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HEGUMEN

El setudio dal contenide an flavenoidas en Flavaria bidentia (L) 0.K.
{Compuestas) y Flaveria bidentis var., angustifolia 0.K.,tasobidn de la familia
de las Qompuastas, llavd a descubrir des nuavas y curiosss amtructuras con ca-
ractaristiocas inusuales para aabta familia de compuastea denbtro de los produstos

naturalas

La primera de sllaa, &l j-acetil-7-3'-4'=trisulfato de guercetins ais

lado de florss y hojasm da Flaweria bidentis (L) 0.K., reprasenta el tarcer fla-
wonol ancontrado naturalmenta com un alto grade do sulfatacidn ¥ al primearo con
un grupo acetilo qua astarifica diractamante al aglucdn. Su dilucidacidn, deta-
1llada en la primars parte dea aste trabajo, fua llevada a eabo por aplicacidn de
métodos aspactroscdpicos an al UV, PN & 1H, ademds del andlisis slemental cuan

titative y Tormasldn de su darivado matiladoe.

La sagunda de allas, &l 3-J-disulfat

e

da isprbhamnatina,; se aislé de
las flores y hojas do Flavaria bidentis var. anmatifolia C.XK. y conatituyas el
primer derivado natural disulfatade deatras de la Tanilia de loa flavonoleas.s El
eatudio de su aestructurs se desarrelle en forma similar gque para el antarior

scompueato, aplicando mdtodos fimicoa (UV, TIH, WMN), quimicos (formacidn de de-

rivados) y andlisis alemental cuantitative.

Loa rastantas flavonoidesa rasultaron todos sllos de satructura oconooi
dazpor lo qua para su identificacidn so recurrid a la espactroscopfa UV y croma
tografia an papel secbrando contra musstra mutdntica (caso de agluconas y totra

gulfato da guarcatinal.

Para loe darivadeos glicosilades,; por no contar con muasiras testigos,
sn buscd ademfs da las coincidencias aspaotroscdpinas y cromatogrdficas safiala=-
das por bibliografia, ratificar la composisidn molascular del compueste, por hi-
Arfliasia total, para de asta manara confirmmar al agluedn y su fraccidn glicosf-
dicas, Para el 3-sulfato de isorbarmnetina (Fersicarina)} tasbidn se recurrid a la

obtencion de su darivado motilade sorrespondiasnta.

Do acuerdo a ante esgusma de trabajo sa obtuwviaron, para el contanido

da (lavonoldes en bojas ¥ [leras da las dos plantas estudiadas los rasultados

qua B8 detallan an al siguiante cuadrao.
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FLAVERIA BIDENTIS VAR.

FLAVERIA BIDENTIS (L) 0.K. ARGUSTIPOLIA 0.K.
A=ACETIL=T-3"=4"-TRISULFATO DE QUERCETINA 31=7=DISULFATO DE ISORBAMNETI
d=T=3'=d '=tatrasullfato de quarcetina J=pulfato de isorhamneatina
Quearcetina—3i-0-glucoas Querceting

Enemferol

Quercetina

F L 0O R E 3

FLAVERTA RIDENTIS WVAR.

FLAVERIA BIDENTIS (L) 0.K. ANGUSTIFOLIA 0.K.
I-ACETIL-T-3"=4 "-PRISULFATO DE QUERCETIHA 31-7-DISULFATO DE ISORBAMNETII
Kasmferol-31-0-plucoasn 3=sulfato de isorbasnstina

Eaemferal Isorbamnetina



INTRODUCCION

Loe flavencides representan una importante familia de ocowmpuestes den-
tro de loa plgmentos naturales, cuya distribucidn en les plantes se extiende a
todae sus partes: bojae, flores, letfies; frutos; eto.. Bus estructuras son las
principalas responssebles, conjuntaments con las clorofilas, de las distintas o

lorsciones que ase presenten en el relno vegetal.

Loa primercs estudios referentee 8 la composicidn quimica da sete ti]
de pigmentoe fueron inilciadoe por Perkim y 3. Von Huﬂtanﬂﬁkil g fines dael sigl:
paspdo; & pertir de enicnces loe trabajes ee fuercn sultiplicande abarcande dii
tintos temas, conooléndose hoy con profundidad lo relativeo 2 su estereoguimica,

- ek 2
bioeintesis, actividad fisioldgica, eintesis, eto. 133443

El esgualato carbonsdo fundamental de les flavonoides responde bdsice

mante al esquema de C6=C3-C6, donde los Cf son anilloe bencdnicos ( A ¥y B fig.:

FICURA 1: Ficlos fundsmental de les flavenoides

y C1 pusde presentarse con distintas variacionos astructurales ( efelica, abie:
ta, saturada, insaturada etec. ), dando origen asf a las distintee familise de
compuestos que se conccen gendricamente scmo {lavercides y cuyas férmulas se di

tallan a continuacidn.

Flavaorns Flavonol
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Estas astruciuras se prasentan en la naturaleza generalmente en for
oa polibidroxilada o como derivados matoxilados jfu glicomilados. Los dea mayo
abundancia son loa Mlavonolea, flavonasa ¥ antocianinas, sspecialmante los doa
prisores, de loa que sa conocen mds da 200 y 300 darivados rospectivamente. L
raatantasa, chalconas, flavanonas, isoflavonas atc., =on conocidos tambidn com
flavonoides menores por su eapcasa distribucidn y ademds por eu limitada contr:

bucidn como colorantas naturales.

La forma on que mayorments 28 encuentran difundides los flavonoidea
loe jugos vagatales as, 8in duda, bajo 1la forma glicosilada. Vero existen otm
astructuras que por ser poco frecuentes, me las considara rarezas; ajeoplo de
sllo son lee que contiamen restoat iscprencide { I ), furandsisce ( IT ), dcidi

( II1 ), alcaleidal { IV ), ¥y otros.



hemds da astos reston pooe comunes, pueden prescntarse otras varia-
ciconas, qua s1 bien no Bon tan notablas, sualen conslderarse curiosldades para
algunos grupos; mientras que para oirecs resultan estructuras comunes; cowmo aje
plo de elle podemon citar a les derivados C=glicomilados que s@ encusntiran cas
con exclusividad en las flaveonas { VI | cientras que en contados casos hacen B
aparicién en otros tipoe de flavnnuiﬂazﬁ, no halldndome baeta abora, derivados
da epta naturaleza entre las antcolieninas. Fn estas dltimas en cambic mson fre-
cuantes las estiructuras relacicnadas a los il.ﬂi].-—ﬂl:['i‘raﬂ.DET. en donde un dcido
orgénico { generaleoente p-cumdrico, ferdlico o cafeico ) so ume al agluedn a
travées de un resto azucarade [ VII ), pero esta clasa de sustitucidn es rarame

te encontrada en Al resto de los Flavonoides.



( VI ) { VII ) OH

Otras sstructuras consideradas hasta hace poco tiempo como ouriosida-
des y qua aa crafs que solamente estaban confinadas a plantas de los génoros
g
Polygonum y Oenanthe , ee la de los flavonoides sulfatados. En este tipo da con

pueatos el resto sulfate me umpe al agluedn por medio de wna unidn aster.

Estudion realizades durante estos dltimoa afice relacionados al desou-
brimiante da nuewvas estructurae con estas caracterimticasr, as{ también como =
gu distribucidén en diatintan familias de plantas, ban tenido un extracrdinarie
adelanto, anriquecisndo da esta ferma un camppe que habia sido poco explorado er
productos naturales. Como consecusncia de ello ma conocen en la actualidad 45
derivados sulfatados, 17 de loa cuales correspenden a flavenoles y 28 a flavons
{ tablas I y II ), expuestos la mayorfa, recilantemantes, a travds de una revieif

9

que al respeacto efectuara J.P. Harborne .

TABLA I

= Derlvadons sul fatades de flavonoles -

Compuasto Heferencisa Atio de comunlcacidn
de su estructura
Huercetina
JuT=3'=4"' tetrasulfate =11= 1972
J-rutindaido-aul fato =] 3= 1973
3=-gulfato =10= 1975

T-eulfato=-l-glucurdnico =12~ 1975



Laorbamne tin

J=sulfato -]l

I=rutindesido-sulfatc =13=

T=sulfato=i-glusurinios -1 P

7-sulfato =15
Kaemfarol

T=sulfato o, -

7=eul fato-l=glucurdnico =12=

T=4'=dimetil star=3=sulfato =]15=
Patuletina

T=sulfato =16=

T=gulfato=i-glucdeido =16=
Hhamne tina

3-5-4'-trisulfato-3"-glucurdnico =17~
Hhamnazina

j-gulfato -1E-
Tamarizetina

l-gul fata =19=
Goasypina

l-sulfate = -

TABLA IT
= Derivados sulfatados de flavonas -

Compuasto Baferencia
Apigenina

T-glucdaido-sulfato
T-sulfateo

= 20=

=19-

1937
1973
1975
1975

1975
1975
1975

1971
1971

1975

1953

1966

1977

comunicacidn
agtruotura

1974
1975



Lutaoclina

T=aulfate-3'-glucdaido

J=sulfato=3"'=rutindseide

T=glucdaido-aulfate
T=rutindeido-sul fato
T-eulfato
A'=gulfato
T=3'=disulfate

I'—pulfato
Dipsmetina

Alepul fato
T=31'—dipulfato

Chripoaricl

T=gluadaido-sulfato

T-sulfate
Tricina
T=glucdeido-gul fatao
Hypelaetbina

f-sulfato
H=glundaido=1'-aulfato

Vitexina

T-sulfato
T=glucdésido—eulfato

T=rutindeide-sulfato
Isovitexina

T=sulfato
Orisntina

T=sulfato

T=glucdaido-sulfato

Ipo-Orientina

T=aulfato

=) Rim
.
13-

T
] L
~12-
=21l=

=F]=
-] -

-22-
<

-

-
. .
=] Y

=13=

=13=
=13

-13-

1973
1973
1973
1973
1975
1975
1975
1976

1976
1976

1974
1975

1974

1975
1977

1973
1973
1973

1973

1973
1973

1973



Tricatina

3'=sulfato -1 1476
T=sulfato -] - 1576
T=1"—disulfato =2]= 1976

Dasde 1937, fecha en que fue alelade el d=sulfate de lescrbamnetina
{ Persicarina ) basta 1971, solarente se diercn & conoocer cuatro estructuras
nuavae relacionadas a este tipo de compuestoz, todas ellas monoeulfatadas. El
primer darivedo pelisulfatado de origen natural, sl 3=-T=3'=4'=tetrasulfato da
quercotina, se obtuve de la Flaveria bidentis (L) C.E. en nuestro Laboratorio
en al afio 19?211. Entre 1973 ¥ 1977 so publican las 12 estructuras restantes i
lacionadas & loe flavonoles, tambidn en estea corto pericdo de tiempo se dan a
conogor la totalidad de loa derivadee asoclados a las flavonas, oitados en la

tabla 1I.

Los lavoncides sulfatados pueden eer divididos en dos grupos de A=
cuerde a la forma en que el reate irorginico se une al agluedn: 1) Los que lo
estarifican dirsctamente y 2) loe gque se unen & &1 por intermedic de um resto
azrucarado, en forma eimilar s lo wviete para loa Boil-derivadosn { var pﬁginﬂ £
En general los flavenoides sulfatados russtran mayor predileceidn por la prim
ra de astas doe opoiones, on especial los flavonolee, en donde la sustitueidn
g realiza preferentementes sobre las posiclemea 3 o 7§ cuando an una misme mo.
culs se presentan un grupo sulfate ¥ otro asucarads, invariablementie &l prime;

da elloa ocupa 1la posicion 7, dejande la 3 al otro sustituyenta.

Con axcapeidn de les doe polisulfatos conocidos; tetrasulfato de

quercetina ( VIII ) y trisulfato glucurcnate de rbasne tine ( IX ) todos lo

flavonolea sulfatados obtenideoa neturalmenta ecn derivados moncsulfatados.




En las flavonas se acentda la preferencla del reste inorgdnicec sobr
la poeieidn 7 del aglucdn ya que sclamente 5 de lom 28 compuestos tabulados p
gentan otras alternativas. Vientras que la polisulfatacidn en este grupo de d
rivados es una wariable gque todavia no ba side ancontrada, la mixisa conocida

la dieulfatacidn § 7-3'—disulfato de: luteclina { X ), dicemetina { XT ) ¥ tr

cetima ( XII ).

