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CAPITULO I

FAMILIA AMARANTACEAE



PAMI L I A AMBANTACEAE

Las Amarantaceaeson hierbas anuales o perennes, arbus­
tos o más raramente árboles, distribuidos en las zonas más cál_i
das de ambos hemisferios.

Según Schinz l esta familia está compuesta por apro­
ximadamente 850 especies y 64 géneros pertenecientes a cuatro
tribus, comose indica a continuación:

I.- Subfamilia Amunthoideae:
Tribu Celoaieae: géneros Deeringia, PZeuropetaZum,

Eenonia, Celoaia y Heimbstaedtia.

Tr ibu Amanthiae :_
Subtr ibu Amaranthinaezgéneros Bosea, AZLmania,

Chanieeoa, Charpentiera, Banalia, Aptermtha, Lagrezia, Mumthw, Acnida,
Acmthochiton, Digera. y PZeuroptemntha.

Subtr ibu Achyranthinae: géneros Saltea, Serí­
coatachya, Sericoconiopaia, Centemopsia, Kyphocarpa, Cyathula, Nelaia, Se­
rícorema, Neocentenia, Centema, Leuaosphaera, Pupalia, Maroelliopeis, Seri­
coeoma, Leucoaphaera, Volkenainia, Dasyphaem, Arthraenia, Aerva, Ptilotus,
Sericocama, Calicorerna, Sericocomopsis, Stelbanthus, Mechounla,Nyssanthes,

Centroatachya, Achyranthea, Achyropaia, Pandiaka,Nototr11ch1lwn,Ptilotua, Di­
pteranthemun, Lopriorea, Chionothmïa:y Psilotrichwn.

II.- Subfamilia Gonphrenoidéae:
Tribu Brayulineae:

Subtribu Brayulineinae: sólo Brayulinea.
Subtribu Tidestmrmïinae: sólo Tideatrormla.

Tribu Gomphreneae:

Subtribu F'roelichiinae: géneros F'rer-ichia,Fr_o_
elichiélla, Pfaffia, Goaaypíanthuay Althermnthera.

Subtribu 'Gornphreniarae: géneros Woehleria, D11­
crazms, Gomphrena, Pseudogomphrena, Ireeine, Líthophila y Phyloxerue.

Entre las caracteristicas anatómicas de dicha familia
se destaca la existencia de vellos externos y ausencia de vellos
glandulares ( internos ), no conociéndose otros órganos de excrg



sión interna..
El estudio botánico de esta familia no está muydesg

rrollado en nmstro pais, conociéndose sin embargolos trabajos
de Pedersen 2’3 referentes a claves de identificación de las es
pecies.

No se ha encarado un estudio sistemático de esta fa­
milia que permita relacionar los distintos géneros desde el pun
to de vista fitoquimico y establecer asi las caracteristicas di
'ferenciales de cada tribu. Los estudios realizados previamente
centraron su atención en la identificación de betacianinas y es
disteroides.

Las características químicas de esta familia puederg
sumirse asi 4 z

l.- Presencia de cromoalcaloides ( betacianinas
y betaxantinas ) como pigmentos.

2.- Acumulaciónde oxalato de calcio.
3.- Marcada tendencia a acumular sustancias he­

moliticas ( en particular, saponinas triterpénicas ).
4.- Acumulaciónde nitratos.
5.- Acumulaciónde betainas.
6.- Carencia de catequinas, leucoantocianas, ác.

elágico, ác. gálico y pinitol.
En general, las Amarantaceaeestán relacionadas con las

Chawpodúuwaesiendola diferencia principal entre ambas la forma
ción de auténticos alcaloides por parte de estas últimas.

CROMOALCALOIDES

Betacianinasgx betaxantinas: las antocianas l son los pigmentos
rojos y azules más difundidos en la naturaleza, que han sidotn­

lladas en casi todas las familias pertenecientes a las Angioeper­
mua Sin embargo otro tipo de pigmentos, denominados betaciani­
nas g ( rojos ) y betaxantinas g ( amarillos ), que poseen nitré
geno en su'estructura comoheteroátomo, reemplazan a las salesde
oxonio mencionadas,en las plantas pertenecientes al orden Genuwg
pamue ( Fig. l ). Asi, se encontraron betacianinas en 8 familias



( Aizoaceae, Amarantaoeae, BaanZaceae, Chctaceae, ahnunxxfihceae, fiyctagi

naceae, Phytolaccaceae y Portilacaceae ) agrupadas en el orden Centrog
permae.

Llama la atención que hasta el momentono se ha obser
vado coexistencia de antocianas y betacianinas en una mismapLïF
ta. Estas últimas pueden encontrarse acompañadaspor otra clase
de pigmentos flavonoídicos. La presencia de betacianinas en lg
gar de antocianas en las familias mencionadas ( ordencaumaqwr­
nue ) y su ausencia en todos los órdenes restantes provee una de
las correlaciones entre química y morfología más sorprendentes
hasta el momento6. Estos cromoalcaloides están presentes prin
cipalmente en flores y frutos, aunque también se encuentran en
raíces y tallos; pueden formarse en condiciones patológicas cg
mo malnutrición o ataque de insectos. Se desconoce su función
en los vegetales excepto cuando están presentes en flores donde
pueden tener un papel similar a las antocianas en lapolinizacüh
por aves e insectos. Se ha demostrado que las betacianinas son
glicósidos de betanidina í 7 y su epímero en C-15, isobetanidi­
na ( Fig. l).

+

H0 o °\ OH HO//
OGlu

OGlu

N
H

: R = azúcar
R = H

HDiC H C0

Figura 1: Colorantes presentes en los vegetales.



Se conocen las estructuras de pocas betacianinas, en
tre ellas betanina á ( betanidina-S-O-B—D-glucopiranósido), i­

sobetanina ( isobetanidina-S-O-B-D-glucopiranósido ), amarantina
( betanidina-S-O-[Z-O-(B- D-glucopiranosiluronil)-B-D-glucopira
nósido] ) _6_e isoamarantina ( isobetanidina-S-O-[ 2-0-( B-D-glu­
copiranosilúronil)—5-D—glucopiranósido] ). Se identificaron tag
bién betacianinas aciladas, comoiresinina I 1 aislada de Iresi­
ne herbatii 81 Fig. 2 ).

|U'l
ya u :l: ya ll :1:

OR

no
J

:1: w ll puIm

1: R'= ¡COCHZ-cozu
R = R

02H
i H

R =
H

H

Figura 2: Estructuras de algunas betacíanínas aisladas de la família
Amarantaceae .

Se comprobó además 1a presencia de betacianinas en es
pecies de los géneros Amaranthua,Aerva, Alternanthem, Celosia, Prodi­
chia, Gomphrenay Tidestromïa 4' 9

Respecto a1 género Gomphrenasólo se identificaron a1­
gunas de las betacianinas presentes en G. globosalo resultando
ser 8 pigmentos violetas llamadas gonfreninas I-VIII ( Fig. 3 ).



CHZOR HO l, H

H CO2

H I

Gonfrenína l: R = H

Gonfreninalll: R - -C0CH=CH-p-C6Hh-QH( cia-p-cumarollo )

Gonfrenlna V : R - -COCH-CH-C6H3-ü-hÍdroxl-3-metoxi ( trans-ferulollo )

Figura 3: Estructuras de betaclaninas aisladas de Gomphrenagloboea.

Se tuvo evidencia de 1a presencia de estos pigmentos
en Gomphrenamartiana sin realizar caracterización alguna

PROTOALCALOIDES

Si bien no se conocen alcaloides auténticos en esta
familia, excepto 1a 4-metoxi-6-cantinona 8 aislada de una espe
cie endémica de Hawai, Charpentiera oboata 1 , se encuentran muy

difundidas las betainas y compuestos nitrogenados menores, que
se han agrupado bajo el nombre de protoalcaloides.

La betaina 2 se halla distribuida en la naturalezarxx
ser producto del metabolismo vegetal. Por tanto, su presencia
en la familia en estudio no es llamativa, pero si es especifica
1a acumulación de grandes cantidades de esta sustancia en Nunca
taceae; por ej.: en Amaranthuecaudatua( 2,18 % ), Anm‘cmtímsretrofle­
sus ( 0.96 % ) yAmaranthua Zividua( 0.53 S ) . Este hecho se re



pite en la familia Chenopodíaaeaedel mismo orden que Arnarantaceae.
La trigonelina lg resultó ser otra betaína presente

en Amanthus retrofleama 13 ,acompañada de colina H . Se aisla­
ron además betaína y colina de Anuranthuapaniculatue 14 , Achyrantee
aepera 15 yAchymntea _7“cn.4.1r>1leril6( Fig. 4 )

Me 3ÑCH2co2 Me 3ÑCH CHZOH

IHN¡.49

Figura lt: Alcaloídes aislados de la familia Amarantaceae.

SAPONINAS

Se encuentran muydistribuidas en las muuunünwae,ya
que a pesar de haber sido estudiado un número pequeño de espe­
cies, la mayoria de,ellas presentaban este tipo de compuestos .

Se aislaron saponinas triterpénicas de semillas de
Achyranteaaspera l _19 , planta originaria de la India con propig
dades diuréticas y antiespasmódicas, identificadas como:

Sapqnina A: ácidoa-L-ramnopiranosil—( l-*4 )-B­
D-glucopiranosil-( l-*4 )-B-D-glucuropiranosi1-( 1——8)-oleanó—
lico-¿g .

Saponina B: B-D-galactopiranosil-( 1-.28 )—éster
de la saponina A l; ( Fig. 5 )

También se encontraron en semillas de Achynnúesbükm­
tata 20 , Amaranthusapinosua 21 y Alternanthera philozerus 22 . En‘tg
dos los casos resultaron ser 3-0-glicósidos del ácido oleanólico.
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Figura 5: Saponinas aisladas de Achyranthea aspera.

Sólo se describió la presencia de saponinas esteroi­
dales en Amamnthusspinosus 23

Saponina C: B-D-glucopiranosil-( l-—2 )-B-D-glg
copiranosil-( L-e2 )—s-D-glucopiranosil-( 1-*3 )-a-espinasterol
_1_4­

caracter izad as como:

Saponina D: B-D-glucopiranosíl-( 1-*4 )-B-D-glg
copiranosi1—( 1-3 )-a-espinasterol lá ( Fig. 6 ) .
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Figura 6: Saponínas esteroidales aisladas de Amaranthus apinooua.

SESQUITERPENOS, ESTEROLES y TRITERPENOS

Se detectaron lactonas sesquiterpénicas en hojas de
distintas especies de Ireeine , identificándose sólo las presen­
tes en hojas de Ireeína celoaiaides como iresina g 24 ( 0,36 % ),
dihidroiresona _l_z( 0,0004 %), dihidroiresina }_8e isoiresina
¿g 25 ( Fig. 7 L

Se encontraron triterpenos y esteroles en las sigui'eg
tes especies: |

Ireeine pmlngli: 0,001 %de fridelina y 0.012 %de
esteroles ( Fig. 8 ) ( mezcla de estigmasterol, B-sitosterol y



. . . , . . 26a-espinasterol, en parte esterificados con ac1do ben201co
AZtemanthemaeeailie: lupeol 27 , 24-metilenciclo­

artanol, cicloeucalenol, estigmasterol, B-sitosterol, campeste­
rol, a-espinasterol, 5a-estigmast-7-en-3-ol y los palmitatos de
los esteroles precedentes 28 ( Fig. 8 ) .

Achyrcmthesfaurieml: 5-sitosterol-3-O-e —glucósido,
estigmasterol-3-O-3-glucósido, estigmasterol y sitosterol l .

o
o

ll: R = O
HO R 18: R = H OH

CHZOH CHZOH — '
l_6

o

H OH
19 2

Figura 7: Sesquíterpenos aislados de Iresine celosioides.

ECDISTEROIDES

Las fitoecdisonas están ampliamentedistribuidas en
29'30 siendo la más difundida la ecdistenxuel reino vegetal

a! compuesto de 27 carbonos aislado de Polipodiumjaponicwn, Tri­
ZZiwnemallii, especies de Ajuga 31 y de pino australiano . La

estructura\de este compuestoresultó coincidente con la crusteg
disona gg, hormona de muda de insectos.



Lupeol Friedelina

Cicloeucalenol

'HO

24-metilencicloartanol

Figura 8: Tríterpenos y esteroides de Alternanthera sessilis.



10

Dentro de las mmuunhumaese encuentran en relativa a
bundancia este tipo de compuestos 3 con estructura normal como
Q y gi, y en el género Cyathulacon la particularidad de poseer
lactonas de 5 y 6 miembros en la cadena lateral.

Ecdisterona gg e inocosterona gl se aislaron de Achy­
ranthes aspera, A. rubrofueca , A. Zongífblia y Gyathula proatata 34-37 ,
( Fig. 9 ).

OH PH

_2_9_:R- Rl=0H

o a: R = CHZOH; R1 = H

Figura 9: Estructura de ecdísterona 32 e ¡nocosterona a

La configuración absoluta de inocosterona g; se de­
terminó como una mezcla epimérica en C-25 de 28,3B,l4a,20 ( R ),
22 ( R ), 26-hexahidroxicoprost-7-en-6-ona 38

La planta Cyathulaoapitata, utilizada en medio Oriente
comotónico y diurético, posee sustancias lactónicas de 29 car­
bonos que producen metamorfósis de insectos. Entre ellas se en
cuentran ciasterona gg , capitasterona g; , sengosterona
40'41 24 , preciasterona 42 32 , isociasterona gg y epiciasterg
na 43’44 gl y ecdisteroides sin grupo lactónico comoamarasterg
na A gg y amarasterona B 32 45 , ( Fig. 10 ).

Se aisló también un metabolito de estos ecdisteroides
en (Mathdaaqútaüzque se identificó como28,3B,14a-trihidroxi-5
-a—pregn-7-en-6,20-diona 46 gg. Es también interesante mencnmum
que se registró una patente sobre la extracción de rubrosterona
El aislada de diversas plantas pertenecientes a la familia Annan
taceae , que resultó ser útil como hormona de muda, ( Fig.11).



11

HO 0

H O

R 2_2.

O

HO , H .

óu
HO _2_3

R
O

O

H0 H

25
O R “­

OH
. O

óH |
\

HO ‘\
26

HO O R '­

a
_l: _g epímero en C-5

H H
H H H

29 28
R ’_ R '_'

Figura 10: Ecdísteroídes aislados de Gyathula capitata.
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POLIFENOLES

La familia Amarmtaceaees pobre enpolifenoles 4 . Se
han identificado O-glicósidos de quercetina en especies del gé­
nero Amamnthusy de canferol en el género Celoaia Lua-SO

Un flavonoide con estructura llamativa, denominado
tlatlacuayina 2, se obtuvo de Iresine celosioideay posee un grupo
metilendioxilo unido a los C-6 y C-7 y un metoxilo en C-2' como
caracteristicas más salientes 51 . otro O-glicósido menosamún,

6-metoxiluteolina-7-O-a-L-ramnósido 2 de Alternantheraphyloze­
raides 52 , resultó ser uno de los compuestos responsables de la
preferencia alimentaria hacia esta planta manifestada por inseg
tos fitófagos comoel escarabajo Agasiclea.
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De Gomphrena-globoea54 se aisló gonfrenol ü identifi­
cado como3,5,4'-trihidroxi-ó,7-metilendioxiflavona luego de u­
na hidrólisis ácida del extracto alcohólico de la misma.

El único C-glicósido que se conoce en esta familia
caracterizado como7,4'-dihidroxiflavanona-B-C-D-galactósiüo22
proviene de Aervaperaica 53.

SUSTANCIAS MINERALES

Esta familia muestra una tendencia a acumular oxala­
tos y tiene un alto contenido de nitrato de potasio, caracteríg
tica que comparte con la familia Chenopodiaceae .
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GENERO GOM’HRENA

Existen unas 90 especies en ambos hemisferios, predg
minantemente en las regiones tropicales. En la Argentina cre­
cen alrededor de 30 especies 5'56

'Los estudios quimicos realizados hasta el presente
se refieren principalmente al aislamiento de betacianinas
y un flavonol 54 de G. globoea, aislamiento e identificación de
eodisterona de G. celoaio'lldea‘57y detección de betacianinas en
G.nurtüvu - .

La planta Gomphrenamartíana , objeto de estudio de es­
ta tesis, fue descripta originariamente por Moquin5 . Es una
hierba perenne de Sudamérica austral, conocida vulgarmente como
"solo" 59 o "yerba de pollo" 55 , de uso en medicina popular.
Hieronimus indica que esta especie junto con otras relacionadas
tiene propiedades diuréticas y es a su vez suavemente laxante y
emoliente 59 .

No se conoce, sin embargo, trabajo alguno en nuestro
país vinculado a los aspectos quimicos y medicinales de esta
planta.
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ESTRUCTURAS, DISTRIBUCION E INTERRELACION BIOLOGICA DE FLAVO­

NOIDES

Esta familia de metabolitos secundaribs es una de las
más distribuidas dentro de las plantas superiores.

Se caracterizan todos ellos por tener un esqueletocg
mún, de 15 carbonos, que puede esquematizarse como C6-C3-C6 . A
esta fórmula general responden un número grande de compuestos ;
los principales son: flavonas, flavonoles, chalconas, flavanaïm,
auronas e isoflavonas ( Fig. 12 ).

Sl

021 3'
cl

5
0

Flavona

0
Flavanona 5

5|

AuronaChalcona

Figura 12: Principales tipos de flavonoldes.
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Se conocen más de 2000 flavonoides hasta el presente,
los compuestos más abundantes dentro de este grupo son las fla
vonas y flavonoles ( 3-hidroxiflavonas ), encontrándose princi
palmente comoglicósidos, por ej.: rutina gg, que al ser solu­

EÉJ R ==a-L-ramnosíl-(1-*6)-B-D-glucopiranosilo

bles en agua se encuentran fundamentalmente en el liquido cel!
lar.

Se conocen también un gran número de flavonoides li­
bres ( agliconas: 460; 12l flavonas, 175 flavonoles, 46 flava­
nonas, 26 dihidroflavonoles, 47 chalconas, 6 dihidrochalconas
y 39 C-metilderivados ) que sufren un incremento constante, asi
en 1975 sólo se habian descripto 334 60 . Debe notarse que no
se han encontrado en la naturaleza todos los derivados metila­
dos posibles para cada esquemade sustitución de las agliconas
de flavonoides. Asi, se conocen 4 de los 7 posibles metil étg
res de la galangina ( 3,5,7-trihidroxiflavona ), lO de 15 para
el canferol ( 3,5,7,4'-tetrahidroxiflavona ) y 19 de 31 en el
caso de quercetina ( 3,5,7,3',4'—pentahidroxiflavona ) ( Fig.
13 ) .

R’=R=H Galangina
R = OH, R'= H Canferol

R = R' = OH Quercetina

R==0H,R'==Q%:Imxawmtün

Figura 13
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Los flavonoides muysustituidos tienden a encon­
trarse en forma altamente metilada . Asi, por ejemplo se ais
ló 5,4',6'—trihidroxi-3,6,7,2'-tetrametoxiflavona El del exuda
do del helecho Notholaenaasehenborneana61 y 5,6,7,8,3',4'-hexamg
toxiflavona gg de cáscaras de Citrus reticulata

OMe

Dentro de las estructuras no usuales de flavonas
y flavonoles, las más difundidas son las que presentan sustitg
yentes adicionales en las posiciones 6- y 8- . La sustitución
en posición 2'— es rara y su aparición dispersa, mientras que
son aún más raras las sustituciones en 6,2'- y 8,2'- .

Localización dentro del vegetal

Los flavonoides con más de 5 hidroxilos son esca­
samente solubles en agua. Sus derivados metilados, al aumeflar
el grado de metilación, se vuelven cada vez más liposolubles
encontrándose con otros productos de esta naturaleza en zonas
de excreción de la planta.

Los monometil éteres como isoramnetina, aparecen
frecuentemente comoglicósidos. A su vez, la isoramnetina y
canferol ( Fig. l3 ), están ampliamentedistribuidos comoagli
conas. Su naturaleza lipidica no permite su acumulación en el
liquido celular, sino en zonas extracelulares, por ej.: glándu­
las oleosas en cáscara de Cítrua .

Debeexistir una correlación entre la presenciade
agliconas libres y ciertas estructuras vegetales. Hansel fue
quien primeramente prestó atención a estas correlaciones. Al
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gunas plantas, en conexión con sus actividades metabólicas, de
sarrollan estructuras anatómicas especializadas por mediodelas
cuales ciertos productos pueden ser excretados. En especial,
plantas productoras de aceites esenciales, poseen estructuras
de almacenaje comoceldas, cavidades y conductos oleosos.

Hansel arriva a las siguientes conclusiones:
1.- Flavonoides glicosidados: ( antocianas,

glicósidos de flavonoles tipo rutina gg ) se encuentran en las
vacuolas comopigmentos disueltos en el liquido celular ( tipo
A ) .

2.- Hidroxiflavonoides libres: se encuentran
en plantas leñosas, preferentemente en tejidos muertos, como
excreciones de la madera ( tipo B ).

3.- Flavonoides lipofilicos: poseen un núme­
ro bajo de hidroxilos¡run númerogrande de metoxilos. Se en­
cuentran principalmente en cavidades o excreciones celulares,
o comoconstituyentes de la ceras epicuticulares de las hojas
( tipo C ), Por ej.: la primetina gg recubre las hojas de nu­
merosas especies de lüámulay la nobiletina gg se encuentra en
las excreciones de frutos de Citrus 60'63 ,

En algunos casos las agliconas de flavonoides Umr
bién se localizan abundantemente en la parte externa de las hg
jas, comoejemplo se pueden citar las harinas externas de helg
chos de las Gynmogmmoiedeae,especialmente las pertenecientes
a los géneros Cheilanthes, Notholaenay Pityrogrammay harina de es
pecies de Primula.

En el caso del género Larrea (Zygophyllaceae) las a­
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gliconas son constituyentes de una resina que cubre las hojas
y ramas . Se encontraron también flavonoides en la capa g
picuticular de hojas de Eucaliptus ( Myrtaceae) entre los nume­
rosos ejemplos de flavonoides depositados externamente.

Comolas sustancias fenólicas generalmente tienen
una actividad antibacteriana significativa, se supuso que su a
cumulación en tejidos tendria comofin actuar comobarrera con
tra la invasión de microorganismos. Esto está de acuerdo con
lo postulado por Swain 60 respecto a que los flavonoides meti­
lados lipofilicos serian una protección adecuada contra micro­
organismos a causa de 1a facilidad que presentan para atrave­
sar membranas. El hecho de que los flavonoides se encuentren
al menos en trazas en las capas epicuticulares de una variedad
de vegetales parece favorecer esta hipótesis.

Localización en las distintas familias

En base a los estudios realizados hasta el momen­
to se verifica que las agliconas de flavonoides se acumulanen
ciertas familias y géneros. Debe recordarse, sin embargo, que
las plantas son estudiadas generalmente por algún interés, far
macológico, quimiotaxonómico, etc., y también que sólo ciertas
areas geográficas han sido analizadas en detalle.

En la Tabla l se ve la distribución de agliconas
en algunas familias y se indican el númerode flavonoides encon
trados en cada una de ellas. La familia Aateraoeae citada en
primer lugar presenta flavonas y flavonoles sustituidos en po­
sición 6- y 8-. Es sorprendente que todos los flavonoides en­
contrados en esta familia estén restringidos a una sola tribu
( Tubulifhnue ) , que es la única que posee vellos glandulares,
conductos oleOSOSyconductos resinosos o simples celdas de lá­
tex que producen aceites esenciales y bálsamos.

Dentro de las Legwminoaae ( segundo lugar en la Ta
bla l ) la mayoria de las agliconas son flavonoles, muchosde
los cuales son S-desoxi o bien 6- u 8- sustituidos. Esta fami
lia raramente posee estructuras secretoras,pero ciertos repre­
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sentantes leñosos producen bálsamos, aunque la familia comonni
todo no forma metabolitos liposolubles. Es sorprendente por
tanto que esta familia ocupe el segundo lugar.

60, producenLas Rutaceae, con cavidades oleosas
flavonas y flavonoles en abundancia, la mayoría de ellos sus­
tituidos en las posiciones 6- y/u 8-. Harborne 65 indica que
esta familia es extremadamenteversátil en su capacidad sintÉ
tica para producir un amplio rango de flavonoides altamente
sustituidos, caracterizados por el alto grado de metilación y
grupos adicionales en posiciones 6- , 8- o 2'-, presencia de
grupos metilendioxilo y cadenas isoprenoides.

Tabla 1: Distribuclón de agllconas de flavonoides en dlstíntasfamlllas de
plantas.

m
0 m

'- ¡IIo c
c oo u> I- lh‘h
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m — c ¡a m u - m
m o o o c o o-—
C C C |- O ¡- Cb­o o a 'u o -u o u
> > > «— —- — > a
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Aateraceae #6 63 16 h 12 ­

Leguminoaae 18 25 - 11 13 - 1

Pblypodiaceae 9 31 6 - h 2 13
Rutaceae 23 25 2 - h - ­

Betulaceae 9 3k 6 1 1 ­

Lamiaceae 3h 7 - 1 - ­

Rbaaceae 2 8 9 h 2 - ­

Didieraceae - 13 - - - - ¡l

ZyyophyZLaceae 3 1h 2 l 1 - ­

Pínaceae 2 3 2 h I - 8

Salioaceae - 13 h 1 l 1 ­

Huoiaceae 18 - - l - ­
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Lilggïig

Es el estudio del origen y evolución de los taxones.
En el caso de las Angioapermae, el mayor grupo de plantas
( 250.000 ),es dificil entender su evolución ya que existen
muy pocos fósiles comoevidencia . Sin embargo, se construye
ron árboles filogenéticos basados en la evaluación de las tela
ciones morfológicas existentes. Las principales tendencias
dentro de la evolución vegetal están ampliamente aceptadas, a
si por ej.: las Angioepermaeson más avanzadas que las Gimoeperb
mae.

Es de interés la comparación de los componentesqui
micos de especies primitivas con los de especies avanzadas.En
el caso de los flavonoides, hay una tendencia evolutiva gene­
ral hacia estructuras más complejas y los compuestos más susti
tuidos se concentran en familias altamente especializadas como
por ej.: lkgumüumae. En cambio, las estructuras más simples
se encuentran en Angioapermaeprimitivas como Magnolaceae o Ra­
nunculaceae y flavonoides aún más simples en órdenes menos de­
sarrollados ( Gimnoapemae,helechos y musgos ).El hechode qué la
complejidad de los flavonoides está relacionada con el avance
morfológico no constituye en si mismo un conocimiento mayor de
la evolución del vegetal. La quimica representa una contribg
ción importante a la filogenia ( Tabla 2 ) porque el origentúg
sintético de la mayoria de los constituyentes vegetales es cg
nocido o puede ser determinado. Así, diferentes flavonoides
pueden colocarse secuencialmente en un determinado camino big
sintético A-*B-°C-7D-?E,y es lícito aceptar que una planta
que produce sólo A tiene a su disposición menos enzimas quela
planta que produce E, por tanto A corresponde a un organismo
más-simple.

El reemplazo de flavonoles por flavonas está rela­
cionado con la sustitución de hábitos leñosos por herbáceos.
Por supuesto, pueden encontrarse excepciones pero la posibili
dad de usar la información así obtenida para solucionar pueble
masbiológicos incentiva el estudio de estos pigmentos
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Tabla 2: Evolución estructural de los flavonoldes.

Caracteres primitivos:

.- 3-desoxlantoclanídlnas

.- flavonoles

.- leucoantoclanldinas

.- chalconas, flavanonas y dlhídrochalconas

.- C-sustltuclón ( C-metilaclón, C-prenIlaclón, C-glícosida
ción y formación de blflavonoldes). _

“vtde

Caracteres avanzados:

a) Mutaciones ganadas:

.- O-gllcosldaclón compleja

.- hídroxIlaclón en C-ó y C-8

.- hidroxílacíón en C-2'

.- O-metílaclón

.- oxídaclón de chalconas a auronas

.- tríhldroxllaclón del anillo B en antoclanidínas.­
O‘mth-í

b) Hutaclones perdidas:

1.- reemplazo de flavonoles por flavonas
2.- eliminación de Ieucoantocíanidinas
3.- eliminación de trlhldroxllación en el anillo B de flavo­

noles.

6-Hidroxiflavonas comotrazadores filogenéticos en plantas su­
periores

Este tipo de flavonas aparece irregularmente a ni­
vel de especies, pero tiene interés filogenético compararla
distribución de las 6- y 8- hidroxiflavonas. Lo más sorpren­
dente es que lasB-hidroxiflavonas se encuentran en familia54q3
rrespondientes a las Angioapennae, que retienen muchas caractg
risticas morfológicas primitivas ( por ej.: Eficaceae) o que
pueden considerarse comoprimitivas ( Rmnculaceae) , las 6-hi
droxiflavonas están presentes, en cambio, en familias altamen
te evolucionadas. Esto sugiere que aparte del desarrollo evg
lutivo flavonol-*flavona, ha habido también un cambio en el
sitio de hidroxilación del anillo A de 1a posición 8- a 6- ;
una tendencia evolutiva seria entonces: 8-hidroxif1avonas, 6­
y 8-hidroxiflavonas,y 6-hidroxiflavonas 6 .
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BIOSINTESIS

Se logró considerable progreso en la elucidación de
la biosintesis de flavonoides con la ayuda de compuestos mar­
cados isotópicamente.

Está bien establecido que el anillo A de los flavg
noides e isoflavonoides se forma por la condensación cabeza­
cola de 3 unidades de acetilo, mientras que el anillo B y los
carbonos 2,3 y 4 se originan de una unidad intacta de fenil­
propano. En el caso de los isoflavonoides, ocurre una migra­
ción del grupo arilo del C-2 al C-3 durante la biosintesisóa,

* ‘ 688
3 CH3-C02H + C-C-C (0 )

( Fig. 14 )

Flavonoíde lsoflavonoíde

Figura 1h: Origen de los átomos de carbono en flavonoides e ¡soflavonoídes.

Grisebach 69 postuló que la primera reacción en la
biosíntesis de flavonoides era la condensación de un ácido ci
námico activado con 3 moléculas de malonil coenzima A. E1.pri
mer intermediario estable formado es una chalcona, ( Fig. 15 ).
La chalcona formada se encuentra en equilibrio enzimático con
la flavanona .

Conversión de chalconas a flavonoides

Las chalconas y flavanonas han demostrado ser pre­
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A H
3 —O-CO-CH2-CO-SCoA

Figura 15: Formación hipotética de una chalcona a partir de maloníl CoAy
p-cumaroí] CoA.

cursores de muchas clases de flavonoides. Sin embargo, estu­
dios enzimáticos y experiencias ‘ú1vitn9 demostraron que am­
bas son interconvertibles y quedaba por saber cuál de las dos
era realmente el precursor.

71,72 73Wong y Grisebach efectuaron experiencias
paralelas con brotes de trébol ( Trvifoliwnsubterranewn) y bro­
tes de garbanzo ( Cia-erarietinum) utilizando:

1.- (14€ )-isoliquiritigenina diluida con una can­
tidad igual de (-)-liquiritigenina sin marcar.

2.- (-)-( C )-liquiritigenina diluida con isoliqui
ritigenina.
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OH OH

HO OH H0 O

O

Isoliquírítlgenlna (-)-líquír¡t¡genlna

Se aislaron y purificaron los productos radiactivos
del trébol: 7,4'-dihidroxiflavona , 7,4'—dihidroxiisoflavona
( daidzeína ) y 7-hidroxi-4'-metoxiisoflavona. De los brotes
de garbanzo se aisló.7,4'-dihidroxiflavanonol(garbanzoD ­

OH OH

o H0 o

OH

Oo

7,h'-d¡hldrox¡flavona Garbanzol

7,h'-d¡h¡drox¡Isoflavona: R - H
7-hídroxi-h‘-metox¡lsoflavona: R - He

Las actividades especificas presentadas por estos
productos fueron mayores en el caso 1.- . Estos resultados
indican, contra lo esperado 74-76 , que las flavonas e isofla
vonas se forman más directamente a partirde las chalconas.

Las relaciones biogenéticas se indican en la Figu­
ra ¿2,si bien no está totalmente claro cómoocurren estas
transformaciones.
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Flavona

l
Chalcona Flavanona

Isoflavona

Figura 16: Relaciones bIosíntéticas: entre distintos flavonoídes.

Conversión de chalconas en flavanonoles

Según experiencias realizadas por Grisebach 68
existen dos caminos posibles para convertir chalconas en fla­
vanonoles: formación de un epóxido y posterior transformación
de éste en flavanonol, u oxidación directa de una flavanona
( Fig. 17 ) .

OH

'T

HO o

OH

T

o f,

" -H
OH

OH 0

Figura 17: Posibles caminos para la formación de 3-hIdroxlflavanonas a
partir de chalconas / flavanonas.
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El hecho de que se conozcan oxigenasas que pueden
sustituir átomos de hidrógeno ecuatoriales por hidroxilos, sin
cambiar la configuración, induce a pensar que las 3-hidroxifla
vanonas se formen a partir de flavanonas por medio de este ti
po de enzimas.

Las 3-hidroxif1avanonas pueden considerarse precur
sores de flavonoles y antocianas. Comose aislaron naringeni
na, naringenina-7-O-glucósido, dihidrocanferol y dihidrocanfexol-7­
O-glucósido de flores productoras de antocianinas de Mathiola
incana (Chuciferae), los cuales iniciaron la síntesis de anto­
cianas en flores aciánicas de líneas genéticas definidas de la
eSpecie mencionada, estos productos deben ser intermediarios
en la síntesis de antocianinas. Los 7-0-glucósidos actúanprg
bablemente como reserva de agliconas que son el verdadero sus
trato. Posiblemente los glucósidos son más estables que los
fenoles o están involucrados en el transporte 77 ( Fig. 18 ).

H

OH OH

Díhidrocanferol

OH OH

+
H0 °\

x/
ou

oa
Antoclanlna

Figura 18: Posible conversión de flavanonoles en flavonoles y antocianinas.
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. 78 . , .
Rec1entemente se confirmo que la chalcona es 1g

termediaria en la biosintesis de flavonoides incubando una
suspensión de células de tejido de perejil con ( 1,2-13C %acg
tato y analizando los flavonoides aislados mediante espectros
copia de 13C-RMN. El enriquecimiento observado en C config
ma que el acetato contribuye primariamente a 1a formación del
anillo A del flavonoide. Los esquemas de acoplamiento entre
átomos de 13€ adyacentes.del anillo A indican que la dirección
de ciclación del mismoocurre al azar en los compuestos anali
zados ( canferol y apigenina ), hecho que sólo se produce si
el compuesto intermediario es una chalcona.

Hidroxilación del anillo B

Se investigó la incorporación de dihidrocanferol y
dihidroquercetina en 105'f1aVonoles canferol y quercetina, de
mostrándose que dihidrocanferol es precursor de ambos flavong
les y dihidroquercetina lo es solamente de quercetina 79 . A
su vez se comprobóque dihidrocanferol es mejor sustrato para
la hidroxilación en C-3' que el canferol 80 , lo cual está de
acuerdo con que la hidroxilación del anillo B ocurra a nivel
de flavanona / chalcona 81 y no a nivel flavona / flavonol.

Los resultados anteriores se esquematizan en la
Fig. 19, para los flavonoides de Datieca cannabina82'83 .

Otros esquemas biosintéticos

1.- G-hidroxichalconas comointermediarios:
Este tipo de compuestoscomou,2‘,4',3,4-pentahidrg

xichalcona ¿Q 84, a¡2',4',6',4,-pentahidroxichalc0na ¿l y
¿,2',4',6',3,4,-hexahidroxichalcona ¿a 85 se originan por re­
emplazo de un ácido cinámico por uno del tipo fenil pirúvico
86 . La ciclación de la forma enólica de a-hidroxichalconas
puede dar cuenta de 1a biogénesis de 2,3- cia y 2,3-tnrw di­
hidroxiflavanoles 87, permitiendo un camino biosintético al­
ternativo, ( Fig. 20 ).
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H0 O HO

OH °

0H° OH

Figura 19: Hídroxílacíón del anillo B.

OH

H
C3_2_.

0

COZH _:R¡-H,R2-0H
ls_I:R¡=oH,R2-H
53; Rl - R2 - OH

OH

2—-(o)—-- Flavonoles

Figura 20: a-hídroxíchalconas comointermediarios en la bíosïntesís de flavo­
noídes.
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2.- Biosintesis en hongo :
La cloroflavina y el correspondiente compuestode­

clorado poseen un origen biosintético excepcional y ademásse
localizan sólo en hongos. Su biosintesis en Aspergilluscandi­
dha se origina de una unidad C6—C1y cuatro precursores dedos
carbonos, Fig. 21m

CH3C02H CH3C0-SC0A HOZCCHZCO-SCOA

02H

MeO o
SCoA

0 O
OH

Figura 21: Bíosïntesls de Cloroflavina

Esto se verifica analizando los productos de degrg
dación alcalina y la distribución de la marca en 4,5-dimetoxi
resorcinol y ác. 3-clorosalicilico, derivados de los anillos
A y B respectivamente, provenientes de ( 1- C )-acetato,
í u-14C )—cinamato y ( B-l4C )-cinamato ( Tabla 3 ).

. Se ve que ( 0-1 C )-cinamato marca al anillo A de
una manera importante, mientras que ( 1-14C )-acetato no mar­
ca exclusivamente al anillo A, lo cual se justifica si los
C-3 y C-4,así comoel anillo A,provienen de acetato. La dis­
tribución de marca preSentada por el ( 0-1 C )-cinamato se de
be a su metabolismo previo a acetato.
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Tabla 3: Distribución de radlactlvídad en los productos dedegradaclón de
cloroflavína.

Precursor ü,5-d¡metoxíresorclnol ác. 3-clorosallcïllco BaCO;
( B-ch )-cínamato 103 102

( G-IAC )-cínamato h8.2 3.7

( 7-1hC )-benzoato 2.1 97.6 96

( l-IhC )-acetato 66.3 1.3
*

C02proveniente de la descarboxllaclón del ác. 3-clorosalicïllco
14

La incorporación de ( 7- C )—benzoato es consis­
tente con el camino propuesto 88 .

Enzimasque intervienen en la biosíntesis

Las enzimas presentes en la biosintesis de f1avo­
noides pueden ejemplificarse con las cinco que intervienen en
la biosíntesis de apiina, 5,7,4',-trihidroxiflavona-7-0-[ B-D­
apiofuranosil ( L-*2 )-B-D-glucopiranósido] , en perejil:

1.- fenilalanina-amoniaco-liasa ( FAL) 90'91 .
76,92,932.- chalcona-flavanona isomerasa

3.- UDP-apiosasintetasa
4.- glucosil transferasa y
5.- apiosil transferasa 95.

La acción de las mismas se esquematiza en la Fig. 22.

Biosíntesis de 6-hidroxif1avonoides

Noexisten trabajos al respecto, excepto el estu­
dio de la biosíntesis de la 7-hidroxi-6,4'-dimetoxiisof1avona
( afrormosina ) í; .

Los brotes de Onobrychia viciifolia ( Leguminosae) acumu
lan cantidades significativas de afrormosina durante los pri­
meros dias de germinación. Se administraron comoprecursores
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OHacetato

a HO OH

NH /

con con o

Glu?0

UDP-ác.glucu­
rónico.

e

UDP-apiosa

Apiosa-Glu-O

OH

a- Fenílalanína-amonfaco-llasa.

b- Cha]cona-flavanona-¡somerasa.

c- UDP-glucosa-aplgenina-7-O-gl¡cosíl transferasa.

d- 'UDP-aplosa-apigenína-glucósídoapíosil transferasa.

e- UDP-apíosasíntetasa.

\

Figura 22: Algunas de las reacciones enzimáticas involucradas en la blosfnte­
sis de apíína.



14 . .
( 2- C )—D,L-fen11alan1na, ( CO- C )—2',4',4-trihidroxichal­

14 .
cona y ( Me- C )—formomet1na¿í por vá: raíz; se aisló afror

14

mosina, se cuantificó y diluyó con portador sintético.

0. HO

Los resultados 96 evidencian ( Tabla 4 ) que los

Tabla h: Incorporación de precursores marcados en afrormoslna en brotes
de Onobrychie viaifblia (Legumínosae) .

Precursor Actlvldad especïflca Incorporación
( de/mM ) (

( 2-'“c )-D,L-fen¡l e
alanIna. 6.30.10 0,25

( co-'"c )-2'.h'.6'.- 6
trlhldroxíchalcona. 8.85.10 0,10

formometina 1.62.107 0,13

tres compuestos son buenos precursores. La incorporación de
formometina ¿í indica que la introducción del grupo 6-OH/
6-OCH3debe ser uno de los últimos pasos de 1a biosíntesis y
sugiere que la 6,7-dihidroxi-4'-metoxiisoflavona sea interme­
diaria en el proceso. El hecho de que la 2',4',4—trihidroxi­

97 confirma que la bio­chalcona es precursor de formometina
.síntesis de afrormosina ocurre vía esta isoflavona y no a ni­
vel de la chalcona.

Formación de O-metil derivados

Se encontró en un cultivo de células de perejil
una O-metiltransferasa 98 que cataliza la transferencia del
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grupo metilo de S-adenosil-L-metionina al H0-3' de luteolina
( 5,7,3',4'-tetrahidroxiflavona ) para formar crisoeriol, ob­
servándose que sólo los o-dihidroxifenoles son sustratos de
esta enzima eSpecifica para HO-3' del flavonoide ( meuzrespeg
to a C-l' ). Por ello, esta enzima puede clasificarse como
S-adenosil-L-metionina1nwodihidroxifenol-mear-O-metiltransfe­
rasa. Una actividad mayor se observó en un extracto libre de
células de la cáscara del fruto de Citrus mitis (Rutaceae ) . Es
te extracto cataliza la O-metilación de casi todos los hidro­
xilos de un gran númerode flavonoides, indicando la presen­
cia de o- ( 5- ), m- ( 6-, 8-, 3'- ) , p- ( 7-, 4'- ) y 3-0­
metiltransferasas 99. Los extractos enzimáticos se ensayaron
en su actividad metilante utilizando S-adenosil-L-(l4C-Me)­
metionina y midiendo la incorporación de radiactividad en los
productos expresada en porciento de la de quercetina ( =100%)
cuando fue ensayada como sustrato. ‘

La O-metilación de los flavonoides a sus di-, tri­
o tetrametil derivados parece ocurrir a través de una secuene
cia coordinada de pasos de metilación que pueden ocurrir en
la superficie de un complejo enzimático.

Se puede obtener una relación entre el esquema de
sustitución de los hidroxilos de los sustratos probados, su
habilidad aceptora y la densidad electrónica negativa ( DEN).
Los flavonoides con hidroxilos vecinales en posiciones 5,6,7
u 8 que no poseen sustituyentes en el anillo B muestran una
mayor O-metilación y DEN( y por tanto mayor poder nucleófilo)
en las posiciones 6- y 8-.1 El esquema general de metilación
es: 6> 8> 7> 5 ( Tabla 5 ). La sustitución del anillo B a­
fecta la nucleofilicidad de los hidroxilos del anillo A.
” Esta tendencia concuerda con la encontrada en los
flavonoides naturales que son principalmente metilados en las
posiciones 6- u 8-.
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Tabla 5: O-metiiación in vitro de flavonoides por extractos libres de celu­
las de Citrus.

Fiavonoídes con hidroxiios
vecinales en e] anillo A

5,6-díhídroxiflavona

7,8-díhídroxífiavona

6,7-dihidroxi-h'-metoxí­
ísofiavona

6,7,h'-tríhídroxiisofiavona

5,6,7'trihldroxiflavona

5.7.8-trihídroxifiavona

5.7,8,h'-tetrahidroxi­
flavona

5,7,8-trihidroxi- h'-metoxi­
flavona

5,6,7,h'-tetrahidroxi­
fiavona

3 5,6,7,3',h'-hexahidroxi­
f a

D

l vona

6­
5­
5­

8­
7­
7­

6­
7­

6­
6­
7..

6­
S­
6­

8..
7­

8­
4'­

8­
7­

Derivados
O-metiiados

y 6­

Y 8­

y 6­
Y 7­

*
Actividad
relativa

62
22
16

90
5
5

77
23

80
10
10

ho

60

55
#5

60
40

60
#0

65
35

70
30

**
DEN

0.1386
0,0865

0,0369
0,0592+

0,1390
0,1066

0,0985
0.0235
0,0360

0.3009
0,1909
0,1110

0,2089
0,0819

0,2995
0,1519

0,2089
0,0819

0.1395
0,0213

0,2960
0,1086

+ 0,0821
+ 0,0032

(8')
(7)

(5)
(7)

(6)

(3)
(3')
(6)
(7)

*
Determinada por autoradiografïa después de efectuar CCDde la mezcla de
reacción.

** ,Densidad electronica negativa.
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Origen biosintético del grupo metilendioxilo

Se estudió en alcaloides de Amyllidaceae,observán—
dose que el fenol ¿É marcado conl4C en ambos carbonos de 1a
cadena ( 81% ) y en el metoxilo ( 19% ), se incorpora en el
alcaloide haemantamina ¿Q 100 , sin degradación previa, La
haemantamina derivada biológicamente tenia un 20%de actividad
en el grupo metilendioxilo.

Este grupo, por lo tanto, se forma por ciclación oxi
dativa del metoxilo a metilendioxilo descartándose la posibi­
lidad de formación por demetilación yrraccfifiicon un equivaleg
te biosintético del formaldehído. El carbono metilénico se
aisló comoformaldehído luego de una hidrólisis con ác. sulfÉ
rico 101 .

