

Solvente de desarrollo: agua. 

L 

19 

E. acetato de 
etilo 

Ca 
	/ 

Extracto total E. etéreo E. acuoso 

FIGURA 	. Comportamiento cromatográfico de los distintos 
extractos de flores de Flavoria bidentis. 

.11 
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Filtración 

Material seco y molido 
1 

Extracto etéreo 
(+) flavonoides. 

4°) Extracción con EtOF 
E 
2 
 O 5O 
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TABLA XXIV 

Esquema operativo para la extracción de flavonoides 
en hojas de Flaveria bidentis (L) O.K. 

500 gr de material seco y molido 

10) Extracción con eter de petróleo 
frac. 600 _800  (hasta agotamiento) 

Filtración 

Extracto eter de petróleo 	Material seco y molido  
(-) flavonoides. 

20) Extracción con tricloro etileno 
(hasta agotamiento) 

y 

Filtración 

Extracto tricloro etileno 	 Material s co y molido 
(-) flavonoides. 

30) Extracción con eter etílic 
(hasta agotamiento) 

y 

y 

Filtración 

Extracto EtOH-H20 5G, 
(+) flavonoides. 

Material agotado 
(se desecha) 

Evaporado a 1/3 de volumen inicial 
y extracción con acetato de etilo 

F 	 1 
Extracto acuoso 	 Extracto acetato de etilo 
(+) flavonoides. 	 (+) flavonoides. 
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J698 	= 2,5 11-6 

J8,6 	= 295 11-8 

J5161= 9,5 11-5' y 

J6,,5,= 890 11-6' y 

DMS 

u 

1, 

6,13 

6,40 

6,86 

8903 

1 

1 

2 

2 

Aislamiento, purificación e identificación 

Extracto etéreo: 

Por evaporación a presión reducida este extracto ft 

llevado a sequedad, el residuo siruposo remanente en el balón contenía un so] 

flavonoide (determinado cromatogrficarnente) que era insoluble en benceno y E 

luble en acetona. El tratamiento con el primero de estos solventes se hizo cc 

el fin de extraer clorofilas que pudieran haber quedado retenidas a pesar de] 

procesamiento inicial; mientras que el compuesto buscado fue solubilizado en 

cetona, refluído con carbón vegetal y luego filtrado, concentrado y precipita  

por el agregado de agua. Los 60 mg del sólido obtenido fueron pasados a trav 

de una columna cromatogrfica (1 9 5 X 35 cm) rellena con poliamida, empleando 

EtOfi como solvente de eluoi6n. Desechada la primera fracción por contener imi 

rezas, la restante fue colectada y sometida al mismo procedimiento anterior i 

ra precipitarla, obteniéndose aproximadamente 40 mg de un salido de color am 

llo verdoso. Su identificación fue realizada por aplicaoi6n de métodos esreci 

c6picos en el UY, RN y cromatográficos contra muestra aut4ntica. 

El compuesto fue identificado como kaemferol y las constantes para 

obtenidas coinciden con las indicadas en las tablas (XII y XXIII de las págir 

50 y  511  referidas a dicho agluc6n. Además se incluyen en la tabla XXV los v 

res de su espectro W, concordante con el de la bibliografía42. 

TM3LA XXV. Valores de RMN correspondientes 
al kaemferol. 

Solvente  ¿ 	N° de 11 	Sea1 	 Jlíz 

         

Extracto acuoso: 

Este extracto contenía un solo flavonoide cromatog 

ficamento puro, el que fue separado do sus impurezas por aplicación de asta 1 

nica en forma preparativa sobre papel Wbatman 31M, empleando agua como solvex 

de desarrollo. El extracto concentrado fue sembrado en banda y una vez obteni 



1 
	el crornatograma, la mancha correspondiente al principio buscado fue recortada 

y eluída con EtOH-1120 50%. Las propiedades espectrales de dicho compuesto, C( 

así tawbi4n las cromatogrficas realizadas en distintos sistemas de solvente 

comparadas con sustancia testigo (tabla XXVI), revelaron que se trata del 3-

acetil-7-3'-4'--trisulfato do quercetina cuya estructura, encontrada en hojas 

ha sido ya discutida. 

lb 

TABLA XXVI. Rf comparativos entre sustancia problema y 
3-acetil-7-3 I-4  '-trisulfato de quercetina. 