La otra forma da unidn, por intermedio da un resto azucarado, resul
ta frecuente entre las flavonas [ XII1 ) ya que aproximadamente un teroio de
log derivados conccidos presentan estas caractarieticas, eiendo en cambic es-
casce (dos) lom encontrados entre los flavonoles. Fn entos casos el dcido ino
gidnice esterifisa un oxidrile alechélice del azdear, que ae supone es el unid
al carbono seis, por analegia con loa polipacéridos sulfatados naturales, los

qua tisnen predominantsmente sste tipo de urién en asa pomisidn.
KOS0-G : O

0

[ XIIT )



Finalmente tamblén existen lae C-glicoeil flavonas sulfatadas { con
a8l grupo sulfate asterificandc al aglusén ) ¥ lam flavenas C y CO-glicosiladas
sulfatedas [ con el grupo inorgénico esterificande uno de lee gldsides ), re-
sultande en eetos cascs poso clara la posicidn del sulfate ya gue no as sabe

con certeza a cual de los azdcares se encuentra unidos

FPor via sintdtica se ba llegado a obtener un nimerc considerable de
patoe compuastos, esiendo loe primercs trabajor en este ordem los afectuados po
Tamaguchigﬁi guien uesd para ello dcido eulfdmico disuelte en piridina y como =
glusones, entre otros, isorhammetina ¥y quercetina. Asi obtuvo del primerc les
darivades sulfatadce en las posicienes 3 ¥ 4' 7 del segundo ol sustitufdo en
Hnrbarnng rapitid 1a efntesis utilizando el dltimo de loe aglucones, ocbtanien-
do como producto primcipal quercetina 3'=sulfate ¥y como preducto securdario lc
derivuedos sulfatados en lae pesiclonss 7 ¥ 3. Entre lom productos de reaceidn
gl autor bace mencidm a la presencia de diversos compuestos disulfatades ¥y re-
galta gue la dnica sustitucidn que no es logra por asta via es en la pomioidn
5, dobido presumiblemente al puentea hidrdgenc qua existe entre el oxidrile all
ubicade y el carbonile del carbonre 4. El mieme autor extemdid esta sintesis a

glgunas flavonas, obtenlendo los algulentes resul tados:

TiBLi IT1

= Flavonas sulfatadas obtenidae por sintesis =

Flavonas P.principal Pusecundario

Apipenins 4'-gulfato #T-sulfato y T=-4"-disulf:

Luteolina 3 ¥y A'=sulfato ®T—sulfate y&T=3"=disulf:

Diopmetina wl" yeT-sulfatao #3"—eulfate ¥ T-4"'dieulf:
yeT=3"=diaulfatec

Log productos marcadoce con astariscoe, ademds do sstar sintetizados es los cor

o8 naturalmenta.

Las flavonae y flavocnoles sulfatadeoe se caracterizen cromatcerafica-
mante por teper alta movilidad en solventes acuoses [ Hall, AcOR 156 ) y escas:
movilidad en solventes alcobdlicoms | BAW, TBA ). las manchas visualizadas baj¢
lug UV ¥ ocon vaporeg do amonfaco sen generalwente de forma arrifionada y muest:
las mismas reacciones de coloracidn que los correspondientes metil-ateres o gl

gbaldes. Otro comportamiente siwilar entre flavencides sulfatados y glicosilad



ga presenta al comparar lam caracter{sticas espectrales de ambos tipoa de deri
vadoe,; por ajemplo al 3-sulfato de isorbammetina presania sus mdximes da absor
cidn en: 256, 273 infl., 302 infl. ¥ 352 o, mientraa que la isorhamnetina 3¢

lactédesido loe tiens ent 255, 268 imfl., 303 infl. y 357 n= respectivamente.

Las propiadades an que difleren los darivadeoe glicosilados y sulfats
dos, son las relativas s su solubilidad y punteo de fusidn. La solubilidad en ¢
gua de loa asterificadecm con el anidn inorganico, ae gapnaralmente mayor que le
da eu equivalente glicosiladej del mismo modo que =on mds altom eum puntos da
fuaidn (con descompesicidn en algunos casos ). Dome ejemple de elle podemos oi-
tar ruavamente les darivades de la isorhamnetina: el l-sulfate funde a 2809C

mientras qua su 3-plucdeido lo hace a 2409°C.

HarbnrnaEI an un reciente irabajo relaclonado a estos compuestos; se
fiora a las uniones da los flavonoidea sulfatados, obeervando que fatam som nt
malmente mds ddbiles y por lo tanto mis suceptibles a la hidrdlisis dcida que
las uniones glicosfdicas, de manera que es posible distinguir entre estas dos
tipes do uniones midiendo sus wvelecidades relativas de hidrdlisia, por otre 1:
do la enargfa do unidn de lom sulfateos a lom distintoe oxidrileos de las flavor
y flavenoles musstran el misme orden que para las uniense glicosidicas, es dec

que nl]l anlace de la posicidn 3 as mda ddbil gue al da la 7, atc..

Los numercsos trabajos fitequimicos referidon a este tipo de darivas
dan cusnta de su profusa distribucién an la naturalera, desvirtuando asi la
creencia de que solamente se encontraban confinadoe en algunoe géneros de plar
tasy 1o demunstra al hecho gue estos compuestos han mide encontrados en 161 e

giee pertenecisntes a 10 familias de dicetiledoness ¥ 7 monccoctiledoneas.

Er intaresanta destacar gua al contenide an flavonoidee sulfatados e
algunas especies no ae presantan con regularidad, produciéndose variaciones de
acuardo al aitie geogrdfico an que se demarrolla dicha eapacie, sumdndose a lg

miema, pequefias variaciones de tipo intrapoblacional.

La funclén gua estoes dearivados cumplen en las plantas tambidn es mol
vo da conjeturas, euponiends aleunos autoras gquae actuvarfan como depdsito de i¢
nag Fulfeto en aguelles lugares dopda el medio es rico an esta fipo de smslas,
Este becho le parmitiria actuar, a su vez, come agente de traneferencia de a=n
fra da la ferma inorgdnica a la orgdnicas. Otros irmvasiigaderas suglerean que l:
pulfatacidn al igual gque la plicosilacidn pctusrian conjunta o alternativamend

aspciadas al macaniamo dn deaintoxicasidn, blogueando y amilando el sfeckto noc



vo de los grupos fendlicos en @l tejido vegetal.

Frogsiguiendo ¢on la linea de trabajo de nuastro Laboratorio refaren—
ta al estudio da flavonoides y derivados sulfatados contenidos en el género
Flaveria ( Familia de las Coopuestas ), que comprende deos variedades profusame
te distribuidas en nuestre paie ( y que mostrd ser muy rice en astos compueste
se logrd la separacidn » identificvacidn de dos mueves darivades sulfatados, cu
vae estructuras se discutirédn conjuntamente con la da loe flavonoides conoocido

en la parte experimental.

Hespecto de este planta diremoe gque su babitat ccoprende desdes sl ce
tro dea nuestro pafe hasta el sud de EE.UU?ﬁ. eraciende espontdneamente a la vae
ra de los caminos o en los campog incultos. Por lo vistoso de su follaje de un
worde luetirese ¥y herwosos capitulos floralea mmarilloe oro ee la encuantra an

jardines como plania ormamental. S& trata de una planta amual.

En nuesstro pais se la conoce con los nombres werndcules de "filgua" o
"Tfieguae", "contrayerba®, "chasea" y "balda". Loe indigenas uveaban la infueidn
da las hojas para curar las heridas producidas por mordeduras de viboras y ara
fiae, empleando adewds ocwplastos de ellas para harldas intectadas. Qtra utilida

dadan por las mujeres aboripgonas eara la de tordir lanas do color amarillo.

BEn cuanks a los astudios fitoguimicos sobra ospsoies de oote gdnero,
pusdas decirse qua son ascascs ¥ reciantesy babiandoe aide al primaro da allos &
realizado por Dholman ¥ Kleine en 1963 aobra compuesios sulturados derivados d
poliacetilencs ( XIV ) prescontes en Flavaria QQEQEQEET- Otras publlsacliones as
tdn rafaridas a flavonoldas: en Flavaria linearis y Lrlﬂarviaaﬁ ad alald la pa
tuletina-31-U-glucdésido [ AV ) y on el misme afio { 1972 ) el tetrasullato de qu

11
pating-en Flavaria bidantia .

107
HOHC N C=C_CH-CH,

[ XIV )
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MATEHRIAL Y METODO

Meline a cuchillas Betsch-Mihla.

Silica Oal """ lacharey y Wagol.

Poliamida DO 11 Macheray y Nagals

Fapal Whatman N°]1 y MWW para cromateografia.

Gales filtrantes: "Bia=Gel™ P=4 y "Sephadaxr" G=10.

Loa puntos da fusidn fueron determinados segin al micromdtodo desl tubo ca-
pilar ¥y no son corregidos.

Loa sapectros IH Tusron realizados en los sigulentes aparatos: Parkin-Elme
mod.T35 (eapectro figs3) ¥y Beckman IB~-8 (espectro fig.17) en pastillas de
brooure da potasic.

Los aspectroa UV as efectuaron eno un aparato Bockman DBG an los asolventas
indicados en cada caso.

Loa aspectros da HiN en un Varlan T 60, espleanio como solventa J}Eﬂ o DS

de aousrTde a lo referideo para cada aspootro, ¥ las safialag de THS o DNS

como atandaprd de relerencia.

10.= El andlisis alemental euwantitativo para el 3I-acatil-T=3'=d4'=trisulfato de

quarcatina, fua realizade an ol Laboratorie da Micrcandlisis Alfred
Barnhardt (Zlbach lbsr Bnrelskirchen-Alsmania Oscidental )y salvo el des pc
tasio que fua raalizade an nueatires laboratorios en un fotdmeiro de llams

Crudo Caamalio.

1ls= Hoactivos para sapectroscopia ultraviesletia de Flavonolidoes:

a) Matdxido da scdio (MeONa) t 2,5 gr de sodio metdlico en 100 ml da

matanol grade espectrescdploo.

b) Agetate de sodio (AcoONa) t Acatato da zodio proandlisis (inamenta
dividido,

e) Cloruro da aluminle {EIBRI} : 5 gr da cloruro da aluminio anhidro sn
100 ml da stancl grade espectroscépico.

d)} Acido clorhidrice (C1H) 1 50 ml de dfoide clorbidrico proandlisis
an 100 ml de agus destilada.

a) heido bérico {BD3H3] t Acido bérico anhidro proandlisis fina-

manie divididos.

1Ze= Diagomatans: Pue preparado haoisnds roascionsar N=nitrose meill urea &n

madio alcalino ¥ recoglisndo al HHUﬂ; formado an etar etilicc

anhidre, mantanile on bake da hialo.



13.= Quarcetina testigo: obienida por biirdlisis dcida ds Futina (quercetina-
J-rhamnoglucdsido).
lsorhannetina y Easmferol: de nusstro laboratorlo.

14.- Dimetil sulféride "Baker Analiced", dostilade previo a su uso.

15.= Testigos de gllcidom Merck, para glucosa y galactosa.

16.~ Cromatografias de placa fina boratadas, se prepararen usands como soporte
8flica Gel "G", la gque fus suspendida en uma solucidn da borate da sodio
0,024, Lap placas se hicieron com un aspesor de 0,25 m= usands ssparcider

da Desagas
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Matoerial botdnice

Fara al presente trabajo fusrom utilizadas Floras y hojas da ambas
plantas, Flavoria bidentis (L) Otte Kuntze y Flavaria bidentis var. angustifc

O.Ka {Dnmpuaataa]_

La primera da ellas fue racolactada an la &poca dAa floracifn (menas
da febrero-marzo), en las inmediaciones de la Ciudad Universitaria (Ciudad de
Cérdoba). La segunda so racolasotd en los alrededorss de la lnguu§ Mar Chigquit
{Provinoia de Cérdcba), en la misma Spoca qua la anterior. En todos los casos
0l material fus extendido y secado a la sombra a temperatura ambisnte,; para [

tariormento molerlo an un molino a cuchillas Hetach Hihla uwsando tamlz da 0,5

Ensayo praliminar

Los axtractos dae Etﬂﬂ-ﬂgﬂ {1:1) de floras y hojas de laa doa planta
qua se ssbtudian diaron positive (coler rojo-cerasza) al test de ﬂhinuﬂazgl 8l
gual consiste en tratar el extracto com limaduras de wmagmasio y dcido oclorkid
concantrado. Al afectuarse la reacoidn, sl Ssta es positiva, se producen ocolc

que puaden variar dasde el amarille al rosado o rojo-caraza.