Me

i
MeO

-m
¡u

/‘\
1' H h

H0

Regulación en la acumulación de fenilpropanoides

La acumulación de flavonoides y otros polifenoles dg
rivados de fenilalanina se consideraba comoun proceso contrg
lado a nivel enzimático 89 . Sin embargo, en las condiciones
fisiológicas en que se encuentran las células vegetales, la
actividad enzimática no debe ser necesariamente el principal
factor limitante 102 , pues existe ademásel control a nivel
de sustrato.

Un mecanismo de control funciona aparentemente en el
suministro de sustrato en la primera etapa biosintética de los
ácidos cinámicos, flavonoides y otros compuestos relacionados,
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que es la desaminación de fenilalanina catalizada por la fenil
alanina-amoniaco-liasa ( FAL). En contra de la primera afig
mación ( control enzimático ) debe considerarse lo siguiente:

1.- Se observa declinación en algunos casos de la
actividad de FALy acumulación de antocianas.

2.- La administración de fenilalanina puede provocar
un aumento considerable en la acumulación de antociana en la
mayoria de los casos 103 .

En general, se verifica que cualquier cambio de acti
vidad de FALno produce variación en la velocidad de acumula­
ción de flavonoides. En cambio, es probable que la capacidad
desaminante de los tejidos sea siempre suficiente para consu­
mir toda la fenilalanina que no entró en la sintesis proteica
y que queda disponible para la acción enzimática de FALduran
te el metabolismo normal de la célula.

Unaevidencia simple del papel limitante de la fenil
alanina es la acción estimulante sobre la acumulación de poli
fenoles cuando se administra el aminoácido externamente.

Bajo la influencia de factores externos agraviantes
( radiación gama, agentes patógenos, etc. ) se producen dkïur
bios metabólicos. En estas condiciones, aumenta la concentra
ción de fenilalanina ( se inhibe 1a sintesis de proteinas ) y
aumenta la biosintesis de compuestos fenólicos comorespuesta
a estos ataques. Tambiénexiste un balance entre el metabolis
mo de proteinas y la formación de flavonoides. En condiciones
favorables para la sintesis proteica disminuyeen general la
acumulación de fenilpropanos, mientras que cualquier condición
que produzca la inhibición de sintesis proteica o que acele­
re el recambio y degradación catabólica de proteinas estimu­
la el proceso. De hecho, brotes de varias plantas producto­
ras de flavonoides producen menos flavonoides durante perio­
dos de intensa síntesis proteica, inducida por N-fertilización
y producen más flavonoides cuando crecen en soluciones de fe

nilalanina. La biosintesis de flavonoides puede ser un cami­
no para liberarse de compuestos fenólicos que provienen de la
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fenilalanina y tirosina liberadas por las proteinas y puede
ser también un medio para reservar grupos fenilo . El c3
mino que lleva a la formación de flavonoides se considera por
tanto un camino catabólico de'los aminoácidos aromáticos que
se forman durante la evolución del metabolismo de las plantas
para bloquear la producción de compuestos tóxicos provenien­
tes de la degradación proteica en un caso, y también para la
recuperación de estos productos en la circulación general de
materia orgánica en plantas los .

Metabolismo de los flavonoides

Las transformaciones sufridas por los flavonoides en
microorganismos y mamíferos 106 siguen dos caminos principales:

1.- Ruptura del anillo heterociclico produciendo C0
( proveniente de C-3 ) y dos ácidos benzoicos representando a
los anillos A y B.

2.- Ruptura oxidativa del anillo A para producir áci
dos propiónicos o valéricos sustituidos.

El conocimiento del catabolismo de flavonoides en
plantas superiores es menor. En el caso de los flavonoles am
pliamente distribuidos comocanferol y quercetina, variasrúan
tas mostraron que estos marcados con 14€ eran degradados e ig
corporados en lignina 107 .

Hósel y Barz 108 describen que un preparado enzimáti
co de Cicerarietinwn transforma a flavonoles en 2,3-dihidroxi­
flavanonas y que canferol, quercetina y datiscetina ( 3,5,7,
2‘-tetrahidroxif1avona ) se catabolizan en cultivos libres de
células a ác. p-hidroxibenzoico, 3,4-dihidroxibenzoico y o-hi
droxibenzoico respectivamente originados a partir del anillo
B, no encontrándose floroglucinol entre los metabolitos del a

lOnillo A 9 ­
En hongos se observó que la flavanona era transforma

da por GibberellaMikuroi en 4'-hidroxif1avanona 110. La fer­
mentación de flavanona con Gibberella aaubinetti dio el 4'—hidr9
xi derivado comomayor producto de transformación y ác. sali­
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cilico comoproducto de degradación.
Sin embargoG. fujikmi y Aspergillus niger no dieron prg

ductos reconocibles

ACCION FARMACOLOGICA

Efecto y uso de drogas con flavonoides

No se logró con los flavonoides correlacionar totalmeg
te las observaciones en animales de experimentación con las expg
riencias clinicas. Independientementede que los flavonoides
sean fármacos polipotentes de valor, o sustancias poco activas,

se trata de un grupo de compuestos con una gran variación es
tructural y con un comportamientofisico-quimico diferencial
( Coeficientes de partición ). Midiendola toxicidad de las
sustancias sobre animales inferiores ( lombrices, gusanos, in­
sectos ) se muestra la relación estrecha entre coeficientes
de partición y toxicidad. Dentro de una serie homóloga de com
puestos , los menos solubles en agua son los que presentan ma
yor toxicidad. Asi, los derivados hidroxilados son menos tó­
xicos que los correspondientes metoxilados, y los derivados no
sustituidos son más tóxicos comparados con los compuestos hi­
droxilados. Existen ejemplos de estrecha especificidad estrug
tural sobre la acción. Los glicósidos de flavonoles y flavang
nas tipo rutina y naringenina son inocuos, no presentando efes
tos tóxicos aun después de administrar en humanos más de 60 mg
de rutina por dia.durante 5 años y aun con dosis masivas. En
cambio la floridzina ¿1 que es un glicósido de dihidrochalcona
comparable en solubilidad con la rutina, presenta una acción
llamativa pues conduce a un cuadro similar a una diabetes re­
nal; disminuye el umbral de glucosa en los riñones y sobrevig
ne un aumento patológico de eliminación de glucosa en orina.
Otros compuestos relacionados con los anteriores comoisosalg
purpósido ¿g y salipurpósido ¿2, componentes defielüfluyswnare­
muium, no presentan acción renal
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GluO

Glu = glucosa

Gluo

Teniendo en cuenta que el mecanismo de acción de flg
vonoides puros aun no está aclarado, se complica aun más cuan
do se emplean extractos de plantas medicinales. En cuanto a
la responsabilidad de los flavonoides en la acción de drogas
o plantas medicinales debe tenerse en cuenta:

1.- Contenido total de flavonoides
2.- Posible presencia de flavonoides activos acompa­

ñantes no comprobables analíticamente, pero si desde el punto
de vista farmacodinámico.

3.- Posible presencia de otros componentes descono­
cidos pero farmacodinámicamenteno inertes ( sinergistas ).

Aunqueexisten pocos datos, llama la atención que
plantas con acción diurética y tonificante venosa tienen como
sustancias secundarias saponinas ( Aeaculua,Solidago, Betula );
por ello las experiencias en animales con soluciones modelo
de flavonoides puros son menos activas ( l : 2 ) que extrac­
tos de plantas con igual concentración de flavonoides.

Acción terapéutica de drogas y flavonoides puros

1.- Efecto antiateromatoso: se demostró en conejos
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y ratones con aterosclerosis experimental que al administrar­
les rutina y luteolina ( 5,7,3',4'-tetrahidroxif1avona ) se
producía una disminución de depósitos ateroscleróticos en ao;
a 112’113 . También mezclas de quercetina y canferol produw

cen un gran efecto antiateromatoso comparadocon los corres­
pondientes glicósidos 114 .

2.- Vasodilatador coronario: se determinó en corazón
aislado de conejo y de gato in vúx;que el.hiperósido ( quercg
tina-3-O-galactósido ) aumentael flujo coronario y presenta
también función antiarritmica 115'116

3.- Acciónantiinflamatoria: la gosipina gg, aisla­
da de HibiscusvitifoZ-Lua, actúa como antiinflamatorio no este­
roideo, comola fenilbutazona, reduciendo edemas y la permea­

17-119bilidad capilar producida por agentes flogísticos
Tambiénel Venalot, constituido por cumarina y tris-(O-g-hi­
droxietil)-rutinósido El 120 reduce el edemapancreático y
necrosis. La flavanona barachinina gg, aislada de1%oila1coy­
Zifblia, presenta una gran acción antiinflamatoria y antipiré­
tica 121 igual que la presentada por otros flavonoides 122 ,

123entre ellos naringenina-7-0-neohesperidósido á;

CCH CH OH

0 HZCHZOH

O-Rutinósido
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HO

4.- Efecto antitrómbico: los flavonoides que poseenal
menos dos metoxilos presentan un efecto antiadhesivo pode­
roso y pueden ser efectivos en combinación con anticoagulan­
tes 2 , por ej.: la combinación de nobiletina con heparina
provee una mayor protección contra la formación de trombos que
cualquiera de los compuestos por separado 125 .

Otros flavonoides ( rutina, naringenina, etc. ) aumeg
tan la supervivencia de ratas con dieta trombogénica 126.

5.- Fragilidad y permeabilidad capilar: los flavonoi­
des se mostraron eficaces en disminuir la fragilidad y permea­
bilidad capilar, entre ellos el Venoruton P4 ( tris-O—( B-hi­
droxietil)rutinósido El ) 127, patuletina , acacetina, gosipi
“a: nePetina Ei, rutina, escutelareina y narigeninalza-131

HZOH

O
HO

HO

OH

6.- Acción espasgglïtica: diversos flavonoides
actúan espasmoliticamente ( anulan convulsiones de los órganos
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con músculos lisos ). Asi por ejemplo, se relaciona el uso mg
dicinal popular de camelia con la presencia de apigenina y flg
vonoides relacionados; la acción espasmolitica de sumnwZúpdni
tiae se vincula al contenido de liquiritigenina e isoliquiriti
genina 63 . En general, las agliconas resultaron más activas,
aumentando la acción a mayor número de hidroxilos siendo los
compuestos más activos aquellos con H0-7 y H0-4' tanto para
flavonas comoflavonoles 132'133. Por ej.: la 3,7,8,3',4'-pen
tahidroxiflavona es efectiva comoespasmolitico

7.- Acción antiviral: procianidina, pelargonina y'quer
cetina demostraron poseer actividad antiviral contra el Herpes­
viruslumdnis. La luteolina mostró también una gran actividad
virostática contra H.euis 135 . La quercetrina ( quercetina­
7-O-glucósido ) elimina las infecciones virales de influenza
tipo A en tejidos de ratón y en embriones de pollo 136 . La
5,6,7,8-tetrametoxi-4'-hidroxiflavona presenta acción contra
Eminovirustipo 13 137 . En general los flavonoides ejercen e­
fecto antiviral demostrándose'ü1vitro la inhibición de su mul
tiplicación. Aunquese observan distintas actividades para
diversos compuestos no existe aparentemente una relación es­
tructura-actividad aparente

8.- Acción fungistática y bactericida: los flavonoi
des en algunos casos actúan como defensa de determinados vegg
tales contra agentes externos, por ej.: la nobiletina es el
principal agente fungistático presente en mandarinasresisten
tes al " mal seco " ( responsable: Deuteromatrache-¿phüa ) 139 .
También especies de manzanos resiStentes presentan en raíz un
alto contenido de compuestos fenólicos ( glicósidos de quece­
tina y canferol ) en contraste con especies susceptibles 140.

Los flavonoides son fungicidas no tóxicos para huma­
nos y animales domésticos, por eso pueden usarse en fumigación
de plantaciones 141 .

También los complejos metálicos de quercetina exhiben
propiedades antibacteriales y fungicidas siendo los de Hgy Pb
los más efectivos. Si bien tienen limitado valor terapeutico
por su alta toxicidad pueden ser útiles en uso externo . .
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Los C-bencilflavonoides aislados de Umnfibchmue mos­
traron poseer acción antimicrobiana contra Staphylococusaureus,
Bacilus subtilis y Mycobacteriwnemegmatiaanivel comparable al que
presenta el sulfato deestreptomicina 143 ( por ej.: uvareti­
na á; ). La reducción del enlace 2-3 parece aumentar esta ag
tividad 144

HO

9.- Acción diurética: no se conoce el mecanismo de
acción diurética de determinadas drogas con flavonoides. Pa­
ra esta acción se utilizan las siguientes plantas medicinales63
Poligonium aviculare, P. hydropiper, Ononis spinosa, Prunue spinoea, Sam­
bucus nigra, Filipendula ulmaria y'VíoZa tricolor.

La robinina aumenta la diuresis en animales con ma­
yor efectividad por administración ¿J20‘Lp que oralmente 145.

Robinina

x = D-galactosa
Y = L-ramnosa



45

10.- Actividad antitumoral: aparentemente no existe
una relación acción-estructura y se considera que a pesar de
la actividad ocasional que presentan determinados compuestos
no está garantizada su utilidad comoagentes antitunorales 146

Unaserie de flavonas aisladas del extracto alcohóli
co de Eupatoriwnaemisermtwn,entre ellas eupatorina ü, presea
tan actividad contra carcinoma humanonasofaríngeo mantenido
en un cultivo 'de células ( KB )14?De Heleniwnanarumse aisló

nepetina El, flavona que presenta actividad antitumoral 148.

OMe



CAPITULO III

METODOS ESPECTROSCOPICOS EN LA

ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE FLAVONOIDES
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METODOS ESPECTROSCOPICOS EN LA ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE

FLAVONOIDES

1.- ESPECTROMETRIA DE MASAS

Introducción

La espectrometría de masas de impacto electrónico fue
aplicada exitosamente a todas las clases de agliconas de flavg
noides puras o en mezclas, ya un númerode glicósidos, tanto
C-glicosil como0-glicosil flavonoides 149 .

La mayoría de las agliconas de flavonoides presen­
tan intensos picos correspondientes al ión molecular ( M+),
que es a menudopico base. La derivatización no es necesaria
salvo que se efectúe una cromatografía gaseosa acoplada a es­
pectrometría de masas ( CGL- EM), en cuyo caso la trimetil

50 151 ofrecen una adecuadasililación o la permetilación
volatilidad.

En el caso de glicósidos de flavonoides no deriva­
tizados, el ión molecular es raramente observado y los deri­
vados permetilados o peracetilados dan fragmentos de baja in­
tensidad. Son particularmente útiles los derivados trimetil­
sililados de glicósidos, ya.que dan una idea de la secuencia
de unión de los azúcares presentes en el mismo 152'153

Las fragmentaciones más útiles en cuanto a identifi­
cación estructural de agliconas son las que involucran la for
mación de fragmentos que contienen intactos a los anillos A
y B, que se designan como camino I y camino II en la figura
23 . Es de notar que el camino I produce normalmente dos io­

nes, Aí+ y Bí+, cuya relación es indicativa de la distribución
de carga en el ión molecular.

En cambio, el camino II da predominantemente una so­

la especie cargada B; .
Kingston apreció que estos dos caminos son competiti
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Camino I:

+
1 l

Camino II: —]+.

Figura 23: Principales fragmentos presentes en los espectros de masas de
flavonoídes. '

vos y que las intensidades combinadas de B; y B2 - CO )+ son
aproximadamente inversamente proporcionales a Aï' y Bï' 154.
Excepto en el caso de chalconas, los caminos de fragmentación
más importantes que sufren las agliconas de flavonoides ( flg
vonas , flavonoles, isoflavonas, flavanonas y dihidroflavong
les ) son similares 149 ( Fig. 24 ) .

Flavonas y flavonoles

Las flavonas no poseen un centro o sitio de fácil rup
tura, por lo tanto el ión molecular es siempre intenso en el
espectro de masas de estos compuestos)

Las flavonas con menos de 4 grupos hidroxilo, mues­
tran iones de moderada intensidad para los fragmentos corres­
pondientes a la ruptura retro DieLsAlder ( Flavonoide—-AÏ'+ BÏ'L
por ej.: flavona gg, apigenina 22 y acacetina gg; en cambio,
éstos son de menor importancia en compuestos altamente sustitui
dos como la isoramnetina El 155
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Figura 2h: Fragmentaclones con valor diagnóstico en los espectros de masas de
diferentes tipos de agliconas de flavonoides.
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=R4=R5= H

OH; R3-R4- H

R5= OMe; R3=R4= H

=R5= OH; R4= OMe

En el caso de 1a flavona gg 156 , El pico base es el
-' . +lon molecular y se observan fragmentos correspondlentes a M-rH)

+. +. +. +. . _ .,
M- CD) , Al , Al - CO) y Bl (F19. 25 ). La sust1tuc1on en los

. . . +. .
anlllos A y B puede determinarse examlnando los lones A1 , BI+
YBZ ° R'

_H'
1/ <Í!l>’ ----- M- 1 +

:m/e 221 (33)
Ozm/e 283 < 9)

U1 G)

Ch

Camino l

Ozm/e 284 (100)

RT' R'R Ü +
HCCQ)

R

AÏ'; __8:m/e 120 (80) BÏ', 5_e: m/e 102 (12) 13;, 5_8:m/e 105(6)
_g:m/e 152 ( 6) gg: m/e 132 (15) ggzm/e 135(2)

-co

Al - ca+ 132 - cc;1+
g_:m/e 92 (49) ggzm/e 77 (2)
60:m/e 124 (5) Égzm/e 107 (l)

—]*'

Figura 25: Intensidades relativas de los espectros de masas de flavona ¿É y
acacetina gg.
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Por ejemplo, 1a acacetina gg 157 produce un fragmento

AÏ' a 32 uma mayor que la flavona ¿Q dando cuenta que el anim
llo A se encuentra sustituido por dos hidroxilos. De la misma

manera, el fragmento B; aparece a 30 umamayor que el corres­
pondiente de la flavona, valor que corresponde a la presencia
de un metoxilo adicional con respecto a ésta.

Otros fragmentos significativos incluyen la formación
de un ión M - H de origen incierto 154 , M - CO )+’ , Al - C0)+’
y B2 - CO )+ . Se observan también fragmentos doblemente car­
gados, característicos de compuestosaltamente aromáticos.

Comopuede observarse las flavonas simples brindan
caminos de fragmentación bien definidos, obteniéndose espectros
con pocos picos que indican el número y ubicación de los susti­
tuyentes en los anillos constituyentes.

En el caso de flavonas con cuatro o más sustituyentes
oxigenados ( hidroxilos y metoxilos ) no se observan los picos
correspondientes a la reacción retro Diels-Alder y en el es­
pectro dominan los iones M, M - Me, M —CO y M - CO - Me .

Fragmentos principales

M_:_g: esta pérdida es significativa en dos situacio­
nes distintas:

1.- La presencia de un hidroxilo unido a C-3 o
C-6 produce la pérdida de hidrógeno a partir del ión molecular,
lo cual se racionaliza suponiendo la formación de los iones
tipo quinona í y E .

\

¡m |a'
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2.- Los flavonoides que poseen un metoxilo en
C-3 o C-S pierden un átomo de hidrógeno. Kingston 154 propo­
ne que el carbonilo ionizado desplace a un átomo de hidrógeno
de uno de esos grupos formando un catión estabilizado í .

OMe

OMe

IO

M- Me: este ión es abundante en todos los espectros
de masas de las 6- u 8-metoxiflavonas, pues esta pérdida está
favorecida debido a la formación del catión tipo quinona í ( o
el isomérico derivado de una B-metoxiflavona ) . Este proce­
so compite con fragmentaciones como M - H , que se ve muy redg
cida ; por ejemplo , en la 5,6,7,4'-tetrametoxiflavona, en la
que el pico base es el fragmento M - Me no se observa M - H .

Las 3-metoxiflavonas también presentan un fragmento
M- Me moderado, presumiblemente debido a la formación de un
catión del tipo g . Sin embargo, en este caso es importante
la formación del ión M- H reduciéndose la intensidad del M­
Me . La presencia de M- Me )+ intenso es diagnóstico de 3- ,
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6- u 8-metoxiflavonas, mientras que la ausencia de este pico
no excluye la presencia de un MeO-3.

M- OH: este tipo de pérdida es muy importante en el
caso de 3,2'-dihidroxiflavonas y es el pico base g en el esPeg
tro de masas de la 3,5,7,2',4'—pentahidroxiflavona.

i
M_:_529: se demostró que todas las flavonas que tig

nen grupos metoxilo unidos a C-5 exhiben picos a M-l7'y
M- 18. Sin embargo un número suficientemente grande de com­
puestos sin este grupo también presentan pérdidas significa­
tivas de OHy HZO. Por lo tanto, no resulta claro el proce­
so de esta pérdida.

M - H3Q: se observó que los compuestos con metoxilos
en C-3 y C-S presentan este pico. Si bien no se conoce su gé­
nesis, puede ser útil comodiagnóstico.

M—MeO: este ión es el pico base en el espectro de
masas de 3,5,7,2',4'-pentametoxiflavona, indicando que la frag
mentación caracteristica de 3,2'-dihidroxiflavonas se mantiene
en sus metil éteres.

Otras metoxiflavonas presentan este ión pero con inten
sidad moderada.
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este ión es significativo en las 6- y 8­
uetaestables y medidas

M

metoxiflavonas.
hechas en alta resolución indican que estos iones se forman

MeCO:

Evidencias por iones

por pérdida de CO a partir de M - Me. Los compuestos que no
tienen grupos metoxilo unidos a C-3, pieden C0 a partir del
ión tipo quinona 3 ( Fig. 26 ), comoocurre en benzo y nafto­
quinonas 158

También presentan fragmentos M —MeCOmoderados las
3-metoxiflavonas, donde la pérdida de metilo seguida de C0 prg

presumiblemente de la posición 3 155 ( Fig 27 )
la observaciónde un ión M- 43 intenso

viene ­
Por lo tanto,

es diagnóstico de 3-, 6- u 8-metoxif1aVona, pero no es con­
cluyente en el caso de obtener picos pequeños.

Fragmentos provenientes de la reacción tipo retro Diels-Alder

+. + . , .
Al , A1 + H ) : como se menCiono prev1amente, estos

fragmentos no son importantes en flavonas con más de cuatro
sustituyentes oxigenados.

¿l - Me )+: los espectros de masas de 6- u B-meto­
xiflavonas muestran estos picos con moderadao gran intensi­
dad.

confirma que elLa medición de picos metaestables 154
ión A - Me í ( Fig. 26 ) proviene de M - Me g_en una etapa
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OMe

OMe OMe

Figura 26

Figura 27
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A - MeCO)+: este ión, asi como A - Me, es intenso
en el espectro de 6- y 8-metoxiflavonas y presumiblementepmo­
viene de la pérdida de COa partir del ión A - Me .

+0 l . a
gl_: aSi como el fragmento A: , no es importante en

flavonas con más de cuatro sustituyentes oxigenados.

+ + . .
Ez , B2 —C0 ) : estos iones son moderadamente in­

tensos aulas flavonas y su abundancia es aproximadamente in­

versamente proporcional a la de los fragmentos AÏ' , A1 - Me)+,
y BÏ'; dan información de la sustitución en el anillo B y por
diferencia, de la composición del anillo A. En el caso de fla
vonas totalmente metiladas que no presentan picos intensos de
RDA,las relaciones m/e que puede presentar el fragmento B;
son limitadas; por ejemplo: 105, 135, 165 y 195 para flavonas
no.5ustituidas, mono-, di- y trisustituidas en el anillo B .
En este caso, si se limita la atención a los iones con esos
valores de m/e, el ión más intenso será el que corresponda
al ión BÉ. Lo mismo se puede hacer con flavonas parcialmente
metiladas. En todos los casos, la presencia del ión 82 - C0)+
sirve comoconfirmación.

Iones doblemente cargados: estos picos son moderada
mente intensos, comoes de esperar en moléculas altamente in­
saturadas, y se encuentran frecuentemente en la misma zona de

los iones A1, Bl y BZ, pudiendo distinguirse de estos últimos
por presentar picos isotópicos a masas no enteras. El pico
doblemente cargado más importante es M - C0 )++, aunque la
razón no parece clara.

Flavonas y 3-O-metilflavonoles con el anillo A trisustituido

Es delicado distinguir entre flavonoides 5,6,7- y
5,7,8-trisustituidos, aunque un método adecuado 9 , y que
requiere poca cantidad de muestra, se basa en comparar las ig
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tensidades relativas de los picos M, M - H, M - Me y M - H20
para una serie de compuestos isoméricos con sustitución 5,6,7­
y 5,7,8- a

¿LJ-dihidroxi-ó- u 8-metoxiflavonas, flavonoles y me­
til flavonoles: se puede generalizar que:

1.- Las 5,7-dihidroxi-6-metoxiflavonas se dife­
rencian de sus isómeros 8-metoxi, por la presencia de un ión
M - HZOsuperior al 10 % y por presentar un ión molecular más
abundante que M - Me y generalmente igual a 100 %. En cambio,
en los segundos, el pico base es M-Me.

2.- Los 3-O-meti1f1avonoles metoxilados en C-6
se diferencian de los flavonoles y flavonas por la importancia
del ión M - H ( mayor del 10 % ) .

3.- Los 3-0-metilf1avonoles metoxilados en C-6
se diferencian estrictamente de las flavonas por la menor im­
portancia del ión M - Me 159 ( Fig. 28, Tabla 6 ) .

5,7-dIhIdroxI-6- u 8-metox¡flavonoldes

H>M - He

y o>1 ZM'Hz oy y
5,7-dlhldroxí-6-metoxí- 5,7-dlhldroxI-8-metoxí1
flavona ( en general ) flavona ( en general )

l no 5.7-dlhIdroxi-6-metoxF
H - :7 10% 3-0-metllflavonol

5,7-dihldroxl-6-metoxh
flavonas y flavonoles

"0 5,7-díhídroxi-6-metoxí­
H- Me > 302 flavonoles

si

5,7-dlhldroxl-6-metoxíflavonas

Figura 28: Díferenciación de flavonoídes 5,6,7- y 5,7,8-trísustítuidos
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SUSTITUYENTES M H - H M - He H - H O

C-3 C-S C-6 C-7 C-8 m/e Z m/e 2 m/e Z m/e 2

OH MeO OH zau ¡oo 283 5 269 53 266 27

MeO OH HeO OH 319 IOO 313 3h 299 ho 296 17

OH OH MeO OH 300 100 299 3 285 13 282 21

OH OH HeO 284 73 283 - 269

MeO OH OH HeO 31h ' 93 313 15 299 100

OH OH OH HeO 300 8| ‘299 3 285 100

Tabla 6: Picos caracterïstlcos en el espectro de masas de flavonoides 5,6,7­
y 5.7.8-trísustltuldos.

Posteriormente, Goudardetcú.160 pudieron diferenciar
5-hidroxi-6,7-dimetoxi y 5,7,8-trimetoxif1avonas ( M>M- Me)
de 5-hidroxi-7,8-dimetoxi y 5,6,7-trimetoxif1avonas( M<bd-Me)
respectivamente ( Tabla 7 ).

SUSTITUYENTES M H - Me

C-S C-6 C-7 C-8 m/e 2 m/e Z

OH MeO MeO 298 IOO 283 68

OH MeO MeO 298 61 283 100

MeO MeO HeO 312 33 297 100

MeO MeO MeO 312 100 297 69

Tabla 7: Picos característicos en el espectro
de masas de flavonoídes.

Espectrqggtrïa de masas de glicósidos de flavonoides

La investigación de los espectros de masas de los O­
glicósidos de flavonoidesse realiza por medio de sus derivados
metilados y perdeuterometilados 161-164 . Sin embargo, estos
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métodos presentan la desventaja que la metilación no es siem­
pre completa y el producto obtenido requiere una purificación
posterior.

Comométodoalternativo, se utilizaron los trimetilsi
152,153lil derivados que son de fácil preparación y no requig

ren tratamientos posteriores.

Caracteristicas de los espectros de masas de los derivados tri­
metilsililados de Oáglicósidoa

1.- Ión molecular: en todos los espectros se detecta
el ión molecular, intenso comparadocon el que presentan los
O-glicósidos metilados, de al menos l % . Se observa además
un pico más intenso a M- Me con una abundancia relativa de
hasta 40 %.

2.- Agliconas: los espectros de masas muestran que
la ruptura del enlace aglicona-azícar involucra transferencia
de H o trimetilsililo ( R ), formando los fragmentos A + 2R,
A + H + R, A + R, A + ZH, A + H y los correspondientes a 15

uma menos. Los picos más intensos en los eSpectros de 3-O-gli
cósidos y 7-O-glicósidos son A + H y A + H - Me. Los 7-0-gli­
cósidos difieren típicamente de los 3-0-glicósidos por presen­
tar A + H - Me de aproximadamente 100 %, mientras que el pico
más intenso de 3,7-O-di y triglicósidos es el M+ H + R - Me.

3.- Azúcares, secuencia y punto de unión: la formación
de los fragmentos correspondientes a los azúcares está siempre
combinada con pérdida de hidrógeno. Se observan los iones cg
rrespondientes a azúcares terminales ( T ) y en el caso de di
sacáridos, el azúcar completo ( D ). Las masas tipicas de los
fragmentos T y D para diferentes azúcares son : m/e 828 ( sofg
rosa ), 740 ( rutinosa, neohesperidosa y robinobiosa ), 464 ( É
cido glucurónico ), 406 ( metiléster del ácido glucurónico ),
450 ( glucosa y galactosa ) y 362 ( ramnosa ). Se observan
también fragmentos debidos a pérdidas de trimetilsilanol ( ROH)
a partir de los iones mencionados: T - ROHy D - ROH,y otros
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adicionales a masas bajas debidos a azúcares trimetilsililados
( m/e 217, 204, 147, 117 y 73 ), siendo este último frecuente­
mente pico base.

No es posible por este método distinguir entre isóme­
ros ( glucosa y galactosa o rutinosa y robinobiosa ). Sin em
bargo sí en un disacárido, deducir la secuencia de unión, pues
el azúcar terminal produce un intenso ión T —H ( 30% ) acom
pañado de T - ROH.

Al separarse el azúcar terminal, la carga puede tam­
bién permanecer en el resto de la molécula dando lugar a frag
mentos denominados S.

La posición de la unión interglicosidica puede detec­
tarse fácilmente en el caso de disacáridos con uniones l-—2
y l—-6, ya que los azúcares con unión l—-6 ( rutinosa, robi­
nobiosa ) presentan sólo un pico debido al disacárido D - H.
En cambicu losespectros de los azúcares con unión l-—*2 ( neg
hesperidosa y soforosa ) muestran además del ión D - H, otro
D - ROH, con m/e 651 y 739 respectivamente.

En la figura 29 se ejemplifican las rupturas de la ru
tina ( quercetina-3-O-rutinósiodo ).

T-H ( m/e 362;hh2 )

( m/e 590 ,100 z ) A+H
A+R-15 (m/e 6h7, 522 (m/e 7h0,272

( m/e 951. 32 ) S

Figura 29
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2.- ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA PROTONICA ( lH-RMN )

Introducción

165 . . .,realizaron la primera correlac1onMassicot y Marthé
de las señales.de los protones aromáticos, utilizando comosol­
vente cloroformo deuterado. Sin embargo, comola mayoría delos
flavonoides con un hidroxilo ubicado en una posición distinta
de C-5 son insolubles en este solvente, no pudieron estudiar fla
vonoides polihidroxilados.

En 1964, Batterham y Highet 166

vente dimetilsulfóxido deuterado ( DMSO-d6) que tiene la ven­

introdujeron comosol­

taja de disolver tanto a agliconas comoa glicósidos, evitando
de esta manera la preparación de derivados. Comoprincipal des
ventaja debe citarse el hecho que este solvente tiene alta tem
peratura de ebullición ( 189 °C ) por lo que no puede eliminar
se fácilmente por destilación, y que además absorbe humedadat
mosférica. Por esta última razón, en el espectro se observa
una señal a aproximadamente 3,5 ppm que puede superponerse con
las de otros protones del flavonoide.

167 y Waiss 168 investigaron 1aSimultáneamente, Mabry
utilidad de los derivados trimetilsililados para obtener los
espectros de lH-RMNde los flavonoides que no eran solubles en
cloroformo. Estos derivados presentan importantes ventajas:

1.- la sintesis e hidrólisis se efectúan cuantitativa
mente y en condiciones suaves. Debe tenerse particular cuida­
do en el caso de compuestos con hidroxilos unidos a C-5,ya que
pueden hidrolizarse espontáneamente por efecto de la humedad
ambiente. Para evitar esto último suele agregarse en el tubo
de lH-RMNunas gotas de agente sililante.

2.- los derivados trimetilsililados son solubles en clg
roformo y en tetracloruro de carbono en todas las proporciones.

3.- los metilos del grupo trimetilsililo absorben entre
0,0 y 0,5 ppmpor lo que no interfieren otras señales del espeg
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tro.
4.- de la comparación de los espectros de lH-RMNde los

flavonoides parcial o totalmente sililados se puede obtenerin­
formación sobre los H-3, H-6 y H-B .

Interpretación de los espectros

Protones del anillo A: en ¿1 caso de la 7-metoxif1avona la ae
signación de las señales es inmediata en baSe a las constantes
de acoplamiento; el H-S presenta una particióntnwo , el H-6 acg
plamientos orto y meta, y el H-8 sólo meta.

Los protones unidos a C-6 y C-8 en flavonas, flavono­
les e isoflavonas con sustitución 5,7-dihidroxi dan lugar a dos
dobletes ( J=2,5 Hz ) en el rangodh 6,0 y 6,5 ppm, apareciendo
a campos mayores el H-6. Para las 5,7-dimetoxiflavonas estos
hidrógenos aparecen a 6,36 y 6,57 ppm, mientras que en la 7-me­
toxiflavona los H-6 e H-8 se observan a 6,97 y 6,91 ppmrespec­
tivamente.

La adición de un metoxilo en C-5 debe producir la dig
minución de desplazamientos quimicos de las posiciones ornay
pan: al mismo. Para poder asignar las señales de cada uno delos
hidrógenos, se compararon éstas de a pares, calculándose el des
plazamiento producido y comparándolo con datos de de5p1azamien­
to tabulados:

H-B 6,57 ( efecto para ) 6,91 - 6,57 = 0,34

2.- H-6 6,57 ( efecto ora?) 6,97 - 6,57 = 0,40
H-B 6,36 ( efecto para ) 6,91 - 6,36 = 0,55

Comopreviamente se habia encontrado que el efecto de un meto­
xilo en posicióncnwo era de 0,51 y enpmra de 0,33 ppm,el caso
1.- era el correcto. Por lo tanto, se asignó la señal a campos
bajos a H-B y la de campos altos a H-6 165 Las flavanonas y
dihidroflavonoles S,7—disustituidos presentan las señales de
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H-6 e H-8 a campos mayores que las flavonas y flavonoles ( ta­
bla 8 ) 169,170

H-6 H-8 Solvente
Flavonas y
Flavonoles 6,25 - 6,30 6,h6 - 6,55 DMSO

Flavonas y
Flavonoles 6,00 - 6,20 6,30 - 6,50 TMS/CIhC

Flavanonas y
3-hídroxF
flavanonas 5,85 - 5,95 5,92 - 5,95 DHSO

Flavanonas y
3-hídroxí­
flavanonas 5,75 - 5,95 5,90 - 6,10 TMS/Clhc

Tabla 8: Desplazamientos químicos ( ppm ) de H-6 e H-8.

Distinción entre H-3, H-6 e H-B: el único protón del núcleo
flavonoidico que da una señal en la misma región que los H-6 e
H-8 es el H-3 de las flavonas, que se observa comosingulete
cerca de 6,3 ppm. Ocasionalmente los H-3‘ y H-S' pueden tam­
bién aparecer en esta zona del espectro. En flavonas 5,7-disug
tituidas, los H-6 y 8 aparecen comodobletes por lo que se difg
rencian fácilmente del H-3. Sin embargo, muchas flavonas tie­
nen solamente un protón aromático en el anillo A ( por ej.:
5,6,7- o 5,7,8-trisustituidos ). Unatécnica para distinguir
los protones de C-3, 6 y 8 es comparar los espectros de lH-RMN
de los compuestos totalmente trimetilsililados con el de un de­
rivado conteniendo trimetilsililos en todos los hidroxilos excep
to‘en el HO-S. De esta manera, el singulete correspondiente a
H-3 sufre un desplazamiento a campos bajos en usualmente más de
0,15 ppm, mientras que el H-8 se desplaza a campos altos con la
misma magnitud y el H-6 no se‘afecta

Protones del anillo B: los protones del anillo B se observan u­
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sualmente entre 6,7 y 8,0 ppm, a campos más bajos que los co­
rrespondientes al anillo A. El esquemade señales observadopg
ra los protones del anillo B es característico del sistema de
sustitución de éste y ademássugiere el estado de oxidacióndel
anillo C.

1.- Anillo B no sustituido: las isoflavonas, flavang
nas y dihidrochalconas no sustituidas en este anillo, presen­
tan una señal estrecha o aguda que es constante para un mismo
tipo de sustancias; por ejemplo: flavanonas 7,42 ppm, dihidro­
chalconas 7,24 ppm. En cambio, en el caso de las f1avonas,los
protones del anillo B no sustituidos aparecen comodos grupos
de señales mal resueltos a 7,83 y 7,50 ppm 165 , que integran
para 2 y 3 hidrógenos respectivamente y se asignan fácilmen­
te a los protones 2',6' y 3',4',5' respectivamente. Para es­
te fin se calculó el efecto que tiene la introducción de unnm­
toxilo en C-4' de la 5-hidroxi-7-metoxiisoflavona, cuyo espec­
tro presenta una señal para 5 hidrógenos a 7,44 ppm. La 5-hi­
droxi-7,4'-dimetoxiisoflavona, en cambio, muestra dos dobletes
correspondientes al anillo B a 6,93 y 7,43 ppmatribuibles a
H-3‘,5' y H-2',6' respectivamente, pues un metoxilo protege a
1a posición(nwo de una manera más pronunciada que a la meuz.
Se puede cuantificar así el efecto del metoxilo:

efecto oru;( MeO) : 7,44 ppm - 6,93 ppm = 0,51 ppm
efecto meta ( MeO ) ! 7,44 ppm — 7,43 ppm = 0,01 ppm

En el caso, ahora, de la 5-hidroxi-7,4'-metoxif1avona, los prg
tones del anillo B se observan a 7,00 y 7,83 ppm, pudiendo cal
cular el desplazamiento quimico de los protones del anillo B
en la 5-hidroxi-7-metoxif1avona utilizando los valores calcu­
lados para el desplazamiento producido por causa de un metoxilo
en isoflavonas:

1.- 7,83 ppm + 0,01 ppm = 7,84 ppm
7,00 ppm + 0,51 ppm = 7,51 ppm
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2.- 7,83 ppm + 0,51 ppm = 8,34 ppm
7,00 ppm + 0,01 ppm = 7,01 ppm

Debido a que el primer grupo de valores es el más próximo al rg
al, se llega a la conclusión que la señal a campos bajos es 1a
de H-2' y 6' . La influencia de grupos metoxilos en las posi­
ciones 3' y 4' son : orto ( 0,54 - 0,49 ppm ), nwta ( 0,01 ­
0.05 ppm ) Y Pan: ( 0,33 ppm ).

2.- Anillo B oxigenado en C-4': el espectro de este ti
po de compuestos muestra dos dobletes con J‘”8,5 Hz, aparecien­
do el correspondiente a H-3' y 5', protegido por el sustituyen­
te oxigenado de C-4' siempre a campos mayores que el de H-2'
y 6'. La posición de este último doblete depende del estado
de oxidación del anillo C, asi por ej.: flavonas 7,70 - 7,90ppm,
flavonoles 7,90 - 8,10 ppm, flavanonas 7,10 - 7,30 ppmy dihi­
droflavonoles 7,20 - 7,40 ppm .

3.- Anillo B oxigenado en C-3' y C-4': en este caso,
el esquema de señales es más complejo. El H-S' en flavonas y
flavonoles trimetilsililados aparece comodoblete centrado en­
tre 6,70 y 7,10 ppmcon J=8,5 Hz. Las señales correspondientes
a H-2' e H-6' usualmente se superponen apareciendo entre 7,20
y 7,90 ppm. La posición relativa de las señales de estos protg
nes puede usarse para distinguir 3'—metoxi—4'-hidroxide 3'-hi­
droxi-4'-metoxiflavonoles entre si. La señal de H-Z' está cen­
trada a campos mayores que la de H-6' en flavonoles que contienen
el grupo MeO-4'; lo contrario ocurre cuando un grupo MeO-3‘ es­
ta presente en un flavonol 169

4.- Anillo B oxigenado en C-3',-C—4' y C-S': los H-2'
y 6' se encuentran en flavonas y flavonoles a aproximadamente
7,20 ppm.
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Efecto de sustitución en el anillo C: se estudió el efecto de
introducir un metoxilo en C-3, comparandolos espectros de la
3,5,7,3',4'—pentahidroxiflavona y de 1a 5-hidroxi-7,3',4'-tri­
metoxiflavona, observándose un de5p1azamiento de 0,28 ppm para
H-2' y 0,20 ppm para H-6‘ a campos más bajos

Se encontró considerable variación entre las distintas
clases de flavonoides en relación a los hidrógenos del anillo C
dependiendo del estado de oxidación del mismo.

En flavonas, el H-3 aparece comosingulete_centrado a
aproximadamente 6,30 ppm que se superpone con las señales co­
rrespondientes al anillo A.

La señal correspondiente al H-2, en isoflavonas, se

observa entre 7,60 y 7,80 ppm en C14C; al examinar estos com­
puestos usando DMSO-d6como solvente, la señal se desplaza
l ppm a campos más bajos, pudiendo usarse este hecho como diag­
nóstico.

En las chalconas, los H-u y H-B aparecen como dobletes
con J«¡l7 Hz entre 6,70 - 7,40 ppmy 7,30 - 7,70 ppm respectiva­
mente. El protón bencílico de las auronas produce un singulete
entre 6,50 y 6,70 ppm.

Chalcona Aurona

s 6 o 2.“0'
6

" o

Las flavanonas presentan un sistema tipo ABX;el H-2
absorbe a aproximadamente 5,20 ppm dando un cuarteto ( Jci8=

5 Hz; J¿ = ll Hz ) por acoplamiento con cada uno de los hidré
genos de C-3. Los H-3 constituyen la parte ABdel sistema y
dan lugar a dos cuartetos superpuestas cerca de 2,80 ppm. Al­

. 169gunas lineas de los dos cuartetos pueden no ser observadas .
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Glicósidos de flavonoides

Señales correspondientes a los protones de azúcares

1.- Monosacáridos: el desplazamiento quimico del pro
tón anomérico de un azúcar unido directamente al hidroxilo de
un flavonoide depende de la naturaleza del flavonoide, así como
de la posición y estereoquimica de la unión.

En los glucósidos, el azúcar unido a1 HO-3puede difg
renciarse fácilmente del unido a C-4', C-5 o C-7 pues en estos
últimos el protón de C-l" ( protón anomérico ) aparece cerca
de 5,00 ppmmientras que en un 3-O-glucósido de flavonoide a­
parece en aproximadamente 5,80 ppm. La glucosa forma comunmeg
te uniones 3 y comoconsecuencia el H-l" presenta un acopla­
miento dmnial con el H-2" observándoseluxdoblete con unacong
tante de acoplamiento de aproximadamente 7 Hz. Los ramnósidos
de los flavonoides se encuentran usualmente comoa-L-ramnósidos

en los cuales el H-l" presenta un acoplamiento ecuaunñaZ-ecqg
audaz con J m2 Hz. Tanto en los 3-como en los 7-0-ramnósidos
la señal de1.H-I' se observa entre 5,00 - 5,30 ppmy el metilo
( H-6" ) entre 0,80 - 1.20 ppm. En el caso de la quercetina­
3<>ramnósido se observa un doblete a 0,85 ppm ( J = 6,5 Hz ),
mientras que en el 7-O-ramnósido esta señal es compleja y se
observa a 1,20 ppm, lo cual se debe a la libre rotación de la
ramnosa unida a C-7

2.- Ramnoglucósidos: todos los ramnoglucósidos cono­
cidos son rutinósidos o neohesperidósidos. Se diferencian en
el punto de unión de la ramnosa a 1a glucosa y pueden distinguir
se analizando los lH-RMNde los derivados trimetilsililados 171.
En los trimetilsilil éteres de 7-y 3-0-rutinósidos el H-1"' de
la ramnosa se observa a 4,20 —4,40 ppm ( J N2 Hz ) y los pro­
tones del C-6"' como una señal compleja entre 0,70 y 1,00 ppm.
En cambio, en los 3-y 7-0-neohesperidósidos el protón de C-1"'
de la ramnosa absorbe entre 4,90 - 5,00 ppm ( J==2 Hz ) y el mg
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tilo aparece como doblete entre 1,10 - 1,30 ppm ( J = 6 Hz ).

Desplazamientos inducidosgpor solventes

Es conocido el hecho de que el benceno induce despla­
zamientos a camposaltos de varias señales en el espectro de
lH-RMN,lo cual se explicó en base a la forma plana del bence­
no y al diamagnetismo que presentan las zonas por encima y por
debajo del anillo. Esto es particularmente útil para diferen­
ciar señales de metoxilos magnéticamente no equivalentes entre

172 Por ejemplo, en el l,2,3—trimetoxibenceno los metoxi­Si
los aparecen comoun singulete ancho en deuterocloroformo, pe­
ro en benceno los metoxilo l y 3 están desplazados a campos bg
jos en 0,38 ppm y el metoxilo de C-2 a campos altos en 0,11.ppm,
presumiblemente por inhibición estérica en la solvatación del
último 172 .

