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RESUMEN

Con el fin de contribuir al estudio fitoquimico de Guadua angustifolia Kunth, por
ser una especie caracteristica dentro la familia Poaceae en Colombia y la falta
de investigacion, se llevo a cabo la identificacién de cinco flavonoides, un fenol,

vitamina E y K1, ademéas un compuesto denominado Tetraetil Silicato.

Dentro de los flavonoides, encontramos dos derivados de la quercetina (GAAcC
2-1 y GAAc 5-4) y tres derivados del Kamferol (GAAc 5-10, GAAc 5-14 y GAAcC
5-16).

La elucidacion parcial del compuesto GAAc 2-1 se logré por sililacion y andlisis
en GC-MS. Los derivados del Kamferol (GAAc 5-14 y GAAc 5-16) se
identificaron por los desplazamientos quimicos en espectrofotometria Uv y los

andlisis cromatograficos de HPLC.

Ademas, el compuesto GAAc 5-14 se elucidd como Kamferol 7-O-
Neohesperiddsido y el compuesto GAAc 5-16 se elucidd parcialmente (debido
a la falta de definicion de las sefales de los espectros por RMN) como
Kamferol y los azucares como glucosa y ramnosa, sin obtener sus

conectividades.
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ABSTRACT

In order to contribute to the phytochemical study of Guadua angustifolia Kunth,
as a characteristic species within the family Poaceae in Colombia and the lack
of scientific research was carried out to identify five flavonoids, a phenol,
vitamin E and Ki, also a compound known as Tetraethyl silicate.
Within the flavonoids, we found a quercetin derivative (GAAc 2-1) and four
Kaempferol derivatives (GAAc 5-4, GAAc 5-10, GAAc 5-14 and GAAc 5-16)
The partial elucidation of the compound GAAc 2-1 (quercetin derived) was
achieved by sililation and GC-MS analysis. Kaempferol derivatives (GAAc 5-14
and GAAc 5-16) were identified by chemical displacement Uv and

chromatography analysis HPLC.

In addition, we also elucidated the compound GAAc 5-14 as Kaempferol 7-O-
Neohesperidoside and the compound GAAc 5-16 was partially elucidated (due
to the lack of definition of signals by NMR spectra) as Kaemferol and sugars

such as glucose and rhamnose, without obtaining their connectivities.
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INTRODUCCION

La familia Poaceae es la familia mas amplia dentro de las angiospermas,
representativa de varias regiones en el mundo por su fitogeografia. Esta
comprende cerca de 10.000 especies de bambues, agrupados en 651 géneros

aproximadamentell,

En Colombia, se presenta la Guadua angustifolia Kunth como la mas
caracteristica de los géneros encontrados en América Latina. Por su anatomia
y propiedades fisico-mecanicas, se ha constituido en una alternativa de
construcciéon. Debido a su similitud con los bambues asiaticos, se han iniciado
procesos de fabricacion de papel, carbdn activado, fibras termoplasticos y

biocombustibles.

Dentro de las investigaciones realizadas a las hojas de bambules, se han
caracterizado compuestos como flavonoides, acidos fendlicos, cumarinas,
lactonas, antraquinonas y aminoacidos presentando actividad antitumoral,
antioxidante, anti-radicales libres, antifatiga, antibacterial y antiviral; ademas

prevencion de enfermedades cardiovasculares!?.



UNIVERSIDAD DEL QUINDIO

UNIVERSIDAD GRUPO POLIFENOLES UTP

DEL GLINDIO

Con base en lo anterior, en el presente trabajo de grado: CONTRIBUCION AL
ESTUDIO FITOQUIMICO DE LAS HOJAS DE Guadua angustifolia Kunth, por
medio del desarrollo de una metodologia experimental se identificaron y se

elucidaron ciertos compuestos presentes en el extracto apolar y en el extracto

polar.

Este trabajo se efectud con la colaboracion y aporte del Grupo Polifenoles UTP
de la Universidad Tecnolégica de Pereira, el cual se encuentra adscrito al

centro de investigaciones CENIVAM.

La linea de investigacion que permiti6 nuestro trabajo se enfoca en el

aislamiento y elucidacion estructural de compuestos polifenélicos y fendlicos.

1. ANTECEDENTES

1.1 Surgimiento del problema

El Bambu es una de las especies mas representativas de la familia Poaceae, a
la cual, se le han realizado diversas investigaciones. Esto se debe a sus
propiedades fisicas, quimicas y mecanicas que cada dia dan nuevos aportes al

conocimiento de esta especie.

En el continente Asiatico, es donde se encuentra la mayor cantidad de reportes
cientificos de las diferentes clases de Bambues presentes en cada region. Lo
cual, ha permitido la certificacion de compuestos antioxidantes presentes en
hojas de Bambu, ademas de expresar otras actividades farmacolégicas y
alimenticias. Estos componentes funcionales se determinaron mediante el
empleo de andlisis por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
ademas de métodos donde se emplea columnas en fase reversa C18 (RP) con
un sistema de solventes adecuado (3.
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La presencia de metabolitos secundarios de tipo flavonoides en la tribu
Bambuseae dentro de la cual se encuentra el género Guadua, ha conducido a
la realizacibn de esta investigacion debido a la falta de documentacién
cientifica a nivel fitoquimico acerca de la especie. Por la relacion de géneros y
la presencia de estos compuestos, se realizaron pruebas preliminares a
extractos polares, los cuales, confirmaron la presencia de compuestos
flavonoides en las hojas de la especie G. angustifolia Kunth, indicados por
cromatografia liquida de alta resolucion HPLC con detector de arreglo de

diodos.

1.2 Formulacién del problema

De acuerdo con la revision bibliografica acerca de las investigaciones
cientificas de la especie G. angustifolia Kunth, no se encontré ningun tipo de
reportes de ésta a nivel fitoquimico; lo cual, genera una gran inquietud por
identificar sus principales metabolitos secundarios de tipo flavonoide y fendlico
con posibles actividades farmacoldgicas o agroquimicas, que den un valor

agregado al uso de esta especie.

Para dar respuesta parcial a este problema, se proponen los siguientes

objetivos:

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general.

Contribuir al estudio fitoquimico de las hojas de Guadua angustifolia Kunth
identificando algunos compuestos de tipo flavonoide en los extractos polares y

otros compuestos en los extractos apolares.

1.3.2 Objetivos especificos
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Identificar la presencia de flavonoides en hojas de Guadua angustifolia Kunth

por Cromatografia liquida de alta resolucién

Aislar un compuesto de tipo flavonoide en la fase polar y un compuesto en la
fase apolar de extractos de hojas de G. angustifolia Kunth en combinacion de

técnicas de extraccion y cromatografia en columna y capa fina.

Elucidar la estructura molecular de un compuesto de tipo flavonoide en la fase
polar y un compuesto en la fase apolar de extractos de hojas de G. angustifolia
Kunth utilizando técnicas de andlisis instrumental como espectrofotometria
ultravioleta, cromatografia liquida de alta eficiencia y cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas.
1.4 JUSTIFICACION

En Colombia, G. angustifolia Kunth es una especie de bambl que ha estado
ligada por afios a las comunidades rurales, en donde ha sido utilizada
tradicionalmente para la construccién y la artesania. Este uso artesanal ha
conducido a la utilizacién del culmo, dejando en segundo plano un posible uso

de su hoja.

Estudios realizados en diferentes especies de bambles Asiaticos
pertenecientes al género Guadua, determinaron que las hojas juegan un papel
importante por tener gran trascendencia en usos medicinales como
antioxidantes!'?l, anticancer®l, antibacterial, antifingico, antiticeral®, entre
otros; como aditivos evitando la descomposiciéon de alimentos y en la

terapéutica como promotor antienvejecimiento.

Los analisis realizados en extractos polares han determinado la presencia de
flavonoides glicosilados, &cidos fendlicos, lactonas, cumarinas, antraquinonas y

aminoacidos; compuestos que cuentan con reconocida actividad bioldgical®l,
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Segun lo anterior, se espera obtener a partir de las hojas de esta especie
compuestos de tipo fendlico como etapa preliminar en la busqueda posterior de
alguna actividad biolégica promisoria. A su vez, promover sus hojas como una
posible fuente de nuevos compuestos que enriquezcan los estudios
fitoquimicos en nuestra region, apoyando y reforzando las investigaciones
realizadas por el Grupo Polifenoles UTP, cuya trayectoria se ha ligado al

estudio de compuestos de tipo fendlico, polifendlico y su evaluacion bioldgica.

Por lo tanto, se pretende con este proyecto proporcionar mayor conocimiento
de G. angustifolia en cuanto a su quimica y asi generar valor agregado a esta

especie en la industria farmacoldgica, alimenticia o agroquimica.

2. MARCO TEORICO

La G. angustifolia se encuentra en estado natural en Colombia, Ecuador y
Venezuela; sin embargo, ha sido introducida a varios paises de Centro América
y del Caribe. En Colombia presenta un amplio rango de distribucion,
extendiéndose por las tres cordilleras, entre 0 y 1,500 m de altitud y ubicandose
en regiones humedas como a orillas de rios y quebradas, principalmente en

valles interandinos donde forma grandes sociedades llamadas "guaduales” [].

2.1 Morfologia general de la subfamilia Bambusoideae

Los bambules son plantas con una gran diversidad morfolégica; las hay de
pocos centimetros y tallos herbaceos hasta bambuies de 30 metros de altura y
tallos lefiosos. Debido a su naturaleza especializada y a su floracion
infrecuente, se le ha dado mucha importancia para los estudios taxonémicos a
estructuras morfolégicas. A continuacion se describen algunas de estas

estructuras:

Rizoma: es un eje segmentado subterraneo que constituye el soporte de la

planta y juega un papel importante en la absorcion de nutrientes. Ademas es un
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recurso ideal para la conservacion del suelo, estabilizacion de laderas, y
prevencion de la erosién producida por escorrentia, vientos fuertes o

desmoronamiento.

Culmo: Es el eje aéreo segmentado que emerge del rizoma, consta de cuello,
nudos y entrenudos. Es la porcion mas util del bambd. De acuerdo a su estado
de madurez los cumos tienen diferentes usos, como material de construccion
(vivienda, puentes, corrales, cercos, etc.), en la fabricacion de pisos, muebles y
artesanias, en la produccién de carbén vegetal, de textiles y de pulpa para

papel y para la elaboracion de canastos rusticos y esteras.

