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Iniciamos ¢ste trabajo con la finali-
dad de estudiar la cotacibén ce los flavonoides del C.
Limonum var. Bureka. La realicad experimental nos ha
mostrado lo ambicicso de nucciro propdsito,ya que a
pesar de los logros conseguidcs al identificar diferen—
tes flavonoides en la hoja, coerteza y flor, hemos con~
probado que existen otifos cn ccatidades mianoritarias,
los que sblo hemos podido dwvrctar como indicios. Pese
a nuestro deseo de abordar 1l tema cxhaustivamente, re-
conocemos que queda abierta 1o ianvectigacidén sobre el

mismo, para nosotros y para oIires iprvestigadores.

Como compoasecidén o lo expuesto, he-
mos tenido la satisfaccién J: encowni,ay unas relaciones
entre las respuestus cspectrsles de Las flavonas y sus
C-glicdsidos en el ultravioicia, on modio neutro, y

las estructuras de las misises, 10 Cud a6s ha scrvido

I3

de una gran ayuda, y ecstimaws gque coustituye una de

las mids importantes avortacic:cs e osta tesis.
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Lo Pealiracidn de éste tesis estéd jus-

tificaan por loo sijguientos cencentos:

1¢.- Comorcial e iaavetriaiscate el Citrus Limonunm,
variadad Buse o, cs av dmportante en Bstados
Unidos y en itzalia, €n c¢onace estas la mayoria
de log cultivan; en lsnafia, nos encontranos en

un neriodo ¢ adaptacidia y acliunatacibn.

22 ,- Bl conocimicnte de La dotacidn flavonoidea de
Ja variedad Lryclha ¢: Lrtercsante desde los si-
guictintes puartAs de vistas
a) Tawrdnice. Fucsto que pormite estable-
cor waa clesificacién boténica basada en
el oi-Hlisic cualitativo de los flavonoi-
Ges,
b) Biocufmico. i peypuite conocer la dota-
cid:. fiavesedidsa vy su fuacidn especifica

en coa paris, 6 érgune, de la planta;

¢e: la wisasia a lo lardgo de
su vido; v lns infivencias ecoldgicas
qusr oodier-n sfectarlas, asi como la po-~

sibic datericlacidn con determinados bio-



elenentos, enzimas, y otras sustancias.

¢) Farmacoldbgico. Por scr biea conocida
su influcncia sobic la peracabilidad
capilar asi ccmo por poscer algunos
de ellos propiedades diuréticas, car-
ciotdnicas, antiwrdéuicas, etc, y otras
posibles propiedades nuevas,

d) Fungistdtice. £lgunos derivacos muy
netoxilacdos presentan ésta proviedad
y ejercen vna accibdn protectora sobre
las distintas partes de la »lanta,

e) Bdulcoraantc, veterminadas chalconas
de flavanonas ticnca poteantes propie-

cades edunlcoraates.

32,- Para efectuar el estudio de cada uno Ge los fla-
venoides ¢e la variedad zureka, nosS avoyamos €i

las siguiontes técaicas:

a) ixtraccida, empleando disolventes de
distinta polaridad.

b) Aislamiento, separaciba y purifica-
cibn de cada uno <¢¢ los compuestos
por crouatografia ea colizana y papel.

¢) Ideatificacién. Para 1o que hemos

utilizado los siguientes m&todos:

&

o

1) Reacciones de color.
2) Estudio espactral en U.V. en me-~
dio neutro.
3) Bstudio espectral en U.V. con
rcactivos alcenlinos.
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Bstudio cspeciral en U,V. con reactivos
metdlicos,

Cronatografia en papel.

Cronmatografia «u capa fina.

Estudio de las agliconas y azdcares,

en los respectivos hidrolizados, pox
cromatografia cn papel y capa fina.
Hidrdiisis alcalina para el estudio del

anillo B.






2.1. GENBERALIDADES SQURE E£L CITRUS LINOGNUM

VARIEDAD BURBEKA

E1 limonero Eureka ec un 4rbo! d2 tamaio pequeiio.
Ticne hojas graﬁdes ae color verde oscuro con apice
redondeaco. Bl fruto es de mediane tamafio, de forma
elfntica y pezdn pequefio. Su corteza es ligeramente
mgosa y de iediano espesor. La pulpa s de grano
fino, color amarillo verdoso y muy jugosa. El Zumo es
claro, acido y aromitico. GCencralmente con pocas 6

ninguna semilla.

Las flores, cominmente conocidas con el nombre
de azanar (cdel &rabe aznar = flor), s9n generalmente
hermafroqitas,:de tamafio mediano, de aspecto céreo y
color genuralmente blanco, tefiidas de rojo plrpura
en el dorso de los pétalos, cuya cara ventral es blan-
ca, marcando tonos rojizos cuando estan en capullo.
Son fragantes de arci:a "sui gezeris" muy delicado. Na-

cen en las axilas d¢ las hojas.

Bl limonero puede florecer en cualquier épo-
ca dehtro del periodo vegetativo de la planta, si bien

curante la orimavera e€s cuando lo race con mayor in-

tensidad,

Bl Buvreka es la variedac més cultivada en



California por su gran rendimiento. La cosecha més
importaate tiene lugar de octubre a diciembre, y de

marzo a mayo presenta otra de menor importancia.

Bxisten grandes discrepancias entre los
boténicos acerca de la clasificacibdn de los agrios,
puesto que unos los incluyen entre las auranciéceas y

otros entre las rutéceas.

Swingle, 1948, cl.sifica segln el sigui-
ente 6rden: .

Familia eseceseseosses Rutéceas

Subfamilia se.ee.... aurancioideas

TLibDW eesevvsesesess Citreas

Subtribu cseceseeces.. Citrinas

GENECYO cssveevaceses Citrus

SuUbgeENnero «.s.s..... Bucitrus

ESPECie ceevescesess C. Limonum.



2.2 EXTRACCION

Las extraccidén de los flavonoides a
partir de productos vegetales no prasenta gr&ndes
inccavenientes, auaque en ciertos casos puedg sar
necesaria una purificacidn inicial del extractbd.

Antes de iniciar la cxtracciébén deben
inhibirse previamente, en la materia vegetal, las

acciones enzimdticas y bacteriaanas, lo que se logra
por tindalizacidn & por congel~cibn a -202C, -30¢°C,

con objeto de evitar alteracioaes de 1os componentes
termosensibles. Dentro de la célula vegetal existen
diferentes tipos de enzimas que pueden alterar los
componentes fenblicos, tal es la accidn de las poli-
feaoloxidasas y glicooxidasas.

Los polifenoles en general y eatre
ellos los flavonecides en particular, ¢in los productos
vegetales van acompafiados de sustancias ao fendlicas
que interfiecren en el proceso de extraccidén. Por ello,
es convenieante efectuar una extraccidn previa Ge es-
tas sustancias no fenélicas ..cciaate ua tratamiento
previo con disolveates no polares ( &ter de petrd-
leo, benceno, cloroformo, hexano, =tc.), seguido de
una extraccidén con disolveates polares ( alcoholes,

agua, etc.).
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Con los disolventes no polares se eli-
minan principalmcnte grasas, ceras, clorofilas, clorec-
Filinas y carotencides; asi como tembién ciertos fla-

vonoidas muy metoxilados en forma de aglicomas.

El metanol y etanol sueclen ser 1os disol-
ventes elegidos por presentar ventajas, tales como su
FAcil eliminacidn, su carencia de respuesta espectral
en la zona del ultravioleta, inhibir las acciones ni-
droliticas que pueden tener lugar en este proceso, ¥

su reiativo bhajo precio.

LLa extraccidén se puede realizar en frio
(percotacidn), 8 en caliente (Soxhlet); debidnudose pro-
ceder a la eliminacién de las pectinas arrastradas en
el extracto por filtracién en fri{o; cfectuéndose sequi-
damente la ccnceutracidn de dicho extracto al vacio y

a haja temperatura ( Rotovapor ).

La purificacidén de los extractos es un paso
aconsejabie en determinados casns. Para este objeto
pueden emplearse diferentes procedimientos, tales co-
mo el empleo de Amberlitas especificas, carbdn animal,
sales <e plomo, sistemas cromatogré&ficos y disolventes

selectivos,



2.3.
2.3.

11

SISTEMAS CROMATOGRAFICOS.
1. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

Michael Tsweet, 1903, deccubrid 1a cro-
natografia de adsorcidén. Halld que los pigmentos vege-
talz2g, tales como la clorofila pueden separarse fil-
trando su disolucidn, en é&ter de petvdleo, a través de

una colunna de carbonato cllcico.

La cromatografia guedd oricticamente
olvidada hasta 1931, fecha en que Khun y Lederer la

desarvrollaron ampliamente.

fartin y Synge, 13941, utilizaron la
cromatogréﬁia de reparto, empleando gzl de sfilice y
agua; Strain, 1942, fué el primero que aplicd la cro-
matograffa a la separacibén de los comvuustos flavonoi-

deos.

BEn los dltimos afdos se han perfeccionado

y desarrollado técnicas Je andlisis cromatogréfico vy
studidndose ampliamente la influencia de los adsorben-
tes y su preparacién, las de los disolventes, la velo-

cidad de desarrollo, y los mdtodos de elucidn.

Se haa publicado ua elevado ndmero de

trabajos sobre la separacién de flavonoides por croma..
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tografia en columna, tanto a partir de extractos vege-

tales como de hidrolizados.

Dentro del gran atimero de adsorbentes
que se utilizan en cromatograffia, nos hemos basado en
el Sephadex para el desarrollo de nuestra parte experi-

martal.

El Sephadex es un dextrano modificado en
el que sus macromoléculas se wen para formar uina red

tridimensional de cadenas de polisacdridos.

Gelotte, 1960, ha demostrado que 21 Sepha-
dex, tiene *endencia a la adsorcién de compuestos aro-

néticos, espzcialmonte fenoles.

Sjovall y Vihko, 1966, han empleado con
éxito el tip. LH-20 para separaciones anraliticas de com-
puastos heteorociclicos aromiticos; Hilcon, 1962, separd
una mezcla de isoflavonas y pudo establecer una cierta

relacién entre el volumen de elucibén y la estructura.

Wwilk, 1966, janson,i967 y Jhonston,1958,
emplearon ccn éxito columnas de Sepradex para la separa~

cidén de flovonoides dc diferentes extractos vegetales.

Coffin, 1971 y Tomés, 1972 y 1973, han uti-
lizado la cromatograflia en colwmia dce Scphadex, de dife-

reates tipos, para preductos citricos y Fflavenoides puros
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CROMATOGRAFTA SQBRE PAPEH

La cromatografia sobre papel es una de
las técnicas més simdles y antiguas deatro de la crc-
matografia. VLa separvacidn de los productos se cfectdd
sobre papel, ca tiras 6 en hojas, segqia las necesidades,
sc puede trabajar con diferentes tiros de papel en los
que varfa ei espesor y el desarrollo. Para cromatogra-
fia »nreparativa se puede usar el Whatman n23, 6 el

Whatman 3MM, y para sepraraciones el Whatman ne3 y ng ?

Consden, Gordoun y Martin, 1944, fueron
los »rineros en utilizar el papel para cromatoarafia

sustituyendo la sustancia soporte, gel de silice, cor

&

tiras de papcl.

Los dicolventes mis erprleados, 6 mis ge-~
neralizados, son €l butanol- ac. acdtico - agua, en di-
versas proporciones; ei Forestal ; €1 dcido acético
a concentraciones superiores al 36 % éarn agliconas, v
por debajo del 30 % vara los glicdsidos; el butanol-

ac. acético~ agua, para glicdsiuos 6 agliconas.

#1 butanol-ac. acético-oqua es ¢l mds im-
portante en el estudio vy sepavacidén de flavonoides.
Bste oisolvente Fué inicialmente propunsto por Partrid-
ge, 1947, para la sedraracibdn de aztcaves, vy utilizado

por Bate-tmith, 1948,para la serarzcidn de flaveaoides.
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Con el tiempo, ©n los eluyentes se producen
esterificaciones, por 1o que l1los valorocs de Rf no son
reproducibles en estes casos; de aqui 1la conveniencia

de preparvrar el disolvente cuaindo se vaya a utilizar.

Bl disolvente Forestal: ac. acético~agua-
ac. clorhidrico, (30.10.3),(v.v.v), fué propuesto por
Bate-Smith, 1945, para la separacidn de antociauididas,
vy posteriormente se ha comprobado su utilizacidr para
las agliconas de flavonoides; a pesar de tener el in-
coaveniente de no poderse ¢mplear en cromatografia pre-
narativa, puesto que el &cido cloraidrico que lleva en
su composicidén hidrolizaria los glicdsidos; este disol-~
vente tiene la ventaja de separar l1os glicdsidos e im-
purezas que contenga la muestra de 1los glicdsidos fla-
vonoideos, dado que mientras el valer del Rf de los

primeros es muy elevado, (superior a 0,75), el.de sus

agliconas es mas bajo.

Bl 4cido acético diluido, como disolvente
s8lo se utiliza pera la separacidn de los glicdsidos
de las agliconas, ya que estas no se desplazan Dréc-—

ticameate.

Los disolventes acucsos, incluso el agua
destilada, permiten una buena separacidn de los com-

puestos flavénicos, Roberts, 19%56.
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Mabry, ¥Markanam y Thomas, 1970, han uti-
lizado el &cido acético al 15 % para la cromatografia
mono y bidimensioanal; complemeantdndolc corn el empleo
del T B A ( butancl terciario- ac.acético-agua),(3.1.1),

(v.v.v).

Bate-sSmith, 1949, propuso el empleo de
una mezcla de m-cresol, ac.acético y agua, en la pro-
porcidn volumétrica (50.2.48). Este disolvente tiene
el interés de que para los glicdsidos presenta un orden
de valores de Rf diferente a los que se obtienen con el

butanol-acido acétido;égua, (4.1.5).

Lebreton, 1967, ha utilizado el Acido
acético al 6C % para la separacién de lo3 flavonoes,
las flavonas y los dihidroflavonoles. Horowitz, 1960, -
emplea ac.acftico al 50 % para la sevaracibdn de agliéo-
nas de flavonas y flavonoles por cromatografia sobre
papel. Geatili y Horowitz, 1968, han trabajado con
4cido acético al 10 y al 30 %, para la identificacién
en Citrus de los C-glicdsidos de la apigenina y del.la

diosmetina.

Observacidn de cromatogramas

Muchos de compuestos flavonoideos son
incoloros a la luz visible, pero acdquieren color ama-
rille cuaudo se pulverizan con una disolucibn alcalina,

0 por la exposicidn de los cromatograras a los vanores
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de una disolucidén concentrada de amonfaco. Geissman,
1962, E1 examen a la iuz ultravioleta es el método més

generalizado.

Se acostumbra a rcvelar los cromatogra-
mas mediante uan »rocedimierto mixto, que consiste en
la exposicidén a los vapores de aroniaco, observando el

cromatograma a la luz visible y en el ultravioleta,

Harborne, 1967, resume los resultados
de la observacidén de los flavonoides, a la luz ultra~

violeta, de la siguiente forma:

A.- Los flavunoles y sus heterdsidos, en los que
el grupo =0H en posicién 3 estld libre,muestran manchas
amarillas, cuyas diferencias de toro son lo suficiente-
mente nitidas para utilizarlas en la ideantificacién de
estos compuestcs: el kaempferol, amurillo-verdcso; la
isorhamnetina y la quercetina, amarillo; y la mirice-

tina, amarillo dorado.

B,- Las flavonas y los derivados de ios flavoeno-.
les en los que el —CH en 3 esté ligado a una combinacién
glicosidica, en 1a observacibdn directa a la luz ultra-
violeta aparecen manchas marrén oscuro, las que cam-—
bian de color a amarillo brillante cuando se exponen

a la accidén directa de los vapores del amoniaco.
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C.- Los flavonoles que no posean -OH en la po-
sicidén 5, caso de la fisetina y ia robinetina, presen-
tan a la luz ultravioleta fluorescencia amarilla, &

amarillo-vexrdosa,

D.- Tanto las flavanonas como ias isoflavonas
son di.ficilmente detectables por observacidn directa
a la luz ultravioleta; pero cuando esta observacién
se efectla en prescncia de vapores de amoniaco la
coloracidn es amarillo-p&iida ( naringenina, hespe-
retina y criodictiol). i

B.~ Las chalconas presentan color amarillo cuan- -
do se observan a la luz visible, y rarrdn en la 1luz
U.V., color cue vira a rojo en presencia de vaporeé

anoniacales.

Lc¢s reveladores mAs utilizados son @
el Cl3Al anhidro al 1 % ea etanol; el reactivo de Davi-
deck (Davideck, 1961); bencidina diazotada, Xoch ,

1938,y el reactivo de Neu, 1957.
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'2.3.3 CROMATOGRAFIA BN CAPA FIiA

Tzmailov y Schreiber, 1938, casayaron
por prinmera vez la cromatografia en capa fina exten-
diéndo 6xido de aluminio sobre placas de vidrio, Pos-
teriormente ieinhard y Hall, 1949, cmplearon el almi-
ddn, como aglutirante,para lograr una mayor estabilidad
de las placas preparadas

Reitsema, 1954, elabord cromatoplacas
para utilizarlas en cromatografia bidimensional.

Stnal, 1956, logrd datos rcprceducibles
y concretos con éstas técnicas.

Las ventajas princirales de la croma-
tografia sobre placa, respectn a las de rapel, 501: ma-
yor nitidez , sensibilidad, rapidez en el desarrollo ¢e
las crosetopiacas y mayor duracidn de las placas revela-—

aa

(1]

.
Con uxn buen disolveate, un lecac adecua-
do ¥ un grado de saturacidn satisfactorio, cl desarrollo
de una cromatoplaca se pucde lograr cntre noedia y unia no-
ra, mientras que una cromatografia en napel necesita siem-~
pre mis de dos horass Las dinensioncs mls corrientes de
las placas soa de 5x20, 10220, 20x87, ¥y 40:x2C ¢cn.El espesor
de una »nlaca »vara cromatogralia proeparativa eos de 2,5 mm,

y el de uvra Dara fines ideatificativos de 0,25 am.,
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Los adsorbentes mids cmplcados en este
tipo de cromatuocalfia son el gel de sflice, el éxido

ae aluninio, la cclulose, la poliamida y el Sepaadex,

A Tesar de haberse wutilizado nuchos ti-
pos dc gel dac s<filice, los mlds canleados son los tipos
G y H fabricades por la casa lierck. Bl tipo G contiene
un 13 % de yeso y el tanaiio de sus granos as de 5 a
25 nicras. Bl tipo H presenta anélogas cazracteristicas
norfoidgicas y de tamaiio que el anterior, perc no con-
tienc aglutiaanies érganicos ni yeso.

%1 6xido de aluminio es aﬂropiado para
la geparacidn de terpenos, alcaloides, esteroides, com-
binaciones arcmiticas y alif4ticas, Aunque existen va-
rios tipos de dxidos de aluminio,c) més canleado es el
tipc G, Merck, que tieune reaccida alcalina y al que con-
viene calentar durante ncdia hora a 1202C antes de su
utilizacidn; su actividad es menor que la ¢el gel de
sflice, Merck, del tipo G. Bl 8xido de aluminio, TLC,
Serva, no conticae aglutinaate y presenta rcaccidn Q=
bilmente alcalina.,

%1 kiesclgur més enmpleado es el tipo G

Merck; este producto tiene una mayor ranidnz de adsor-

cibn que €l gel de silice G, y gue el Sxide de alunminio @.
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Existen varias clases de pnlvo de celulosa
sia modificar que se cmplean cn croimmatografia en capa
fina. La casa Macherey y Magel fabrica celulosa ea pol-
vo, MN 300, exenta de veso, con y sin indicador de fluo-

rescencia.