173 . .estudiaron una serie de compuestos mgBowie et aL

toxilados y observaron que, excepto el ejemplo ya mencionado,
la resonancia de los metoxilos sufren un desplazamiento a cam­
pos altos al cambiar de un solvente inerte ( C14C) a un sol­
vente complejante comoel benceno. Los resultados se resumen
en la tabla 9 .

Los resultados indican que los desplazamientos por sol
ventes de gg a gi ( 0,44 a 0,45 ppm ) son virtualmente idénti­
cos para un solo metoxilo unido a un anillo bencénico o en los
C-l o C-2 de un anillo naftalénico. En los dimetoxibencenos,
Éá-- El, el isómero meu: muestra un desplazamiento muysimilar
al anisol, en cambio los isómeros orto y para muestran desplaza
mientos menores. El desplazamiento observado para 1,3,5-trimg
toxibenceno gg es sólo ligeramente menor que el de gg. Pero
los resultados obtenidos para el trimetilpirogalol gg son difg
rentes: el metoxihacentralestá desprotegido en bencenoconreg
pecto a la ubicación de la señal en C14C, mientras que losrotros
metoxilos están fuertemente protegidos. Este resultado es intg
resante ya que los efectos de protección y deSprotección obser­
vados en una misma molécula dan cierta indicación de un comple­
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Tabla 9: Desplazamientos químicos (¿CCI , 6 c H ) y desplazamiento por
solvente (A6=5 -6 ) en ppm.

Compuestos ¿CClh %6H6 A6
Metoxíbenceno 6_2 3,77 3.33 + o.“

a-metoxínaftaleno É}_ 3.99 3.54 + 0.45

B-metoxínaftaleno Éfi_ ' 3,86 3,H1 + 0.85

1,2-dimetoxíbencen‘o ¿í 3,80 3,102 + 0,38

1,3-dlmetoxíbenceno ÉÉ_ 3.7“ 3,31 + 0,43

l,¡+-dlmetoxíbenceno Él 3,72 3,35 + 0.37

1,3,5-trímetoxibenceno é8_ 3,73 3,3h + 0,39

1,2,3-trímetoxíbenceno é2_ 3,79 ( 1,3 ) 3,ü1 ( 1,3 ) + 0,38 ( 1,3 )
3,71 ( 2 ) 3,82 ( 2 ) - 0,11 ( 2 )

jamiento estereoespecifico. Ademásel pequeño desplazamiento
por solvente observado para el p-dimetoxibenceno El en relación
a gg sugiere que la magnitud del desplazamiento depende de 1a
naturaleza de un sustituyente adicional en pana. Los resulta­
dos sugieren que los desplazamientos por solvente de las reso­
nancias de los grupos metoxilo en metoxibencenos se incrementan
al aumentar la capacidad atractora de electrones del sustituyen
te ubicado en para . Estos hechos son compatibles con una intg
racción dipolo-dipolo inducido pero no excluyen la posibilidad
de que la interacción soluto-solvente aumenteal disminuir la
densidad electrónica del anillo aromático.

El uso de desplazamientos con distintos solventes fue
utilizado también en la elucidación estructural de cumarinas 174.

Wilson et al. 175
determinando que si el entorno de un grupo metoxilo es definido,

estudiaron estos efectos en flavonas

los desplazamientos producidos son característicos del tipo de
sustituyentes vecinos a este, y frecuentemente también de la po­
sición de sustitución. En la tabla 10 se dan intervalos de des
plazamientos observados para grupos metoxilos ubicados en C-S,



69

C-7, C-2' y C-4' en ausencia de grupos o- metoxilo y o-hidro­
xilo.

Tabla 10: Diferencias de desplazamiento quimico en CI3CDy C606para metoxiios unidos a C-3, C-S, C-7, C-2' y C-h' en
ausencia de sustituyentes en posición.ort0.
Posición del Valores de
metoxilo A6

c 3 -0,o7 a +0,3h
c 5 +o,u3 a +0,58
c-7 +0,5h a +0,76
c 2' +o,h6 a +0,53
C h' +0,5h a +0,71

Debe tenerse en cuenta que la vecindad de un metoxilo
unido a C-3 no puede ser alterada por sustitución de un carbono
vecino. Por lo tanto, resulta aparente que metoxilos unidos a
C-5, C-7, C-2' y C-4' sin sustituyentes en posición orto pueden
diferenciarse de un MeO-3. Para grupos metoxilos aislados en
C-5, C-7, C-2' y C-4' los corrimientos obtenidos son siempre ma
yores que el del anisol gg. ( 0,46 ) 173 . Esta observación es
tá de acuerdo con la habilidad formal que tienen los grupos mg
toxilo de conjugarse con el grupo carbonilo.

Este efecto de conjugación disminuye la densidad eleg
trónica en el átomo de oxígeno del metoxilo y aumenta la asocia
ción del benceno a este sitio deficiente en electrones con un
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aumentoparalelo del efecto protector.
La resonancia del MeO-3está desprotegida o ligera

mente protegida en benceno. Esto sugiere que este grupo prefig
re la conformación 3_, en la cual la asociación del bencenocon
el grupo carbonilo tendrá un efecto desprotector. Comoel valor
deAó para el MeO-Ses sólo ligeramente menor en magnitud quelos
de metoxilos unidos a C-7, C-2' y C-4',se deduce que en ausen­
cia de sustituyentes en C-6 la conformación preferida es la g .

O

O
0z/

e Me 2

. . 175
En los compuestos estudiados por Wilson et aL 9309

servó que el metoxilo central, cuando existen tres grupos veci­
nales, sufre desplazamientos positivos o negativos ( +0,13 a
-0,12 ), como se verificó con los compuestos 12 y ll ( Fig. 30 ).
Este comportamiento esanálogoal presentado por el l,2,3—trime­
toxibenceno, y usado cautamente puede ser útil para indicar la
presencia de tres metoxilos adyacentes en productos naturales.
La razón para estos corrimientos pequeños, negativos o positi­
vos, es debida probablemente a:

1.- Inhibición estérica en la solvatación del metoxi­
lo central.

2.- Disminuciónde la solvatación del metoxilo central
debido a la presencia de dos grupos donores de electrones en los
metoxilos externos.

3.- Solvatación sólo en los metoxilos externos , de
tal manera que la estereoquimica de la asociación ubique al me­
toxilo central en la zona de desprotección.
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El átomo de oxígeno del anillo C, unido a C-9 deberia
tener un efecto similar al de un hipotético metoxilo unido a e­
sa posición. De hecho se verifica en la 7,8-dimetoxiflavo­
na que la resonancia correspondiente al MeO-Bsufre sólo peque­
ños desplazamientos. Similarmente un grupo metoxilo situado en
tre un hidroxilo y un metoxilo, donde ambos tienen la habilidad
de conjugarse con el grupo carbonilo, tiene un desplazamiento
pequeño ( positivo o negativo ); por ejemplo, en el compuesto_3,
el MeO-6 se desplaza en +0,03 ppm-.

El desplazamiento con solvente de MeO-Ssufre un cam­
bio drástico en magnitud, de un valor relativamente grande ( ver
Tabla 10 ) a valores pequeños o negativos al introduéir un gru­
po metoxilo en C-6. Este cambio está de acuerdo a lo esperado,
ya que la introducción de un metoxilo en posición ora) causa
una disminución algebraica del valor de A6y además un sustitu­
yente en C-6 conducirá a una mayor población del confórmero E,
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con el metilo del MeO-Spróximo al extremo negativo del dipolo
del carbonilo; ésta es una zona de desprotección debido a la a
sociación del benceno al grupo carbonilo 176

Este desplazamientocaracterístico fue útil en la e­
177 en la cual el MeO-Slúcidación estructural de zapotina Z;

sufre un desplazamiento A6= -0,03 ppm, MeO-6A6= +0,66ylos
metoxilos de C-2' y C-6'A6= +0,56.

Desplazamientos inducidos por reactivos paramagnéticos

El estudio de los desplazamientos inducidos por reac­
tivos paramagnéticos;por ej.: Eu(fod)3 [tris( l,l,l,2,2,3,3­
heptafluoro-7,7-dimetil-4,6-octadionato ) de europio ¡resultó
un método adecuado para la elucidación estructural de flavonoi­
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des. En particular, es útil para distinguir entre protones uni­
dos a C-6 o C-8 en flavonas, ya que el H-6 muestra desplazamien­
tos mayores que los presentados por el H-8.

Unamanera de cuantificar los desplazamientos induci­
‘dos por estos reactivos es obtener el valor " S " , propuesto
por Cockerill y Rackham178 , que representa la pendiente de
la recta obtenida al graficar el valor de desplazamiento quimi­
co contra la relación molar de Eu(fod)3 a flavonoide, de acuer­
do a 1a ecuación:

5 - 6+ S. LELÁÍÏÍÉEL

[flavonoide]

GE- desplazamiento quimico del compuesto complejado

5 - desplazamiento quimico del compuesto sin compiejar

Los resultados se pueden resumir de esta manera 179:
1.- el MeO-Ssufre los mayores desplazamientos

(12,40 a 18,90 ppm ) indicando que 1a formación del complejo
ocurre en 1a cercanía del carbonilo.

2.- el H-6 sufre desplazamientos considerables
( 5,70 a 7,20 ppm ) si se lo compara con H-B ( 1,12 a 1,56ppm )

3.- metoxilos unidos al anillo B muestran desplg
zamientos muypequeños por estar alejados del sitio de formación
del complejo.

4.- el H-3 muestra desplazamientos pequeños
( -1,50 a 0,08 ppm ) así como Me0-3 ( 0,80 a 0,90 ppm ),si se
compara con MeO-6 ( 5,16 ppm ) y MeO-7 ( 1,00 a 1,30 ppm ).

Comoejemplo pueden verse en la tabla 11 los valores
de_" S " para cuatro flavonas distintas.( 11, 12, 19 y 11 ).

Es de notar que el H-3 del compuesto lá presenta un
desplazamiento a campos altos ( -1,54 ppm ) debido a un valor
grande de 6 en 1a ecuación de Mc Connell-Robertson:

S - K ( 3 cosze - i )/ r3 0- ánguio X-Eu-O
r - distancia Eu-X
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12: R = OMe 7: R = OMe

Tabla 11: Valores de ” S ” para dlstlntos flavonoídes

Posición zi 12 lá ZZ

3 0,08 -1.50 0,80 0,92

5 13,30 12,30 10,08 18,88

6 6,32 5,16 5,70 7,16

7 1,12 1,02 1,28 1,10

8 1,56 1,18 1,12 1,30

21,6' 0 -0,50 0,06 0,06
3'.5' -0,02 -0,26 0,10 0,12

0' 0 -o,18 0,00 0,32

La ecuación de McConnell-Robertson indica los valores de S pro­
vocados por interacciones de pseudocontacto 180

Otra manera de cuantificar el desplazamiento produci­
do por reactivos de desplazamiento es el valor AEu=ógíl -óg:0.
El -procedimiento involucra la medida de 1a diferencia de dese
plazamiento en ausencia y presencia de un equivalente molar del

181'182. Este valor se adopta cuanreactivo de desplazamiento
do se produce una curvatura considerable al graficar desplaza­
mientos en función de la relación molar, en especial en el caso

de Eu (DPM)3,[tris( diinalometanato ) de europio].
Es interesante el uso de distintos reactivos de deSplg
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zamiento 182 ya que algunas señales pueden desplazarse en sen­
tido opuesto. En la 5,6,7,4'—tetrametoxiflavona, el H-3 mues­

tra distintos desplazamientos con Eu(DPM)3y Eu(fod)3 ( 2,04 y
—4,50ppm respectivamente ) lo que permite diferenciar a este
hidrógeno del H-8.

3.- ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 13C ( 13c­

RMN )

Ternai y Markham183 realizaron un estudio sobre fla­
vonoides hidroxilados con el objeto de proveer conclusiones de
base para el estudio deotros compuestos más complejos. Comotra
bajo preliminar se estudiaron acetofenonas y ácidos cinámicos
modelo en el mismosistema de solvente utilizado en el estudio

de flavonoides ( DMSO-H20).

Acetofenona Acido cínámico Flavona

3 3
n 5|

7nllii1

I 5 oO a
HOZC

Los 13C-RMNde las acetofenonas ( Tabla 12 ) presentan
un singulete a campos bajos en la región de 205-208 ppmatribui­
do al carbono carbonilico y un singulete en 1a región de campos
altos entre 27 y 35 ppmdebido a1 carbono metilico.

En la 2,6-dihidroxiacetofenona, quedan sin asignar 4
señales. La señal a 162,5 ppmcorresponde a los 2 carbonos sus
tituidos por oxigeno, y 1a señal a campos altos, 108,7 ppma los
carbonos orto a los hidroxilos, C-3 y C-S. El C-4 aparece a cam
pos másbajos qie elesperado para un carbono meta al sitio de hidrg
xilación ( 137,8 ppm ). El C-l se observa a 111,7 ppm y es fá­
Cilmente identificable por su baja intensidad, debida a tiempos
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de relajación largos y a un escaso incremento nuclear Overhau­
ser. La asignación de otras acetofenonas se desprende de la an
terior; por ejemplo, en 1a 2,4,6-trihidroxiacetofenona la intro
ducción de un hidroxilo en C-4 provoca un desplazamiento de es­
te carbono a campos más bajos en 27,6 ppm, los C-2 y C-6 a cam­
pos bajos en 2,8 ppm, los C-l y C-3 / C-S a campos más altos en
6 ppm y 12,6 ppm respectivamente. Todos estos desplazamientos
son de 1a magnitud esperada por la aplicación de los datos de e
fectos de sustituyentes sobre el desplazamiento quimico de car­
bonos de compuestos aromáticos 184

Tabla 12: Desplazamientos químicos (6 c ) de acetofenonas.
C-1 C-2 C-3 C-h C-S C-6 C0 Me

2-hídroxiacetofenona 121,1 116,9 116,6 138,2 118,9 132,9 207,3 28,3

2,9-díhídroxiacetofs
nona 11h,3 165,0 103,7 165,6 109,7 135,2 205,1 27,3

2,6-díhldroxíacetofs
nona 111,7 162,5 108,7 137,8 108,7 162,5 207,3 39,0
2,9,6-trih1droxíace­
tofenona 105,7 165,2 96,1 165,5 96,1 165,2 205,0 33,6

13C-RMNde los ácidos cinámicosLos espectros de
( Tabla 13 )_muestran una señal a aproximadamente 170,6 ppm de
bida a1 carbono carbonilico y otras correspondientes a metoxi­
los aromáticos a aproximadamente 57 ppm.

Tabla 13: Desplazamientos químicos( 6C ) de ácidos cinámicos.

CB Ca C0 C-I C-2 C-3 C-h C-S C-6
ác. ü-hídroxíciná­
mico 186,7 116,0 170,6 126,9 131,7 117,3 160,3 117,3 131,7

ic. h-hídroxí-3-ms
toxchnámico 186,9 116,2 170,6 127,8 112,3 1h9,1 199,8 116,9 128,2
ác.'h-h¡droxi-3.5­
dimetoxlcínámíco 197,2 116,6 170,6 126,3 107,0 1h9,2 138,8 189,2 107,0

El espectro del ácido 4-hidroxicinámico muestra dos
señales intensas a 131,7 y‘117,3 ppmque se asignan a dos pa­
res de carbonos equivalentes C-2 / C-6 y C-3 / C-5. El C-l u­
bicado en panzal hidroxilo corresponde a la señal de 126,9 ppm.
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Las señales restantes, a 146,7 y 111,6 ppmse deben a los car­
bonos vinílicos ( C-2 y C-3 en la numeración de la flavona ).

Flavonas y flavonoles: en el caso de la 5-hidroxiflavona, su es
pectro puede interpretarse en base al de la 2,6-dihidroxiaceto­

185 Para la asigfenona y a1 de la flavona propiamente dicha
nación de los C-4, 7 y 10 se utilizó el primer modelo y para los
C-l',2',3',4',5',6' y C-3 el espectro de la flavona ( Tabla 14).
Las señales a 110,8 y 107,2 ppm son las correspondientes a C-6
y C-8, estas asignaciones se hacen en base a1 acoplamiento que
presentan estos carbonos con el protón de HO-S186 En la fla­
vonala señal correspondiente a C-2 se observa a 163,2 ppmy la
introducción de un hidroxilo en C-5 no debería afectar 1a densi
dad electrónica en ese sitio, por lo tanto se considera que la
señal de C-2 es aquella que aparece a 164,1 ppm. La señal de
C-9 se observa en la flavona a 156,3 ppm y debería sufrir Lumdes
plazamiento a campos bajos por la introducción de un hidroxilo
en neta y se atribuye por tanto a 159,8 ppm, mientras que la-sg
ñal observada a 155,8 ppmcorresponde al C-5.

El espectro de la 5,4'-dihidroxiflavona se aproximaal
de la 5-hidroxiflavona, observándose principalmente cambios en
las señales de los carbonos del anillo B. El nuevo carbono oxi
genado, C-4', aparece como singulete a 161,7 ppmy los carbonos
orto ( C-3' y C-5' ) meta (C-2‘ yC-6' ) y para ( C-l' ) se despla
zan en -12,2 ; +2,8 y -8,6 ppm respectivamente, de acuerdo con
los valores aceptados para este tipo de sustitución.

Las asignaciones de las señales correspondientes a la
apigenina ( 5,7,4'-trihidroxif1avona ) se hacen en base a lasde
5,4'-dihidroxiflavona ). Esto es cierto para los carbonos delos
anillos B y C, excepto el C-3 que no puede distinguirse inmedia­
tamente del C-lO. Estos dos carbonos se observan a 104,3 y 105,1
ppm. La primeraseñal es 1a menos intensa y por lo tanto corres­
ponde al carbono cuaternario C-lO. Esto se confirma comparando
el desplazamiento químico del C-lO ( numeración correspondiente
a las flavonas ) en acetofenonas y flavonas. La diferencia de
desplazamiento químico de este carbono en 1a 2,6-dihidroxiaceto­



Tabla14:Desplazamientosquímicos( 6C)deflavonasyflavonoles

0-2c-3c-9'c-sc-6c-7c-8c-9c-10c-1'c-2'c-3'c-9'c-5'c-6'

Flavona.163,2107,6178,9125,7125,2133,7118,1156,3129,0131,8126,3129,0131,6129,0126,3 S-hldroxíflavona164,1105,6182,9155,8110,8135,6107,2159,2110,1130,5126,4128,9132,0128,9126,4 5,4'-dlh1drox¡­
flavona165,5103,9183,4156,4111,4136,2108,0160,0110,5121,9129,2116,7161,7116,7129,2

5-hldroxl-4'-me­
toxlflavona164,1104,0182,6155,7110,6135,2107,0159,7109,9119,2128,2114,5163,4114,5128,2 5.7,4'-trlhldro­ xlflavona165.5104,3183,2158,7100,3164,995,6162,0105,1122,7129,8117,3161,8117,3129,3 5.7’3'.l’"tetra'. hidroxlflavona165,1103,9182,6158,299,9169,399,9161,6109,8123,1119,9195,9199,8117,0120,1 3',4'-d1hldroxl­ flavona164,2105,4177,9125,7125,1134,4118,4156,1123,6122,9114,0145,8149,5116,6119,5 3',4'-dlmetoxl-** flavona162,6105,8176,6125,0129,6133.6118,1155.6123,7123,3110,5199,3152,3112,5120,0

S-hldroxÍ-3',4'­ dImetoxlflavona169,1109,2182,6155,7110,6135,1106,9159,8109,9122,9110,6199,3152,7112,9120,3 3',4'-d1h1drox1-** flavonol197,7138,1173.8125,9125,9139,5118,8155,5121,5123,9116,3195,9198,1116,7121,7 S,7,3',4'-tetra-** hldroxiflavonol198,3136,7176,7157,599,6169,595,0161,9109,9123,7116,5195,7198,0116,9122,0 "k
LasasignacionespuedenInvertlrse.

LosvaloresseexpresanenppmreSpectodeTMS.
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fenona y su flavona equivalente, 5-hidroxiflavona, es de 1,5ppm.
Cuandoeste valor se aplica al del desplazamiento químico del e­
quivalente a C-lO en 2,4,6-trihidroxiacetofenona, el valor cal­
culado para C-10 en la apigenina es de 104,2 ppm. Por lo tanto,
en este último compuesto se atribuye la señal a 104,3 ppmal
C-lO y la de 105,1 ppm al C-3.

La introducción de un hidroxilo en C-7 de 5,4'-dihidr9
xiflavona causa en las señales de los carbonos orto , C-6 y C-8,
un desplazamiento a campos altos en aproximadamente l3ppm. Las
únicas señales en esta zona son las de 100,3 y 95,6 ppm que se
asignan a C-6 y C-8 respectivamente en base a los acoplamientos
que presentan con el protón de HO-S. Se esperan también despla­
zamientos de los carbonos oxigenados C-5 y C-9, pero no en C-4'
y C-2. De acuerdo a esto las señales a 165,5 y 161,8 ppm se a­
signan a C-2 y C-4' respectivamente. Las absorciones de C-5 y
C-9 deben desplazarse a campos más bajos en aproximadamente la
mismaproporción; en base a esto les corresponden las señales
de 158,7 y 162,0 ppm respectivamente. La restante a 164,9 ppm
se asigna a1 C-7.

El 3',4'-dihidroxiflavonol ( 3,3',4'-trihidroxiflavo­
na ) presenta un espectro con sólo 13 señales 183 . Sin embar­
go, una de ellas es muy intensa y debe representar a los C-5 y
C-6 ( 125,4 ppm ) por analogía con el espectro de la flavona .
La otra señal faltante corresponde a uno de los carbonos cuate;
narios, C-l' o C-lO, uno de los cuales se encuentra a 123,4 ppm.
La señal faltante está superpuesta con la correspondiente a43-6'
a 121,7 ppm, hecho que se comprueba estudiando el espectro acg
plado con protón, en el cual la señal correspondiente a C-6' se
elimina de esta región por acoplamiento. La señal a 123,4 ppm
se asigna tentativamente a1 C-l' ya que en el espectro de 5,7,
3',4'-tetrahidroxiflavonol, dondeel C-10 se encuentra alejado
de la región, el C-l' aparece a 123, 7 ppm. La Comparación con
el espectro de la 3'4'-dihidroxif1avona permite la asignación
de la mayoría de las señales. Dos son completamente nuevas(14L7
y 138,1 ppm ) y deben representara los C-2 y C-3, pues la intro­
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ducción de un HO-3 tiene que producir un desplazamiento importan
te. En base a los efectos de sustituyentes, la señal correspon­
diente a C-2 debe sufrir un desplazamiento a campos altos, desde
164,2 a aproximadamente 151,0 ppm y el C-3 a campos bajos, de
105,4 a aproximadamente 132,0 ppm. Portanto la señal a l47f7ppm
se considera representante de C-2 y 1a otra, a 138,1 ppmde C-3.
Esto se confirma por la presencia de un singulete a 138,1 ppm
en el espectro acoplado. Los desplazamientos observados son ma­
yores que los esperados; esto es análogo a la relación entre
2-ciclohexenona y 2-hidroxiciclohexenona 187.Sin embargq,el efes
to de hidroxilación en la 2-ciclohexenona es de 17,2ppmsobre
C-2 y -32,l ppm sobre C-3, mientras que en flavonas este efecto
es de 29,2 y -16,8 ppmpara los carbonos correspondientes. Es­
tos últimos desplazamientos son similares a los observados en un

anillo aromático ylgïeden deberse a la aromaticidad parcial del
anillo C (pirona ) .

Los otros únicos carbonos afectados notablemente por
1a introducción del H0-3 son C-2' y C-6'. Estos dos carbonos y
C-5' se encuentran a 121,7; 116,7 y 116,3 ppm. El C-5' es fácil
mente identificable ( 116,7 ppm ) porque carece de acoplamien­
to con hidrógenos nmta en el espectro acoplado con protón. La se
ñal a campos mayores corresponde al C-2' que sufrió, como C-6',
un desplazamiento a campos bajos de aproximadamente 2 ppm.

Al comparar el espectro anterior con el de 3',4'-di­
metoxiflavonol se encuentran diferencias notables en los carbo­
nos del anillo B. Por ejemplo, se observan desplazamientos a
campos más bajos de los carbonos sustituidos ( C-3' y C-4' ) en
aproximadamente 3 ppm, junto con desplazamientos a campos más
altos, en 4 ppm, para C-2' y C-5'. Estos desplazamientos son
mayores que los esperados por efecto de sustituyente184'1885rse
ddxmprobablemente a interferencias estéricas entre los grupos
metoxilo vecinos, provocando desviaciones de las reglas de adi
tividad 189'190.
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Estudio de los acoplamientos 13C- lH: es de utili
dad para asignar las resonancias de carbonos especificos y debe
efectuarse el estudio de los espectros totalmente acoplados de al
ta resolución; es de poca utilidad,en este caso,la técnica SFORD.

Weigert y Roberts 192 demostraron que las constantes

de acoplamiento a 2 y 3 enlaces, 2JCCHy 3JCCCHen el benceno va­
len l y 7 Hz respectivamente. Por ejemplo, el espectro acoplado
de la S-metoxiflavona muestra un doble tripletepara la resonancia
asignada a C-4'; un doblete altamente espaciado lJ = 161 Hz debi
do al_protón unido directamente a C-4', y el triplete en que se
parte cada una de las ramas del doblete con 3J = 7 Hz indica que
el C-4' es meuz a dos hidrógenos. La resonancia del C-7 aparece
como doblete ( lJ = 164 Hz ) indicando que no tiene hidrógenos
en relación nwta. En el caso de monometoxiflavonas 193 los C-5 a
C-8 pueden aparecer como dobletes ( lJ = 165 Hz ) o doble doble­
tes, dependiendo de la presencia o ausencia de hidrógenos en po­
sición meta.

Los picos de baja intensidad debidos a carbonos cuater
narios son dificiles de observar en espectros acoplados porque
pueden estar ocultos por absorciones más intensas originadas por
la partición de carbonos unidos directamente a hidrógeno. Sin
embargo, si pueden observarse con resolución adecuada, pueden<dar
información, especialmente referente a la sustitución en el ani­
llo A. En el caso de monometoxiflavonas, el C-9 se observa como
triplete con estructura fina, excepto en 1a 5-metoxiflavona don­
de se puede ver un doble doblete ( 3J N6 Hz, 2J'hl Hz ) ya que
una posición nwta se encuentra bloqueada por el sustituyente; y
en la 7-metoxiflavona donde la partición no es clara pero no es
un doble triplete.

El C-lO da también información acerca del esquema de
sustitución del anillo A. En la 4'-metoxiflavona, el C-lO se
observa claramente comoun doble triplete. El valor de 3J = 7Hz
en el triplete indica que el C-lO tiene 2 hidrógenosnwta; en cam
bio en la 8-metoxiflavona este carbono aparece comodoble doble­
te ( 3J m7Hz y 2J N1 Hz ) ya que una posición men: está ocupada.
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En general, las pequeñas particiones de un carbono de
terminado con hidrógenos ortotapana ( 2J y 4J N 1 Hz ), se obseg
van en algunos casos y no en otros. Estas pequeñas particiones
por tanto, no son de utilidad debido a su incidencia irregular.

S-hidroxiflavonoides: este tipo de compuestos demostraron pre­
sentar acoplamientos spin-spin entre los carbonos aromáticos y
el protón quelado del HO-S ( C-S - og---oc-4 ) hecho que permi­
te identificar a estos átomos.

Entre los carbonos sp2 del compuesto lg se espera que
C-lO , C-6 y C-8 resuenen a campos más altos. El espectro aco­
plado a protón en la zona de 90 a 105 ppm muestra las resonan­
cias de dos metinos y un carbono cuaternario. Los dos multiple
tes asignables a C-6 y C-8 difieren en su estructura fina. El
C-6 presenta un doble triplete debido al acoplamiento con H-8
y 50-5. Esta asignación se confirma al observar el espectrolug
go de intercambiar con D20, que transforma la señal del C-6 en
un doble doblete. La constante de acoplamiento 3J[É-6 - C-S-Og
es igual a 4,5 1 1,0 Hz. La señal correspondiente a C-B se ob­
serva siempre como un doble doblete. El C-lO presenta un doble
triplete centrado a 101,5 ppmy colapsa a un triplete luego del

20,3J [9-10 - c-5-og] = 4,5 ; 1,0 Hz. Los c-s,
C-7 y C-9 deben ser los carbonos cuaternarios más desprotegi­
intercambio con'D

dos y se asignan a tres señales entre 162 y 167 ppm.

OH

Al comparar los espectros acoplados sin y con inter­
cambio con D20se verifica que todas las señales correspondien­
tes a esos carbonos presentan acoplamientos con 50-5. La señal
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centrada a 166,5 ppm, doble triplete, se convierte en un triple
te luego del intercambio con DZOy se asignó a C-7. La menor de
las dos constantes se atribuye a 4J [C-7 - C-5-Ofl] = 1,51 0,5HZ
y la mayor proviene de acoplamientos de igual magnitud con los

dos protones geminales unidos a C-6 y C-8; 2J [9-7 - C-6-g] =
ZJ [9-7 ' C’B-H] = 3,0 r 0,5 Hz. Lo correcto de esta asignación
se verificó comparandolas constantes de acoplamiento geminales
del C-4 con los H-3 y H-S en la 2,4,6-trihidroxiacetofenona, que
sirvió como compuesto modelo; 2J C-4 - C-3-H = 3,2 Hz.

El C-5 del compuesto lg aparece a 163,3 ppm como un
multipletesimétrico de seis líneas que se simplifica a triplete
luego del intercambio con D20; 2J [g-S-Ofi] = 5,0 t 0,5 Hz. Las
constantes de acoplamiento que involucran a HO-Sson comparables
a las observadas en el tolueno entre los carbonos del anillo y

los protones metilicos 2J [C-l-Cg]= 6,0 Hz; 3J[C-2-Cg] = 4,2 Hz.
La comparación de los desplazamientos químicos de los

C-10, C-5 y C-6 en los derivados protónicos y deuterados de lg
muestran pequeños desplazamientos a campos altos en los últimos
( -0,06;-0,39 y -0,07 ppm ) .

Chang ' realizó, utilizando también estos princi
pios, la asignación de la isoflavona 12 . Basándoseen las re­

glas de aditividad es dificil diferenciar C-5, C-7, C-9 y C-4';
y C-8,C-6, y C-3 de C-l'. Sin embargo, un detallado análisis
de las constantes de partición 13€ - lH a larga distancia permi
tió resolver las ambigüedades. Se analizó el espectro acoplado
con protón en acetona-dó. El C-4‘ muestra un multiplete no re­
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suelto a 160,2 ppmdebido a acoplamientos con los protones del
metoxilo, con H-2' e H-6' y posiblemente con H-3' e H-S'. El
C-9 presenta un solo protón a dos enlaces ( H-8 ) y se observa
por tanto como doblete a 157,5 ppm. Un triplete a 161,1 ppmse
asigna a C-7 ya que es e1 único carbono que presenta dos proto­
nes a dos enlaces ( H-6 e H-8 ). El C-S está partido en dos dg
bletes debidos al acoplamiento con H-6 y HO-S. Este último acg

plamiento provoca una partición adicional para el C-6,3JEg-6 ­
C-S-Og] = 7 Hz; que se observa como doble doblete de dobletes
a 99,6 ppm,mientras que el C-8 aparece como doble doblete a
94,0 ppm. El C-10 se observa comocuarteto ( doble tripletecon
dos ramas superpuestas ) debido a particiones con H-6, H-B y
HO-S. Se observa en este caso y el anterior que las particio­

nes l3C-1H a tres enlaces son estereoespecíficas, 3JLQ-lo —C-5
-og] = 4,3 Hz (sin ) y 3.1[9-6 —c-5-og]= 7 Hz (anti ). Esto es
similar a lo que ocurre en sistemas olefinicos y en el com­

puesto gg, donde se observa que 3J g-Z - C-l-Og]= 4,4 H; (sin)
es menor que 3J[g-6 - C-l-Og]= 8,3 Hz ( anti).

El C-l' de 12 se distingue fácilmente de C-3 por sus

3J [_c_-1'-c-2'-c-3 ' —g]=
8,0 Hz L mientras que 3J g-3-C-l'-C-2'-g]= 4,0 Hz. El singule­
te a 151,2 ppm se asigna al C-2 que es el único carbono aromáti
co sin protones a 2 y 3 enlaces.

constantes de acoplamiento a 3 enlaces (

Metoxiflavonas: a fin de determinar la influencia de un grupo
metoxilo en cada uno de los carbonos de un flavonoide se efec­

tuaron los eïggcïggs de 13C-RMNde los distintos derivados mono
metoxilados ' ( Tabla 15 ) .



Tabla15:Despla2am1entoquTmÍco( 6 Flavona S-metoxiflavona 6-metoxlf1avona 7-metox1f1avona 8-metoxlf1avona 2'-metox¡f1avona 3'-metox1flavona h'-metoxlf1avona
LosvaloresseexpresanenppmreSpectodeTMS.

c-2
163,0 162,2 162,0 163,5 162,0 160,5 162,2 162,6

C-3
107,3 108,1 105,8 106,0 107,1 112,3 106,9 105,2

c-0
178,0 176,3 176,6 176,2 176,9 177,0 176,9 176,6

SeutilizóDMSO-d6comosolvente.

C-SC-6
125,0120,9 159,0109,8 105,2156,6 125,8110,0 115,8120,7 120,8120,0 125.1120,0 120,8120,0

C-7
133.5 133,8 122,6 162,5 107,1 133,2 133,8 133.5

C)demonometoxíflavonas

C-8
117,9 107,0 119,5 100,6 109,1 117.9 118,0 117,8

C-9
156,0 157.3 150,1 157,1 155.6 155.3 155.3

199

C-10
123.7 113,8 123,8 116,8 125,2 122,8 123,0 123,0

131,5 130.7 131,0 131,1 131,6 120,0 132,2 123,0

c-3'

126,0128,8 125,6128,6 125,8128,7 125,8 126,0

128,7 129,1

157,“111,2 111,0159.5 127,7110,3

c-0'
131.3 131,1 131.3 131,1 131,6 132,0 117,3 161,8

C-S'
128,8 128,6 128,7 128,7 129,1 120.5 129,9 110,3

C-6'
126,0 125,5 125,8 125,8 126,0 128,7 118.3 127.7

85
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En la mayoría de los casos, se asignan las señales u
sando los efectos conocidos provocados por la introducción de
un metoxilo en un anillo aromático 4’188. En derivados sim­
ples del benceno, los carbonos oruaa un metoxilo se protegen
en aproximadamente 15 ppm y los carbonos para en 9 ppm. Los
carbonos con relación nmtason escasamente afectados. Por lo
tanto, un cambio secuencial de la posición del metoxilo alredg
dor del anillo A y del anillo B resultará en una protección se
cuencial de los carbonos oruaal metoxilo. Los valores de la
tabla 15 179 permiten calcular el efecto real que produce un
metoxilo en un flavonoide restando el valor de desplazamiento
observado para un determinado carbono del correspondiente en
la flavona sin sustituir. Los desplazamientos inducidos en pg
sición<nwo por un metoxilo son irregulares. Un metoxilo unido
a C-2' desplaza al C-3' en aproximadamente 17 ppm a campos al­
tos y al C-l' en 12 ppm. En cambio, un metoxilo unido a C-3'
desplaza 14 ppm a C-4' y C-2', mientras que un MeO-4' desplaza
a los carbonos 3' y 5' en aproximadamente 15 ppm. Por tanto,
en el anillo B los desplazamientos observados son similares a
los registrados en bencenos simples Ï 3 ppm.

Sin embargo, la sustitución en el anillo A produce u
na gran dispersión en los valores de desplazamiento. Por ejem­
plo, un MeO-S desplaza a C-6 en 15 ppm y al C-lO en sólo 10 ppm.
Un Me0-6 desplaza al C-7 en 10 ppm y al C-5 en 20 ppm, y un me­
toxilo unido a C-8 desplaza a C-9 en 10 ppm y a C-7 en 17 ppm.
Es decir que los desplazamientos determinados para derivadossim
ples del benceno, no pueden aplicarse para los sustituyentes en
el anillo A.

La utilidad de los datos de la tabla 15 depende de
su aplicabilidad a otras flavonas másaltamente sustituidas.
Se compararon los valores de 6 calculados y obtenidos experi­

C
mentalmentepara 5,7,3',4'-tetrametoxiflavonol .

El valor básico de C-5 en la S-metoxiflavona es 159,4
ppm, pero como el efecto de un Me0-7 sobre C-5 es de +1,4 ppm,
el valor esperado seria entonces de 161 ppm, muy cercano al ob­
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servado.

C-S C-6 C-7 C-B C-9 C-10

Valor real 162,8 95,5 169,0 92,3 160,3 106,0

Valor calculado 161 99 16h 91 160 108

C-l' c-2' c-3' c-h' c-5' c-6'
Valor rea] 123,6 110,3 1h8,6 150,1 110,8 120,h

Valor calculado 12h 111 1h5 1h8 115 121

La coincidencia en general es buena, pero los C-3',
C-S' y C-6 muestran desviaciones importantes entre los valores
de desplazamiento quimico experimentales y calculados. Es pro
bable que esto se deba a factores estéricos.

. . . 200 .Polimetox1f1avonas: Cambie etaZ. determinaron los 13C-RMN
de unos 20 polimetoxiflavonoles, pudiendo obtener las siguientes
conclusiones:

1.- Carbonos del anillo C: en compuestos con el gru­
po MeO-5, el C-4 se observa a un valor medio de 172,1 ppm mien­
tras que en 54üdroxiflawxxúdes se produce un desplazamiento a cam
pos bajos de aproximadamente 6 ppm a un valor medio de 178,0ppm.
El C-3 se observa a 138,9 ppmya que tiene en general un entor­
no bien definido. Lo mismo ocurre con C-2 que se observa encwm
puestos con MeO-3a 152,9 ppm. Pequeñas variaciones en el ese
quemade sustitución del anillo B no afectan su desplazamiento
quimico. En el espectro enteramente acoplado de 5,7-dihidroxi­
3-metoxi-3',4'-metilendioxiflavona, la señal correspondiente a
C-2 es un triplete con J = 3 Hz debido al acoplamiento bencili­
co con los H-2' e H-6'. En la 5-hidroxi-3,7,8,4'-tetrametoxi­
flavona se observa comotriplete con J = 4,5 Hz.

2.- Carbonos del anillo B: en el espectro totalmente
acoplado de 5,7-dihidroxi-3-metoxi-3',4'-metilendioxiflavona se
observa que: C-l' aparece como doblete ( J = 6,8 Hz ) a 123,9
ppm, por acoplamiento con H-5'; C-2' como doble doblete ( 1J 5
167 Hz; 3J = 8,8 Hz ),centrado a 107,9 ppm, por acoplamientos
con H-2' y H-6'- C-3' se observa comouna señal ancha no resuel
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ta a 147,7 ppm mientras que el C-4‘ se ve como un triplete a
149,5 ppm ( J = 8,8 Hz ) con acoplamientos con H-2' y H-6'; el
C-S' es un doblete con lJ = 167 Hz, mientras que C-6' se ve co­
mo doble doblete ( lJ = 166 Hz, 3J = 5,9 Hz ). La aparienciade
estas señales es similar a la presentada por el piperonal.

CHO

3-metoxí-S,7-dlhldrox¡- Píperonal
flavona

3.- Carbonos del anillo A: las asignaciones se efec­
tuaron por analogía con otros casos, por el estudio del espec­
tro parcialmente y totalmente acoplado .

En el caso de 5,7-dihidroxi-3-metoxi-3',4'—metilendi­
oxiflavona son posibles para el C-5 y C-7 cinco acoplamientos
a dos enlaces. El único observado es el existente entre C-5 y
el protón del hidroxilo fuertemente unido por puente de hidró­
geno con el oxigeno carbonilico ( J = 3,0 Hz ).
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ESTEROLES, 3-CETOESTEROIDES a,B-INSATURADOS Y TRITERPENOS TE­

TRACICLICOS CON ANILLO CICLOPROPANO

g-ESTEROLES

La coexistencia de A5y A7-esteroles es de interés big
201’202 demostraron que en animales, elgenético. Akhtaret aL

¿5,1A7-colesterol es precursor del colesterol por intermedio de
dienos. Se supone que en los vegetales funciona un mecanismo a
nálogo y que los A7-esteroles son precursores de los AS-estero­
les 203'204 ( Fig. 31 ), y que la ausencia de los A5'7—dienosin
termediarios se deberia a la rápida hidrogenación del enlace A7.
Un argumento en apoyo de esta hipótesis es el hecho de que la
planta Nicotianatabacumtiene la capacidad de convertir estigmast­
7-en-3-B-ol en sitosterol 205

Figura 31

Los A7-esteroles, están muydistribuidos en la natura
leza. El estigmast-7-en-3-B-ol ( A7-sitosterol ) se aisló e i­
dentificó de numerosos vegetales: Momordicachantia , Spinaceao­
Zeoracea207, semillas de girasol 08 y semillas de Lactucasati­

3-CETOESTEROIDES a,B-INSATURADOS

Los esteroles, esteres y glicósidos de esteroles son
productos típicos del metabolismode plantas superiores.

Es poco, en cambio, lo que se conoce sobre cetoesteroi
des, en particular compuestos con el agrupamiento 4-en-3-ona.
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Se encontró estigmast-4-en-3-ona ( sitosterona ) en
0 211tejidos de Apocynumcannabinwn21 , corteza de especies de pino

212
I

214
216

madera de Quassia (mara
maz ) 213 , Pinus radica

cultivo de tejido de soja ( GZycine
callos de tejido de Stephaniacephe­

mntha 215 , Quercus glauca y en raíz de Cannabis sativa217 junto
a campest-4-en-3-onay estigmast—4,22-dien-3-ona.

Formacióny transformación de 3-cetoesteroides en vegetales:

Se encontró que en algunos vegetales los esteroles se
metabolizan a 3-cetoesteroides, comopor ejemplo: los homogena­
tos de hojas de Che-¿ranthuscheiri transforman sitosterol en si­

218, mientras que en Solanumtuberoswnel colesterol fortosterona
ma colest-4-en-3-ona y 26-hidroxicolesterol. Se comprobóque
amboscompuestos constituyen parte de las primeras etapas de la
biosíntesis de sapogeninas y alcaloides esteroidales 219

En Digitalis Zanata 220
mediaria en la biosíntesis de tigogenina _8_ly gitogenina 8_2_

la colestenona actúa como integ

Otro estudio sobre Solanumtubercswndemostró que coles­
terol se transformaba en colestenona y ésta en colestan-3-a-ol y

221 En homogenatos de hojas de Digitalis purpu­colestan-3-B-ol
rea, Cheirathus che-¿ri y Straphanthus kombela colestenona se transfoí
ma en 5a-colestan-3-ona 222
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TRITERPENOS TETRACICLICOS CON 9:19-CICLOPROPANO

El ciclolaudenol Q se aisló por primera vez de opi0223,
determinándose que contenía en su estructura un grupo vinilide­
no y un anillo ciclopropánico, con el mismonúcleo que el ciclo

artenol gi. La estructura fue determinada poco tiempo después
y se concluyó que se trataba de 24-metil-A25—cicloartenol 24

Este compuestose aisló de distintas fuentes vegetales,
225

Icomo rizomas de Blechnumfilifome lípidos cuticul-ares y ci­
toplasmáticos de Nicotiana tabacwn226 y Meliatua major 227 .

Biosintesis:

La biosintesis de esteroles típicos de plantas requig
re la introducción de un grupo alquilo en la cadena lateral.
En este proceso, es necesaria la participación de S-adenosilr
metionina comodonor de grupos alquilo, un A24-esterol como prg
cursor, migración de un hidrógeno de C-24 a C-25 y la formación
de un 24-metilenesteroide por pérdida de un protón del grupo al
quilo que ingresó 28-231 ( ruta a, Fig. 32 ).

Sin embargo, en triterpenos comoel ciclolaudenol con
un grupo metileno unido a C-25 se requiere una modificación en
el mecanismo 232 como las indicadas en la figura 32 por las ru­
tas b, c y d. ‘

Estudios realizados sobre la biosintesis del triterpe­
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NH

CH + l 23-S-CH2CH2CHC02Hadenosilo

"a2
" 26\\

28GB CH3
3 .

-H ( c-26 ) /"
+

_____17______.
Ha Haa +

'H caza
+ H: ( c-28 )
- H ( c-26 ) ,z'

H C

d a Ha
+ 2 H

CHZH caza

- 2 H c-2M (54€)"W
H a

Figura 32: BíosTntesls de la cadena lateral de ciclolaudenol. Los H provienen
del grupo metllo de la metlonína, mientras que H surge del H-h
pro R del ácido mevalónico. a

no en rizomas de Polipodiumvulgare , permiten suponer que el
camino seguido corresponde a la ruta b, donde el ión carbonio
formado se estabiliza por pérdida de un protón de uno de los mg
tilos terminales. Un mecanismosimilar parece operar en culti­
vos libres de células de especies de Trebouxiay Scenedesmue234
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EEPECTROSCOPIA DE MASAS DE ESTEROIDES

Los esteroles naturales se encuentran normalmente en
mezclas complejas, siendo por lo tanto, la cromatografía gaseo­
sa de gran utilidad para su análisis, en particular cuando se
acopla a espectrometria de masas. Este estudio se realiza con

frecuencia usandoderivados trimetilsililadps, ya que presentan
modoscaracterísticos de fragmentación de los cuales se pueden
desprender detalles estructurales.