As— PLAVEAIA BIDEETIS (L) C.K.

HOJAS

a) Flavonoidoe pulfatados

Exkraceifn {esquema operative an tabla IV)

200 gr de aste matarial fusrecn tretados primoramanta con ater da pet
loo, fracoidn EU"'-EEI"jl lixiviando a8l polve de bojas hasta su agotamisnto. Lus
da filtrar, ss repitid la extraccidn comn tricloro etileno. Tonsiguisndo de as
manara 8llminar sustancias cdreas y clorefilas que actdan como ilmpurezas en e
process da extracoeidn da flavonoides., Finalmonte sa procodid a una noova axtr
gidn pero eata ves con EEDH+EFG (1:1) con volumen suficisnte para cubrir el m
tarial, Se lo dajd an mncarauiﬁn a temperatura ambiente durante 24 horaa, pre
diande poatariorments a filtrar a travds de un embude de Blichnar. Eata proced
mianto sa repitié tres veces para postoriormente reunir los axtractos y conce
trarlos a un tercioc de su volumen inicial, a presidn reducida y a una tempera

ra no mayor a loa 40°C.



TABLA IV

Esquama oparativo para la axtraccidn de flavonoides sulfatados
realizado sobra hojas de Flaveris bidantis (L) C.K.

200 gr de material esco y molido

19} Extracoidn ocon eter de patrélso
frao. HU-B0O? {husta agotamiento)

k

Filtranidn

Extracto oter do pektréleo ¥atarial saco ¥y molido
(=) rlavonoidas.

2¢) Extraccidn con tricloro
atlleno (hasta agotamiente

Filtracién
Extracte tricloro atilano Material eeco y molido
(=) Flavenoides.
3% ) Extracclidén con Bt
H,O 500
-Fll‘t.rar:i.ﬁ-n 3
Fxtracto BtOA-# O 504 Material agotado
(+) flavonoides. (@a desecha)

concentrado o 173 dal
volumen inicial.

)

psps flavonoidas Filtrade (&6 dasscha)
sulfatados






A1 extracto crude cbtenide se le agregd igual volumen de alecohol eti
liso 969, aparaciendo entoncas un abundanta pracipitado, @l qua fua filtrado ¥
lavado con =l mismo solvente. Una vez seco pead T gr, siendo muy Boluble en a-

gua calienta, poco soluble an agua fria & insclubla en atanol.

Una porcidn de los eritales fus oromatografiada en forma monodimansis
nal sobre papel Whatwman F°l, uwsawdo agua deastilada como eoclvents. El cromatogr
ma sacado y visualizade con luz UV, presentaba Jdos sanchas opmoas a Rf 0,92
(coincidents con ol tetrasulfato de quurtatin311] y 0,88: Con tratamisnto con
vaporas da amonfaco y cxrpuastas nuevaments a la luz UV, la da mayor Rf sa man-

tiens opaca misntras que la otra ae torna asarille brillante.

Alslamisnio y purificacidn

Fara la ssparacidén de la zona de interds (Rf 0,88 y que en adelante
llamaremon coapusato 4), sa procedid de dos maneras: 1) por cromatografia mono
dimensional preaparativa mobre papel Whatman MM, sembrande la soluoidn en band
¥ utilizando para su dasarrollo el sclvents antes moncionade. Obtenide al orom
tograma ¥ visualizada la banda de intards bajo Iuz UV, sa la cortd en finas ti.
ras, las gqua colocadas an un erlemmeyer fueron eluidas con agua dastilada con
agltacidn magndtica durantes 195 minutos, ae filtrd & travds da un ambudo da pla.
ca filtrante y la sclucidn asf obtenida fue llevada a seguadad an evaporader

tatorio. El producto resultants se recristalize de agua.

2) Otra forma de soeparacidn empleada, fue mediante al uso de geles
filtrantesa, para lo queo as resurrld a Sephodex 0-10, cuyo limite de axcluaidn
o8 para sustancias de peso malacular TO0. Eata tdcnica Tue llevads a cebo da 1:
siguicnte manara:t an la parte superier ds una columna d= vidrio rellena con el
eitade seporte (10 X 150 mm), sa depositd una dilvoidn de mezala de cristales
{90 mg) ¥y s eluyd con agua, recogiéndose fracoliones de 0,2 ml cada oinco winu
tos, Loa primeros gquinca tuboa contenian impurazas ¥ fueron dascartados, rogo-
gldndose deade sl nlmerc 16 al 34, cuyos contanidos rssultaron oromatogrdfica
monte homogdneos, trutindess del feirasulfato de quercetina puro. Loa tuboe 39
al 41 contanian una mazcla de los dos compusstos y los tuboa 42 al 53 la frac=

eién sorrespondiente al flavonolde A que es motivo de eatudis (fig. 2}.
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FIGURA 2. Resultado eromatogrdfioco de las fracciones colectadas de ]
columna de Sepbadex G-10. Manchas con Hf 0,92= tetrasulfat
de quercetinaj Manchas con Rf 0,08 = Compuesto A.
{ % indiea lugar de siembra). Solvanta: H,O.

o
Teniendo en ouenia que los gales filtrantaai BRpATAn A 105 compons
tus de una mezcla de aguerde a sus pesos welaculares, migrando en primer luga
log de wayor peaso; quada en avidencia el primer dato slgnificativo respacto a

compusato A4, ¥ a8 gue su P.¥. es nocesariaponte menor que el del tetrasulfato

Los sontanidoa aorrezpondiente a la dltima sarie de tuboa fueron ra
nidos y concentradoa a presidn roducida siempra ocon la ayuda dal agregado da
atanol. El producto ssoo asusd un peso d6 15 mg y fue rearietalizade de agua.
Dicho preoipitado fua sacado al vaofo (19 om y 60°C) hasta peso constante. Bl
punto de fusién dal compussto fue de 313290 con descomposieidn, producidndose

la parbonizacidn da la euatancia para lusgo fundir en forma parcial.

Esta forwa da obtencidn del sompueste pure por medle da Sephadax, £
rapetido bhasta obtoner cantidad suficiente para realizar les eatudion gquoe en

gete trabajo se describens

Estos aristales fueron scmatidos a cromatografia descendante em pap
Whatman N1, Les distintor slstemas de solventes smpleadoa y los respactivos
Hf calculados para sl muave flavonoide [iguran en la tabla V. Para revalar lo
gromatogramas as recurrid a los sigulentes métodos: a) For irradiacidén con lu
ultraviolsta (Es obsarvia una mancha opacal; b) Con vapores da amonfaco @ inwe

diata irradiacién con luz UV (la mancha antes opaca sa torna ahora de inteneo



color amarille) ¥ o) Con solucidn metan$lica de clerure férrice al 9% (la man

cha toma ocoloracidn azul nncuru].

TABLA V. Solventes y Hf del compuesto A

SGolvente RE

Apua destilada 0,88
THA 0,12
heOH 157 0,86
BN 0314

Hidrédlicis del compuesto A

Con al propdsito de determinar la estructura fundamental del flaven
de, e procedid & someterle & una hidrdlisie dcida totals Para elle an un tub
de eentrifuga se dieclvieren 20 mg del compueste en 1 =ml de C1H 0,1N, se tapé
llavd a bafie marfa hirviente durante una hora. Em ] transcureo de loa primer
cinutos comeanzaron a4 aparscer oristales de color amarille gqua fusron aumsntan
predualmente com el tiempes Fnfrisdo el tubo de hidrdlisie se procedid lusgo
sentrifugar durante 10 mirutoa, los eristalen asf separados (aglucén), fueron
lavados con doe porcionos de 1 wl de agua destilada y scoados on desecador a

cios

Espactros ultraviclets dal aglucdn

La easpectroscopia ultravicleta aplicada a flavonoides resulta de gr
walor en la dilusidasidn de nuevas estructurae, lon miximes do absoreidn de e
banda, su intensidad ¥ lon desplazamientos que ocurren por la adicién de reac
voe slecalinoe y complajanies, permiten bucer dtiles sspeculucicnes respecto
la posicidn y caracterfsticas de leos sustituyentes en el nﬂﬂlanjl. Los datos
tenidos por la aplicacidn de osta tdenica resultan ademdn, bdsicom para la id

tificacion de lam esztructuras gue son ¥a conocidon.

En la tazbls VI me dan los A wmiximes del espectro normal (MeCH) asi
tambidn como de lom corrimientos preducides por el agregade de los reactives
qua allf se detallan. Todos eallee resultan coincidentes con los obtenidoa par

gquarcatina testigo.



TABLA VI. mix. de los espectros UV del aglucdn de A en
KelOH ¥ con distintos reactivos.
MeOH Halla C1,41 01,A1/C1H
369 jz0 454 425
300 infl. 243 infl. 270 357
268 infl. 300 infl.
234 264

Cromatografias del agluedn

Ze reslizaron sobre papel en forma desgendente, en los sistemas de
solvente qua ee indican en tabla VII. En todoe los casoe ee cromatografid el
aglucdn obtenide contra muestra autdntica, serbrando: quercetina teatigo, el
precipitado proveniente de la hidrélieie y la mazcla da ambas. Lo oromatogr
mas una vez desarrollades es revelaron de acuarde a lo descripto en la pdgln
21, visualizdndose en todos les casos una sola mancha con igual Rf, corrobo-

randoes de esa forma la identidad del agluedn come guarcetina.

TAH VII. Bf comparativos eantre el aglucdn del compussto A
¥y 1la quarcetina.

Baw Fanol Foreatal
Problema 0,62 Oy 30 0,42
Quercotina 0,62 0, 30 0,42

El puntoc de fueidn obtenido fue de 312°=3113°C, occincidente con el ¢
la gquercetina testigo. Anf miemo &l punte de fuelén mezcla com muestra autén

o no acusd depresicn.

HO

Aglucdn = Quarcetina
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Del 1iquido proveniente de la bidrélisie del compuesto A, ae tomar
dos alfouotan, una de allap fue somatida a diversas reaccionss cualitativas
(alfa naftel sulfirico, antroma ¥ fenol sulfdrice) tendlentes a poner en evi
eia la prapencia de restos azucarados en la molfeula, resultando agqudllas ne,
tivae: Esta resultiado se corrobora mds adelante con &l espectro de FMN del o

punsto, ¥a gque no aparagen an su trazado sefiales de protonas de azicares,

La otra alfeunta fus trateda opon moluoidn acuosa de ocloruro da bar
obteniéndose un precipitado blance gque corrasponde a los ensayos analiticos .

solubilidad cerrespendieante sl sulfato da bhario.

Espectros infrarrojo del compuesto A

El tragada del espectire infrarrojo del compuaste A, Be muestra an
figura 3. Los méximos de absorcidn mds significatives que presenta son lou u
cadoe an: 1. 125 ﬂm_l, banda de absorclidn ancha y de man intensidad atribuid.
la vitracicon de tensidn del ‘n:tu:h-n:r:l:ilc|:"E dael sarbone 5 unido por puente hidrd,
con el carbonilo dal carbono 4 de la gquorcetina; en 1.635 um-l ea chaarva ot
banda de absorcidn intensg correspondiente a la vibracidn del grupe carbenil.
dal parbono 4 de la quercetina. Otran dos bandas, tambidén de fuerte intensid
an 1750 y 1.040 cm_l gon atribufdas a la vibracidn de tensidn del enlace S

de los grupos RUIfatnnja.

Espactros ultravioleta del compuessto A

Los especiroe ultravioleta as efectuarcn solubilizande el flavonol:
an EtDE—HEﬂ (1t1). lLom reactivos para lograr los corrimientos en las bandasm

0
absorcidn da los distintos eopoctros me prepararon segin Mabry ¥ ¢¢13 p

Loa espastros de flavenas y Tlavonoles pressentan en el ultraviolet
dos bandas de absorcidn que ss encuentran comprendidas enbre 240 y 400 nms D
allas se denocmina Banda I la comprendida antre 300 y 3180 mm y Banda II la qu

ae encuentra entre 740 y 280 nm.

S consldara ademfAs que la Banda I ss halla asociada con &l slstem
cinamofle (anillo B, fig. 4), y& que cualguier variacidn de la esiructura en
apta parte de la molécula produce deaplazamienteos eobre la primera de estas
bandas da abeorcidn. Do igual forma ¥ por las mismas rarones 8l sistema benz

[ﬂnilln ﬂ} ae ancuantra asogiade a la Bamda TI.
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FIGURA 3. Espectro infrarrojo correspondiente al
compuasto A.
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FICUHA 4. Sietemas asociados a las bandas de absorcidn
da les flavonoides, &n aspectroscopia UV.