Un buen adsorbente en cromatografia de capa
fina es la poliamida coa la que puede separarse 10sS
glicdsidos y agliconas de flavénonas. Estas placas
tienen el inconvenicnte de scr muy frégila:s. Albach y
Redman,1969, la emplean para la separacidn de los ci.-
troflavonoides, y Coffia, 1971 separa las flavanonas de

algunos citricos.

Bluyentes: D1 tipo de eluyente a emplear de-
pende del adsorbente ¢ue se utilice y de los productos

que se trate de separar.
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2.4, REACCIONES DE COLOR

En los flavoncides aislados y purifica-
_dos puede estudiarse la identificacién de su grupo-
por diferentes reacciones de color, tanto en la 1luz

visible como en la ultravioleta.

Las respuestas coloreadas responden
‘tanto a la estructura bisica, como a la presencia de

determinados sustituyentes.

Por no haberse encontrado reacciones
especificas se¢ recurre a varias de ellas para recono-
cer la identidad, a priori, de las fiavornas, flavoanoles,

glicésidos en 3 de flavonoles, flavanonas y chalconas,

Para mayor garantia de los resultados
se deben anglizar los espectros en el ultravioleta de
1los FPilavonoides disucltos en medio neutro (metanol o
etancl), que es el medio mis aconsejable para practi-

car las reacciones coloreadas.
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Conjunto de reacciones de color para el reconocimiento

de grupos flavoroideos,

ClH + Mg
————————  Flavonas - Amarillo, rojo.
Flavonoles - Rojo, magenta.
Flavanonas - Rojo, magenta, violeta, 6 azul.
Chalconas - Amarillo, naranja, rojo
Dihidrochalc. - De incoloro a amar. débil.
NaOH
Flavonas - Amarillo
Flavonoles -~ Amarillo, naranja 6 marrén
Flavanonas ~ Amarillo naranja en frio
y rojo en caliente,
Chalconas - Amarillo, naranja é rojo.
Dihidrochalc. - Incoloro, amarillo-débil
ClH + 2n

Flavonas - Rojo
Flavonoles agliconas - rosa oscuro
Flavonoles glicésidos- rosa claro
Flavanonas ° - Rosa.



Cl3Al

- Flavoaas
Flavonbles
Flavanonas

Cnalconas

SGg4il2 conc.

Flavonas
Flavonoles
Flavanonas

Chalconas

23

Amariilo
marillo verdoso
Azul verde flucraescente

Aniarillento.

Amar.intcenso 4 amar. rojizo
Amar, naranja fluorescente
Haranja carmin

Haranja rojo

ja
Dinidrochalcounas - incoi., 6 zmar. débil.

Las agrupaciones elegidas son las

existentes en los Citrus.
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2.5LESTUDIC EBSPICTROFOTCHETRICO BX U.V. DE FLAVONOIDES EN

idDI0 HBUTRO

Se aan publicewo nwserosos trabajos
sobre espectrolfotometria de fiavoaciues ¢a U.V. coa

objeto de rolacionar las estructuras cot las resjiues..

ct

as espectralesz. A este resvecto son funcamentales los
trabajos e Golssman, 19862, Jure,1462, Harborne,1964, y

mabry,1970 .

Mo cxisten vaas leyes fiias que os-
tablezcan la r:1acidn e:tre las respuestas cn witravio-
leta G los flavonoides y sus estructuras, ya Guce la
intersretacida e las medicas se realiz2 sobre uwna ba-

se cmpirica, ¢ ia wmayoria de jos casos.

Todas las suziniwcias feadbdiicas pre-
sentan una fuerte absorcida en la regida ccl ultravio-
lcta, Ban ia tabla 1 se exponea las resbpucstas espectra-
les e¢a U.V. G 2lguaas e las faailias fendlicas, segin

Geissman, 12462,
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TABLA - I ESPECTRCS DE ALGUNAS FAMILIAS
D8 POLIFEHOLES.

Familia Miximo nrincipal(am) Méximo secundario
Flavonas 250-270 —
330~-350 S
Flavoaoles 250-270 300
350-~390 ———
Flavanonas 275-290 ——
290-330 —
Isoflavonas 255265 310-~-330Q
Chalconas 365~390 240~260

Geissman, 19462, tratando de sistemati~-
zar los méximos obscrvados, considera deos bandas cro-
mAticas: la banda I, comprende el intervalo de 320-~380 nnm,
y la banda II, entre 240-270 nm, para flavonas y flavo-~
noles.

Tomds, 1972, propcne urnas bandas més
amplias, designando como banda A a la zora coiprendida
entre 300-45C aa, como banda B calre 240-300 nm y como

banda C eitre 200-240 nui. .



La variacidén de la posicibn e inten-
sidad de la longitud de onda del m&ximo, & inflexién,
cn cada banda depende del tipo de resonancia. En los
derivados con dobles enlaces en posicién 2-3 se pro-
duce un efecto de conjugacié:: entre los anillos A y B,
lo que explica la interrelacién de la resonancia re-~
lativa entre dichos anillosg por lo .que:, las res—
puestas de éstos derivados pueden considerarse inter-
dependicntes. Debamos tener en cuenta, que el anillo
A 44 su respuesta en la Banda II, y ¢l anillo B la
expresa ¢n la Banda I, aun@ue existen respuestas co-
muncs debidas a la resonancia conjunta entre los ani-

llos & y B por efccto de conjugacibn.

Para explicar el comportamiento de
determinadas respucstas espectrales coadicionrnadas por
la prescncia de ciertos sustituyentes que producen re-
sonancias cspecificas, Jurd, 1962, considera la coe-

xistencia de tres estructuras fundamentales:

Benzoilo (I), Cinamoilo (II) y Gamma~pirona (III)

(1)

= )
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El grupo cinamoilo explica el
comportamiento de los sustituyentes que existen en
el anillo B, y . que se manifiestan, principalmente,
en la Baanda I. #1 benzoilo cxplica el comportamiento
de los flavonoides con sustinyentes en el nucleo A,
especialmente en la posicién 7, con respuesta espec-~

tral cn lé Banda II.

La gamma-pirona explica el comporta-
niento del sustituyente en posicién 5 y el sistema
de relacibén resonante con el grupo carbonilo, cuya

respuesta se muestra en la banda B.

Las flavanonas y los flavanonoles por
carecer de doble cnlace eatre las posiciones 2 y 3.

no pueden adoptar dichas configuraciones.

Las chalcounas podrian presentar las

formas benzoilo y cinamoilo. (IV y V) respectivamente,

N (1v)
O.

0- (v)
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En general, la introduccién de grupos -OH,
6 metoxilos, en el anillo A incrementa la rescnancia
del mismo y tiende a aumentar la intensidad y longitud
de onda en la Banda II. Por ejehplo, la conversién
de fiavona en crisina (5-7 di-CH flavona) produce un
desplazamiento en intensidad y un efecto batocrémnico
de 20 wum, transforméndose el méximo de la Banda I en

una inflexidén a unos 310 nm.

En las flavonas y flavonoles que contienen
sbélo =«n sustituyente en posicién 4°(apigenina y kaem—
ferol), la respuesta en la banda II consta de un sélo
méximo. Para las flavonas y flavonoles que tienen'
-sustituyentes hidroxilados, 6 metoxilados, en las
posiciones 3° y 4’( luteolina, diosmetina, crisoeriol,
quercetina, etc.), en la Banda II se aprecian dos mi-
ximos bien definidos, 6 un méximo y una inflexién cla-
ra. .

veanos lac respuestas espectrofotométricas

de algunos derivados:

Apigenina 336, 2962, 267
Luteoling 349, 267 , 252, 2422
Crisoeriol 347, 269 , 2493,241
Kaenpferol 367, 3222, 2942,266 , 2532
Quercetina 370, 3012, 2692,255

(2). Infiexibn.
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lfectos de la metilacidn, 6 alicosidacidn,sobre los es-

pectros de Fflavcuss y flavonoles.,

Metilacibn del -OH en 5

Bl -OH cn posicién 5 est& rclacionado

con la estruciura pirdnica. La metilacién en 4sta po-

sicibén produce un considerable efecto nipsocrdmico, de

5 a 15 nm, en las Nandas 1 y II, como indicail los si-

guientes ejemplos:

TABLA II
Compuesto nm, Conmpuesto nm., Dif,
5,4°-0H,7-0CH3 flav. 335 4°-0H,5,7-CCH3 flav. 327 -8
269 259 =10
4’7 dictil vitex. 326 5,7,4°trietil vitex., 312 -14
270 265 -5
Diosmina 345 3°-0H 5,7,4"-CCH3f1lav.333 -~11
255 245 =10
Kaempferid 567 5,4°-0CHj Kaempferol 357 -10
265 259 =7
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Copulacién del ~-OH en posicidén 3.

Esta metilacién, o glicosidacidn, produce un
desplazamiento hipsocrédmico en la Banda I, que no afec-
ta a otras respuestas en la Banda II; por ejemp;o la
quercetina con dos maximos a 371 y 257 nm, y la rutina,
que ademés contiene ramnosa-glucesa en posicidn 3,'tiene
sus méximos a 361 y 258 nm, con unras diferencias de =0
y.+ 1 nm, respectivamente. La quercitrina contiene ram-
nosa en posicién 3, y sus maximos se observan en la
Banda I y II a 350 y-255 nn, reséectivamente, en ellos

puede apreciarse lo anteriormente comentado.

Copulacidén del -OH en posicibén 7.

Al introducir un grupoc ~CHs, 6 un glicésido.
en esta posicién, no se observa efecto alguno, tanto
en la Banda I como en 1a I1; como puede comprobarse'al
comparar 1os méximos de la apigenine (336 y 269 nm),
con 1los de la genkvanina (7-metil), 335 y 269 nm, en'
donde puede apreciarse que los desplazamientos son
pricticamente nulos, asi{ ccmo también en la quercetina
(méximos a 371'y 257 nm) y la quercimeritrina con mé-

ximos a 372 y 257 nm.
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La metilacibéa de wn ~OH en posicién

4’produce un efecto hinsocrémico de 1 a 2 nm en la

Banda I, en las flavonas y flavonoles. Para las fla-

vonas ¢l desplazaniiento en la Banda II es batocrédmico,

de 2 a 6 nm, y para los flavoinoles es hipsocrémico,

del a3z hm. Br la tabla II se exponen unos ejenplos:

TABLA TII
Compuesto max Conpuesto max Dif,
4’~0H flavona 327 4°~0CH4 flavona 317 - 10
251 253 42
Apigenina . 336 Acacetina 328 - 8
269 273 4+ 4

Bswectros de flavoras y flavonoles fucrtemente alkilados

BEn compuestos de este tipo, tales como

la tangerctina (pentamctoxi-flavena), la nobiletina

(hexametoxi-flavona), y otros que, 6 no presentan gru-

pos ionizables, o los tiemen muy escasos, y por lo tan-~

to no son suceptibles de originar quelatos, solo pueden

utilizarse los datos on medio neutro.
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Efecto de la acetilacidn cen flavonas y flavonoles.

Cuando un flavonol se¢ acetila, como la
quercetina, el resultado de’ su respuesta espectro-
fotcmétrica es similar a la de la flavona sin ningfin
sustituyente. |

Quercetina, méximos a 371 y 257 nm.
GQuercetina metilada, miximos a 300 y 252 uam.

Flavoaa, méximos a 297 y 250 nm.
Flavanonas

En las flavanonas, al igual aue en las
isoflavonas y ios dihidroflavonolcs, el airillo B no es-
t4 conjugado con el grupo carbonilo, por lo que estos
compuestos presentan una mayor absorbancia en la banda
II con un maximo caracteristico, Geissman, 1962,

Laé flavanonas y los dihidroflavonoles
manifiestan ua madximo entre 270 y 295 nm, y las isofla-
vonas - un :18ximo bien definido entre 245 y 270 am;

Mabry, 1970.
Los espectros de las flavanonas y los

dihidroflavoncles son muy similares:

7,4°-0H flavanona 276, 312 nm,

3,7.4°-0H " 276, 312 nm,
5,7,3’4'-01{ 289) 324 nm,
3,5,7,3°4°~0H 290, 327%nm.

(2) Inflexién.



La carencia de -CH en 5,en flavano-
nas y cdihidrofiavonoles, se manifiesta por un despla-

zamiento hipsocrdmico caracteristico en 1a Banda 1I.
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ANALIS1S ESTRUCTURAL EN U.V, POR MEDIQC DE REACTIVOS

ALCALINOS

El estudio de la situacién de ¢grupos hi-
éroxilicos libres. contenidos en la molécula del f£la-
vonoide es posible con el empleo de ciertos reactivos
de carécter bésico observando las diferencias de las
absorciounes en el ultravioleta, con respecto a las

obtenidas con el mismo flavoncide en medio alcohélico.

Mansfield y Novrdstrdm, 1953, emplearon
el etilato sédico para el estudio de flavonas y fla-~
vonoles; Jurd,Geissman y Horewitz, 1957, efectuap un
estudio similar con acetato sbédico; Tomés , 1972, ha
utilizado amoniaco, acetato sédico, etilato sédico y

metilato sédico.

Estos reactivos producen una ionizacién
de los hidroxiros contenidos en la molécula, de for-
ma tal, que segin afecten al anillo A, 6 al anillo B,
formas benzoilo y cinamoilo, darédn lugar a distintas
resonancias que provocan diferentes respuestas en las

Bandas B y A, con efecto batocrdinicos en la mayoria

de 108 Caso0S.

Tomés , 1972, ha obtenido los siguientes

resultados:



Con amoniaco 0,01 M,

En las flavonas y flavonoles

No se afecta el hidroxilo en posicién 5,

siempre que existan otr 35 hidroxilos libres.

La ionizacién del grupo hidroxilo en po-
sicién 7, se traduce en un desplazamiento batocrémico
en la banda B de 7 a 22 nm. Si dicho hidroxilo esti
blogreado, no hay desplazamiento de la respuesta en
dicha banda, tal es el caso de la tectocrisina y3

apiina.

La ionizacién de los hidroxilos en posi-
cidn 3 y 4, se traduce en una respuesta en la banda A,

con batocromia superior a 15 nm.

Los glicbésidos de flavonoles conjugados

en posicién 3 incrementan el efecto batocrémico en la

banda A.

En las flavanonas, flavanonoles y chalconas

E1l hidroxilo en posicién 7 es el que
origina la fuerte batocromia, en el mékimo de la ban-
da B, que se desplaza a la banda A. Si dicho hidroxilo
est& bloqueado no hay desplazamiento cromético, este

es el caso de la hesperidina y de la metilchalcona de
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la hesperidina. En generali, la caracterfstica comfin
a estos compuestos con hidroxilo libre en posicién 7,
es la desaparicién de respuestas en la banda B, lo que

puede servir para su caracterizacién.

Con -acetato sbédico 0,002 M.
L —— S . T

En lés flavonas y flavonoles

La ionizacidn del hidroxilo en'posi¢i6n 5
es muy &ébil, ya que los desplazamientos en la banda B

no ofrecen absorciones apreciables.

En los flavonoles, el efecto ionizante
producido en los hidroxilos en posiciones 3, 4’y 7
originan hipsocromia en la banda A (-23 nm), lo que pue-

de utilizarse para su caracterizacién, .

Los glicésidos de los flavonoles, al tener
bloqueado el hidroxilo en posicién 3, no acusan despla-
zamientos en su respuesta en la banda A, hecho que '
no-ha sido observado con ningﬁn otro reactivo alcali-
no y que permite la caracterizacién de tales com-

puestos.

En las filavanonas, flavanoncles y chalconas

.Cuando el -OH en posicién 7 esté libre,
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hay un desplazaniento batbécromico de 34 o 37 nm en el

méximo Ge la banda B.

Con ctilato sédico 0,002 X

En flavonas y flavonoles

Los desplazanientos de los espectros en
ambas bandas suclen ser heterogéncos, presenténdose
anomalias para determinados flavonvides, que pueden
servir para su caracterizacibdn; tal es el caso del
kaempferol y de la fisctiaa, en donde se aprecia fuer-

te hipsocromia en la banda A.

En flavanonas, flavsaonoles y chalconas

Los flavanonoles sc¢ caracterizan por su
fuerte desplazamiento batocrémico, tanto en la banda A
(D4 superior a 75 nm), como en la banda B (D superior

a 36 nm).

La metil chalcona de la hesperidina pre-
senta una batocromfa en la banda A igual a 10, valor

que se puede utilizar para su identificaciédn.
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Las flavanonas se difercacian de los
flavanonoles por su respuesta batocrdmica en la banda

B que es siempre inferior a 15 nm

Metilato sbdico

Segun Mabry, 1970,la adicién de NaOMe
a flavonas disueltas en metanol produce desplazamientos
batocrdaicos en todas las bandas de avsorcién. Un des—
plazainiento en la banda I de 40 a 65 nm, sin disminuir
su intensidad, indica la prescacia de uir hidroxilo libre
en 4°, Los flavonoles que carccen de hidroxilo en 4’mues-
tran un desplazamicnto de 50 a 60 nm en la banda I, con

decrecimiento en intensidad,

Seglin Dechene, 1951,y Jurd y Horowitz,
1957, los lavor.oles que tienen en su molécula hidroxi-~
los libres en las posiciones 3 y 4”son inestables en
presencia de NaOle, alterdndo en pocos minutos las res-

puestas obtcnidas.

Deteccién de grupos -0l en flavonas y flavonoles por

efecto de la adicién de NaOic/BOgH3.

En presencia de MaOAc, el &cido bérico

- o - 2
forma un quelato con los druios 0-di0H del nicleo del
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flavonoide. Las flavonas y flavonoles con agrupacién
0-diOH en el anillo B muestran un desvlazamiento ba-
tocrémico en la banda I de 12 a 30 nm, con respecto al
espectro en metanol. Luas agruvaciones 0-diOH 6,7 y

7,8 producen desplazamicatos de 5 a 10 nm1 con resrec-

to al espectro en metanol, Mabry, 1970

Esnectros en U.V. de flavanonas en onresencia de ¥aOMe.

Los cspectros de flavanonas con hidroxi-
los en el anillo A exprecsan batocromia en la banda II
en presencia de NaOde. Las 5-7 di-OH flavanonas presen-
tan un desplazamiento de unos 35 nm y para las 7-~OH .
flavancnas de unos 60 nm. El cesplazamicnto va acompa-

fiado de aumento de intensidad ea la banda 1I,

Algunas flavanonas, espccialmente aque-~
llas que carecen de hiuroxilo en 5, sc isomerizan a
chnalconas, presentando un espcctro totalmente diferen-

te. Narasinhachari 1948, 1950, 1959, y Jurd 1961.

Las flavanonas con -OH en las posiciones
5,6,7 6 6,7,8 se descomponen en presencia de metilato
sédico. Horowitz y Jurd,1961, aprecian que las cue con-
tienen wna agrupacién O-dihidroxflica se descomponen

rinidamente con adicién de HaOH, pero no en presencia

de NaOMe.
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Determinacida del grupo O-dihidroxilico en el anillo

A por adicidén de NaOAc/H3B03.