Derivados trimetilsililados de AS-esteroles:

Los dos fragmentos que presentan mayor abundancia re­
lativa son invariablemente los que se observan a m/e 129 y m/e
correspondiente a M-129 . La ocurrencia de este par de frag
mentos se toma comocaracteristica de este tipo de estructura.
Diekman y Djerassi determinaron que el ión m/e 129 estaba
constituido por los carbonos 1,2 y 3 del esqueleto ( Fig. 33 )

Figura 33



En este esquema, estas fragmentaciones ocurren ya que la ruptu­
ra de los enlaces 3-4 y 1-10 está favorecida por la activación
alílica, la transferencia de hidrógeno desde C-2 procede a tra­
vés de un intermediario de 6 centros y el ión m/e 129 es conju­
gado y posee un número par de electrones.

En el caso de derivados del tipo 4-alqui1colesterol,
se observa una estabilización del ión H - 129 produciéndose re­
tención de carga en la unidad hidrocarbonada. Djerassi, postu­
ló el esquema de fragmentación que se ve en la figura 34.
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En la medida que aumenta el número de grupos alquilo en C-4 se
estabiliza el ión carbonio y predominael caminof--g, intensi
ficándose la abundancia relativa del ión H - 129.

En el caso de los derivados trietilsililados se obseg
va el ión m/e 171. Este ión h, se produce por una fragmentación

e que produce el ión m/e 129 en los derivadosanáloga a la a
trimetilsililados. |

Los otros picos presentes, si bien no poseen valor
diagnóstico, se pueden ejemplificar en el espectro de masas del
colesterol:
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M- 15: ( 13% ) corresponde a la pérdida de radical metilo a
partir del ión molecular. Si bien la pérdida del metilo-19
unido a C-lO produce un catión alilico i, el sitio más activo
para la pérdida de metilo es el átomo de silicio ( a——oj).+\ \ \

ade +' N
Me3Slo Me sio

. 2 +. I .

L a SiMe2 L

Esta predicción se basa en el hecho de que el ión m/e 471 ( M­

CZH5) es el más intenso en el espectro de masas del derivado
trietilsililado del colesterol. En este caso, no se observó la
pérdida de metilo, correspondiente a la pénfida de Me-l9 ( m/e
485 ).

M—90: por determinaciones de alta resolución se verificó que
el fragmento m/e 368 ( M - 90, 66% ) se debe a 1a pérdida de
trimetilsilanol ( TMSiOH). El H-3 no participa en esta pérdi­
da, en cambio, aparentemente sí lo hacen H-l e H-4.

M- ( 90 + 15 ): corresponde a la pérdida de trimetilsilanol y
metilo, muyprobablemente Me-19.

m/e 255: proviene de la pérdida de TMSiOHy de la cadena late+
ral ( 12% ).

m/e 213: corresponde a la pérdida de TMSiOH,cadena lateral y
tres carbonos del anillo D acompañadospor una transferencia de
hidrógeno de la especie que retiene la carga.

1+"

- TMSíOH ____, m/e= 213
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Derivados trimetilsililados de A7-esteroles:

Son característicos de estos compuestos los fragmen­
tos m/e 255, por pérdida de TMSiOHy de la cadena lateral; y los
iones m/e 213 y 229 formados por pérdida deTMSiOH, de la cadena
lateral y parte del anillo D 237'238. Nopresentan los picos ca
racteristicos de As-esteroles a m/e 129 y M—129.

Comoejemplo, Farines etcú. , identificaron en acei­
te de semilla de Argamlaepinoaa Su-estigmast—7,22(E)—dien-3-B-ol
( espinasterol ) y Sa-estigmast-7-en-3-B-ol ( escotenol ).

a:.... EscotenolH Espínasterol

El CGL- EMde sus derivados trimetilsililados mostró
los iones moleculares a m/e 484 y 486 respectivamente, correspog
dientes con los de esteroles de C-29 Con dos y un doble enlace.
El espinasterol presenta un fragmento con m/e 345 correspondien
te a la pérdida de 139 uma desde el ión molecular ( CIDH19 ) .
lo cual indica que la cadena lateral posee un doble enlace. La
hidrogenación parcial de este doble enlace durante la fragmenta­
ción para dar el fragmento m/e 343, por transferencia de hidró­
genos del anillo D, prueba que ese enlace está ubicado entre las
posiciones 22 - 23 240. ( Fig 35 ).

Amboscompuestos presentan fragmentos a m/e 255 y 213
l . 7 l .caracteristicos de A-esteroles, comose detallo anteriormente.
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H - ( cadena lateral
+

m/e 3h3

Figura 35

Fragmentaciones de 3-cetoesteroides 0,8-insaturados:

El comportamiento en espectrometria de masas de 3-ce­
toesteroides a,B-insaturados, en particular 3-ceto-4-en-esteroi
des, fue investigado tempranamente debido a 1a presencia de es­

te tipo de comsïïstos entre las hormonasesteroidales biológicamente activas .
Estudios realizados por Shapiro y Djerassi

este tipo de compuestos,determinaron el mecanismode formación
242 sobre

del fragmento más importante en cuanto a valor diagnóstico m/e
124. Este proceso involucra 1a ruptura del anillo B y la trans
ferencia de dos hidrógenos desde los C-B y C-ll. Con esta in­
formación, la fragmentación puede ocurrir de dos maneras diferen
tes, dependiendo de que la primera transferencia de hidrógeno
provenga de C-8 ( a-——c) o de C-ll ( a'——c' ); 1a segunda trans
ferencia de hidrógeno proviene de una posición activada alíli­
camente, ( Fig. 36 ).

Posteriormente se pudo determinar que el primer paso
es la transferencia de hidrógeno de C-8 y la segunda transferen­
cia proviene principalmente de C-ll y C-l4

En general, los cetoesteroides saturados no exhiben
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\\

l | l g

a b H85_, m/e 12h

Figura 36

fragmentacionescaracteristicas que los diferencien entre si
( androstan-3-ona y colestan-3-ona ). Sin embargo, los deriva­
dos a,B-insaturados exhiben una fragmentación caracteristica de
tipo general observable en presencia de distintos sustituyentes

Es interesante analizar las diferencias existentes en
tre A1,Sa-androsten-3-ona gg y A4-androsten-3-ona gg.

El compuesto gg presenta tres fragmentos importantes
a m/e 230, 188 y 122. El ión m/e 230 proviene de la pérdida de
cetena del anillo A. El ión m/e 122 proviene de la ruptura de
las uniones 6-7 y 9-10 sin aparentes transferencias de hidróge­
no. El ión m/e 188, correspondiente a la fórmula C14H20,pro­
viene de una descomposición que involucra la ruptura de al me­
nos 3 uniones carbono-carbono.( Fig. 37 ).

E1 espectro de gg presenta iones m/e 230, 187, 149 y
Los que aparecen en ambos compuestos a masas menores ca­

El ión m/e 230 proviene de la pér­
124.
recen de valor diagnóstico.
dida de cetena del anillo A y los iones m/e 149 y 124 se generan
por ruptura de las uniones 6-7 y 9-10 acompañadas de transferen
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cia de hidrógeno. El ión m/e 187 corresponde a C14}!19y se ge­
nera por distintos tipos de rupturas que las que forman el frag
mento a m/e 188 del compuesto gg ( Fig 3B )

23o '

H1“
.6 .

188 /122 .
85 7+

85

HO
m/e = 122

Figura 37

a?
O

81-; ­
m/e = 187

( M - 85 )

Figura 38
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El ión m/e 149 resulta de 1a fisión de las uniones
6-7 y 9-10 con retención de carga en 1a posición hidrocarbonada,
acompañada por transferencia de un hidrógeno al fragmento que
lleva oxigeno.

m/e = 149

( M - 123 )

El espectro de masas de la colest-4-en-3-ona gl pre­
senta los siguientes fragmentos 244: m/e ( % ); 384 ( M+, 60 );

369 ( M - Me, 5 ); 342 ( M - CHZCO , 11 ); 299 ( M - 85, 5 );
271 ( M - 113, 5 ); 261 ( M - 123, 12 ); 229 ( 271 - 42, 70 );
124 ( anillo A, 100 ).



101

ESPECTROMETRIA DE MASAS DE TRITERPENOS TETRACICLICOS CON LA

UNIDAD 9:19-CICLOPROPANO

Los espectros de masas de estos compuestos presenta­
ron dos tipos distintos de rupturas:

1.- fragmentos inducidos por la presencia de ani
llo ciclopropano. .

2.- fragmentos producidos por la pérdida o ruptu
ra de la cadena lateral.

Fragmentosproducidosgpor la presencia del anillo 9:19-cicl9pro­
pano: '

La influencia del anillo ciclopropano se manifiesta
en el espectro de masas por la aparición de un fragmento a de
masa par ' . La posición de este pico es independiente de
la sustitución en C-4, asi comode la función oxigenada de C-3,
pero se desplaza al variar la cadena lateral.

En el espectro de masas del cicloartenol gi; su acetg
to gg; 2,2-d2-cicloartenol gg; 2,2,3-d3
artenona gl y 2,2-d2-cicloartenona gg, el fragmento a se obser­

-cicloartenol 22, ciclo­

va a m/e 286. Se desplaza a m/e 288 en el cicloartanol 2; indi
cando que la cadena lateral es retenida en el fragmento. El a­
cetato de polinasterol gg, que no tiene metilos unidos a C-4,
pero posee la mismacadena lateral que el cicloartanol, presen­
ta este pico también a m/e 288. Unpico similar, desplazado en
14 umarespecto del acetato de cicloartenol se observa en ciclo­
laudenol gg a m/e 300. De lo anterior se desprende que el ani­
llo A se pierde en el curso de la fragmentación que conduce al
fragmento a.

Este fragmento se forma por ruptura del anillo ciclo­
propano y su formación requiere la pérdida del anillo A junto
con los carbonos 6 y 19. La ausencia de experiencias con com­
puestos marcados isotópicamente no permite dilucidar este punto.
Dos posibles rutas son las indicadas en las figuras 39 y
figura 40
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g) m/e - 286

Figura 39

Figura no
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El espectro del cicloartenol gi muestra un pico b,
a m/e 339 ( M —18 - 69 ). Este fragmento no se desplaza en el

espectro de 2,2,3-d3—cicloartenol 22 o acetato de cicloartenol
gg. Un pico similar presenta el ciclolaudenol gg a m/e 353 .
En cambio, el acetato de eucalenol 22, que tiene un solo metilo
en C-4, y el acetato de polinasterol gi, que no está sustituido
en C-4, muestran este fragmento a M- 60 - 55 y M-60 - 41 res­
pectivamente. Esto indica claramente que los carbonos 2,3 y 4
se pierden en la formación del ión b.

Otro fragmento g, se observa a M - 18 - 43 en los es­
pectros de masas de algunos compuestos con hidroxilo libre uni­
do al C-3 de esta serie y que posee cadenas laterales distintas.
El acetato de cicloeucalenol 22, con un solo metilo en C-4,
muestra este pico a M —60 - 43. Se cree que ni la cadena late
ral ni el C-4 están involucrados en este proceso de fragmenta­
ción. Compuestos marcados con deuterio en C-2 y C-3, gg y gg,
sugieren que estos dos carbonos se retienen en este ión.

Fragmentos producidos por la pérdida de la cadena lateral:

Se observa un pico g correspondiente a la ruptura de
1a cadena lateral entre C-l7 y C-20 en todos los compuestos de
esta serie, asi como también fragmentos g —18 o g —60 de
pendiendo de la presencia de un hidroxilo o acetoxilo en C-3.

La cadena lateral que posee un doble enlace puede eli
minarse a veces junto con dos hidrógenos del anillo , aunque el
fragmento proveniente de tal proceso parece ser menos pronuncia
do para este tipo de triterpenos tetraciclicos que en el caso
de esteroides.

El espectro de masas del acetato de 24-metilencoles­
terol 21 o el acetato de fucosterol muestra un fragmento inten­
so a m/e 296 que se origina probablemente como se indica en la
figura 41. Esta fragmentación no ocurre en triterpenos tetra­
ciclicos con 9:19-ciclopropano, que tienen un metileno unido a
C-24' ü Y 9-6.
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Figura h]

En la tabla 16, se resumen las rupturas mencionadas
para triterpenos tetracíclicos.

Tabla 16: Principales fragmentos observados en el espectro de masas de tri­
terpenos tetracfclícos.

compueSto H+ [2362. ¡2383 [2335 ¡"61361

ü 1.26 286 339 365 315 - 297

8_8 ¿.68 286 339 365 357 - 297

gg 1428 286 339 367 317 - 299

2 1329 286 339 368 318 - 3oo

g 1.21. 286 - - 313

__2_ 1.26 286 - - 315

9__ 828 288 31H 367 315 - 297

_l. 1.142 288 381 - 329 - 269

fi_ ¿#0 300 353 379 315 - 297
95 h68 300 353 365 383 - 283

6 h82 300 353 379 357 - 297



CAPITULO V

DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS



106

DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Objetivo del trabajo realizado

La finalidad de este trabajo ha sido aislar e identi­
ficar los componentes orgánicos de amphrauznmrtúnu Moquin ( fa­
milia Amarantaceae ),hierba utilizada en la medicina popular
( pág. 14 ).

Paralelamente resultaba de interés la búsqueda de o­
tro tipo de acciones distintas a las atribuidas a esta planta.
Por ello se probó la actividad antitumoral y antimicrobiana de
distintos extractos y mezclas enriquecidas en determinados com­
ponentes.

El escaso conocimiento de la quimica de esta familia
indujo a realizar un estudio comparativo sobre especies argenti
nas del mismo género.

Extracción y tratamiento del material vegetal

La planta Gomphrenamartiana fue recolectada en los me­
ses de febrero y marzo en las provincias de Salta y Jujuy, no
encontrándosediferencias significativas entre las distintas
partidas.

La planta seca y molida, se extrajo con éter de petré
leo como se indica en la parte experimental. Al concentrar yeg_
friar el extracto obtenido se separó un precipitado, Precipita­
do l; por evaporación del filtrado se obtuvo un residuo oscuro,
Residuo 1. A continuación se extrajo el residuo vegetal seco
con etanol. A1enfriar el extracto etanólico se separó por fil
tración un abundante precipitado constituido por nitrato de po­
tasio; y por evaporación del filtrado se obtuvo el Residuo 2.

Los compuestos aislados e identificados de esta plan­
ta surgieron de las separaciones cromatográficas del Precipita­
do l, Residuo l y Residuo 2.
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1.- ESTUDIO DEL PRECIPITADO l

El fraccionamiento del Precipitado l, condujo a los
compuestos gg, 100, 101 y 104, los cuales dieron reacción de
Shinoda ( HCl / Mg ) positiva 247. Esta reacción se utiliza pa
ra caracterizar flavonoides.

Análisis estructural del flavonoide 98

Por sucesivas recristalizaciones del Precipitado l con
etanol, se obtuvo un producto cristalino gg que presentó en el
espectro ultravioleta ( U .V. ) dos absorciones a 313 y 269 nm,
caracteristicas de flavonas y flavonoles 169.

Su espectro de lH-RMN( Fig. 42 ) mostró dos singule­
tes a 3,87 y 4,12 ppm que integraban para 3 hidrógenos cada uno,
característicos de grupos metoxilos aromáticos; un singulete co­
rrespondiente a dos hidrógenos a 6,02 ppm debido a un
grupo metilendioxilo; un singulete a 6,63 ppmasignable a H-Go

r-r

—¡—

MeO-S

“¡Si loss! “'3"“'Y 5' He0-3
H-Z'y 6'

Figura #2: Espectro de 1H-RMNde gg, en CIBCD ( 90 HHz ).
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H-8 y dos multipletes centrados a 7,43 y 8,00 ppmqw2integra­
ban para 3 y 2 hidrógenos respectivamente, correspondientes a
un anillo B sin sustituir

Su espectro de masas presentó un ión molecular a m/e

326 que coincide con una fórmula de C18H1406 . La ubicación de
los sustituyentes en el anillo A surgió del análisis de los frag
mentos correspondientes a la ruptura tipo retro Diels-Alder. De
ellos sólo se observó el fragmento AI"( m/e 194 ) indicativo
de un anillo A con un metoxilo y un grupo metilendioxilo. La
presencia de iones a m/e 105 y 77 correspondientes abenzoilo y
fenilo respectivamente, evidenció la ausencia de sustitución en
el anillo B. Por lo tanto, el segundo metoxilo, observado por
1H-RMN,debia encontrarse ubicado en C-3 ya que además, el ión
m/e 297 ( M- H O + ) sugería que podía tratarse de una 3,5-di­
metoxiflavona 1g4 ( Fig. 43 ).

Para resolver la ubicación exacta de los sustituyentes
en el anillo A se procedió a realizar el espectro de 1H-RMNen
benceno deuterado, aprovechando la propiedad de este solvente de
inducir desplazamientos diferenciales de los grupos metoxilo de
acuerdo a la sustitución en los carbonos vecinos a los mismos
(pág. 67 ). Comono se observaron desplazamientos significati­
vos en el espectro mencionado, se dedujo que las posiciones orto
a ambos metoxilos debian estar ocupadas. Es de notar, que el

grupo metilendioxilo sufre un desplazamiento ( A6= GCDCl- 6C6D6)
de 0,89 ppm, que coincide con el esperado para un metoxi o con
posición orto libre ( Fig. 44 ) , por consiguiente al menos una
posición vecina a este grupo no estaba sustituida. Esto confir­
maba la observación hecha por espectrometria de masas, que uno
de los metoxilos debía estar unido a C-3.

El segundo metoxilo podia enconümrse enC-S o bien en
C-B, con el grupo metilendioxilo unido a los C-6 y C-7 en ambos
casos. Para aclarar esta disyuntiva se procedió a efectuar una
demetqación especifica para MeO-Scon A1C13248'249,obteniéndose
un compuesto fenólico 22.

Este flavonoide 22 resultó clave para elucidar la es­
tructura de 98.
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Figura #3: Espectro de masas y fragmentos principales de 3,5-dímetoxí-6,7-meti
lendíoxíflavona 22.
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6,7-CH202 5 3
6,02 14,12 3.87

l l l c13co
6T 5X0 4X0 3X0 ppm

6 7 CH o 5 3
’5,¡32 2 15,00 3,83

_ [f l | c595
6.0 5.0 “,0 3,0ppm

Figura bh: Comportamiento de los grupos metoxílo y metilendioxílo en ¡os espec­
tros de 1H-RHNde 3,5-dimetoxÍ-6,7-metiIendioxiflavona gg en CI3CDy
C606.

El espectro U.V. de 22 presentó dos máximos a 323 ( ban
da I ) y 273 ( banda II ) nm mostrando un desplazamiento batocró­

mico de la banda I al efectuar el espectro en presencia de AlCl3
( AAl = 27,5 nm ) que es indicativo de hidroxilo unido a C-5 y
C-6 sustituido, debido a la escasa magnitud del desplazamiento
observado .

El espectro de masas de 22 mostraba el ión molecular
a m/e 312 ( C17H1206 ), el fragmento AI“ ( m/e 180 ) correspon­
día a un anillo A sustituido por hidroxilo y un metilendioxilo,
así como fragmentos a m/e 105 y 77 provenientes del anillo B no
sustituido ( Fig. 45 ).

Su espectro de lH-RMNmostró singuletes a 3,87 ppm a­
signable a un grupo metoxilo unido a C-3, 6,08 ppm correspondien
te al grupo metilendioxilo, 6,53 ppmasignable a H-By 12,85
ppmcorrespondiente al prptón de go-5,y multipletes a 7,51 y
8,05 ppmcorrespondientes al anillo B no sustituido ( Fig 46 ).
La metilación del compuesto 22 con ( CH3 )ZSO4 dio gg comprobán­
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Figura #6: Espectro de 1H-RHNde 22, en CI3CD ( 60 MHz ).

dose asi, que en el proceso de demetilación.no ocurrió isomerizg
ción.

Los resultados obtenidos indican claramente que ambos
compuestos presentaban un esquema de sustitución 5,6,7- . Se i­
dentificó, por tanto, al compuesto gg como3,5-dimetoxi-6,7—meti
lendioxiflavona. Este compuesto no fue hallado previamente en la
naturaleza; sólo se conoce un informe sobre 1a sintesis del mis­

251mo . Untestigo sintético, presentó las mismascaracteristi­
cas espectroscópicas que gg .

Por evaporación de las aguas madres de cristalización
de gg se obtuvo un residuo que fue purificado por métodos croma
tográficos, comose detalla en la parte experimental ( pag.211 ),
obteniéndose los flavonoides 100, 101 y 104.

Análisis estructural del flavonoide 100

Después del fraccionamiento cromatográfico y recrista­



113

lización,se obtuvo un producto cristalino amarillo, que demostró
ser fenólico ( reacción con FeCl3 positiva ).

El espectro de lH-RMNde 100 ( Fig 47 ) mostró dos sin
guletes a 3,87 y 4,05 ppmque integraban para 3 hidrógenos cada
uno y correspondían a dos metoxilos; un singulete a 6,58 ppmasig
nado a H-8 y las señales correspondientes a un anillo B no susti­
tuido ( multipletes centrados a 7,42 ( 3 H ) y 8,08 ( 2B )) Se

observó también una señal ancha a 12,87 ppm atribuible a 50-5 .
El espectro U.V. presentó absorciones a 323 y 270,5 nm

y al efectuar los espectros en presencia de AlCl3 o AlCl3/HC1 se
observó un desplazamiento batocrómico de la banda I en 19 nm evi
denciando la presencia de un hidroxilo unido a C-S y que la posi
ción 6 estaba ocupada 250 A1 realizar el espectro en presen­
cia de NaAcOse observó un pequeño desplazamiento batocrómico de
la banda II de 1,5 nm sugiriendo que un hidroxilo estaba unido
a C-7 169 Debido a la baja magnitud de este último desplaza­
miento y al hecho de observar desplazamientos de valor interme­
dio en los espectros de 1H-RMNen benceno deuterado ( Fig. 48 )
fue necesario confirmar la naturaleza del sustituyente unido a

2.o 3.o 4.o sin Im (1) ¡.0 1.o u 9.o IO
L l l l ' l ' _ l l T 1 III 0,1,

a. * ¡1-2| y 6| Mao-6

n # H_3I'l;ly 5| . I'5

HQ:S

T í
I I

h L. ;

h H'B l t

y ¡- 7' Lp _.A 2. _4
. {U ' l .

Li” NiünuMNJLHN%H*NJ*##HGM*N#kaJ*Jk}k*fiAHhNWNWVdfiflfi“fi‘ñfl\n)flhwu»uxhe&jL'
I I l . ‘ l l . Í . l I . l l l l . 1 I . f

¡.0 7.0 0.0 5.0 "M U) 4.0 3.0 2.0 ¡.0

Figura #7: Espectro de 1H-RMNde 100, en CI3CD ( 60 MHz ).
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C-7. Para ello se procedió a metilar el compuesto¿gg con sulfg
to de metilo obteniéndose el dimetilderivado 111.

El espectro de lH-RMNde ¿lg mostró cuatro metoxilos,
uno de los cuales sufrió un fuerte desplazamiento a camposaltos

en el espectro realizado en benceno-dG, característico de un me­
toxilo unido a C-7 ( pág. 67; Fig. 48 ). Este comportamiento no
se observó en ¿gg confirmándose asi la ubicación de un hidroxilo
en C-7. ’

El espectro de masas de ¿gg ( Fig. 49 ) presentó un

ión molecular a m/e 314 ( C17H1406 ). El ión m/e 167 correspog
diente a A1 - Me.l+ indicó que este anillo tenia comosustituyeg
te dos hidroxilos y un metoxilo que debia estar ubicado en la
posición 6, en base a los resultados mencionados. La relación de

S 7 y 6

"'023.96 3
6 3 3.913 87h,os 3,87 '

c13cn l lll C606

hZO 3:0 ppm ¿,0 3 3,0 ppm

3.65 3.67 4.07 ’ 3.78 3.27

c13co I c606

h.0 ,0 h,o ,o
¿SHE 3 ppm 11:! 3 ppm

Figura #8: Comportamiento de los grupos metoxilo en los espectros de lH-RMNde
5,7-dihídroxi-3,6-d¡metox¡flavona 100y 3,5,6,7-tetrametoxíflavona
11h en c13co y c606.



115

100' 31h
(Z)

80.

604 313
271 299

#01 69
105 29

i I 139 167 I' 0 I ll l I ‘ ,

50 100 150 200 250 300 m/e

Me-O

m/e 167 m/e 139

- C0

+

26
+ +

Ho o+ BZ. m/e 105 BZ—C0 , m/e 77
M-Me-CO , m/e 271

Figura #9: Espectro de masas y fra gmentosprincipales de 5,7-díhídroxí-3,6-dlmetoxíflavona 129.
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las abundancias relativas de los fragmentos correspondientes a
M, M —Me y M - HZO confirmó una vez más que se trataba de una159 ,

( pag. 56 ).
105 y 77 indicaron nuevamente que el anillo B no estaba susti­
5,7-dihidroxi-G-metoxiflavona Los iones m/e

tuido.
C-3.

Por lo tanto, el metoxilo restante debia estar unido a

Se identificó a este compuesto como5,7-dihidroxi-3,6—
dimetoxiflavona_100, el cual no habia sido aislado anteriormen­
te de fuente natural, pero sí sintetizado 252

Análisis estructural del flavonoide 101

Se aisló comoun producto cristalino amarillo, que pre
sentó reacción con FeCl3 positiva, evidenciando su naturaleza fe
nólica.

Su espectro de lH-RMN( Fig. 50 ) era muy similar al
del compuesto ¿gg pero presentaba un solo metoxilo que se obser­
vaba como singulete a 4,05 ppm. Se observaron también dos singu

104‘ ' I IOl ' %7.0
L-8 sin "(1) u ID

y ' l r
H)

Neo-6 "

H0-5

. 1

Flgura 50: Espectro de H-RHNde 101, en CIBCD ( 60 HHz ).
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letes a 6,62 y 6,67 ppmasignables a H-3 e H-B respectivamente,
asi comoseñales correspondientes al anillo B sin sustituir
( multipletes centrados a 7,53 ( 3 H ) y 7,90 ( 2 H ) ppm ). La
señal a 12,97 ppm se asignó a1 hidrógeno fenólico de C-S. Vale
la pena destacar que la aparición de un nuevo singulete en la
zona de H-6 o H-8 estaba de acuerdo con una estructura de tipo
flavona ( C-3 no sustituido ), ya que siempre el H-3 no presen­
ta partición.

Su espectro de masas ( Fig. 51 ) presentó un ión mole­

cular a m/e 284 de acuerdo con la fórmula C16H1205; el ión m/e
167 indicó, como en el flavonoide ¿29, que el anillo A estaba sqg
tituido por dos hidroxilos y un metoxilo. Nuevamentelas abun­
dancias relativas de los iones M, M- Me y M - HZOindicaban que
se trataba de una 5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona.

Su espectro U.V. presentó un desplazamiento batocrómi­
co de la banda I a1 efectuar el espectro en presencia de AlCl3 y

A1Cl3/HC1de Zásgm indicando la presencia de un hidroxilo en C-S
y C-6 ocupado . En presencia de NaAcOse observó un despla­
zamiento batocrómico de 1 nm. Dada la baja magnitud de este úl­
timo, era necesaria otra comprobaciónpara justificar la presen­
cia de un hidroxilo unido a C-7. Para este fin, se compararon

los espectros de 1H-RMNdel derivado dimetilado ¿gg en C13CDy
C6D6.

El compuestolg; mostró dos singuletes correspondientes
a tres grupos metoxilo. Sólo uno de ellos se vió fuertemente
afectado al realizar el espectro en C606 ( Fig 52 ). Este hecho
no ocurría con el compuesto ¿2¿, por tanto de esta manera se pg
do confirmar la existencia de un hidroxilo en C-7. Asi queda
bien establecido que el esquemade sustitución presente en el fla
vonoide es 5,6,7- y no 5,7,8- ya que en este último caso, al efeg
tuar el espectro de lH-RMNen C606 del derivado permetilado debe­
rian ser dos los metoxilos fuertemente afectados.

Se identificó a este compuesto como S,7—dihidroxi-6-me—
toxiflavona 101, conocido comooroxilina, que fue hallado previa­

253 254-256
¡lente en Oroxilumindicum y especies de ScuteZZaria

Llamóla atención la discrepancia existente entre el
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Figura Sl: Espectro de masas y fragmentos principales de 5,7-díhídroxi-6-met0xl
flavona 101.
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Figura 52: Comportamiento de los grupos metoxilo en los espectros de H-RHNde
5,7-díhídroxí-6-metoxlflavona 101 y 5,6,7-trímetoxíflavona 102 en
c13co y c606 .

punto de fusión informado en 1a literatura y el obtenido para es­
te compuesto. Los valores descriptos varían en un amplio rango:
231-232 °c 253 y 219 °c 257; derivado diacetilado: 131-132 °c 253
y 143 °C 257. Si bien la estructura del compuesto ¿91 no ofre­
cía dudas, se efectuó el espectro de lH-RMNdel mismo en acetona­

ds, Sá7cual resultó coincidente con el registrado en bibliogra­
fía . Se preparó también el derivado diacetilado ¿gg ( pf:
142-144°C ). Su espectro de lH-RMN( Fig.53 ) mostró dos singu­
letes a 2,35 y 2,46 ppmque se asignaron a los metilos de dos a­
cetatos aromáticos; un singulete a 3,84 correspondiente al Mao-6;
dos singuletes a 6,55 y 7,20 ppmatribuibles a los H-3 e H-B res
pectivamente, siendo este último el másafectado al acetilar; y
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Figura 53: Espectro de H-RHNde 103, en C13CD ( 100 MHz ).

dos multipletes complejos a 7,44 y 7,75 ppmpara los 5 hidrógenos
del anillo B. Estos datos espectroscópicos, así comoel punto de
fusión del derivado diacetilado ¿gg concuerdan con los de litera­
tura 257 . El eSpectro de masas de lg; ( Fig. 54 ) mostró el ión
molecular a m/e 368 a partir del cual se observan dos pérdidas
sucesivas de cetena ( 42 uma ) para dar los iones m/e 326 y 284,
siendo el último el ión molecular de ¿22. A partir de este últi­
mo ión se forman los mismos fragmentos que en el c0mpuesto lgl.
Es de notar que en los espectros de masas de _]¿0_l_y _10_3se observa
la aparición de un ión m/e 69 intenso cuya génesis se descibe más
adelante ( pág. 161 ).

A00

MeO
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Figura 5h: Espectro de masas de 5,7-diacetoxi-6-metoxiflavona lg} .

Análisis estructural del flavonoide 104
a

Este compuesto mostró en el espectro de lH-RMN( Fig.56 ),
dos dobletes a 6,33 y 6,50 ppm que integraban cada uno para un
protón y presentaban un acomplamiento nmta ( J = 2 Hz ) caracte­
rístico de flavonoides con el anillo A sustituido en las posicig
nes 5 y 7 ( pág. 61 ); dos singuletes a 3,88 y 3,96 ppm que inte­
graban para 6 y 3 hidrógenos respectivamente y que fueron atribui
dos a'3 grupos metoxilo. Comoel anillo B no estaba sustituido
se observaron 2 multipletes centrados a 7,46 y 8,02 ppmque inte­
graban para 3 y 2 hidrógenos respectivamente. De esto se dedujo
que uno de los metoxilos debía estar unido a C-3.

El espectro de masas ( Fig.55 ) confirmó estas asigna­

ciones y mostró un ión molecular a m/e 312 ( C18H1605 ), el ión
m/e 180 correspondiente al anillo A con dos metoxilos y, m/e 105
y 77 de los iones benzoilo y fenilo provenientes del anillo B no
sustituido.
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Figura 56: Espectro de 1H-RHNde 125) en CI3CD ( 60 MHz ).

Por consiguiente, se identificó este compuestocomola
3,5,7-trimetoxif1avona ¿21, que fue aislada previamente de Anihz
rüxuda . Esta estructura se confirmó por comparación con el
producto obtenido sintéticamente a partir de 2,4,6-trihidroxi-w­
metoxiacetofenona ¿gg 259 y anhídrido benzoíco/benzoato de sodio
según el método de Robinson 260 y posterior metilación del compues
to obtenido ( Fig. 57 ).

H H HO H MeO

L ¡l ¡IL lv v

OMe

0
on H
¡05 ¿gg

¡.- HeCN,ZnCl HCI (g), 0°; l¡.- H O, 100°; ¡i¡.- anhídrido benzoíco, ácidob ’ °' .- ' .r
enzolco, ïSO , ¡v KOH102 , v SOhHez, K2C03.

Figura S7: Síntesis de 3,5,7-trímetoxlflavona lgï.
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2.- ESTUDIO DEL RESIDUO l

El fraccionamiento de este residuo dio lugar a 8
fracciones que se detallan a continuación:

Fracción Componentes

I Hidrocarburos

2 "Ceras

3 Alcoholes lineales y Triterpenos
h Esteroles

5 FlavonoidesEgym
6 Flavonoides gg_y 115
7 Flavonoides lgfi_y 112
8 Aceite verde oscuro

Las fracciones 2 y 8 no fueron estudiadas.

Hidrocarburos

La fracción l estaba constituida por hidrocarburos, que
fueron analizados por cromatografía gas-liquido ( C.G.L. ) en con
diciones isotérmicas, determinándose asi que se trataba de una se
rie homóloga ( Fig. 58 ).

El análisis de los espectros damasas de los componentes
más abundantes se efectuó por C.G.L.-E.M., en condiciones de tem­
peratura programada, encontrándose que la planta contiene hidro­
carburos lineales saturados de 29, 31, 32, 33, 34 y 35 átomos de
carbono. Los componentes más importantes son los de número de
carbono impar, ya que se forman por descarboxilación de ác. gra­
sos pares 261 . Se observaron también dos hidrocarburos pertene­
cientes a la serie iso ( C31}!64y C33H68). En esta planta lla­
ma la atención la abundancia del hidrocarburo ¿30(2 H .3l 64

Los espectros de masas de los hidrocarburos lineales
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Figura 58: Cromatografía gas-líquido de los hidrocarburos de Gomphrenamartiana.

presentaban una caída exponencial en la abundancia de los fragmen
tos, observándose en la zona de masas altas sólo el ión molecular
de baja intensidad. En el caso de los hidrocarburos pertenecien­
tes a la serie iso se observó el mismocomportamiento en la zona
de masas bajas e intermedias, mientras que en la zona de masas al
tas se veian fragmentos correspondientes al ión molecular y a pég
didas de metilo e isopropilo a partir de aquel.

En la tabla 17 se consignan los logaritmos ( ln ) de
los tiempos de retención ( ln Tr ) observados en el análisis iso­
térmico por C.G.L. y la abundancia relativa de los hidrocarbu­
ros,

Tabla 17: Hidrocarburos de Gomphrenamartiana.

nc29 ¿C31 nC31 nC32 ic33 nC33 nc3h nC35

ln Tr 0,8h6 1,209 1,308 1.55h 1,67] 1,788 2,027 2,265z 297 Ii3 l‘g3 1,7
n*, m/e nos 436 A36 uso hóh neu h78 u92
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Los parámetros calculados por cuadrados minimos correspondien­
tes a la recta resultante de representar gráficamente ln Tr en
función del número de átomos de carbono son los siguientes:

ordenada al origen: —6,03
pendiente: 0,237
coeficiente de correlación: 0,9999

Alcoholes

Por sucesivas recristalizaciones de acetona de la frag
ción 3 se obtuvo un sólido blanco que mostró en su espectro I.R.
una absorción ancha centrada a 3.300 crn-l correspondiente a la
tensión O-H y dos señales a 740 y 730 crn-1 correspondientes a la
deformación de una cadena de metilenos 2

Su espectro lH-RMNpresentó un triplete deformado a
0,90 ppm correspondiente a metilo, un singulete a 1,26 ppmde
gran intensidad debido a metilenos de una cadena y un triplete
a 3,66 ppmcorrespondiente a un metileno unido oxígeno.

Su estudio por C.G.L. en condiciones isotérmicas dio
una serie de picos que mostraban una variación logaritmica del
tiempo de retención al aumentar el número de carbonos de los
compuestos correspondientes, según seábtenúnó por medio de sus
espectros de masas. Estos fueron registrados para los tres
componentesmayoritarios,llegando a la conclusión de que se tra­
taba de una mezcla de alcoholes lineales 158 de C24 a C30.

En la tabla 18 se dan los valóres de ln'Tr observados
para los distintos compuestos.

Tabla 18: Alcoholes de Gcmphrenamartiana.

nCzh nC25 nC26 nCZ7 nCzB n029 nC30

ln Tr 2,005 2,269 2,528 2,789 3,051. 3,313 3.569
z 1'93 1.0 3,3 1D7

M - H20 - - 36h - 392 - l‘20



127

Por cálculo de cuadrados mínimosse obtuvieron los siguientes
parámetros correspondientes a la recta resultante de represen­
tar gráficamente ln Tr en función del número de átomos de carbg
no de los alcoholes mencionados:

ordenada al origen: -4,255
pendiente: 0,261
coeficiente de correlación: 0,9999

Triterpenos

Se evaporaron las aguas madres de recristalización de
los alcoholes. El residuo obtenido presentaba por cromatografía
en capa delgada de sílicagel una manchaque revelaba violeta ro­

2804/anisaldehido a Rf= 0,5 ( Cl3CH, 2 desarrollos )
característico de triterpenos. Por cromatografía en columnase
jizo con H

aisló la fracción que presentaba las características mencionadas
previamente. Su análisis por C.G.L. demostró que se trataba de
una mezcla de varios componentes ( Fig. 59 ), pudiéndose determi
minar por C.G.L.-E.M. que estaba constituida por alcoholes de ca

24, C26 y C28 ( 19,2; 20,1 y 10,0 %respectiva­
mente ) y cuatro componentes de mayor tiempo de retención: 5,42
min ( 4,4 % ); 5,99 min ( 20,2 % ); 6,85 min ( 22,2 % ) y 8,26
min ( 2,0 % ).

El compuesto con tiempo de retención 5,99 min mostró

dena lineal de C

en su espectro de masas ( Fig.60 ) un ión molecular con m/e 426
y pico base a m/e 218. Estos datos correspondían a un alcohol

263,264 "estriterpénico de tipo Alz-urseno o AFZ-oleaneno
decir que el compuesto debía ser a- o B-amirina. Su identidad
se comprobópor C.G.L. contra testigos auténticos de los alcohg
les triterpénicos libres y de sus correspondientes derivados a­
cetilados, demostrando ser B-amirina ¿21.

El compuesto con tiempo de retención 6,85 min mostró
en su E.M. ( Fig. 61 ) un ión molecular con m/e 440. Esta masa
correspondería a un alcohol triterpénico con un metilo más que
la amirina. Sin embargo, se observó comoruptura característica
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Figura 59: Cromatografía gas-líquido de los tríterpenos de G. martiana.

la pérdida de 140 uma desde el ión molecular para dar un fragmeg
to con m/e 300, lo cual es tipico de 9:l9-ciclopropanesteroles
245'246. A partir de este ión se observó la pérdida de 125 uma
correspondientes a una cadena lateral con un doble enlace y un
metilo más que el colesterol.

Al poseer el compuesto una insaturación en la cadena
lateral quedaba claro que el esqueleto básico debia corresponder
al de un triterpeno tetraciclico, en particular un derivado alqui
lado del cicloartenol gg. Las fragmentaciones observadas y el
ión molecular indicaban comoestructuras posibles las de ciclolag
denol gg o bien 24-metilencicloartanol lgg. Comoambos compues­
tos‘presentaban espectros de masas muysimilares, siendo por lo
tanto dificultoso distinguirlos por este tipo de espectrometria,
se recurrió a la comparación del producto natural con testigos.
De esta manera, el compuesto se identificó comociclolaudenol gg
( Fig. 62 ).
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Figura 62

De los dos compuestos minoritarios restantes no se pu­
do determinar el espectro de masas del de menor tiempo de reten­
ción ( 5,42 min ). En cambio, el compuesto con Tr 8,26 min pre­
sentó en su espectro de masas ( Fig. 64 ) un ión molecular con

m/e 426 y M - H2
pénico. Comoel pico base era m/e 189, el esqueleto básico po­

264 .
( Fig. 63 )

0 indicando que se trataba de un alcohol triter­

dia ser el de lupano u hopano

R B H, hopano R = H, lupano

R a OH; A22; hopeol R = H, A22; lupeol

Figura 63 ( sigue )
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!

¡a

R = H, arborano R = H, fernano

Figura 63:.Tríterpenos pentacfcllcos: tipo hopano, lupano, arborano y fernano.

Los compuestos de las series mencionadas poseen grupos
isopropilo o isopropenilo en el anillo E, sin embargoestas difg
rencias pueden esclarecerse por espectrometria de masas ya que
el grupo isopropilo produce una pérdida de 43 uma desde el ión
molecular y deberia observarse comopico base el ión m/e 191 en
lugar de 189. En el caso del grupo isopropenilo la pérdida de
41 umaa partir del ión molecular no está favorecida por ser una
ruptura vinilica y por consiguiente M- 41 es de abundancia des­
preciable.

Los datos para el triterpeno en estudio coincidían con
la existencia de un grupo isopropenilo en la molécula, y por lo
tanto se trataba de lupeol u hopeol ( Fig. 63 ). La diferencia
entre ambossólo reside en la posición de los metilos angulares
y en la posición del isopropenilo en el anillo E. Estas difereg
cias no pueden ser solucionadas por medio de espectrometria de
masas. Por ello, se efectuó una comparación de los Tr de aceta­
to de lupeol y del producto de‘acetilación de la mezcla de triter
penos, observándose que el compuesto incógnita era distinto al
lupeol. Ya que no existe referencia alguna sobre la existencia
dehopeol en la naturaleza, y por tanto no pudiendo contar con un
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Figura 64: Espectro de masas y fragmentos principales de hopeol 109 .
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testigo, se sugiere que la estructura del compuestonatural po­
dría corresponder a la de hopeol ¿22, sujeta a confirmaciones
posteriores.

'Vale la pena mencionar que los arboranos y fernanos tam
bién poseen esqueletos similares a lbs mencionadOs , pero en
estos no existe Me-8, lo cual cambia totalmente la masa del frag
mento proveniente de los anillos A y B, y de esta manera varia
el pico base que surge de la fragmentación tipo retro Diels-Alder
en el anillo C ( Fig. 63 ).

Esteroles

La fracción 4 dio por cristalizaciones sucesivas de
¡etanol un compuesto homogéneopor cromatografía en capa delga­

da de sílicagel con Rf = 0,3 ( Cl3CH, 2 desarrollos ). Su estu
dio por C.G.L. ( Fig. 65 ) determinó que se trataba de una mez­
clade varios cuponentes. El análisis de esta mezcla efectuado por
C.G.L. - E.M. demostró que estaba compuesta por esteroles que

¡0fl6

Ïuna..­ I

Figura 65: Cromatografía gas-líquido de los esteroles de G. martiana.
OV-l7 32, 1,8 m a T - 260q-«280°C, 5°C/mín : 1195 Tr 6,21; lll:
Tr 3.°2=11_2= Tr 8,69 y 113:Tr 10,06 mín.
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presentaban iones moleculares a m/e 386, 400, 412 y 414 ( Fig.
66-69 ).

q
100 3

(Z) 386
80

60

¡OO 368HIS
. 301 71213 35

2 H '59 ¡”sm f,I, VI'2“7.IIV
150 20050 100 250 300 350 noo hsb m/e

Figura 66: Espectro de masas de colesterol ll .
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Figura 67: Espectro de masas de campesterol lll.
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Figura 68: Espectro de masas de estígmasterol 112.
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Figura 69: Espectro de masas de sltosterol 113.
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En todos los casos de observaron las rupturas debidas
a este tipo de sustancias, comopérdidas de Hzo y cadena lateral
unida al C-l7 del núcleo esteroidal 238 así como los fragmen­
tos M- 85 y M—lll tipicos de A5,3-hidroxiesteroides. La géng
sis de estos fragmentos fueron determinados por Budzikiewicz me­
diante experiencias con compuestosmarcados con deuterio 265(fig.
70 )

R —]+' R -]+.

M-Me
-H20

H m/e 213

H

M-HZO _ R.
7+

,/ ‘x/':: ::::íR z/ :::: :f [::::Í:Ïïgí:í:::>+/ +

M-85 M-lll M-H O-R, m/e 2552

Figura 70: Asignación de los ¡ones con valor diagnóstico en los espectros de
masas de esteroles.

Finalmente, se comparó esta mezcla con una preparada
artificialmente con testigos de esteroles ( Tabla 19 ) resultan
do los Tr coincidentes con los de colesterol ¿¿g, campesterol lll,
estigmasterol ¿la y sitosterol ll}.
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Tabla 19: Esteroles de Gomphrenamartiana

——llo'R=Y\\7/

R lll, R=\\IÏ/::l\T//

112, R = \\

H

113, R =

T fi T ürtestigos rmuestra

Colesterol 112. 1,00 1.00 ( 1,3 Z )

Campesterol _ll_ 1,26 1,26 ( 10,3 2 )

Estlgmasterol _l_ 1,3“ 1,3“ ( 25.4 Z )
Sitosterol ll; 1.52 1,51 ( 58,9 Z )
á

Tr relativos al de colesterol ; 8,90 min. 55-30 3 2, 270°C ísotérmico.