Reaultan Cdcilmente distinguiblen mediante eapectromscopia ultraviol
ta, las flavonae de lom flavenoles por cowparacidn de sus espactiros normales
{ein el agrogade do ningin reactivel. Las flavonas tie 1on su Banda I de shsor
eldn corrida hacia longltudes de onda mds baja (304-350 mm) que los flavonole
(3%2-385 nmm), por no pomoer las primeras el suxdcromn (OH) en posicidn 3, lo
que da como Tesultado una menor contribucidm de la forma eipamoflo & la reson
cia totsl de la moldcula; esioc no cocurre en los flavonoles pude tienen agual
sustituyenta en la popicidn indicada que comdiciona el desplazamientoe batoord
mico spuntiado. 81 eata posicidn ae encontrara blequeada por un grupo metile,

glicoaidico ¢ sulfato, el flavonol absorve on forma similar a las flavunan3l.

La Banda I del nuave derivade mulfatade se presenta en 344 nn (fig.
5), 88 deolr que sa encuentra afectada por un corrimiento hipesoorSmico de 25
raspecto de la quercetina, que como ya hemom viste conetituye su aglucdn. Por
la anteriormants axpuesto ae desprenda qua indudablemente nos encontramon fra

te a un flavonol cuya posicidén 3 se halla suatituida.

ot = e et e i et i e

Healizado sl espectro normal se adicionaron en la cobata del blanco

dal problema tres gotas de solucidn de ¥eOla y se corrid nuevamente el eapect

El apragado da este reasctive, produce un medie fuertemente alocalino
qua provota la ionizacion de la totalidad de los oxidrilos fendlicoe de la mo
ldcula, acusando un desplazamianto batocrdmico de smbam bandas perc ain una o

ra correlacidn con ol tipo de hidroxilaeifén del flavonoide. De todae maneras
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FIGURA 5. Eapsctroa UV correspondientas
al compusato A.

8) ——_  asspectro normal
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poaible diagnosticar la presencia dal oxidrile de la posicidén 4' ya qua sl

dpte se encuentra libre, el sorrimiento de 1la Bapda I es aproximadamenta de 4
a 60 nm, sin que decrezea el log.£ . 21 por el contraric la intensidad de la
abeorcidn fuera menor que la normal, es posible gqua diche oxidrile se encuant:
suatituido. Estas generalizacionea no son totalmente rigidas y existen exepoi

nes A& las reglas antaricrmente oitadas .

i bien el comportamiento del compuesto A frante a la acoidn dal mas
toxide de sodio sugisre gue ol oxidrile de la posicidn 4' =e encventra libre
{fig. 5}, eata considearacidn resultard finalmenie equiveca, de acuerds a las «
videncias aportadaz mds adelante por RN y por "sefalamiento™ del oxidrilo 1i.

bra por Tormacidn del derivade metilade correspondianta.

Ageldn Aol acetato de sodic (AcONa)

b la solucidn que contiens el flavonoide y al blanco, se la agragar

acatato de sodie (fundido) finapente pulverizado, basta saturacidns

Se considera que eeta sal, por ser una bams débil, proveoca una ioni:
cidén parcial an la moldcula, especialments sobre el oxidrile fenélica que pre-
santa mayor acidez, qua resulia ser el de la posiolidu 7. Este reactive em por
lo tante especifico para el oxidrile de esta posicidn, que ai se encuentra 1i-
bré produce un corrimiento batoorfmico de 1a Banda II que puede ir de 5 &8 20

reppacto de la misma banda dal espectro normal.

El nueve doarivado sulfatade no acuea wvariaclenes an ol marime de ab:

eilén de la referida banda por el agregado de AcONa (fig. 6}, indicativoe que e

ta posicion se encuentra sustituida.

ficeidn del acetato de sodie + deide bérice (AcONa + Hﬂjﬂaj

Deapués de realizar el espeactre con el agregado de acetato da sodio
pa 18 adiciond,al hlanco ¥ al problema, fdcide bérice; procedimiento efectusdo

an lgual forma que con Al anterior reactivos

Este &cide noa permite obtener informacidn acerca de la existencia ¢
oxidrilos femdlicom que sa srouentran en posicidn orte. 5i la moldeula contia

bidroxilom en este ordenamiento, el dcide bdrice forma con elles quelatos tal

aomo ee esquematiza a continuacidn [pdgina 31).
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FIGURA 7. Eapactros UV sorrespondisntes
' al compuessto A.

a) ___ aospeotro normal
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Eate afectoc se manifiaesta en un esorrimiente bhatoorémico da la Banda

da 20 a 30 pn reapecto del especiro normal.

El reactive rewvels en este caso, la inexietencis de oxidriloe an pot
aifn orto, es decir que los oxidrilos de las posicicnes 31" y/o 4' de la querce

tina no se encontrarian libres, (Figa T)a

5l clorurc de aluminio forma con las flavonas y flavonoles, gque cond
nen oxidriles en pesicidn orto, complejos que son 14t tles en medie dcide y ade
mide, i el flavonoide poesa cxidrileoms en lae poricicnes 3 o 5, forma complejos
entre estos grupes y la funcidn ceto del carbone 4 gque eon estables en medio
dcido. Aprovechando seta diferoancis de estabilidad en ese medic, es posible
diapnoeticar la presencia de hidroxiles en posicidén orto y ademda tambidn la
aristencis de oetom grupos libres en las roctantea antedichae posiciones. A oc
tinuacidn =a muestra grificemente la formacidn de estos compueatos ¥ 8u compol

tamionto en medic Acido.




-3,

A la soluclén problema ¥y al blanco se agregaron seis gotas de solu-
cifn metandlica de elerure de aluminio al 5%. Obtenide este eepectro se agra-
gan en cada cubeta tres gotas de solucidn de dclde cleorhfdrice al 30% y se tr:
za nuevamenta al eapectre (fig. 8), donde vemos que la adiclén del primero da
los reactives corre batoordmicamenta loe mdrimos de absoreidn respecto del no:
mal por fermacidén de complaje, que no se Altera por la preseancia de clorhfdric

tal come ee encuentra graficade en la wisma figura.

For lo anteriornente expuesto ¥ de acuerdo a lae caracteriaticas da
loe espectroa obtenides se corrobora la inexistencis de oxidrilos en posicidn
orto ¥ pone de manifissto que el complejo se forma entre el cxidrile de la po-
aloidn 5 con el carbonile vecino, ya gque la otra alternativa de complejarasa ot

el bidroxile del carbone 3 ne es posible peor encontrarse sustituido.

e acusrdo a asias primeras capgoulaciones gque podemos bacer median
l1a aplicacidn de espectircecopia ultravioleta, es poeible asignarle al compuas:
gque sa sstudia, la sstructura de un derivado polisusti.uido de la gquercetina.
Las pomsicicres afectadas por los sustituyentes y aquellas que permanecen 1ibrm
ragultan an algunoa onses alaraments identificadas ( or sajemplo, las sustituocic
en carbonos 3 ¥ T, come as{ tambidén el oaracter de libre del oxidrile de carb
ne ﬁ}. Lag dudas gque pusden plantearse estdn referidas al grado de sustitucid
real que presanta ol anillo B ya que Bl bien ea indudable la existencia de un @
tituyente sabre las poaiciones 31' o 4', también puede sBospecharsa gque ambas =i
gnouentran ccupadas. Lo que hase necesaric aportar mayores evidencias para de,

asto debidamente aclarado.

loe A mé&ximos, sus log.E ¥y las inflecciones de ceda unc de los es)

tros ebtenidos se resumen en la tabla VIII.

TABLA VIII. A miz. y log.£ da loe esepectroa UV del compussto A

Az . Log.E
BOH-E 0 gl 344y 2665 241 44295 4.34; 4.
MelNa 1833 100 infl.; 272; 237 4.38; 4.24; 4.
533a1 3B%; 3403 206 infl.y 279; 254 infl. 4165 4,275 4.
c1311jc1a G 140; 206 infl.; 2753 254 infl.
AcCHla 400 265 44355 4.25

Auﬂﬂa,."'mfil Uy 2665 241
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FIGURA B. Espeactro UV sorrespondientes
al compuasto A.

a} — espeotro normal

7 aspactro con al agragado de 31311

5 S Elj&l + ClH



Espectroa de Hesonangia Magndticeo Buglear~"

El trazade complete, correspondiente al compuesto &, pueds verse a
través de los easpoctros que 68 muestran en las figuras 9, 10 y 1l. En al prim
ro da allos la sustancia fus disuelta an EJED, denda aes obsarva claramente la
prasancia de un singlets a d 2,50 garaoterfstioo de un matilo de grupo acetile
La parta aromitica aln ambargo no muosira datalladamenta las caracteristicas ¢
los protones do cada anille, debido probablemente a la baja solubilidad del ot
puasto en al citado soclvents a temperatura de trabajo. Pero ea obeervable la
sencia de cuatro aofiales ouyas alturas de integracidn dan unz relacidn con res
pocte a los primeros de 5,18 para 2,81. Pudiendo apraciarss asdemds en eate tr:
#ado la ausencia de sofiales fuartes alradedor ded 3,5, afirmando as{ la ausar

cia de restoas glicoaidicos an la moléoula.

Un espeskro mids claro de la zona correspondiente a los protonss aroe
ticos me obiuvo al realizarle con la muestra disualta on DMS (fig. 10). La sa-
fial del acetilo agul no aparece debide a qua sa encusnira enmascarada por la ¢
aclvanta {r:r 2:59)y la cual se ha atenuado convenlentements para que ne salga f

ra do esoala,

Un sagundo aspactro con aste mi=mo solvente a3 al que se muastra an
figura 11, barriendo tambidédn campon mids bajon, on donde so distingus una sefial
anchka ad 12,5 correspondiants a un protdn de oxidrilo fandlico {de acuarde a

intagracidn) para oainco de la parta aromitica.

En 1a tabla I%X =e dan los valores de las asignacionss hechas para o:

ansfial del anpactro RMN del nweve derivade polisustitufdo de la quercetina.

TaBld IX. Valorea de las senales de BN correspondiente
al aompueato A.

Solventa d K® da B SaHal This
L:IEL} 2,50 3 8 ——— featlilo
DMS 6,58 1 1 Jo g 2 -6
]
" o fi _— -
£y 8 2 sail % H=-8 y H=E
" 7,50 1 d -Tgwlg. 2 H-2"
" E.':Pfl 1 d Jﬁlpe' 2 H'—ﬁl
" 12,50 1 gﬁ'&g% —— OH fendli
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g lea datos aportades por sstos sapeciros obtonsmos tres nuavas e

izportantes conclusicones:

a)] Wus la moldocula sdemis de sulfatos, contisns un resto acatilo.
b} Yue solamante pesss un oxldrile fendlise libre.
e) Es posible también establecer la posicidn que el grupc acetilo occupa en la

moldcula, como as verd an dotalles en pdgina 41,

Matilapidn dal an&tig—aulrata

Para dilucidar finalmenta la pomicicn del oxidrilo libre, se procadi

a la metilacidén exhaustiva del acetil sulfato de quercetina.

60 mg dal compuasto a0 disolvieron en 2 ml de IMS, la polucidn be i
trodujo en un itubo de widrio grussc sepecialments preparado, en &l que as agrs
garon £ ml de aolucidn etdrsa de diapomatano y 8o cerrd a 14 llama y dejd a te
poratura ambisnts. Se lo dejdé reposar durants 24 horae (con ogitacidn periddic
al cabe dal mismo, @4 abrid el tubo, se elimind la capr atéres v se la agragd
de nuavo ifiguwal cantidad de 1a solucidn del reastive antadicho, se corrd nueva-
manta a la llama aiando aometido a igual tratamientoe por idéntice tismpo. El
progedimiento s repitid una wvez mds, metilando en t tal por sepasio de T2 bor
Al cabo da aata pariodo al tube =8 reabrid nuevamentes y ae elimind la capa até
rea, la solucidn remananta sa diluyd con tros veces sy volumen en @tanol absol
to, obtonidndosa da inmeadiate un precipltado smarille que sa sapard por centri
fugacidn, ss lavd con al solvente precipitants gue postariorments =a alimind
prasidn reducida. 58 pusc de manifissto la mwetllacifn total del compussto medi
ta al trazada dal asspeactro UV an ELEH-HED {1:1], no produciéndose ninguna vari
cifn en 1a posizidn da los A wdximos {322 y 298 nz) wediante el agragado de lc
raactiven antariormenta indisades (fig. 12). Aderpds no reacciond con eclucidn

matandlica de olorure fédrrioco.