Hojas (o laminas foliares): Las hojas son pecioladas y renovadas cada dos
afios por la planta. Tiene nervadura paralela a la central, es simple, de forma
lanceolada, con apice acuminado. La margen presenta dientes aserrados,

superficie pubescente y coloracion verde oscuro o palido [l

2.2 Taxonomia

La Guadua se puede distinguir de los deméas bambues por los tallos robustos y
espinosos, las bandas de pelos blancos en la regién del nudo, las hojas
caulinares en forma triangular, por tener tres estigmas al final del estilo y seis 0

mas estambres por florl.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la Guadua angustifolia Kunthl9,

Reino PLANTAS Subfamilia BAMBUSOIDEAE
Divisién SPERMATOFITAS Supertribu BAMBUSODAE
Subdivision ANGIOSPERMAS Tribu BAMBUSEAE
Orden GLUMIFLORALES Subtribu GUADINAE
Clase MONOCOTILEDONIAS | Genero GUADUA
Familia POACEAE 6 GRAMINEAE | Especie G. angustifolia Kunth
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La especie G. angustifolia sobresale dentro del género por sus propiedades
fisico-mecanicas y por el tamafio de sus culmos que alcanzan hasta 30 metros
de altura y 25 centimetros de diametro. Ha sido seleccionada como una de las
veinte especies de bambles mejores del mundo por su capacidad para
absorber energia. Relne dos variedades: G. angustifolia var. bicolor y G.

angustifolia var. nigra, y varias formas: “cebolla, macana, castilla y cotuda”1,

2.3 Compuestos quimicos:

En investigaciones realizadas se indica que los extractos de hojas de bambu
presentan en altos porcentajes compuestos de diferentes clases como
flavonoides  glicosilados, terpenoides, acidos fendlicos, cumarinas,

antragquinonas y aminoacidos!®l,

Estos compuestos demuestran mudltiples actividades bioldgicas, entre ellas
antioxidante, antibacterial, antifatiga, antivirus y prevencion de enfermedades
cardiovasculares. Ademas, pueden ser empleados como un intermedio
farmacéutico, suplemento dietético, ingrediente cosmético y aditivo alimenticio

Otros articulos han reportado que extractos metandlicos de bambu ricos en
clorofila presentan un potencial antiséptico en alimentos. De igual forma, los
extractos ricos en polisacaridos inhiben la presencia de tumores al estimular la

actividad fagocitaria de los macréfagos peritoneales!2.

En tratamientos para  arteriosclerosis, hipertension, enfermedades
cardiovasculares y ciertas formas de céncer, el uso de hojas de bambu ha sido
tradicional en Asia dando resultados favorablesl?. Confirmando de manera
cientffica su empleo ancestral en la medicina empirica de China para tratar
fiebres y desintoxicaciones[!?. La presencia del acido benzoico y de 2,6-
dimetoxibenzoquinona con potenciales antioxidantes y antimicrobianos en
hojas de bamblu de Sasa albomarginata y Phyllostachys heterocycla se
emplean en conservantes de alimentos prolongando por un mayor tiempo la

vida (til del producto!?.
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La importancia de compuestos de tipo flavonoide presentes en bambu de la
especie Pterocarpus marsupium son los flavonoides C-glucésidos debido a su
variada actividad biolégica como se describe a continuacién: el homoorietin
(luteolin-6-glucésido) ha demostrado su actividad antimicrobiana al igual que el
vitexin (apigenin-8-glucésido) contra staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y
Pseudomonas aeruginosa; el luteolin-7- glucésido es un protector del higado

de ratas contra el tetracloruro de carbono.

Dentro de la familia poaceae, al obtener un extracto metandlico de la especie
Hyparrhenia hirta, fueron aislados e identificados ocho flavonoides, los cuales
se identificaron como Isoorientin, Isoorientin 7-o-ramnosido, vitexin, isovitexin,
tricin 5-0-glucésido, tricin 7-o0-glucésido, luteolin 7-o0-glucésido, chrysoeriol 7-o-
glucésido, luteolin y tricinf3],

En el analisis quimico de bambules no maderables, se determind celulosa,
hemicelulosa, lignina, carbohidratos, glucosa, xilosa, manosa, galactosa y
arabinosa; ademas, las uniones de tipo éster que se presentan en unidades de
hidroxifenol con estructuras de lignina, al igual que los acoplamientos del éster

y estructuras de fenoles libres fueron representativas en este analisis4l.

En este proyecto de grado se evaluaron extractos polares y apolares de G.
angustifolia Kunth, enfocandonos hacia compuestos de tipo flavonoide en la
fase polar y otros compuestos en la fase apolar. Por esta razon, se hace a

continuacién una breve descripcion de estos grupos de metabolitos:

2.3.1 Vitaminas:

2.3.1.1 Vitamina E

En la naturaleza, la vitamina E se encuentra en ocho formas quimicamente
distintas(*® (a-, B-, y- y d-tocoferol y a-, B-, y- y &-tocotrienol) que varian en su
cadena lateral isoprenoidel!® y en los grupos metilos del anillo cromano siendo

el alfa tocoferol la forma mas activa biologicamentel17].:
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Figura 1 Diferentes formas de la Vitamina E.

Entre las actividades biolégicas se encuentra la capacidad de atrapar radicales
libres (oxigeno singlete, radical superdxido y radicales hidroxilo, entre otros) y
proteger las membranas lipidicas de la peroxidacion. Por esto, es un potente
antioxidante, que protege las membranas de las plantas durante la latencia de
la semilla, germinacion y el desarrollo temprano de la plantula, asegurando su
longevidad’8l. Ademds protege los &acidos nucleicos, enzimas, proteinas
estructurales, lipidos, factores de trascripcion y otras estructuras moleculares

de los efectos perjudiciales de los radicales libres(®l,

En ausencia de aire, los derivados de la vitamina E son completamente
estables al calor y a las bases. Sin embargo, en presencia de aire pueden ser
rapidamente oxidados por alcalis e iones metdlicos; absorben la luz en la

region UV (max. 292-295 nm) y son naturalmente fluorescentes(1l,

Su biosintesis se lleva a cabo en cloroplastos y cromoplastos, principalmente
en hojas y semillasi??, En la mayoria de las plantas monocotiledéneas se
encuentra disperso homogéneamente en semillas y disminuye gradualmente
con el desarrollo de la misma. Durante los estados tempranos de germinacion
la concentracion de tocoferol incrementa con el desarrollo inicial de hojas por
esto, en las hojas del bambl es donde se encuentra la mayor concentracion de

tocoferol, en comparacion con el resto de las partes del bambul21,

Investigaciones realizadas anteriormente, mostraron que la administracion de

a-tocoferol ayuda en la prevencion de distrofia muscular en animales
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modelos[??, enfermedades hepaticas!?®l, enfermedades cardiovascularesi?¥ vy
aterosclerosis?®, Aparte de esto, evita el dafio enziméatico de proteinas y del
ADN, que resultan en la malformacion genética y provocan la aparicién de

cancer!26l,

2.3.1.2 Vitamina K

La vitamina K es el nombre general de un grupo de compuestos relacionados,
los cuales son naftoquinonas metiladas que difieren en longitud y grado de
instauracion de su cadena alifatica laterall?’). Existe naturalmente en dos
formas: fitoquinona (vitamina Ki) y menaquinona (vitamina K2). La estructura
quimica de la fitoquinona es 2-metil-3-fitil-1,4-naftoquinona, teniendo un doble
enlace en la cadena lateral saturada de 20 carbonos derivada de cuatro
unidades isoprenoides y existe naturalmente en forma transi?®l. La
menaquinona (vitamina K2) es originaria de las bacterias intestinales y la

vitamina K3z es una variante sintética.

vitamin Ky

vitamin K,

Figura 2. Diferentes formas de la Vitamina K.

La vitamina K es una vitamina liposoluble que funciona como una coenzima y
esta relacionada en la sintesis de un nimero de proteinas envueltas en la
coagulacion de la sangre, el metabolismo de los huesos en mamiferos y actla
como un cofactor esencial en la sintesis pos-traslacional del &cido C-
carboxiglutamico en estas proteinas!?®l. También es un importante cofactor en

la produccién de proteinas que inhiben la calcificacion vascular, participa en la
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estructura de las membranas, la sintesis de prostaglandina, la resistencia a

enfermedades y la regulacion de la sintesis de ADN

El bajo consumo de vitamina Ki ha sido asociado con un elevado riesgo
cardiovascular que se asocia a la calcificacion de las arterias del pecho.

La fitoquinona es sintetizada por plantas y esta presente en grandes cantidades
en varios vegetales verdes, ciertos aceites vegetales, alfalfa, tomates, cereales
integrales, higado de cerdo, brdcoli, espinaca y ciertas lechugasi®9, los cuales

son el mayor recurso en la dietal3l,

Se encuentra en los cloroplastos de las plantas fotosintéticas, es destruida en
medio alcalino y sensible a la luz del dia y muestra absorciones caracteristicas
enel UV a 244,249, 263,270 y 331 nm (en metanol)[16l,

Observaciones epidemiolégicas y estudios de laboratorio indican que el
consumo de té verde por su alto contenido de antioxidantes (catequinas,
vitamina K y minerales) reduce el riesgo de varias enfermedades como cancer,
enfermedades del corazbn y alta concentracion de colesterol en la sangre y
presenta un efecto preventivo para la aterosclerosis. Ademas los resultados

sugieren que esta involucrada en la produccion de esteroides[0l.

Es conocido que la vitamina K no estd solamente distribuida en huesos, bazo,
piel e higado; también esta distribuida abundantemente en cerebro, rifiones y

tejido gonadall28

2.3.2 Silicatos

El silicio (Si) es considerado un constituyente principal de los tejidos vegetales
facilmente absorbido por plantas, presentando concentraciones relativamente

altas en sus tejidos,aunque no es un nutriente esenciall32,

Un gran nimero de plantas como bambu, arroz, helechos, gimnospermas y
otras especies pertenecientes a la familia Poaceael33! acumulan silice en las

hojas; esta concentracion aumenta significativamente cada vez que emergen
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los brotes durante el desarrollo de la guadua hasta alcanzar su madurez (3

afos), continuando con un leve aumento en la senescencia 3%,

La funcion principal del Si en plantas, es el potencial para reducir
significativamente la susceptibilidad a enfermedades producidas por factores
biéticos y abidticos y contribuir en la resistencia, compresioén, rigidez de las
paredes celulares, que a su vez mejoran la eficiencia fotosintética y captacion

de luz, y limita la evapotranspiracién de agua [34,

Los depositos de silice en los tejidos son denominados cuerpos siliceos, se
encuentran en las células de la epidermis como resultado de la absorcion de
silice del suelo por medio de la hidratacion en forma de &cido silicilico, y
acumulado en mayor concentracién en la parte aérea como silice hidratada
amorfa (SiO2. nH20). Esta acumulacién es controlada por la planta hacia el
incremento de la estabilidad mecanica de sus tejidos; estos cuerpos soélidos
con formas diversas se depositan en las células siliceas especificas y

especializadas en diferentes proporciones.