Flavonoides

Análisis estructural del flavonoide 114

El espectro U.V. de ¿ii mostraba absorciones a 312,
261 y 241 nmy no presentaba variaciones al agregar reactivos
de desplazamiento, hecho que indicaba la ausencia de hidroxilos
fenólicos. Su espectro de 1H-RMN( Fig. 71 ) mostró cuatro sin
guletes a 3,87; 3,92; 3,97 y 4,02 ppmque integraban cada uno
para 3 hidrógenos, manifestando la presencia de 4 metoxilos; un
singulete a 6,77 ppmasignado a H-B y dos multipletes centrados
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Figura 71: Espectro de ‘H-RMNde 115, en c13co ( 60 MHz).

a 7,50 y 8,08 ppmque integraban para 3 y 2 hidrógenos respecti
vamente, que correspondían al anillo B sin sustituir. A1reali

1zar el espectro de H-RMNen C D ( Fig. 48 ) se observaron los
metoxilos a 3,27; 3,78; 3,83 y64f07 ppm. Comparandoestos resui
tados con los del espectro obtenido en C13CDse puso de manifieg
to que sólo uno de los metoxilos estaba fuertemente desplazado,
es decir que sólo uno de ellos presentaba una posición orüalibre.
Por lo tanto,3 de los metoxilos debian presentar un agrupamiento
vecinal en el anillo A; el cuarto metoxilo debia estar unido a1
C-3.

Esto último se confirmó en el espectro de masas ( Fig.
72 ), que presentó un ión m/e 210 correspondiente a1 anillo A
sustituido por 3 metoxilos. Aparecia además, el ión molecular
a m/e 342 coincidente con una fórmula de C y iones m/e19H1806
105 y 77 provenientes del anilio B sin sustituir.

El compuesto 114 es idéntico al que se obtiene por mg
tilación de 100. De esta manera se identificó como 3,5,6,7—te—
trametoxiflavona, no aislada previamente.
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Ó
HO 1

H-He-CO +, rn/e 283 3;, m/e 105 ¡az-co +, m/e 77

Figura 72: Espectro de masas y fragmentos principales de 3,5,6,7-tetrametoxifla
vona 11h. ­
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Análisis estructural del flavonoide 115

La fracción 7 estaba constituida por el flavonoide
¿25 que fue analizado previamente ( pág. 121 ) y el flavonoi­
de mayoritario iii, que se obtuvo por recristalización directa
de metanol de dicha fracción.

Este compuesto demostró.ser fenólico y presentó en el
.espectro U.V. las siguientes bandas:310, 264 y 242 ( h ) nm; no

se observó desplazamiento con AlCl3 y si un corrimiento batocré
mico de.5 nm en la banda II al usar
plazamiento,

NaAcOcomo reactivo de des­
de un hidroxilo en C-7 169.

lH-RMN ( Fig. 73 ) en C13CH evidenció
la existencia de dos metoxilos ( singuletes a 4,00 y 4,03 ppm );

indicando la presencia
El espectro de

2 protones aromáticos con singuletes a 6,67 y 6,93 ppm asignados
a H-3 e H-8 respectivamente y señales del anillo B sin sustituir
( multipletes centrados a 7,50 y 7,90 ppmque integraban para
3 y 2 hidrógenos respectivamente).

3.0u 4.o sÏo "M111 6.0 7.o ¡.0 9.o |b
L es I . ' r‘ 4 ' T—L——7'.. I ' I r l

z *H-Ty 9
u # H_3I'l‘ly.__5l

H BVL-3

l l l l l l l l l LH+Lr 1 I I . I 1 1 J_._ A J___
p u 0.o 5.o W m 4.o 3.o 2.o 1.o o

Figura 73: Espectro de ‘H-RMNde 115, en c13co ( 60 MHz ).
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Su espectro de masas ( Fig. 74 ) mostró un ión molecu

lar a m/e 298 correspondiente a C17Hl405, los iones a m/e 181
y 153 correspondientes a A - Me y A- COMerespectivamente, que
indicaban un anillo Amoxidosmetoxilosy un hidroxilo. Los iones
m/e 105 y 77 confirmaban que el anillo B no estaba sustituido.

Para confirmar las asignaciones anteriores se registra
ron los espectros de lH-RMNen presencia de Eu(fod)3, que es un
reactivo paramagnético que induce desplazamientos diferenciales
para los distintos protones de un flavonoide ( pág. 72 ). Para
ello se utilizaron diferentes relaciones molares de Eu(fod)3/fla
vonoide y se graficaron los valores de desplazamiento observados
en función de esas relaciones molares. De esta manera se obtu­
vieron rectas para cada señal y se calculó el valor de la pendien
te " valor S " ( Fig. 75 ). Los valores obtenidos para los dos
metoxilos estaban de acuerdo con su ubicación en las posiciones
5- y 6- ( S = 14,0 y 8,8 respectivamente ). Los hallados para
H-3 ( -1,l ) y H-B ( 1,2 ) confirmaron las asignaciones, ya que

.el Eu(fod)3 tiene la particularidad de proteger al H-3 y desprg
teger al H-8 179'182.

Del análisis de los espectros anteriores surgia como
estructura probable para el flavonoide ¿lá la de 7-hidroxi-5,6—
dimetoxiflavona. Debido a que la presencia de HO-7 y MeO-Sen
una flavona 5,6,7-trisustituida resultaba fuera de lo común,se
decidió confirmar la estructura por métodos químicos y espectros
cópicos.

Así, al registrar el espectro de 1H-RMNen CSD6 ( Fig.
76 ), uno de los metoxilos no resultó afectado mientras que el
otro sólo lo fue parcialmente ( A6= 0,49 ppm ). Este último va
lor es menor que el esperado para un metoxilo con una de las po­
siciones ora) libre ( A6=0,7 ppm ) y es mayor que el correspon­
diente a un metoxilo flanqueado por dos metoxilos ( A6= 0,1 ppn)
Por lo tanto, el metoxilo en cuestión debia ser adyacente a dos
sustituyentes.

La presencia de un MeO-Sfue probada químicamente al

demetilar ll; con AlCl3 en acetonitrilo 249 siendo el obtenido
idéntico a ¿g¿. A su vez, el producto de permetilación esidéfiioo
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Figura 7h: Espectro de masas y fragmenios principales de 7-hídroxí-5,6-dímetoxl
flavona 115.
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Figura 75: Gráfico de desplazamiento químico de los distintos hídrógenos de
7-hidroxi-S,6-dímetoxiflavona 115, en función de la relación de
concentraciones molares de flaVBFbíde a reactivo de deSplazamíento
paramagnétíco Eu(fod)3.
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h,05llh,00 Cl CD3

h,0 44320 ppm
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Figura 76: Comportamiento de los grupos metoxílo en los espectros de 1H-RHNde
7-hídroxí-5,6rdimetoxíflavona 115 en CI3CDy C6D6.
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al que se obtiene por permetilación de lOl. El flavonoide 115
fue identificado como7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona, que nofue
aislado previamente de una fuente natural.

3.- ESTUDIO DEL RESIDUO 2

Una solución alcohólica del Residuo 2 se evaporó al
vacio sobre poliamida y a continuación el sólido obtenido se per
coló sucesivamente con cloroformo, agua y metanol.

Estudio estructural de los protoalcaloides 9¿¿11

Comoera conocido que las plantas pertenecientes a la
familia Amnunüumaeacumulaban protoalcaloides ( pág. 5 ) con
nitrógeno cuaternario, se encaró 1a búsqueda de este tipo de
compuestos. Para ello, el percolado acuoso se llevó a pH = 12
y se agregó una solución saturada de sal de Reinecke:

(Cr(SCN)4(NH3)2)NH4. Esta sal compleja tiene la propiedad de
formar sales insolubles con alcaloides en función de la basici­
dad de los mismos 266 . El precipitado obtenido por este trata
mienüose filtró , disolvió en acetona y la solución resultante
se pasó por una columna de intercambio , Amberlite IRA 400(HO_),
obteniéndose el compuesto ll en la forma de acetato luego de un
fraccionamiento cromatográfico posterior.

Su espectro de lH-RMN( Fig.77 ) mostró singuletes a
1,88 ppm para el metilo del acetato y a 3,18 ppm, 9 hidrógenos,
correspondientesaatresmetilos unidos a un nitrógeno cuaternario
y también multipletes a 3,48 ppm,correspondiente a un metileno
unido a un nitrógeno cuaternizado,y a 4,03 ppmpara dos hidrógg
nos asignados a un metileno unido a oxigeno 267 Se identificó
a este compuesto comocolina ll, confirmándose por comparación
cromatográfica con una muestra auténtica. Se prepararon los pi­
cratos de ll y de un testigo,y no se observó depresión en el pun
to de fusión mezcla.
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Flgura 77: Espectro de 1H-RMNde ll! en DZO ( 100 MHz ).

El filtrado a pH­ 12 se acidificó con HCl ( c ) hasta
l y se repitió el tratamiento antes descripto aislándose g.

Su espectro de
PH =

H-RMN( Fig. 78 ) presentó dos singulg
tes para 9 y 2 hidrógenos a 3,24 y 3,85 ppm, correspondientes a
3 metilos y un metileno respectivamente, unidos a nitrógeno

Su espectro de masas ( Fiq. 79 ) mostró el ión molecu­
lar a m/e 117 y pico base proveniente posiblemente del siguien­
te reordenamiento:

_+
GHZ-NMe2

m/e 58

Este espectro y el.comportamiento cromatográfico resultaron idén
ticos a los de una muestra auténtica de betaína 9.
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Análisis estructural delgglicósido de flavonoide 116

Por sucesivas cromatografías del percolado metanólico.
( parte esperimental, pág. 214 ) se aisló el compuesto fenólico
llé. Su espectro U.V. mostró absorciones a 356; 267,5 y 255 nm
característicos de un flavonoide. La posición de la banda I in
dicó que se trataba de un flavonol sustituido en C-3. La preseg
cia de 2 máximos en la banda II ( 267,5 y 255 nm ) estaba de a­
cuerdo con un flavonoide sustituido en C-3' y C-4' 169 . Para
comprobar si los sustituyentes de esas posiciones eran hidroxi­
los se efectuó el espectro U.V. en presencia de AlCl3 observán­
dose un desplazamiento batocrómico de la banda I (All: 44 nm )
que en presencia de HCl no se alteró. Este comportamiento demos
tró que no existia en la molécula un agrupamiento o-dihidroxilo
y que el responsable del desplazamiento debía ser una 5-hidroxi­
f1avona-3-O-sustituida 169 ( Tabla 20 ).

Tabla 20: Efecto de AlCl3/HCI sobre la banda 1 en espectros U.V. de flavonoi­des.

Compuestos All

3,5-díhídroxiflavonas 50-60 nm
3-hídroxíflavonas 55-65 nm

S-hidroxíflavonas y
5-hidroxíflavonas-3-0- 35-55 nm
sustituidas

En el espectro U.V. en presencia de NaMeOse observó un corri­
miento batocrómico de 56 nm en la banda I sin disminuir su inten
sidad. Este valor era el esperado para un flavonoide con un hi­
droxilo unido a C-4'. En presencia de NaAcOse produjo un des­
plaiamiento batocrómico de la banda II de 7 nm indicando la pre­
sencia de un hidroxilo unido a C-7.

Por hidrólisis ácida se obtuvo isoramnetina gl ( 3,5,7,
4'-tetrahidroxi—3'-metoxiflavona ), galactosa y ramnosa., La a­
glicona fue identificada en base a comparación cromatográfica y
espectroscópica ( espectro de masas, Fig. 80 )
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Figura 80: Espectro de masas de ¡soramnetína ( 3,5,7,h'-tetrahídroxí-3'-meto­
xíflavona

E1 espectro de lH-RMNdel derivado trimetilsililado de
¿16 ( Fig. 81 ) mostró en la zona aromática un sistema AMXcorres
pondiente a los protones del anillo B del flavonoide con una sus
titución 3',4'— que constaba de un doblete con ¿”w0=8ra a 6,76
ppm correspondiente a H-S', un doble doblete a 7,36 ppmconiawta=
2 HZ'y {nwO=8 Hz correspondiente al H-6' y un doblete con Jfietd=
2 Hz a 7,83 ppmatribuible al H-2'. Se observaron también dos
dobletes que integraban para un hidrógeno cada uno a 6,19 y 6,48
ppm con acoplamiento meu: ( J = 2 Hz ) asignables a los H-6 e
H-8 respectivamente, presentes en un anillo A 5,7-disustituido y
un singulete a 3,88 ppmcorrespondiente a un metoxilo aromático.
Con los resultados del análisis espectroscópico se pudo confirmar
que la aglicona era isoramnetina.

Los azúcares del flavonoide ¿16 presentaban un multiple
te a 1,18 ppmy un singulete ancho a 4,37 ppm correspondientes

al metilo y al protón anomérico de ramnosa ( Hï" ), así como
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Figura 81: Espectro de 1H-RMNdel derivado trimetílsílilado de 116, en CI3CD
( 100 MHz ).

un doblete a 5,71 ppmdebido al hidrógeno anomérico de galactosa
( H-l")con J = 7 Hz .

Considerando que la señal correspondiente al H1 de la
ramnosa mostraba una partición muypequeña, esta sólo podia de­
berse a un acoplamiento ecuatorial-ecuatoriaZ,J m2 Hz, lo cual era
indicio de configuración a en el C-l de la ramnosa. En cambio,
1a partición presentada ( J =v7 Hz ) por el protón anomérico de

1a galactosa evidenciaba un acoplamiento axiabquñal entre Hí' y
Hi', que sólo es posible para una configuración B .

Es factible distinguir la posición de unión del azú­
car a la aglicona en base a1 valor de desplazamiento quimico
del protón anomérico. Asi, en glucósidos de flavonoides se pg
do determinar si el azúcar estaba unido a H0-3 o a HO-4', HO-Se
H0-7, ya que sólo en el primer caso se observó que la señal de
H-l" aparecia a >6 ( 6 5,8 ) que en los restantes ( 6 5,0 ).
El valor obtenido en el espectro ( 6 5,71 ) del compuesto ¿lg rg
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velaba que en el mismo la unión del azúcar con el flavonoide
se efectuaba en HO-3.

Las evidencias de los espectros U.V. ( existencia de
H0-5,7 y 4' ) y lH-RMNpermitieron llegar a la conclusión de
que ambos azúcares debian formar parte de un disacárido ( ramng
galactósido ) unido al HO-3del flavonoide.

Comoel valor de desplazamiento quimico del H-l de ram
nosa unida directamente a la aglicona estaba registrado como5
ppm y no coincidia con el observado(4,37 ppm) era de esperar que
este azúcar constituyera la unidad terminal del disacárido. Por
otra parte, el hidrógeno anomérico de ramnosa de una rutinosa
(a—L-ramnopiranosil-( l-*6 )—B—D-glucopiranósido) se observa nor
malmente entre 4,2 y 4,4 ppm, en concordancia con el valor obseg
vado para el compuesto llÉ.

Para confirmar la presencia del ramnogalactósido y que
.la ramnosa era la unidad terminal del mismo, se analizó el espec
tro-de masas del derivado trimetilsililado, pues en estos casos
los compuestos se fragmentan en las unidades constituyentes del
glicósido. En el caso de biósidos de flavonoles es posible de­
ducir la secuencia de unión porque el azúcar terminal produce

un fragmento T —H intenso acompañado de T - ROH ( R = (CH3)3Si-).
En este caso se observó en el espectro de masas ( Fi9.82 ) un
fragmento a m/e 362 ( 21 % ) correspondiente a ramnosa terminal
y también otro fragmento de menor intensidad a m/e 740 ( 4,6 % )
debido al disacárido ( D —H ). En la figura 82 serxmden obser­
var también las rupturas que sufre el derivado trimetilsililado
del glicósido del flavonol en estudio.

Los iones A + H y A + H - Me provenientes de la aglicg
na se observaron a m/e 532 ( 47,2 % ) y 517 ( 100% ).

Se confirmó asi que se trataba de un 3-0-ramnoga1actó­
sido de isoramnetina. Para establecer la naturaleza de la unión

13C-RMN ( Fig. 83 ).

Para ello, se comparóla zona de las señales de los carbonos de los azú­
interglicosídica se analizó el espectro de

cares con los correspondientes de glicósidos conocidos ( Tabla
.21 ). Se observó así, que las señales correspondientes a ramno­
sa coincidian con las de este azúcar en rutinosa. Por compara­
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Figura.82: ESpectro de masas y fragmentos principales de ¡soramnetina-3-0-ropi
nobíósido 116 ( derivado trimetílsílilado ).
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Figura 83: Espectro de C-RMNde 116, en DMSO-d6 ( 20,0 MHz ).

Tabla 21:0esplazamiento químico ( 6 ) de los carbonos de azúcares en glícósi
dos de flavonoides 269’19] . l

C-IG c-2G c-3G c-hG c-sG c-6G C-IR c-zR c-3R c-hR c-sR c-óR

Isoramnetína-3-0­
rutínósído 100,8 70,h 70,8 72,1 68,2 17,6
Isoramnetína-3-0­
galactósído 102,0 71,5 73,4 68,1 75,9 60,h
Robínína * 102,0 71,3 73,2#68,h 73,8#65,6 100,1 7o,5#7o,7#72,1 68,u 18,1

Flavonoíde 116 101,9 71,2 73,1#68,3 73,7#65,6 100,2 70,h#70,7#72,0 68,3 17,8

*
Canfer01-3-0-robinobíós¡do-7-0-ramnósldo ( se dan los valores correspondientes
a la unidad 3-0-robinobíósido
Los valores pueden intercambiarse.

G galactosa.
ramnosa .
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ción de las señales correspondientes a galactosa en ¿lg con las
de esa unidad en isoramnetina-3-O-ga1actósido, se verificó que
existe un comportamiento diferente en los C-6 y C-5 que son fá­
cilmente distinguibles por aparecer a mayor y menor campores­
pectivamente-dentro de 1a zona de los carbonos de los azúcares,
excluidos los anoméricos.

Era conocido que la glicosidación de hidroxilos de azÉ
car producía un desplazamiento a campos menores en la resonancia
del carbono portador del hidroxilo 270 . Por ejemplo, en rutiné
sidos ( ramnosil-(1——‘6)-glucósidos ) se encontró que la señal
correspondiente al C-6 aparecia a 4,5 - 5,2 ppm a campos más ba­
jos con respecto al de glucosa y que el C-5 sufría un desplaza­
miento a campos altos en aproximadamente 1,4 ppm. En nuestro ca
so,el C-6" presentaba un importante desplazamiento a camposba­
jos en 5,2 ppm y el C-S" se desplazaba a campos más altos en
2,2 ppm. Esto indicaba claramente que la ramnosa glicosidaba al
hidroxilo de C-6 de galactosa ( C-6" ).o sea que el disacárido
era robinobiosa. Efectivamente,las señales coincidían con las
de un robinobiósido natural ( Tabla 21 ).

En cuanto al tamañodel anillo y la configuración del
C-l de los azúcares,se habia determinado anteriormente que los
metil glicofuranósidos y los metil glicopiranósidos eran fácilmen
te distinguibles por medio de sus espectros de 13C-RMN271'272
La comparación de los datos de la tabla 21 con los de la tabla
22 permitió establecer que ambosazúcares se encontraban comopi
ranosas. Teniendo en cuenta que los carbonos anoméricos de los
aril glicósidos estaban aproximadamente 2 ppmmás protegidos que
los de metil glicósidos 273 y que los valores de desplazamiento
quimico del compuesto¿lg coincidían con los de literatura,se pu
do afirmar que ambos azúcares estaban en la forma piranósica y
que la configuración de ambosera 1a natural, es decir 8 para
galactosa y a para ramnosa, hecho confirmado previamente por me­
dio de espectroscopía de lH-RMN. Una confirmación adicional de
estas configuraciones se obtuvo por la aplicación de la regla de
Klyne 274 a este glicósido. Esta regla consiste en considerar
que 1a rotación molecular de un compuesto es la sumatoria de las
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Tabla 22: Desplazamiento químico ( 5 ) de los carbonos de azúcares de

metí] glicósidos 27"272.

C-1 C-2 C-3 C-h C-S C-6

metil-B-D-glucopíranósído 10ü,3 7h,2 76,9 70,8 76,9 61,9
metII-a-D-glucopíranósído 100,3 72,5 7h,2 70,6 72,7 61,7
metÍI-a-D-galactopíranósido 100,5 69,h 70,6 70,h 71,8 62,3
met¡I-B-D-galactopíranósldo 10h,9'71,8 73,9 69,8 76,2 62,1
metiI-G-L-ramnopíranósído 101,9 71,0 71,3 73,1 69,h 17,7

metí]-G-D-ga1actofuranósído 103,1 77,h 75,5 82,3 75,7 63,k

metíI-B-D-galactofuranósído 109,2 81,9 77,8 8h,0 72,0 63,9

rotaciones moleculares de cada uno de los constituyentes del mis
mo. Teniendo en cuenta que las rotaciones moleculares de los mg
til glicósidos de a- y B-L-ramnopiranosa, así como los de 0- y
B-D-galactopiranosa son las indicadas en la tabla 23 y que el
glicósido ¿¿g posee una rotación molecular de -150; 9 °,a1 apli­
car la regla mencionada a las distintas combinaciones ( tabla 24
surge que el valor experimental se aproxima al obtenido para una
unidad a-L-ramnopiranosa combinada con una unidad de B-D-galactg
piranosa.

Tabla 23: Rotacíones moleculares de metí] glicósidos ( MD).

metíl-a-L-ramnopíranósído -111 °

metil-B-L-ramnopíranósido +170 °
meti1-a-D-galactoplranósído +378 °
metíl-B-D-galactopíranósído -0,8 °

a . PM
M = D.

D 100
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Tabla 2h: Cálculo de rotaciones moleculares para distintas configuraciones
de robínobíósídos.

metíl-a-L-ramnopiranósído + metiI-a-D-galactopíranósído = 263°
metil-a-L-ramnopíranósldo + metíl-B-D-galactopiranósído - -111,8 °
metíl-B-L-ramnopíranósído + met¡l-a-D-galactopíranósído = 5hh °
metiI-B-L-ramnOpiranósído + metll-B-D-galactopíranósido = 169 °
¡soramnetína - 0

El desplazamiento químico de los carbonos del núcleo
flavonoide se asignaron según datos de literatura ( Tabla 25 ).

En base a lo discutido, se identificó al flavonoide
¿lg como isoramnetina-3-O-_B-D-galactopiranosil—(l——-6)-0-a—L—
ramnopiranósido ( Fig. 82 ).

Debeacotarse que se habían descripto anteriormente
275-279ramnogalactósidos de isoramnetina pero sin establecer

con certeza la naturaleza del biósido.
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Tab]a25:pesplazamlentoqufmIco(58)deloscarbonosdeflavonoídes,comparacíónconlosdatos

e

obtenidosparaelflavonoi116.

C-ZC-3C-hC-SC-6C-7C-8C-9C-1OC¿1'C-Z'C-3'C-#'C-5'C-6'

Quercetína1h6,9135,5175,8160,798,2163,993,3156,2103,1122,1115,3a1h5,0197,6115,6“120,o Quercetína-3-0­ galactósído156,3133,8177,5161,298,616h,093,“156,310h,0121,3115,2a1hh,71ü8,3116,2a121,8 Isoramnetína-3­O-galactósído156,2a133,h177,5161,398,8169,293,7156,9“1oh,2121,2b113,9°1h9,5197,1115,30122,1b Isoramnetína-3­O-rutínósído156,2“133,3177,3161,298,7169,093,7156,9“1oh,1121,2b113,9c1h9,5197,0115,3c122,hb Flavonoíde¿16156,5“133,2177,8161,298,8169,193,8156,sa1oh,1121,1b113,6c1h9,h1h7,o115,2c122,1b

bc.
a’y Losvalorespuedenintercamblarse. LosvaloresseexpresanenppmrespectodeTMS.
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COMPARACION Y CORRELACION DE LOS DATOS ESPECTROSCOPICOS DE

FLAVONAS 5 , 6 , 7-TRISUSTITUIDAS

Debido a que la planta Gomphrenamartiana resultaba una
fuente importante de flavonas 5,6,7-trisustituidas, cuya distri
bución en la naturaleza es poco frecuente, resultaba sumamente
interesante efectuar un estudio comparativo de los resultados
aqui obtenidos por espectrometria de masas y espectroscopia de
resonancia magnética nuclear ( lH-RMNy 13C-RMN) que permitie­
ra fijar pautas de correlación en este tipo de compuestosy fa­
cilitara su rápida identificación estructural en otros casos.

Análisis comparativo de los espectros de masas de flavonas 516,7­
trisustituidas

De acuerdo a lo discutido en el Capítulo 3 ( pág. 46 )
las flavonas y los flavonoles presentan espectros de masas carag
terizados por fragmentaciones provenientes de una reacción tipo
retro Diels-Alder ( RDA) en el anillo C, dando lugar a los iones

AÏ' y Bï' ; observándose también el ión B: indicativo de la sus­
titución del anillo B.

Las flavonas o }metoxiflavonas se fragmentan en forma
análoga a la mencionada, dando lugar a espectros de masas con los
iones indicados, pero observándose ahora una pérdida adicional
debida al sustituyente unido a C-6. Asi, si este en un MeO-, se
observan M - Me, A - Me, M - C0 - Me, A - C0 - Me y si es un HO-6
se observan las correspondientes pérdidas de hidrógeno.

Los datos de los espectros de masas de las flavonas es
tudiadas se consignan en la tabla 26.Puede observarse que el pi­
co base en estos compuestosvaria según características estructu
rales definidas. Asi, por ejemplo, en los compuestos ¿gg y ¿El
el pico base coincide con el M+. Considerando que 5-hidroxi-6,7­
dimetoxiflavonas 160 tienen ese mismo comportamiento y que los
compuestos ¿gg y ¿El poseen HO-S y MeO-6pero HO-7, el requeri­
miento estructural para que el ión molecular sea pico base es que



'Tabla26:Espectrosdemasasdeflavonasy3-metoxiflavonas5,6,7-trisustituidas

S-dímetoxí-6,7-metí1en­ oxíflavona98

5-hidroxl-3-metoxí-6,7­ metílendíoxíflavona99 S,7-díhídroxí-3,6-díme­
toxíflavona190 3,5,6,7-tetrametoxí­ flavona110

3.5.7-trímetoxíf1a­
vona125

5,7-díhidroxí-6-me­
toxíflavona101 7-hidroxi-S,6-díme­

toxiflavona112
5,6,7-trlmetoxlf1a­ vona102 Losvaloresindicadosen

M-18M-19A+H

1

96.3100,08,68,0 92,3100,02,815,3
100,003,101,728,1

56,706,1100,03,5 85,3100,06,78.3
100,0'7,068,007.0

9,2100,0
20,92,0100,0

latablasonre1ativosalpícobase.

2,3

5,7
18,6

6,9
27,0

8,0
11,9

35.6 50,1 20,9 20,9 26,1
8,8 2,9

“5.7 06,8 13,0 12,8 26,9

1 9’1'l 5.8 2,0

m/e
69

91,0 38,6
8,9

159
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en la molécula exista HO-Sy MeO-6.
Por otra parte,se observaqueel pico base es M-l en los

compuestos gg, 22 y ¿23, los cuales poseen MeO-3y el sustituyen
te de C-6 puede estar ausente o su pérdida no estar favorecida,
comoen el caso del metilendioxilo. AparentementeJB.naturaleza
del sustituyenye de C-5 no influye.

Los compuestos lli, ll; y ¿gg tienen comopico base el
ión M-Meproveniente de la pérdida de Me del MeO-6; estos compues
tos tienen dos metoxilos unidos a los C-S y C-6 que favorecen es­
ta ruptura. Evidentemente la presencia del MeO-Sno permite la
formación de puente de hidrógeno que normalmente existe entre
50-5 y el oxigeno carbonílico,y por ende, estabiliza la estructg
ra de resonancia tipo quinona 3 ( pág. 50 ).

Vale la pena analizar los fragmentos M-HZOy M-H3O.Si
bien la génesis del fragmento M-HZOes desconocida y este se ob­
serva en moléculas que no poseen hidroxilos fenólicos, comopor
ejemplo el compuesto ¿25, se nota en la tabla 26 que dichoión
es de relativa importancia ( 15 - 50 % ) en flavonoides con HO-S,
el cual parece ser el requerimiento estnxxural más importante.
Comose mencionó en el capítulo 3 ( pág. 52 ), M-H3Opuede ser ú­
til comodiagnóstico en el caso de 3,5-dimetoxiflavonas, y de
hecho, en la tabla 26 se manifiesta que los compuestos que poseen

esos sustituyentes presentan M-H30con mayor abundancia que los
restantes ( 30-40 % ). Sin embargo, también aquellos con MeO-3

e HÓ-S presentan M-H3O,aproximadamente 15 %, con cierta abun­
dancia.

De todos los restantes datos de la tabla 26, es parti­
cularmente llamativa la abundancia relativa destacada ( 91 %)
del ión m/e 69 en el compuesto lgl. Debido a que no es común ob
servar picos intensos en 1a zona de masas bajas en un espectro
de masas de un flavonoide y a que no se conocían datos de litera
tura sobre su génesis, aunque se habia informado su aparición en
\determinados compuestos 280 similares, resultó interesante estu­
diar el origen del mismo.

En principio, se supuso que este ión podia provenir de
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una ruptura posterior del ión tipo quinona formado a partir del
anillo A luego de la reacción retro Diels-Alder y subsiguientes
pérdidas de metilo y monóxido de carbono. Es sabido que las qui
nonas presentan comofragmentación caracteristica, la ruptura en
tre los C-l/C-2 y C-4/C-5 158.

En el caso de flavonoides, este tipo de fragmentación
daria lugar a los fragmentos indicados en la figura 84.

RO a

+ ./+ ó
o RO +

OR OR

R = H, m/e 139 R = H, m/e 69

R - D,(d]) m/e lho R = D, m/e 70

(dz) m/e 1h]

Figura 8h: Posible origen del ¡ón m/e 69.

Una manera de probar si esta fragmentación era respon
sable de la génesis del ión m/e 69 era intercambiar los hidrógg
nos fenólicos por deuterio. De esta manera, si se transformaba
HO-Sen DO-5debería observarse en el espectro de masas la apa­
rición de un ión con m/e 70. En la tabla 27 se ven las abundan
cias de los iones del compuesto lOl ychl enriquecido con deute­
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tio y en la tabla 28 la composición isotópica de cada fragmento.

Tabla 27: Abundanclas relativas de los ¡ones presentes en e1 espectro de
masas del compuesto 101 y de su análogo deuterado.

101 101 deuterado
m/e .3Ï- ___- 2

69 70,0 83,7
70 2.5 30.5
77 15.0 25.‘i
78 2,5 5,0
139 28,0 12,0
100 2,5 20,5
101 - 10,1
201 65,0 30,5
202 11,5 71,1

-
266 09,0 00,6
267 10,0 55,8
268 - 19,3
269 67.5 30.5
270 12,5 68,5
271 - 06,2
272 - 9,1
280 100,0 00,6
285 20,0 100,0
286 - 76,1
287 - 15,2

Tabla 28: Composición ¡sotópíca de los fragmentos presentes en el espectro
de masas de 101 deuterado.

d0 dl d2

M 21.3 08,3 30.3

H - He 25,1 08,2 26,7

H - H20 01,6 08,6 9,8
M - COHe 23,5 50.6 25.9

A - COHe 30,8 08,2 20,9

m/e 69 72.6 27.0 '

* . . 1 281Las abundancías están corregidas por las contrubucnones de 3C
do sin deuterío, d1 ¡ón con un deuterío, d2 ión con dos deuterios.



163

Comopuede verse en la tabla 28, en la composición iso­
tópica del ión molecular, 48,3 %de las moléculas tienen un deu
terio y 30,3 %de ellas dos. Esta relación se cumple también

para los otros fragmentos de la tabla 28, excepto para M —HZO.
Para conocer la distribución de deuterio en la molécu­

la, era necesario analizar que hidroxilo sufría mayorenrique­
cimiento al efectuar el intercambio de ¿El con agua deuterada.
Considerando que HO-ï y HO-Sson ácidos por efecto de conjuga­
ción de los mismos con el carbonilo presente en la molécula, y
que 50-5 se encuentra involucrado enlnm unión puente de hidró­
geno con el carbonilo ( C-4 ), es de esperar por tanto, que el
primer protón que se intercambie sea el de H0-7 y el segundo el
de HO-S.

De acuerdo a lo discutido, la relación entre los iones

m/e 69 y 70 ( 69-dl ) debia ser la misma que la existente entre
M-d0 + M-dl y M-d2. Efectivamente, 1a relación entre esos dos
iones es 72,6 / 27,4 ( tabla 28 ) coincidente con M-d0 + M-dl /
M-d2,( 21,3 + 48,3 / 30,3 )=69,6 / 30,3. Los datos obtenidos,
avalan por tanto la ruptura propuesta en la figura 83.

En el caso del ión M - HZO, la proporción de ( M4H20 ydo
aumenta a expensas de ( M-HZO)-d2 permaneciendo aproximadamente
invariable ( M-HZO)—dl, esto indicaría que el 50-5 está involu­
crado en la pérdida de agua a partir del ión molecular y no el
gO-7, lo cual corrobora la observación hecha al respecto en base
a los datos de la tabla 26 ( pag 160 ).
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Análisis comparativo de los espectros de lH-RMNde flavonas
5,6,7-trisustituidas

Los espectros de lH-RMNde las flavonas 5,6,7-trisusti­
tuidas presentan pocas señales cuyas posiciones no difieren a­
preciablemente de las características en flavonas 5,7-disusti­
tuidas; excepto en la desaparición de la señal correspondiente
a H-6 que normalmente se encuentra a campos más altos que la de
H-8.

Sin embargo, observando la tabla 29, se puede apreciar
que este tipo de espectros permite distinguir fácilmente flavg
nas de 3-metoxiflavonas, primeramente por la aparición del H-3
( 6,66 ppm ) y además por la desprotección que sufren los H-2'
y H-6' ( 0,1 - 0,2 ppm ) en presencia del grupo MeO-3, indepeg
dientemente de la sustitución existente en el anillo A.

Por otra parte, la metilación de H0-5, análogamente a
lo que ocurre en la trimetilsililación, provoca una desprotecd
ción ( 0,10 —0,25 ppm ) del H-8, lo cual es concordante con lo
predecible por efecto de sustitución en anillos aromáticos.

Vale la pena insistir en la utilidad de los desplazamien
tos inducidos por benceno sobre la resonancia de metoxilos uni­
dos a flavonoides 5,6,7-trisustituidos ( tabla 30 ), ya que sólo
se desplazan apreciablemente los grupos MeO-con una posición
ora) libre ( A6 = 0,65 ppm ). Si en cambio, un grupo MeO- se
encuentra entre un MeO-y un HO-, el desplazamiento que sufre
es de 0,46 ppmaproximadamente; entre dos hidroxilos se desplg
za 0,38 ppm y finalmente, si un grupo MeO-se encuentra ubicado
entre dos de esos mismos gruposísólo se desplaza en 0,20 ppm,
siempre a campos más altos.

Poca información es la que se puede obtener de este tipo
de espectroscopia frente a pequeñasvariaciones estructurales
comparando con la obtenida por medio de espectroscopia de 13C­

¡RMNpara este tipo de compuestos.



Tabla29:Espectrosde1H-RMNdeflavonoldes

cionados.

3.5-dlmetoxI-6,7-metllendloxl­
flavona2g

S-hldroxí-3-metoxí-6,7-metl162díoxíflavona22
5,7-dlhldroxí-3,6-d¡metoxlfla­

vona122 3.5.6,7-tetrametoxíflavonaJJE_ 3,5,7-trimetoxíf1avonalgï
5,7-díhídroxl-6-metoxiflavona

m‘
7-hidroxí-5,6-d¡metox¡flavona

115
5,6,7-trimetoxiflavona102

6.33

H-8 6,50 6,62a6,67a 6,936,67 6,8h6,65

H-3H-2'y6'

8,0h 7.90 7.90 7.83

H_3l’L‘ly5|

7.43 7,51 7,h6 7.53 7.50 7.h9

Hetoxílos Cl

3CDC6D6

3.873.33

h,00 5.13

L. 6 36 MJ MMMJ MM,12 ,02 .87 ,08
ooo como“: (DONNm NNNN m0# # i

#

aisladosdeGomphrenamartiana.derivadosyejemplosselec­

Hídroxílos

12,85 12,87 12.97
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Tabla29:Continuación

H-6

S-hídrxi-3,6,7-trímetoxífla­vona22

283

S-hídroxí-6,7-dímetoxíflavona­ S-hídrti-3,7,8-trimetoxlfla­vona26,h0 5.7-'ídroxi-3,8-d¡metoxlflíme???

6,h8

H-8H-3H-2'y6' 6.5h8,10 6,59“6,68“7,90

8,20

LosvaloresseexpresanenppmrespectodeTMS.
#

"Señalcorrespondienteadosgruposmetoxílo. aLosvalorespuedenintercambiarse.

H_3I'l‘lysl

7.56 7.63 7.50

ValordedesplazamientoquTmIcodelgrupo6,7-metílendioxílo.

Hetoxílos

CI3CDC606

Hidroxílos

12,58 12.77 12,h0
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Tabla 30: Valores de desplazamiento químico ( ppm ) de metoxilos unidos a

flavonoides en CI3CDy C606.

Neo-3 MeO-S Neo-6 Neo-7

CI3CD C606 CÏ3CD C606 CÏ3CD C606 CIBCD C606
3,5-dímetoxí-6,7-met¡len
dioxíflavona 22 -' 3,87 3,83 h,12 “,00 ­

5-h¡droxí-3-metoxí-6,7­
metílendíoxlflavona 22: 3,87 ­

5,7-díhídroxí-3,6-dims
toxlflavona 122 3,87 3,65a - h'os 3’67“

3,5,6,7-tetrametoxífl3_ a a
mmm 3.87 3.83 “.02 ¡no7 3.91 3.78 3.96 3.27

3,5,7-trímetoxiflavona
M '3.88 - 3.96“ - 3,88“ ­

5,7-díhídroxí-6-metoxí­
flavona 191 4,05 3,67 '

7-hIdroxí-S,6-dimetoxí­
flavona llj_ 4,05 3,96 “.00 3.5h ‘

5,6,7-trímetoxíflav0na a
102 3.99 4,08 3.91“3,8o 3.96 3.31

aLos valores pueden ¡ntercamblarse.
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Análisis comparativo de los espectros de 13C-RMNde flavonas
5,6,7-trisustituidas

La elucidación estructural de las flavonas 5,6,7-trisus­
tituidas presentadas en este trabajo, pudo efectuarse por medio
de otros métodos espectroscópicos ( UV, EMy lH-RNM), sirviendo
la espectroscopia de 13C-RMNpara confirmar las estructuras pro­
puestas. Unavez establecidas inequivocamente las estructuras
de los flavonoides estudiados, era interesante establecer pautas
que permitieran un aprovechamiento de este método espectroscópi­
co en el estudio de esta clase de compuestos. _

Para ello, se realizó primeramente la asignación de cada
uno de los carbonos en base a datos de literatura 191'283 , a es
tudios comparativos y a cálculos de los valores de desplazamien­
to químico. En la tabla 31, se consignan los desplazamientos
químicos de los carbonos de los compuestos estudiados, y de com­
puestos similares obtenidos de literatura.

Se observó que los compuestos ¿92, lgl, ¿li y ¿lá presea
taban desplazamientos quimicos concordantes con los descriptos

191'283 respecto a los carbonos perteneCíentes alen literatura
anillo A, mientras que en los compuestos gg y 22 existía un com
portamiento anómalo para los carbonos de ese anillo.

Al comparar los espectros de los compuestos gg y ¿li
( Fig. 85 y 86 ) asi como22 y ¿22, se verificó que en los espec
tros de los compuestos mencionados en segundo término , existían
4 señales alrededor de 155 ppm ( C-2, C-S, C-7 y C-9 ) mientras
que en los nombrados en primer lugar ( gg y 22 ) sólo se observa­
ron 3 señales en esa zona ( Fig. 87 ).Resultaba por lo tanto im­
portante, determinar exactamente qué carbono se desplazaba de
esa zona debido a la presencia de un grupo metilendioxilo en el
anillo A.

Una manera de resolver lo planteado era calcular los va­
lores de resonancia de‘los carbonos de ese anillo teniendo en
cuenta las reglas de aditividad de sustituyentes en sistemas arg
máticos aplicadas a flavonoides más sencillos que los tratados.



Tabla31:

3,5-dímetoxí-6,7-metí1e2dioxíflavona28fl
5-hidroxí-3-metoxi-6,7­ metilendíoxíflavona22_# 3,5,6,7-tetrametoxífla­

vonallï#
5.7-dihidroxí-3,6-díme­

toxlflavona122##
5,7-dlhldroxI-6-metoxl­

flavona101##
7-h1droxl-S,6-d¡metox1­

flavona112_##
S-hidroxiág,7-d¡metoxí­flavona 5,6! E2. fl ##

DeSplazamlento

Zásrímetoxíflavona

EspectroregistradoenC1

EspectroregistradoenDMSO-d

Losvaloresseexpresanenppm

quTmlco(6C)deflavonas5,6,7-trlsustltuídas. c-2c-3c-h
152,8a1ho,9173,8 155.8139,1179,2 153,0“101,2173,5 156,2100,2179,0 lóh,h105,8183,5 161,1108,h176,8 163.9105,1182,6 161,0108,3177.0

CD.3

aLosvalorespuedenestarIntercambiados.

c-sc-6c-7
101,213h,6153,6 101,7129,6150,1 152,2a1h0.0157,5 152,8“131,1158,7 153.7“131.9158.7 153.2“1uo,5157.3 152,9132,6158,7 152.5180.8157.7

áespectodeTMS.

c-8c-9c-10 92,9152,6“113,1 89,0152,h108,1 95.9153,8“113,0 95.1153.ü“105.9 95.6153.9“1os.5 101,015u,9“112,3 90,6153.2106,2 96.3154.5112.9

C-1'
130,6 130.3 ¡30.7 132.3 132,7 132,1 131.1 131.5

C-2'
127.9 128,2 128,0 129,2 127.5 127,0 126,1 125.9

c-3'
128,3' 128,5 128,3 129.7 130.3 130,1 129,0 128,9

c-b'
130,2 130,8 130,2 132,0 133.1 132,h 131,8 131,2

C-S'
128,3 128,5 128,3 129.7 130.3 130,1 129,0 128,9

C-6'
127.9 128,2 128,0 129,2 127.5 127,0 126,1 125.9
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Tabla31:Continuación

Me0-3MeO-SHe0-6

3,5-dimetoÁi-6,7-metllendíoxlflavona25% 60,061,1
5-hídroxí-3-metoxí-6,7-metíIendíoxífla­

vona99*60,1 3,5,6,7-tetrametoxíflavona11h*60,061,ha62,1a S,7-díhidroxí-3,6-dímetoxíflavona100#

61,061,0

Nh

5,7-dihidroxi-6-metoxíflavona101

s”61.9“
11 283*

61,1

7-hldroxí-5,6-d¡metoxíflavona62,8a
S-hldroxí-6,7-d¡metoxlflavona 5.6.7-trímetoxiflavona102283*

60,8

61,5“62,1“

S-hídroxí-3,6,7,3',h'-pentametoxlf1a­
vona191*59,h60,1 LosvaloresseexpresanenppmreSpectodeTMS. úEspectroregistradoenCI3CD.

#EspectroregistradoenDHSO-d6.aLosvalorespuedenlntercamblarse.

Me0-7

He0-3'

56,2 56.3 56.3 55,7“55.ha

MeO-h'

55.5

CHZO2 102,0 102,6
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Figura 85: ESpectro de 13C-RMNde 2g, en CIBCD ( 25,2 MHz ).
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fin 7-0Me

OMe
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Figura 86: Espectro de 13
C-RMNde llï, en C|3CD ( 25,2 MHz ).
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190 180 170 ¡60 150 ¡40 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm
3,5-dímetoxi-6,7-metíIendíoxíflavona gg.

190 180 ¡70 160 150 lho 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm
S-hídroxí-3-metoxí-6,7-metIlendíoxiflavona 22:

190 130 170 160 150 lho 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm
3,5,6,7-tetrametoxiflavona 1123

190 180 17o 160 150 1ho 13o 1ío 11h ¡oo 90 80 io só ppm
5,7-díhídroxí-3,6-d¡metoxíflavona 122 .

190 180 170 160 150 1h0 ¡30 120 110 100 90 80 70 60 ppm
5,7-dihídroxi-ó-metoxíflavona 121 .

150 180 Iío 160 150 1ho ¡3o 120 110 1oo 90 80 7o 60 ppm
7-hidroxí-S,6-dímetoxíflavona 112.

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm
S-hídroxí-6,7-dímetoxiflavona.

190 180 170 160 ISO 1#0 130 ÏÉO 110 100 96 80 70 60 ppm
5,6,7-trímetoxif1avona 123.

3Figura 87: Esquema comparativo de los espectros de 1
5,6,7-trísustítuídos.

C-RMNde flavonóídes
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Sin embargo, los efectos de los sustituyentes individuales no
son siempre aditivos, en particular en el caso de compuestoso­
sustituidos. Asi, por ejemplo, en los compuestos con dos grupos
metoxilo en posiciones adyacentes se produce una disminución en
la conjugación de los sustituyentes debido a efectos estéricos
189'190 , dando lugar a una menor protección de esos grupos so­
bre las posiciones o- y p- a los mismos.