Hidrdilisis del metilade

] produsto provenianta da la metilacidn, fue sometido a una hidrbli
sia dcida total, de la wisma manera que la reallzada para el producto de parti
(pdgs 22). Loa eristales aislados fuoron analizades sspectrescdpicaments an el
ultraviolata, reaultando su trazade iddntico al de azaleatina (5-O-matil querc
tina) testigo, tal cowmo sa muastra en 1a tabla X. lLos RAf en los sistemas que
datallan an tabla XI son coincidentes tambidn on estoe caso con los de musetra

autdntica.
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FIGURA 12. Espactro UV correspondienta al compuasto A,
metilade y sin hidrolizar.

a) — &l mismo trazado para el aspactro normal {Et[:IH-HED 1:1)

¥ con al agregade de cada uno de leos reactivos: MeDBa,

01,41, C1,A14C18, AcOFa y AcONa+BO.H..
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TABLA X. A mdx. del espectro UV da Azaleatina teatigo
comparada contra muestra auténtica.

A mdrimos sn MaOH

Azaleatina testigzo iTs 314 272
Problama 373 318 270

TaBLA XI. Rf comparatives santre Azaleatina teastigo
y oussira problaoa.

BAW L0l lﬁE
hzalaatina tastizo 0,40 0,30
Froblama 0,60 0,30

Andlisle alepmentsl cusntitatiwo

Las detarminaciones afectuadas fuarom lasm siguiantes: Carbono, Hidrd
gano, Sulfate (luego de bidrdlisis), Acetile y Potasio. Les resultados hallado

¥ calculades para la fdrmula El?ﬂgu1?53K3' sorrespendientes a una relacién eul

Eatnfa:atilnfquﬂruatina igual a 3:1:1 se detalla en la tabla KIL.

TABLA XII. Andlisis slewmantal cuantitative dal

gcompuasto L para C. _ HO &5 K_.
e . 17917133

X Caloulado £ Hallado
Carbono 29,23 28,29
Hidrdgeno 1,29 1,14
Sulfato 41,26 19,85
Acatilo 6,15 Jed2
Fotasio 16,79 16,50

Loa valeraa encontrades per ¢l Laboratorie Bernhardt (para Carbono,
Hidrdgeno, Sulfato y Acetile) suastran rasultados que astdn por debaje da los

oslculados teoricamentae, sugiriende eata hecho que las condiciones a gue fue =



= Ll =

matido para su secads (50°C/2am) no fueron suficisentes y como consecuencia de '
alle podria atribuiree la presencia de dos moldoculas de agua de cristalizacidn
an al flavonoida, modificando de esta manara los valoraes tedricos, ajustindoloe

as{ a los encontrados (tabla XIII),

TABLA XIII. Andlisie elemental cuantitative
dal compuasto A corregido.

ﬁ Calealado 4 Hallado
Carbono 27,79 24, 29
Hidrdgano 1,22 1,14
Sulfate 19, 24 39,85
Aootila 505 5,42

Como conclumidn de los reasultadoa experimental ss obtenidos de los dis
tintos métodos fisicos y quimicos aplicados, ®a derivan dos importantes rasgos

astructuralasa:

a) Bl nuavo compuasato presenta caractariaticas gque lo identifican como un dapis
do tetrasustitufdo de la quorcetina, cuyo ozxidrilo libre demostré ser el da

la poeicidn 5.

b} Loa sustituyentes fueron identificados como grupoa sulfatoe y acetilo. El a-
ndlisie elemental cuantitative condujo m establecer una relacidn aproxrimada

quarcatinafaulfatu de 113 ¥ quarcetinafacetilo da l:1.

Vaterninadoa cada uno de los componeanise de la astructura en sstudio,
ragta sstablacer la posicidn del prupo acstilo dentro de las cuatro alternative
que presents la moléculss De todas ellaz la was probabls resulta ser la 3, astc
B3 Bugiara tras comparar los aspactros UV normales correapondiesnta a: guercatir
tatrasulfato de quarcetina y sl cowpueato aislado en estn oportunidad.: Bl sagur
do da alles muestra su Banda I con un fuerte desplazamiento hipscordmico respet
to del primero (de 370 a 310 nm, fig. 13}, indicio ds una coplanaridad reatring
da antre los apllles B y C tal como se ba dewmosirado que ogurre en &l ceso de ¢
rivades bifenilices sustituidoe en poaicidn urtu]j, En 8l sompussto estudiado ¢
aambio, ol corrimiento da asta banda es batoorduico respecto de la del tatrasul
fato (da 310 a 344 mm), con un incremsnto dsl log.€ ds 4.09 a 4.293 indicatiy

da acuerdo a la literatura citada, de vna mayor tendencia a lograr la planarid:
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FICURA 13. Espectreos UV normales corrsspondientes a:
8) —  l-acetil=T=3}"=4'=trisulfato de quercetina
) o Y=T=}'=4 '=tatrasulfato de quercetina
) Quarcetina
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antre los anillos mencionados, por suatitucidn de un volumineso grupe sulfate

por otro menor, on oste oase un agsetilo.

El hecho da gque al grupo acetilo coupe la posicidn 3 ds la gquerceti
parmite dar una explicacidn de la parie aromdtica del espectro de RN del nue
derivado (figuras 10 y 11 de pdginae 36 y 317). En sstos trazados es evidente
solapamients de dos sefiales que segin se bhabfa especulado anteriormente perte
oorfan & 1a da loa protones de leoos carbones 5" y 8. El desplazamisnto de la &
fial del primero de estos protonas serfa caussda por el pantallamisnte que pro
sa @l carbonilo del grupo acetilo, eituado en posicidn 3, sobre el protbn del
garbono %' [fig. 14) cuya sofial se corre por esta causa, a campos altos supar

niédndese con la dal carbono 8.

FIOURA 14. ¥odelo molagular del leagatil-T-3'—]'=trisulfato
dpn quarcatina (compuesto A).
- Ppapework Holecular YNodals, Franticae Hall Inte=-

Este mismo afecte dal grupo acetilo sobra al protén del mencionado
carbono del anille B, pueds obmarvarsa a travde de los trabajos realizados po

Fachaco y |::|::|1.'i'| raferantas a eatudios espectroscdpicos an N de quarcatina

darivados acatilados ¥y metilados.

En la tabla XTIV so rosumon los datos de RMN mds significativoa da 1
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raferida publicacidén y ee le suman los del tetrasulfato y del acetil-trisulfat

de guercetina, por nosoiros obtenidos, de modo que reaults comparativo.

TABLA XIV. Efscto del grupo acetilc —an AMN= ubicado en la posiciér
3 da la quarcetina, sobre la sefial del H da C-5'.

Darivades quercetina d B-6 d B-H dE-5' fH=2" o B=6"
Pantaacetil 6,88 331 [y 32 TsT0 TeT1l
3-0-motil tetraancetil 6,82 6,30 6437 Ts92 7,92
Apatil trisulfato 6,58 6,80 6, B0 7,90 B,05
Tatrasul fato 6,78 T.13 7,66 7,96 8,16

De aouardo a los hechos anteriormente expueatos se le atribuye al

nueve darivade la sigulente férmula untruuturalnu
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Aislamiento, purificacidn @ identificucién dal tetrasulfate de quercetina

Aislado el tetrasulfato mediante sl emplec de geles filtrantes, tal
gomo 84 ha detallade en pédgina 2?0, B2 procedid a concentrar las fraccionas re
nidas a presidn reducida. El producto obtenido se recristalisd de agua consi-

guiéndose un precipitade asmarille que una ves ssco pead 69 mg.

Loa aristales lusron crematografiados scbre papal en forma descendm
tomando como refsrencia muestra sutdntica de tetrasulfato de quercetina. Loa |

tomados an los diestintos slstemsas de selventes son indicsdos an tabla IV,

TABLA AV. Bf comparatives antre tetrasulfato ds quercetina
tastigo ¥ sustanaia problema.

B0 BAW AcOH 60k
Tetrasulfate teatige 0,92 0,05 079
Sustancia problema 0,92 0,05 C, 75

Lan caracteristicas aspactrales en el ultravieleta como asf{ también

par FMN confirmaron su iﬂan;idaﬂll { tablas AVI y XVI. respectivamente).

TABLA IVI. Amdx. da los espectroa UV del tetrasulfato de quercetin:
#n E#Dﬂ—ﬂzﬁ 50% y con distintos reactivos.

Etﬂﬂrﬂgﬂ jﬂﬁ Mallia El}él AeONa
270 280 2BO 2HO
110 180 168 325
340 infl. 390

IABLA XVII. Valores de HMN correspondientes
al tetrasulfato de quarcatina.

Solvante y d N° de H Sefial JHz
DED 6, T8 1 d JE,H = 2,5 H-6
o Ty13 3 d JE,E = 245 B=B
" 7496 1 d Tar 60 = 2,5 B-2!
] 3115 1 | J'E_l'zt = E“S 'E_Er
i b - -
'||" 1 d JE‘..&" EIE H 5*
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Tetrasulfato de gquarcetina

b) Flavonoidas glicosilades y agluconas

Extraccidn iquoma operative on tabla XVIII)

1,100 kilogrames do bojas seoas finamente molidas so extrajeron en
un axtrastor continue con eter da petrdlec (fraccidn 60°-80°C) hasta agotamien
to. Poateriormente y luego da Tiltrar y secar al materlsl e procedid a una ow
va srtraccion con triolere oatilens, estes exiractos dieron negative al test de

Shinoda por lo gque fusron dascartados.

A zontinuacidn, el material molido sa colocd en maceracidn a tempera.
tura ambiente con cuatro litros de atanol comerclal, procedimisnte que Be repil
por cuatroe waces. Los artractos fuaron separades por filtracidn a travéa de unm
ambudo de Bichmer ¥y loa liguidos asi obtenidos se juntaron y conceniraron a pr
gidn redusidas en evaporader rotatorio, a no mds da 45°C, basta sequedad. Bl ax-
tracte crude resultants fue tomado con 100 wl da agua tibia (60°C), enfriade y
sometido a extraceidn con tricloro etileno (3 T 50 ml). La finalidad de ssts
timo tratamiento as la de aliminar oleorefilas qua habian gquedalo retenidas en

6l sxtracto asucae y que interfieran en el procasoc de ssparacidn de los primeci.

ploa buacadon.

Una cromatograffa en papel de este exbracto,; utilizando como solvent

agua destilada, reveld el contenido de dos manchas cuyos-Rf som: 0,00 y 0,10

respoctivamanta.

Malamianto, purificacidn E_idantificauién

Los compusates arriba visualizados fusron separades recurriesndo al e
plec de geles filtrantea de origen sintético, Bio-0al P-4, cuyo limite de aexall
slén sa de 1.600.



TABLA XVIII

Eequems ocperativo para la extraccidn de flavenoides glicosilados

¥ eglucones, realizade sobre hojas de Flawveris bidentis {L} 9

1,100 g da mutar;pl gacs ¥ molido

19) Extraccidn con eter de petrdleoc
frac. 60°-80° (hasta agotaziento)

Filtracidn

Extracto eater de petroleo Katerial =aco ¥ molidao

(=) flavemoides.

2° ) Extracoidn con triclere
atileno (bhasta agotamiento)

Fil tracidn
Extraote tricloro etileno Materiz seao vy molido
{-) flavoneoidas.
3% ) Extracceidn con etanol
comereial
Filtracidn
Extracte etandlice Eaterial agotedo
{+) flavonoiftas. (e deancha)
Evaporado a
maguadad
hetomado con agua
Extraceidn con
tricloro atilenc
Capn acuoss Capa tricloro etilenc

(+) Flavonoidee glicosidices {slorofilas)
¥ agluconea



23 gr da sste producto convenisntemente hidratado ee smpajueataron @
ung columna de vidrio de 2,5 £ 30,5 co § sobro ella aa pesmbraron cuatro sl dal

extracto acucso anteriormente obtenide. Fara su desarrolle sa ampled agua des-

tilada conm un flujo de 1% golaa por minuio.