El silicio nunca se encuentra libre, solo en forma de &cido silicilico, sales,
oxidos de silicio y silicatos, en estrecha proximidad a los conductos de
transpiracion. Estos se precipitan de dos maneras diferentes: una la
pulveriforme pardo y la otra cristalizado gris oscuro, la Unica diferencia entre

estos es el tamafio de particula y la formacion de su superficie.

Para los seres vivos se considera como un elemento esencial. El silicio
organico estimula el sistema inmunolégico, regenera el tejido conectivo que
forma parte de la mayoria de los tejidos corporales, y mejora el funcionamiento
de las células del organismo, la eliminacion de desechos y la transmisién de

informacioén entre ellas.

2.3.3 Fenoles[38l,
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Los fenoles son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas durante el
desarrollo normal y en respuesta de las condiciones de estrés como infeccién
por agentes patdégenos y parasitos, contaminacion del aire, exposicion a etileno
y temperaturas extremas, heridas y radiaciones UV.

Actian como antioxidantes, fitoalexinas, atractivos para los polinizadores,
reguladores en el crecimiento y morfogénesis, contribuyen en la coloracion y

protegen las plantas contra la luz UV.

Los fenoles son encontrados en las paredes celulares y dentro de las vacuolas
celulares, juegan un papel importante en la adhesion celular, sirven como un
sitio para la formacion de lignina y favorecen la estabilidad térmica de la planta
y la textura de los alimentos, ya que contribuyen en la amargura, astringencia,

color, sabor, olor y estabilidad oxidativa.

El consumo de frutas, hortalizas y cereales en la dieta alimentaria con una alta
presencia de compuestos fendlicos, pueden ayudar a la inhibicion de la
aterosclerosis y cancerl®’l, ademas de las enfermedades relacionadas con el

estrés oxidativo, por lo tanto se ha demostrado su actividad antioxidante.

HO, OH
[
\/
H
Floroglucinol
T
e
H H
H =
Pirogalal Acido Elagico

Figura 3. Estructuras Quimicas de Fenoles
2.3.3.1 Reacciones de reconocimiento de Fenoles![38l.

° Prueba con tricloruro férrico al 1%:
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A un (1) mL de la muestra disuelta en metanol, se aflade 0.5 mL de solucion
tricloruro férrico al 1% en agua (v/v). Si presenta coloracion azul intenso, es

prueba positiva para fenoles.

P
| H
.
Ho T on " T i + 3Hal
3 ‘ FeCly al 1% /Fe\ S
e o OH
H e \T
S
HO' OH

Figura 4. Reaccién de tricloruro férrico

o Prueba con acetato de plomo:

Los fenoles precipitan con acetato de plomo igual como lo hace el reactivo de
tricloruro férrico. A un (1) mL de extracto etandlico se agrega 0.5 mL de acetato
de plomo al 10%. Si observa un precipitado de color blanco, es prueba positiva

para taninos.

a 0
HO. OH HO 0 0 0
A B)I\'/PI)\O)L =7 iy Tpp =7 i
| M Me
H H H

+ 2 CHSCOOH

H

Figura 5. Reaccion de acetato de plomo

. Prueba con Gelatina-Sal:

La prueba mas conocida y universalmente utilizada para el reconocimiento de
fenoles, se basa en la precipitacion de una solucion de gelatina-sal por los
fenoles. A un (1) mL de extracto etandlico se agrega 0.5 mL de reactivo
gelatina-sal. Si aparece un precipitado de color blanco, se considera prueba
positiva para fenoles.
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Figura 6. Reaccion de gelatina-sal.

2.3.4 FLAVONOIDES [,

Los flavonoides son uno de los grupos mas amplios de los productos naturales
conocidos, sus propiedades en las plantas incluyen la captacion de energia,
transferencia electronica, atracciéon de polinizadores, diferentes actividades
biolégicas (antioxidante, antimicrobiana, antimicética y fitoalexinas) y el uso de

la luz solar como fuente de energia y para la regulacion de genes en plantas.

Dado que los flavonoides estan estrechamente relacionados estructuralmente
es dificil separarlos. Su peso molecular relativamente elevado y la complicada
estructura, hace que su identificaciéon y sintesis quimicas representen un
desafio a la quimica orgénica, incluso con la disponibilidad de equipos
modernos. Puesto que los flavonoides en funcion de su contenido de
glucésidos, isoprenoides, éteres y cadenas alifaticas pueden adquirir casi
cualquier polaridad, una variedad de disolventes desde agua hasta el éter

etlico deben ser utilizados para su extraccion a partir de una mezcla compleja.

Se denominan como flavonoides a varias clases de sustancias naturales que
contienen dos anillos aromaticos, unidos mediante una cadena de tres atomos
de carbono (compuestos Cs-C3-Cs), que se encuentran ampliamente
distribuidos en los vegetales y son biosintetizadas a partir del &cido shikimico y

a partir de la acetilcoenzima A via malonilCoA (biosintesis mixta)!0l,
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FLAVONA FLAVONOL

Figura 7. Estructura quimica de la flavona y el Flavonol.

A los flavonoles y las flavonas se unen azlcares, preferentemente en posicion
C3 y C7, de forma que estos compuestos se encuentran comunmente como o-
glicésidos, siendo la D-glucosa el residuo de azicar mas frecuente. Otros
residuos de azlcares son las D-galactosa, la L-ramnosa, la L-arabinosa, la D-
xilosa y el &cido D-glucorénico. La parte sin azicares del flavonoide se llama
aglicona. Los glicésidos son méas solubles en agua y menos reactivos frente a
radicales libres que su aglicona o flavonoide respectivo. Las flavonas y
flavonoles, debido al sistema conjugado, son soélidos con colores que
comprenden desde el amarillo muy tenue hasta el rojo. Los glicésidos son en
general sélidos amorfos que se funden con descomposicion, mientras que las

agliconas y los altamente metoxilados son sélidos cristalinos[4°l,

Los glicésidos son solubles en agua y alcohol. Las agliconas flavonoides
altamente hidroxiladas son solubles en alcohol (etanol, metanol y n-butanol),
mientras que las poco hidroxiladas lo son en solventes como éter etilico,
acetato de etilo y acetona. Las agliconas flavonoides altamente metoxiladas
son solubles en solventes menos polares como el éter de petrdleo y el

cloroformo.

Los flavonoides con hidroxilos fendlicos son solubles en soluciones alcalinas,
pero algunos altamente hidroxilados se descomponen por accién de las bases
fuertes, un hecho que permite reconocerlos y diferenciarlos de otros, y que

hace afios se utilizd para su elucidacion estructural.
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2.3.4.1 Reaccién de reconocimiento de flavonoides([4

. Prueba de Cianidina [38l

Se conoce también como reaccion de Shinoda, consiste en agregar al
flavonoide disuelto en metanol, magnesio (Mg) en polvo y después gotas de
acido clorhidrico concentrado (HCI). En estas condiciones, cuando estan
presentes sustancias que poseen el nucleo de la & -benzopirona, se desarrollan
coloraciones que van del anaranjado al violeta; por tanto, esta prueba sera

positiva para flavonas y flavonoles.

OH

*Mg /2 [HCI]

Reduccion
+ HOMgCl/Mg

Figura 8. Reaccion de Cianidina

e Pruebade Rosenhein(#

Los flavonoides con esqueleto de ion flavilio, dan positiva la prueba de
Rosenhein por tener en su anillo C un sistema dieno conjugado. A un (1) mL de
extracto etandlico, se agrega la mitad del volumen de &cido clorhidrico
concentrado; mezclar y calentar por diez minutos a 90 °C. Se enfria y agita con
0.4 mL de alcohol amilico. Decantar y observar el color de la fase amilica. La

prueba se considera positiva si aparece color que va desde rojo hasta rosado.

.
HO o -
N
O Z0oH H*
OH

Cation de Cianina Base de la cianina Anion de la cianina
(pH = 3, rojo) (pH = 3, violeta) (pH = 11, azul)

Figura 9. Reaccién de Rosenhein



UNIVERSIDAD DEL QUINDIO

UNIVERSIDAD GRUPO POLIFENOLES UTP

DEL GLINDIO

2.3.4.2 Espectroscopia Ultravioleta y significado estructural de los

desplazamientos para Flavonas y Flavonoles[40

Los espectros ultravioleta de los flavonoides son formados principalmente por
dos bandas de absorcion maxima, una de las cuales se observa entre 240-285
nm (banda Il) y la otra se encuentra en el rango de 300-400 nm (banda I). En
términos generales, las sefales se originan de acuerdo a dos sistemas
presentes en el esqueleto basico de este tipo de compuestos, adquiriendo el
nombre de sistema benzoilo el anillo A (banda Il) y sistema cinamoilo el anillo
B (banda I). Las sustituciones de cualquier anillo (A o B) pueden producir
cambios hipsocrémicos o batocrémicos de las absorciones, los cuales resultan

ser tiles para clarificar las estructuras.

5
a. N b. 0504
Banda |l
P )
i ([]][][] \ A Banda |
: -
fdv)1 Lf-\

g i 000 ~
(240-285 nm) (300-400 nm) 220.0 nm ( 50/(11.,',) 450.0 nm

Figura 10 a. Estructura de los flavonoides y sus respectivos sistemas

b. Espectro UV de los flavonoides

La espectroscopia ultravioleta se ha convertido en la mejor técnica para el
andlisis estructural de flavonoides porque es necesaria una pequefia cantidad
del material puro para realizar muchos espectros y la informacién estructural
obtenida del espectro aumenta con el uso de reactivos especificos, los cuales
reaccionan con uno o mas grupos funcionales en el nicleo de los flavonoides.
La adicion de cada uno de estos reactivos por separado a una solucion
alcohdlica de flavonoides, induce desplazamientos estructurales significativos
en el espectro. Estos reactivos son: metoxido de sodio, acetato de sodio,
acetato de sodio / &cido borico, cloruro de aluminio y cloruro de aluminio / acido

clorhidrico.
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En el espectro de flavonas y flavonoles en metanol, la posicion de la banda |
depende del tipo de flavonoide: las flavonas absorben entre 304—-350 nm, los
flavonoles 3-o-sustituidos entre 330-360 nm Yy los flavonoles entre 352-385 nm.
Ademas, las flavonas y flavonoles altamente oxigenados tienden a absorber a
mayores longitudes de onda. La banda Il es menos afectada por los cambios
de oxigenacion en el anillo B, aunque las flavonas 3', 4'- dihidroxiladas
muestran generalmente dos picos (0 un pico y un hombro) en esta region;

mientras las flavonas 4'-hidroxiladas muestran solo uno.

Por otro lado, la banda Il es afectada significativamente por los cambios en el
anillo A e incrementa de 250 nm a 252 nm en 7-hidroxiflavonas; a 268 en 5-
hidroxiflavona y 5,7-dihidroxiflavona; a 274 nm en 5,6,7- trihidroxiflavona y a
281 nm en 5, 7, 8- trihidroxiflavona. La ausencia de grupos hidroxilos en ambos

anillos es evidenciada por el pico relativamente intenso de la banda pertinente.