En las flavanonas, isoflavonas y Fflavaro-
noles se produce un desplazamiento batocrénico él
adicionar estos reactivos de 10 a 15 ﬁm en la banda I,
cuando los compuestos tieren agrupacién 0-diOH en po--
siciones 6-7. Con estos reactivos no se puede analizar
1la agrupacién 0-dihidroxilica en posiciones 3’ y 4°

por falta de coanjugaciéan con el cromdéforo mayor. -
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2.5.3 ANALISIS ESTRUCTURAL DE FLAVONOIDFS EN U.V. POR
MEDIO DE REACTIVOS METALICOS FORMADORES DE COM-

PLEJOS,

Los flavonoides son capaces de formar
complejos metdlicos, de tipo quelato, con determi-
nados reactivos. Las condiciones :structurales ne-
cesarias para que tenga lugar la {ormacién de estos
quelatos, exige la existencia de ura disposicién re-
sonante que esti determinada por 1a presencia de gru-
pos hidroxilo libres en las posiciones 5, y 3 cuando

existe doble enlace entre las posiciones 2 y 3.

También es posible la formacidén de com—
plejos queléticos en posiciones orto-hidroxilticas,
aunque este tipo de complejos es menos estabdle.

La agrupacién méis generalizada, en los flavonoides

con doble enlace en posicibén 2--3, con posibilidad de
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formar complejos es la orto-hidroxflica en 3°y 4°.

El cloruro de aluminio es el reactivo
metélico utilizado por la mayoria de los investiga-
dores entre los que se encuentran: Geissman, 1953;
Swain, 1954; Harborne, 1954 , y Mabry, 1970. Este
iltimo incorpora la variante de adicionar a la diso-
lucidn neutra ( etanol, 8 metanol al 90 %), &cido
clorhidrico con objeto de estudiar los espectros de
las riavonas, flavonoles, flavanonas, isoflavonas, -

chalconas y auronas.

Tomis, 1972, ha obtenido interesantes
conclusiones utilizando, ademds del cloruro de alu-
minio, otros cationes metdlicos tales como Fe*3,
sb+3,sn¥2, y 2nt+2; reactivos que presentan la venta-
ja de aclarar ‘determinados aspectos estructurales

de los flavonoides.

Jurd, 1962, demostrd que es posible
la investigacién de los grupos -0d en posicién 3y 5
en flavonas Yy flavonoles, empleando cloruro de alu-

minio y estudiando los desplazamientos batocrémicos

en las bandas I y II.
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Mabry, 1970, adicionando &cido clorh{dri-
co a la disolucién de cloruro de aluminio con el fla-
vonoide, pudo geterminar no sélc la presencia de hi-
'droxilos en las posiciones 3 v 5, sino también 1a
‘agrupacién orto-hidroxilica en 3’y 4, en 1la qﬁe se
_forman complejos sélo con el cloruro de aluminio en
medio neutro; disposicién que desaparece al adicio-
nar el 4cido. La presencia de ésta agrupaciédn 0-hi-
aroxilica se demuestra por el efecto hipsocrémico
en la banda A, de 30 a 40 nm del espectro con AlClj
y .HC1 respecto al del AlCl3 sdlo. '

La técnica més utilizada consiste en
efectuar varios barridos espectrofotométricos en
disolucidén alcohdlica con adicién de VI gotas de
AlCl3 al % %,.y después afiadir V gotas de HCl di-
i1uido a 1/3; comprob&ndose los efectces hipsocrémi-
cos y batccrémicos de los distintos espectrofotogra-
mas obtenidos, tomando como referencia el espectro

realizado en medio neutro.

Tom&s, 1972, ha comprobado que mediante
el empleo de los reactivos indicados se pueden iden-
tificar: '

Flavonas, flavonoles y glicdsidos de flavo-
noles, flavanonas con hidroxilo libre en po-
sicién 7, y los grupos compuestos de flava-

nonas, flavanonoles y chalconas.
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Ciertas anomalias observadas en los des=—
Plazamientos pueden utilizarse para la identificacién

en particular de alg@in flavonoide.

HIDROLISIS ACIDA : AGLICONAS Y AZUCARES

La hidrdlisis &cida tiene por objéto rom-
per el enlace -C-0-~C~-, existente en los heterdsidos.
Se e’ectia calentando en b, m. con HC1 1 N, 6 2 N, du-
rante un tiempo que puede oscilar entre unos minutos

a unas tres horas.

Los C-glicésidos ( por ej. vitexina), en
los gue la molécula de azlicar y la aglicona estén
ligadas por un enlace -C-0; son particularmente re-~

sistentes a la hidrdlisis &cida y enzimdtica, Har-

borne, 1965.

La ruptura de los enlaces heterosidicos
se puede producir por hidrdlisis enzimética, método
que se utiliza cuando se dispone de una enzima espe-

cifica y que sirve para demostrarnos la naturaleza

de los enlaces glicosidicos.



De los hidrolizados se extraean las aglico-
nas utilizaado disolventes no miscibles en agua, tales

como eter etilico, acetato de etilo , etc,.

A partir de los concentrados dz los extrac—
tos, por sistemas cromatogréficos en papel y capa fina,

se vueden ideatificar las agliconas.

Una vez extraidas 1as agliconas de la
disolucién Acida,se utiliza ésta para la investiga-
cibén de los azficares que constituian parte de los
glicbésidos, neutralizando y desarrollando cromatogra-
ficamente en papel, & en capa fina, parte de la diso-

lucidn frente a azficares puros.
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2.7. C-GLICOSIDOS

Los derivados C-gliccsidicos constituyen
un grupo importante dentro de las flavonas, en los
que el azicar estéd ligado por un enlace -C-C-, en las
posiciones 6 y/G 8. Difieren de los O-glicésidos en
que estos fGiltimos son aidrolazados como m&ximo en
chatro horas empleando HC1 2N y etanol, (151).(v:v)+
mientras que los C-glicésidos no se afectan,Harbor-
ne, 1965. Los C-glicdsidos se pueden distinguir
también de 1los 0-glicdsides por su diferente movili-
dad sobre cromatogramas desarrollados en distintos
eluyentes; en los 6-C-glicdésidos y 8-C- glicésidos
al ser cajentados en medio &cido se produce una iso-
merizacibén parcial, por lo que en los cromatogramas

apareccen dos sustancias con distintos Rf. Cambie,

1959.

Los espectros de los C-glicbésidos son simi-
lares a los de sus correspondient2s agliconas. La ma-
yorfa de los C-glicdésidos estan formados a partir

del esauelcto estructural bdsico de ciertas flavonas.
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Derivados C-~glicosfdicos més corrientes

Agliconas 6-C-Glic. 8-C~Glic. 6-8~ GiC-glic
Apigenina Isovitexina Vitexina Violaantina
Acacetina — Cytisdsido C ——
Genkwanina 5wertisin& —— ——
Luteolina Isoorientina Orientina ——
Crisoeriol Isoscoparina Scoparina N
Diosmetina 6-C~gluc. 8-C-gluc. 6-8-aiC-gluc.
5=beoxiapigenina —— Bayina ——
5-0-metilluteolina  —=-—- Parkinsonina A  ~--
5-7-C-Metillutsolina ——- Parkinsonina B -
7-0-pietillutcolina Swertiajaponina  ~—- -—

Lcs C~glicdsidos contienen generaimente.
un sélo azicar y pocas veces pueden ccriener dos, tal es
el caso de la xilosil-vitexina, 6 ramnosil-vitexina, que

llevan conjuatamente azlicares distintos.

Pueden tener otras uniones O-glicosidicas
normaies, en distintas posiciones que no sean la 6 y/4 8,
por ejenplo, la vitexina~-4<ramnosido, y la isovitexina..

7-0-~glucdsido ( Saponarira).

Pl I.R. ha sido empleado para la identi-
ficacién de los C-glicdsidos sin gran ésxito. La Resonan—
cia Magnética Nuclear es una de las técnicas apropiadas pa-

ra tal fin. Horowitz, 1966, propone la estructura ce 1la
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CJ

2 - 0 - Xilosil -~ vitexina, iceatificada por medio de

mencionada téenica.,

4
£

Se nuedea idoatificar C~alicoflavouas
sin rocurrir a ia R.i.¥. mediaate cuidacosos andlisis
e U.V., crosatograffe on padel » capa fina Y DPov riac-—
ciones de color. La ideatificacidn se sucde confiruar
vor la oxiwasidn con cleoruro iérrico cque libeora ol
azlcor ligaio al carboao. y twihida uacionio reaccio-
nar el derivacdo C—glicosidice com &cico iodnidrico en
fenol y caleataado hasta ebullicidn pava ierar la

corresponGicnte aglicona.

La cronatografia ca papel 2 reconcidii-
ble para la ideatific-¢ibn de los C-glicdsidos. fdarbor-
ne, 1957, y Gentili y Harowitz, 1968, han hallado con

stintos eluycntes los valores de Rf, quea se expouen

A 1as tablas (IV)y ( v).



TABLA 1V

Relacidn de Rf on distintos sistenays de C=Clicdsido

Harborae, 1967

Couipue:sios Boitedis HyG  ACOH 15y PhOH

Isovitaexiaa 0,55 0,15 0,44 u,79
Vitexina 0,41 0,006 0,24 0,63

$--8 ciC-c¢iuc.Apigenina C,15 0,14 0,33 0,33

Riunan=-vi boewdna 0,45 0,54 0,30 0,82
Vitexio-4  Ram10sido 0,50 0,46 1,69 0,57

3.A.%. - Butatol-acido acético»Aguaf4.l.5l

PhOH~Fenol saturzdio de agua,
Tacnica onodimensional descendente,

apel Whaatwan n® 1
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TABLA V

Zelacida deo RE oo C-Glicdsioos en ciatintos sistemas

Goatili v dorowitz. 1938,

Coxanuestos Az, acitico B.AMN, AR L F,32

10;. 30%u 20.6,15 10.2,3

isovitexiac 0,33 0,¢E3 G,72 0,51
vitoxinan 0,20 0,45 0,63 0,43
ailosil-vitexiaa 0,65 0,74 0,862 a,39
&=3 Cill-gluc,ipig. 0,50 0,ud Q,53 0,15

alucosil Dios. 0,13 G, 42 0,58 0,32
E=Celueosil Dios. C,30 0,01 c,63 0,47
5-8=¢iC~luc.7105, 0,39 Q,54% c,52 0,13
Isooriaitina 0,27 0,35 3,55 0,38
Orientina 0,12 0,36 0,42 0,28

"

.~ Fose supevior.,

Acido Acfétice Glacial,

Be.A.W. Butancs.acitico.ague

ABLFLY. Scctato we etilo, «cido formico. Agua.
Tacaica monoGincasional céscendente

flapel whatman a2 1


http://5_C-Q-iucor.il

P St
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3.1. PRILERA PARTEH

Capitulo

T

'3.1.1 CCMTRISUCION AL AISLALIZHTO DE LOS FLAVONOIDES A

PARTIR DE S5US EXTRACTOS COHCEIT2ADOS _FOR CROMATO~

S N

GRAFTA BN COLUIAS DEZ SEPHADEX.

Las colum:as con Scprnadex $--25 Medio y
LY~-20, soa las mds reccomendadas para la separacién

inicial de uun conjuato ée flovenoides.
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FATERIAL W - a4TC00o

w2 onan utilizado Flavonoldes -uros de
cistiantas procedoeicias y los obtenivs nor ansotros
- ISAZCOEE Y LR e R L]

Les accuiiprifos lo Fuorean a Fluka, roch-Light, orek,

A0t ¥ otras

0 a2 endlesco coiuwnnas e Soohnadex
= los tisog SR 25/45 y K £3/45, con sdantacores de
Lilnjo vores cisolveatas orcfiicos y acuosos, utilizan-

do Li-20 v G-25 odio reshccetivaneate

v altura 2l relloao on asbos casos

fud de 33 cm.

disleamos nara el deserrollo <o tcdas
las tdoricag 7C(twgsoig“u?ﬂlca° ua Beckuan DB-GT,

con ragictrador Bo-3 de Kiro-Zonen.

Lo ¢isolvenias

e
y Ferck, de calidad reactiv) anélisis.
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Los cluyentes o presarot con Los TCAC~

tivos y cariicaces ejoiontas-

1) . kotanol--stanol-azia, (30:13:5) (vivev), a1 aue

ool aniics con ias suicinles Fewm .
2). Lctanol-itanol-agua, (40:30:30) (viv:v)

3). betanol-agzua, (26:1¢), (viv).

L0s Lliavonoides se disuelveu coa ¢l

mismo eluyonte de la coluna,
Se rccogen fracciones <o 10 en 10 ml,

Seo iavestiga a 4085 loagitudes de oada
Tl t

(270 v 368 a:1), y asnclizancs cue respucstas esnectro-

I()tO'ld tricas.

1 reacindiento o cada celuima de Co-
¢ cetalles cue s 2rCCie

so teacr on cnenta, Artes oo rellenar 1o Colwiuia me

[

PO en contacto ¢l gel y ol cisolvents ¥y se cejaa

~y beta fraszc previa uds ce tras Qorag, tienvo sufi-
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iente 2ara ¢ue se¢ ninche totalments ol gnl, va aue
¢ 1o coatrarie, al »ellener 1o colu s sin ol debie
<0 graco «2 ilncnaiicnto  So Troduce we avelusacaniea-

*o que scotraduce en Gicuinueida de Fiido,

En goeaeral, aa todas 1laa croaatodra-
fias la temoeratura influys ccocisivaaswate sobre el
cesarrollo  dudie:ido alterar 1os volduganes < elueida,
o 1o i 2s coavealente raforir ciciics valores a uaa
trmperatura cetersdinaca, 2u2d, Al aveesiar sl se ob-

corva use fesinucidn de i1os voldmenas o elucida,

Bl <(esarrollo e wia musstra ) serie
«2 ellas, debe ofectuarse sin pausas  nara 20 alterar

los resultacos.

Tas wuestras a analizar cisuelias de-

r introducidas en volfiucies no wayores ¢e dos mi.

o
(
ot
[42]
D

(se aconscja trabajar con 1 =l).

Desvués del “esarrollo e una cromato-

grafia sc wobe lavar la colwiia con wisolucidn anoania-~

cal 0,001 vV

La liuvieza ¢ 10S acerecrios o ontra-
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da y salida, asi{ como la dol Sepaadex, son Factores muy
importantes para lograr ua buen desarrollo cromatogré-
fico y prara seleccionar el flujo descado. Se ha traba-

jado con ua filwjo Jde 4 wl por minuto.
No se debe enmplear cada cclwnaa més de

un mes, »or lo que es aconsejable vaciarla y efectuar

una limpieza a fondo después cGe éste tiempo.

RESULTALGS

ma la tabla VI se han agrupado los volflimenes
ce elucion de 1o0s distintos flavonoides y e 10s eluyen-

tes experimentadons.



TANRL A v

VOLUI"®H: ¢ OB BTUCYCH 2% COLULNAS D7 SHPHADEK

-

L~20 G-05 A

Flavonoicas LoCH o0y HSA BA Agua
“:"l:' «30. 30

Anignaiaa 270 3006 e ———
Aviina 200 240 200 720
Apig./-rut. 260 220 —— 450
Vitaxina 210 230 - —— 700
Lilosil-viteyiaa 210 220 ———— 360

viosmnina 230 230 — 510
vios.iotina 260 290 ——— ———

Crisocriol 250 31¢C ——— ——
Luteoliaa-7-vut, 230 240 ——— 480
Luteolina 320 376 —— ———

flavor.oles

Linceitriaa (agl.) 300 300 —— ———e
Liocitrol {awol,) 330 330 ——e —
Kaemph2rol 370 430 470 ———
Quercetina 54GC 520 540 comme
Rutiaa 200 220 220 530
Quercitrina 255 230 290 460
Limocitrol~3-G. 400 37¢C —— ———
Liiocitrina~3-G. 400 400 ——— o~

Flavanonag

Briodictiol 280 270 306G e
Eriocitrina 180 18C 175 350
Hesperetina 300 220 310 820
Hcs}eridina 150 150 130 370
Hariagenina 2380 o 320 ————
Naringina 17¢ c 200 370




PRINMRA 2ARTH

Capitulo

II

3.1.2 INICIACION AL 5STUDIO BSPRUTRAL BN U.V.,¥ KEDIO

NEUTRG DA LAS FLAVONAS AISLADAS i RELAC1GH CON

SUS LUsSTWCTURAS,

La necesidad de identificar las fla-

vonas miaoritarias implica la utilizacién de méto-

dos que nermitan c.oiaocer sus estructuras sin necesi-~

dad de dispesaor de graandoes cantidadas. Por {sto, la

espectrofotonctria en uvitraviolceta coir €l cosicurso
de diversos recctiveos alcalinos vy metélicos fermado-

res de complcjes se utilizan «o forma sistemética,

59



flemos estudiado analivicomente gren
ntinero de esncctros ce flavoasas on U.7.,cacontranco
que ceterminacas Gisposicioacs estructurales se tra-
cueas en un ciarto adntro de rasjuestas csvecificas
‘que pucden exdeorimentar fenbwernos bato ¢ nipsocrédmi-
cos, por la »reseacia e clertos sustituyontes en

posiciones <eifinidas.

Comnrobhauios que ¢ ~leandd ua deteriii-
nado pardmcetro, CRF, que proponios comno abreviaciéa
do Caracteristica Respuesta csvectral de Flavonas, y
que se Gefiac como la cistaancia en nandmetros, con la
zona comprendida eatre 350 y 235 nm, desde el mAximo
de la mayor longitud ¢e onda €2 la banda A, hasts el
méximo 4§ ixflexibn, ca ia menor loangitud de ondéc , Con
ésta constante se pucden clasificar las flavonas on
¢os grandes grupos: las que ticnea conjuntamente sus-—

tituyentes en 3’y 4°y las que no los poscen,

Tanmbidn se ha isvestigado el especial

e

ccuvortaniento espectral de las flavonss con hicroxi

1o en 5 vy las condiclones neccraries péra que s¢ pPro-

dunca  tal  daterainado efecto esnccificn, asi como
EE R SR W - T - .

la influcacia ca el :isno de olres
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almente  se hace un somero cstudio
de los dasnlazauicntos ¢o los méximos en 1a banda A

y de su relacidn con alguaes astructuras en el aiille R,

Relecidn de cspectros de las flavonas

que han sewrvido de base para el presente estudio (1)

RESULTADOS ~ THTHRPRETACIOH

Las flavoues con CREF superior a 83
contienen la agruvacibn 3’y 4%, »udiendo ser ée cual-
quier naturaleza cada uzno d¢ los sustituyeantes. (Cum-
plen con esta coitaicidén los esneciros n2s 5,4,24,25,
26, 31,32,55,55,57,58,59,50,61,62,53,64,65,66,567,68,
69,70,71,72,75,75,78, y 82).

Las flavoaas con CRPF iaferior a 83 no
disponen de tal agrupacién (Véase recto de los espec-

tros no citados aateriormente).

(1). geissman,1.962 ; Harborne,1967 ; Gentili y Horo-

witz,1968 y Mabry,1970, asi como otros obtenidos

por nosotros,
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B 1os esvectres en doude no existan
mAximos 0 1a basda A, no sucdo obtonarse su CRF.
(iispectros ne 1,11,29,3G, v 350). Bztos derivasos uo
ticnen custituyettes en las wosicioaes conjuutas de

I}r l} 4

La S5-hidroxiflavoita munstra wi wdyimo

de gran inteasidad o 268 aa. dsta especifica respues—
ta estd n»rescate on todas las fiavoaas con aidroxilo

e 5, ¥y en gencral o3td compprendida ontre 267 y 269 nmg

ilo sc afecta por la preseacia de nidroxilos en las po-
siciones 7 vy 47, siciipre que al wenos uno de dlos co--
exista coii ¢l situaco on la mencionada posicida 5. Lo
cue podenes expresar. coqo conjuato e nosiciones de

hidroxilos libres c.adicioaantes a taa mlgua respues.-

ta espccifice aespcctral:

(5,7,4°) = 267 - 269 na

—~
%]
~3
s
i}
—~
Vi
N
~—
]

1 cofecte espectral cspecifico, deri-

as agruvaciones antcriores, buede sufrir va-

=

vado de
riaciones de tino batcerdmico 6 ainsocréiico entre

255 y 285 nu.

se nroducen cfectos batocrdmicos por

la prescacia de les siguicates svs titvyentcs:



1e,

22,

39.