Da esta manera fus posibla saparar tres fracciones, la primera de
allas da color marrdn, migrd ocon &l frente de solvante, reaccionando negativas
menta frenie al test dea Shinoda; por lo gque fus descartada. La segunda; de col
racidn amarilla y que 8e desplasd lentamenta a través de la columna did resul:
do pesitive a aste ensayo. La tarcera de las fracciones, presentaba las wmismai
caractaristiocas oromdticas que la anterior pero quedaba retenida en el origen
la columna, poer lo qus fua necesario cambiar la polaridad del solvente (E+0H-

HED 50%) para moviliszarlos.

Log elufdcs de cada fraccifén fueron concentrados a presidén reducida
Eata procedimiento repatide wvarias wveces condujo a obtener aprorimadamente 20
10 mg de cada una de ellas; que fueron recristalizadas ie agua la primera y o

nol-agua la siguiente. 4 sstos cristales los llamarsmos respectivaments A ¥ B

Los cristales 4 fuarom cromatografiados en wapel en forma monodimem
nal y en distintos sistemas de selvantesa, comprobdndose que se trata de un so!

flavonolida.

Loa Rf obtenldos de cada cromatograma como asf tambidn el espectro 1
38, 39

dal compussto mon colncidantas, de acusrde a la biblicgrafia y con los de

quercetina-i-glucdaido o galactdsido. (tablas XIX y KK).

TaBla XKIL. Hf comparatlvoa entre la sustanocia problema
F quarcatinat 3-O-glu. ¥y 3-O-pgal..

B0 AcOH 154 BAW
Compusato A 0,10 0,35 0,60
Quercetina=3i=Omglu,. (0,08 0,37 0,58

Quercatina-31-0-gal. 0,09 0,35 0,55






TABLA XX. Awofiz. da los espectros UV del compuesto A
en ¥eDH ¥y con dietintos resctivos.

LK Mallia L2 R ﬂaﬂﬂ AcONa EEJE_:
157 411 43 400 381 373
02 infl. 330 315 infl, 360 infl. 122 300 1
266 infl. 273 302 infl. 300 infl. 272 260
257 270 270

Fara corroberar que se trata de la ssetructura propuesta y detarminaz
con exactitud el aszdear que lleva unido, 8o scwetid diche compuesto a una hid:
lisis total en les condiclonse expuestas en pagina 2?2 para el acetil-trisulfail
de quercetina. Come resultade de elle se cbtuve un sdlide (aglucdn) y un sobre
nadanta. El aglucdén fue sometido A& andlisims eepectral em el UV y cromatogrific
an diversor sintemas de solventes, contra muesirs autdriica de guercetina, cor
resul tades idéntices a los cbtenidos an tablas VI y VII en pagina 23. En el =mc
brenadanta, lusgo de concentrado, sa inveatigd el reste azucarade por compara-
eidn cromatogrifica ascendente en capa fina boratada s en papel (descendents)

pembrando contra muentras tesetigos.

Para las erematografias de capa fins #o uad como reactive revelsdor

LE
difenilamina-doido fosfbrico, de acuerdo a la tdonica utilizada por Galq PATrE
1an meparacidn e identificacidn de moncsacdridos. lLea papeleas fuoron reveladcos

" 1
con ftalato de aniline segin técnica indicada por Etah14 .

Los He resultantes (tabla XXI) moetrarcon identidad con los de la gl
pogay por lo que se depuestra que la estructura del principio aislado sa el de

la quarcstina-l=glucdisido.

TABLA TXI. Rf comparativea entre el hidrolizado del
compuaste A ¥ glucoea y galactosa testigos.

Capa fina Papal
n-propancl-H_0 Floroformo-Melh hoatato de atilo-
{7:1) i (Brd) Piridina-H,0 ( Ba
Hidrolizedo de A 0455 Gy 37 0,32
G3lucoss 0,55 0,37 0,32

galactona 0.4 2,26 0,27



HO Y

0-Glu
O d

Huarcetina=i=0=glucosa

¥l sdlido B demostrd a travds de diversas corridae cromatogrifiocas.
ser apn realidad una mezgla de dee [lavencides. Con el fin de obtener algunce
ligramos puros de esta sustancia se procedid a separarlae por cromatograffa
parativa on papel Whatman WM sipuiendo el procedimiento descripto a contimu
cldn. El precipitado disueltoc em matanol, =sa sembrd an bande socbre papalas di
15 ¥ 35 om, utilizande como Aclvents fenol maturado con agua que resultd ser

gigtema da daparralle sds eficag.

Ubtenide @l cromatograma ¥ una ver seco el papel, se revelaron {co
luz UV) y marcaren cadn una de laa panchas, cortdndolas en fines tirae para |
po aluirlas en primer lugar con apua,; para aliminar los restos de fenol rates
does an el papel. Posteriormente (luego de secar) se extrajeron los agluconas
matanol grade espectroscdpico. Deepués da filtrar, ceda uno de los sobrenadm
fue momatide al andlieie espectral en al UV. For les trazades de los espectr
normalae ¥ loa perrimientes producidos por el agregado de losm reactives usual
estos compueston fueron identificades como quercetina {tabla VI pdg. 23) ¥

kaemferal respectivamente, Los A méximon de dste dltimo ee muestiran en la tal

XEIIL.

TAHLA XX11. A rmdr. de los espectros UV de jememferocl

en M¥e(H ¥ con distintos reactivos.

WeOH MaONa 61,41 £1.a1/cim AcONa
165 419 424 424 385
322 infl. 320 152 352 300
298 infl. 278 306 infl. 306 infl. 274
253 infl. 270 270

266 260 infl. 260 infl.



T

Finalevente, satas eatructuras fueron confirmadea cromategridficament

sombrando lom problemas contra gquarcetina y kaemferol testigos (tabla XXIII),

TAELA EXI1T1. BRf comparatives entre las spuntancias problemas
¥ quargatina y kaamfercl testigose.

AW Fenol Forastal
Froblama 1 0,62 0, 30 0,42
Quercotina 0,62 0,30 0,42
Froblema 2 a,80 0,61 0,56
Kaemferol 0,f0 0,61 0,56

HO 1 , HO B A | o
iy OH
H 0 OH O

Quercatina Kasmfaraol






B.— FLAVERIA BIDENTIS (L) C.K.

FLORES

Extraccisn ds flavonoides (esquema operative en tabla XXIV)

500 gr del material eeco fueron sometides a tratamiento de desengra
do cen idéntico procsdimiento que para las hojas (pdg. 1B). Pestaericrmente fu
ron realizedas dos nuevas extraccionss s tooparatura ambientej la primera de

allas con oter etflico 3y la segunda con Etﬁﬂ-ﬂzﬂ 5%, ambas basta agotamientc

El sopunde do sstes sxtractos se llevd a un evaporador rotatorio ps
@liminar su parte alcobhdlica y obtener un wvolumen aAcucec de aproximadamente !
ml, 2l gue a su ver fue extraido con acetato de etilo en un extractor contim

liguideo-liguido.

las oeta manoera se contd con tres extractos: mo etdreo, otro asuos:
un teraaro de acetate de etilo. Mediants este procedimiento se logrd fraccioe
los compusatos buscados de acuerdo a sum polaridades,; ssto pusde apreociarse ¢
1a figura 15 donda ma raproduce las cromatografias an papel de les dietintonm

tractoa.

Solvente de desarrello:s apuas

&2 @

el )

Extracto tolal Ba atdrao E. ascotato dao E. asuogo
atilo

FIGURA 15. Comportamianto eromatogrdfice de los dietintos
axtractes de flores da Flavaria bidentis.
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TABLA XXIV

Eaquema operatlve paras la extraccidn de flavonoides
en kojas de Flaveria bidentis (L) O.K.

00 gr da material aaco ¥ molido

1¢) Kxtraccidn con eter de petrdlec
fras. 60°-B0® (basta agotamiento)

Filtraaifn

Frtracto etar dae p&trﬁlan Matarial saco ¥ molido
(=) flavoncidesn.

2*) Extraccifn con tricloro etilenc
(haeta agotamianta)

Filtracidn
Extracto triclore etileno Baterial £ co y molido
(=) FMlavonoidas.
1) Extraccidn con ater atflie
(basta agotamiento)
Filtracidn
Extracto eatéreo Matarial seco y molide

{+) flavonoides.
4°) Extraceidn con EtOF

H O 508
o 50
Filtracidn
Ertracto EtOH-H,0 508 ¥aterial agotado
{+) flavonoides. (me desacha)

Evaporado a lfl da wolumen inicial
v exrtracclén con acetato de atilo

Brtracto acuong Ertranto acstato de atile
(+) flavoncides. (+) flavonoides.



Aislamiento, purificacidn e identificacidn

Extraote etéreo:

For evaporacidén a presidén reducida esie extracto f1
llavado a sequadad, el residuo sirupose remanente sn el baldn contenis un mol
flavonoida (daterminado cromatogrificamente) que era insoluble en benceno ¥ &
luble an acetonass Bl tratemiento con el primerc de estes solventes se bizo cc
26l fin de exdiraesr clorefilas gque pudieran haber gquedado retenidas = pesar dal
procesapiento inicslial; silentras que el compuesto buegade fue solubilizado en
cotona, reflufdo con carbén vegatal y luage filtrade, concentrade ¥ preaipits
por 8l agregado da apuas Los &0 mg del sdlido obtenide fuercn pasados a travé
de upna columna ercmatogrdfica (1,5 X 35 em) rellena con poliamida, empleando
Fi0E como eolvente des slucidn. Desechada la primera fraccldn per contener imj
rezas, la rastants fue colesctada ¥ somatida al mismo precedimiente antericr j
ra precipitarla, obteniéndose aproximadamente 40 mg de un sdlide de coler ame
11o verdoas. Su identificacidn Tue realizada por aplicacidn de métodos espect

copicos an al UV, RN y cromatogrdficos contra mueetrs autdntica.

Bl compueste fue identificado como kasmferoel y las constantes para
ohtenidas coinciden con las indicadas en lae tablas (KIT y XXITI de las pagir
50 % 51, refaridas p diche splucdn. Ademds ee incluyen en la tabla XAV los we

rag 48 su espaztro PN, concordanta con el de la hihliﬂgrﬂfi&qe.

TABLA EEV. Valores de HEN correspondientes
al kasmfarol.

Solvanta ____d: N° de H Sefial b if
TMS 6,13 1 d Tg.8 = 245 A6
e fy 40 1 d 'IE,ﬁ = 2,5 E-8
1 6,86 2 i Jﬁliﬁl' 9.5 B=5" ¥
" 8,03 2 4 Jge gi= 8,0 H-6' 3

Extrasto ncuoso:
Fete extracto contenfa un sole flavonoide cromatom
ficamenta puro, 8l que fue separade de sus impurezas por aplicacidén de deta |
nica en forma preparativa acbre papel %Whatman M, empleande agua como solver

da desarrollo. Bl extracto concentrade fue sembradeo en banda y una ves obtand



2l aromatograma, la mansha correspondionta al principio buscado fus recortad:
¥ aluida com EbDH-Epﬂ 506, lLas propisdades sspactralas de dicho compussto, ci
asl tambldn las oromatogrdficas realizadaa en distintoa slastenas de solventa:
somparadas con suastancia testigo (tabla XXVI), revelaron que ss trata dal 3i-
acatil-T-3"-4"=trisulfato do gquercotina cuya estrustura; encontrada en hojas,

ha side ya discuatida.

TAELL EXIVI. Hf comparativos antre suetancia problema y
J=acetil-T=-3"'-4'-trigpulfateo de gquercetina.

H D AcDH 155 THA AW
Froblesma Q,88 0,86 3,11 0,14
hoatll-trisulfato 0,88 0,88 0,11 0,14

e quarcatinag

Extracto do acatato do atilaor
Ue mouerdo al » aguewma cromatogrdfico !
to an pdgina 52, oata extracto prasants dos flavonoides, umo de ellos con RE
0,00 y 81 siguianta 0,16 Bl primero rasulta ser el aglucdn ya sxtrafdo en L
fracoidn etdrea ¥ el segundo ma procedid a aislarlo por medio da cromatografl:
an papal preparativa de iddntica manara que la detallada antariormente. El o
pertamiento cromatogrdfice y esspectrosodpleo en el ultraviclata de esta comp

38,39

to domoatrd similitud con los dates indicados por bibliografia para al
kasmfarel-3-zluasdeide {tablas XAVIL y XZVIII). Su estructura fue ratificada ;
hidrélieia dal zlucdside y postarior reconocimiento de suas partas, de la mam

Aascripta an pasina 49.