La Metilacion o glicosilacién de 3, 5 y 4' hidroxilos en los nucleos da como
resultado un desplazamiento hipsocromico en la banda | Estos
desplazamientos son de 3-10 nm (Banda |) en la sustitucion del hidroxilo en la
posicion 4’; de 5-15 nm (Banda | y ll) en la sustitucién del hidroxilo en la

posicién 5y de 12-17 nm en la sustitucion del hidroxilo en la posicion 3.

La presencia de hidroxilos fendlicos puede establecerse estudiando el
comportamiento del espectro UV metandlico al afadirle los denominados
reactivos de desplazamiento: Metoxido de sodio (NaOMe), acetato de sodio

(NaOAc) y acido borico (HsBOs3), cloruro de aluminio (AICI3) cony sin HCI.

e Cloruro de aluminio (AICI3) y acido clorhidrico (HCI)

El AICI3 anhidro también forma quelatos con flavonoides orto-dihidroxilados, 3-
hidroxilados y 5-hidroxilados. En el caso de los orto-dihidroxilados el quelato es
inestable a pH acido, mientras que los quelatos formados con 3- y/o 5-
hidroxilados son estables. Esta reaccion es evidenciada por un desplazamiento

batocrémico en una o las dos bandas:
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Figura 11. Reaccién de desplazamiento con AICls y HCI

La estabilidad relativa de estos complejos son: flavonol > 5-hidroxiflavona > 5-

hidroxiflavanona > o-dihidroxilacion > 3-hidroxiflavonol

a. Si al determinar el espectro con AICIz y HCI se mantiene un desplazamiento
batocromico de 35-55 nm en la banda | (comparando con el espectro
metandlico) se trata de una flavona o un flavonol 5-hidroxilado.

b. Si el desplazamiento es de 17-20 nm se trata de una flavona o un flavonol
5-hidroxilado y/o 6-oxigenado.

c. Siel desplazamiento es 50-60 nm se trata de un flavonol (con o sin 5-OH).

En el caso de flavonas y flavonoles orto-dihidroxilados en el anillo B (sin 3-OH
ni 5-OH) al afadir el cloruro de aluminio se obtiene un desplazamiento
batocromico de la banda | de 30-40 nm, el cual se pierde al afiadir el HCI. Los
orto-dihidroxilados en A (sin 3-OH ni 5-OH) muestran un desplazamiento de la

misma banda de 20-25 nm, el cual se pierde también al afiadir el HCI.

Otros flavonoides como las flavanonas, isoflavonas y flavanonoles presentan
desplazamientos batocromicos pero en la banda Il. Las auronas, chalconas y

antocianidinas también presentan desplazamientos batocromicos en la banda I.

o Metoxido de sodio (MeONa)

Todos los grupos hidroxilos presentes en la molécula son ionizados por el
NaOMe (base fuerte), observandose un desplazamiento a mayores longitudes

de onda en ambas bandas del espectro:
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a. La presencia de una 4'-hidroxifavona es ewvidenciada por un
desplazamiento batocrémico de 40 — 65 nm, sin decrecer la intensidad.

b. Los flavonoles (6 3-hidroxiflavonas) sin hidroxilo en 4', también presentan un
desplazamiento batocromico en la banda | de 50-60 nm, pero la intensidad
disminuye.

c. Las flavonas 7 - glicosiladas son detectadas frecuentemente por la ausencia
de absorcion de 320-330 nm.

Los flavonoles 3'.4'-dihidroxilados y/o 3,3'4'-trihidroxilados, el espectro se
descompone en pocos minutos luego de afadir el NaOMe.
e Acetato de sodio (NaOAc)y acido Borico ( HzBOg)

El NaOAc es una base mas débil que el MeONa vy tiende a ionizar solo los

hidroxilos fenélicos mas acidos, asi:

a. Las flavonas y flavonoles 7-hidroxilados exhiben un desplazamiento
batocromico de 5-20 nm en la banda I. La presencia de flavonas (no
flavonoles) 6 u 8-oxigenadas reducen marcadamente este desplazamiento.

b. J. Meras y T.J. Mabry han notado que al comparar los desplazamientos en
la banda | de los espectros tomados con MeONa y NaOAc para flavonas y
flavonoles 4 -hidroxilados pueden revelar en la mayoria de los casos si hay
0 no sustitucion en 7, presentandose un desplazamiento en ambos
espectros del mismo grosor.

c. La presencia de grupos alcali-sensitivos tales como 5,6,7; 5,78 y 3,34 -

trihidroxilados causan la degeneracion del espectro con el tiempo.

Una mezcla de NaOAc y H3BOs3 es usada para detectar grupos orto-dihidroxilo
ya que el HsBOs en medio alcalino forma quelatos con hidroxilos fendlicos, la
cual, produce desplazamiento batocrémico en la banda I. Si el desplazamiento
es de 12-36 nm se trata de un flavonoide (flavona, flavonol, aurona o chalcona)
orto-dihidroxilado en el anillo B, pero si el desplazamiento batocrémico es

menor es un flavonoide orto-dihidroxilado (en 6,7y 7,8) en el anillo A.
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2.3.4.3 Cromatografial*?

En todas las separaciones cromatograficas, la muestra se desplaza con una
fase movil. Esta fase movil se hace pasar a través de una fase estacionaria con
la que es inmiscible, y que se fija a una columna o a una superficie solida. Las
dos fases se eligen de tal forma, que los componentes de la muestra se
distribuyen de modo distinto entre la fase movil y la estacionaria. Aquellos
componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se
mueven lentamente con el fluo de la fase movil; por el contrario, los
componentes que se unen levemente a la fase estacionaria se separan en
bandas o0 zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o

cuantitativamente.

o Cromatografia en capa delgada

La cromatografia en capa fina se emplea para la identificacién de compuestos
presentes en una mezcla cuando el Rf del compuesto se compara con el Rf de
un compuesto conocido. Los cuales deben presentar una minima diferencia en
la solubilidad y en la fuerza de su adsorcion a la del adsorbente lo cual
permitira la ubicacién de los compuestos a lo largo de la placa. Si los
compuestos son de color, la visualizacién es sencilla. Pero si los compuestos

no son de color, se emplea una lampara UV para visualizar las placas.

Aunque la mayoria de los flavonoides poseen color, cuando estan depositados
sobre la capa delgada en microgramos son casi incoloros, particularmente en
disolventes acidos, las chalconas, antocianinas Yy auronas muestran algo de
color. La luz ultravioleta puede mostrar manchas amarillo-verdosas de

flavonoles y cafés de flavonas.
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. Cromatografia Liquida en Columnal*4.

a. Separaciones sobre Silica gel: Una columna con este material empacado
puede ser recomendada para la separacion de flavonoides no-polares y
agliconas de flavonoides débilmente polares, una mezcla de heptano-propan-2-
ol (60:40) como eluente fue encontrado para ser un método muy eficiente para
la separacién de la mayoria de flavonas polimetoxiladas presentes en frutas

citricas.

Columnas de Silica gel también han sido utilizada por Ward y Welter (1974)
para la separacion de: isoflavonas con hexano-tetrahidrofurano (2:1) vy
biflavonoides con isopropil éter conteniendo 8% de metanol. Recientemente,
un rango de acetatos de flavonoides han sido separados y determinados sobre
5-um LiChrosorb Si 60, usando cuatro sistemas de solventes, Benceno-
acetonitrilo fue la fase méas conveniente. Con este sistema de solvente, los
flavonoides fueron facilmente detectados por medidas de absorcion a 285 nm,
y las flavanonas pudieron por lo tanto ser determinadas. La mezcla Benceno-

acetonitrilo (85:40) separa muy bien las flavonas glicosiladas.

b. Separaciones sobre columnas de fase reversa: Estas fases estacionarias
son quimicamente enlazadas, preparadas por enlace de varias moléculas (por
ejemplo octadeciltriclorosilano, octiltriclorosilano o feniltriclorosilano) a grupos
hidroxilos de un tipo de superficie de silica, comunmente llamadas columnas
Cis. Cuando se utilizan estas columnas, la fase estacionaria es menos polar
que la fase movil y el procedimiento es llamado cromatografia en fase reversa.
De esta manera, solutos de alta polaridad poseen un menor tiempo de

retencidén que solutos de menos polaridad.

Esto es de primordial importancia en la separacién de mezclas complejas de
flavonoides: los glicosilados eluiran primero, seguidos por las agliconas,

generalmente en orden de detrimento en las polaridades. Para agliconas que
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poseen solo un poco de grupos hidroxilo libres o agliconas totalmente

metoxiladas.

Las mezclas de agua-acetonitrilo o metanol-agua conteniendo pequefias
cantidades de &acido aceéetico son comunmente utilizadas como sistemas de
solventes para flavonoides glicosidos. Estas fases modviles son convenientes
para el uso de deteccion UV y puede ser empleado facilmente en sistemas de
gradientes para separaciones complejas. En muchos casos, el acido acético en
la fase mévil ha sido reemplazado por una pequefia cantidad de acido fosférico
o acido formico. Dependiendo de los compuestos a ser separados, puede ser
ventajoso reemplazar las columnas de fases enlazadas (Cis) por materiales de

fase reversa con Cs.

o Cromatografia Liquida de alta resolucién (HPLC)

Los espectros caracteristicos UV-VIS de la mayoria de los flavonoides y la
disponibilidad muy difundida de los sistemas de HPLC con capacidad
multilongitudinal o la habilidad de grabar espectros on-line han significado que
el HPLC sea ahora el método de eleccion para el andlisis de flavonoides. La
mayoria de las separaciones son ejecutadas usando una columna de fase
reversa (RP-18) y un sistema de gradiente de elusion empezando con una fase
predominantemente acuosa e incrementando la proporcién de un solvente
organico tal como metanol o acetonitrilo. Como la mayoria de los flavonoides
son ionizables, algunos acidos son adicionados a la fase movil para controlar

el pH.

El orden de elusion va desde el mas polar hasta el menos polar, lo cual
significa que los triglicésidos son eluidos primero al igual que la mayoria de las
antocianinas glicésidas, seguidos por di y monoglicosidos y después glicosidos
acilados o alquilados y agliconas. Un sistema de gradientes extendido para
separar las posibles combinaciones mono y diglicésidos significa que ningun

sistema de solventes dard una Optima separacion para todos los tipos de
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flavonoides. La cuantificacion de flavonoides es otro fuerte del HPLC en
combinacion con deteccibn UV. Un estimado inusual para el nivel de
flavonoides puede ser conseguido por comparacion de datos de integracion
con el cromatograma de una inyeccion de un estandar que tenga cantidades

conocidas, corrido bajo las mismas condiciones.