42,

52.
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Los que se encuentran en posicibén 6, que por estar
en orto, coxn respecto al -OH en 5, condiciona las
mdximas batocromfas (nasta 285 nm). (Espectros n2
19,21,27,28,36,37,53,54,59,66 y 76).

Los situados cn posicién 8, en para con el -OH en
5, que influyen con una cierta batocromfa, (hasta -
281 nm). (Espectros n? 20,23,29,38,39,40,42,63,67
v 79). '

Los sustituyentes en posiciones 6 y 8 suelen po-
tencizalizar el efectc batocrémico. (Espec;ros ne
4,52,61,68,73,74,75, 77).

Los C-glicésidos en posiciones 6 y/G 8, presentan
discretas batocromias, dando respuestas entre 270
y 274 nm. (Espectros n¢ 36,37, 38,39,40,41,42,52,
59,61,63,66,67,68 y 79).

La presencia de un grupo -CHj en las posiciones
6,7 & 8, =n lugar de -OH, se manifiesta por una
débil batocromia. (Espectros n? 10,15,20,21 y 22).



Los efectos hipsocrémicos, se manifies-
tan: '

12, Por la copulacién del -OH en 5, é presencia del
gropo -0Hg en sustitucién de éste -OH. (Espectros
n® 13,17,31, y 78). °

22, Por la presencia conjunta de la agrupacién.o-di—
hidroxilica en las posiciones 3’y 4°. (Espectros
ne 5,23,25,55,56 y 57).

32. Por la presencia de un metoxilo en las posiciones
‘2’6 5°, (Bspectros n? 47,50 y 51).

La coexistencia de sustituyentes que
producen batocromia con otros que jeterminan hipso-
cromfa pueden conducir a la anulacién de tales efec-

tos, 6 a disminuir el de mayor intensidad (Espectros

ne 50,57,59,60 y 61).

En escasas flavonas muy metoxiladas,
carentes de sustituyentes en 7, y/6 4°, que deben
ser consideradas en un grupo especial, el efecto es-
pectral debido al ~OH en posicién 5 (que en estos
casos también puede ser un metoxilo), estd condicio-
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nado por la prescacia conjunta de un sustituyente
en la posicién 6. Bn estos derivados dicha respues—
ta estard relacionada a otro par de sustituyentes,
(5,6), y tebricamente también a (5,8). Generalmente
dan espectros de caracteristicas diferentes al de
las otras flavoaas. (Eséectros n2 19,50, y 51).

En la respuesta espectral del méximo
en la banda A, que también estd relacionada con 1a
presencia de Eustituyentes en el anillo B y con la
calidad de los mismos, si tienen -OH en posicién 5
(6 mas raramente copulado) se puede apreciar;

12, La respuesta desde 321 a 329 nm la muestran los
derivados copulados, preferentemente en 4°, (Es-
pectros ne 14,15,42,43,44,49,73 y 77).

Las respuestas inferiores a 330 nm pue-
den indicar también carenciz de -OH en posicién 5, 6
falta de sustituyentes en el anillo B. (Como excepcio-

nes se pueden citar los espectros ng 10 y 29).

29, La respuesta desde 330 a 339 nm esté relacionada

principalmente con los derivados de la Apigenina,

con sustituyentes comunes en las posiciones 5,7,
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4’y de sus C-glicésidos respectivos, ya sean en.la
posicién 6 y/6G 8. Espectros n® 33,34, 35, 36,37, 38,39,
40,41,45,46,48,52,53,54,79, 80 y 81.

También 1as respuestas con valores préximos
a 330 nm, estén relécionadas con derivados metoxila-
dos en el anillo B, tanto di como trisustituidos.
(Espectros n® 6,26,31 y 72).

32, La respuesta de 343 a 249 nm, indica la existen-
cia de sustituyentes en las posiciones 3°4’prefe-
rentemente, de los que al menos un sustituyente

_es un hidroxilo. Son derivados de la luteolina
con sustituyentes comunes en las posiciones 5,7,
3’y 4’. (Bspectros n¢ 55,56,57,59,60,61,62,63,
64,65.66,67,68,69 y 78). (Como excepcibén el es-
pectro n2 32). '
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TABLA _VII

H2 Nowbre Férrmla Y8xinos CRF
*  Flavona Flavona 3072,294 ,250 —en

5=0H 333 ,2962,268 65

-3 7~0H 307 .268 ,252 55
4 4°-0CH3 317.,  ,253 64

3°-4"-0H 340.,3082,242 98

3°-4°-0CH3 333 ,3142,242 91

Crisina 5,7 ,-0H 313 ,268 ,2472 66

8 4’ -0H 327 , »251 76

7-0CH3 310 , £ 250 60

10 5-0H,7-0CH3 337 ,271 66
11 Tectocrisina 5-0H,7-0CH3 3032,267 ,2482 552

12 4’7 -OH 328 ,3122,2532 75
13 7.-0H, 5-CH3 308 , ,258 56

14 5-0H, 4-0CH3 323 ,273 50
15 5-0H, 4’-0CH3,7-CH3 321 ,272 49
16 Pratol 7-0H,4"-=0OCH3 323 ,3142,253 70

17 | 7-CH,420CH3,5-CH3 320 ,252 58

13 4201, 7-Ran-Gluc. 325 ,3112,2552 70
19 5,5~0H 325,,300 ,270 55
20 5,7-CH, 3~CH3 321 ,273 ,251 70.

(2) Infliexibn.
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He Nombre Féraula r:&ximos CRF
21 5~0i1, 7-0CH3, 5~-CH3 316 ,273 ,250 66
02 7-0!, 5-0CH3 311 ,265 46
23 Bayina 7~4°-0H, 8-C~Gluc. 328 ,3122,2552 73
24 7,334°-0H 343, 309,2502,235 108
25 3<4’-0H,7-Ran~-Gluc. 341,305,2552,2472 94
26 7-CH, 324’ -0CH3 330, 2622,239 | 91 |
27 Baicaleina 5,6,7-0H 323 ,274 ,247% 76
28 Baicalina 5,8,-0H,7-Glucur, 315 ,278 ,244 71
29 Yorwogoniina 5,7,8 tri-CH 3642,281 ;-
30 5,8-0H,7-Glucur. 3422,31 52,274,247. —n
31 7~0H,374=0CH3, 5-CH3 330 , 2239
32 5-CH, 3;4~0C!13, 7-CH3 345 ,272 ,250 95
33 Apigenina S,Z,QSOH 336 ,2962,267 - 69
34 Ap-7-gluc. 5,4%0H,7-Gluc. 333 , ,268 65
35 Ap<7-teoh. 5,4%0H,7-Ramn-Gluc. 333 , ,268
36 Isovitexina 5,7,4~0H,6-C-G. 336 , »271 65
37 Saposarina 5,4-0H,7-Gluc,6-C-G. 336 , »271 65
38 vitexina  5,7,4%CH,8-(-G. 336 ,3022,270 66
39 pamn-Vitex. 5,7,4%0H,8-C-Ram-Gluc. 336 ,3032,270 66
40 Yil-Vitex 5,7,420H,8~-C-Xil~-gluc. 335 ,3012,270 65
41 Violantina 5,7,420d,6-8-di-C-Gluc. 335 ,3118,274 61

91. t.

65
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2 Crisoeriol

3 Scoparina

5,7,4~CH,3%0CH3

5,7,4201, 320CH3, 8-C-C.,

112 itombre Férimla 4xinos CRF -
4o 5-04,4,7-Et,8~C-Gluc. 325 , ,»270 | 56
43 Acacetina  5,7-0!,420CH3 327,,3032,269 58
44 khc-7-Gluc, 5-0H,420CH3,7-Gluc. 324 , »258 56
45 5,4~0H,7~0CH3 335 , » 269 66
56 Roifolina 5,4~0H, 7-Gluc. 334 , ,269 65
47 5,7-0H,2%0CH3 325, » 256 59
48 5,7-0H, 4%Gluc. 334 , »270 64
49 5,7,4%CCH3 325 , 7,265 69
50 Zapotinina 5-CH,5,2;5%0CH3 3482,13072,264 —_—
51 Zapotina 5,6,2,5°=0CH3 325, » 2552 70
52 5,7,4%0H,6,8 digluc. 335 , y274 61
53 Scutelareina 5,6,7,4-CH 359 , . 286 53
54 Scutelarina 6,7,45CH,5-Glucur. 335, 285 60
55 Luteolina 5,7,3,4,7-Gluc. 3.8,2912,267253,2422
56 Lu~7-Gluc. 5.3,4=0H,7~Gluc.™ 348,2672,255 93
57 Lut-7-Rut. 5,3;4%0H,7-Rut 349,2652,255 94
58 5,7,3;4~0CH3 330,264 ,244 86
59 Isorientina 5,7,4;3*0H,6-C~G 349,271,255,2422 107
60 Orientina  5,7,4,3<0H,8-C-G. 346,2932,267,255 91
61 Lucenina 1 5,7,4;3%0H,6-8-di-C~G. 349,272,257 92

347,269,2498,241 106

345,270,251 04

107
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Férruia

70

1 Axisios " CRP

64
65
66
67

70
71
72
73

74

76
77

78

79
8c
81

82

Diosmetina 5,7,3<CH,420CH3 344,2912,257,252,2402 104
Diosnina 5,3-CH,420CH3,7-R.C. 345, , 268,255 | 20
Dios-6-C~G. 5,7,3%0H,420CH3,6-C~G.344,272,253 91
Dios-8-C-G. 5,7,320H,420CH3,8-C~G.343,2902,272,252 o1
Dios-§5,8diC-G, 5,7,3~0MH,4-0CH3,
6-8-diC-Gluc. 344,274, 2572 87
5,4%CI,7,3%0CH3 348,266,252 96
s~0H,5,7,4~CCH3 334, + 245 89

Trigcina

ilavadeansiza
Xantoaicrol
Hyuenoxina

Sincngetina

Taageretina

Lu-5-gluc.

ApD=-7-cluc.
Apiina

Wobiletina

5,7,4%01,3; 520CH3

,7-0H,3,4,5~0CH3

W

5 9 ’/"__OH 9 6 9 8 » 4""OCH3

5,4%CH,6,7,8~0CH3

5,7-0H,G,8,3,4%0CH3

5,65743+4,~0CH3
5,6,7,8,4400H3.

7,3:4°-0H,5-Giuc,

350,2992,269,2442 106

331, 3102,270, 2403 91

329,284 45
332,2942,281 51
236,279, 250 - 86
328,265,240 88
321,271 - 50
344,3032,2632, 2528,

2420."‘.......'....102

5,7—-0H, 4%Rama, 3-C-Gluc.332, 3028 ,271 61
5-4°-0H, 7-Eluc. 337,268 &9

5,G6,7,8,374%0CH3

332,272,248 " 84
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Espectro ey |

FLAVONA

MeOH

750 ' 750 hm
CRF —



12

Espectro n°?2

5—HIDROXIFLAVONA:"

MeOH

250 700 m

CRF <83 (=65)
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Espectro n° 55

LUTEQLINA

250 460 nm

CRF > 83 (=107)
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Espectro n%3

ACACETINA

MeOH

B SR |

250 400 nm
CRF <83 (=58)
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PRIMERA PARTE

Capitulo

III

INICIACION AL ESTUDIO SSPuCTRAL EN U.V. Y EDIO
NEUTRO DE 1LOS C-GLICOSIDOS EN RELACICM CON SUS
ESTRUCTURAS .

Los C-Glicdsidos de las flavoaas, di-
sueltos en nedio neuiro, presentan unas peculiares
respuestas espectrales en cl ultravioleta, que debi-
damente analizadas, pueden coinstituir l1a base para

su clasificacién y vosible identificaciébn.



Bl pardmetro DEM que consideramos (dis-

tancia eatre lcs méximos més representativos en cada

una de las bandas A y B), puede ser un elemento auxi-

liar en ei conocinmiento de estos compuestos.

RESULTADOS -~ INTERPRETACION

1e,

49,

Toda flavona con una R-5 expresada por ua méximo
entre 270 y 274 nm, Gebe ser dasificada en un
priacipio como un derivado C-glicosidico, en las

posiciones 6 y/t 8.

Si el méximo en la banda A se muestra eantre 326 y

338 nn. es un derivado de la apigenina.

8i esté expresado entre 342 y 350 nm es un deri-
vado con sustituyentes en 3’y 4°. |
Por el valor del parametro DEM podemos deducir:
a) De 56 a 66: Derivados de la Apnigenina

b) De 70 a 72: " » v Diosmetina

c) bDe 75 a 76: " gpisoeriol

d) pe mls de 76: ©® Luteolina

78
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5¢, En general, si se aprecia una iaflexién entre
290 y 312 indica que en la posicién 8 existe

una unién C-glicosidica.

62. La identificacida de la Orientina (346,2932,257,
255), pese a su R~5 de 267 nm, esté basada en la
obscrvacién de que sblo ciertos C-gliéésidos tie-
nen un espectro caractcrizado por presentar una
inflexién entre 290 y 295,nm seguicda a menor lon-
gitus de onda de dos respuestas dnicas expresadas

cono néximos.

La propiedad de los C-glicésidos de no
hidrolizarec por los métodos normales debe servir tam-

bién de gufa para su caracterizacién.
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TABLA VIII

C-GLICOSIDOS

Respuestas tomédas de Geissman,1962, Gentili y Horowitz,

1968 y Mabry,1970, y de las obtenidas por nosotros.

.Nombre Férmula M&ximos e inflex, DEM CRF
5-OH,4;7diEt,8-C-gluc. 326,270 56 56
5,7di-0H,42Ramn, 8-C-gluc. 332, 3032,271 61 61

Isovitexina K 5,7,4=0H,6-~C-gluc. 336,271 65 65

Saponarina 5,4<0H,7-gluc,6-C-gluc. 336,271 65 65

Vitexina 5,7 , 420H, 8-C~gluc. 336, 3038,270 66 66

Ramn-Vitex. 5,7,4%0H,8-C-Ramn-gluc. 336,3032,270 66 66

Xil-Vitexina 5,7,4%0H,8-C-Xil-gluc.  335,3012,270 65 65

Violantina 5,7,4%0H,6,8-diC~gluc,  335,3112,274 61 61

Diosm-6-8- 5,7, 320H,420CH3,6,8diC- ,

~di-C~gluc. glucésido. 344,274,2572 70 87

Diosm-8-C-g. 5,7,3-0H,4-0CH3,8~C-gluc.343,2902,272,252 71 91

Scoparina 5,7,4y0H, 320CH3, 8~C-~gluc.345,270,251 75 94

Diosme-6-C-g.5,7,3<0H,420CH3, 6~-C-gluc. 344,272,253 72 91

Lucenina 1 5,7,3,420H,6-8-diC~gluc. 349,272,257 77 92

Isoorientina 5,7, 3)4%0H,6-C-gluc. 349,271,255,242% 78 107

Orientina  5,7,3;4%0H,8-C~gluc. 346,2932,267,255 79 91

Bayina 7,4-0H, 8-~-C-gluc. 328,3122,2552 -~ 73
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SEGUNDA PARTE
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Investigaciédn de la DOTACION FLAVONOIDEA en el
Citrus Limonum var. EUREKA.Sistemitica seguida.

Capitulo I
HOJA

Capitulo II
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(=R~

ESTUDIO i LA COTACION FLAVONOIDEA DEL C. LIMHONUM,

VAR, EUREKA (Sistemitica seguida).

I.- Hoja
11.~ Corteza

111.~ Flor

Hemos adoptado la sistemdtica siguiean-
te »para el estudio de los flavonoicces, ea caca una ce

las partes 4 8rganos del C.Limonum, var. Burekas

A.~ OBTENCION DE UN EXTRACTO CONCENTRADNC RICO
EN FLAYOMOIDES.

B.~ AISLAMIENTO DE LAS FRACCIONES FLAVONOIDEAS
CONTENIDAS EN EL EXTRACTO.

C.- PURIFICACION DE LAS FRACCIONES AISLADAS.

D.- ESTUDIO DZ LGOS FLAVCOINOIDES AISLADOS Y PURI-~
FICADOS COMO GLICOSIDOS.
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E.- ESTUDIO EN EL HIDROLIZADO DE LAS FRACCIONES
PURAS DE LAS ‘AGLICONAS ¥ LOS AZUCARES ESCIN-
DIDOS. '

F.-- HIDROLISIS ALCALINA PARA IDENTIFICAR EL
ANILLO B.

G.- RESUMEN DATOS OBTENIDOS

Antes de pésar a describir los procedimien-
tos que hemos empleado, se aclara que algunas de las
técnicas han sido ya expuestas én los respeétiyos apar-
tados de los antecedentes, por lo que estimamos serfa
reiterativo volver sobre el mismo tema. 8610 en los
casos que consideremos oportunv haremos mencién de
alguna ténica.’ '
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A.- OBTENCION DE UN EXTRACTQ CONCENTRADO RICO EN
FLAVONOIDES

A.l.- Inactivacién enzimitica del producto vegetal
fresco. ' '

Para tal fin se aprovecha la operacién
de desecacién del material vegetal, una vez lavado el
mismo, deshidratindolo en corriente de aire caliente.
a 602C, durante doce horas.

El material vegetal desecado, se pul-

_ veriza antes de someterlo a las técnicas de extraccién.

s

A.2.- Purificacibdn del material por tratamiento con
disolvesates no polares,

El material vegetal, inactivado y pul-
verizado, se introduce en cartuchos de papel de filtro
perfectamente cerrados. En Shoxlet se trata con éter
de petrdleo (40-602C), hasta que no se observe extrac-
cidén de color por el disolvente.

Cuando el material vegetal sea rico
en clorofilas, como las hojas verdes, se extrae

seguidamente con triclorcetileno.



85

A.3.~ Ubtencidn el extracto alcondlico y concentracibn

uel misnmo

A continuacién del tratamieato con
Gisolveates no polares, se comienza la extraccidn
con alconol metilico uel 96 % y se¢ continua hasta que
10 se observe extraccidén de color sste trataniento sue-

le curar unas veinte horas.

B1 conceantrado del extracto metanblico
3¢ consigue nor aecio de un Rotovapor, trabajanco en-
tre 0 y 502cC.

B.— AISLAKIENTO OF LAS FRACCIONES FLAVONQIDEAS CONTE-
HNIDAS EN EL EXTRACTO.

B.l.~ Cromatografia en columna de Sephadex.

De 1 a 2 ml del extracto coancentrado
se hacen pasar por columna con Sephadex G-25 Medio y
agua como eluvente, recogiendo fracciones de 10 en
10 ml,

Se seleccionan las fracciones signifi-
cativas por mecio de barricos espectrofotonftricos. Es-
ta columna es especialmente apropiada para la separacidn

de los C-glicésicos.
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Para la separacibdn de los demds glicéd-
sicdos se na empleado la columna con Sephadex LH-20 y

MEA como eluyente, siguiendo la misma técnica anterior.

B.2.,~ Ic¢eatificacién vreliminar de los Flavonoides

Las fracciones obteniuas por cromato-
grafia en columna, con barridos espectrofotométricos
similares, se reunen y concentran en Rotovapor. Si se
forman precinitacdos en esta o»eracibn, se separan por
filtracién y se estudian por espectrofotunetria y cremato-
.graffia, cada uno de ellos por separaud. En este momen—
to se recurre a los c¢iferentes tipos de reacciones de
color para‘obtener la mejor informacibn ce cada wna

¢e las fracciones.