Este tipo de desviación se veria aumentado por la preseg
cia de 3 sustituyentes adyacentes en el anillo'A, comose evideg
cia al comparar los valores experimentales con los obtenidos por
cálculo en base a compuestos modelo.

Cálculo del desplazamiento químico de 5,7-dihidroxi-6-metoxifla­
vonoides

Se tomaron comobase los datos correspondientes ala 5,7­
dihidroxiflavona285’198 .La influencia de un MeO-6en las posicig
nes adyacentes se calculó en base a los datos presentados en-la
tabla 15, pág. 85 , por comparación de los valores correspondieg
tes a la 6-metoxiflavona y la flavona,tabla 32.

Tabla 32: Cálculo dei desplazamiento químico de ios carbonos de] anillo A de
5,7-dihidroxi-6-metoxíflavonoídes.

5,7-díhidroxi­
5,7-dihidroxiflavona Efecto de Neo-6 6-metoxif1avonoídes 199 22

C-S 161,6 -20,2 1Q1,h 152,8 141,7

c-6 99,1 +31,6 130,7 131,1 129,6

c-7 1611,51 -1o,9 153,6 158,715h,1

c-8 911,2 +1,15 95,8 95,1 39,o*

C-9 157.5 ‘ - 5.9 151,6 153,h 152,h

c-1o 1011,1 + 0,1 1oh,2 105,9108,1

Debe considerarse en este caso el efecto de metilación de H0-7 , por el cual
deben sumarse aproximadamente 5 PPm.

Al comparar los valores calculados para 5,7-dihidroxi-6­
metoxiflavonoides con los experimentales ( compuesto 100 ) se og
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servó que los correspondientes a C-5 y C-7 diferian apreciable­
mente de los esperad05, debido a los efectos estéticos menciona
dos anteriormente. En cambio, en el espectro correspondiente a
22 ( Tabla 32 ) se observó que las resonancias de los C-5 y C-7
eran prácticamente coincidentes con las calculadas para 5,7-dihi
droxi-6-metoxiflavonoides. Considerando que la única diferencia
estructural entre amboscompuestos ( ¿22 y 22 ) residía en la prg
sencia del grupo metilendioxilo en el anillo A resultaba proba­
ble que este sustituyente cíclico evitara interferencias estéri­
cas que normalmenteexistían entre los sustituyentes unidos a
C-5 y C-6, comportándose por tanto de la manera esperada,consi­
derando aditividad de los efectos debidos a sustituyentes en un
anillo aromático, ya que no deberia afectarse la conjugación de
los grupos unidos a esas posiciones, debido a 1a rigidez del sig
tema formado.

Cálculo del desplazamiento quimico de 5,6,7-trimetoxiflavonoides

En la tabla 33 se registran los valores calculados para
5,6,7-trimetoxiflavonoides tomandocomobase los datos.correspon
dientes a 3,5,7-trimetoxiflavona

Tabla 33: Cálculo del desplazamiento qufmíco de los carbonos del anillo A de
5,6,7-trimetoxIflavonoldes.

3.5,7-trímetoxí- Efecto de 3,5,6,7-tetrametoxí—
flavona Neo-6 flavona ( calc.) ¿li 2Q

C‘s 160,5 -20,2 “60,3 152,2 “¡1,2

c-6 95,5 +31,6 127,1 139,9 13h,6

c-7 163,5 -10,9 152,6 157,5 153,6

c-8— 92.1 +1.6 93,7 95,9 92,9

C-9 158,“ - 5,9 ¡52,5 153,h 152,6

C-IO 109,1 + 0,1 109,2 113,0 113,1

Se observó nueüamente que los datos calculados coincidían
mejor con el compuesto portador del grupo metilendioxilo gg excep
to para C-6 y C-lO. Esto podia explicarse teniendo en cuenta que
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el mayor volumen de un grupo metoxilo unido a C-5, comparado con
un hidroxilo _9_9,perturbaría 1a conjugación del MeO-Scon el ani­
llo aromático por impedimentoestético con el sustituyente unido
a C-6 ( metoxilo o metilendioxilo ) provocando una menor protec­
ción sobre las posiciones orto- ( C-6 y C-lO ).

Los resultados anteriores indicaronque 1a señal que fal­
taba en la zona de 155 ppm en los compuestos gg y 22 correspondía
a C-5. Para confirmar dicha asignación se efectuaron espectros
de 13C-RMNdel compuesto 22 ( 5-hidroxi-3-metoxi-6,7-metilendioxi
flavona ) irradiando a la frecuencia de resonancia del protón fg
nólico de gO-S ( 12,85 ppm ). En este caso sólo permanecía inal
terada la señal observada a 141,7 ppm. Al irradiar los protones
correspondientes a MeO-3 ( 3,87 ppm ) sólo se esperaba observar
la señal correspondiente a.C-3 debido a 1a desaparición de la
partición de este con los hidrógenos del metilo; sin embargose
observaron dos señales a 141,7 y 139,4 ppm. La última debía co­
rresponder a C-3 ( que se observa usualmente en esta zona, en el
caso de 3-metoxif1avonas ) y la primera a C-S. Contrariamente a
lo esperado, no se observó partición del C-5 con el protón de
HO-S, probablemente debido a que el intercambio estuviese favore­
cido. Quedabaclaro entonces, que la señal que presentaba desplg
zamiento en los compuestos con el grupo metilendioxilo 2g y gg
era el C-S. A su vez estos compuestos constituyen una evidencia
de la importancia de los efectos estéricos en espectroscopía de

3C-RMNde flavonoides.

El análisis de la tabla 31, comparando pares de compues­
tos, permite apreciar los efectos de las siguientes transformacig
nes hipotéticas sobre las resonancias de los carbonos del núcleo
flavonoídico:

1.- Introducción de un metoxilo en C-3.
2,- Metilación de H0-5.
3.- Metilación de H0-7.
4.- Formacióndel anillo metilendioxilo.
5.- Comportamiento de los metoxilos en función de su po­

sición; importancia de su entorno.
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1.- Introducción de un metoxilo en C-3: los efectos más
importantes ocurren sobre las resonancias de los carbonos 2,3,4,
2',6' y 4' ( tabla 34 ).

Tabla 3h: Efecto resultante de la Introducción de un metoxilo en C-3 sobre el
desplazamiento químico de los carbonos de un flavonoíde.

c-2 c-3 c-h c-s C-6 c-7 c-8 c-9 c-10

¿_g - ¿gl -8,2 +3h,h -h,o -1,1 -o,8 0.o -o,h -0,5 +0.“
¿li - 102 —8,o +32,9 -3,5 -o,3 -o,h -o,2 -0,h -1,1 +o,1

C-l' c-2' c-3' c-h' c-5' c-6'

lgg_- ¿_¿_ -o,3 +1,7 -o,6 -1,1 -o,6 +1,7
11h - ¿g¿ +o,2 +2,1 -0,6 -1,o -o,6 +2,1

'Al introducir un MeO-en C-3 de una flavona ( ¿El y ¿gg ),
el C-2 se protege en 8 ppmmientras que el C-3 se desprotege en
aproximadamente 33,6 ppm. Estos valores resultaron parecidos
a los esperados para un metoxilo aromático,lo cual puede atribuir
se a la aromaticidad parcial del anillo C, comofue postulado pre

191’193 Al mismo tiempo el C-4 sufre una PIOteCCiónviamente
( aprox. 3,7 ppm ) debido probablemente a efectos estéricos.

En el anillo B la introducción de MeO-en C-3, produjo
variaciones en las resonancias de los C-2' y 6' ( aprox. +l,9
ppm ), efecto similar al observado para H-2' y 6' en los espectros
de lH-RMNque sufren desplazamientos a campos bajos. Puede consi­
derarse que esta variación se debe a la presencia del MeO-3volu­
minoso que afectaria principalmente a los C-2' y 6'. Por otra
parte, este efecto se superpondria al de disminución de conjuga­
ción del anillo B con el anillo C a causa del cambio de orienta­
ción espacial del fenilo por molestias estéricas. Esta disminu­
ción de 1a conjugación permite explicar la protección observada
para C-4'. Los carbonos pertenecientes al anillo A no se ven a­
fectados.
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2.- Metilación de HO-S:este proceso afecta principal­
mente a los carbonos de los anillos A y C ( tabla 35 ).

Efecto sobre el anillo A: el H0-5 se encuentra normalmente forman
do un puente de hidrógeno con el oxigeno carbonilico ( C-4 ).
Al metilar este grupo se rompe dicho puente observándose en todos
los casos desprotección de los C-6, C-8 y C-10­

Iabla 35: Efecto resultante de la metIlacíón de HO-Sen flavonoldes.

C-2 C-3 C-h C-S C-6 C-7 C-8 C-9 C-IO

29 - 22 -3!0 +1IS _5!3 -0I5 +5o0 '0’5 +399 +0I3 +Slo

112." 191, '3p3 +2.6 “6.6 '0,7 +8,6 -1,h +5,h +1,0 +6,8
1_02_- í -2,9 +2,9 -5,6 -o,h +7,8 -1,o +s.7 +1,3 +6.7

2_S-hIdroxI-G,7-dímetoxiflavona

El efecto observado, no es el esperado si se tiene en
cuenta el comportamiento de compuestos más simples como 117 y
119:

-2,7 0
-7’2 BIS

-3’3 '6p6

OR

¿HHH l_1_9_,R=H
11 , R = Me 139, R = Me

Al metilar el HO-S de estos compuestos ( 117 y 119 ) se
observaron los desplazamientos que se indican sobre cada carbono.
Por ejemplo, el C-6 se protege y los desplazamientos de C-8 y
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C-lO son menores a los presentados en 1a tabla 35. Esto indica
a las claras que en el caso en estudio se produce, a1 metilar,
un aumentode la interferencia estética entre los sustituyentes
de C-S y C-6, hecho que evita la conjugación efectiva del MeO-5
con el anillo aromático y disminuye la protección que ese grupo
debería desempeñar sobre las posiciones orto ( C-6 y C-lO ) y
para ( C-8 ). El hecho de que los corrimientos observados al
metilar se deban, en el caso del anillo A a efectos‘estéricos,
se confirma al verificarse un desplazamiento menor de C-6 en el
caso de los compuestos 22 y 22 comparándolos con los otros pares
de compuestos de la tabla 35, ya que el MeO-5 tiene menor impedi
mento con el grupo metilendioxilo que con un metoxilo en posi­
ción adyacente.

Efecto sobre el anillo C: a1 metilar HO-Sse produce un corri­
miento a campos altos de C-2 ( aprox. -3,1 ppm ) y C-4 ( aprox.
-5,8 ppm ) mientras que el c—3sufre desprotección ( aprox.+2,3
ppm ). Estos efectos pueden explicarse asumiendo una mayor po­
larización del sistema enónico del anillo C por formación de puen
te de hidrógeno entre HO-Sy el oxigeno carbonílico, tal comose
muestra en las siguientes estructuras de resonancia

h Ph
o o h 0

+

+ /
o

on on o on o_

h + h6\ o\\
OH OH O
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3.- Metilación de H0-7: se puede observar en la tabla
36 que el único efecto importante que se observa al metilar el
HO-7 es la protección de C-8 en aproximadamente —4,8 ppm, mien­
tras que los restantes carbonos no se desplazan en forma aprecia
ble.

Tabla 36: Efecto resultante de la metilacíón de H0-7 en flavonoídes.

c-2 c-3 c-h c-s c-6 c-7 ' c-B c-9 C-IO

3_ - ¿gl -o,5 —o,h —o,8 —1,o +o,7 0,0 -5.0 —0,7 +0,7

¿gg - ¿¿¿_ —o,1 —o,1 +o,2 —o,7 -o,1 +o,h -h.7 -0.h +0.6

É_S-hídroxí-6,7-dimetoxíflavona

Este comportamiento resulta llamativo pues en flavonas
5,7-disustituidas, al metilar H0-7 no presentan variaciones des
tacables ninguno de los carbonos del anillo A 285 . Por tanto,
lo observado en este estudio indica que el comportamiento anómg
lo se debe a la presencia del MeO-6o en realidad al sistema es
téricamente perturbado de las flavonas 5,6,7-trisustituidas.

4.- Formacióndel anillo metilendioxilo: en todos los cg
sos, independientemente de que el sustituyente de C-55ea HO-o
Me0-, la formación del metilendioxilo en C-6 y C-7 produce una a
parente protección del C-5 de aproximadamente 11,5 ppmcon res­
pecto a los compuestos con MeO- u HO- en C-5, C-6 y C-7. Estos
últimos compuestos presentaban un comportamiento anómalo manifes
tado en una marcada desprotección del C-5 respecto del valor cal
culado debido a la congestión estérica existente. La presencia
del metilendioxilo en los compuestos gg y gg provoca una eviden­
te disminución de dicha congestión entre los sustituyentes unidos
a C-5, C-6 y C-7 permitiendo asï obtener desplazamientos concor­
dantes con los calculados ( pág. 173 y 174 ). La diferencia en­
tre los valores observados ( A6= —ll,4 ppm ), tabla 37, para
C-5 en los pares de compuestos indicados, constituye un factor
de corrección para obtener el desplazamiento quimico de C-S en
flavonoides 5,6,7 —trisustituidos con MeO-6.
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Tabla 37: Efecto resultante de la formaclón del grupo metilendioxilo sobre
la resonancia de los carbonos de flavonoides 5,6,7-trísustltuldos.

C-S C-6 C-7 C-8 C-9 C-IO

I
_. o o -11,1 -l,5 -h,5 -6,1 -1,1 +2,l

-12,0 -5,9 -3,7 -8,1 -2,2 +0,8
-ll,0 -5,h -3,9 -3,0 -0,8 +0.]WWW

menu:

l
d —l U1

l
—¡ —¡

t

En los compuestos 22 y ¿92, que poseen HO-5, con y sin
metilendioxilo respectivamente, existe sólo una pequeña varia­
ción ( —l,5 ppm ) en el desplazamiento quimico de C-6, mientras
que al comparar los compuestos 28 y ¿ig o 28 y iii, con MeO-S,
se observa que al"producirse"1a formación del metilendioxilo
1a variación observada para C-6 es de aprox. -5,6 ppm. Este úl­
timo valor es una medida de la descongestión estérica que ocurre,
pero el desplazamiento quimico de C-6 aun sigue alejado del obtg
nido por cálculo ( 140,3 ppm, pág.l74 ), debido a la permanen­
cia de factores estéricos entre el MeO-Sy 6,7-meti1endioxilo.

Como se mencionó previamente ( pág. 177 ) la magnitud
del desplazamiento de C-6 al metilar el HO-Sen el compuesto
gg ( +5,0 ppm ) es menor que el que se produce al metilar el H}5
de flavonoides sin metilendioxilo ( aproximadamente +8,2 ppm ).
Esta diferencia sólo puede deberse a una disminución de la per­
turbación estética existente entre los sustituyentes de C-5 y
C-6 en los compuestos metilados ( Fig. 88 ).

El hecho de que el valor calculado coincida con el espe­
rado para la transformación indicada en la figura 88 indicaria
que sólo están en juego los factores estéricos mencionados.

Con respecto al C-7, al formarse el metilendioxilo, se
observó una protección de dicho carbono ( aproximadamente-4 pgn).
Para el C-8, si se considera el efecto proveniente de 1a metila­
ción de HO-7 ( -4,8 ppm ) en el caso de los compuestos gg y ¿92,
se verifica una protección del mismoen un valor prácticamente

|constante ( 2,5 ppm ).
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H0 _ H0
A6C6 = 8,2 + 0,10me

‘MeO Meo

OH OMe

“c6 = +1.5 ppm Mc6 - -5.s 1 0,3 ppm

O ' 0

<0 AGCG)= 5.0 ppm <0 )

“male: _
OH L6 ¡0,1 + 0,7 ppm OMe

Figura 88

5.- Metoxilos: es fácil conocer el entorno de un metoxilo,
en base al valor de desplazamiento quimico que presente.

El desplazamiento quimico de metoxilos se encuentra usual
mente entre 55,0 y 56,5 ppm, pero en algunos casos se observan a
ammosbajos ( 60 - 63 ppm ). Esta desprotección se evidencia só­
lo cuando existen metoxilos diorua sustituidos por sustituyentes
voluminosos como HO- o MeO- o una unión de anillos. Dhami y
Stothers 189
a inhibición estética de la resonancia entre el oxigeno del MeO­

sugirieron que el efecto antes mencionadose debia

considerado y el anillo aromático. Esto está de acuerdo con
Hofer 287 que indicó que un metoxilo de un anillo aromático se
encuentra en el plano del anillo, permitiendo así un máximosola
pamiento entre los orbitales del par de electrones libres del g
xigeno y los orbitales pi del núcleo aromático, evidenciado por
una protección del carbono del metoxilo. Mientras que si el oxí
geno del metoxilo no se encuentra completamente conjugado con el
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anillo aromático, se desprotege relativamente.
Los flavonoides 5,6,7-trisustituidos presentan dos meto­

xilos con posiciones o-disustituidas y sólo uno con 1a posición
o-libre ( MeO-7). Por las razones mencionadas, se observan por
lo tanto dos metoxilos entre 61 y 63 ppmy el restante a aproxi­
madamente 56 ppm. En cambio, en el caso de flavonoides 5,7,8­
trisustituidos debe esperarse que dos metoxilos se encuentren prg
tegidos y sólo uno desprotegido ( Fig. 89 )

(55.3)Me

OMe(55.6)

¡Me (59.2)

Figura 89: Desplazamiento químico de los carbonos de los metoxilos de una
5,7,8-trlmetoxíflavona 20°

Los flavonoides aislados de amphnamymuwúpm( tabla 31,
pág.l70)<nmpla1lopreviamente expuesto confirmando el comportamieg
to de flavonoides 5,6,7-trisustituidos.
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COMPARACION DE GOMPHRENAMARTIANACON OTRAS ESPECIES DEL MISMO

GENERO

La carencia de estudios quimicos de este género, indujo
a realizar una comparación cromatográfica de los componentes flg
vonoídicos y terpenoidales de Gomphrenamart-¿anacon los presentes
en otras especies del género Gamfluena.

Por esta razón se analizaron G. boliviana, G. haenkeana, G. p_e_
rennis y G. meyeniana.

Gogphrena martiana, G. boliviana yrG. meganiana

Se compararon los componentes de los extractos de éter
de petróleo de G. martiana, G. boliviana y G. meyeniana. Para ello se
efectuó en cada caso un fraccionamiento cromatográfico de los
correspondientes extractos comparándosela composición de hidro­
carburos, alcoholes lineales, triterpenos tetra y pentaciclicos,
esteroles y flavonoides._

Hidrocarburos: las fracciones menospolares provenientes
del fraccionamiento mencionado se analizaron por cromatografía
gas-liquido ( C.G.L. ), observándose la presencia de hidrocarbu­
ros lineales de C29 a C35 e hidrocarburos pertenecientes a la se
rie iso de C31 y C33 en las especies botánicas estudiadas ( tabla
38 ).

Tabla 38: Porcentajes de los hidrocarburos presentes en G. martiana, G. boli­
viana y G. meyeniana.

nCz9 n630 zc31 nc31 nC32 ic33 n633 n03“ nc35

G. martiana 2,7 tr 17,4 21,1 1,3 h,3 35,0 1,7 16,0
G. boliviana h,5 tr 7,6 3h,5 tr 1,5 31,h tr 18,0
G. meyeniana 16,5 1,3 3,9 04,5 tr 0,6 22,1 tr 2,0

tr: trazas
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Al comparar los resultados obtenidos se observó una mayor
similitud entre G. martíana y G. boliviana , excepto en 1a abundancia

del hidrocarburc>iso C311164que es llamativamente más importante
en G. martiana. Con respecto a G. meyeniana, esta contiene rzngl-I60
en mayor proporción que en las otras dos especies; se encuentra

en cambio que nC35H72 está en abundancia menor. Es de notar que
nC31H64y nC33H68se mantienen en conjunto relativamente constag
tes en las tres especies.

.Triterpenos: la fracción 3 resultante de 1a separación
cromatográfica del extracto de éter de petróleo de G.2wlivünmfue
analizadapor CGL y CGL acoplada a espectrometría de masas
( C.G.L. - E.M. ) siendo sus componentes alcoholes lineales y tri
terpenos pentacíclicos.

Comopuede verse en la tabla 39, el compuesto con Tr 2,12
min resultó ser un alcohol con una insaturación mientras que los de

Tabla 39: Análisis de 1a fracción de tríterpenos de G. boliviana.

+
Tr ( mín ) M Pico base Porcentaje Componentes

2,12 296* 71 21,2 _C20Hh00
7.26 361o 57 6.9 c26H5,o*

8,60 392 113 6,3 czausaoñ

9,98 420 57 14,6 C30H620
11,70 #26 218 21,8 B-amírina

12,12 #26 218 23,8 a-amírína

*

Estos fragmentos corresponden a los ¡ones M- H20.
Condiciones C.G.L.-E.M.: Columna 0V-17, 3%, 1,8 m.

Temperatura: 200° 2882 10°/ min.

Tr 7,26; 8,60 y 9,98 min eran alcoholes saturados lineales de 26,
28 y 30 átomos de carbono respectivamente.

Los compuestos con Tr 11,70 y 12,12 min\tenían espectros
de masas muysimilares difiriendo solamente en la intensidadde al
gunos picos. Comoel primero era igual a B-amirina 107 identifi
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cada en G. martiana ( 127),el segundo compuesto debia ser su
isómero a-amirina lgi. Comola diferencia entre ambos compues­
tos reside en la ubicación de los metilos en el anillo E, pre­
sentaban iguales espectros de masas. Esta suposición se confir­
mó al comparar los acetatos de la mezcla en estudio con una mez­
cla de acetatos de a- y B-amirina. La relación entre las dos a­
mirinas era aproximadamente l : 1.

1 1

La fracción de triterpenos aislada de G.nwyanhnapresentó
por C.G.L. el comportamiento indicado en la tabla 40.

Tabla #0: Análisis de la fracción de triterpenos de G. meyeniana.

Tr ( mín ) Porcentaje Componentes

0.7“ 12.7 czthóo

1,01 12,1 CzhHSOO

2.1“ 7.3 C28H580

3.26 1.5 C30H620
5,33 h6,0 B-amírína 121
6,13 11,3 cíclolaudenol g;
8'95 3,2 '­

Condicíones C.G.L.: Columna 0V-l7, 32, 1,8 m.
' Temperatura: 280°¡sotérmíco.
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Los primeros 5 picos constituyen una serie homóloga co­
rrespondiente a alcoholes saturados lineales de 22, 24, 26, 28
y 30 átomos de carbono.

El análisis del E.M. del compuesto con Tr 5,33 min mos
tró que se trataba de una amirina ( M+m/e 426 y 218 ( 100%) );
por su comportamiento cromatográfico ( C.G.L. ) se determinó que
se trataba de B-amirina ¿91. El compuesto con Tr 6,13 demostró
ser igual al triterpeno tetraciclico ciclolaudenol g; por compa
ración de los E.M. ( pag. 130 )y comportamiento cromatográfico
( C.G.L. ).

En G.2xúivianano se detectó triterpeno tetraciclico al­
guno a diferencia de las otras 2 especies.

En la tabla 41 se ven las intensidades relativas con que
se presentan los distintos triterpenos identificados en las 3 es
pecies analizadas.

Tabla ln: Relación entre los triterpenos ldentíficados en las distintas espe­
cies de Gomphrena.

B-amlrína ciclolaudenol a-amirina

G. martiana ¿0,6 52,14 ­

G. boliviana h7,8 - 52,2

G. meyeniana 80,0 20,0 ­

De la comparación de los datos tabulados surge la tendeg
cia de 'G...-mart1:anay G. meyemlanaa acumular ciclolaudenol, mientras
que en G.bolünhna se encuentra ausente y en cambio se destaca la
presencia de a-amirina. Es de suponer que en a.bolünhna está fa
yorecida la transposición 1,2 de uno de los metilos de C-20 a
C-l9 en el anillo E del triterpeno pentacíclico, dando así lugar
a la formación de a-amirina.

Esteroles: Los esteroles presentes en G_bolüfianase anal;
zaron por C.G.L. ( fig. 90 ) resultando ser colesterol 110 ( Tr
6,19 min ), campesterol lll ( Tr 8,03 min ), estigmasterol 112
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Figura 90: Cromatografïa gas-líquido de los esteroles de G. boliviana.

( Tr 8,69 min ) y sitosterol ll; ( Tr 10,08 min )por comparación
con testigos. Al realizar C.G.L.-E.M. de los esteroles de esta
planta se encontró que los espectros de masas de los compuestos
lag y lg; con Tr 7,21 y 11,39 min respectivamente ( tabla 42 ),
presentaban el mismoión molecular que colesterol y sitosterol
respectivamente, pero variaba la abundancia de algunos fragmen­
tos y faltaban otros.

Asi por ejemplo en estos compuestos no se observaban los
iones M- 85, M- lll y M - 139, en cambio presentaban el ion
m/e 255 intenso y a su vez el ión molecular era el pico base
( Fig. 91 y 92 ). Estas características espectroscópicas
junto con el hecho de que ambos compuestos mostraban Tr mayor que
el de los A5—esteroles, indujeron a pensar que se trataban de
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Tabla #2: Análisis de la fracción de esteroles de G. boliviana.

TF ( mín ) ' M+ Píco base Porcentaje Componentes

5.03 - - h,1 ­

6,19 386 #3 h,h Colesterol 112
7.21 386 386 3,5 A7-Colestero] E
8.03 #00 #3 7,9 Campesterol lll
8,69 #12 55 18;h Estígmasterol 11g.

10,08 hlh #3 h3,7 SÍtosterol ll;
11,39 hlh hïh 6,h ¿7-Sítosterol lz_
12,59 - - 2,8 ­

1h,10 #12 12h 1,1 Sítosterona lag

Condiciones C.G.L.-E.M.: Columna 0V-l7, 32, 1,8 m.
Temperatura: 200°-—*2902 10°/ min.

7 . .A-esteroles 288 . Para confirmar esto se realizaron los E.M. de
lOs correspondientes derivados trimetilsililados ( Fig. 93, 94,
95 y 96 ),ya que de esta manera se pueden distinguir los AS-estg
roles de los A-esteroles 239 . Comopuede verse, los As-esterg
les ( colesterol y sitosterol, Fig. 93 y 95 ) presentaban los
iones M - 129 y m/e 129, no observándose el fragmento m/e 255 con
intensidad importante. En cambio, los compuestos ¿gg y ¿gg
( Fig. 94 y 95 ) originaban un fragmento m/e 255 muy intenso y
presentaban el ión m/e 213 ( tabla 43 ).

Tabña #3: Principales fragmentos en los espectros de masas de esteroles trí­
metílsílílados.

M+ M-TMSIOH M-129 255* 213” 129

ISS-colesterol ¡»58 (39) 368 (81) 329 (100) (18) (9) (56)

A7-coÍesterol #58 (100) - - i (95) (36) '

Campesterol 472 (55) 382 (100) 343 (92) (12) ' (63)

Estígmasterol 48h (7h) 39h (86) 355 (36) (77) (21) (62)

Sitosterol 1486(59) 396.(100) 357 (77) - - (39)

A7-sítosterol #86 (100) 396 (25) 357 (18) (91) (27) ­
k

H - TMSÍOH- cadena lateral.

H - TMSíOH- cadena lateral - anillo D.
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no. 255
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Figura 91: Espectro de masas de A7-colesterol 122 .
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Figura 92: Espectro de masas de A7-sítosterol 123.
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Figura 93: Espectro de masas de colesterol trímetilsílílado.
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213 2 9
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Figura 91+:Espectro de masas de A7-colesterol trimetílsílílado.
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100 396

(Z)

80 357

60 #86

20 tm

50 100 150 200 250 300 350 #00 #50 m/e

Figura 95: Espectro de masas de sitosterol trímetilsllilado.

100 #86
(z) 255

80

60

ho 381

213 3°3 396 47]

2° ’í’IJ I
50 100 150 200 250 300 350 400 #50 m/e

Figura-96: Espectro de masas de A7-sitosterol trímetílsililado.
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Con los datos obtenidos se identificaron los compuestos 2g y
¿gg comoA7-colesterol y 47-sitosterol respectivamente. Los es­
pectros de masasobtenidos para los derivados trimetilsililados
de dichos componentes fueron coincidentes con los registrados en
literatura 235'237'239

La mezcla de esteroles sin trimetilsililar mostraba adeú
más un pico con Tr 14,1 min correspondiente a un compuesto que
permanecía inalterado al trimetilsililar,pues su espectro de ma­
sas era el mismoen ambos casos, evidenciándose por tanto la au­
sencia de hidroxilo en la molécula. Este compuesto¿34 presenta
ba un ión molecular a m/e 412 y el fragmento M - 42 debido a 1a
pérdida de cetena; asi comoel pico base a m/e 124 característi­
co de 3-ceto-4-en-esteroides 289. Los fragmentos mencionados per
mitieron identificar a este compuestocomoestigmast-4-en-3-ona
( sitosterona ) ¿35 ( Fig. 97 ).

Los esteroles de G.nwyenünufueron también estudiados por
C.G.L.-E.M. de los mismosy de sus derivados trimetilsililados
( tabla 44 ) encontrándose que eran idénticos a los encontrados
en G. boliviana.

Tabla kh: Esteroles de Gomphrenameyeniana.

+
TF ( mln ) H Porcentaje Componentes

“.93 ‘ 3.5 ­

6,10 386 3,9 Colesterol 112

7,10 386 1,6 A7-Colesterol 1_3L

7,85 400 6,2 Campesterol JJ__

8,47 412 6,4 Estlgmasterol ll_
9,91 hlh 65,6 Sltosterol ll;

11,16 ll“! 5,3 A7-Sltosterol E
13.93 #12 4,6 Sltosterona ¿gi

Condiciones C.G.L.-E.M.: Columna 0V-17, 32, 1,8 m. ‘
Temperatura: 200° 290°, 10°/ mln.
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100 IZQ

80 #12

60

288
#0 229 289

Í 370

20 355 397
327

IIIIlqu ¡III I I II . .í
50 100 ISO 200 250 300 350 400 #50 m/e

133: H+, m/e #12 m/e 12h

m/e 327

m/e 229

R a cadena lateral

m/e 289

Figura 97: Espectro de masas y fragmentos principales de sitosterona 12h.
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Al comparar los esteroles de las tres especies estudia­
das ( tabla 45 ) se observa la similitud existente entre G. boli­
viana y G. meyeniana en cuanto a la composición de la mezcla, con

alto contenido de sitosterol en la última. En cambio G.{nartíana
no posee A7-sitosterol y sitosterona en cantidades detectables,
pero la preporción relativa de campesterol: estigmasterol: sitos­
terol ( 0,17: 0,43: 1,00 ) :es igual a la de G. boliviana, siendo
este último hecho destacable.

o

Tabla l45: Esteroles de G. nurtiana, G. boliviana y G. meyemïana.

G. mart-¿cm G. boliviana G. meyemlana

Colesterol lg 1,3 ¡4,16 3,9
A7-ColesterolL tr# 3.5 1.6
Campesterol 1_1_1_ 10,3 7,9 6,2

Estlgmasterol l 25,¡+ 18,14 6,1}
Sitosterol _‘I1_3 58,9 ¿3.7 65.6

A7-sítosterol la - 6,1! 5.3
Sitosterona E 1.1 ¡MG

#
[btermínado por C.G.L.

mineria haenkeana, G.perenmieJ G. mairut‘zlanalG. boliviana X G. meyeniana

Ecdisterona: conociendo que ciertos géneros de la fami­
lia Amarantaceae ( Cyathula, Altemwfzthera y una especie de Gamphrena')
contenían ecdisteroides, se orientó el estudio de G. haenkeanahacia
la búsqueda de esta familia de compuestos.

- La planta entera se extrajo sucesivamente con éter de pg
tróleo y etanol. Por evaporación del extracto etanólico se ob­
tuvo un residuo, del cual se aisló un compuesto a de Rf=0,32
( acetato de etilo: metanol, 9:1; silicagel ) que revelaba con

H SO
2 4

verde, reacción caracteristica de ecdisteroides
- anisaldehido de color violeta y viraba con el tiempo a
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Su espectro U.V. mostraba una absorción a 243 nm indi­
cando la presencia de una cetonac:,B-insaturada. A1calentar es
te compuesto en HCl l N en metanol durante 15' a 70°y observar
nuevamente su espectro U.V.,seoamxobí la aparición de dos absor
ciones a 245 y 297 nm, evidenciando una vez más la presencia de
un ecdisteroide, ya que en ese proceso se produce la pérdida de
agua con intervención de HO-l4 y.la migración del doble enlace de
c-7 a c-a 290'291 (.Fig. 98 ).

R R

297 nm 2h5 nm

O

Figura 93

El espectro de 1H-RMN( Fig. 99 ) de 22 en deuteropiridi
na mostraba 4 singuletes a 1,07 ppm ( 3 H ), 1,20 ppm ( 3 H ),
1,36 ppm ( 6 H ) y 1,56 ppm ( 3 H ) correspondientes a metilos
de un ecdisteroide con H0-20 que provocaría desprotección de
Me-18 ( 1,20 ppm ) y Me-21 ( 1,56 ppm ) con respecto a los valo­
res correspondientes en el espectro lH-RMNde ecdisona ( Fig.
100 ). La señal a 1,07 ppm se atribuyó al Me-l9 y la de 1,56 ppm
a los metilos 26 y 27 que son equivalentes. Se observó también
un singulete ancho a 6,12 ppmcorrespondiente al H-7 del sistema
enónico.
\ Para verificar las caracteristicas estructurales de la

cadena lateral de este compuesto se realizó su espectro de masas.
No se observó el ión molecular, que deberia aparecer a m/e 480,
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26 y 27

18

21 '9

¡0.0 ' (ppm) SLÓ’ ' ‘ 1.0

Figura 99: Espectro de.lH-RMNde 31, en pírídína-dS ( 60 MHz).

ecdísona ecdísterona
ppm

Me-18 0,74 1,20

“3'19
27 — a e

H0 Me 21 1,2 1,5

26 OH Me-26y27 1,36 1,36

H0

R = H, ecdísona

R = OH, ecdísterona

Figura 100: Desplazamiento químico de los metilos de ecdísona y ecdisterona
en sus espectros de lH-RHNen deutero píridína.
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pero si 4 pérdidas sucesivas de agua a partir del mismoa m/e
462, 444, 426 y 408. El fragmento m/e 161 sugería una cadena
lateral con 3 hidroxilos, dos de los cuales debian ser tercia­
rios ya que se observaban dos pérdidas de agua a partir de ese
ión ( m/e 143 y 125 ). La presencia de los iones M - 117 ( m/e

363 ), M - 117 - HZO ( m/e 345 ) y M - 117 - 2H20 ( m/e 327 )
era un indicio de que debian existir dos hidroxilos vecinales
en la cadena lateral y que estos debian estar ubicados en C-20
y C-22, como sugería el espectro de lH-RMN,ya que de esa mane­
ra estaba favorecida la ruptura entre esos dos carbonos,ruptu­
ra que se produce sin transferencia de hidrógeno comoocurre en
los dioles vecinales 292 . Esto se confirma además por la pre­
sencia de la secuencia m/e 117, 99 y 81 provenientes de la cadg
na lateral luego de la ruptura entre los carbonos 20 —21( Fig.
101 ).

Todos los datos permitieron caracterizar al compuestog;
comoecdisterona cuyo pf. y espectro I.R resultaron coincidentes
con los de un testigo.

1:3 sa
80

60 8]

ho 250
327 363

26385

20‘ dl i 16:73 30° 426I J Il a ¡I I . h II“Í“‘l».62

30050 y 100 150 200 250 350 #00 #50 m/e

Figura 101: Espectro demasas y fragmentos principales de ecdisterona a;
continúa .
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2 m/e 1h3 2rn/e 128

HO OH 7+­

m/e 161

¿a

ruptura I

- H

m/e 283
HO '20-22

OH

“0 OH

l 0 ruptura m/e ¡17 _ H o
gi 20-22 2

m/e 99

- HZO

H ' m/e 81

ÓH

H

m/e 363 _ “20
m/e 345 H o\' 2-m/e327

Figura 101: Espectro de masas y fragmentos principales de ecdlsterona g}
( continuación ).

Con el objeto de comprobar la presencia de ecdisterona
en las restantes especies de Gomphrenaen estudio, se compararon
cromatográficamente los extractos alcohólicos de G.7muwimuuG.
boliviana, G. haenkeana, G. meyemlanay G. perennis detectándose este
compuesto sólo en las últimas tres especies ( silicagel, AcOEt­
HeOHL9zl;revelador: HZSO4/ anisaldehido, violeta vira lenta­
mente a verde ).

Flavonoides: la comparación cromatográfica de los ex­
tractos de éter de petróleo de las especies en estudio, determi
nó qUe sólo G. martiana y G. boliviana poseían las mismas agliconas
de flavonoides cuyas estructuras ya se han discutido: 3,5-dime­
toxi-6,7-metilendioxiflavona gg, 3,5,6,7-tetrametoxiflavona iii,
5,7-dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona ¿29, S,7-dihidroxi-6-metoxifla
vonalgl, 7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona ¿lá y 3,5,7-trimetoxifla
vona ¿91.

Las restantes especies parecian no poseer flavonoides.
Esto último se confirmó al realizar los espectros de lH-RMN
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de los extractos crudos pues no se observaron señales correspon
dientes a hidrógenos aromáticos.

Protoalcaloides: todas las especies nombradasmoStraron
por cromatografía en capa delgada ( C.C.D. ) de los extractos al
cohólicos la presencia de colina ll ( sílicagel, Rf 0,47; EtOH­
HONH4(c),10:0,5; revelador: Dragendorff color rojo ) y betaina 2
( celulosa, Rf 0,30; AcOBu-nBuOH-AcOH-H20,85:15:40:22/ celulosa,
Rf 0,45; EtOH-HONH4(c),4:l; revelador: Dragendorff color naran­
ja ),encontrándose la primera en mayor proporción. La acumula­
ción de este tipo de compuestos es una caracteristica de la fami­
lia Amarantaceae,

CONCLUSIONES DEL ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS DISTINTAS ESPECIES

En la tabla 46 se detallan las caracteristicas generales
del estudio realizado sobre las distintas especies del género
amphremm

Tabla #6: Estudio comparativo de las distintas especies de Gomphrenaestudia­
das.

G.martiana G.boZiviana G.haenkeana G.meyeniana G.perennis
Agllconas de
flavonoídes + + ­
Betaïna + + + + +

CoHna + + + + +

Ecdísterona — - + + +

Comopuede apreciarse, junto a lo expuesto previamente,
G.martianay G. boliviana resultan similares desde el punto de vis
ta químico pues poseen las mismas agliconas de flavonoídes, compg
sición semejante de hidrocarburos y esteroles,y carecen de ecdis­
terona residiendo la diferencia entre ellas en la composiciónde
los triterpenos ( pág. 186 ). Resulta interesante tener en cueg
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ta que esta similitud química entre ambasespecies coincide
con el hecho de que durante muchotiempo se las confundiera bo­
tánicamente. Sin embargo, 1a sutil diferencia quimica en el con
tenido de triterpenos existente entre ambases concordante con
la establecida botánicamente y que determina que son especies
distintas 293

Otra interesante observación, es que en las especies que
contenían agliconas de flavonoides no se pudo detectar la presen.
cia de ecdisterona y viceversa. Asi, se plantea la posibilidad
depoder obtener conclusiones de estos hechos estudiando un mayor
númerode especies, de tal manera que sirvan para establecer co­
rrelaciones quimiotaxonómicas.

POSIBLE INTERRELACION BIOSINTETICA DE LOS FLAVONOIDES DE G. MARTIANA

El hecho de haber encontrado en Gomphrenamartiana est-ructu­
ras de flavonoides muyrelacionadas entre si, permite proponer
posibles caminos biosintéticos ( Fig. 102 ) que expliquen su prg
sencia en la planta y postular ciertos intermediarios que no fue
ron aislados quizás por encontrarse en baja proporción.

Asi, la 5,7-dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona ¿29 podria ocu
par un papel central en la biosintesis de las otras 3-metoxiflavg
nas_ya que por metilación exhaustiva conduciria a 3,5,6,7-tetramg
toxiflavona ¿li lo cual podria ocurrir por dos caminos según se
metile primero HO-So HO-7. No se detectaron derivados monometi­
lados de ¿29.

La formación de 3,5-dimetoxi-6,7-metilendioxiflavona gg
podria ocurrir por dos caminos: ciclación oxidativa y metilación
posterior del compuesto 22 o viceversa. Comono se detectó el
compuesto 22, es probable que el camino sea metilación del HO-S
de ¿gg y posterior ciclación oxidativa pues se encontró en el cg
so de flavonas su análogo ¿lá proveniendo este compuesto por mg
tilación de HO-Sselectiva en el compuestolgl.

Si las enzimasciclantes y metilantes que actúan en la big
síntesis de las 3-metoxiflavonas son iguales a las que intervie­
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Figura 102: Posible interrelación bíosíntética entre los flavonoídes de Gomphpi
.na martiana.
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nen en la biosíntesis de flavonas, deberían haberse encontrado
en la planta 5,6,7-trimetoxif1avona ¿gg y 5-metoxi-6,7—metilen­
dioxiflavona ( análogo a gg ).

Comola introducción de sustituyentes en C-6 parece ser
uno de los últimos pasos en la bíósíntesis de flavonoides , el
compuesto ¿gg o un anáIOgo demetilado podría ser el precursor
de las 3-metoxiflavonas discutidas.
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ACCION CITOTOXICA Y ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE ETER DE PE­

TROLEO Y FLAVONOIDES DE GOMPHRENAMARTIANA

Acción citotóxica

Se ensayó el efecto que producía el extracto de éter de
petróleo y una mezcla de flavonoides del mismo sobre el crecimien
to de Sarcoma 180 ( 500.000 células, i.p.) en ratones BALB/ c
endocriados.

Una suspensión en Tween 80 del extracto de éter de petré
leo y mezcla de flavonoides se inyectaron durante los primeros
cinco días posteriores a la inoculación del tumor. Se observó
que hasta 30 días aproximadamente, se producía inhibición de las
células tumorales, las cuales a partir de ese momentoy durante
30 - 60 días comenzaban a crecer y producían muerte en los anima­
les.

En una experiencia se obtuvo un promedio de sobrevida
del 71,4 %en animales inoculados ( tabla 47 ) mientras que en
un lote testigo ( sin aplicar extracto de éter de petróleo )
inoculado simultáneamente,1a sobrevida a los 22 días fue nula.

Tabla Q7: Efecto del extracto de éter de petroleo sobre ratones inoculados
con Sarcoma 180 i.p .

5-180 + EP 5-180

x¡ 17,3 19.3

xS 17.7 22,0

x10 17,3 22,0

x15 17,h 26,0

x20. 18,0 133,5

x38 18,6 ­
5-180: Sarcoma 180. '
EP: extracto de éter de petróleo de G. martiana ( Suspensión en Tween80 ).
xiz peso promedio del lote de animales a los i dïas de inoculados.

Se observa en la tabla 47, que el peso de los ratones del
lote testigo aumenta rápidamente debido al crecimiento del tumor,
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mientras que el peso en el lote de ratones tratados con el ex­
tracto de éter de petróleo permanecía relativamente constante.
Se observó también una discreta leucopenia ( Í=4.800 / mm )
en los tratados comparadoscnn los testigos ( Ï=6.200 / mm3).

El hecho,que después de un mes recomience el crecimien­
to tumoralfindica que los componentes de dicho extracto actúan
inhibitoriamente sobre el tipo de tumor estudiado.

Se realizaron experiencias con una mezcla de las agli­
conas aisladas de G.nnrtüma observándose resultados similares
a los obtenidos con el extracto de éter de petróleo.

La concentración del extracto y de las agliconas de
flavonoides en las suspensiones inoculadas fue de 7 y 0,7 mg/ml
respectivamente, con lo cual se pone de manifiesto que aún uti
lizando la décima parte de 1a concentración activa del extrac­
to, sigue manteniéndose acción citotóxica, hecho que indicaria
que los componentesdel extracto responsables de la actividad
mencionada son los flavonoides.

Este trabajo ha sido realizado por la Lic. Marta S.
Garcia bajo la dirección de la Dra. Lia S. Rumien el Instituto
de Biologia y Medicina Experimental ( CONICET).

Acción antimicrobiana

Se ensayó la actividad antibacteriana de los extractos
de éter de petróleo y etanólico de G.nnrtúnu frente a distin­
tas bacterias Gram+ y Gram-, aerobias o anaerobiasy'algunas
levaduras y hongos, mediante métodos usuales con medio sólido.

En la tabla 48 se resumen los resultados obtenidos, ex­
presando las actividades comoconcentraciones inhibitorias mini­
masj ug/ml ). Se pone de manifiesto la actividad del extracto
de éter de petróleo frente a Mycobacteriumphlei y las bacterias
anaerobias CZoatrid-¿wntetamii y Clostridium sporogenea. También se en
sayaron las mezclas A, constituida principalmente por el flavonoi
de 2g, y B constituida por una mezcla de ¿gg y ¿El ( tabla 49 ).
Estas agliconas de flavonoides resultaron muyactivas contra Mng
bacunñumlflúei con una concentración minima inhibitoria de 15-30
pg/ml en ambos casos, que corresponde a una actividad normal pa­
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ra un bactericida. Conreferencia a]a actividad presentada
frente a Aspergillusniger debe mencionarse que se observó cre­
cimiento de este hongo, pero con inhibición de la formación de
conidios que participan en la reproducción asexuada del mismo.