2.3.4.4 Espectrometria de Masas[*!

Las agliconas flavonoides presentan fragmentos caracteristicos en su espectro
de masas IE. Por ejemplo, las flavonas y flavonoles presentan generalmente
los fragmentos M+., [M-HJ*, y [M-COJ* uno o varios de los fragmentos Al+.,

[A1+H]+, B1+.y B2+ los que se originan por rompimientos Retro-Diels-Alder:

OH

HO -CO
\©\ (B2 - 28]"
Cs+

Figura 12. Rompimientos Retro-Diels-Alder

2.3.6 Espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear[40,

El espectro de RMN-1H de los flavonoides permite reconocer caracteristicas
estructurales importantes. Un resumen para los tipos de protones mas

comunmente hallados se presenta en la siguiente tabla:

Tabla 2. RMN-1H

(ppm) TIPOS DE PROTONES (ppm) TIPOS DE PROTONES
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0.0 Tetrametilsilano 3.5 Metileno grupo isopentenilo
0.0-0.5 Trimetilsililo 3.7-4.1 Metoxilos aromaticos
) Proton 1 de azUcares, proton 2
Metilo de la ramnosa
1.0-1.2 4.2-6.0 de flavanonoles y flavanonas
(doblete ancho)
(doble doblete)
Metilos del grupo _ o
1.7 _ _ 5.9-6.0 Metiléndioxi
isopentenilo
Metilos de acetatos
1.9-2.0 o ] 6.0-6.8 Protones 3, 6 y 8 de flavonas
alifaticos (de azucares)
Metilos de acetatos Protones aromaticos del anillo
2.2-2.4 . 6.8-8.0
aromaticos B
2.7-3.0 H-3 de flavanonas (m) 7.5-8.0 Proton 2 de isoflavonas
3.0-4.8 Protones de azUcares 12-14 Proton del hidroxilo 5

En el espectro de RMN-13C se pueden reconocer los siguientes tipos de

carbonos:
Tabla 3. RMN-13C
(ppm) TIPOS DE CARBONOS (ppm) TIPOS DE CARBONOS
C aromaticos hidroxilados y
metoxilados, C-la de
flavonas, C-2 de
18 C-6 de ramnosa 150-165 antocianinas, C.2 de
flavonas, C-4' oxigenado,
C-9 de flavonas
carbonilo C-4 sin OH en C-
30 C-4 de flavan-3-oles 175-178 |5 en flavonas, C-4 de
flavonoles
60-80 C-OH de carbohidratos 182 carbonilo C-4 con OH en C-
5 de flavonas
C-3 de flavonas, C-1 de carbonilo C-4 de
100-115 | carbohidratos, C-10 de | 190-196
; ) flavanonas
flavonas 5-hidroxiladas
115-128 | aromaticos con H 197-200 | carbonilo C-4 de

flavanonoles
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C-3 de flavonoles, C-5 de
145 flavonas 5-hidroxiladas,
C-3y C-4 de antocianinas

Es posible también diferenciar entre un C-glicésido flavonoide y un O-glicésido
flavonoide. En los O-glicésidos, el C-1 resuena alrededor de 100 ppm para los
carbohidratos mas comunes, mientras que en los C-glicésidos resuena
alrededor de 75 ppm. Por otro lado, en los C-glicosidos el carbono de la
aglicona ligado al carbohidrato resuena alrededor de 10 ppm a campo mas bajo

de su valor normal (sin sustituyente).

3. SECCION EXPERIMENTAL

3.1 Material Vegetal

1,2 Kg de hoja fresca de Guadua angustifolia Kunth fueron recolectadas en la
Hda. La Esmeralda, localizada en el departamento Quindio, municipio

Montenegro, 1250 m.

Las hojas se secaron en una estufa BINDER a 40 °C por 24 h. (Laboratorio
Calidad de Productos Naturales), se molieron en el molino de aspas (MF 10
basic IKA Werke) y por Ultimo, se pasaron por un tamiz de 0,5 mm. Para la

extraccion se utilizd 500 gr del material vegetal

3.2 Equipos

o Estufa BINDER ED 115.

o Molino de aspas MF 10 basic IKA Werke

o Balanza Analitica OHAUS: analytical plus, 5 cifras decimales.
J Ultra-sonido Fisher Scientific F-S60H.

e  Rota evaporador BUCHI R-205.
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e Bomba de vacio TRVAC D2.5E

o Manta de calentamiento Heidolph MR3001.

o Espectrofotometro UV-Vis Shimadzu-UV-1700 Pharmaspeces.

e Lampara de UV modelo UVGL-25, multibanda UV-254/365 nm,115 V'y
60 Hz.

e Jasco HPLC 2000 plus. Sistema equipado con un bomba de gradiente
cuaternario PU-2089 Plus, un automuestrador inteligente AS-2059 Plus,
un horno para columna CO-2065 Plus, un detector inteligente de arreglo
de diodos MD-2015 Plus, y un LC Net IFADC, controlado por el Software

o EZChrom Elite. Cromatografo de baja presion BUCHI Labortechnick AG.

e GC-MS Shimadzu QP-2010. Sistema equipado con autoinyector AOC-
20i / automuestrador con inyeccion AOC-20s Split/splitless, modo de
ionizacion EIVPCINCI y sistema de incersion directa controlado por
software de solucion GCMS. Con columna Rix-CLPesticides Restek de
30 m de largo, 0.25 mm DI, 0.25 ym de particula.

e Cromatografo de baja presion BUCHI Labortechnick AG.

o RMN: Espectrofotometro Bruker, avance 400 (400 MHz 9.4 Teslas, iman
de superconductor ultraprotegido). Universidad Nacional de Colombia,

Bogota

3.3 Reactivos

Los solventes y el soporte cromatografico DAION HP 20, MCI-Gel (Mitsubishi
Chemical Co), Silica-gel y RP-18 pertenecen al laboratorio de Fitoquimica de la

Universidad Tecnoldgica de Pereira adscritos a CENIVAM.

3.4 Andlisis preliminar del material vegetal
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Para el desarrollo de esta investigacion, se realizd un estudio a microescala
siguiendo el proceso abajo descrito para determinar metodologia experimental

a seguir y observar la presencia de los compuestos de interés .

Hojas de Guadua angustifolia Kunth (2.00046 g)

<—Acetato de Etilo (20 mL)

| Ultrasonido (30 min)|

| «—Isopropanol:H,0 (65:35)

Extracto de acetato

de eltilo |U|trasonido (30 min)|
Solidos Totales -
HPLC-DAD

Uv-VIS
TLC Filtrado

Extraccion L-L
con n-Butanol

P

Extracto n-Butanol | | Extracto Acuoso |
Solidos Totales Solidos Totales
HPLC-DAD HPLC-DAD
Uv-VIS Uv-VIS
TLC TLC

Figura 13. Diagrama del analisis preliminar del material vegetal

3.5 Extraccion y aislamiento General:
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Hojas de Guadua Angustifolia Kunth
(500 g)

< Extraccion con
diclorometano

Fase Apolar Residuo Solido

<«—— Extraccion con
Isopropanol-H,0
(65:35)

Fase Polar

Figura 14. Diagrama del analisis general
A las hojas secas y molidas de Guadua angustifolia Kunth (500 g) se les realiz6
una extraccion por cuadruplicado con proporciones de 1,5 L de diclorometano

obteniendo la Fase Apolar.

Del material vegetal restante, se extrajo la Fase Polar con 7 L de la mezcla

isopropanol-agua (65:35). Esta Fase fue concentrada al vacio hasta un 30%.

3.5.1 Fraccionamiento de la Fase Apolar (GACD):

La Fase Apolar (17,0 g), se fraccion6 en una columna cromatografica de Silica-
gel (3,5 cm de diametro x 22,7 cm de largo), utilizando gradientes n-hexano, n-
hexano-diclorometano (1:1), diclorometano, acetato de etilo, acetona y metanol,
obteniendo 30 fracciones; a las cuales se les realiz6 un seguimiento por TLC
en fase normal, empleando como fase estacionar Silica-gel y como eluente
Hexano-Acetato de Etilo (9:1) para reunirlas y finalmente obtener 16 fracciones,

nombradas como GACD 1 a GACD 16. comos se observa en la figura siguiente:
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Fase Apolar de Guadua
angustifolia Kunth (17 g)

L

I —> Silica Gel
ll“

|

Hexano Hexano:CH,CI, Diclorometano| Acetato de Acetona Metanol
(1:1) Etilo

|
{00000000000000000000005005280 -,

THHTTUTITHT

GACD 1 234 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16
Figura 15. Separacion de la fase Apolar

Segun el seguimiento por TLC y GC-MS de las fracciones GACD3 y GACD4
exhibieron la presencia de compuestos con buenas condiciones para Ssu

separacion e identificacion.

3.5.1.1 Separacion cromatografica de la Fraccion GACD 3

La fraccion GACD 3 (2,8 g), se fracciond en una columna cromatografica de
Silica-gel (3,5 cm de diametro x 27 cm de largo), eluyendo con un mezcla
binaria de n-hexano: Diclorometano, partiendo del 100% de Hexano vy
disminuyendo de a 5% hasta llegar al 100% de Diclorometano, obteniendo 257
fracciones, las cuales se reunieron utilizando como criterio TLC en fase normal.
La fase movil empleada fue n-hexano-diclorometano (9:1) para finalmente
obtener 18 fracciones, nombrandolas desde GACD 3-1 hasta GACD 3-18.
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Las fracciones con mayor porcentaje de rendimiento fueron monitoreadas por

TLC en fase normal y la fraccidon que presentdé mas pureza fue analizada por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-MS) por

impacto electrénico, a continuacién se muestran las condiciones del método:

Tabla 4.