B.3.~ Empleo c¢e la cromatografia preparativa sobre pa-

pel Wnatman 3 MM,

Los concentracos e los extractos, 6
los precipitados, obtenidos segin se cescribié anterior-
mente, son tratacos por cromatografia preparativa sobre
napel Whatinan 3 MM v ac.acético al 15 %, comoc liquido
Ge cesarrollo. Terminaca ésta, que suele dGurar entre

6 y 8 horas, se secan las tiras de papel y se obser-



van a la luz ultravioleta a 360 y 254 nm,

Por haber extenciuo €l nroducto en
el cspacio we partida ve forma lineal se observan
aespués vel cesarrollo cistirtas banaas, oelimiténcbse
caca una de cllas con un l4piz. Se recortan algunas ti-
ras ¢e papcl ea el miswo sentico del desarrollo, para
tratarlas con <istintos reactivos coloreados, a fin de
poucr Cetectar la prescncia de ciertas bandas que, tan-
to en cl visible como en 2l ultravioleta no se nubieran

podico apreciar.

Cada una de las bandas separadas, ce-
bidamente recortada, se eluyen coa metanol 90 %. Los
eluatos que se obtiesen se estucian por egpectrosco-
pfia en U.V. y reaccioaes de color, y se.someten a una
segundca cromatografia, con la misma clace ce.papel y
el eluyente T B A (tert-butanol, ac.acetico, agua,
(3:1:1) (v:viv)se continfia del mode ya descrito, En
ciertos casos, al llegar a este momento, se pueden
obtener las sustancias aisladas lo suficientemente

purac para iniciar l1os andlisis Ge icentificacién.
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C.— PURIFICACION DE LAS FRACCIONES AISLADAS.

C.l.- Por recromatografia sobre papvel y diversos
eluyentes.

Si las fracciones aisladas por los

procedimientos anteriores estan acompafiadas de im-
purezas 6 de otros flavonoides, se hace preciso so-
meterlas a otros procesos- de purificacién. General-
mente realizamos dos series de cromatcgrafias prepa-
rativas en papel Vhatman 3MM con los sistemas de elu-
yentes que citamos:

12 Con Ac. acético a diversas concentraciones,
segin los casos.

2¢ Con B.A.W &6 T.B.A segfin los casos.

D.- ESTUDIO DE LOS FLAVONOIDES AISLADOS Y PUEIFICADOS

D.l.~ Reacciones de color para su identificacién por
grupos. | |
Por medio de las reacciones de color
podemos saber, inicialmente, si el derivado flavonoideo
es : Flavona; flavonol, flavanona 6 chalcona. (Véase .

cuadro de reacciones de color en la pags 22 y 23).
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D.2.- Estudio inicial espectrofotométrico en U.V. en

medio neutro.

-0H libre en 5

Se detecta por el méximo especifico en
la banda B entre 265 y 285 nm, menos frecuentemente

por una inflexién.

- Sustituyentes conjunto: en 3°y 4’

Se reconoce tal circustancia por el
valor de los respectivos ggg.;que si es mayor de 83,
expresa la presencia de sustituyentes en dichas posi-
ciones., '

- Sﬁstituyentes en 6 y/4 8.

Se reconoce tal presencia por el efecto

batocrémico que experimenta la R-5, superior a 269 nm.

- C-glicdsidos

Una vez identificada una sustancia como
flavona, si su R-5 esti& entre 270 y 274 nm nos indica

la pertenencia a éste grupo.
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Para completar el estudio ce estos
compuestos, teadremos en cueata los resultados sobre

los mismos expuestos anteriormente. .

Esqueleto estructural bésico.

Por mecio ¢el valor Ge la respuesta
en la banca <, se puede conocer el wsqueleto estructu-~

ral bésico de las flavonas:

a) Si esté constituida la banda A por una inflexién,

incica carencia de sustituyentes cn el anillo B.

b) Si estd formaca por un m&ximo puede ser:

Inferior a 320 am, indica carencia ce sustituyentec

en ¢l anillo B.

Entre 330 v 339 nm, estd en relacidn con los deriva-

Gos ¢e la Apigenina.

Y entre 343 y 349 nm, estén relacionadas con el gru-

po de la Lutcolina.

D.3.~- Estudio esnectral ein ultravioleta por mecio de

rcactivos z2lcalinos.

Con los reactivos alcalinos, se puede

conocer la existencia de:
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-~ Hidroxilo libre en 4°

a) Con metilato sbdico se observa desplazamiento
batocrémico en banca A, de 40 a 65 nm; sin décrecer
en intensicad.

b) Con acetato sbédico no Fundico, si no existen
los -CH en 3 8 7 puece haber una inflexibén en la ma-~
yor loagitud de onda (Banda A).

¢) Con acetato sbdico fundido, exento de ac.acé-
tico, sc¢ obtiene un mlximo similer al obtenico con
MeONa.,

d) Con amoniaco el desplazamieanto batocrdémico en

la banda ~ es superior a 15 nm.

- Hidroxilo 1libre en 7.

a) Con acctato sbdico, se observa vwn desplazamien-
to batocrémico de 5 a 20 nm en la banda B.

b) Con NHs. Desplazamicnto batocrémiéo en banda B,
de 7 a 22 nm,

D.4.- Estucio ce espectros en ultravioleta por medio

de reactivos mectdlicos y con AcGi¥a/BOqH3.

Con los reactivos metilicos, se puede

conocer la existencia de:
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- Agrupacién O-dihidroxfiica
a) con C1,A1/ClH.~ Desplazamierto hipsocré-
mico en la B.A. de 30 a 40 nm, frente al espectro del

CJ. 3A1 °
b) con AcONa/BO3H3.- Desplazamiento bato-

crémico en la B.A. de 12 a 30 nm. frente al espectro

en metanol.

D.5.- Ensayos de comprobacién cromatogréficos.

Utilizando papel Whatman n? 1 y croma-
tografia en capa fina (poliamida, celulosa, gel de sf-
lice, etc.) con diversos eluyentes, se obtienen datos

identificativos, frente a patrones puros.

E.- ESTUDIOS EN EL HIDROLIZADO DE LAS FRACCIONES PURAS,
DE LAS AGLICONAS Y LOS AZUCARES ESCINDIDOS.

B.l.- Hidrflisis &cidas de las fracciones aisladas

Las fracciones aisladas se someten a
hidrolisis en bafio.maria con 1 vol. de C1H 2 N méas
1 volumen del eluato alcohélico para estudiar las agli~-
conas, asi{ como los aziicares que estuvieran ligados.
Terminada la hidrdlisis, se extraen las agliconas con
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éter etflico y seguidamente con acetato de etilo, Las
agliconas de los 0~glicdsidos deben estar en el ex-'
tracto de &ter etilico. Si en este no se encuentran, y
si se hallan flavonoides en el extracto de acetato de
etilo, lo mis probable es que sean C-glicésidos.

En los lfﬁuidos acuosos se estudian los
azficares. '

En todos los casos se emplea la croma-
tografia en papel y éapa fina, pfeferentemente frente a
Patrones puros, seguido en los casos que sea preciso,

de estudio espectrofotométrico en U.V. de las agliconas.

F.- HIDROLISIS ALCALINA PARA IDENTIFICAR EL ANILLO B.

F.l.~ Hidrélisis alcalina-

Una fraccién pura y desecada, del or-
den de 0,5 a 1 mg, se mezcla con 1 ml de . XOH al 40 ¥%,
y se hierve durante 40 min. Se acidifica con ClH y se
extrae con éter etflico (15 ml x 2). La disolucién eté-
rea se trata con disolucién de bicarbonato al 8 X. Estos
liquidos se a:j.difig:an y vuelven a. extraerse con éter etfi-
lico. Se concentran y‘Eromatografian en placa de gel de
sfilice, condistintos eluyentes, frente a derivados puros

de &cidos fendlicos.
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G.- ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS

!

G.1l.~ Estudio analitico

Co el fin de afirmar definitivamente la
- identificacién de un compuesto, se comparan las dis-

tintas conclusiones sobre su estructura.



3.2.2, I.HO JA

P+
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SEGUNDA PARTE

I.-HOJA

Las hojas adultas, lavadas para eli-
minar restos de insecticidas y secadas a 5090.; se tﬁi—
turan, tamizan y se extraen en Shoxleth con é&ter de
petréleo de la fraccién 40-602C, y seguidamente con tri-
cloroetileno para eliminar grasas, cerag, c;orofilas y
clorofilinas. A cqptinuaéi6n se extrae con metanol du-

rante 24 horas.

Los extractos alcohélicos se dejan
enfriar en frascos tapados, a temperatura ambiente,
formén&ose un.precipitado bl;nquecino gue se separa
por filtracidn. Lés 1iéuidos Filtrados se concentran
a sequedad, a baja femperatura (en Rotovapor a menos
de 502C).

) El exxracto seco se trata con una
pequefia cantidad de agua destiladé para redisolﬁerlo
parcialmente, Unos dos ml de éste extracto acuoso de-
bidamente filtrado se introducen en una columna de

cromatografia rellena de Sephadex G-25 Medio, y co-



mo eluyente se emplea agua destilada. Las fracciones

se recogen Je 10 en 10 ml.

Los conjuntos de fracciones mis sig-

nificativas son:.

12.~ FRACCIONES 30=45
29 *= " 46"‘60

Cada uno de este conjunto de fraccio-
nes se evaporan ' a sequedad. El residuo se redisuel-
ve en metanol y se someten a cromatografia preparati-
va con papel Whatman 3 MM, utilizando la técnica mono-
dimensional deccendente y como lfquidos de desarrollo:
&cido acético al 15 ¥ y T.B.A. 3.1.1l. (butanol tercia-
rio-&cido acético-agua), para cada una de las fraccio-

nes anteriormente aisladas.
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TABLA IX

12.- FRACCIONES 30-45

e e S D e S Y S P s S D S S Bt A S S A it YOS
=13t g 2 21—
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Conjunto de valores de los Rf y espectros en U.V.

A Méximos en inflexio-

Fraccién Rf Ac. Rf T.B
Acético 15% 3.1.1 nes en nm,- Metanol.
A 0,31 0,40 347,2872,267,254
B 1 0,56 0,20 344,272 ,254,2442
B2 0,56 0,32 334,3092,273
c 0,70 0,52 335,3032,272
b 0,80 0,54 328,286
TABLA X
Reacciones de color:
Fraccién Vis. U.V. Al1Cl; Neu MgHHC1l Bencidina
Diazotada
A inc. ©O6scuro amar. amar. amar. ————
B1l inc. oscuro amar. amar. amar. ———
p&l. verd.
B2 inc. oscuro amar,., amar, amar, e
verd. verd.,
c inc. oscuro amar. amar. amar. ——
vgrd.
D inc. algo verd. amar. rojo rojo
oscuro verd., ’ ladrillo.
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FRACCION A

De forma.preparativa se recromatografia sobre
Whatman n2l y ac.acético 40 %.
Se sebaran tres sustancias con los siguientes

Rf y color con reactivo de Neu:

Al = 0,62 - Amarillo
A2 = 0,68 Verde claro
A3 = 0,80 - Blanquecino

Siendo sbélo tas dos primeras significativas.

Substancia Al :

Reaccionés de colop:

Presenta respuesta tipica de flavona.

Bstudio espectral:

Medio Maximos e inflexiones en nm
Metanol 345, 265, 2532

NaOMe 401, 2908, 270

AlClj 415, 365, 2952, 265
A1C13/HC1 390, 355, 2932, 264

NaOAc 400, 3208, 2822, 269 , 2532

NaOAC/H3B03 355, 2768, 267 , 2532
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En medio neutro:

-Hidroxilo libre en 5 : Positivo (R-5 = 267 nm)

(R-5 = Respuesta tipica del hidroxilo en 5).

-Sustituyentes conjuntos en 3’y 4°: Positivo.

CRF > 83 '

-sustituyentes en 6 y/4 8 : No tiene,

~C-glicésido en 6 y/G 8 : No tiene

-Esqueleto estructural bésico: De umderivado de la Lu~-
teolina, es decir , con dos sustituyentes en 3y
4% (M&ximo de la banda A, 345 nm).

gon reactivos alcalinos:

-Hidroxilo libre en 4°: Positivo,

~Hidroxilo 1libre en 7 : Negativo.

Con A1Cl, y AlC13/HC1 y NaOAc/H3BOj3:

-Hidroxilo en 5 libre : Positivo.
~Agrupacién O-hidroxflica libre en 3’y 4°’: Negativo.

Estructura més probable: De un derivado del crisoeriol.,

OCHy

A o

o o
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Cromatogr'afia sobre papel.
Whatman n2 }

Tecnica monodimensional ascéndente

Saturacién 1 hora.

Valores de los Rf de la Substancia Ax:

Eluyentes Substancia A

Ac.Acético 10 % 0,18
B.A.W 4.1.5 0,56
Ac.Acético 30 % 0,58.
RESUMEN

En la substantiaA;, deﬁido a que existe en muy
pequefia cantidad de momento no ha sido posible practi-
car otras reac1ones de comprobaclén._ ' .

_ Por todo ello Creemos se trata de un glicé-

sido en posicibén 7 de Crisoeriol.

Substancia Ap

D& reacciones coloreadas de flavonas.
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Estudio espectrofotométrico en U.V.:

Medio ,ﬁ&ximos e inflexiones en nm
Metanol 345, 267, 251, 2402

NaOMe 400, 2903 269, 2552

Al1Cl3 3858 360, 293, 2733, 263
A1Cl3/HC1 3833 355, 293, 2752, 264
NaOAc 405 , 290% 263, 2532
NaOAc/H4B03 350 , 2953, 253

En medio neutro:

~Hidroxilo libre en 5 : Positivo ( R~5 = 267 nm).
-Sustituyentes conjuntos en 3’y 4”: Positivo (CRF >83),
-Sustitutentes en 6 y/& 8 : Poco probable. .
~Esqueleto estructural Bésico: De un derivado de la
luteolina, es decir con dos sustituyentes en 3‘ y

4? (M&xima respuesta en la banda A, 345 nnm).

Con reactivos alcalinos:

-Hidroxilo libre en 4°: Posgitivo.

~Hidroxilo libre en 7 : Negativo.

Con AlCly , A1C13/HC1 y NaOAc/H3BO3:

~Agrupacién G-haidroxilica libre en 3’y 4°: Negativo.
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Por cromatografia sobre pavel Whatman n2l y técnica mo-
nodinensional ascendente, se aprecian los 51gu1entes
RE: '

Ac., acético 10 % 0,20
B.A.W. 4.1.5. - 0,60

Ac. acético 30 % 0,64

Hidrdlisis &cida:

En el extracto etéreo se identifica
una aglicona, que por cromatografia en Placas de 991 de
sflice, con benceno-dioxano-ac. acético (90.25.4), se
desplaza una sqstanéia con Rf de 0,47, frente a patrén

de apigenina que proporciona un RF de 0,40.
Aislada 1a agiicona mediante cromatografia preparativa
con papel Whatman 3MM frente a’ ac. acético al 15 % y

T.B.A.

Estudio espectrofotométrico en U.V. de la aglicona:

Medio 'MAximos e inflexién en nm

Metanol 347, 269 ,2593. 242
NaOMe 405, 3292,2752, 263
A1C13 390, 3652,295 , 275, 262
A1C13/HC1 386, 364 ,293 , 275, 259
NaOAc 395, 321 ,271
NaOAc/H3BO3 350, 268

(2) = Inflexién.
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En medio neutros

-Hidroxflo en posicién 5 : Positivo (R-5 = 269).

-Sustituyentes en las posiciones conjuntas.s'y 4’
: Positivo. ( CRF>83).

~Sustituyentes en 6 y/i 8 : Poco probable,

~C=glicésido en 6 j/ﬁ 8 : Poco probable.

-Esqueleto estructural bdsico: Derivado de la Luteolina.

Con reactivos alcalinos:

-Hidroxilos en 4’1libre : Positivo.

-Hiuroxilo en posicién 7 1ibre : Positivo.

Con A1Cl3 , A1C15/HC1 y NaOAC/H3BO3:

~Agrupacién O-hidroxflica l1libre en 3°'y 4’: Negativo.

Estructura m&s probable: Crisoeriol
OCH3

HO H

(4]
Andlisis cromatogréfico de la -aglicona:

Por las técnicas habitualés, se obtienen los Rf para
la aglicona problema y que compaiéndo los obtenidos
para el crisoeriol puro, resulta ser un compuesto idénf

tico:
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Valores de 10s Rf Aglicona Crisoeriol
Ac. acético 50 % 0,55 0,55
B.A.V. 4.1.5 0,81 0,80
T.B.A. ’ 0,80 0,80 .

" Andlisis de azficares en la fracciéﬁ acuosa del hidro-
lizado : ' '

Se aprecia una séla fraccién de azfcar.

Eluyentes Azacar Aé ' Glucosa Ramnosa Xilosa
1 0,20 . 0,20 0,65 0,43
0,28 | 0,27 0,52 0,26
n 0,48 0,47 0,63 0,43
Eluyente 1 : Acetato de etilo. Isopropanol. Agua.

( 65.. 23,4 . 11,7). Whatman n? 1.

Eluyente 2 : Cloroformo. Metanol. Agua. (64.36.8).
Soporte :. placas de gel de silice.
Eluyente 3 : acetato de etilo. Metanol. Ac. acético.

Agua. (60.15.15.10).:Soporte : placas de
gel de sflice.

Hidrélisis alcalina :
1 ml de XOH al 45 %jmas el extrac-

to de 1la aglicona se colocan en estufa a 1202C una hora.
Se neutraliza el residuo alcalino con HCl 3N. Se enfria:
y extrae con éter etflico ( 2 x 15 ml). Reunidos los

1fquidos etéreos se extraé con bicarbonato sédico al 8%

(2 x 15 m1). Los 1fquidos bicarbonatados se acidifican
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hasta pH = 5. Nuevamente se extrae con &ter etilico

( 2 X 15 ml). Estos 1iquidos se llevan a sequedad y se
redisuelve con unas gotas de metanol; esta disolucién
contiene el &cido problema; se sigue un proceso cromatogra
fico frente a los derivados de 4¢idos fenblicosique nos

sirven como testigos.

Andlisis cromatogrdfico:

Placas de gel de silice.
Eluyente 1 : Benceno.Dioxano. Ac.Acético 90.25.4 .

L 2 : Benceno. Metanol.Ab.Acético 45. 8.4 .

Valores de los Rf hallados:

Eluyentes Problema Ac.Vanfillico Ac. Protocatéquico

1 0,54 0,54 ' 0,32
2 - 0,61 0,61 0,40

Se reconoce el derivado problema como &cido vanfllico.

RESUMEN 3
Se identifica el compuesto Ag como un 7-gluch-

sido del Crisoeriébl.
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FRACCION Bl

Reacciones de color:

Sustancia con caricter de flavona.

Estudio espectrofotométrico en U.V.

Medio Méximos e inflexiones en nm
| Metanol ; 344, 272 , 254 , 2448
NaOMe 399, 3402, 3022, 2812, 268
AlC1, 345, 2952, 268, 258 .
AlCl3/HC1 344, 2952, 267, 257
NaOAc 395, 320 , 281, 2682
NaOAc/H3B03 340, 273 , 2672 |
HaN 375, 285 , 272

En medio neutro: o
- Hjdroxilo libre en 5: Positivo (R-5 = 270 nm).
- Sustituyentes conjuntos en 3’ y 4°: Positivo (CRP>83) .
- Sustituyentes en 6 y/4 8: Posible (R-5 = 270 nm).
- C-glicésido en 6: Muy probable (Falta de inflexién
a 290 nm). |
- Bsqueleto estructural bésico: pe un derivado de la

luteolina, es decir con dos sustituyentes en 3’y &°,
(Médxima respuesta en la banda A,344 nn), -

~ Bsqueleto estructural més probable: De un C-glicési-
do en posicién 6, derivado de la diosmetina. (DEM =
72).
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Con reactivos alcalinos:

~Hidroxilo libre en 4° : Negativo.