Ji O 	 AcOH 151 	 TBA 	 BAW 

Problema 	 0,88 	 09 86 	 0,11 	0 914 

Acetil-trisulfato 	0,88 	 0986 	 0911 	0914 
de querce tina 

Extracto de acetato de etilo: 

De acuerdo al -squema cromatogrfico 1 

to en página 52, este extracto presenta dos flavonoides, uno de ellos con Rf 

0900 y  el siguiente 0,16. 1 primero resulta ser el glucón ya extraído en l 

fracción etf5rea y el segundo se procedió a aislarlo por medio de cromatograf 

en papel preparativa de idéntica manera que la detallada anteriormente. }l c 

portamiento cromatogrfico y  espeot:roscópico en el ultravioleta de este comp 

to demostró similitud con los datos indicados por bibliografía 8'39  para el 

kaemferol-3-gluc6sido (tablas XXVII y Xxviii). Su estructura fue ratificada 

hidrólisis del glucósido y posterior reconocimiento de sus partes, de la mano  

descripta en página 49. 

TABLA XXVII. 	k míx. de los espectros UV correspondientes al 
kaemferoI-3-0--g1u.,en MeOR y con distintos reactivos. 

MeO FI MeONa C13A1/C 111 

352 01 401 395 

300 infi. 326 352 350 

268 272 300 mf 1. 300 infi. 

274 	 272 
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TABLA XXVIII. Rf comparativos entre los do la sustancia 
problema y los de kaemferol-3-0-glucosa. 

E 0 	 AcOil 15% 	BAW 

Problema 0,13 0944 09 71 

Kaetnferol-3-0-glu. 0916 0,46 0970 

HO 
H 

Kaernferol-3-0-glucosa 

Flaveria bidontis (L) O.K. 

El contenido de flavonoides de esta planta se detallan, a modo de r 

sumen, en tabla XXIX. 

TABLA XXIX. Contenido flavon6lico de bojas y flores 
de Flaveria bidentis (L) O.K. 

HOJAS 

3-acetil-7--3 '-4 '-trisulfato de quercetina 

3-7-3'-4'-tetrasulfato de quercetina 

Quercet ina-3-O-glucosa 

Kaemferol 

Quercetina 

 

FLORES: 

3-acetil-7-3'.-4'-trisulfato de quercetina 

Kaemferol-3-0-glucosa 

Kaemferol 
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Flavoria bi1ontis var. angustifolia Otto Kuntze (Compuestas) 

r 
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(TOA W. 

O.- FLAVERIA BIDENTIS VAR. ANGUSTIFOLIA O.K. 

FLORES 

a) Flavonoides sulfatados 

Extracción (esquema operativo en tabla xxx) 

250 gr de este material finamente pulverizado fue sometido al proc 

samiento de desengrasado y posterior maceración a temperatura ambiente con 

EtOIi-1120 (1:1), repitiendo la metodología aplicada en anteriores extraccionE 

El extracto reunido en último término fue oromatografiado en forma 

mono y bidmensional, en los sistemas de solventes apuntados en figura 16, i 

velando (bajo luz Uy) la presencia de tres flavonoides. 

sin. 

       

       

  

- 	 

 

       

B 

c 

       

i 

     

     

     

a 	 b 

FIGURA 16. Cromatografías del extracto de Et011-1120 50% 
de flores do Flaveria bidentis var. anguatifolia. 