Este trabajo fue realizado por la Lic. Alicia S. Loren­
ti bajo la dirección del Dr. Alberto Viale en la Cátedra de Mi
crobiologia e Inmunología del Departamento de Quimica Biológi­
.ca de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales ( U.B.A. ).

Tabla #8: Actividad antímícroblana de extractos de Gomphrenamartiana.

Microorganísmo EP# Et0H#

Staphylococcus aureus 500 2000

Streptococcus faecalis 1000 2000
Salmonella newport - ­

Salmonella oranienburg
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa - ­

Mycobacterium phlei 250 250
Clostridium tetanii 250 1000

Clostridium sporogenes 250 #000

Clostridium butyricum 1000 #000

Saccharomyces cerevisiae 1000 250
Chndida albicans 2000 250

Aspergillus niger 2000 2000
EP: extracto de éter de petróleo.
EtOH:extracto etanólíco.
# Las actividades se expresan.como concentración ¡nhíbitoria' mínimaúig/ml).
- no tiene actividad.
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Tabla #9: Actividad antimicrobiana de flavonoides de Gbmphrenamartiana.

chroorganísmo A# B#

Staphylococcus aureus 2000 500

Streptococcus foecalis 2000 2000
Mycobacterium phlei 30 15

Saccharomyces oereviaiae 1000 250
Cándido albicans 500 500

Aspergillus niger 500 1000

A: constitufdo principalmente por 2g.
B: mezcla de 100 y 101.

Las concentraciones se expresan en ug/ml ( Concentración ¡nhlbltoría mínima ).



CAPITULO VI

PARTE EXPERIMENTAL
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PARTE EXPERIMENTAL

Métodos empleados

Los puntos de fusión ( pf. ) fueron determinados en un a
parato Fisher-Johns y no han sido corregidos.

El poder rotatorio del compuesto ¿lg fue medido en un
polarímetro digital Perkin Elmer, modelo 141, en tubo de l dm
utilizando metanol comosolvente.

Los espectros de absorción infrarroja ( I.R. ) se obtu­
vieron en un espectrofotómetro Perkin Elmer l37-B Infracord. Las
determinaciones se hicieron en suspensiones de nujol o pastillas
de bromuro de potasio.

Los espectros de absorción ultravioleta ( U.V. ) fueron
&terminados en soluciones de metanol en un espectrofotómetro
Beckman DK-ZA. En los U.V. de flavonoides se utilizaron como
reactivos de desplazamiento: metóxido de sodio ( NaMeO), 2,5 g

de sodio en 100 ml de metanol; cloruro de aluminio ( A1Cl3 ),
5 %en metanol; ácido clorhídrico( HCl ), l : 1; acetato de so­

dio ( NaAcO), sólido y ácido bórico ( H3BO3), sólido. l
Los espectros de resonancia magnética protónica ( H-RMN)

se efectuaron a 60 MHzcon un espectrómetro Varian A-60 y a 100,1
MHzen un espectrómetro Varian XL-lOO, según se indica en cada
caso. Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono­
13 ( 13C-RMN) se efectuaron a 25,2 MHzen un espectrómetro Va­
rian xL-1oo y a 20,0 MHzen un espectrómetro Varian FT-BO. El
solvente en que se hicieron los espectros se indica en cada caso;
en todas las determinaciones se utilizó tetrametilsilano (TMS)cg
mo referencia interna. Los desplazamientos quimicos se expresan
en ppm y las constantes de acoplamiento ( J ) en Hz. Las abrevia
turas usadas en la descripción de estos espectros son s: singule­
te, d: doblete, t: triplete, c: cuarteto y m: multiplete.

Los espectros de masas ( E.M. ) se realizaron a 70 ev
en un espectrómetro de masas Varian Mat CH-7Acon inserción direg
ta. Las cromatografías gas-liquido combinadascon espectrome­
tría de masas ( C.G.L.-E.M.) se realizaron en un cromatógrafo
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Varian 1400 acoplado a un espectrómetro de masas Varian-Mat-CH-7A
con procesador de datos ( computadora Varían Mat Spectro System
166 con teletipo Tektronix 4010-1 e impresor Tektronix 4631 ) o
en un equipo Hewlett-Packard 5995 A.

Todos los solventes empleados fueron purificados por des
tilación y evaporados a presión reducida a menos de 50°. Todas
las mezclas están expresadas en relaciones de volumen (v / v).

Métodos cromatográficos

1.- Cromatografía en capa delgada ( C.C.D. ): se utilizó
siempre la técnica ascendente. Se utilizaron placas preparadas
con sílicagel G ( Merck ), espesor 250 micrones, así como croma-.
toplacas de sílicagel G ( Merck), Celulosa F ( Merck ) y Alúmina
F-254 ( Merck ).

Se usaron comoreveladores H2804: ácido sulfúrico en áci­
do acético,l : 1; FeCl3 2%en etanol; anisaldehido: 5 %en isoprg
panol y reactivo de Dragendorff según Thies, Reuther, modifica­
ción de Vágujfalvi

2.- Cromatografía en columna: se utilizaron los siguien­
tes rellenos para las cromatografías en columna: sílicagel gra­
do 923, malla 200-300 ( Davidson Chemical ); silicagel H ( Merck );
alúmina neutra ( Woelm ); Sephadex LH-ZO ( Sigma ); poliamida
para columna ( Woelm ) y resina de intercambio Amberlite IRA-400
( HO_) ( Sigma ). Las cromatografías líquidas a mediana presión
se llevaron a cabo en columnas Lobar de sílícagel 60, tamaños B
y C ( Merck ) y con sílicagel H ; el solvente de desarrollo era
impulsado por una bomba Prominent-Electronic 1001 SCJ provista de
un amortiguador de pulsos o con aire comprimido. El solvente de
desarrollo se indica en cada caso, mediante sus fórmulas usuales.

3.- Cromatografía gas—líggido ( C.G.L. ): se realizaron
en un cromatógrafo gaseoso dual Hewlett-Packard 5830 A con deteg
tor de ipnización de llama ( FID ). Las condiciones de temperatu
ra y columnas empleadas se indican en cada caso.

Las fases de las columnas tenían como soporte Chromosorb
w-AW-DMCS, malla 60 — 80.
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Los microanálisis fueron realizados por la Dra. Blanca
Deferrari y la Lic. Marta Marcote ( UMYMFOR,CONICET-FCEN).

Reacciones generales

1.- Acetilación: todas las acetilaciones se efectuaron
utilizando anhídrido acético y piridina ( l : 0,9 ) a tempera­
tura ambiente. La mezcla de reacción se dejó en reposo durante
12 - 24 hs en la oscuridad y los compuestos se aislaron por eva­
poración de la mezcla acetilante­

2.- Trimetilsililación: se disolvió 1a muestra en piridi
na y se agregaron cantidades iguales de trimetilclorosilano y
hexametildisilazano. Se agitó la mezcla y luego de 5 min en repg
so fue evaporada a sequedad. El residuo se tomó con cloroformo
anhidro, quedando sales en suspensión. En caso de utilizar la
muestra trimetilsililada para efectuar 1H-RMNse filtraron las
sales a través de una placa filtrante; el filtrado se evaporó y
disolvió en una cantidad adecuada de cloroformo deuterado. Si
el compuestoo mezcla de compuestostrimetilsililados se utili­
zaba en un análisis por C.G.L.,se centrifugó la mezcla y el sobrg
nadante se inyectó en el cromatógrafo.

Material vegetal

Se utilizaron plantas enteras de'las siguientes especies
del género Gomphrena.

1.- Gomphrenamartiana Moq.: ejemplar de herbario CP 457.
Recolectada en la provincia de Salta, Dpto. Gral. Güemesa l km
al norte del cruce del puente del río Juramento, sobre ruta nacig
nal 34. Forma matorrales abundantes en 1a banquina del camino.
Marzo de 1978fi Leg.: Arenas, Boelcke y Giberti. Identificó: Ing.
0. Boelcke.

Ejemplar de herbario SI 31444. Recolectada en la provin­
cia de Jujuy, Dpto. Palma Sola. Marzo de 1979. Recolectó e iden­
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tificó Ing. Angel L. Cabrera.

2.- GomphrenabolivimaMoq.: ejemplar de herbario BAFC1294.
Recolectada en la provincia de Córdoba,Dpto. Capital: Ciudad de
Córdoba, en un baldío cercano al edificio de la Universidad Na­
cional de Córdoba. Marzo de 1981. Recolectó e identificóíng.1LT.
Hunziker.

3.- GomphrenahaenkeanaMart.: ejemplar de herbario BAFC1292.
Recolectada en la provincia de Córdoba, Dpto. Capital: Ciudad de
Córdoba, en los alrededores de la Ciudad Universitaria. Leg: Dr.
Juan C. Oberti.IdauúfioóIng. A.T.Hunziker. Marzo de 1981.

4.- GomphrenameyenianaWalpers: ejemplar de herbario BAFC
1293. Recolectada en la provincia de Salta, Dpto. Chicoana: Va­
lle encantado, 3000 m.s.m . Leg: A.T.Hunziker y R.Subilis.
Identificó Ing. A.T_.Hunzi.ker. Mayo de 1981.

5.- GamfluwnaperennisL.: ejemplar de herbario BAFC1291.
Recolectada en la provincia de Córdoba, Dpto. Colón: Sierra Chica
( falda oriental ), entre La Granja y Agua de Oro. Marzo de 1981.
Recolectó e identificó Ing. A. T. Hunziker.

Tratamiento del material vegetal

Método de extracción: la planta entera se secó a 45°C
en una estufa con circulación de aire y se molió posteriormente
empleando una malla de 2 mmen un molino Wiley, modelo ED-5.

El polvo obtenido fue extraido en forma continua en un
extractor S.G.A. Scientific Inc. modelo JE 5550. En caso de te­
ner poco material vegetal las extracciones se efectuaron en
Soxhlet. Se extrajo exhaustivamente primero con éter de petró­
leo ( 60°- 80°), obteniéndose por evaporación del solvente un re
siduo oscuro que se denominó extracto de éter de petróleo. A con
tinuación, luego de secar el resto vegetal, se extrajo con etanol.
Portxmcaurmfión del extracto etanólico, en todos los casos se prg
dujo la precipitación de sales que fueron eliminadas por filtra­
ción. Los rendimientos se indican en cada caso.
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ESTUDIO QUIMICO DE GOMRMHMMMUHUMNA

La planta entera ( 2.240 g ) fue extraída con éter de pe­
tróleo según se indica en la parte general. Se Concentró el ex­
tracto a un volumen de aproximadamente 300 ml y se dejó una noche
en heladera. Se obtuvo un precipitado que se filtró y lavó con
Iéter de petróleo frío, Precipitado l ( 1,4 g: 0,06 %). Por eva­
poración de las aguas madres se obtuvo un residuo oscuro, Residuol
( 37 g; 1,7 % ).

A continuación, se secó el residuo vegetal y se extrajo
con etanol. A1enfriar el extracto, se separó por filtración un
abundante precipitado constituido por KNO3( 89 g; 4,0 % ). Por
evaporación del filtrado se obtuvo un residuo verde oscuro, Besi­
ggg_g ( 159,7 g; 7,1 % ).

Fraccionamiento del Precipitado l

Se recristalizó el Precipitado l reiteradas veces de eta­
nol hasta observar homogeneidadpor cromatografía sobre capa del­
gada ( C.C.D. ) de sílicagel usando comosolvente benceno-acetona,
7 : 3. Se obtuvo así el compuesto gg puro, que fue identificado
como3,5-dimetoxi-6,7-metilendioxiflavona (100 mg).

Se cromatografió el residuo obtenido al evaporar las aguas
madres de cristalización de gg ( 500 mg ), en una columna de sili­
cagel Davidson ( 50 g.) usando como solvente de elución ClZCH2y
un gradiente de CLZCHZ-AcOEthasta 5 %. Se obtuvieron tres frac­
ciones ( fracción 1: 320 mg; fracción 2; 101 mg y fracción 3: 32
m9 ).

i Se sometió la fracción l a cromatografía liquida de media
na presión usando comosolvente benceno-acetona,98 : 2, obtenién­
dose dos subfracciones puras correspondientes a los compuestos
¿09 ( 90 mg ) y ¿9; ( 17 mg ) respectivamente ( C.C.D. silicagel:
benceno-acetona,98 z 2; Rf: 0,29 ( ¿gg ) y 0,22 ( ¿gl ); con FeCl3
revelan color verde oscuro y negro respectivamente ). Los compues
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tos ¿gg y ¿gl fueron caracterizados como5,7-dihidroxi-3,6-dime­
toxiflavona y 5,7-dihidroxi-G-metoxiflavona respectivamente.

De la fracción 2 se obtuvo el compuesto gg impuro. El a­
nálisis de la fracción 3 por C.C.D. de silicagel con benceno-ace­
tona,4 : l,mostró la presencia de una mancha fluorescente celeste
a 366 nm ( Rf: 0,5 ). La purificación de la misma se efectuó por
cromatografía en placa preparativa de silicagel utilizando el sol
vente anterior, eluyendo la panda principal con C12CH2-acetona,
l : l . El eluído ( 12 mg ) fue recromatografiado en una columna
seca de sílicagel Davidson ( 2 g ) y se aislaron 10 mg de ¿91,
identificado por métodos espectroscópicos como3,5,7-trimetoxifla
vona.

Fraccionamientodel extracto de éter de petróleo ( Residuo l )

20 g del Residuo l se sembraron en una columna de silica­
gel Davidson ( 1500 g ). La elución se llevó a cabo con un gra­
diente de benceno-acetona que varió de 5 % a 50 % , concluyendo
con metanol. Se obtuvieron 8 fracciones principales:

Fracción Masa ( mg ) Componentes

1 216 Hidrocarburos

3920 Ceras

3 2700 Alcoholes lineales y
Triterpenos

h 1100 Esteroles

5 1500 Flavonoídes lgg_y 191

.6 1700 Flavonoídes gg_y ¿li

7 2100 Flavonoídes 125_y ll_
8 3100 Aceite oscuro

De la fracción l se obtuvieron hidrocarburos que fueron
analizados contra testigos por C.G.L. y C.G.L.-E.M.

La fracción 2 estaba constituida por ceras que no fueron
estudiadas.
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Por sucesivas recristalizaciones de acetona de la frac­

ción 3 se obtuvo una mezcla de alcoholes lineales de C24 a C30.
Por evaporación de las aguas madres se obtuvo un residuo ( 50 mg )
que fue cromatografiado en una columna de sílicagel usando cloro­
formo comoeluyente. La fracción principal fue analizada por
C.G.L.-E.M. determinándose la presencia de B-amirina ¿21, ciclo­
laudenol gg y hopeol ¿22.

La fracción‘4 se trató con metanol, se filtró en caliente
y se dejó cristalizar. El precipitado obtenido se analizó por
C.G.L. contra testigos determinándosela presencia de colesterol
¿¿g, campesterol lll, estigmasterol ¿lg y sitosterol ¿lg confir­
mándose las estructuras por C.G.L.-E.M. ( 215 mg ).

La fracción 5 mostró ser una mezcla de las flavonas ¿22yfi­
El fraccionamiento de la fracción 6 se efectuó en una

columna Lobar tamaño A usando como solvente de elución benceno­

acetona,96 : 4 y 95 : 5 . Se aislaron 170 mg del compuesto ¿li
identificado como3,5,6,7-tetrametoxiflavona.

Por cristalizaciones sucesivas de la fracción 7 de meta­
nol se obtuvo el compuesto ¿lá que fue caracterizado como7-hi­
droxi-S,6-dimetoxiflavona ( 22 mg ).

Fraccionamiento del extracto etanólico ( Residuo 2 )

Se disolvieron 27 g del Residuo 2 en 250 ml de etanol y
se evaporaron junto con 70 g de poliamida para columna. Se c019
có la pastilla así formada en un embudocon placa filtrante y se
percoló sucesivamente con l litro de cloroformo, 700 ml de agua
destilada ( hasta reacción de Dragendorff negativa ) y l litro de
metanol. Se obtuvieron asi luego de eliminar los correspondien­
tes solventes: 9,9 g de residuo clorofórmico, 13,8 g de residuo
acuoso y 1,1 g de residuo metanólico.

Estudio del percolado acuoso: 7 g de este residuo se disolvieron
en agua y'se llevaron a pH = 12 con K2C03. Se agregó solución sa­
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turada de sal de Reinecke,( Cr(SCN)4(NH3)2 )NH4, hasta que no se
formara más precipitado en el sobrenadante. Se filtró y el pre­
cipitado asi obtenido se disolvió en acetona, desechándose el in
soluble. Por evaporación de la solución se obtuvieron 313 mgde
reineckato.

La eliminación del anión de la sal compleja se efectuó pg
sando el reineckato disueltoen acetona por una columnade inter­
cambio aniónica Amberlite IRA-400 ( H0“ ), armada en metanol.
Por evaporación del solvente se obtuvieron 60 mgde base libre
que fueron purificados por cromatografía en columna de alumina
neutra ( 6 g ) usando como solvente de elución Cl3CH-MeOH-ACOH,
100 : lO : l . Se aislaron 26 mg del compuesto ll caracterizado
como colina.

El filtrado resultante de la precipitación del reinecka­
to de ll se acidificó con HCl ( c ) hasta pH = l. Se efectuó la
precipitación de protoalcaloides agregando solución saturada de
sal de Reinecke, comose describe previamente. Se filtró y el
precipitado resultante de disolvió en acetona. Por evaporación
de la sblución acetónica se obtuvo un residuo ( 1,2 g ) que se
liberó del anión complejo cromatografiándolo en una columna de
silicagel H usando MeOH-NH4OH,10 : 0,5,como eluyente. Se obtu­
vieron 180 mgdel compuesto 2 caracterizado comobetaina.

En el resto acuoso se detectaron aminoácidos.

Estudio del percolado metanólico: 517 mg de este residuo se cro­
matografiaron en una columna de Sephadex LH-20 ( 33 g, 20x400 mm)
usando metanol comoeluyente. Se obtuvieron cuatro fracciones
principales:

La fracción l ( 159,8 mg ) fue la única que dio reacción de
Shinoda negativa y no fue.eStudiada.

pa fracción 2 ( 207,4 mg ) fue purificada por cromatografía
en columna de silicagel H ( 21 g, 20x180 mm ) con AcOEt-MeOH-HZO,
15 : 1,5 : l . La fracción principal dio por evaporación un re­
siduo amarillo ( 67 mg ) homogéneopor C.C.D., caracterizado co­
moisoramnetina-3-0-robinobiósido llá.

Las fracciones 3 y 4 ( 71 y 59 mg respectivamente ) resulta
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ron ser mezclas complejas de flavonoides ( glicósidos ) en ba­
ja proporción de fácil descomposición, que no fueron analizadas.

El percolado clorofórmico no fue estudiado por ser simi­
lar al extracto de éter de petróleo.

Datos de los compuestos aislados de Gomphrenamarting

Compuestosobtenidosdel fraccionamiento del Precipitado l

3,5-dimetoxi-6,7-metiZendiomifZavona 22;

pf: 198-200°( EtOH) ( Lit: 192,5-193,5°( EtOH), sintético 251).
MeOH . .

U.V.A máx: 313,0; 269 nm. No se observaron camb1os en presenc1a
de A1C13, AlCl3/HC1, NaMeO, NaAcO y NaAcO/H3BO3.
l

I.R.(cm— ): 1620 ( tens. co ), 1025 (tens. =c—o—),815 y 780
( def. =C-H ).

E.M. m/e ( % ): 328 ( M++ 2; 2,6 ), 327 ( M++ 1; 18,0 ), 326 ( M+;

96,3 ),325 ( M+- 1; 1oo ), 307 ( M+- 1 - 18; 29,4 ), 297
( M+—1 — 28; 37,0 ), 279 ( 297 - 18; 12,9 ), 195 ( A + H;

8,4 ), 194 ( A+' ; 30,4 ), 164 ( 194 —3o; 10,2 ), 149
( M - co +2; 12,7 ), 105 ( PhCO+; 35,6 ), 77 ( Ph+; 45,7 ),
63 ( 11,1 ), 53 ( 23,6 ), 51 ( 12,6 ).

lH-RMN ( 60 MHz; C13CD ) bpm : 3,87 ( 3H, s, MeO-3 ); 4,12 ( 3H,

s, MeO-S ); 6,02 ( 2H, s, —OCH20-); 6,63 ( lH, s, H-8 ),
7,43 ( 3H, m, H-3',4'y 5' ); 8,00 ( 2H, m, H-2'y 6' ).

( 60 MHz, C6D6 ) ppm : 3,83 ( 3H, s, MeO-3 ), 4,00 ( 3B,
s, MeO-5 ); 5,13 ( ZH, s, -OCH20- ).

13C-RMN ( 25,2 MHz; C13CD ) ppm: 60,0 ( MeO-3 ); 61,1 ( MeO-S );
92,9 ( c-8 ); 102,0 ( -ocuzo— ); 113,1 ( c-1o )7 127,9
( c-2' y C-6' ); 128,3 ( c-3' y c-5' ); 130,2 ( c-4' );
130,6 ( c-1' ); 134,6 ( C-6 ); 140,9 ( c-3 )a; 141,2
( c-s )a; 152,6 ( c-9 )b; 152,8 ( c-2 )b; 153,6 ( c-7 );
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173,8 ( C-4 ).
a b . .’ Los valores pueden intercambiarse.

Microanálisis: C = 66,21 %; H = 4,5 %. CIBHMO6 requiere
C = 66,26 % ; H = 4,30 S.

Demetilación de 3,5-d1lmetozi-6,7-metilendioxiflavona _9_8:obtención de

5-hidroxi-3-metoxi-6,7-metilendioxiflavona 22.
La demetilación selectiva de MeO-Sse efectuó de acuerdo

al método de Briggs y Locker 248.
47,8 mg de gg ( 1,5.10'4

ml de una solución de 3,1 g de AlCl3 anhidro en 15 ml de éter e­
tílico anhidro. La solución obtenida fue reflujada durante 9 hs
y al cabo de ese tiempo volcada sobre 50 ml de agua. Se filtró
el sólido amarillo formado y se procedió a hidrolizar el comple­
jo flavonoide-Al con una solución de 10 ml de ácido acético gla­
cial y 5 ml de HCl ( c ), a reflujo durante 30 minutos. Se volcó
la solución resultante sobre 75 ml de agua, se filtró y se secó
el producto crudo ( 29,1 mg ). Luego de recristalizar de metano}­

4 moles; R= 4o % ) de gg.

Se usó otro método que mejoró el rendimiento 249 . Para
ello,51,2 mg de gg ( 1,6.10‘4
acetonitrilo destilado y se agregaron 1,2 ml de una solución pre
parada con 243,5 mg de AlCl3 anhidro y 5 ml de acetonitrilo.
Después de mantener la solución obtenida 6 hs a reflujo, se evapg

moles ) fueron disueltos en 10

benceno se obtuvieron 18,8 mg ( 0,6.10_

moles ) se disolvieron en 7 ml de

ró el solvente y se agregaron 15 ml de HCl ( 1 : l ). La suspen­
sión formada fue agitada durante 30 minutos, observando cambios
de color de anaranjado a amarillo. Se filtró y se lavó hasta neu
tralidad. El producto crudo fue purificado por cromatografía en
columna de silicagel H usando como solvente de elución benceno-a­
cetona,96 : 4 . Se obtuvieron 35,7 mg ( 1,1.10.4 moles; R= 69 %)
de 5-hidroxi-3-metoxi-6,7-meti1endioxiflavona 22.

pf: 186 - 188° ( MeOH-benceno )

u.v. A223“: 323,0; 273,0; 251,0 ( h ) nm, NaMeO: 288 nm, AlCl3:
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350,0; 285,0 nm, NaAcO: 286 nm, NaAcO/BO3H 322,0; 273,0;
251,0 ( h ) nm.

1.a. ( cm ’1 ): 163o ( tens. co ), 1010 ( tens. =c-o- ), 810 y
775 ( def. =C-H ).

3:

E.M. m/e ( % ): 314 ( M++ 2; 2,7 ), 313 ( M++ 1; 18,2 ), 312

( M+ , 92,3 ), 311 ( M+- 1; 100 ), 294 ( M+—18, 15,3 ),

293 ( M+- 1 - 18; 14,1 ), 181 ( A + H +; 12,2 ), 180 ( A+3
19,3 ), 142 ( M - co +2; 14,3 ), 105 ( PhCO+; 54,1 ), 77
( Ph+; 46,8 ).

1H-RMN ( 60 MHz, c13c0 ) ppm: 3,87 ( 3H, s, Me0-3 ); 6,08 ( 2H,S, (lH'S, (3H'm,H_3',4'
y 5' ); 8,05 ( ZH, m, H-Z' y 6' ); 12,85 ( lH, S, HO-5 ).

13 20,0 MHz, C13CD ): 60,1 ( MeO-3 ); 89,0 ( C-8 ); 102,0
-0CH20- ); 108,1 ( C-10 ); 128,2 ( C-2' y C-6' ); 128,5
C-3' y C-5' ); 129,6 ( C-6 ); 130,3 ( C-l' ); 130,8
C-4' ); 139,4 ( C-3 ); 141,7 ( C-5 ); 152,4 ( C-9 );

154,1 ( C-7 ); 155,8 ( C-2 ); 179,2 ( C-4 ).

Microanálisis: C = 65,46 %; H = 4,00 %. C17H1206 requiere
C = 65,38 %; H = 3,85 %.

5, 7-dihidro‘mi-3, 6-d1lmetoariflavona 10 0 :

pf: 175 - 176° ( EtOH) (Lit.: 168 - 169°sintético 252).

U.V. 12:3“: 323,0; 270,5 nm, NaMeO: 360,0; 272,0 nm, A1C13: 342,0;
281,5 nm, A1Cl3/HC1: 342,0; 281,5 nm, NaAcO: 360,0; 272,0
nm, NaAcO/BO3H3: 323,0; 270,5 nm.

I.R. ( cm_1 ) : 3300 ( tens. O-H ), 1645 ( tens. CO ), 1180 ( tens.
=c-o- ), 820 y 770 ( def. =C-H ).

E.M. m/e ( % ) : 316 ( M++ 2; 2,5 ), 315 ( M++ 1; 18,8 ), 314
314 ( M+; 100 ), 313 ( M+- 1; 43,5 ), 299 ( M — 15; 41,7),
296 ( M+- 18; 28,1 ), 295 ( M — 1 - 18; 17,1 ), 271 ( M ­

43; 40,9 ), 253 ( 271 —18; 12,3 ), 228 ( 11,2 ); 167

( Al —15 +; 6,1 ), 118 ( 12,1 ), 115 ( 11,7 ), 105
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( PhC0+; 20,9 ), 77 ( Ph+; 13,4 ), 69 ( C3H0;_27,1 ).

lH-RMN ( 60 MHz, C13CD ) ppm: 3,87 ( 3a, s, MeO-3 ); 4,05 ( 3H.
s, MeO-6 ); 6,58 ( lH, s, H-8 ); 7,52 ( 3H, m, H-3',4'
y 5' ); 8,08 ( 2H, m, H-2' y 6' ); 12,87 ( 1H, s, HO-S ).

( 60 MHz, C6D6 ) ppm: 3,65 y 3,67 ( 6H, 2.singu1etes,
MeO-3 y MeO-6 ).

13C-RMN ( 20,0 MHz, DMSO-d6 ) ppm: 61,0 < MeO-3 y MeO-6 ); 95,1
( C-8 ); 105,9 ( c-10 ); 129,2 ( c-2' y C-6' ); 129,7
( c-3' y c-s' ); 131,1 ( C-6 ); 132,0 ( c-4' ); 132,3
( c-1' ); 140,2 ( c-3 ); 152,8a( c-5 ); 153,4a( c-9 );
156,2b( c-2 ); 158,7b( c-7 ); 179,4 ( c-4 ).
a . .’ Las señales pueden 1ntercamb1arse.

Metilación de 5, 7-d1lhidrox‘i-3,6-dimetomlflavona:obtención de 3, 5,6,7-tg
trametoxiflavona 114.

4moles) en 6 ml deSe disolvieron 33,4 mgde ¿gg ( 1,1.10'
acetona y se agregaron 0,15 ml de sulfato de metilo y 370 mg de

KZCO3. Luego de 6 hs de reflujo, no se observaron compuestos fg
nólicos por C.C.D. . Se filtró y evaporó la mezcla de reacción.
El residuo obtenido se cromatografió en una columna de alúmina
neutra con benceno-acetona,95 : 5,como solvente de elución. Se
obtuvieron 23 mg ( 0,7.10-4 moles; R = 64% )de ¿li como aceite
incoloro que cristalizó luego de un día.

5,7-dihidromi-6-metoxifZavona 101:

pf: 200 - 201°( MeOH) (Lit.: 231-2°253, 219.257).

u.vu AÏÉíH - 317,0; 270,0; 24700 nm , NaMeO: 365,0; 270,0; 241,0
nm, AlCl3: 339,0; 281,5; 253,0 nm, AlCl3/HCl: 339,0;
281,5; 253,0 nm, NaAcO: 365,0; 271,0 nm, NaAcO/BO3H3:
365,0; 271,0 nm.

I.R. ( crn-l ): 3300-2500 ( banda ancha, tens. O-H ), 1650 ( tens.
CO ), 1100 ( tens. =C-O— ), 800 y 755 ( def. =C—H).



E.M. m/e ( a ): 285 ( M++ 1; 18,2 ), 284 ( M+, 100 ), 283

( M+- 1; 7 ), 269 ( M+- 15; 68 ), 267 ( M+- 17; 9 ),

266 ( M+- 18; 47 ), 241 ( M+- 15 — 28; 55 ), 167 ( AÏ'­

15; 12 ), 139 ( AÏ'- 15 - 28; 27 ), 105 ( PhCO+, 4 ),
103 ( 15 ), 102 ( BÏ'; 9 ), 77 ( Ph+, 15 ), 69 ( C3H02;
89 ).

Deuteración de 5,7-dihidroxi-6-metozifïavona101;

Se disolvieron 4 mg de 101 en 3 ml de éter etílico anhi­
dro, y se agregaron 3 gotas de agua deuterada. Luego de agitar
durante 5 min., se evaporó el solvente. El mismoproceso se re­
pitió 3 veces. La composicion isotópica del compuesto obtenido

fue: 21,3 %do; 48,3 % dl y 30,3 % de d2 ( los valores de desplg
zamiento isotópico están corregidos por las contribuciones de
13 '

C, pag. 162).

lH-RMN ( 60 MHz, c13CD ) ppm: 4,05 ( 3a, s, MeO-6 ); 6,62 ( lH,
s, H-3 ó H-8 ); 6,67 ( 13, s, H-3 ó H-8 ); 7,53 ( 3H, m,
H-3',4' y 5' ); 7,90 ( 2H, m, H-2' y 6' ); 12,97 ( 1H, s,

HO-S ). ( 60 MHz, C6D6 ) ppm: 3,67 ( 3H, s, MeO-6 ).

( 100 MHz, acetona-d6 ) ppm: 3,97 ( 3H, s, MeO-6 ); 6,78
( 1B, s, H-8 ); 6,90 ( 1H, s, H-3 ); 7,73 ( 3H, m, H-3',
H-4' y H-5' ); 8,23 ( 2B, m, H-2' y 6' ); 9,48 ( 1H, s
ancho, HO-7 ); 13,45 ( 1H, s ancho, HO-S ).

13c-RMN ( 20,0 MHz, DMSO-d6 ) ppm: 61,1 ( MeO-6 ); 95,6 ( C-8 );
105,5 ( c-10 ); 105,8 ( c-3 ); 127,5 ( c-2' y C-6' );
130,3 ( c-3' y c-s' ); 131,9 ( C-6 ); 132,7 ( c-1' );
133,1 ( c-4' ); 153,7a( c-5 ); 153,9a( c-9 ); 158,7
( C-7 ); 164,4 ( c-2 ), 183,4 ( c-4 ).
a Los valores pueden intercambiarse.

Acetilación de 5, 7-dihidroml-6-metoz-iflavona101: obtención de 5,7-diacg
toxi-6-metoxif1avona 103.

10,3 mg de 101 se acetilaron por el método descripto en
1a parte general, obteniéndose 13,6 mgde 103

p.f: 142 —144 °( MeOH)( Lit.: 143 ° 257).
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E.M. m/e ( 3 ): 363 ( M+; 9,6 ), 326 ( M+- 42, 100 ), 234 ( M+­

42 - 42; 97 ), 233 ( M+- 1, 15,3 ), 269 ( 234 — 15;

92,9 ), 267 ( 234 - 17; 26,3 ), 266 ( 234 - 13; 93 ),
255 ( 234 - 1 - 23; 29,3 ), 241 ( 234 - 15 - 23; 51,9 ),

233 ( 234 - 13 - 23; 17,3 ); 153 ( 34,6 ), 139 ( AÏ' ­
42 - 42 - 15 - 23; 34,6 ), 105 ( PhCO+, 11,3 ), 102 ( BÏ';
11,0),77 ( Ph+; 6,3 ), 69 ( C3H02; 67,7 ).

H-RMN ( 100 MHz, C13CD ) ppm: 2,35'( 3H, s, MeC02-5 ó MeC02-7 );

2,46 ( 33, s, MeCOZ-Só MeC02-7 ); 3,34 ( 3a, s, MeO-6 );
6,55 ( 13, s, n-3 ); 7,20 ( 1a, s, H-8 ); 7,44 ( 3H, m,
H-3',4'y 5' ); 7,75 ( 23, m, 3-2' y 6' ).

l

Met-¿laciónde 5, 7-dihiüoxi-6-metoxiflavona 101: obtención de 5,6,7­
trimetoxiflavona 102.

Se disolvieron 30 mg de ¿gl en 10 m1 de acetona y se a­

gregaron 0,1 ml de sulfato de metilo y 60 mg de K2C03anhidro.
Luegode 3 hs de reflujo se filtró y evaporó la solución. El rs
siduo resultante se cromatografió en una columna de alúmina neu­
tra con benceno-acetona,95 : 5, obteniéndose 20,5 mg de ¿gg cru­
do ( R = 66 % ).

p.f.: 166 - 167 °( EtÓH )

U.V. ¡:ÉSH : 304,0; 263,0 nm. No se observaron cambios al agrg
gar A1C13, AlClB/HCl, NaMeO, NaAcO y NaMeO/BO3H3.

1.3. ( crn’l ): 163o ( tens. co ), 1100 ( tens. =c-o- ), 350 y
770 ( def. =é-H ).

E.M. m/e ( 3 ): 313 ( M++ 1; 5,1 ), 312 ( M+; 24,9 ), 311 ( M+- 1,

2,5 ), 297 ( M+- 15, 100 ), 269 ( M+- 15 - 23; 6,7 ),

254 ( M+- 15 - 15 - 23, 12,0 ), 195 ( Aï' _ 15; 2,3 ),
167 ( Aï' 15 - 23; 11,9 ), 105 ( PhC0+; 23,0 ), 102 ( BI';
2,4 ), 77 ( Ph+; 3,4 ), 69 ( C3H02; 9,0 ).

lH-RMN ( 6o MHz, Cl3CD ) ppm: 3,91 ( 33, s, Neo-6 ); 3,96 ( 3a,

6,34 ( lH, s, H-8 ); 7,49 ( 3H, m, H-3',4' y 5' ); 7,83

( 3H, s, H-2' y 6' ). ( 60 MHz, C6D6 ) ppm: 4,08 ( 3H,
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S, MEC-5 ); 3'80 ( 3H’ S, Meo—6); 3,31 ( 3B, S, Meo’7).

3,5,7-trimetoxiflavona 104:

o . o 258p.f.: 201 - 203 ( MeOH) (L1t.: 199 - 200 )o
MeOH

U.V. ¡máx 323,5; 297,5; 262,0; 241,0 nm. No se observaron cam
bios al agregar A1C13, A1Cl3/HC1, NaAcO, NaAcO/BO3H3y
NaMeO.

I.R. ( cm-l ): 1625 ( tens. CO ), 875, 825 y 790 ( def. =C-H ).

E.M. m/e ( a ): 314 ( M++ 2; 1,2 ), 313 ( M++ 1; 10,9 ), 312 ( M+;

85,3 ), 311 ( M+- 1; 100 ), 297 ( M+- 15; 6,7 ), 294 ( M+­

18; 8,3 ), 293 ( M+- 1 - 18; 37,0 ), 181 ( Al+ H +; 7,7 ),
180 ( AÏ'; 5,1 ), 142 ( M - co +2; 22,3 ), 105 ( PhCO+;
26,1 ), 77 ( Ph+; 26,9 ).

1H-RMN ( 60 MHz, C13CD ) Ppm: 3,88 ( 6H, s, MeO-3 y MeO-7 ); 3,96
( 3B, S, Meo-S ); 6,33 ( lH, d,J = 2 HZ, H_6 ); 6'50 ( lH'
d,J = 2 Hz, H-B ); 7,46 ( 3H, m, H-3',4'y 5' ); 8,04 ( 2H,
m, H-2' y 6' ).

Síntesis de 3, 5, 7-trimetox1iflavona 104:

Síntesis de w-metoxi-Z,4,6-trihidroxiacetofenona 106 259 20 g
( 0,159 moles ) de floroglucina ( 2,4,6-trihidroxibenceno ), PPS

durante 12 hs,
A la solución anterior se agregaron su

295
y 4 g de

viamente secada a 120 ° se disolvieron en 100 m1
de éter etílico anhidro.
cesivamente 11,5 g ( 0,162 moles ) de acetonitrilo

fundido. Se llevó a 0°C y se burbujeó HCl se
A1 finalizar el burbujeo se observó una gran

Luego de dejar en 1a heladera durante

ZnC12 recién
co durante 3 hs.
cantidad de precipitado.
48 hs, se decantó el éter y se lavó el precipitado con éter seco.
Se recristalizó el sólido de metanol obteniéndose 13,9 g
de clorhidrato de 2,4,6-trihidroxi-w-metoxicetiminofenona ( 0,06
moles; R = 38 t ), que se suspendieron en 150 ml de agua destila­
da; la mezcla se calentó a reflujo durante una hora. Luego de
tratar con carbón activado se obtuvieron 9,9 g ( 0,05 moles, R ­
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83 % ) de 106.

Obtención de 5,7-dihidroxi-3-metoxiflavona 260: se molieron en un
mortero 2,0 g ( 1,0.10“2 moles ) de ¿25; 7,3 g ( 5,0.10'2 moles )
de benzoato de sodio y 11,4 g ( 5,0.10_2moles )-de anhídrido ben­
zoico. Se colocó 1a mezcla de sólidos en un balón conectado a

una bomba de agua y se calentó a 190°C en baño de aceite durante
4 hs, homogeneizando el contenido del balón cada hora con una va­
rilla de vidrio. La mezcla de reacción se llevó a ebullición con

30 ml de una solución de KOH10 % en MeOH-H20,9 : l. Se evaporó
el solvente y se disolvió el residuo en agua. A continuación, se
hizo burbujear CO2 hasta pH = 7. Ée dejó en reposo una noche y
se produjo una abundante precipitación que se recristalizó de
MeOH-HZO,obteniéndose 1,3 g de 5,7-dihidroxi-3-metoxiflavona
( 0,46.1o'2, R = 46 s ).

Sintesis de 3,5,7-trihidroxif1avona 124; se metilaron 150 mg
( 5,3.10_4 moles ) de 5,7-dihidroxi-3-metoxif1avona según el mé­
todo indicado en la pág. 218, obteniéndose 115,4 mg ( 3,7.10_4
moles; R = 70 % ) de 124.

Compuestos obtenidos del fraccionagiento del Residuo 1

Húüvcarburoa:

Se analizaron por C.G.L. utilizando una columna OV-l7
3 %, de 1,8 m de longitud a T = 260 °C (-isotérmica ), obtenién­
dose los siguientes resultados:
Tr ( fórmula, a ) min: 2,33 ( nC29H60; 2,7 ); 3,35 (iaoC31H64;

17,4 ); 3,70 ( nC31H64; 21,1 ); 4,73 ( nC32H66; 1,3 );
5,32 ( isoC33H68; 4,3 ); 5,98 ( nC33H68; 35,0 ); 7,59
( nC34H70; 1,3 ); 9,59 ( nC35H72; 16,0 ).

El análisis por C.G.L.-E.M. se efectuó utilizando una cg
lumna OV-l7 3 %, 1,8 m a T = 200*——.290°C, 10°C/min.

isoC3lH64,E.M. m/e ( a ): 436 ( M+; 1,6 ), 421 ( M+- 15; 1,6 ),
394 ( 2,4 ), 393 ( M+- 43; 7,3 ), 392 ( 2,1 ), 281 ( 1,0 L



267 ( 1,7 ); 253 ( 2,8 ), 239 ( 3,5 ), 225 ( 4,7 ), 211
( 6,3 ); 197 ( 6,8 ); 183 ( 8,6 ); 169 ( 10,3 ); 155
( 11,3 ); 141 ( 13,1 ); 127 ( 17,7 ); 113 ( 22,5 ); 99
( 22,1 ); 85 ( 47,5 ); 71 ( 66,7 ); 57 ( 92,9 ); 43 ( 100 L

i80C33H68, E.M. m/e ( s ): 464 ( M+; 1,7 ), 449 ( M+- 15; 1,8 ),
422 ( 2,3 ), 421 ( M+- 43; 6,1 ), 420 ( 1,9 ), 281 ( 1,5 ),
267 ( 2,0 ), 253 ( 2,4 ), 239 ( 2,8 ), 225 ( 3,1 ), 211
( 5,9 ), 197 ( 6,5 ), 183 ( 7,9 ), 169 ( 9,5 ), 155 (10,1),
141 ( 12,7 ), 127 ( 15,6 ), 113 ( 19,3 ), 99 ( 20,3 ), 85
( 45,1 ), 71 ( 63,0 ). 57 ( 85,0 ), 43 4 100 ).

Alcoholea lineales:

p.f.: 81-82 °C ( acetona )

1.a. ( cm’1 ): 3300 ( banda ancha, tens. O-H ), 740 y 730 ( def.

lH-RMN ( 60 MHz, c13c0 ) ppm: 0,9 ( d deformado, Me- ); 1,26 ( s,
2)n- );

El análisis de esta fracción por C.G.L. se realizó utili­
zando una columna SE-30 3%, 1,8 m a T = 250°C ( isotérmica ), ob­
teniéndose los siguientes resultados:
Tr ( fórmula, a ) min: 7,43 ( c24nsoo; 4,3 ); 9,67 ( c

12,53 ( C26H54O; 31,6 ); 16,27 ( C
( C28H580; 44,3 ); 27,47 ( c
13,2 ).

25H520’ 1'°)7
2711560; 3,3 ); 21,21

29H6007 1,7 ); 35,49 ( C30H620;

El análisis por C.G.L.-E.M. se efectuó utilizando una co­
lumna OV-17 3 S, 1,8 m a T = 200°——0286°C, 10°C/min.

iïdterpenoe:

El análisis por C.G.L.-E.M. ( OV-l7 3 %, 1,8 m, T = 280°
( isotérmica ) ) permitió obtener los espectros de masas de los
compuestos s-amirina 107, ciclolaudenol 83 y hopeol 109.

+
B-amirina 107, E.M. m/e ( e ): 427 ( M++ 1; 5,1 ), 426 ( M ; 16,3),

411 ( M+- 15; 7,1 ), 393 ( M+- 15 - 18; 1,6 ), 218 ( RDA,

anillos D y E; 100 ), 207 ( anillos A y B; 8,2 ), 205 ( a­
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nillos D y E; 11,0 ), 204 ( 19,0 ), 203 ( 218 - 15;
33,6 ), 189 ( 207 —18 y/o anillos D y E - 29; 22,2 ),
177 ( 11,3 ), 175 ( 12,1 ), 135 ( 12,3 ), 133 ( 218 ­
15 - 70; 13,7 ), 121 ( 17,2 ), 119 ( 17,5 ), 117 ( 5,1
109 ( 17,3 ), 107 ( 20,8 ), 105 ( 18,9 ), 95 ( 20,0 ),
93 ( 12,8 ), 81 ( 13,8 ), 69 ( 22,8 ), 55 ( 14,1 ), 43
( 12,5 ).

v i

c1c1o1audeno1gg,ELM.mve( % )S 441 ( M++ 1; 1,3 ), 44o ( M+; 4,8 ),
425 ( M+- 15; 1,2 ), 422 ( M+- 18; 16,4 ), 407 ( M+- 15 —

18; 11,6 ), 397 ( M+- 43, 4,3 ), 379 ( M+- 18 - 43; 10,1 ),
353 ( M+- 18 - 69; 3,1 ), 315 ( M+- cadena lateral; 3,5 ),
313 ( 7,3 ), 301 ( 3,6 ), 300 ( M+—anillo A - c-6 - c-19;
11,0 ), 297 ( 315 - 18; 4,1 ), 285 ( 300 —15; 3,7 ), 216
( 7,1 ), 175 ( M+- cadena lateral - 140; 8,5 ), 173(13,1),
161 ( 12,4 ), 149 ( 10,5 ), 147 ( 14,9 ), 135 ( 18,4 ),
133 ( 12,0 ), 123 ( 11,9 ), 121 ( 24,1 ), 119 ( 25,2 ),
109 ( 20,5 ), 107 ( 31,9 ), 105 ( 22,8 ), 55 ( 100 ), 43
( 77 ), 41 ( 65,1 ).