-Hidroxilo libre en 7 : Positivo.

Con AlCl, y. AlCl3/HCl y NaOAc/H,BOg:

Agrupacién O-dihidroxflica libre en 3’ y 4°: Negativo

’

Es*ructura probable: De un C-glicésido de diosmetina:
217 ¢ -Clucosit oM

SRTY, S . o

2 C-Glucost N
' : o
Cromatografia sobre papel.
Whatman n¢ 1,

Técaica ronodimensional descendente.
Saturacién 1 hora.

Valores de los Rf de la fraccién Bl, y de los compues-

tos puros 6-C-—glucosil Diogmetina y 8-c-glucosil.D103r

metina:

Eluyentes B 1 6-C-g{1) 8-c-g.(2) -
B.A.W 20.6.15 . 0,67 0,68 0,58
B.AW 4.1.5 0,20 0,20 0,12
Ac.acético 10 % 0,30 0,30 0,13
Ac.Acético 30 % 0,60 0,61 0,42
AE.F.W 10.2.3 (&) 0,47 0,48 0,39

(1) Gentili y Horowitz,1968.
(2) Gentili y Horowitz,1968.
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B.A.W = Butanol normal. Acido acético. Agua.
AE.F.W = Acetato de etilo. Acido £6érmico. Agua.
(&) = Fase superior.

Hidrblisis &cida

Se parte de vollimenes iguales de la
disolucién alcohblica del problema y de HCl 2N,y se
tratan en b.m. hirviente durante dos horas. Se enfria
y se extrae primero con éter etflico y seguidamente

con acetato de etilo,

En el extracto de éter etfilice. no se
observan agliconas; en el de acetato de etilo se com-
Prueba la presencia de flavonoides por espectrofoto-
metria. Por cromatograffa sobre Whatman n®l, se obtie-
nen-los siguientés valores de Rf: ' '

(1) ° (2)

Eluyentes Fracc. Bl’ Fracc.Bl" 6-C-g: 8~C-ge

: ’ Diosm, Diosm.

B.A.W 20.6.15 0.67 0,57 0,68 0,58
B.A.W 4.1.5 0,20 0,12 0,20 0,12
Ac.Acético 10 % 0,30 0,12 0,30 0,13
Ac.Acético 30% 0,47 0,38 0,48 0,39

(1 y 2 ) Valores obtenidos por Gentili y Horowitz 1968.
La fraccién Bl’.se comporta cromatos

gréficamente igual a la Bl, y a 1la 6-C-glucosil
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Diosmetina. La fraccién B1l" tiene idénticos valores
de Rf que la 8-C~glucosil Diosmetina.

AnAlisis de azidcares en la fracciédn acuosa del hidroli- -

zado.

Resultado : Negativo.-

RESULTADO FINAL.-

La fraccién Bl, se identifica como el
6-C~-glucdsiido de Diosmetina.
~ La fraccién Bl, se identifica también
como el 6-C-glucosil Diosmetin@'
La fraccién B1" se identifica como el

8-C-glucosil piosmetina, isémero del correspondiente

derivado en 6 obtenido en la kidrélisis &cida.
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6CGGLUCOSIL DIOSMETINA

MeDH
" +NaOMe -- = -
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FRACCION B2

Reacciones de color.!

Sustancia con caricter de flavona.

Estudio espectrofotométrico en U.V.

Medio M8ximos e inflexiones en nm
Metanol 334, 309%, 273

NaOMe 398, 329 , 283

AlCl,4 3802,358 , 300, 278
A1C13/HC1 3802,356 , 3152,281

NaOAc ' 394,. 3358, 3152,281
NaOAc/H,BO, 340, 3232, 273

" Amonfaco 382, 3052, 282

En medio neutro . .

~OH 1ibre en posicién 5 : Positivo.(R-5 = 273 mm).

~Sustituyentes conjuntos en 3°y 4°: Negativo (Qﬁl’( 83)

-Sustituyentes en 6 y/4 8: Muy probable (R-5=273 nnt).

.-c-glicésido en 6 y/6 8: Muy probable. (Inflexibn a 3092)

-Esqueleto estructural b4sico de la Apigenina. (Mé&ximo
en la banda A , & 334 nﬁ). .

-Esqueleto estructural mgﬁ pProbable: De un C-glicésido

en 6 y/G 8 derivado de la Apigenina:
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Con reactivos alcalinos:

~Hidroxilo libre en posicién 4° : Positivo.

~Hidroxilo libre en posicién 7 : Positivo.

Con AlCl,, Al1C1,/HC1 y NaOAc/H3BO3:
-Agrupacién O-hidroxflica libre entre 3’y 4° : Negativo.
Estructura mis probable: De un C-glicésido de Apigenina.

'i _-C- Ceucosil
Ko H

1 -C-6lucosil

. ORr
Cromatograffa sobre papel:
Whatman. n2l.
Pécnica monodimensional descendente .

‘Saturacién-1—hora.-

Valores de Rf hallados para la fraccién B2 y los C-glucé-

sidos en 6, 8 y di-C~-glucésido en 6 y 8 de la Apigenina.
(1) (2) (3)

Eluyentes B2 6-C~-g. 8-C-g. 6-8diC~yg.
B.A.W 4.1.5 0,16 0,56 0,41 0,15
B.A.¥W 20.6.15 0,55 0,72 0,63 0,55
Ac.Acético 10 ¥ 0,49 0,39 0,20 0,50
Ac.Acético 30 ¥ 0,68 0,63 0,46 0,68
AE.F.W 10.2.3 (&) 0,16 0,51 0,43 0,15

(&) .~ Fase superior.
(1,2 y 3). Valores obtenidos por Gentili y Horowitz,1968.
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Hidrélisis &cida

e e 2t e s ot e e s m e o e
e e = =TT =

En el extracto de eter etflico no se en~
cuentran flavonoides. En el de acetato de etilo se halla
una sustancia de respuesta idéntica a las de la fraccién
B2. '

Separacifn_cromatogrdfica del extracto de acetato de etilo.,
$ " '
Whatman 3 MM

Técnica moncdimensional descendente
Saturacién 3 horas

Eluyentes Aglicona
Ac.Acético 15% 0,56

T.B.A 3.1.1 0,32

Estudio espectrofotométrico én’U.V¥t de la aglicona aisladas

Medio Méximos e inflexiones en nm
Metanol 334 , 3092, 273

NaOMe " 398 , 329 , 283

AlCl, 3go2, 358 , 300 , 278
A1C1,/HCL 3802, 356 , 3152, 281
NaOAc 394,,:3352, 3152, 281
NaOAQ/H3303 340 , 3232, 273

Amoniaco 382 , 3052, 282
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En medio neutro:

-OH libre en posicién 5 : Positivo. (R-5 = 273 nm).

~Sustituyentes conjuntos en 3°y 4°: Negativo (CRFZ83).

-Sustituyentes en 6 y/t 8 : Muy probable (R-5 = 273 nm) .

~C-glicésido en 6 y/& 8 : Muy probable (Inflexién.a 309%).

-Esqueleto estructural mds probable : De un C-glicésido
en 6 y/6 8 derivado de la Apigenina.

Con reactivos alcalinos:

Hidroxilo libre en posicién 4° : Positivo
Hidroxilo libre en posicién 7 : Positivo

Con A1Cl,, AlC1a/HCl y NaOAc/H3BO3:
-Agrupacién . dihidrox{lica libre en 37 y’4’: Negativo.

Estructura mis probable: De un c-glicdsido de 1la Apiggnina.'

2 C-Guoosil
| R OH
1 C-Gluwsil
) O 0
Estudio cromatogréfico de la agliconas .
Whatman n2l

Técn@ca monodimensional descendente.
Saturacién 1 hora.

Valores de Rf hallados, comparados con la fraccién B2 y con

el 6-8 diC-glucosilApigenina

Eluyentes Aglicona B2 6-8 diCc-g.(1)
B.AVW 4.1.5 0,15 0,16 0,15
Ac.Acético 30 % 0,68 0,68 0,68

(1) Harborne 1967.
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Andlisis de azicares en la fraccibén acuosa_ del

hidrolizado: -

Resultado:negativo

RESULTADO FINAL:
" La fraccién B2 no se hidroliza con
los sistemas practicados a 0O-glicésidos. Ello brue-
ba también su unién C-glicosidica. No se observan
azGcares libres. '
. Las respuestas cromatograficas y espec-
trofotométricas coinciden con el 6-8 di-C-glucosil

]

apigenina.
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6,8 DEC—GLUCOSIL APIGENINA

MeOQH '.
» +NaOMe------ -
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FRACCION C

Reacciones de color:

Sustancia con carécter de flavona.

BEstudio espectrofotométrico en U.V.:

Medio M&ximos e inflexiones en nm

Metanol 335 , 3032, 272

NaOMe 398 , 329 , 282

NaOAc =382 , 3042, 280

Amonfaco 380 , 3052, 281

AlCl3 3822, 352 ,304 , 275 , 236
' AlCl,/HCL 3822, 350 , 304, 275 , 235

NaOAc/H3B03 342 , 3102, 2852,272

Eh medio neutro.-

-OH libre en posicién 5 : Positivo (R-5 = 2?2 nm).
~Sustituyentes conjuntos en 3’y 4°:Negativo (CRF< 83).
~Sustituyentes en 6 y/@ 8 : Posible ( R-5 = 273).
~C-glicésido en 6 y/& 8 : Muy probable.
-Esqueleto estructural b&sico de la apigenina(M&ximo

en la banda A, 335 nm).
-Esqueleto estructural mis probable: de un C-glicésido en
8 y derivado de Apigenina. (DEM = 63).
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Con reactivos alcalinos:

-Hidroxilo libre en posicién 4’: Positivo.

-Hidroxilo libre en posicién 7 : Positivo.

Con AlCl,, AlCl4/HC1 y_NaOMe/H3B03,.-

-Agrupacién -dihidroxfiica en 3’y 4’: Negativo.

Estructura probable : De un C-glicésido de la Apigenina

'2. c-(;lucas.‘|
. 711 c,oQImsa"

Anflisis cromatografico:

Whatman n%l,
Técnica monodimensional descendente,

Saturacién 1 hora.

Valores de Rf obtenidos para la Fraccién C, frente

a patrones de Xilosil-vitexina y Ramnosil-vitexina. .

Eluyentes Fraccién Xilosil Ramnosil
: C vitexina vitexina
Ac. Acético 10 % 0,65 0,65 0,68
Ac.Acético 30 % 0,72 0,72 0,76
B.A.W 20.6.15 0,62 0,62 0,72
AE.F.W. 10.2.3 (&) 0,40 0,39 0,50.

Coincidiendo con los valores dados por Gentili y Horo~
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Hidrélisis Acida:

Se extrae el hidrolizado con é&ter etfi-
lico y con acetato de etilo, no observéndcse flavonoides

en el primer extracto y si en el segundo.

Cromatografia preparativa del extracto de acetato de

etilo:
Whatman 3 MM
Técnica 'monpdimensional descendende.

Saturacién 3 horas.

Despuds Gel desarrollo se aprecian dos fracciones
distintas con los siguientes valores de Rf:

Eluxpnté Fraccién C-A Fraccién C-B
Ac. Acético 15 % 0,30 © 0,55 -
T.B.A. 3.1l.1. 0,43 0,57 -

Reacciones de color:

Ambas fracciones presentan res-

puestas de flavona.
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Andlisis de cada una de las nuevas fracciones obtenidas

FRACCION _C-A

Andlisis espectrofotométrico en U.V. :

Medio ...ﬁgximos e ihflexiones en nm
Metanol 336, 3032 , 270

NaOMe 395, 330 , 278

A1C1jy 387, 351 , 305 , 277
A1C13/HC1 382, 343 , 302 , 278
NaOAc | 380, 301 , 280 |
NaOAc/H3B03 345, 3302 , 271

En_medio neutro: )
-Hidroxilo 1ibre en 5 : Positivo (R-5 = 270).

-Sustituyentes conjuntos en 3°y 4°: Negativo (CRF< 83).
-Sustituyentes en 6 y/4 8 : Probable (R-5. = 270).
~C~glicdsido en 6 y/ﬁ 8: Muy probable;. '
~C-glicésido en 8 : Probabie ( por inflex a 3032).
Esqueleto estructural bisico de la apigenina. (M&ximo
en la banda A, 336 nm).

Esqﬁeleto'estructural mé&s probable: el de un C-glicési-

do en 8 de l1la apigenina.

Con reactivos alcalinos:

~Hidroxilo libre en posicién 7 : Positivo

-Hidroxilo libre en posicién 4°: Positivo.
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Con Al1C13 , AlCl; y NaOAc/H3BO3 :

-Agrupacién -dihidroxfilica en 3’y 4’ : Negativo.

Estructura mas probable: De un 8-C-glicésido de la

apigenina.
P1g C'ﬁhwﬂ'

RO e] |

OM
Andlisis cromatogrifico de la Fraccién C-A:

Whatman n2 1.
Técnica monodimensional descendente,

Saturacién 1 hora.

Valores de los Rf hallados para la Fraccién C-A,

frente a Vitexina:s

Eluyentes Praccién C-A vitexina
Ac.Acético 10 % 0,21 0,21
Ac.Acético 30 % 0,47 0,47
B.A.W 4.1.5 0,40 0,41
B.A.W 20.6.15 0,64 0,63

AE.F.W. 10.2.3 (&) 0,44 0,44
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FRACCION C-B

Estudio espectrofotométrico en U.V.:

Medio Méximos e inflexiones en nm
Metanol 336, 271

NaQOMe 400, 329, 278

A1Cl4 382, 350, 305, 278, 2622
A1Cl3/HC1 380, 342, 303, 280, 2602
NaOGAc - " 385, 303, 279

NaOAc/H3BO3 4082,346, 274

En medio neutro:

~Hidroxilo libre en posicién 5 : Positivo.(R-5 = 271 nm).
-Sustituyentes conjuntos en 3"y 4’:: Negativo (CRF<83).
-Sustituyentes en 6 y/G 8 ‘: _Posible (R-5 = 271 nm).
~C-glicésido en 6 y/& 8 : Muy probable.

~C-glicbésido en 6 : Probable (Carece de inflexién a 290~nm)
-Esqueleto_estrgqfurgl_gﬁf}gg_Qe la Apigenina. (Méximo

" " “en 1a banda A, 336 mm). |

-Esqueleto estructural més probable : el de C-glicé-.

sido en 6, derivado de Apigeninq. '

Con reactivos alcalinoss

~Hidroxilo libre en posicién 4°: Positivo.

-Hidroxilo libre en posicién 7 : Positivo.

Con A1Cl3, AlCl3/HCl y NaOAc/H4B03s

~Agrupacién dihidroxflica en 3’y 4°: Negativo.
Estructura m&s probable : 6-C-glicésido de1a api-

genina.

Mo m

¢ -G
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Andlisis cromatogrifico de la Fraccién C-B.

Papel Whatmaa n® 1 .
Técnica monodimensional descendente.,

Saturacién 1 hora.

Valores de los Rf hallados para la Fraccidédn C-B frente

a Isovitexina.

Eluyentes Fraccién C-B 1Isovitexina
B.A.W. 20.6.15 0,71 0,72
B.A.W 4.1.5 0,56 0,56
Ac.Acético 10 % - 0,40 0,39
Ac.Acético 30 ¥ 0,64 0,64
AE.F.W. 10.2.3 (&) 0,50 0,51

(&)~ Fase superiox

Andlisis de azilicares en la fraccidn acuosa del hidro-

lizados
Por cromatografia y frente a patrones de xilosa,

ramnosa y glucosa. ' o =TT T

Valores de ios Rf hallados en el anflisis de azficares.

Soporte Eluyente AzGcar Prob. Xilosa Ramnosa Glucosa

Papel 1l 0.42 0,42 0,65 0,20
Gel Sflice
F 254 2 0,26 . 0,26 0,52 0,28

" 3 0,43 0,43 0,63 0,47
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Eluyente 1 = Acetato de etilo . Isopropanol .Agua.
(65. 23,4 . 11,7 ).

Eluyente 2 = Cloroformo. Metanol. Agua. (64.36.8).

Acetato de etilo. Metanol. Ac.acético.

Agua. ( 60.15.15.10).

Eluyente 3

Al revelar con timol la muestra problema adquie-
re un color violeta rojizo, que al cabo de una hora ha

pasado a azul, asi como en la xilosa.

RESULTADO FINAL.-

Se identifica la fraccidén C como la
Xilosil vitexina.,
La C~A como Vitexina y la C-B como

Isovitexina.
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XILOXIL _VITEXINA

CXiloglug

MeOH '
* +NaOMe-—--——--




MeOH+AICly
" PAIOL3/HO — e

250
MeOH+NaOAc
" +Na0Ac/H3BO3-------

127
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VITEXINA

C-Glucosil

" MeOH

400 nm

250

Lo +NaOMe---.------'- .
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MeOH+ AlCl3

“ +ACly/HCl === - —--
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ISOVITEXINA

RS TV —

MeOH

400 nm

20
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MeOH+AICl; _
“ +AlClg/ HCl-—--- ——--

R = 23

) . nm
‘MeGOH+NaDAC g
% +1NaOAc HgBOg—-mm v
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FRACCION D

Reacciones de color:

Presenta caracteristica de flavanona.

4

Estudio espectrofotométrico en U.V.

Medio |  Miximos_e inflexiones en nm
Metanol 326, 285

NaOMe 356, 286, 242
AlC14- 383, 309

A1C1,/HC1 378, 307

NaOAc 329, 283
NaOAc/H3B03 327, 283

En medio neutro:

~-Hidroxilo en posicién 5 : Positivo.

Con reactivos alcalinos:

Negativo.

~Hidroxilo en posicién 7

Con reactivos metilicos:

~Hidroxilo en posicién 5 : Positivo.

Los valores ée los Rf hallados en cromatografia prepa-
rativa y los espectros analizados son similares a los

de la Hesperidina.
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Anflisis cromatogrifico.

Whatman n? 1, Gel de S{lice y Poliamida .

Técnica modimensional descendente para papel.
" , " ascendente » placa.

Saturacién 1 hora. ' |

Bluyentes " sgporte. Fraccién D Hesperidina
Ac. Acético 10 % What, . 0,72 0,72

Ac. Acético 30 % What. 0,85 0,85
B.AW 4.1.5  What, 0,48 0,48
D.A.A 20.1.1 Gel 0,80 0,80
N.M.W 5.2.0,025  Pol. 0,60 0,60
D.A.A = Dioxano .Acetona . Acético.

N.M.%W = Nitrometano. Meténol..Agua.

Hidrélisis 4cida.

--------- Como en las dem&s fracciones, se proce-
de a 1a hidrdlisis. En el extracto de eter etflico,
se observa una'aglicona, ala qﬁe pésémos a identificar.

‘- N

Cromatografia preparativa de la aglicona:

Whatman 3 MM
récnica monodimensional descendente.

saturacién 3 horas.
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Eluyentes Aglicona
Ac.Acético 30 % 0,68

B.A.W 4,1.5 0,90

Estudio espectrofotométrico de la aglicona aislada.

Medié M&ximos e infiéxiones en nm
Metanol - 3262, 289

NaOMe 323 , 246

AlClg 376 , 310

A1C14/HC1 372 ., 309

NaOAc 523 » 2902

NaOAc/H4BO3 3332, 289

En medio neutro:

-Hidroxilo en Posicién 5 : Positivo.