Condiciones del método cromatografico y espectrométrico de GACD 3-18
Temperatura del Horno 60 °C
Temperatura de Inyeccion 300 °C
Modo de Inyeccién Split
Modo de Control de Flujo Velocidad lineal
Flujo de la Columna 1 mL/min.
Velocidad Lineal 36.5 cm/s
Gas de Arrastre Helio
Temperatura de la fuente de iones 260 °C
Temperatura de la interfase 280 °C
Tiempo deinicio 3 min
Tiempo de finalizacion 20 min
Intervalo 0.5s
Rango m/z 35-700
300 A

O 250 -

o

2 200 -

o

[

g 150 4

@

100
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Figura 16. Condicion del método cromatografico y espectrometrico de GACD 3-18

3.51.2 Separacion cromatografica de la Fraccion GACD 4

A esta fraccion se le realiz6 cromatografia en columna, utilizando como fase

estacionaria Silica-gel y la fase mévil comenz6 en 100% de Hexano,

aumentando un 5% la polaridad con diclorometano hasta terminar en un 60%
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de Hexano, recolectando 223 fracciones, las cuales se reunieron en 18
fracciones basandonos en la cromatografia en placa fina en fase normal
usando como fase estacionaria Silica-gel y como eluente n-hexano:
diclorometano (8:2), enumeradas como GACD 4-1 hasta GACD 4-18, estas
fracciones fueron monitoreadas por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC-MS) por impacto, con las siguientes condiciones:

Tabla 5. Condiciones del método cromatografico y espectrométrico de GACD 4

Temperatura del Horno 230°C
Temperatura de Inyeccion 300°C
Modo de Inyeccidn Split
Modo de Control de Flujo Velocidad lineal
Flujo de la Columna 1 mL/min.
Velocidad Lineal 36.5 cm/s
Gas de Arrastre Helio
Temperatura de lafuente de iones 260 °C
Temperatura de la interfase 280 °C
Tiempo de inicio 2 min
Tiempo de finalizacion 15.00 min
Intervalo 05s
Rango m/z 35-700
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Figura 17. Condicion del método cromatografico y espectrometrico de GACD 4

3.5.2 Fraccionamiento de la Fase Polar:

Al material vegetal restante (483.04g) de la extraccion con diclorometano; se le
realizd una extraccion con la mezcla iso-propanol: agua (65:35) para obtener la
Fase Polar. Esta fase se concentré hasta llegar a un 30% del volumen inicial
para proceder a una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo, obteniendo

como resultado dos extracto: el extracto de Acetato de etilo (GAAE) y el
extracto acuoso (GAAC).

A GAAc se le realiz6 una extraccion liquido-liquido con n-butanol (saturado)
para obtener finalmente dos extractos: el acuoso y el butanélico (GABut). Cada

uno de los tres extractos obtenidos se concentraron hasta llegar a sequedad.
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Hojas de Guadua angustifolia Kunth
(483.04 g)

-« iso-propanol:H,0
(65:35)

|
Filtrado

-«—Extraccion Lig-Liq
con Acetato de Etilo

I: |
Extracto Acuoso Extracto Acetato de
Etilo*

GAAE

-«—Extraccion Lig-Liq
con n- Butanol

Extracto Acuoso* Extracto n-Butanolico*
GAAc GABuUt

*seguimiento por TLC RP-18 y silica

Figura 18. Fraccionamiento de la Fase Polar

3.5.2.1 Fraccionamiento del Extracto Acuoso (GAAcC):

El extracto acuoso (33.3g), se fraccion6 empleando una columna
cromatografica de DAION HP 20 (5,2 cm de diametro x 28 cm de largo), el
eluente de acondicionamiento empleado fue agua; el gradiente a continuar una
mezcla de agua-isopropanol en proporciones de 95-5, respectivamente. Para
seguir con el proceso, el gradiente se modific6 aumentando la concentracion de
isopropanol en proporciones de 5% hasta llegar a una relacién del gradiente
70-30 siendo la concentracion mayor de isopropanol. Para el cambio de
gradiente se tuvo en cuenta el volumen de la columna, realizandolo por

triplicado.
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Se colectaron 101 fracciones, a estas fracciones se les realiz6 un seguimiento
por TLC en fase reversa, utilizando como fase estacionaria TLC aluminio RP-18
F2s4s y como eluente H3POa4 (0,05%): Acetonitrilo (8:2); y se tomd el espectro

ultravioleta a dos longitudes de onda: 270y 330 nm.

Basandonos en la similitud de los perfiles cromatograficos se unieron las
fracciones, obteniendo finalmente 16 fracciones nombradas como GAAc 1 a
GAAc 16.

A estas 16 fracciones se les realiz6 un barrido espectral en el UV desde una
longitud de onda de 220 hasta 400 nm.

Extracto Acuoso GAAcC
(19.24 g)

[~}
-« Columna de DIAION

Gradiente :mezcla de
iso-propanol-H,O0*

i

lllllbllllblliil

GAAcC - 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 19. Fraccionamiento del extracto Acuoso (GAAc)

Por ultimo, las fracciones fueron monitoreadas por cromatografia HPLC-DAD,
utilizando un gradiente binario A (HaPO4 0.05%): B (Acetonitrilo).

A continuacion se muestran las condiciones del método:
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Tabla 6. Condiciones y gradiente del HPLC-DAD para GAAc.

Columna Ultra Aqueous RP-18 de 3 m
(100x 3.2mm, RESTEK)

Flujo 0.5 yL/min

Gradiente Acido Fosférico: Acetonitrilo

0-4 min ( 95-5); 25-30 min (60-40)
31-35 min (95-5.0)
Tiempo de corrida 35 min
Detector PDA (236-599 nm)
Volumen de Inyeccion 20 pL
Temperaturade lacolumna 40 °C

100 -
90 A
80 -
70 A

60 -
—— Solvente A
50 A

—— Solvente B

40
30
20 A
10
O T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (min.)

Concentracién (%)

Figura 20. Condiciones y gradiente del HPLC-DAD para GAACc.

3.5.2.1.1 Separacién por HPLC-DAD preparativa de la fraccién GAAc 2

La fraccion GAAc 2 (0,09 g) se paso por un cartucho de RP-18, el cual fue
acondicionado con metanol y Hs3PO40.05%: Acetonitrilo (70:30). Se retuvo la
muestra (solubilizada en H3aPO40.05%: Acetonitrilo (70:30)) y se pas6 HsPOa4

0.05%, metanol y acetona (cada uno con 6 mL).

A la fraccion obtenida con metanol (1.7 mg), se le realiz6 HPLC -preparativa. El

equipo se mantuvo en una mezcla isocratica de HaPO40.05%: Acetonitrilo
(70:30) con un volumen de inyeccién de 50 pL.
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Al compuesto mayoritario recogido se le realizd una sililacion y se inyecto en el

GC-MS con las siguientes condiciones:

Tabla 7 Condicion del método cromatografico y espectrométrico de GAAc2-1

Temperaturadel Horno 100 °C
Temperaturade Inyeccion 280 °C
Modo de Inyeccién Split less
Modo de Control de Flujo Velocidad lineal
Flujo de la Columna 1 mL/min.
Velocidad Lineal 37.2cm/s
Gas de Arrastre Helio
Temperaturade lafuente de lones 260 °C
Temperaturade lainterfase 100 °C
Tiempo de inicio 1 min
Tiempo de finalizacion 36 min
Intervalo 05s
Rango m/z 300

3.5.2.1.2 Separacién cromatografica sobre una columna empacada con
MCI-Gel de la fraccion GAAc 5:

El procesamiento de la fraccion GAAc-5 (800 mg) se realizd por cromatografia
en columna de MCI-Gel, empleando un equipo de cromatografia liquida de
baja presion, utlizando solo 400 mg de esta. El acondicionamiento de la
resina se efectio con metanol; para la inyeccion de la muestra se disolvié en la
minima cantidad de la mezcla de acido acético al 3%- MeOH en proporcion
(2:1). El gradiente empleado fue una mezcla de acido acético al 3%- MeOH en
proporcion inicial de 90-10, disminuyendo la concentracion del acido de dos en
dos para tener proporciones de 88:12; 86:14 hasta llegar a una proporcion de
30:70 conservando el volumen de la columna de 300 mL por cada etapa,
obteniendo 230 fracciones. Las fracciones recogidas se monitorearon por

espectrofotometria ultravioleta a dos longitudes de onda: 270y 336 nm.
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Basandonos en la similitud de los perfiles cromatograficos se unieron las
fracciones obteniendo 20, codificandolas desde GAAc 5-1 hasta GAAc 5-20,
luego fueron concentradas por rota vaporacién al vacio hasta sequedad.

Estas fracciones fueron monitoreadas por TLC en fase reversa utilizando como
eluente HAc 3%-MeOH (85:15 y 70:30) y por HPLC-DAD. Las condiciones para
HPLC-DAD son las mismas del método utilizado para GAAc, modificando solo
el gradiente, empleando acido acético y metanol en vez de acido fosférico-

acetonitrilo.

| GAAc5 (400 mg) |

<«——— Columna de MCI-Gel
Gradiente: mezcla de HAc3%:M eOH*

BBBABAR0AAAA08A08558

GAAc5- 1 2 3 4 5 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20

* Variacion del gradiente conservado el volumen de la columna en proporciones de dos en dos, bajando la
proporcion de Acido Acético y aumentando la concentracion de metanol hasta llegar a una concentracion
final de 70% de metanol.

Figura 21. Separacion cromatografica de la fraccion GAAc 5

3.6 Reacciones de Reconocimiento

3.6.1 Reacciones de reconocimiento de Fenoles

Estas pruebas se le realizaron a las fracciones GAAc 1 hasta GAAc 16

o Prueba con tricloruro férrico al 1%: A un (1) mL de la muestra disuelta
en metanol, se afadié 0.5 mL de solucién tricloruro férrico al 1% en agua

(vv). Si presenta coloracion azul intenso, es prueba positiva para fenoles.
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o Prueba con acetato de plomo: A un (1) mL de la muestra disuelta en
metanol, se agrega 0.5 mL de acetato de plomo al 10%. Si observa un

precipitado de color blanco, es prueba positiva para fenoles.

o Prueba con Gelatina-Sal: A un (1) mL de la muestra disuelta en metanol

se agrega 0.5 mL de reactivo gelatina-sal. Si aparece un precipitado de

color blanco, se considera prueba positiva para fenoles.
3.6.2 Reacciones de reconocimiento de Flavonoides: GAAc 1 a GAAc 16

o Prueba de Cianidina: A la muestra disuelta en metanol, se le agrega
magnesio (Mg) en polvo y después gotas de Acido Clorhidrico
concentrado (HCI), en uno a dos minutos se desarrollan coloraciones que
van del anaranjado al violeta (en general, cualquier tonalidad del rojo); si

estan presentes flavonas, flavonoles se produce un color verde o azul.

o Prueba de Rosenhein!*d: A un (1) mL de la muestra disuelta en metanol,
se agrega la mitad del volumen de &acido clorhidrico concentrado (HCI);
mezclar y calentar por diez (10) minutos a 90C. Se enfria y agita con 0.4
mL de alcohol amilico. Decantar y observar el color de la fase amilica. La
prueba se considera positiva si aparece color, que va desde rojo hasta

rosado claro.

NOTA: Para la lectura de los resultados de estas pruebas se debe tener en
cuenta la siguiente simbologia:

Presencia en concentracidon abundante del metabolito [+++]; Presencia en
concentracion moderada [++]; Presencia del metabolito en poca concentracion,

resultado dudoso en la prueba o falso positivo [+] y Ausencia del metabolito [-]

Los reactivos empleados se estandarizaron frente a muestras patrén que

garantiza la respuesta de los respectivos reactivos y solventes.
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e Pruebas de desplazamiento: Se tomaron los espectros en metanol de
los compuestos GAAc 5-4, GAAc 5-10, GAAc 5-14 y GAAc 5-16.