Aislamiento Z purificación 

El extracto flavonólico fue concentrado a presión reducida a no m 

do 40C a 1/3 do su volumen inicial, enfriado y dejado en heladera por eapac 

de 72 ioras, transcurrido este tiempo se obtuvo un abundante precipitado am 
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TABLA XXX 

Esquema operativo para la extracción de flavonoides en 
flores de Flaveria bidentis var. angustifolia O.K. 

250 gr 1e material seco  y molido 

10) Extracción con eter do petróleo 
frac. 600-800  (hasta agotamiento) 

Filtración 

Extracto eter de petróleo 
(-) flavonoides. 

Material seco y molido 

20) Extracción con tricloro etileno 
(hasta agotamiento) 

Filtración 

Iq 

Extracto tricloro etileno 
(-) flavonoides. 

Material seco y molido  

30)  Extracción con EtOH-H O 5 
(basta agotamieno) 

y 

Filtración 

Extracto EtOil-il O 50 	 Material agotado 

( +J f1avono ¡le s. 	 (so desecha) 

Concentrado a 1/3 do volumen 
inicial y  72 hs en heladera 

iiitracin 

p.p. flavonoide sulfatado 
(compuesto C) 

Filtrado (+) flavonoides 
(separados por cromatografía) 
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lb. El mismo fue separado por filtración y secado a presión reducida sobre 

cloruro de calcio anhidro, acusando un peso de 200 mg. La recristalización se 

llevó a cabo usando como solvente agua. 

Este sólido cromatogrfioamente puro, al que identificaremos como 

compuesto C, es el de mayor Rf seialado en la figura 16 con la misma letra. 

Cromnatografías del compuesto O 

Algunos cristales de este compuesto fueron sometidos al análisis crc 

matogríf leo en los sistemas de solventes indicados en tabla XXXI, en donde tan 

bien so incluyen los Rf respectivos. El revelado de estos cromatogramas por 

irradiación con luz UY mostró la presencia de una mancha opaca; con vapores d 

amoníaco e inmediata irradiación con luz UY, la mancha antes opaca se tomó 

ahora de color amarillo brillante; con solución metanólica de cloruro férrico 

al 9% la mancha tomó coloración azul oscuro. 

TABLA XXXI. Solventes y Rf correspondientes 
al compuesto O. 

Solvente Rf 

1120 0,78 

TBA 0,12 

AcOil 15% 0,72 

BAW 0,47 

Hidrólisis del compuesto C 

20 mg de este derivado se disolvieron en 1 ml de Clil 0,1N en un tubo 

de hidrólisis, y llevado a baño maría hirviente durante una hora. El precipit 

do formado (agiucón) se separó por centrifugación y luego de secado sobre do: 

ro de calcio, fue analizado cromatogrficatnente en diversos sistemas de solvei 

tse y espectroscópicamonte en el UY. 

Espectros 11V del aglucón del compuesto O 

Los mxjmos de absorción e inflecciones de cada uno de los trazados 

realizados por la adición de los reactivos ya conocidos como así también el d 

espectro normal, se encuentran tabulados a continuación. 
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TABLA XXXII. k mLx. de los espectros UV del aglucón del 
compuesto C en MeOH y con distintos reactivos. 

Me011 	 MeONa 	 C13  A1 	 Cl3 	H A./Cl 

370 	 430 	 433 	 428 

326 infi. 	 330 	 361 infi. 	 357 inflo 

306 infi. 	 270 infi. 	 304 infi. 	 302 infi. 

268 	 266 	 270 infi. 

253 	 264 

Cromatoafías del aglucón del compuesto C 

TABLA XXXIII. Solventes y Rf correspondientes 
al aglucón del compuesto C. 