TaBRLA XEVIL. A max. da los sspactres UV correspondiantas al
kaamfarok-3-O-glu,an MeOE y con distintos reactivoas.

lal ¥allia G1.a1 g1 Al/cin
S ] L P i}

352 401 A0L 195

0¢ infl. 126 352 350

268 272 330 infl. 100 infl.

274 272






B

TaBLa ZEVIII. AP comparatives entre loa de la suatancla
problema ¥ los de kasoferel=3-O=gluacaa.

—Eﬂg‘ AcOH 1%% BAW
Problema 0,13 Dgdd 0: 71
HKaspfercl=3-0-glu, 0,16 0,46 0,70

0H O

Faemfarol=3={l=glucosa

Flaveria bidantia (L) 0.K.

El contenide de flavonoides de eata plants se detallan, a modo de 1

aumen,; en tabla XXI1X.

TABLA XXIX. Contenido flavonfilico de bojas y llorea
ds Flaveria bidentis (L) O.K.

J—pgatl]=T=31'=4"=-trisulfate dea gquearcetina

JuT=d "= "=tatrasulfato de gquarcatina

HOJAS ¢ Queroatina-i-0-glucora

Easmfareol

Quercetina

mAcgtl]l =T=4"=4 '=trisaulfato da gquercetina
FLOEES: Kaemferol-3=l=zlucosa

Kaemferol
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C.— PLAVSALA BIDENTIS VAR. ANGUSTIFOLIA O.K.

FIORES

a) Flavenoides sulfatadoa

Extraccidn (wesquess cperative en tabla KXX)

250 gr de nate material finamenbe pulvearlzadeo fus acmatide al proc
sumiento da desengrasade y postarier maceracidn a tamparatura asmbients con

EtDEwHED (1:1), repitiendo la metodclogla aplicada en anteriores extraccions

Bl sxtracto raunido en dltime bdrminc fue cromatografiade en formd
mono y biddmensionzl, en los alstemie da aslventes apuntados en figura 16, 1

valando (bajo 1luz UV} la pressncia de trea [lavonoidas.

1 o ——

W s |

@2

N
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 FIGURA 16. Cromategrafian del extracto da BtOH-HZ0 500
da flerea da Flaveria bidentis wars enguatifolia.

Aislamianto ¥ purificacisn

Bl axtracto Flavenflieo fus concentrado a presldin reducida a no m
1a 40°C a 1/3 de su voluman inisial, enfriado ¥ dejade en heladera por eapac

da 72 boras, transourrido este timopo 6e obtuvo un abundante precipitado am:



e
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TABLA XXX

kegquema operativo para la extracelidn de flavonoides en
floras da Flaveria bidentis war. angustifolia O.K.

250 gr d4a matarlial seco ¥ molido

1%) Extraccidn com ater de petrdlec
frac. 60°-B0® (hasts agotamianta)

Filtracidn

Extracto atar da patrdleo Matarial seco vy molido
(=) flavonoidas.

2¢) fxztraccidn con trielere atilenc
{ basta agotamianta)

Filtracidn

Extraote triclero etileno Material asco y molido
{-) flavonoidas.

3°) Extraccidn con EtOE-H_ O 50%
{ basta agotamienfo)

Filtracidn

"
Kxtracte Et0H-H O SO% Material agotado

(+) rlavonoides. ({sa desscha)

Goncentrado a 1/3 da voluman
inicial ¥y 72 he an haladera

Filtracidn

P+ P« Tlavonoide sulfatado Filtrado {+] flavanoides
(compunato C) { eparados por cromatografia)
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lla. El mismo fus eeparsde por Filtracldén vy eecado a presidn reducida ssbre
clorure da ealeio anhidro, acusando un paao de 200 mg. La recristalizacidn ae

1levd a cabo usando come solvents agun.

Eets sdlide cromatograficaments puro, al que identificaremon como

gompueato G, as al de mayor Hf eefialado en la figura 16 con la misma letra.

Cromatografias del compuasto ©

Algunoa cristalea da eate compussto fusron sometideos al andlisis orc
matogrifico en loa sistemas de solventes indicados en tabla XXXI; en donde fag
bién sa inocluyen los Bf respactivos. El revelado de sstos cromatogramas por
irradiacidn con lus UV mostrd la prasencia dAe una mancha opacaj con vapores de
amonface @ inmadliata irradiacifn con luz UV, la manoha antes opaca sa tornd
ahora da color amarille brillante; com solucidn metandlicas de ocloruro férrico

al 9% la mancha tomé coloracidn mzul scacuro,

TABLA XXZl. Solvenbes y BP correapendientes
al compuesto C.

g onlvanta HE
O
U?D |?ﬁ
THA 0,12
AcOl 154 o, 72
BAW 047

Eidrélisls del sompuesto C

20 mg da sate derivado se disclviaron en 1 ml de C1H 01N en un tube
da hidrélisis, y 1levado a bafio maria birvientsa durantea una hora. El pracipit
do formado [aglucdn) sa separd por centrifugacidn y lusgoe de secado sobra clo:
ro de galoie, fus analizade cromatogrdficamants an diveracs aistamas da solve

tas y aapactropodpicamente on al UV.

-

Bapactroe UV dal aglucdn dol compussnto 2

Los miximos da absorcidn @ infleccionas da ocada uno da los trazadoa
realizadoa por la ndicidn de los reactivos ya conocidos como asfi tambidn sl 4

aapagtro norwal, 86 encusnbran tabulados a continuacidn.






TABLS HHKIL.

-]

A mix. de les eapsctros UV del aglucédn dal
compuasato T an HeOH y con distintos reactivos.

_MaQN_ Na0la LLAL Gllﬁfﬂlﬂ
370 410 433 428
126 infl. 130 361 infl. 15T infl.
306 infl. 270 infl. 304 infl. 302 infl.
266 266 270 infl.
253 ' 264

Cromategrafias dsl aglucdén del compuasto C

ThBLA X£X111I. OSolventera y Rf correapondiantes
al aglucdn del compuasto C.

Solventa Hf

HO D,Bﬂ
2

BAW 0,75

AcOH 155 0,02
Fanol aat. 0,70

Loa resultades arriba menglonados conjuntazents oon &l punto de fu-

eidn: 106=-308°C (1it. 3&5—}1ﬂ"¢}d4. determinade para ssta fracoidn insolublae,

45"45, como isorhamne

tina. Flavonoids gue ss diferencia de la quercetina por posaar un grupo metoxd

condujeron a individualizarle (de ascuerdo a bibliografia)

lo en posicidn 1'.

OH O

Aglucdn = Isorhannetine






Fara confirmar por otra via 1la idantidad de la estruotura aislada, se procedid

a dematilar al agluocdn problema con plridina-dicldoe clarhidrinn41

{170°C Auran-
ta una hora, on tubo cerrado), condicionas dstas que llavaron a obtener gquerce
tina. La cual fue reconocida cromatogrdficaments sembrando el producto do reac
cidn contra muestra autdntica del derivade polibidroxzilade. Los valorss de est

axpariancia sa relnan an tabla XXXIV.

TABLA EXXIV. KEI comparatives sntre ol aglucdn dal compuasto G,
antess y daspuds da dematilarlo y guercetina teatlgo.

Compusato Rf BAW Ef fenol sat.
Igorbamnatina problema 0,75 0,70
Producto de reaccidn 0,66 3, 25
Quargatina 0,66 0,25

Sobronadante de la hidrdlisls del compusste T

La fraceion soluhle provenisnta dea la refarida hidrdélisis, sa dividi
an dos alfcuctas. Sobre la primera de ellas se practicaron reacciones (alfa na
tol Bulfﬁriuu, antrona y fenol sulfirico), tendientes a pomsr en evidencia la

presencia da restos asucaradeos, resultando agquallas nmagativas.

Sobre la segunda se adiciond cloruro de bario en solucidén, preducidn
doss inmadistaments un abundante pracipitade blanco que responde a los ansayos

analiticos de eolubilidad correspondisnta al sulfato da bario.

Bapoctro infrarrojo del compueskto ©

El sapaatro infrarrojo dal compussto C, sa reproduce en la fipuras 17

F =1
En sl sa distinpuan las siguisntes caracterfsticas: 3400 em ~, banda de absor
gidén ancha ¥y 4a gran intensidad atribufda a la vibracidn de tensidm dal exidri

32

1o da earbono 5 unide por pusnta hidrdgens oon al carbonilo de sarbone 43 do

bandas da fuerte intensidad a 1.250 ¥y 1.040 cm_l atribuidas a la vibracidn ds

tenaion dnl enlane 3=0 da grupos nulfnznﬂi}.

Bapootros ultravioleta dal compumsto G

Loa appactroa UV fusron realizados aolubilizando el flavanol an MaCH

grado aspactroscdpico.

El eapactro normal y les obtanides por el agroegado de los reactivos
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FIGURA 17. Eapectro infrarroje del compuesto C.
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va sspecificados anteriormanta se reproducen en las Figuras 18, 19 y 20
resumidndose an tabla XXXV las infleccionse, los mdximos ds abscorcidn corras—

pondiente a cada banda y los log. £ de cada uno de loa trazados.

TABLA XXXV. A mdx. y log.E de los espectros
UV del compuasto O.

A mdx, Lag, £
MaCH 3533 266 infl.; 253 4.35; 4.28
MeONa 415§ 2665 245 infl. 4.3 4.36
-;313&1 4013 31 infl.; 302 infl.; 278 infl.; 269 4.304 4.20
613a1f-::111 401y 361 infl.; 302 infl.jy 278 infl.; 2690 4:.274 4.15
AeONa 419 infl.y 363; 267 infl.; 294 4.15; 4.28

Acﬁﬂafm:*ﬂl 1503 P66 infl.; 256

las consideracionas sfectuadas teniendo en cuenta loe resultados ar
ba obtenidoa y ouyes fundamentos fueron sxplicadea a-tariorments (piginas 24

127, =a rasumen hravemente & continuacidn:

1) Eapecire normal {fig. 1B)

La Barda 1 del espectro metandlico del compuesto C se ensusntra sit
da dentro da la Zona da abacrcidn de los flavonoles sustituidos en poBicicm 3

{ver pdgina 26), permitiendo afirmar que nusstro compussto pressnta dicha sus

tuoidn.

2) Frente al MeONa (fig. 18)

Ga produjs un corrimisnto batocrdmice dea ambas bandas con un inorem
to del log.= da la Banda I respecto de eu similar de la del normal, sugirien
por lo visto on la pdgina 26 qua al oxidrilo ds la posicidn 4' sa ancuantra 1

bras

Frant 1 21 Al C1 Al/C1H {(fige 1
3) Frents al 81.A1 y 51 AL/CIE (fig. 19)
Fer la adicidn da cada una dg lee reactiveos sa obtuvierocn dos aspeo

troa qua Bon practicaments supearponibles antre ai, con sus dos bandas da abao

gidn corridas batoordmicaments respacto del trazado metandlico.

Kate comportamients (vor pdgina 31) aporta dos nueves dates respect

a la astructura del flavonoides en estudio. En primer lugar se ratifica la inm
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18. Espsctros UV correspondientes
al compuaate C.
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FIGURA 19, Espectros UV correspondisntas
al compuasto O.

a) —  oaspectro normal

;3 | — aspactro con el agregado da C1

" o IR ﬂl}hl + C1H

A
3 1

200n



L%

VIOAVLIR

O

¢

03 05

200

FIGURA 20. Espactroa UV correspondiantes
al compuasto C,.

8] — especiro normal

B i sapoctre con al agregade de AoONa



tencia de oxidrilos en posiciém crto (el compleje formado por el agregado ds
313“1 no ss altara frente al deide olorbidrice), besoho este gue era predecible
ya qua al aglucédn del cual dariva (isorhamnatinn) carecs de este tipo da oxidr

la, por posasr en poaisidén 3' un grupo metoxilo.

La siguiente informacidn que se despronde; o8 la que pone en claroqu
la dnica pomibilidad qué tiens la moldcula de formar un aomplejo establa en me
dio doido, es la debida a la interaccidm del ién metdlico entre el carbonile d
G- y el oridrilo de C-5. La otra altarnativa que involuora a8l oxidrile da car

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

4) Frente al idcofa (fig. 20)

£1 comportamisnto sapactroscdploo que axhibe el compusste C fronte a
asta bass 4ébil, al no modificar apreciablements el msdrimo de absorcidén da la
Banda II, reapacto de la dal mormal (pdg. 28), rovela ineguivocaments una sus—

tituoidn mobra al oxidrilo de la posieidn 7.