Luego se procedi6 a realizar las reacciones de desplazamiento a cada
compuesto, observando los desplazamientos que ocurrian después de agregar
los reactivos. El barrido espectral se realiz6 desde una longitud de onda de 220

a 500 nm asi:

a. Prueba con AICIz y HCI: se agreg6 una gota de AICIz al 1% al compuesto en
metanol y se realizé el barrido espectral, seguido se afiadié una gota de HCI al

1% y se volvid a medir el espectro.

b. Prueba con MeONa: se adicioné una gota de MeONa al 1% al compuesto

en metanol y luego se realizd el barrido espectral.

c. Prueba con AcONa y H3BOs: se agregd una gota de AcONa al 1%, luego se
midié el espectro, seguido se agreg6 un granito de HaBOs y se volvié a medir el

espectro.

3.7 Resonancia Magnética Nuclear

Las cantidades enviadas para el analisis fueron: 10.3 mg de GAAc 13; 8.41 mg
de GAAc 5-14 y 2.04 mg de GAAc 5-16, estas se disolvieron en DMSO-ds, para
la toma de los espectros de RMN H y COSY a una frecuencia de 400 MHz.

Adicional a esto, a la muestra GAAc 5-14 se le tomaron los espectros 13C,
HSQC y HMBC. Estos espectros fueron realizados en el Laboratorio de RMN

de la Universidad Nacional (Bogota/ Colombia).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANALISIS PRELIMINAR:
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De este andlisis preliminar se obtuvieron tres extractos con su respectivo
porcentaje de rendimiento: acetato de etilo (GAAE; 1.57%), n-butandlico
(GABut; 12.35%) y acuoso (GAAc; 13.85%). A estos extractos se les realizé
TLC en fase normal y fase reversa para determinar el gradiente adecuado a
emplear en el HPLC-DAD, y observar la existencia de los compuestos de
interés por sus cromatogramas y sus espectros caracteristicos de flavonoides.
Obteniendo como resultado que GAAc cumplia con las condiciones necesarias
para el desarrollo de la investigacién por tener una buena presencia de los
compuestos y un rendimiento alto, lo cual garantizaria obtener el tipo de
compuesto esperado, al igual se observd que la separacion seria complicada

debido a la polaridad similar de los compuestos.

a.

15,653

17,403

(/) 17,907

14,413
—

Figura 22. Cromatograma del analisis preliminar del extracto GAAc b. Espectro Uv
del pico con un tiempo de retencion de 14.41 min. c. Espectro Uv de el pico con un
tiempo de retencion de 15.67 min. d. Espectro Uv del pico con un tiempo de retencion
de 19.36 min.
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Figura 24. Cromatograma del andlisis preliminar del extracto GAAE b. Espectro Uv del
pico con un tiempo de retencion de 16.18 min. c. Espectro Uv de el pico con un tiempo
de retencién de 51.49 min. d. Espectro Uv del pico con un tiempo de retenciéon de
54.68 min.




UNIVERSIDAD DEL QUINDIO

UNIVERSIDAD GRUPO POLIFENOLES UTP

DEL GLINDIO

En los cromatogramas anteriores se observa la presencia de varios
compuestos, predominando los de tipo flavonoide, concentrandose en el
extracto acuoso. Los otros dos extractos varian solo en una minima cantidad
los flavonoides y presentan compuestos aromaticos que no son de nuestro

interés.

4.2 EXTRACCIONY AISLAMIENTO

De las hojas secas y molidas se extrajeron dos fases: la Fase Apolar (17,0 9) y
la Fase Polar (42,7 g), con un porcentaje de rendimiento de 3,4% y 8,6%,

respectivamente.

10

Polar (42,8 g)

4 - Apolar {17 g}

% Rendimiento

Fases Obtenidas

Figura 25. Porcentaje de rendimiento y pesos de las Fases obtenidas.

4.2.1 FRACCIONAMIENTO DE LA FASE APOLAR (GACD):

Las 16 fracciones obtenidas fueron secadas a presién reducida para adquirir su

peso y hallar el porcentaje de rendimiento de cada fraccion:
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Figura 26. Porcentaje de rendimiento de la Fase Apolar.

De la grafica se puede observar que la fraccibn GACD 9 posee el mayor
porcentaje de rendimiento (26,72 %), con un peso de 4,53 g; seguida por la
fraccion GACD 3 (16.35 %), GACD 5 (10.89 %) y GACD 4 (6.74 %), con 2,77 g,
1.85 gy 1,14 g., respectivamente.

A estas fracciones se les realiz6 TLC en fase normal, dando como resultado
que la mezcla de solventes con mejor separacion de los compuestos presentes
en GACD 9 fue hexano: acetona (8:2), indicando gran cantidad de clorofilas, las
cuales exhiben una coloracion roja fluorescente en onda larga (365 nm) con
Rf's de: 0.39, 0.60 y 0.68, que en el presente trabajo carecen de interés y
limitan el analisis instrumental por GC-MS. Ademas, un compuesto de color
amarillo fluorescente con Rf de 0.45, el cual se encontré solapado con las

clorofilas evitando su posible separacion e identificacion.
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Hexano: Acetona
©:2)

Figura 27. Placa cromatogréafica de la fraccion GACD 9 en onda corta (254 nm,

izquierda) y onda larga (365 nm, derecha)

Los compuestos de la fraccion GACD 5 presentan similaridad en polaridad, al
ser analizados por medio de TLC utilizando diferentes fases moviles y variando
las proporciones no permiten una separacion adecuada, por lo tanto, esta
fraccion fue descartada para un tratamiento posterior.

Las Fracciones GACD 3 y GACD 4, por ser de un peso considerablemente
bueno y la simplicidad de separacion observada por medio de TLC, empleando
como fase movil hexano: diclorometano (8:2), permitié determinar el gradiente
a emplear para la técnica de cromatografia en columna para el aislamiento de

los compuestos presentes, asi:
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HEXANO- CH2CI2

GACD2

Figura 28. Placa cromatogréafica de la fraccion GACD 3 en onda corta (254 nm,

izquierda) y onda larga(365 nm, derecha)

Figura 29. Placa cromatogréafica de la fraccion GACD 4 en onda corta (254 nm,

izquierda) y onda larga (365 nm, derecha)
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4.2.1.1 Separacién cromatografica de la Fraccion GACD 3

La fraccion GACD 3 (2,77 g) se separ6 en columna cromatografica de Silica
gel; obteniendo 18 fracciones, reunidas de acuerdo con sus perfiles

cromatograficos en capa fina. Se pesaron y se obtuvo su respectivo

rendimiento:
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Figura 30. Porcentaje de rendimiento de GACD 3

Las fracciones con mayor porcentaje de rendimiento fueron monitoreadas por
TLC, observando que GACD 3-18 presentaba un compuesto de alta pureza,

por lo tanto se inyecté por GC-MS.
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Hexano-CH2CI2

GACD 3-18

Figura 31. Placa cromatografica de GACD 3-18 en onda corta (254 nm,

izquierda) y onda larga(365 nm, derecha).

o Elucidacion estructural del compuesto mayoritario en GACD 3-18

El espectro de masas por impacto electrénico de la fraccion GACD 3-18, con
un porcentaje de rendimiento del 57,2% (1,15 g), se identific6 como Tetraetil
silicato por comparacion con la libreria Wiley (séptima edicién 2003), con un
porcentaje de similaridad del 99%; lo cual es consistente con el pico de i6n
molecular [M]* observado a m/z 208. Este pico fue comprobado por perdidas
quimicas significativas de 15, 30 y 14 uma, correspondientes al radical libre
metilo, una molécula de formaldehido y una molécula neutra de meti,

respectivamente, generando los picos a m/z 193 [M-CHzs|*, m/z 163 [M-CHs-
CH20] y m/z 149 [M-CHz]* como se observa en la Figura 36.
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Figura 32. Cromatograma de la fraccion GACD 3-18
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Figura 33. Espectro de masas por El del compuesto Tetraetil Silicato.
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TETRAETIL SILICATO CgH2004Si™ Am: 15 C7H170,Si
m/z: 208 (10%) m/z: 193 (100%)
[M-CH3]

3 3
Si = s|H —~

/ \ O
cHo O ° H ~/ OCH ~ CHy™
Am: 30 CHy— C 2;,c\H Am-14
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S|H HGN(;SIH,_K» |_\| O/SiHZ ’_<
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+CH, CH,0 Ho H H  H,
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CsHy303Si ' C4H1105Si Am: 28 C,H;0,Si
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CH,"
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~
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na o S SiH2 °
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: ° miz: 79 (26%)

Figura 34. Fragmentaciones del Tetraetil Silicato[*3.
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El tetraetil silicato obtenido como solido de color blanco amorfo soluble en
diclorometano, fue identificado por medio de GC-MS, en la fase apolar con un
porcentaje de 57.39% caracteristico en Poaceae por su alta acumulacién
dentro de las monocotiledoneas; se presenta en forma de agregados insolubles
(fitolitos) y solubles (en forma de &cido ortosilicico y las sales derivadas de
este) entrelazados con la celulosa y componentes de la pared celular, lo cual
permite que la especie sea resistente y flexibe ademas de exhibir una buena
actividad antioxidante, estimular el sistema inmunoldgico e inhibe el proceso de

envejecimiento en los tejidos 461,

4.2.1.2 Separacion cromatogréfica de la Fraccién GACD 4

Se recolectaron 18 fracciones, de las cuales, las fracciones con mayor
porcentaje de rendimiento son GACD 4-4 (0.10 g), GACD 4-6 (0.08 g), GACD
4-11 (0.08 g) y GACD 4-15 (0.29 g), como se observa en la siguiente figura:

35 1 31,2
30 A ]
O 25 -
il 19,6
S 201 -
2 15 14,2
il 10,6 -
< 10 - 8,4 , 8,2
47
3.7 ’
5 4 312 07 1,6 2,6 2,2 03 2,2 2,3 H H
0 Olll |_| T |_|I I"_|I Il_I T |_| T |_| T ;I I|_| T |_|I T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18
FRACCIONES

Figura 35. Porcentaje de rendimiento de GACD 4
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Por medio del seguimiento de TLC a cada una de las fracciones, se establecio
que las fracciones GACD 4-6 y GACD 4-9 presentaban buena separaciéon de
sus compuestos. Por esta razdén, se inyectaron en GC-MS para una
identificacion cualitativa, determinando que el compuesto mayoritario en GACD

4-6 era la vitamina K1y en GACD 4-9 era la vitamina E.