Solvente 	 Rf 

11 
2  0 
	 0,00 

BAW 	 0,75 

AcOH 15 	 0 9 02 

Fenol sat. 	 09 70 

Los resultados arriba mencionados conjuntamente con el punto de fu-

sión: 306-308°C (lit. 308-310°C)44, determinado para esta fracción insoluble, 

condujeron a individualizarlo (de acuerdo a bibliografía) 45946 , como isorbamne 

tina. Flavonoide que se diferencia de la queroetina por poseer un grupo metoxi 

lo en posición 3'. 

HO 

OH 

Aglucón = Isorhamnetina 
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Para confirmar por otra vía la identidad de la estructura aislada, se procedió 

a demetilar el aglucon problema con piridina—acido clorhídrico 47 (1700C duran—

te una hora, en tubo cerrado), condiciones éstas que llevaron a obtener querce 

tina. La cual fue reconocida cromatogrficainente sembrando el producto de reao 

ción contra muestra auténtica del derivado polihidroxilado. Los valores de est 

experiencia se reúnen en tabla XXXIV. 

TABLA XXXIV. Rf comparativos entro el aglucón del compuesto 0, 
antes y desputs de demetilarlo y quercetina testigo. 

Compuesto Rf BAW Rf fenol sat. 

Isorbamnetina problema 09 75 0970 

Producto de reacci6n 0166 09 25 

Quercetina 0,66 09 25 

Sobrenadante de la bidr6lisis del compuesto O 

La fracción soluble proveniente de la roferda hidrólisis, se dividi 

en dos alícuotas. Sobre la primera de ellas se practicaron reacciones (alfa na 

tol su1firico, antrona y fenol sulfr1co), tendientes a poner en evidencia la 

presencia de restos azucarados, resultando aquellas negativas. 

Sobre la segunda se adicionó cloruro de bario en solución, produoin 

doce inmediatamente un abundante precipitado blanco que responde a los ensayos 

analíticos de solubilidad correspondiente al sulfato (le bario. 

Espectro infrarrojo del compuesto O 

El espectro infrarrojo del compuesto C, se reproduce en la figura 17 
En ál se distinguen las siguientes características: 3.400 om, banda de absor 

ción ancha y de gran intensidad atrihuída a la vibración de tensión del oxidri 

lo 32
de carbono 5 unido por puente hidrógeno con el carbonilo de carbono 4; do; 

bandas de fuerte intensidad a 1.250  y 1.040 cm 	atribuídas a la vibración de 

tensión del enlace 3=0 de grupos sulfatos 33. 

Esectros ultravioleta del compuesto O 

Los espectros UV fueron realizados solubilizando el flavonol en MeOR 

grado espectroscópico. 

El espectro normal y los obtenidos por el agregado de los reactivos 
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FIGURA, fl. Espectro infrarrojo del compuesto C. 
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ya especificados anteriormente se reproducen en las figuras 18, 19. y 20 

resumindose en tabla XXXV las inflecciones, los máximos de absorción corres-

pondiente a cada banda y los log. E de cada uno de loe trazados. 

TABLA XXXV. / máx. y iog.E de los 
UV del compuesto C. 

Á máx. 

espectros 

Log.E 

M eOU 353; 266 infi.; 	253 4.35; 4.28 

MeONa 415; 266; 	245  infi. 4.31; 4.36 

Cl 3A1 401; 361 infi..; 	302 infi.; 278 mf 1.; 269 4.30; 4.20 

C13A1/C111 401; 361 infi.; 	302 infi.; 278 infi.; 269 4.27; 4.15 

AcONa 419 infl.; 	363; 	267 infi.; 254 4.15; 4.28 

AcON a/BO 3113  359; 266 infi.; 	256 

Las consideraciones efectuadas teniendo en cuenta los resultados ar 

ba obtenidos y cuyos fundamentos fueron explicados a'teriormente (páginas 24 

32), se resumen brevemente a continuación: 

1) Espectro normal (fig. 18) 

La Banda 1 dei espectro metan6lico del compuesto O se encuentra siti 

da dentro de la zona de absorción de los flavonoles sustituídos en posición 3 

(ver página 26), permitiendo afirmar que nuestro compuesto presenta dicha sus 

tuci6n. 