La evaluacidn deo los resultados provenientas del andlisis aspactrosc
Plooe realizados, noa parslte sauponar que la estructura del compussto ¢ corres
ponda con la da un derlvade disustituido dea la isorbawunatina, cuyca lugares oc

pados depuasiran sar los de las poasiciones E ¥ x.

Hatilagidn del compuasto O

50 mg dal derivado sulfatado de la isorbamnetina fueron disualtoa an
1,2 @1 de dimetil sulfoxide, para luegoe introducirle an un tubo de vidrio, don
de se le agrogaron 5 ol de solucidén etdrea de diazometano, operaciocnes que pe
realizaron da iddntica manera a la detallada en pdgina 38 para el acatil-trisu
fato de quercetina. Conclufdo al pericde de reaccidn, al tubo fue reabierto, =
liminada la capa atérea y la splucidn de DM3 dilufda con tres veces su wolumon
an acetons, precipitandoe un sdlido de color amarille, gque separado por centri-
fugacidn, demomtrd no posser grupcs oxidrilos libres ya gqua sl traeade matandl
oo en 8l ultravioleta {338, 262 infl. y 248 mnm, fig. 21) no fue alterado por a
agragado da los reackivos usuales; no reaccicnd ademdsz con soluoldn de eloruro

férrico,

Hidrélinis del metilado

%l edlido anteriomente obtenido fus disuelto y reflufde durante 45 m;
natos con 2 ml da dcido clorbfdrico 0,1N. El precipitado resultante de amta op

racidn fue ascade al vacfo y somotide al andlisis espectral en al UV.
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FIGURA 21. Espectro UV correspondisnte al compueste C,

Y

matilado ¥ sin hidrolizar.

al mismo trazado para el espectro normal (MeOH),

¥ con ol agregade de cada uno de los reactivos:

MoOlla, C1,A1, C1,A14C1H, AcONa y LcONa+BO,M..
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FICUERA 22. Espectros UV correspondisntes al
'y "= tri=D=matil quarcetina.

anpastiro normal

_______ sapaciro con al agregado de MaONa
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FIGURA 23. Espectros UV correspondisntes al
' '=f=tpi=O=matll quarcating.

a]l _— wapsotro normal
b) _._._.. espactro con el agragado de C1_4il
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FIGURA 24. Espectros UV correspondientes al
3'=-4'=5—-tri-O-matil quercetina.

a) ____  aspactro normal

b) —tms m-m BOpRCtro com al agragado da AcONa
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tabla XXXVII smon concordantes con los dados por Hirhnrnﬂg para @1 J-sulfate d

igorhamnetina.

TABLA XXEIVI. A mdx. de los espectros correspondientes
al T-pulfato de isorhamnotine.

MaOH MoOHa £1 A1 £1,41/015 AcONa
kY] 433 424 425 413

114 infl. 320 infl. 369 361 3132 infl.
272 infl. 262 infl. 300 infl. 300 infl. 258

257 P43 infl. 266 264

TABLA XXXVI1. GSolventes y Rf del T-sulfate de ieorbamnetina.

aolventa R{

Héﬂ 0,12
BAW 44
AcOE 154 0,08

La mancha M°1 econ Rf 0,65 probd a travds de su andlisis espeotral q
se trata de un derivado de la irorbarnetina suBtituido en posicidn 3, respond

0
do o lee A midximes y Ef en papel {ecl.:BAW) dades por TabautaE para el 3-sul
to de isorhasmnetina (Pereicarina) -tabla XEEVIII-.

TiBLA IXEVIII. Amir. da leos sapectroe UV correspondientes
al 3-sulfato da ileorhamnetina.

a0l MeOla £1,h1 €1 h1/c1n AcOla
352 411 401 395 379
302 infl. 328 3467 363 274
273 infl. 270 102 infl. 302 infl.
256 280 infl. 280 infl.

P6R 266

Finalmenta, la H°4 con Ef O,7E coincide eapectroscdpicaments con el



producte da partida sin bhidrelizar.
Anilieis cuantitative de azufra

Bl resultado ballado y calculado para la férmula Elﬁﬂlﬂnljsilz BE

comparan a conbimsacidn:

Andlisis cuantitativo de azufre
dal compuesto C.

TABLA XXXIX.

4 Azufre
Eallado 11,60
Calculado 11,59

Confirmande estoe valorea la arietencis de dos grupos sulfateas por

zada moldeoula da iscrbamnetina.

Fepectro BN dal compuesto c

Fara al trazado del espectro que Ae muestra en la Figura 26, sn solu
lizd 1la sustanoia an DEﬂ. En #1 ee distinguen claramente las siguientes safials
un einglete a d 1,6 caracter{etico da protones metox{licos, y a campos mds ba
lag corresponiientes a lom protones aromdticos; cuya integracidn respecto da

primera es de 5,14/31,14. Coincidiendo eate resultade con la estructura del mi

cleo fundamental (isorhammetina), que contieme un metexilo para cinco protona

aromiticons.

los valores y asignaciones para cada senal, pertanscientes al sapeo.

tro FMN del compuesto C, #8 indican én la sigulents tabla.

TABLL EE, Yalerea da lae eefialas HUN correspondientes
al compueeta C.
Solvente d H* da H Sefial JHz
D?ﬂ 1,6 3 e ——— Metoxilo
- c-a-
i E,"‘ll' 1 d 'I"j'-ﬁ* = 10 H-5*
: T2 1 el Jargr = 2,5 g8
" ?‘3 1 d J'E.-E’ - E 'H__EI









Lor métodos quimicos aplicados para la dilucidacién de la estructura

dal compueste © ee ropumen esquemdticamonte on el sipuienta euadros

" @
H 5 R
IR 5 e— )

1) Compuanto C CLH O,1W
A

Ol Inarhamnotina

Piridina/C10

Huarceting

2) Compunsta © l}ﬂgﬂﬂg
ZICIH Urln

acHy, O
El-—]-'-d'-t.#i-ﬂ-ﬂ.‘lﬂtll Ao, Varil'-rln:m
quarcatin:

o ST L
1) Campuasto O CHIGO 0
s
OH ]

T=zulfato An isorhasmnnbling J=sulfata de ifsorhamns
Eina '

4) Anilisins alomantal de azufrs concordante para la férmula clﬁﬁlﬂﬂleEEE'



For los heckos antericres podemos concluir que la sstructura del m

vo derivado sulfatado de la isorhaonetina as la Eiguian‘t.aﬁﬂ:




Alelamisnte, purlficseidn & idesntificacién del 3-sulfate de isorhamnetin

En las figuras 16 a ¥ b se ssguematizaron lae crorcatografias que re
velan el contenide flavondlico del extracto acueso imlocisl, del cual precipit
ra 8l 1-T-disulfato de isorhacnetina (visuvalizade an el asguema como mancha C
los dos restantes flavonoides qua en &6l aparecen fueron aisladon ¥y purificadce
recurriendo para allo a papeles cromatogriafices preparativos (Whatman 3IMM, 2C
A5 om), aplicando la metodologia qua fuera detallads en la pigina 20 para el
catil=trisul fato da quercetina. Con la salvedad de gqua al solveanta utilizado
ra alufir al flavonoide del papel es ahora EtDH—Hgﬂ (111), para la mancha B y
¥elH para la A.

El aflido resultante (20 mg), corraspondientes a la manocha B fua re-
cristalisade de apuas lLa identidad del compuesto B como 3-sulfato de isocrbamr
tina (Fereicarina) fue correborada a travéa de las siguientes experienciast

Punto da fusidn: 275°=-2T8°C. Citade por hlh]iugrariaﬁl: 2800C,

Espectres UV y cromatografia: Los eepactree UV de este compuesto re

eultan superpenlbles con les correspondientes trazadoa que ese obtuvieron paras
8l l-sulfato do imorhamnetina proveniente de la hididlisis parcial eafectuada
bro el 1-T-disulfato deol miemo aglucdn, visto en pigina 74. Los valores espac

49 .

trales y eromatogrificos se ajustan a los valores citados por Tatsuta ara

FPeregicarina (tabla XXXVI, pdgina T5).

Hidrdlinia da Be Como projucto de la hidrdlieis, llevada a caho cor
C1H C,1¥ y reflujo, se obtuvieron dos {rucciones, una sdlida y otra soluble.
primora da allae (correspondienta al aglucdn) fua reconocida por su comportan

to cromatografico ¥ aspectroscdpico en el UV como inorbamnetina ( tablas XXXII

XAXIII),

En la fraccidm soluble fueron eneryedas rescciones con alfa naftol
sulfirice y cloruro de bario, con el fin de avidenolar la naturaleza del sust
tuyenie, deaprandidndcse da sus resultados rqua la fraceidn acuosa contiene in

camante gprupes sulfatos.

Derivado metilado: Como experiencia final, ee procedid a metilar 5

postericrmento hidrolizar al compuesto B, com al objeto da obtener &l derivad
metilado que corrasponde al grade de sustitucidn del compuesto original, resu

tando do esta operacidn el V'-4'=5-T-tetra-O-matil quercetina.

En las tablas ELT ¥ XZLII se sncuentran anotados los walores de los



. -

pactroe UV y Rf de eromatografias realizadas en loe sistemas de sclventss que
52
an ellas se indican, que son coincidentes con los citados por Mabry™ para el

rafarido compuanto.

TABLA XLI. Améx. da los sspectros UV acrrespondientes
al 3=T=1"-q'-tetra-O-metil gquercetina.

Va0H HeO¥a __;igl; £1,a1/c1n AcOla
62 401 423 419 421
272 infl. 263 264 258 363
100 infl. 300 infl. 100 infl. 253
23 344 infl, 344 infla

TaBl4 XLI1. GSolventes y Rf del 3-T=-3'-4'-tatra-
U=metil gusrcetinsa.

Solvante 14
TEA 05T
AcOH 15k 0,41

b) Flavonoide &

El elufde metandlice correspondiente a la mancha A, desostrd oromatc
grificamente contensr un solo flavonoilde que responde por sue Af en varios sie
temaa do solventes, Al igual qua por &l aspectro normal ¥ los corrimiantoe re-

eultantas de la adicidn da les reactivos usuales, a los de isorhamnatina testi

go [ tablas XXXI1 v XXXIII).



Brtraccidn

El axtracte flavonflico partaneciente a laam bojam de Flaveria biden

var. anguatificlia fue preparado siguiendo el osquema genarel ya aplicadoc en a
terlores exiracolones (pdzinas 58 y 59), empleando para tal fin 200 gr dsl re

rido material.

Alslamiento, purificacidn e identificacidn de flavonoides

Loa filtradoe da EtDE-HPﬂ (111} resultante de las dltimas extracoic
fusron juntades y concentrados a 1/3 de su velumen inieial, procediesndo lusgo
cropatograliarle ecbre papel Whatman MM en forma bidi eneional. 35u contenido

ravalade bajo luz UV se reproduce en la Flgura 27.

THA

&2

AcDH 15T

,,-ﬂf
€2

FIGCURA ?7. Comportapienic en crematografia bidimensional
del extraoto de EtOH=A.0 506 de bhojas de
Flavaria bidentis var. anguptifolia.

Cada una de las manchas fuaron cortadae, eluidas y estudiado su com:
portamientc espectroecdplee ¥ cromatogrdfico, confreontande cada uno de lom ra-

sultados oon les de rucstra testige, arribando a las siguientss conclusiones:



- 83

anocha A Huaracetinm
Mancha B J:aulfntu da isorhamnatina
Mancha 0 J=T=disulFato de ifisorbamnetina

Es dooir que excapto el aglucdn, al contenide flavondlioo de flores
¥ hojas as al mismo, cbeervindose ain embargo variaciones ocuvantitativas respe
to da los derivados sulfatados. Asi an flores pradomina sl 3}-T7-disulfato sobr

al da Persioarina, miantras que an hojas,; eatae iltimo pravalasce sobra el prim

s

Flaveria bidentis var. angustifolia 0.K.

El soptenido de flavonoides en flores ¥y hojas de Flavarila bidentia

vars Bnpuatifolia se sinketiza en la siguisnta tabla.

-
=

TARLA

e e e |

I111. Flavonoldas prasentes an flores y hojas
da Flavaria bidentie vars asngustifolia.

|

A=T—dizulfato de isorbamnstina

l=gulfato do isorbamnetina

"
=
]
By

|

Isorhoonatina

I=T=disulfato de lsorhamnatina

J-sulfato da lsorhamnetina

.
o0
-

Wuarcetina
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