Con reactivos alcalinos :

-Hidroxilo en posicién 7 : Positivo.

Con reactivos met8licos:

-Hidroxilo en posicién 5 : Positivo.

Andlisis cromatogrifico de la aglicona.

Valores de los Rf hallados para la aglicona frente

a la hesperetina, en distintos soportes y eluyentes:
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Eluyentes - Soportes Aglicona Hesperetina
Ac.Acético 30% What. 0,68 0,68
B.A.W 4.1.5 » 0,90 0,90
N.M 5.2 Pol. 0,58

N.M = Nitrometano. Metanol.

0,58

Andlisis de azficares en la fraccibén acuosa del

hidrolizados.
Resultado : Glucosa:

Positivo.

Ramnosa: Positivo.

RESULTADO FINAL.

£

Queda identificada 1la fracéién D

como el 7.ramnoglucdsido de la Hesperetina, llamada

también Hesperidina(
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HESPERIDINA

MeOH —
" +NaOMe -———~—--.




MeOH + AlCl3 ' '.-—;
" +AICl3 HCl —-==—-

NaOAc —
Me“o H: NaOAc/H3BO03---

750 " @0 nm
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HESPERETINA.

MeOH

" +NaOMe e

400 nm

250
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MeOH+AICl
v +AlCl3/HCl -------- |

' 750
MeOH+NaOAc

" *N&OAC/HSBO3—------- g

TS0 U ek G oED e WD b eB




22,~ FRACCIONES 46-60

T e v S e i e s e 4 St S S S S S W S

El conjunto de fracciones se coficentra y =u
somete a cromatografia preparativa con distintos eluventes;
- obteniendo los siguientes resultados. '

~

Cromatografia preparativa de las fracciones 46-60.-

Whatman 3 MM,
Tdcnica monodimensional descendente.

Saturacién 3 horas.

Valores de los Rf hallados ean las cromatografias: Se se-

para uwana sdla banda significativa.

Eluyentes : ) RE
Ac.Acético 15 % 0,36
To B.’ A ) 0542

Reacciones de color.

Pveseénta tipica respuesta de flavonas.,

Estudio espectrofotométrico:

Medio Méximos e inflexiones en nm
Metanol 346, ,2902, 267 , 253

NaOMe 382(0), 2902, 268

AlClj 3952,355 , 290 , 267 , 23?‘

(o) .- Con decrecimiento en intensidad. .



141

Al1Cl1,/HC1. 3958, 350 , 2%0 , 268 , 2402
NaOAc 370 , 318 , 268
NaOAc/H3BOg 345 , 2752, 269

En medio neutro:

~Hidrozilo libre en 5 : Positivo. ( R~5 = 267 nm ),
-Sustituyentes conjuntos en 3'& 4’: Positivo (CRF>83).
-Sustituyentes en 6'y/t 8 : Poco probable.

~C-glicésido en 6 y/G 8 . Poco probable.

-BEsqueteto estructural bisico: Derivado de la Luteolina.

Con reactivos alcalinoss-

~Hidroxilo libre en posicién 4’: Negativo.

~Hidroxilo libre en posicién 7 : Negativo.

Con AlCl3 , AlCl3/HCL y NaOAc/H3BO3:

~Agrupacién O-hidroxfiica en 3° y.4' ¢ Negativo.

Estructura probable: perivado de 1a diosmetina.
’ o

R O0CNy

OH 0
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Anflisis cromatogrifico del producto aislado.

Papel Whatman ne 1.
Tecnica monodimensional descendente.
Saturacién 1 hoxra.

Valores de los Rf hallados para el productc::aislado

Eluyentes Problena
Ac.Acético 10 % 0,20
B.A.W 4.1.5 0,55
Isopropanoi.Agua 6.4 0,68

Hidrélisis &cida.

En el extracto de éter etf{lico se
-reconoce la presencia de una aglicona. En el de
acetato de etilc no se observan respuestas de flavonoi-

des.

Cromatografia preparativa de la aglicona.-

Whatman's MM,
Técnica monodimensional descendente.

Saturacién 3 horas.

Valores de lcs Rf hallados para purificar la aglicona.

Eluyente Aglicona
Ac. Acético 30 ¥ 0,24

T.B.A 0,80
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Estudio espectrofotométrico de la aglicona aislada.

Medio Méximos e inflexiones en nm
Metanol 344, 2902, 267 , 251 , 2402
NaoOMe 385, 3032, 270

" AlC1,4 392, 362 , 295 , 272 , 2682
Al1CZ3/HCL 385, 350 , 295 , 275 , 2652
NaOAc 368, 322 , 274 '
NaOAc/H3BO3 348, 268 , 2532

_ En medio neutro:

-Hidroxilo en posicién 5 : Positivo. (R-5 = 267 nm).
~Sustituyentes en posiciones 3° jr'4’: Positivo.

(CRF> 83 ).
-Sustituyentes en 6;y/& 8 : Poco probable,
~C-glicésido er 6 y/4 8 : Poco probable. .
-Esqueleto estructural bisico:Derivado de la Luteolina.

Con reactivos alcalinosi:—

Hidroxilo 1ibre en posicién 4° : Negativo .
Hidroxilo libre en posicién 7 + Positivo.

Con AlClj3, AlC13/HCI y NaOAc/H4BO3:

~Agrupacién -dihidroxflica libre en 3’ y 4’: Negativo.
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Estructura probable: Diosmetina.
N

HO OCHy

o1 0
Andlisis cromatogrifico de la aglicona.

Whathan n2 1 (&) y Gel de sflice F254 (&%).
Técnica monodimensional descendente (&) y ascendente(&k).
Saturacién 1 hora. .

Valores de los Rf hallados para la aglicona frente a

patrén de Diosmetina.

Soporte Eluyentes Aglicona Diosmetina
& . Ac.Acético 10 ¥ 0,02 0,02
& Ac.Acético 30. % 0,24 0,24
& B.A.W 20.6.15 0,92 - 0,9
& AE.F.W 10.2.3 (fase sup.) 0,86 0,87
&& B.D.A 90.25.4 0,46 0,46

B.D.A = Benceno. Dioxano .Acético.

Tanto por las constantes espectrofotométricas como por
las cromatogrificas, la aglicona problema se identifica

como Diosmetina.,
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Andlisis de azdcares en la fraccién acuosa del hidro-

lizado:

Resultados: Glucosa -~ Positivo.

Ramnosa - Positivo,

Andlisis cromatogréfico:

Whatman n? 1.
Técnica monodimensional descendente.
Saturacién 1 hora.

Valores de los Rf hallados.

Elu§entes Problema Diosmina .
B.A.W 4.1.5 0, 54 0,54 (1)
Isopropanol.Agua 6.4 0,68 0,68 (1)
Ac.Acético 10 % 0,20 0,20 (2)
B.A.W 20.6.15 0,60 0,60 (2)

*(1). Block y col. ,1958.
(2). Horowitz , 1956.

RESULTADO FINAL.

Se identifica el compuesto analizado

como el ‘7-Ramnoglucdsido de la diosmetina.
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DIOSMINA

-




147

MeOH+AlCl3
" +AlCl3HCO = oo -

| . 1

250 Z00 nm
Me(OH+NaOAc
" +NaOAc/HgBOg-—-----
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DIOSMETINA
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MeOH+AICl ~  —
IR0 P [ JE—

250 -
MeOH+NaOAc .
e" +Na0Ac/ H3 803 ------
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Se sigue el proceso idéntico al efectua-

do en las fracciones anteriores.

Cromatografiaz preparativa.

Whatman 3 MM
Técnica monodimensional descendente.

Saturacién 3 horas.

Valores dc¢ los Rf hallados para las distintas fraccio-

nes aisladas.

Eluyente Fraccién A Fraccién B
Ac.Acético 15 % 0,23 0,30
T.B.A 0,60 0,26

Reacciones de color ;

Ambas sustancias muestran respuestas cromo-

génicas tipicas de flavonas.
FRACCION A
Estudio espectrofotométrico en U.V.:

-

ﬁedio Mé&ximos e inflexiones en nm
Metanol 333, 268
NaOMe 385, 30023, 269 , 2452

coofoe
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Cont.

AlClj3 386 , 348 , 300 , 275
A1013/Hc1 382 , 341 , 300 ,276
NaOAc . 387 , 355 , 267 , 2572
NaOAc/H4B03 340 , 267

En medio neutro:

~Hidroxilo libre en posicién 5 : Positivo.(R~5 = 267).
~Sustituyentes conjuntos en 3’y 4f : Negativo .

- (CRF <83)
~Sustituyentes en 6 y/G 8 : Poco probable.
~C-glicésido en 6 y/4 8 : Poco probable,
~Esqueleto estructural basico: Derivado de la

Apigenina ( M&ximo banda A, 333 nm).

Con reactivos alcalinos:

~Hidroxilo libre en posic¢ién 4°: - Positivo.

~Hidroxilo 1ibre en posicién 7 : Negativo -

Con AlCljg, AlC13/HCL y NaOAc/H,BO3 :

-Agrupécién.o-dihidroxilica s+ Negativo.

Estructura probable: Derivado de la apigenina.
R ON

OH o
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Andlisis cromatogrifico.

Se cromatograffa la fraccién A(posible derivado de
Apigenina), frente a los derivados 7-Glucésido y

7-Ramnoglucédsido.

Valores de los Rf hallados para los tres compuestos:

Eluyentes . Fraccién A 7-Glucdl) 7-Ramnoglué.(1)
B.A.W 4.1.5 . 0,65 0,65 0,58

Ac.Acético 30% 0,42 0,42 0,64

(1) Harborne,1967. .
Hidr8lisis &cida. .
"Se realiza como en los anteriores

compuestos. En el éter etflico se extrae una aglicona

con caracteristica de flavona.

Cromatografia preparativa de la gjlicona de 1a frac-

cién A:

WVhatman 3 MM.
Técnivca monodimensional descendente.
Saturacién 3 horas.

Elﬁzentes Aglicona Fraccién A
Ac.Acético 30 % 0,30 '

B.A. W 4.1.5 0,90
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Estudio espectrofotométrico en U.V. de la aglicona:

Medio Miximos e inflexiones en nm
Metanol 336, 2952, 267

NaOMe 390, 323 , 275

A1C14 384, 350 , 300, 276

A1CT 3/HC1 381, 340 , 298, 276

NaOAc 375, 300 , 274
NaOAc/H3B03 338, 3002, 268

En medio neutro:

-Hidroxile libre en posicién 5°': Positivo (R-5 = 267 nm).
-Sustituyenteé en posiciones 3’y 4°: Negativo (CRF<83).
—Sustituyentes en 6 y/t 8 : Poco propable, .
-C-glicdésido en 6 y/fi 8 : Poco probable.

~-Esqueleto estructural: bisico : Derivado de la apigenina.

Con reactivos alcalinos: -

-Hidroxilo 1ibre en posicién 4’ : Positivo. -

-Hidroxilo libre en posicién 7 - Positivo.

Con A1Cl3 , AlCl3/ycl y NaOAc/H3BO3:

-Agrupacién -dihidroxilica libre en 3’y 4°: Negativo

Estructura probable:; Apigenina.

HO OH
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Andlisis cromatogrifice de la aglicona:

Whatman n? 3 (&) y Gel de sflice F 254 (&Xx).
Pécnica moncdimensional descendente (&) y ascendente
(&%). : ,

Saturacién 60 minutos (&) ¥ 30 minutos (&%&).

Valores de los Rf hallados para la aglicona y €l

patrbén de Apigenina.

Eluyentes Aglicona Apigenina

Ac.Acético 10 ¥ (&) 0,03 0,03
Ac.Acético 30 % (&) 0,28 0,28
Ac.Acético 50 ¥ (&) 0,57 0,58
B.A.W 4.1.5 (%) 0,90 0,90
B.D.A 90.25.4 (&%) 0,40 0,40

B.DhA., = Benceno. Dioxano. Ac.Acético.

Andlidis de azficares en la fraccién acuosa del hidro-

lizados
sblo se observa Glucosa.

Resultado final:

Se identifica éste compuesto como el

7-Glucbésido de apigenina.



APIGENINA 7-GLUCOSIDO

WO G
' +NaOMe-——— =i
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Me OH+AICl3 :
" HALCI HCl - - -2 e
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APIGENINA

MeOH

« +NaOMe — v
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MeOH + AlCl3
v +ACl3/HOl ——===~~-

0 m
MeOH+NaOAc '
' *NaOAc/H3803--------
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FRACCION B

Estudio espectrofotométrico en U.V,

Medio Miximos e inflexiones en nm

Metanol 348, 2692, 254
NaOMe - 394, 3002, 262
R1Cl, 430, 330 , 2962, 272
A1Cl3/HCl 390, 360 , 2952, 272
NaOAc 402, 366 , 2672, 259
NaOAc/H3B03 370, 2662, 258

En medio neutro:

-Hidroxilo libre en posicién 5 : Positivo (R-5 = 26712),
-Sustituyentes conjuntos en posiciones 3°y 4°: Positi-
vo. ( CRF>83). '
-Sustituyentes en 6 y'/ﬁ 8 : Negativo.
-c—gllcésldo en 6 y/ﬁ 8 : Negativo.
-Esqueleto estructural bésico: Derivado de la Luteolina.
(Miximo en Danda A ,348 nm). .

Con reactivos alcalinos:

~Hidroxilo libre en posicién 4° : Positivo.

~Hidroxilo libre en posicién 7 : Negativo.

Con A1Cl, , &1C13/HCl y NaOAc/H3BO3:

-Agrupacibén O-dihidroxf{lica en 3’y 4’ : Positivo.
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Estructura probable: Derivado de la luteolina.
S

R, OH

or o
Andlisis cromatogréfico.-

Whatman ne 1,

Técnica monodimensional descendente.

Saturacién 1 hora. '
Valores de los Rf hallados para la Fraccién B, frente

al 7-Ramnoglucésido de 1la Luteolina; que por las
anteriores respuestas cromatogréficas y espectrofotomé-

tricas parece tratarse:

Eluyentes Fraccién B 7-R.G.Luteol.,
B.A.W 4.1.5 ,48 . 0,48
Ac.Acético 60 % 0,70 0,71

Hidrdlisis &cida:

——

~ Con el extracto etéreo del hidroliza-
do se obtiene una aglicona.En el extracto de acetato

de etilo no se aprecia respuesta de flavonoides.

Cﬁnmatografia preparativa de la aglicona:

Whatman 3 MM
Pécnica monodimensional descendente
Saturacién 3 horas.
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Valores de los Rf hallados para la aglicona de la

“fraccién B y del patrén Luteolina.

Eluyentes Aglicona Luteolina

Ac.Acético 15% 0,08 o,08
Ac.Acético 50% 0,47 0,47
T.B.A 3.1.1 0,77 0,78
B.A.W 4.1.5 0,70 0,71

Estudio_espectrofotométrico en U.V. de 1a aglicona:

Medio Maximos e inflexiones en nm

Metanol 349, 2902, 267 , 253 , 2428
NaoMe 400, 3302, 266

alC1, 425, 328 , 3002, 274
A1C1,/HCL 385, 355 , 2952, 275, 2664
NaOAc 384, 3253, 269
NaOAc/H3BO, 4302,370 , 3002, 260

En medio neutro:

~Hidroxilo libre en posicién 5 : Positivo (R-5 = 267).
~-Sustituyentes conjuntos en 3°y 4°: Positivo (CRF>83).
~Sustituyentes en posiciones 6 y/G 8 : Poco probable.
~C-glicésido en -6 y/& 8 : Poco probable.

-Esqueleto estructural basico: Luteolina

Con reactivos alcalinos:

-Hidroxilo en posicién 4° 1ibre : Positivo,
-Hidroxilo en posicién 7 1ibre : Pesitivo.
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Con AlCl3 , AlCl,/HCl y NaOAc/H3BO3:

Agrupacidén O-hidroxflica libre en 3° y 4° : Positivo.

Estructura probable: Luteelina.

No OH

oM 0
Andlisis de azficares en los -1iquidos del hidrolizado:

Resultado: Glucosa - Positivo.

Ramnosa - Positivo.

Resultado final:-

Se identifica éste compuesto como el

7-Ramnoglucésido de la Luteolina.
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 LUTEOLINA 7-RUTINOSIDQ




MeOH+AIC!3
AT (v A—

250
MeG!4iNaOAc
- " +NaDAc/HgBOg3-------
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LUTEOLINA

. HO§ H

MeOH ' —
. jrl\!aOMe ---------
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MeOH + AlCl,
» +AICIRHCl —-~----
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3.2.3.  _LL.c CORTEZA

El material se trata de modo similar al se-
guido en la hoja. E1 concentfédo del extracto metanfli-
co se cromatografia por columna de Sephadex LH-20 coﬁ .
el eluyente MEA. Se aprecian tres grupos de fracciones
mis significativas:

12 FRACCIONES 15-19
22 FRACCIONES 20-22
32 FRACCIONES 23-26

12.~ FRACCIONES 15 - 19
Se concentran y cromatograffan de forma prepara-,
tiva sobre papel, siguiendo las mismas técnicas emplea-
das en la hoja. '

Cromatografia preparativa:
Whatman 3MM (&), Poliamida (&%).

Técnica mornodimensional descendente (&),ascendente {&&).
Saturacién 3 horas (&) y media hora (&X).



168

Valores de los Rf obtenidos:

Eluyentes . Problema A Problema B

Ac.Acético 15% (&) 0,75 0,72
T.B.A (&) 0,52 0,46 .
Nitrometano.Metanol .

5.2 (&&) 0,60 0,32

Reacciones de color @

Las dos sus*ancias aisladas
(Problemas Ay B), dan respuestas cromogén;cas de
flavanonas. R ‘ !

Anflisis espectrofotométrico :

Problema A

gggig Méximos e inflexiones en nm
Metanol 326 , 285

Al1Clj 383 , 309

NaOAc 329 , 283

Por el estudio de los espectros se trata de una fla-
vanona con hidroxilo libre en posicién 5 y cuya po-
51c16n 7 esta ocupada., ~
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Problema B
Medio M&ximos e inflexiones en nm
Metanol - 328 , 286
AlCl3 383 , 309
NaOAc 330 , 286

Por el estudio de las respuestas se trata de una flg#a-
nona con hidroxilo libre en posicién 5 y sustituido

en posicién 7.

Hidrblisis &cida.-

Se practica una hidrélisis- 4cida con
cada uno de los dos compuestos. Se cromatografian
los extractos etéreos donde se hallan las agliconas.

]

Cromatografia preparativa de las agliconas:
(%) Whatman 3MM ‘

(&&) Poliamida.

(&) Descendente y (&&) descendente.
Saturacién 3 horas(&) y 1 hora (&).

Valores de los Rf hallados éara los distintos problemas:

Eluyentes .. _Soporte Aglicona A Aglicona B
Ac.Acético 30% What. 0,67 0,54

N.M 5.2 -~ Poliam. 0.58 0933 )
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Andlisis espectrofotométrico de las agliconas:

Aglicona A

Medio . 'Méximoé e inflexiones en nm
Metanol 3262, 289

AlC14 376 , 310

NaOAc 323 , 2902

Aglicona B

Medio Méaximos e inflexiones en nm
Metanol 3262, 288

A1C14 378 , 312

NaOAc 325 , 2908 .

De las respectivas respuestas espectrofotométri-
cas en U.V. se deduce que las dos aglzconas de flava-
nonas poseen hidroxilos libres- en 5 j 7.

Los datos obtenidos hasta ahora para las dos
agliconas coinciden con los de hesperetina y eriodictiol,

respectivamente,

Comprobacién crbmatogréfica frente a.patrones de
Hesperetina y Eriodictiol. L |
Whatman ne 1, técnica descendente (&). .
Poliamida, técnica ascendente (&&%).