2) Frente al MeONa (fig. 18) 

Se produjo un corrimiento batocr6mico de ambas bandas con un inorom 

to del logE do la Banda 1 respecto de su similar de la del normal, sugirien 

por lo visto en la página 26 que el oxidrilo de la posición 4' se encuentra 1 

bre. 

3) Frente al 013Al y C13A1JC111 (fig. 19) 

Por la adición de cada una de los reactivos se obtuvieron dos espeo 

tros que son prácticamente superponibles entre sí, con sus dos bandas de abeo 

cj6n corridas batocr6micamente respecto del trazado metan6lico. 

Este comportamiento (ver página 31) aporta dos nuevos datos respeot 

a la estructura del flavonoide en estudio. En primer lugar se ratifica la me: 



o.l 
OSO3K 

KOSO 

I I  

-L 

300 	 2JOni 

V
I

N
V
L
IW

VH
a

 %
 

CD 

45. 

CD 

CD 

00 
CD 

CD 

CD 
CD 

FIGURA 18. Espectros UV correspondientes 
al compuesto C. 

a) 	 espectro normal 

b) -. 	espectro con el agregado de MeONa 
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3b0 	 2con 

FIGURA 19. Espectros 1W correspondientes 
al compuesto O. 

a) 	 espectro normal 

b) espectro con el agregado de 013A1 

o) 
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FIGURA 20. Espectros UV correspondientes 
al compuesto C. 

a) 	 espectro normal 

b)-- -- espectro con el agregado de AcONa 
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tencia de oxidrilos en posición orto (el complejo formado por el agregado de 

C13A1 no se altera frente al ácido clorhídrico), hecho este que era predecible 

ya que el aglucón del cual deriva (isorhamnetina) carece de este tipo de oxidr, 

lo, por poseer en posición 3' un grupo metoxilo. 

La siguiente información que se desprende, es la que pone en claroqu 

la única posibilidad que tiene la molécula de formar un complejo estable en me 

dio ácido, es la debida a la interacción del ión metálico entre el carbonilo d 

C-4 y el oxidrilo de C-5. La otra alternativa que involucra el oxidrilo de car 

bono 3  queda descartada por lo expuesto en parte (1). 

4) Frente al AcoNa (fig. 20) 

El comportamiento espectroscópico que exhibe el compuesto C frente a 

esta base débil, al no modificar apreciablemente el máximo de absorción de la 

Banda II, respecto de la del normal (pág. 28), revela inequívocamente una sus-

titución sobre el oxidrilo de la posición 7. 

La evaluación de los resultados provenientes del análisis espeotrosc 

picos realizados, nos permite suponer que la estructura del compuesto C corres 

ponde con la de un derivado disustituído de la isorbainetina, cuyos lugares o 

pados demuestran ser los de las posiciones  3 y 7.  

Metilación del compuesto C 

50 mg del derivado sulfatado de la isorbamnetina fueron disueltos en 

1,5 ml de dimetil sulfó.xido, para luego introducirlo en un tubo de vidrio, don. 

de se le agregaron 5 ml de solución etérea de diazometano, operaciones que Be 

realizaron de idéntica manera a la detallada en página 38 para el acetil-trisu 

fato de quercetina. Concluído el período de reacción, el tubo fue reabierto, e 

liminada la capa etérea y la solución de DMS diluída con tres veces su volumen 

en acetona, precipitando un sólido de color amarillo, que separado por centri-

fugación, demostró no poseer grupos oxidrilos libres ya que el trazado metan6l 

co en el ultravioleta (338, 262 infi. y 248 nn, fig. 21) no fue alterado por e 

agregado de los reactivos usuales; no reaccionó además con soluoi6n de cloruro 

férrico 

Hidrólisis del motilado 

El sólido anteriormente obtenido fue disuelto y refluído durante 45 m: 

nutos con 2 ml de ácido clorhídrico 0,1N. El precipitado resultante de esta op 

ración fue secado al vacío y sometido al análisis espectral en el Uy. 
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FIGURA 21. Espectro UV correspondiente al compuesto C, 
rnetilado y sin hidrolizar. 