Hopeol ¿99, E.M. m/e ( % ): 427 ( M++ 1; 40,5 ), 426 ( M+; 95,0 ),
411 ( M+- 15; 7,5 ), 409 ( M+- 17; 12,1 ), 408 ( M+- 18;

9,2 ), 272 ( 14,5 ), 257 ( 6,9 ), 229 ( 18,5 ), 217 ( ani
llos D y E + c-11 + c-12; 15,0 ), 208 ( RDA, anillos A y
B; 26,6 ), 207 ( anillos A y B —H; 79,2 ), 206 ( 15,6 ),
204 ( 14,5 ), 203 ( 11,0 ), 201 ( 13,3 ), 189 ( RDA, ani­
llos D y E - H; 100 ), 179 ( 11,0 ), 176 ( 13,3 ), 175
( RDA, anillos D y E - 15 y/o 208 - 18 - 15; 24,3 ), 162
( 14,5 ), 139 ( 10,4 ), 136 ( 28,3 ), 135 ( 34,7 ), 134
19,1 ), 133 ( 23,1 ), 124 ( 11,0 ), 123 ( 26,0 ), 122
( 28,3 ), 121 ( 48,0 ), 120 ( 15, o ), 119 ( 29,5 ), 109
( 53,2 ), 108 ( 22,0 ), 107 ( 43,9 ), 105 ( 24,9 ), 95
( 43,9 ), 94 ( 23,7 ), 93 ( 37,6 ), 81 ( 24,9 ), 79( 25,4),
67 ( 32,9 ), 55 ( 61,8 ), 43 ( 45,7 ).

Las comparaciones cromatográïicas ( C.G.L. ) con testigos
se efectuaron en las siguientes condiciones:

B-amirina ( Tr = 7,2 min ) 0V-101, 2 %, 1,2 m a T = 200°—*
270°C , 10°C / min. acetato de B-amirina ( Tr = 8,2 min )
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OV-l7, 3 %, 1,8 m a T = 200° 280°C, 20°C / min.
Ciclolaudenol ( Tr = 8,30 min ) OV-l7, 3 %, 1,8 m a T =

280°C ( isotérmica ). ( Tr = 8,48 min ) 0V-101, 2 %, 1,2 m a T =
220°-——270°C / min.

Eaterolesz

El análisis de la mezcla y su comparación con testigos
se efectuó por C.G.L.:

SE-30, 3 %a T = 270°C ( isotérmica ): colesterol ¿19
( Tr = 8,91 min ); campesterol lll ( Tr = 11,17 min ); estigmas­
terol ¿la ( Tr = 11,97 min ) y sitosterol 11} ( Tr = 13,65 min ).

Los espectros de masas de estos compuestos se determina­
ron por C.G.L.-E.M. utilizando una columna 0V-17, 3 %, 1,8 m a
T = 200° 288°C, 10°C / min; obteniéndose los siguientes datos:

Colesterol ¿10, E.M. m/e ( g ): 387 ( M++ 1; 23,6 ), 386 ( M+;
86,5 ), 371 ( M+- 15; 22,0 ), 368 ( M+- 18; 30,1 ), 353
( M+—15 — 18; 21,6 ), 301 ( M+ - 85 g 27,2 ), 275
( M- lll ; 23,4 ), 273 ( M- cadena lateral; 14,1 ),
255 < 273 - 18; 13,5 ), 247 ( M+ - 139 ; 5.8 ), 231
( 273 - 42; 11,2 ), 213 ( 255 - 42; 19,6 ), 173 ( 11,4 ),
163 ( 13,6 ), 161 ( 18,3 ), 160 ( 13,8 ), 159 ( 21,8 ),
149 ( 10,7 ), 145 ( 33,8 ), 143 ( 11,2 ), 135 ( 11,1 ),
133 ( 24,5 ), 131 ( 17,6 ), 129 ( 10,6 ), 121 ( 18,1 ),
120 ( 15,9 ), 119 ( 24,8 ), 117 ( 14,6 ), 109 ( 15,4 ),
107 ( 37,3 ), 106 ( 19,7 ), 105 ( 35,3 ), 95 ( 34,8 ),
93 ( 34,8 ), 91 ( 35,6 ), 83 ( 11,9 ), 81 ( 29,6 ), 79
( 32,2 ), 77 ( 11,9 ), 71 ( 14,0 ), 69 ( 18,9 ), 67(22,4),
57 ( 44,1 ), 55 ( 43,6 ), 43 ( 100 ), 41 ( 100 ).

Campesterol ¿11, E.M. m/e ( 3 ): 401 ( M++ 1; 17,4 ), 400 ( M+,
17,4 ), 385 ( M+- 15; 9,3 ), 382 ( M+- 18; 17,4 ), 367
( M+- 15 - 18; 8,1 ), 315 ( M+- 85; 14,8 ), 289 ( M+- 111,
9,5 ), 273 ( M - cadena lateral; 1,2 ), 261 ( M —139;
3,1 ), 213 ( 273 —18 - 42; 4,7 ), 14s ( 11,2 ), 107
( 13,8 ), 105 ( 17,2 ), 95 ( 15,7 ), 93 ( 12,3 ); 91
( 15,7 ), 81 ( 15,4 ), 79 ( 15,1 ), 71 ( 12,3 ), 69( 11,2),
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67 ( 13,5 ), 57 ( 21,2 ), 55 ( 34,6 ), 43 ( 100 ), 41
( 38,8 ).

Estigmasterol 11g, E.M. m/e ( % ): 413 ( M++ 1; 14,8 ), 412 ( M+,
43,3 ), 397 ( M+—15, 4,3 ), 394 ( M+- 18, 5,2 ), 379

( M+- 18 — 15; 5,7 ), 369 ( M+- 43; 4,1 ), 351 ( 369 - 18;
11,6 ), 300 ( M+- 112; 17,2 ), 273 ( M+-cadena lateral;
2,3 ), 272 ( 10,6 ), 271 ( M+- cadena lateral - 2B; 16,2 ),
255 ( 273 - 18; 8,2 ), 133 ( 10,2 ), 97 ( 16,5 ), 91
( 12,9 ), 83 ( 39,1 ), 81 ( 32,0 ), 79 ( 15,5 ), 69( 50,2),
67 ( 19,1 ), 55 ( 100 ), 41 ( 39,7 ).

Sitosterol 11g, E.M. m/e ( % ): 415 ( M++ 1; 3,9 ), 414 ( M+;10,6),
399 ( M+- 15; 1,3 ), 396 ( M+- 18; 4,1 ), 381 ( M+- 15 ­
18; 2,1 ), 329 ( M+- 85; 4,3 ), 303 ( M+- 111; 3,9 ), 275

( M+- 139; 1,1 ), 273 ( M+- cadena lateral; 2,1 ), 213
( 273 - 42 - 18; 2,1 ), 69 ( 12,7 ), 57 ( 37,7 ), 55 (20,1),
43 ( 100 ), 41 ( 38, 6 ).

3,5,6;7-tetrametoxif1avona 114:

p.f.: 113-114°c ( MeOH- 820 ) ( Lit.: 112-112,5°c 282).

U.V. A223“ z 312,0; 261,0; 241,0 nm. No se observaron corrimieg
tos con A1C13, AlCl3 / HCl, NaMeO, NaAcO y NaAcO/BO3H3.

1.a. ( cm‘1 ): 1620 ( tens. co ), 1100 ( tens. =c-o— ), 800 y 770
L def. =C-H ).

E.M. m/e ( % ): 344 ( M++ 2; 1,8 ), 343 ( M++ 1; 56,7 ), 342

( M+ , 56,7 ), 341 ( M+- 1; 46,1 ), 327 ( M+- 15; 100 ),
324 ( M+- 18; 3,5 ), 323 ( M+- 1 — 18; 14,8 ), 284 ( M+­

42, 19,3 ), 283 ( M - 43; 12,2 ), 211 ( A1+ H +; 3,3 ),
210 ( AÏ'; 4,7 ), 195 ( AI'— 15; 11,9 ), 167 ( AI'- 15 ­
28; 18,6 ), 105 ( PhCO+; 21,0 ), 77 ( Ph+; 12,8 ).

lH-RMN ( 60 MHz, C13CD ) ppm: 3,87 ( 3H, s, MeO-3 ); 3,91 ( 3H, s,
MeO-6 ó MeO-7 ); 3,96 ( 3H, s, MeO-7 ó MeO-6 ); 4,02
( 3H, s, MeO-S ); 6,77 ( lH, s, H-B ); 7,50 ( 3a, m, H-3‘,

H-4' y H-5' ); 8,08 ( zu, m, u-2' y 6' ). ( 6o MHz, c606 )
ppm: 3,27 ( 3H, s, MeO-7 ); 3,78 ( 3H, s, MeO-6 ); 3,83
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l3c-RMN ( 25,2 MHz, C13CD ) ppm: 56,2 ( MeO-7 ); 60,0 ( MeO-3 );
61,4a( Me0-5 ); 62,1a( Me0-6 ); 95,9 ( c-8 ); 113,0
( c-10 ); 128,0 ( c-2' y C-6' ); 128,3 ( c-3' y c-5' );
130,2 ( c-4' ); 130,7 ( c-1' ); 140,0 ( C-6 ); 141,2
( c-3 ); 152,2 ( c-5 ); 153,0 ( c-2 ); 153,4 ( c-9 );
157,5 ( c-7 ); 173,5 ( c-4 ).
a b . .‘ Los valores pueden intercamb1arse.

7-hidroxi-5,6-dimetozíf7avona 115:

p.f.: 207 - 209 °c ( MeOH)

u.v. A232“: 310,0; 264,0; 242 ( h ) nm, NaMeO: 356,0; 268,0;
238 nm, NaAcO: 356,0; 269,0 nm, NaAco / B03H3: 310,0;
264,0; 242 ( h ) nm.

1.a. ( cm'1 ): 3100 ( tens. O-H ), 1630 ( tens. co ), 1100 ( tens.
=C-H ), 850 y 770 ( def. =C-H ).

E.M. m/e ( s ): 298 ( M+; 9,2 ), 283 ( M+- 15; 100 ), 281 ( M+­
17, 7,8 ), 267 ( M+- 31; 5,4 ), 255 ( M+- 15 - 28; 15,5 ),

181 ( AÏ°- 15; 4,1 ), 153 ( AÏ' - 15 - 28; 8,4 ), 119
( 10,9 ); 117 ( 10,6 ), 105 ( PhC0+; 8,8 ), 102 ( BÏ';
5,8 ), 77 ( Ph+; 8,1 ), 69 ( C3H02; 38,6 ).

lH-RMN ( 60 MHz, c13c0 ) ppm: 4,00 ( 3H, s, MeO-S ); 4,05 ( 3H,
s, MeO-6 ); 6,67 ( lH, s, H-3 ); 6,93 ( lH, s, H-8 );
7,50 ( 3H, m, H-3',4‘ y 5' ); 7,9 ( 2B, m, H-2' y 6' ).

( 60 MHz, C13CD+ Eu(fod)3 ), relación molar Eu(fod)3 /
flavonoide: 0,136; 0,433 y 0,722. Valores de S: -l,l
( H-3 ); 1,2 ( H-B ); 8,8 ( Me0-6 ); 14,0 ( MeO-5 ).

( 60 MHz, C D6 ) ppm: 3,54 ( 3H, s, MeO-6 ); 3,96 ( 3H,
s, MeO-S ).

6

l3C-RMN ( 20,0 MHz, DMSO-d6 ) ppm: €L9 (lkiPS);62,8 (Md}6 );
101,0 ( c-8 ); 108;4 ( c-3 ); 112,3 ( c-10 ); 127,0 ( c-2'
y C-6' ); 130,1 ( c-3' y c-5' ); 132,1 ( c-1' ); 132,4
( c-4' ); 140,5 ( c-6 ); 153,2a( c-5 ); 154,9a( c-9 );
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157,3 ( C-7 ); 161,1 ( C-2 ); 176,8 ( C-4 ).
aLos valores pueden intercambiarse.

Demetilacián de 7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona 115: obtención de 5,7-dih_i_
droxi-6-metoxiflavona 101.

4 moles ) de 115 en 7 m1Se disolvieron 62,2 mg ( 2,1.10­
de acetonitrilo anhidro y se agregaron 3 m1de una solución prepa
rada con 212,3 mg de A1C13anhidro en 10 m1 de acetonitrilo anhi­
dro. La solución se volvió amarilla inmediatamente y al cabo de
5 hs y media de reflujo, se evaporó el solvente obteniéndose un
residuo color anaranjado. Se agregaron 15 ml de HCl acuoso,1 : 7;
y se agitó durante media hora. La suspensión resultante, que vi­
ró al color amarillo, se filtró y se lavó hasta neutralidad. Co­
mono se pudo purificar por recristalización,&a efectuó una puri­
ficación cromatográfica en una columnade sílicagel fl utilizando
benceno-acetona,9 : l,como solvente de elución. Se obtuvieron
37,6 mg ( 1,3.10‘4 moles, R = 62 a ) de ¿g¿.

Met-¿laciónde 7-hidroxi-5,6—dimetoziflavona115: obtención de 5,6,7-tri
metoxiflavona 102.

4Por metilación de 3o mg ( 1,0.10' moles ) de 115, según
el método descripto en la pág. 218, se obtuvieron 28,3 mg ( 0,9.
10’4 moles; R = 9o s ) de 102.

Compuestos obtenidos del fraccionamientp del Residuo 2

CbZinall:

p.f.: picrato, 250 - 252 °C ( EtOH); picrato testigo, 250 - 252°C.

lH-RMN ( 100 MHz, D20 ) ppm: acetato de colina; 1,88 ( 3H, s,
Meco; ); 3,18 ( 9H, s, —NMe 3,48 ( 2a, m, —cn2—N=);

4,03 ( 2H, m, HOCHZ- ).

3 );
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Betaina 2:

E.M. m/e ( S l: 117 ( M+, ll ), 103 ( 4 ), 84 ( 13 ), 58
( Me2N=CH2, 100 ), 42 ( 38 ).

lH-RMN ( 100 MHz, 020 ) PPm: 3,24 ( 9H, s, -ÑMe3 ); 3,85 ( za,

S, 'CHZ- ).

Iaoramnetipa-3-0-robinobióaido 116:
O O

p.f.: 178 - 181 C ( MeOH-benceno) .455 = -24,l°( c= 0,32;
MeOH )

U.V. AMÉOH: 356,0; 267,5, 255 nm, A1C13: 400,0; 360,0 ( h );max

304,0; 269,0 nm, A1Cl3/HC1: 400,0; 360,0 ( h ); 304,0;
269,0 nm, NaMeO: 412,0; 327,0 ( h ); 273,0 nm; NaAcO:

375,0; 317,0; 274,5 nm; NaAcO/BO3H3:356,0; 267,5; 255,0
nm.

I.R. ( cm'l ): 3300 ( tens. O-H ), 1745 ( tens. co ).

E.M. ( derivado primetilsililado ) m/e ( % ): 742 ( TMSrobino­
biosa + H (D + H); 1,9 ), 741 ( TMS robinobiosa ( D );
3,2 ), 740 ( TMSrobinobiosa - H ( D - H ); 4,6 ), 590

( TMS isoramnetina + TMS 7 Me + H ( A + TMS - Me + H );
14,0 ), 589 ( TMS isoramnetina + TMS - Me ( A + TMS - Me );

26,1 ), 532 ( TMS isoramnetina + H ( A + H ); 47,2 ), 517
( TMS isoramnetina + H - Me ( A + H - Me ); 100 ), 460

( 532 - TMS + H; 16,5 ), 362.( TMS ramnosa - H ( T — H );
20,9 ), 273 ( 362 - TMSiOH; 5,9 ), 217 ( 15,2 ), 204
( 10,9 ), 147 ( 13,2 ), 73 ( TMS; 90,7 ).

lH-RMN ( 60 MHz, DMSO-d6 ) ppm: 1,05 ( 3H, m, H-6Ram ); 3,42
g m, gcon + noo ); 3,82 ( 3a, s, MeO-3' ; 4,35 ( 1a,
s ancho, H-l Ram ); 5,34 ( lH, d,J = 7 Hz, H-l Gal );
6,08 ( 1a, d,J = 2 Hz, H-6 ); 6,32 ( lH, d,J = 2 Hz, H-8 );
6,76 ( lH, d,J = 8 Hz, u-s' ); 7,36 ( lH, dd,J = 2 Hz y
8 Hz, H-6' ); 7,83 ( 1B, d,J = 2 Hz, H-2' ); 12,33 ( lH,
s, HO-5 ). ( 100 MHz, C1 CD ; derivado trimetilsililado )
ppm: 1,18 ( 3H, m, H-6 R30 ); 3,54 ( 10H, m, gcou ); 3,88
( 3H, s, MeO-3' ); 4,37 ( lH, s ancho, H-l Ram );
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5,71 ( 1a, d, J = 7 Hz, H-l Gal ; 6,19 ( 1H, d, J = 2 Hz,
H-6 ); 6,48 ( lH, d, J = 2 Hz, H-B );6,84 ( lH, d, J = 8 Hz,
H-S‘ ); 7,47 ( lH, dd, J 8'2 Hz y 8 Hz, H-6' ); 7,76 ( lH,
d, J = 2 Hz, H-2' ).
Ram = ramnosa

Gal = galactosa
13 Ram

C-RMN ( 20,0 MHz, DMSO-d6 ) ppm: 17,8 ( c-6 ); 56,0 ( Mee-3');
65,6 ( c-6Gal );:68,3 ( c-4Gal + c-5Ram ); 70,4 ( c-2Ram );
70,7 ( c-3Ram ); 71,2 ( c-2Gal ); 72,0 ( c-4Ram ); 73,1 «>8Ga
73,7 ( c-5Gal ); 93,8 ( c-8 ); 98,8 ( c-6 ); 100,2 ( c-1Ram );
101,9 ( c-1Gal ); 104,1 ( c-10 ); 113,6 ( c-2' ); 115,2 (c-sw;
121,1 ( c-1' ); 122,1 ( C-6' ); 133,2 ( c-3 ); 147,0 ( c-4' );
149,4 ( c-3' ); 156,5 ( c-2 y c-9 ); 161,2 ( c-5 ); 164,1
( c-7 ); 177,4 7 c-4 ).

1):

Hidpólisis de i30rammetina-3-0-robinobióaido 116:

La suspensión de 9 mg de ¿1g en un 1 ml de HCl acuoso, l : 10,
se calentó l h a 100°C en un tubo cerrado. A1 cabo de este tiempo
se filtró el sólido amarillo, que se identificó comoisoramnetina
gi, y las aguas madres se evaporaron repetidas veces para eliminar
el ácido.

Isoramnetina: Se comparó su comportamiento cromatográfico contra
un testigo auténtico por C.C.D. de sílicagel: Rf = 0,41, benceno­
acetona, 4 z 1, revelador: HZSO4desarrolla intenso color amarillo.
E.M. m/e ( % ): 316 ( M+; 100,0 ), 315 ( M+- 1; 18,0 ), 301 ( M+-15;

11,0 ), 287 ( M+- 1 - 28; 13,0 ), 273 ( M+- 15 - 28; 6,0 ),245
( 273 - 28; 10,5 ), 217 ( 245 - 28; 7,0 ), 189 ( 217 - 28;2,0);

153 ( A1 + H+; 8,2 ), 151 ( 8;; 7,5 ), 123 ( B2 - 28+; 7,0 ),
108 g 123 - 28; 6,0 ), 69 (12,0), 57 ( 9,0 )..

lH-RMN ( 6o MHz, Dmso-d6 ) ppm: 3,90 ( 3a, s, MeO-3' ); 6,25 ( lH,
d, J = 2.Hz, H-6 ); 6,52 ( 13, d, J = 2 Hz, H-B ); 7,00 ( 1a,
d, J = 8 Hz, H-5' ); 7,75 ( za, m, H-2' y 6' ); 12,81 ( lH, s,
HO-S ).

296
p.f.: 305 - 306 °C ( desc. ) ( Lit.: 305 - 307 °C ).
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Identificación de los azúcares: el residuo de azúcares se cromg
tografió en placa de celulosa utilizando comosolvente BuOH-piri
dina-Hzo, 6 : 4 : 3; se realizaron dos desarrollos sucesivos y se
utilizó comorevelador p-anisidina.HCl.En el sistema empleado ,
los Rf fueron los siguientes: ramnosa Rf = 0,78; galactosa Rf =
0,57; glucosa Rf = 0,52. Se identificaron en el hidrolizado rag
nosa y galactosa.
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ESTUDIO QUIMICO DE GOM’HRENA'BOLJVIANA

El material vegetal ( 75 g ) se extrajo con éter de petré
leo obteniéndose, luego de evaporar el solvente, 1,7 g de residuo
( R = 2,3 S ). El resto vegetal seco se extrajo posteriormente
con etanol obteniéndose 8,8 g de residuo ( R = 11,7 g ).

Fraccionamiento del extracto de éter de petróleo

Se efectuó la separación cromatográfica de este extracto
en una columna de silicagel H ( 50 g, 3Ó.x 200 mm) eluyendo con
éter de petróleo, éter de petróleo-cloroformo y cloroformo-meta­
nol; según se indica en la tabla 50.

Tabla 50: Fraccionamiento del extracto de éter de petróleo

Solvente Fracción Hasa ( mg ) Compuestos

EP 1 152,8 Hidrocarburos

EP-HeOH l : 1 2 129,6 Ceras

CI3CH 3 258,0 Tríterpenos yalcoholes

Cl CH-HeOH9 z l h 66,2 Esteroles

CI3CH-Me0H8 : 2 5 839,7 Flavonoides
MeOH 6 227,3 Aceite oscuro

EP: éter de petróleo

Hidrocarburos:

Se analizaron por C.G.L. utilizando una columna OV-l7 3 %,
para compararlos con los hidrocarburos de Gomphrenamartiana ( pág.
222 f, obteniéndose los siguientes resultados:
Tr ( fórmula, a ) min: 2,32 ( n-C29H60; 4,5 ); 3,31 (iso-C31H64;

7,6 ); 3,67 ( n-C31H64; 34,5 ); 5,27 ( ¿904233H68; 4,3 )
5,88 ( n-C33H68; 31,4 ); 9,Sl.( n-C35H72; 18,1 ).

Los parámetros calculados por cuadrados minimos correspondientes
a la recta resultante de representar gráficamenete ln Tr en fun­
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ción del número de átomos de carbono son los siguientes:
ordenada al origen: -5,98
pendiente: 0,235
coeficiente de correlación: 0,9999

Tríterpenos y alcoholes lineales:

La fracción 3 se purificó en una columna de sílicagel H
( 20 g, 20 x 200 mm) utilizando benceno como solvente de elución.
La fracción principal, presentaba por C.C.D. de silicagel una
mancha a Rf =‘0,48 ( C13CH,2 desarrollos ) que revelaba violeta
rojizo cón HZSO4/ anisaldehido. Se efectuó el análisis de esta
fracción ( 34 mg ) por C.G.L.-E.M. ( OV-l7, 3 %, 1,8 m a T =
200°-°288°C, 10°C/ min ) obteniéndose los siguientes resultados:

Tr ( M+, fórmula; a ) min: 2,12 ( 296, czog4oo; 21,2 ); 7,26
( 344 , C26H54O; 6,9 ); 8,60 ( 392 , CZBHSBO; 6,3 );

9,98 ( 420*, C30H620; 4,6 ); 11,70 ( 426, C3OH50
na; 21,8 ); 12,12 ( 426, C30H5002a-amirina; 23,8 ).
* M-H 0

El espectro áe masas deB-amirina se consigna en la pág.223.

OzB-amiri

a-amirina ¿21, E.M. m/e ( e ): 427 ( M++ 1; 21,7 ), 426 ( M+;
62,0 ), 411 ( M+- 15; 11,8 ), 257 ( 10,2 ), 218 ( RDA,
anillos D y E; 100 ), 207 ( anillos A y B; 39,5 ), 206
( 12,3 ), 205 ( anillos D y E; 8,4 ), 204 ( 18,0 ), 203
( 218 - 15; 21,5 ), 201 ( 12,0 ), 189 ( 207 - 18 y / o
anillos D y'E - 29; 50,3 ), 187 ( 16,5 ), 161 ( 29,1 ),
149 ( 22,3 ), 148 ( 21,5 ), 147 ( 26,4 ), 136 ( 28,3 ),
135 ( 49,7 ), 134 ( 27,7 ), 133 ( 28,5 ), 123 ( 38,7 ),
122 ( 32,7 ), 121 ( 50,0 ), 119 ( 55,2 ), 109 ( 46,9 ),
.108( 26,7 ), 107 ( 58,1 ), 105 ( 34,0 ), 95 ( 65,7 ),
93 ( 65,7 ), 93 ( 58,0 ), 91 ( 37,7 ), 81 ( 70,2 ), 79
( 36,6 ), 69 (66,0), 68 ( 43,0 ), 67 ( 50,0 ), 57 (26,4),
55 ( 65,2 ), 43 ( 76,0 ), 41 ( 65,2 ).

Ebteroles:

La fracción 4 estaba constituida por una mezcla de estero
les que fueron analizados por C.G.L ( OV-17, 3 %, 1,8 m a T ­
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2601——280°C, 5°C / min ) y C.G.L.-E.M. ( OV-l7, 3 %, 1,8 m a T =

2001—-290°C,10°C / min ) determinándose la presencia de colestg
rol 119 ( 4,4 %),A7-colesterol ¿gg ( 3,5% ),campesterol lll
( 7,9 % ), estigmasterol 112 ( 18,4 %), sitosterol ll; ( 43,7 %),
A7-sitosterol 133 ( 6,4 ) y estigmast-4-en-3-ona ( sitosterona,
1,1 9 >124 .

Los espectros de masas de colesterol, campesterol, estigmasterol
y sitosterol se consignan en las pág. 225-226.

A7—colesterol E.M. m/e ( 3 ): 387 ( M++ 1; 26,1 ), 386 ( Mfi; 100),
371 ( M+- 15; 29,0 ), 273 ( M+- cadena lateral; 11,2 ),
255 ( 273 - 18; 35,4 ), 231 ( 273 — 43; 11,7 ), 229 ( 273­
44; 11,0 ), 213 ( 255 —42; 11,8 ), 147 ( 13,9 ), 145
( 13,9 ), 133 ( 12,3 ), 119 ( 13,6 ), 107 ( 17,6 ), 105
( 21,3 ), 95 ( 19,5 ), 93 ( 12,5 ), 91 ( 27,3 ), 81 ( 13,1),
79 ( 15,8 ), 67 ( 11,0 ), 57 ( 12,8 ), 55 ( 25,2 ), 43
( 57,0 ), 41 ( 36,5 ).

A7-sitosterol E.M. m/e ( % ): 415 ( M++ 1; 27,0 ), 414 ( M+; 100 ),
399 ( M+- 15; 22,0 ), 273 ( M+- cadena lateral; 12,3 ),
255 ( 273 - 18; 31,0 ), 231 ( 273 - 43; 5,7 ), 213 ( 255 ­
42; 5,7 ), 147 ( 7,4 ), 119 ( 8,1 ), 107 ( 13,0 ), 91
( 8,0 ), 57 ( 16,3 ), 43 ( 60,2 ), 41 ( 24,2 ).

sitosterona E.M. m/e ( a ): 413 ( M++1; 22,4 ), 412 ( M+; 70,3 ),
397 ( M+—15; 6,8 ), 370 ( M+- 42; 26,9 ), 355 ( 370 - 15;
13,2 ), 327 ( M+- 85; 6,4 ), 289 ( M+ - 123; 30,1 ), 288
( M+- 124; 37,4 ), 275 ( 11,9 ), 245 ( 8,7 ), 230 ( 13,2 1
229 ( M+- cadena lateral - 42; 35,2 ), 177 ( 11,4 ), 149
( 16,4 ), 148 ( 13,7 ), 147 ( 16,4 ), 135 ( 15,1 ), 133
( 11,9 ), 124 ( anillo A; 100 ), 123 ( 11,9 ), 122 ( 11,4),
121 ( 17,4 ), 110 ( 10,5 ), 109 ( 11,0 ), 107 ( 11,9 ),
95 ( 16,4 ), 83 ( 11,9 ), 79 ( 17,8 ), 71 ( 11,9 ), 67
( 18,7 ), 57 ( 17,8 ), 55 ( 15,1 ), 43 ( 33 ).

Trimetilsililación de la fracción 4: se efectuó según el método que se
indica en la pág. 209. El|análisis de la mezcla derivatizada se
efectuó por C.G.L.—E.M. utilizando una columna SE-3O 3 %, 1,8 m a



T = 250° 286°C, 2°C / min.

colesterol TMSE.M. m/e ( 8 ): 458 ( M+; 39,2 ), 443 ( M+- 15;
10,3 ), 368 ( M+- TMSiOH; 80,6 ), 353 ( 368 - 15; 36,0 ),
329 ( M+- 129; 100 ), 255 ( 368 - cadena lateral; 18,4 ),
247 ( 17,8 ), 213 ( 255 - 42; 8,9 ), 129 ( c-1, c-2 y c-3;
55,6 ).

17- colesterol TMSE.M. m/e ( 8 ): 458 ( M+; 100 ), 443 ( M+- 15;
25,0 ), 353 ( M+- TMSiOH- 15; 16,9 ), 345 ( 12,8 ), 255
( M+- TMSiOH- cadena lateral; 95,3 ), 229 ( 29,0 ), 213
( 255 - 42; 36,3 ), 75 ( 45,0 ).

campesterol TMSE.M. m/e ( 8 ): 472 ( M+; 55,0 ), 457 ( M+- 15;
11,9 ), 412 ( 38,5 ), 400 ( M+- 72; 24,8 ), 382 ( M+­
TMSiOH; 1oo ), 367 ( 382 - 15; 44,4 ), 355 ( M+- 129;
36,4 ), 343 ( M+- 129; 91,9 ), 255 ( 382 - cadena late­
ral; 11,8 ), 129 ( c-1, c-2 y c-3; 68,1 ).

estigmasterol TMSE.M. m/e ( 8 ): 484 ( M+; 74,3 ), 469 ( M+- 15;
10,2 ), 412 ( M+- 72; 25,4 ), 400 ( M+- 84; 11,3 ), 394
( M+- 90; 86,3 ), 379 ( 394 - 15; 30,2 ), 345 ( 6,9), 343
22,7 ), 255 ( 394 - cadena lateral; 77,2 ), 213 ( 255 ­
42; 20,9 ), 129 ( c-1, c-2 y c-3; 62,2 ).

sitosterol TMSE.M. m/e ( 8 ): 486 ( M+; 59,4 ), 471 ( M+- 15;
12,0 ), 396 ( M+- TMSiOH; 100 ), 381 ( 396 - 15; 35,6 ),

357 ( M - 129; 77,5 ), 129 ( c-1, c-2 y c-3; 39,0 ).

17- sitosterol TMSE.M. m/e ( 8 ): 486 ( M+; 100 ), 471 ( M+- 15;
21,0 ), 396 ( M+- TMSiOH; 25,3 y, 381 ( 396 - 15; 19,2 ),
357 ( M+- 129; 18,1 ), 303 ( 27,2 ), 255 ( 396 —cadena
lateral; 91,0 ); 213 ( 255 - 42; 26,7 ).

Aglíconas dé fíavonoidesz

La fracción 5 resultó ser una mezcla de agliconas de fla­
vonoides que Se fraccionó en una columna de sílicagel H ( 40 g )
usando como eluyente C13CH—MeOH,99: l,dando lugar a las fraccio­
nes que se detallan en la tabla 51.



Tabla 51: Análísís de la fracción 5 ( EP de Gomphrenaboliviana ).

5,7-dlh¡droxí-3,6-d¡metoxlflavona 122

Fracción masa ( mg )

5-1 51.9

5-2 217,6

5-3 235,0

5-4 98,8

5-5 .81,7
5-6 13.3

Compuestos

Clorofílas

Flavonoídes 1 0, 101 y 11h

Flavonoídes 1 0, ll

Flavonoídes 115 y 1 h

Flavonoíde 11.__1

Se efectuó la purificación posterior de las fracciones
5-2 y 5-3 por cromatografía preparativa en placa y las fracciones
asi obtenidas se compararon por C.C.D. con los flavonoides aisla­
dos de Gomphrenamartiana, obteniéndose los siguientes valores de
Rf en los distintos sistemas de solventes utilizados:

5,7-díhldroxI-6-metoxiflavona ¿El
3,5,6,7-tetrametoxlf1avona llfi_
3,5-dímetoxi-6,7-metlIendloxíflavona gg
3.5.7-trímetoxlflavona lgï
7-hldroxI-5,6-dímetoxlflavona 112_

A:

B:

C:

sflícagel,éter de petróleo-éter etílico,2
sf]lcagel,benceno-acetona,3 : l .
sf]¡cagel,benceno-acetona,9 : l .

A a c

0,119 0,76

0.37 0,72 ­
- 0,66 0,31

0,57 0,23

0,112 0,17

0,33 0,12

: 1 ( 2 desarrollos ).
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ESTUDIO QUIMICO DE GOM’HRENALEYENIANA

40 g de material vegetal se extrajeron con éter de petró­
leo obteniéndose luego de evaporar el solvente, 790 mg ( R= 2 % )
de residuo oscuro. A continuación se extrajo con etanol obtenién
dose 4,3 g ( R = 10,7 % ) de residuo.

"Estudio del extracto de éter de petróleo

Este extracto se fraccionó en una columna de sílicagel H
( 30 g, 15 x 150 mm) como se indica a continuación:

Solvente Fracción masa ( mg ) Compuestos

EP 1 126,2 Hidrocarburos

EP-CI3CH,1:1 2 280,0 Ceras

CIBCH 3 96,0 Ïriterpenos y esteroles
CI3CH h 27,9 Esteroles

CIBCH-MeOH,9:1 5 231,3 ­
EP: éter de petroleo
Hïdnmxufiuros:

-La fracción l estaba constituida por hidrocarburos que
se analizaron por C.G.L., utilizando una columna OV-17 3 %, compa
rándolos con los hidrocarburos de Gomphrenamrtiana. ( pág. 222 ),
obteniéndose los siguientes resultados:
Tr ( formula, % ) min: 1,54 ( n-C27H58; 4,2 ); 2,37 (rrC29H60;

16,5 ); 2,93 (rrC3oH62; 1,3 ); 3,38 (ieoC31H64; 3,9 );
3,84 ( n-C31H64; 44,5 ); 5,34 ( isa-C33H68; 0,6 ); 6,05
( n-C33H68; 22,1 ); 9,57 ( n-C3SH72; 2,0 ).

Los parámetros calculados por cuadrados mínimos correspondientes
a la recta resultante de representar gráficamente ln Tr en fun­
ción del número de átomos de carbono son los siguientes:

ordenada al origen:-5,BO
pendiente: 0,23 .
coeficiente de correlación:0,9997
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Triterpenos y esteroles:

La fracción 3 se fraccionó en una columna de sílicagel
utilizando C13CHcomosolvente de elución obteniéndose una frac­
ción de triterpenos ( 12 mg ),que fueron identificados por CGL
y C.G.L.-E.M. comoB-amirina ¿El ( pág. 223 ) y ciclolaudenol gg
( pág. 223 ), y otra de esteroles ( 21 mg ) que fueron caracte­
rizados comocolesterol ¿lg ( 3,9 %y,A7-colesterol la; ( 1,6% ),
campesterol ¿ll ( 6,2 %), estigmasterol ll; ('6,4 %), sitoste­
rol ll; ( 65,5 %), A7-sitosterol ¿gg ( 5,3 %) y sitosterona
m ( 4,6 '% ), de la misma manera que en Ganrphrenaboliviana (pág.
233 ).
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ESTUDIO QUIMICO DE GOMPHRENAHAENKEANA

La planta entera ( 69 g ) se extrajo con éter de petróleo,
por evaporación del solvente se obtuvieron 1,4 g ( R = 2,0 %) de
residuo. El resto vegetal seco, se extrajo con etanol; al enfriar
este último extracto se separaron sales y por evaporación hasta
sequedad se obtuvieron 4,9 g de residuo ( R = 7,l % ).

Estudio del extracto etanólico

3,5 g de extracto etanólico se disolvieron en etanol y
se evaporaron sobre poliamida. La pastilla formada se percoló
sucesivamente con cloroformo, agua y metanol, obteniéndose 0,45;
1,94; y 0,9 g respectivamente luego de eliminar los solventes.
Al analizar estas tres fracciones por C.C.D. sobre silicagel usan
do como solvente AcOEt-MeOH( lO : l ) y revelando la misma con

HZSO4/ anisaldehido se observó una mancha de Rf = 0,32 color vig
leta que viraba a verde con el tiempo en el percolado acuoso.

El percolado acuoso se disolvió en agua y se extrajo con
AcOEt ( 10 x 50 ml ). El residuo obtenido luego de secar la so­

lución con NaSO4anhidro y evaporarla ( 100 mg ) se purificó crg
matográficamente en una columna de silicagel H ( 300 mg ) usando
como solvente de elúción AcOEt-MeOH,lO: 0,5. Se juntaron y eva­
poraron las fracciones que tuvieron igual c0mportamiento cromato­
gráfico, obteniéndose un residuo que pesó 25,1 mg y que fue iden­
tificado comoecdisterona g;

Ebdisterona 23:

p.f.: 235°- 238°C ( MeOH-éter ) (Lit.: 237 - 239°c ( MeOH-éter )3%.

I.R. ( cm"1 ): 3200 ( tens. 0-H ), 164o ( tens. c=o y c=c del sig
tema enónico ), 1050 ( tens. C-O ), 880 ( def. =C-H ).

E.M. m/e ( a ): 462 ( M+- 18; 1,1 ), 444 ( M+ - 2 x 18; 6,1 ), 429
( M+- 2 x 18 - 15; 6,6 ), 426 ( M+- 3 x 18; 14,8 ), 411
( M+- 3 x 18 - 15; 4,4 ), 408 ( M+- 4 x 18; 5,4 ), 393
( M+- 4 x 18 - 15; 2,7 ), 363 ( M+- 117; 46,7 ), 345
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( 363 - 18 ); 100 ), 327 ( 345 - 18; 40,1 ), 301 ( 319 —
18, 14,1 ), 300 ( 319 - 18 - 1; 18,5 ), 285 ( 300 —15;
15,2 ), 203 ( 301 —18; 9,3 ), 269 ( 29,6 ), 250 ( 40,7)
173 (cadena lateral, 14,0 ), 161 ( M+- 319; 14,8 ),
143 ( 161 - 18; 20,4 ), 137 (14,0), 125 ( 161 —2 x 1a;
17,4 ), 121 ( 22,9 ), 117 ( cadena lateral: C-22 a 27;
9,3 ), 99 ( 117 - 18; 92,6 ), 91 ( 20,0 ), 81 ( 99 - 18;
52,2 ), 71 ( 32,0 ), 69 ( 33,2 ), 59 ( 41,1 ), 55 ( 52,n

lH-RMN ( 60 MHz, piridina -d5 ) ppm: 1,07 ( 3a, s, Me-l9 ); 1,20
( 3H, s, Me-18 ); 1,36 ( 6H, s, Me-26 y Me-27 ); 1,56

( 3H, s, Me-21 ); 1,70-2,10 ( 14H, m, —CH2-); 2,80-3,10
( 2H, m, C-H ); 3,50-4,20 ( 4H, m, gC-OH );6,20 ( lH, s
ancho, H-7 ).

MQOH zmaxU.V. A 243,0 nm, +HC1 lN, 70°C, 15': 245 y 297 nm.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo ha sido aislar e identifi­
car los componentes orgánicos de Gomphrenamartiana ( Flia.: Anuranta­
cwae), planta argentina conocida en la medicina folklórica princi­
palmente por su acción diurética.

En la presente tesis se desarrollaron los siguientes
temas:

1.- Introducción a la familia Amanruuceaeconsiderando

los aspectos botánicos y fitoquimicos de la misma, y dando, en par
ticular, una descripción del género Gomphrena.

2.- Caracteristicas estructurales de los flavonoides,
relaciones biosintéticas, localización y función de los mismosen
el vegetal, asi comoacción farmacológica presentada por distintos
tipos de estos compuestos.

3.- Análisis detallado de los espectros de masas,lH-RMN
y 13C-RMN,utilizados en la elucidación estructural de flavonoides.

4.- Descripción de los espectros de masas de esteroles,
3-cetoesteroides a,B-insaturados y triterpenos tetraciclicos con
la unidad 9:19-ciclopropano, asi comosu distribución en los vege­
tales.

Los puntos 3.- y 4.- se desarrollan en detalle para
facilitar la comprensiónde la discusión de los resultados obteni­
dos en esta tesis.

5.- Discusión de los resultados obtenidos en esta te­
sis, correspondientes a la caracterización de‘los compuestosorgá
nicos presentes en el extracto de éter de petróleo y etanólico de
la planta mencionada. h

Se indicaron las técnicas separativas, especialmente
cromatográficas, empleadas en las etapas de aislamiento y purificg
ción, y se analizaron detalladamente los espectros ( U.V., I.R.,
lH-RMN, 13C-RMNy E.M. ) y/o métodos químicos que condujeron a la
identificación de:

a) 3,S-dimetoxi-G,7-metilendioxiflavona gg .
b) 5,7-dihidroxi-3,6-dimetoxiflavona 100 .
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c) 5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona ¿9; .
d) 3,5,7-trimetoxiflavona ¿gi .
e) Hidrocarburos lineales de C29}!60a C35H72e hidrocarburos

pertenecientes a la serie iso de C31}!64y C33H68 .
f) Alcoholes lineales de C24H500a C30H620.
g) B-amirina ¿gl
h) Ciclolaudenol gg .
i) Hopeol ¿22
j) Colesterol ¿¿g.
k) Campesterol lll .
l) Estigmasterol ¿lg .
m) Sitosterol ll; .
n) 3,5,6,7-tetrametoxif1avona ¿li .
ñ) 7-hidroxi-5,6-dimetoxiflavona ¿lá .
o) Colina ll .
p) Betaina 2 .
q) Isoramnetina-3-O-robinobiósido.¿¿fi.

Los flavonoides gg, ¿22, ¿li y ¿lg no habian sido des­
criptosanteriormente comoproductos naturales, por lo que fueron
comparados con testigos sintéticos o bien transformados químicamen
te, a fin de relacionar las distintas estructuras entre si. Estas
transformaciones permitieron obtener:

r) 5-hidroxi-3-metoxi-6,7-metilendioxiflavona gg, no descrip­
to previamente.

s) 5,6,7-trimetoxiflavona ¿gg .
t) 5,7-diacetoxi-G-metoxiflavona ¿gg .

El flavonoide ¿25 que habia sido descripto sólo una vez
comoproducto natural, fue sintetizado a fin de confirmar su estrug
tura._ En el caso del glicósido de flavonoide ¿¿g no existían des­
cripciones sobre la naturaleza exacta del disacárido constituyente.

Asi mismo, el hecho de tener datos espectroscópicos de flavo­
noides íntimamente relacionados, permitió realizar una comparación
de los mismospara fijar pautas que facilitaran las asignaciones
de señales en espectros de masas, 1H-RMNy 13é-RMNde otras aglicg
nas de flavonoides con estructuras similares.
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Se propuso una posible génesis del ión m/e 69 obser­
vado en los espectros de masas de algunos flavonoides descriptos
en esta tesis, en base al estudio del espectro de masas del deri­
vado deuterado del compuesto lgl, en el que dicho fragmento era
particularmente intenso.

Por último,se realizó un estudio quimiotaxonómicopreliminar
de los extractos de éter de petróleo de Gomphrenamartiana, Gomphrena

boliviana y Gomphrenameyeníamy de los extractos etanólicos de Gomphrg
na nurtiana, Gbmphrenaboliviana, Gomphrenahaenkeana, Gomphrenameyeniana y

Gomphrenaperermis, que permitió establecer, con los resultados obtg
nidos hasta el momento que las especies Gomphrenanurtiana y Gomphrena
bolüfiana están íntimamente relacionadas entre si, siendo diferen­
tes a las restantes. Ademásde los compuestos mencionadosanterior
mente ( a—-qpr:elestudio quimico de estas especies se obtuvie­
ron las siguientes sustancias:

r) a-amirina ¿El .
s) A7-colesterol 22 .
t) A7-sitosterol _gg .
u) Sitosterona ¿gg .
v) Ecdisterona g} .
Se incluye además la descripción de los estudios efectuados

sobre acción antimicrobiana y antitumoral de los extractos de é­
ter de petróleo, etanólico y mezclas enriquecidas en los flavonoi
des 2, ¿gq y ¿g de Gomphrenamartiana.

6.- Parte experimental de la labor realizada, que incluye los
datos numéricos de los espectros de los distintos compuestós dESH
criptos en esta tesis.

ww mi _
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Parte de este trabajo dio lugar a las siguientes publicaciones:

A New Flavone from Gomphrenamartiana.
C.A.Buschi, A.B.Pomilio y E.G.Gros
Phytochemistry, lg, 1249 ( 1979 ).

New Methylated Flavones from Gamphrenamartiana.
C.A.Buschi, A.B.Pomilio y E.G.Gros
Phytochemistry, la, 903 ( 1980 ).

5, 6,7-trisubstituted Flavones from Ganphrenamartiana.
C.A.Buschi, A.B.Pomilio y E.G.Gros
Phytochemistry, gg, 1178 ( 1981 ).

Antimicrobial Activity of SomeArgentine Higher Plants
A.S.Lorenti, A.A.Viale, C.A.Buschi, M.D.González, C.D.Schteingart,
A.M.Iribarren y A.B.Pomilio.
Fitoterapia( Milán ), gg, 81 ( 1981 ).

Isoramnetin-3-O-Robinobioside from Gomphrenamartiana.
C.A.Buschi y A.B.Pomilio
J. Nat. Prod., en prensa.
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