Saturacién de cémaras 1 hora.
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Eluyentes Aglicona A’ Hesveretina

Ac.Acético 30 % (&) 0,67 0,68 (1)
B.A.W 4.1.5 (&) 0,90 0,90 (1)
N.M 5.2 (&&) 0,60 0,60 (2)

(1). Valores coincidentes con los dados por Harborne,
1967. ' |

(2). valores coincidentes con 1os dados por Albach y

Redman , 1969. |

Eluyentes Aglicona B Eriodictiol

Ac.Acético 30 % (&) | 0,55 0,55 (1)

B.A.W 4.1.5 (&) 0,85 0,86 - (1)
" NoM 5.2 (&&) 0,34 0,34 (2)

Las referencias (1) y (2) son de la misma procedencia

que en el casc de la hesperetina.

Anflisis de azficares en los liquidos acuosos de los

hidrolizados.

En los dos problemas A y B, son positivos
los anilisis de azficares, con la deteccién de Glucosa

y Ramnosa.

RESULTADO FINAL.-

Se identifican los problemas:

A: 7- Ramnoglucésido de Hesperetina

(2]

7- Ramnoglucdsido de Eriodictiol,
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ERIODICTIOL

/OH

" +NaOMe ~---———--

MeOH

250
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MeOH + AlCl3
" "'AlCl3/ HA ---meee -

50
MeOH+NaOAc
v +NaOAc/ H3803 -------
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Estas fracciones son tratadas igual que las ante-
riors, al someterlas a cromatografia preparativa, con
los eluyentes Ac. acético 15 ¥ y T.B.A. 3.1.1 , cuyos
valores de Rf, asi como las respuestas cromogénicaé y .
espectrofotométricas, son similares a las de las frac-
ciones B1l, B 2, y C ya estudiadas en el primer con-
junto de fracciones de la hdja, y que se identificaron
como : 6-C—glucosil diosmetina, 6-8-dic-91ucosil.api-

genina y xilosil vitexina.

32 FRACCIONES 23-- 26

prt = A

El conjunto de fracciones se cromatograffa de -
forma preparativa del modo habitual. Entre otras se
separan dos bandas bien delimitadas que corresponden
por sus andlisis cromogénicos, cromatogréficos y espec- -
trofotométricos a determinadas sustancias ya identi- -
ficadas en l1la hoja : 7-ramnoglucdésido de la luteolina
y 7-ramnoglucésido de la diosmetina.
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HIDROLISIS DEL EXTRACTC METANOLICO ..

El extracto metandlico de corteza fué -
tratado durante dos horas con HC1 2N y extraido a con-
tinuacién con éter etflico para obtener sus agliconas.
Posteriormente se practica una extraccién con acetato

de etilo para separar 1los C-~glicdsidos.

PARTE A :

Bl residuo etéreo es cromatégrafiado en
columna de Sephadex LH-20, y como eluyente MEA. Las -
fracciones.més caracteristicas segin el anflisis espec~

trofotmétrico inicial son :

12 Fracciones 25-28

29 " 29-30
30 "o 31-34
4 *  36-38
59 " 45-49
62 50~55

Cada grupo de estas fracciones se reunen

y concentran a baja temperatura, para posterior anélisis.
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12.~ FRACCIONES 25-28.

. Por los procedi-
mientos aiteriormente expuestos,en el estudio de las
agliconas de flavanonas,se aislan e identifican las si-

guientes agliconas: H=2speretira Vv Eriodictiol.

22 ,~ FRACCIONES 29-30.

Por medio de la cromatograffa
Preparativa se aislan tres agliconas con valores de Rf
y respuestas espectrofotométricas idénticas a las obte-~
nidas para las agliconas : Diosmetina, Crisoeriol.y
Apigenina, anteriormente aisladas e idenfificadas en la
"hoja. o '

32.~ FRACCIONES 31-34.
Cromatograffia preparativa.-
Vhatman 3 MM.

Tecnica monodimensional descendente.

Saturaciédn 3 horas.

Eluyentes ' Aglicona A -
Ac. Acético 60 % 0,42
T.B.A 3.1.1 0,60

Reacciones de color:

Respuesta tipica de flavonol.
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Estudio espectrofotométrico en U.V.:

Medio Maximos e inflexiones en nm
Metanol 375, 3402, 2732, 258
NaOMe 327 desc.,2802, 246

AlCl1,4 435, 366 , 315 , 267 , 245
A1C143/HCL 430, 362 , 310 , 266 , 245
NaOCAc 390, 328 , 280 , 2602,

NaOAc/H3B03 376, 3352, 272 , 255
Las respuestas son de una flavona con hidroxilos
libres en las posiciones 3, 5, 7 y 4; que no posée

agrupacién -dihidroxflica en 3’y 4¢

Hidrélisis alcalina:

Se realiza por los procedimientos
ya descritos con el siguiente resultado: '

Ac. Vanfllico : Positivo.

Estructura mas probable: Limocitrina., .

OCHy ____OCH3

KO OH

OM
oK 0
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Comprobacién cromatogréfica:

Whatman n? 1
Técnica monodimensional descendendente.

Saturacién 1 hora.

Eluyentes Aglicona A Limocitrina
Ac.Acético 50 % 0,45 0,45 (1)
T.B.A 3.1.1 0,60 0,6x
B.A.W 40105 0975 0075

(1) obtenido por Horowitz,1961

Resultado final:

Se identifica la aglicona A como la

limocitrina : 3,5,7,4° hidroxi, 8,3 dimetoxi flavona.

42 ,—~ FRACCIONES 36-38.

Por los mismos procedimientos
se aisla de éste conjunto de fracciones una aglicona
con las mismas respuestas cromatogrificas y espectro-
fotométricas que la flavona aislada en hoja : luteolina.
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LIMOCITRINA
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MeOH +AlCl3
" 4AlCI3/HCl oo

" +NaOA/HyBOg—-——--
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5¢ .- FRACCIONES 44 -~ 49

Cromatografia preparativa:

Whatman 3MM, técnica monodimensional descendente.

Saturacién 3 horas.-

Eluyentes Fraccién A
Ac.Acético 50 % 0,36
" T.Bkh 3.1.1 0,68

Reacciones de color: Respuesta tipica de fiavonol.

Estudio espectrofotométrico de la aglicona:

- .

Medio M&ximos e inflexiones en nm
Metancl 370 , 3262, 3062, 268 , 252
NaOMe - 435 desc. , 330 , 270 ,240
ALC1, 430, 3618, 300%, 265

Al1Cl3/HC1 427 ,355 ,. 3008, 270%,260 ,2408
NaOAc 390 desc. ; 320 , 274 ,2602
Na0Ac/BO4H3 377 , 3262, 302%, 270%,255

Estudio de las respuestas:

~Hidroxilo libres en 3, 5, 7 y 4°
~No posee agrupacién -dihidroxfiica en 3°~ 4’

Las constantes espe&trofotométricas coinciden con las

de la Isorhamnetina

Estructura mis probable:

Mo
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Comprobacién cromatogréfica:

Valores de 1os Rf

&

Eluventes Fraccién A Isorhamnetina
B.A.W 4.-105 0973 0’72 (1) .
Ac.Acético 60 % 0,40 0,40 (2)

(1) valores dados por Geissﬁén,lSG?.
(2) " " " Lebreton,1967.

RESULTADO FINAL.-

Se identifica esta aglicona como
Isorhamnetina. '
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.69.- FRACCIONES  50-55.,

Cromatograffia preparativa:

Valores hallados sobre Whatmann 3MM:

Eluyentes Aglicona-.
Ac.Acético 60% 0,40
T.B.A. 3.1.1. 0,60

Estos valores de Rf coinciden con los dados por
Lebreton, 1967 y Mabry,1970 para la quercetina.

Reacciones de color:

T{pica reaccién de flavonoles.

Estudio espectrofotométrico en U.V. ¢

Medio  Miximos e inflexiones en nm
Metanol 372 , 3002, 2708, 255 - .
NaOMe 321 desc. , 2502

A1C1,4 458 , 330 , 3053, 272
A1C13/HC1 430 , 360 , 3002, 265

NaOAc 390 desc. , 330 , 275 , 2582
NaOAc/H3B03 388 , 300 , 260

4
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Bstudio estructural:

Flavona con hidroxilo en 3, 5, 7 y 4’libre.
Posee agrupacién dihidroxilica libre en 3°y 4°,

Esqueleto estructural basico : Quercetina 6 derivado.

“BEstructura mis probable:
) Oh

HO- OH

oM
OM (o]

Comprobacién cromatogréfica:

Whatman n2 1
Técnica monodimensional descendente.

Saturacién 1 hora.

Valores de 1los Rf hallados para la aglicona frente a

patrén de Quercetina, purificada por nosotros:

Eluyentes Aglicona Quercetina
Ac. acético 30 % " 0,30 0,30
B.A.W " 4.1.5 0,64 0,64

Isopropanol. Agua 6.4 0,67 0,68
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Resultado final.-

Se identifica la aglicona como el

flavonol Quercetina (3,5,7,3°, 4° penta-OH flavona). .
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ISORHAMNETINA

CHj

MeCH
" +NaOMe--—-——--.

\

\
\
\




Me OH+AICl3
" HAIC/HCl - - e

250
MeGt1+NaOAc
" +NaDAc/ H3BO3 -------

188
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QUERCETINA

OH

MeOH
" +NaOMe ———— ————
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PARTE B :

El concentrado de acetato de etilo es croma-
tografiado en columna de Sephadex LH-20 y MBA como elu-
yente, .

Las fracciones mis caracteristicas segfin el

primer estudio espectrofotométrico son:

12,- Fracciones 20 - 22,
29, " 23 . 26,

12.%FRACCIONES 20-22:

Efectuados los .sistemiticos estudios
espectrofotométricos y cromatogrdficos habituales; por
los idénticos resultados obtenidos con respecto a deter-
minadas fraciones de la héja, se identifican-el 6-C-ghu-
cosil diosmetina y el 6~8 di-C-glucosil apigenina.

22 .~ FRACCIONES 23-26 :
Se identifican por los sistemas habi-

tuales a dos compuestos hallados en la hoja, formando
parée de la Xilosil-vitexina, . que son : ¥itexina e

Isovitexina.
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" 3.2.4. 11I.~ FLOR

La flor ha sido estudiadé siguiendo los mismos
pProcedimientos que con la‘hcja y corteza. E1 exponer ..
nuevamente todos los métodos seria reiterativo, pues.
ya han sido descritos ; asi que s6lo exponemos aque~
llas diferencias observadas en el anflisis del resto
de los 6rgan63.

El contenido en flavanohas-es grande, especial-
mente en Hesperidina, seguido de Eriocitrina. Ya en
el procesd de extraccidén con metanol se observa un pre-
cipitado blanc§ amafillento formado principalmehte

por flavanonas.

Los flavonoles le siguen en concentracién con
la presencia de Limocitrina, Quercetina e Isorhamneti-

na, asi como dos mas que no hemos podido identificar.’

En menor proporcibén estén las flavonas y los
C-glicésidos, habiéndose encontrado los mismos que en
la hoja, aunque en menor proporcién. Dentro de las
flavonas las m&s abundantes son la Diosmetina -7-xramno
glucésido y la luteolina-7-ramnoglucésido.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

RESUMEN

401 OPARTE I [ g

Sephadex.
Por medio de las columnas de Sephadex G-25

Medio y agua se ha demostrado la viabilidad de sepa-
rar glicésidoé de flavonoides, y con las de LH-20

y MEA se pueden'aislar tanto los glicésidos éomo las
agliconas de los mismos. Hemos de considerar que
los resultados que se obtienen con productos puros,
libres de sustancias interferentes de cualquier ti-
po, difieren en la prictica de 1los que se pueden:
conseguir con los extractos vegetales que contienen
flavonoides y otras muchas sustancias, de carécter
fenblico 6 sin €1, y que tanto afectan a 163 volt-
menes de elucién como al enmascaramiento de las '
reacciones de color y registros espectrofotométricos.
Por todo ello, estas técnicas de cromatografia eu.
columna, se hgn'empleado de modo preparativo para

completar sequidamente el proceso de aislamiento
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por medio de la cromatografié sobre papel con

dos ‘sistemas de elucién diferentes (écido acético

al 15 % y T.B.A.). Cuando no se consxgue aislar
perfectamente un determinado compuesto POT 10S pPYoO-
cedimientos anteriores, recurrimos a otros, especial-

mente a sistemas cromatogrificos en papel.

Espectros en ultravioleta en medio neutro.~

Para el estudio inicial de las estructuras
de las flavonas perfectamente aisladas y pﬁrificadas
hemos analizado las respﬁestas de éasi todas las Co-
nocidas hasta la feéha, cuyos conjuntos de datos los
hemos obtenldo, bien de las sumlnlstrados por los
autores m&s reconocidos en la espec1a11dad de los
flavonoides, o bien por los consegqldos personalmen-
te a partir_de_sustancias puras. '

LLegamos a una serie de conclusiones de
carécter deductivo, sobre las que se podffan objetar
ciertas consideraciones; a las que nos anticipamos
con los resultados experimentales obtenidos en la
1dent1f1cac16n de las flavonas aisladas, cuayo estudio
pre11m1nar esté basado en la aplicacién de las citadas
conclusiones, seguldo de un conjunto de otras técni-

cas analfticas que han ido comprobando paso -a paso
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la validez y objetividad del estudio estructural

inicial.

C-glicbdsidos,-

Lo expuesto en el apartado anterior sobre
flavonas es berfectanente aplicable al andlisis inicial
de las estructuras de los C-~glicésidos, y éon la ‘
utilizacién del parémetré DEM y del tipo ‘de réséuesta
espectral caracferistica, observados en ciertos deriva-
dos, nos ha permitldo conocer inicialmente la condi—
cién de sus estructura basica , 10 que hemos compro-

bado por distintos caminos analfiticos.

PARTE Il.- -

Para el estudio de los flavonoides exis-
tentes en este érgano hemos seguido unas técnlcas sis-
tematlcas con la finalidad de separar los distlntos
derivados, continuando seguidamente el anélis1s estruc-
tural de los mismos que iniciamos con las reacciones
de color para determinar -€1 grupo, 10 que comproba-
mos inmediatamente con el primer pstudid.con los espec-
trogramas en el ultravioleta obtenidos en medio meutro,
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qﬁe nos informa mds ampliamente sobre la presencia 6
ausencia de determinados sustituyentes y en el caso
especial de las flavonas si son c-glic6sido$ en ' '
6 y/6 8 y la calidad de ias miéhas, 1o que consti-
tuye una de nuestras mis originaies aportagiones~en
él.conjunto.de esta tésis. Por medio de los reac-
tivos alcalinos y los formadores de complejos, amplia
mos el estudio espectrofotométrico. La cromatografia
sobre papel y’%apa fina, la hidrdélisis alcalina
aplicada sélo en determinados casos, y 1a hidrélisis
dcida para la caracterizacién de los azficares y las
agliconas, compiementan a las demé&s técnicas para la
identificacién de cada flavonoide aislado.

Deseamos destacar que en la identificacién
de determinados glicésidos de flavonoides , como el
glucésido del cCrisoeriol y ia.Xilosilmvitexina, no
encontramos refepéncias bibliogré&ficas sobre el ha-
llazgo de los mismos en el c,Limonum.var. Eureka.
Horowitz, 196b,aporta'e1 Crisoeriol, pero en fofma
de aglicona encontrado en corteza y no en la hoja.
Los C-glicésidos identificados en hoja 6-C-glucosil
"Diosmetina y 6-8 dic-gluéosil Apigenina; han sido
aislados por otros autores en corteza de limén.Gen-
tili y Horowitz 1968.
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Corteza.~ )
De los derivados flavonoideos identificados

POr nosotros en la corteza,exprecaremos que estén en
concordancia con 10s citados por otros autores.

Los flavonoles son mis ficiles de aislar e
identificar en forma de aglicona a partir del hidro-
lizado total del extracto. Ello podrfa explicarse
por tener estos compuestos s&s uniones heterosidicas
muy 14biles.

Flor.~ .

Respecto a la flor con muy escasa bi?liografig
sobre su dotacién flavonoidea, hemos observado que
existen una gran cantidad de los mismos. Los re-
‘sultados que hemos obtenido, deben ser el comienzo
--de una investigacién més exhaustiva.‘

Se ha expuesto concisameﬁte los resultados ob~
tenidos y las técnicas -seguidas. sobre estas dos par-

_tes, para no incidir repetidamente en una misma des-
cripcibn,
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5. CONCLUSIONES

12.- Por medio de columnas de Sephadex, LH-20,
G-25 Medio y G=-25 Fino, utilizando distinfos disolven-
tes hidroalcohdlicos y agua, es posible la separacién
de glicésidos flavonoideos y de sus agliconas.

oa.,- Hemos realizado un estudio de las respues-

tas espectrales en el ultravioleta de numerosas fla-
vonas en medio neutro, hallando una relacién significa-
tivé entre el tipo de respuesta y los sustituyentes que
las originan, 10 que nos permite llegar a las siguientes
conclusiones: - S
. A) Por €l CRF podemos saber si existen susti-
tuyéntes conjuntos en las posiciones 3°y 4

B) Si en anillo B no existen sustituyentes.

C) La presencia o ausencia de hidroxilo en
posicién 5. .

D) La presencia de sustituyentes en 6 y/4 8.

E) Distinguir los C-glicdsidos en 6 y/a’s.

F) Diferenc¢iar las flavonas con estructura

original de la apigenina y'de la luteolina.

32,~ Bl estudio de 10s espectros de las fla-
vonas en medio neutro es aplicado a los C-glicgésidos
y con el empleo del parametro DEM, hemos podido anali-

zar el origen de las estructuras bisicas de los mismos,
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que se derivan: de la Apigenina, Crisoeriol, Diosme-

tina' 6 Luteolina.

42.- De los extractos metanélicos de la hoja
de 1imén Eureka, por procedimienfos cromatogrificos .
en columna, papel y capa fina, asf{ como del estudio
de las fracciones aisladas por reacciones de color,
estudio espectral en medio neutro, y con reacfivosn
alcalinos y met4licos, y comprobando ademis por cro-
" matografia en papel 'y capa fina, hemos identificadb

los siguientes glicésidos flavonoideos:

7-glicdésido de) Crisoeriol -
7-glucbésido del Crisoeriol
6-C-g}ucosi1 Diosmetina

. 6~-8~diC~-glucosil Apigenina
Xilosil-vitexina '
7-glucésido de Apigenina . '
7-ramnoglucésido de Diosmetina
7-ramnoglucdsido de Luteolina -

Hesperidina.

52,.- De los extractos metarblicos de corte~
za de Citrus Limonum var. Bureka, por procedimientos
idénticos que los seguidos en el estudio de 1a‘hoja,

hemos conseguido identificar:
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7-ramnoglucésido de Luteolina
7-ramnoglucésido de Diosmetina
6-C~glucosil Diosmetina
6-8~diC-glucosil Diosmetina
Xilosil-vitexina '
Hesperidiha
Briocitrina

Y las agliconas de los flavonoles:
Limocitrina
Isorhamnetina

Quercetina.

.

62.- De los extractos metanblicos de flér del

Citrus Limopum var. Bureka y por lcs procedimientos
ya citados se han aislado e identificado:

7-ramnoglucésido” de Luteolina

7-ramnoglucésido de Diosmetina

6-C~glucosil diosmetina |

6-8- diC-glucosil Diosmetina

xilosii-vitexina

Hesperidina

Eriocitrina

Y las agliconas de los flavonoles:
Limocifrina
Isorhamnetina

Quercetina.
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