a) 	 el mismo trazado para el espectro riormal(MeOH), 

y con el agregado de cada uno de los reactivos: 

MeONa, C13A1, C13A1-FO1H, AoONa y AcONa+B03U3. 
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FIGURA  22. Espectros UV correspondientes al 
3 '-4 '-5-tri--O-cnetil querce tina. 

a) espectro normal 

b) -. -. - espectro con el agregado de MeONa 
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FIGURA 23. Espectros UV correspondientes al 
3 '-4 '-5-tri-O-metil quercetina. 

a) 	 espectro normal 

b) - - espectro con el agregado de C13A1 

c) _.._ 	C13A1 + OLE 
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FIGURA 24. Espectros UV correspondientes al 
3 '-4 '-5-tri-O--wetil quercetina. 

a) espectro normal 

b) espectro con el agregado de AoONa 
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tabla XXXVII son concordantes con los dados por llarborne9  para el j—sulfato d 

isorbamne tina. 

TABLA XXXVI. /. máx. de los espectros correspondientes 
al 7—sulfato de isorbamrietiria. 

MeOR 	 MeONa 	 Cl Al 	 C13A1JC1H 	 AcONa 

375 	 433 	 429 	 425 	 413 

334 inflo 	320 inflo 	369 	 361 	 332 inflo 

272 inflo 	262 inflo 	300 inflo 	300 inflo 	 258  

257 	 243 inflo 	266 	 264 

TABLA XXXVII. Solventes y Rf del 7—sulfato do isorhamnetina. 

Solvente 	 Rf 

11 
2  0 
	 0,12 

BAW 	 3,44 

AcOil 15% 	 09 08 

La mancha N°3 con Rf 0,65 probó a través de su análisis espectral q 

se trata de un derivado de la isorbamnetina sustituído en posición 3,  respond 

do a los / máximos y Rf en papel (sol.:BAW) dados por Tatsuta5°  para el —sul 

to de isorbamnotina (Persicarina) —tabla XXXVIII—. 

TABLA XXXVIII. Ámáx. do los espectros UY correspondientes 
al 3—sulfato de isorhamnetina. 

eOH 	 MeONa 	 C1 3A1 	 C13A  ilc 111 	AcONa 

352 	 411 	 401 	 395 	 379 

302 inflo 	328 	 367 	 363 	 274  

273 inflo 	270 	 302 infl. 	302 inflo 

256 	 280 inflo 	280 inflo 

268 	 266 

Finalmente, la N04  con  Rf 0978 coincide espectroscópicarnente con el 



producto de partida sin hidrolizar. 

Análisis cuantitativo de azufre  

El resultado hallado y calculado para la fórmula C16H10013S2K2  se 

comparan a continuación: 

TABLA XXXIX. Análisis cuantitativo de azufre 
del compuesto C. 

% Azufre 

Hallado 	 11960 

Calculado 	 11959 

Confirmando estos valores la existencia de dos grupos sulfatos por 

cada molécula de isorbamnetina. 

Espectro PMN del compuesto C 

Para el trazado del espectro que se muestra en la figura 26, se solu 

liz6 la sustanoia en D0. En 61 se distinguen claramente las siguientes seali 

un singlete a ¿ 3,6 característico de protones metoxílicos, y a campos más ba, 

las correspondientes a los protones aromáticos; cuya integración respecto de 

primera es de 5,14/3,14.  Coincidiendo este resultado con la estructura del mí. 

oleo fundamental (iFlorbamnetina), que contiene un metoxilo para cinco protonei 

aromticos. 

Loe valores y asignaciones para cada se?ial, pertenecientes al espec. 

tro BMN del compuesto C, se indican en la siguiente tabla. 

Solvente 

TABLA XL. Valores de las seíales RMN correspondientes 
al compuesto C. 

N° do Fi 	Seíal 	 JHz 

Metoxilo 
C-3' 

11-6 y 11-

11-5' 

E-6' 

cf 

D 20 
st 

5, 

'5 

5, 

396 

6,5 

6,7 

7,2 

793 

3 

2 

1 

1 

1 

a 

d 

d 

d 

d 

J6,88,6= 295 

J55_6, 	= 10 

J25..61 	= 	295 

'6'-2' 	=2 
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3) Compuesto C 

Los métodos químicos aplicados para la dilucidaci6n do la estructura 

del compuesto O so resumen esquemticamente en el siguiente cuadro: 

+ 	CiBa 	p. SO Da o 

• 1) Compuesto C Clii OJN  

lo- 

  

CH3  

   

   

OH 

    

OH 
	 Isorbamnetina 

Piridina/Clil 

-a 

2) Compuesto C i)N2o1i 	
HO 

2)CIU Q,l 
-e- 

OCH3  O 

5-3 '-4 '-tri.-O-motil 
	 Ac. Verátrico 

querce tina 

5) Análisis elemental de azufre concordante para la f6rmula O 

	

	 K II 0 5 
16 10 13 2 2 



Por los hechos anteriores podemos concluir que la estructura del ru 

yo derivado sulfatado de la isorhanDnetina es la siguiente 50: 

KO:SO 



Aislamiento, .purificación e identificación del 3-sulfato de isorhamnetir  

En las figuras 16 a y b se esquematizaron las cromatografías que re 

velan el contenido flavon6lico del extracto acuoso inicial, del cual precipit 

ra al 3-7-disulfato  de isorbamnetina (visualizado en el esquema como mancha C 

Los dos restantes flavonoides que en 41 aparecen fueron aislados y purificado 

recurriendo para ello a papeles cromatogrficos preparativos (Wbatman 3MM, 2C 

45 cm), aplicando la metodología que fuera detallada en la página 20 para el 

cetil-trisulfato de quercetina. Con la salvedad de que el solvente utilizado 

ra aluír el flavonoide del papel es ahora EtOH-H20 (1:1), para la mancha B y 

MeOH para la A. 

El sólido resultante (20 mg), correspondiente a la mancha B fue re-

cristalizado de agua. La identidad del compuesto B como 3-sulfato de iaorhamrj 

tina (Persicarina) fue corroborada a través de las siguientes experiencias: 

Punto de fusicn: 2750-2780C. Citado por bibliografí
51  
a, : 280°C. 

Espectros UV y cromatorafía: Los espectros UV de este compuesto re 

sultan superponibles con los correspondientes trazados que se obtuvieron para 

el 3-sulfato de isorhamnetina proveniente de la bidi6lisis parcial efectuada 

bre el 3-7--disulfato del mismo agluc6n, visto en página 74. Los valores espec 

trabe y cromatogrficos se ajustan a los valores citados por Tatsuta49  para 

Persicarina (tabla XXXVI, página 75). 

llidr6l.isis de B: Como producto de la hidr6iisis, llevada a cabo cor 

C1H 091N y reflujo, se obtuvieron dos fracciones, una sólida y otra soluble. 

primera de ellas (correspondiente al agluc6n) fue reconocida por su comportan 

te cromatogrifico y espectrosc6pico en el UV como isorbamnetina (tablas XXXI]. 

xxxiii). 

En la fracción soluble fueron ensayadas reacciones con alfa naftol 

sulfúrico,  y cloruro de bario, con el fin de evidenciar la naturaleza del sust 

tuyente, desprendiéndose de sus resultados que la fracción acuosa contiene lín 

camonte grupos sulfatos. 

Derivado metilado: Como experiencia final, se procedió a metilar y 

posteriormente hidrolizar al compuesto B, con el objeto de obtener el derivad 

metilado que corresponde al grado de sustitución del compuesto original, resu 

tando de esta operación el 3'-4'-5-7-tetra-0-motil  quercetina. 

En las tablas XLI y XLII se encuentran anotados loe valores de los 
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pectros UV y Rf de cromatografías realizadas en los sistemas de solventes que 

en ellas se indican, que son coincidentes con los citados por Mabry52  para el 

referido compuesto. 

TABLA XLI. 	/mx. de los espectros UV correspondientes 
quercetina. al 3-7-3'-4'-tetra--0--metil 

MeOR MeONa C13  A1 C13Á1/Clll AcONa 

362 401 423 419 421 

272 infl. 263 264 258 363 

300 mf 1. 300 inflo 300 inflo 

253 344 inflo 344 inflo 

TABLA XLII. Solventes y Rf del 3-7-3'--4'-tetra-
0-metil ciuercetina. 

Solvente Rf 

TBA 0,57 

AcOil 15% 0,41 

b) Flavonoide A 

El eludo metan6lico correspondiente a la mancha A, demostró oromatc 

gráficamente contener un solo flavonoide que responde por sus Rf en varios SIE 

temas de solventes, al igual que por el espectro normal y los corrimientos re-

sultantes de la adici6n de los reactivos usuales, a los de isorbamnetina test¡ 

go (tablas XXXII y XXXIII). 
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D.— FLAVERIA BIDENTIS VAR. ANCIJSTIFOLIA O.K. 

HOJAS 

Extracción 

El extracto flavonólico perteneciente a las hojas de Flaveria biden 

var. angustifolia fue preparado siguiendo el esquema general ya aplicado en a: 

tenores extracciones (páginas 58 y 59), empleando para tal fin 200 gr del ro: 

rido material. 

Aislamiento, purificación e identificación de flavonoidos  

Loe filtrados de EtOH-11O (1:1) resultante de las últimas,extraccio 

fueron juntados y concentrados a 1/3 do su volumen inicial, procediendo luego 

cromatografianlo sobre papel lVhatman 3M en forma bidi ensional. Su contenido 

revelado bajo luz UV se reproduce en la figura 27. 

TL3A  

FIGUIIA 	. Comportamiento en cromatografía bidimensional 
del extracto de EtOR—R20 50% de hojas de 
Flaveria bidentis var. angustifolia. 

Cada una de las manchas fueron cortadas, eluídas y estudiado su com 

portamiento espectroscópico y cromatogrfico, confrontando cada uno de los re-

sultados con los de muestra testigo, arribando a las siguientes conclusiones: 
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Mancha A 	 Quercetina 

Mancha B 	 3-sulfato de isorbamnetina 

Mancha C 	 3-7-disulfato de isorbamnetina 

Es decir que excepto el agluc6n, el contenido flavon6lico de floree 

y hojas es el mismo, observándose sin embargo variaciones cuantitativas respe 

to de los derivados sulfatados. Así en flores predomina el 3-7-disulfato sobi 

el de Persicarina, mientras que en hojas, este último prevalece sobre el prim 

ro. 

Flaveria bidentis var. angustirolia O.K. 

El contenido de flavonoides en flores y hojas de Flaveria bidentis 

var. angustifolia se sintetiza en la siguiente tabla. 

TABLA XLIII. Flavonoides presentes en flores y hojas 
de Flaveria bidentis var. angustifolia. 

FLORSS : 

3-7-disulfato de isorbamnetina 

3-sulfato de isorbamnetina 
leo rbawno tina 

  

HOJAS 

3-7-disulfato de isorbamnetina 

3-sulfato de isorhamnetirLa 
Qu erce tina 
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