Hexano-CH2CI2

GAACD 4-6

Figura 36. Placa cromatografica de GACD 4-6 en onda corta (254 nm,

izquierda) y onda larga (365 nm, derecha)

' 8|
Hexang-CGH2cl2 Hexano-CH2CI2

GACD 4-9

Figura 37. Placa cromatografica de GACD 4-9 en onda corta (254 nm,

izquierda) y onda larga (365 nm, derecha)
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o Elucidacion estructural del compuesto mayoritario en GACD 4-6

En esta fraccion se presenté como compuesto mayoritario la vitamina Ki
perteneciente al tipo de compuestos denominados naftoquinonas en las cuales,
es caracteristico que la sefal del ion molecular sea la mas intensa por su
estabilidad 71, como se observa en el espectro de masas, el ion molecular [M]*
es el pico base con m/z: 450. El cual, es confirmado por la pérdida de un
metilo, dando la sefial m/z: 435. Las fragmentaciones mas significativas debido
a la estabilidad de los iones se identificaron por la perdida de la cadena alifatica
por diferentes formas; la primera, gracias a la ionizacion del doble enlace de la
cadena y un rompimiento hemolitico, produciendo un m/z de 225 de [M-
Ci5H1302]* con estabilidad de 60%. La segunda, por la ciclacion del
heterodtomo con la cadena con un m/z del98 de un [M-C13H1202]". Con un
40% vy por ultimo, debido a la trasposicion de un proton al heteroatomo,
permitiendo un rompimiento de la cadena para formar el carbocation con m/z

de 186 con una estabilidad de 70%.
14,000,000 TIQ

f I
.--.-.la"“rII Ill II| Ih .hl I |I Hl""“r 11““ W ‘-;.Il II-._p'""'I H" Il II I
""--!-'.m/( ,JI I'\,.""'“'-,,.rh‘ﬁ‘._,' W hani bl W "'-h‘_“"v'_‘-a."h.."'\rwﬁ--.u.l'l
L B B R R . A B L L B B B L L L B BN B L B L L B B BN L B B B L L L B
1'.'.!I.Cl 11|.ICI 12!.[i| l}l.lil 14,
min
Craantitative Fasult Table
I FoTime|Mame m'z Area Heizht palaricy
1 11.407 | Phoyronsdione 450| 4848355| 1302080 0

Figura 38. Cromatograma de la fraccion GACD 4-6
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?fﬁ Mode-Calc. from Peak
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Figura 39. Espectro de masas por El de la vitamina K.

0700477 CASRegh Or84-80-0 kw450 349730 Formula: C31 H46 02
dtamin kL ¥ Phtoguinone
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Figura 40. Comparacion del espectro de masas por impacto electronico de la

vitamina K1 con la libreria Wiley
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O vitaminaK;

2-Methyl-3-(3,7,11,15-tetramethyl-hexadec-2-enyl)-[1,4]naphthoquinone
C31H4602
m/z: 450 [M]*
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Figura41. Fragmentacion del compuesto GACD 4-6
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Elucidacion estructural del compuesto mayoritario en GACD 4-9

El espectro de masas del pico 2 (trR 9.456 min) se identific6 por comparacion
con la libreria Wiley como vitamina E, cuya formula molecular es C29Hs002 y

una similaridad de 97 %. El pico de ion molecular m/z 430 es consistente con

su masa molecular relativa (Mr 430):

15 0100, 000 -
(!
fi |
I| | | | .
|
I I I | ] II
i | L. {1
- - e I N e S . S S
T T B B T T T T T T —
60 70 8.0 o0 160 10 12,
oEn
Guantitative Ramlt Tabls
0= Mama F.Tims o'z :"..l:;al Haight agk
1| Bis{2-edbnTanyl) phibalais 5801 TIC +S-5'1'.32$| TIM5R 1840
| Vitamin E 3436 TIC ]E-S'.!SS'.ﬁl 22029530 712
3| Vitamiz E acatats 10401 TIC _'--SEE.".ISE" 4270001 1m0

Figura 42

. Cromatograma de la fracciéon GACD 4-9
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Figura 43. Espectro de masas por impacto electrénico de la vitamina E.

|d:698177 CAS RegNO:58-02-8 Mw 430.381080 Formula: C29H5002
Vitamin E /f alpha-Tocof erol

165
HO _ _
B T T
0
LAY
430
n
#
- 1 e
B it ] e | oo ps o m a3 mens A l
MO 15 0 126 158 1 M0 26 MNe

26 M XS X0 NS AN % & o
Figura 44. Comparacién del espectro de masas por impacto electronico de la

vitamina E con la libreria Wiley
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2,5,7,8-Tetramethyl-2-(4,8,12-trimethyl-tridecyl)-chroman-6-ol
Ca9Hs500,
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Figura 45. Fragmentacion del compuesto GACD 4-9



u UNIVERSIDAD DEL QUINDIO
nVESSDAD GRUPO POLIFENOLES UTP ~

DEL GLINDIO

4.2.2 FRACCIONAMIENTO DE LA FASE POLAR:

De la fase polar se obtuvieron 3 extractos: acetato de etilo, n-Butandlico y
acuoso, con un rendimiento de 6.3 % (2,79); 15.7 % (6,739) y 77.8 % (33,3 g.),

respectivamente:

a0 + 3339

(7]
o
1

% Rendimiento
o
=
1

20 A 6.73 g
2.7 g
1] T T ‘
Acetato n-Butandlico Acuoso
de Etilo
Extractos

Figura 46. Porcentaje de Rendimiento de los extractos obtenidos de la Fase

Polar

El extracto acuoso por tener mayor porcentaje de rendimiento y contenido de
flavonoides (como se observd en el andlisis preliminar), fue el extracto

seleccionado para proceder a fraccionar:
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4.2.2.1 Fraccionamiento del Extracto Acuoso (GAAc) sobre una columna

cromatografica empaquetada con DIAION HP-20:
Se obtuvieron 101 fracciones de la columna cromatografica en DIAION, las
cuales se unieron con base en los resultados espectrofotometricos a dos

longitudes de onda: 270 y 330 nm:

—— 270 —— 330 Grad. i-PrOH

20 1 e (]
15 - + B0
g 10 - + 40
5 - + 20
AN A
D i LI FTTT T T oIoT 'D
1 25 50 75 1m
Fracciones

Figura 47. Cromatograma del fraccionamiento del extracto acuoso de Guadua

angustifolia Kunth sobre una columna de DIAION HP 20.

De acuerdo a los picos observados en el cromatograma, se unieron las
fracciones recolectadas hasta obtener 16 nuevas fracciones, codificadas desde
GAAc 1 a GAAc 16. A estas 16 fracciones se les realiz6 un barrido espectral a
una longitud de onda de 220 a 400 nm (fig 55), y un monitoreo cromatografico
por HPLC-DAD (Anexo 1):
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Figura 48. Pesos (mg) y espectros UV de las fracciones de GAAc 1 a GAAc 16.

El barrido espectral de GAAc 1 a GAAc 16 indica que los flavonoides se
concentran en las primeras 8 fracciones, ya que es posible observar
claramente las dos bandas caracteristicas de dichos compuestos, que

aparecen en este caso alrededor de 270y 335 nm.

A estas 16 fracciones se les realizd pruebas con tricloruro férrico, acetato de
plomo, Gelatina-Sal, Cianidina y Rosenhein, observandose abundancia de
compuestos fendlicos y en algunas fracciones compuestos de tipo flavonoide
(Ver Tabla 8).
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Tabla 8. Pruebas para fenoles y flavonoides

Prueba Prueba
Peso Cloruro Acetato de | Prueba Prueba Prueba

Fraccion (mg) Férrico Plomo Gelat-Sal Cianidina Rosenhein
GAAc 1 1720 +++ +++ +++ +++ +++
GAAc 2 89 +++ +++ ++ +++ +++
GAAc 3 412.6 +++ ++ ++ +4+ 4+
GAAc 4 152.9 ++ ++ ++ +++ +++
GAAC 5 850.4 ++ ++ + +4++ 4+
GAAc 6 724.2 ++ ++ ++ +++ ++
GAAc 7 528.1 +++ ++ + +++ +++
GAAc 8 71.8 ++ ++ ++ ++ ++
GAAc 9 215.1 ++ + ++ ++ +++
GAAc 10 166.2 ++ ++ + 4+ ++
GAAc 11 76.2 ++ ++ ++ ++ ++
GAAc 12 110.1 ++ + + ++ ++
GAAc 13 37.7 +++ +++ +++ - +
GAAc 14 145.2 ++ ++ ++ ++ ++
GAAc 15 64.1 ++ + ++ + ++
GAAc 16 82.8 ++ + + + ++

Debido a la saturacion de la columna de DIAION, la primera fraccién obtenida

(GAACc 1) no presentd separacion, obteniéndose una cantidad total de 17.2 g.

Del monitoreo cromatografico (ver Anexo 1) se observo la facilidad para aislar

el compuesto mayoritario en la fraccion GAAc 2, por esta razon, se decidio

realizar HPLC-preparativa.

La fraccion GAAc 5 es la de mayor rendimiento en masa con un total de 850.4

mg, por esta razdén fue elegida para realizarle una separacion en columna
sobre MCI-Gel.
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Por dltimo, se aprecia que la fraccion GAAc 13 es un compuesto de tipo
fendlico, presentado una absorbancia a 270 nm detectada por el HPLC con un
tr de 13,96 min.

Teniendo en cuenta su pureza, se determiné enviar a RMN, los resultados
obtenidos no fueron satisfactorios, debido a que las sefiales se encontraban en

la sefial de ruido, impidiendo la elucidacion estructural del compuesto (Anexo 2)

a. Separacion de la fraccion GAAc 2 por medio de HPLC-preparativa

Teniendo en cuenta el cromatograma de la fraccion GAAc 2 se identificaron

dos compuestos mayoritarios, con tiempos de retencién de 14.6y 16.1 min.

El compuesto con tr: 16.1min presento dos longitudes de onda a 268 y 338nm

caracteristica para compuestos de tipo flavonoide.

Para garantizar la pureza del compuesto, fue recolectado en un rango de tr de
15.9 a 16.3, observando el cromatograma mientras se realizaba la corrida del
método. Después de reunir el compuesto mayoritario codificado como GAAc 2-

1, se procedio a secar, obteniendo una cantidad de 0.8mg.

Al compuesto GAAc 2-1 se le realizé sililacién, la cual es empleada para
modificar la polaridad del compuesto de tal manera que este se pueda

volatilizar y ser detectado por GC-MS.

o Elucidacién estructural de la aglicona del compuesto GAAc 2-1

El espectro de masas de la aglicona del compuesto GAAc 2-1 sililado, con tr
34.108 min, pico del ion molecular [M]* de m/z 662 y formula molecular
CsoHs007Sisfue identificado como la aglicona de la Quercetina por comparaciéon
con la libreria Wiley, el cual presento una similaridad del 90%. La confirmacion
del ion molecular se realiza por la perdida significativa de un radical metilo

correspondiente a un m/z de 647 [M-CHa]*.
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Peak#7 R Tmme:34.1(Scan#:3254)

MassPeaks: 550

RawMode:Averaged 34.1-34.1(3253-3255)
BG Meds:Cale. from Pezk Group 1 - Event 1

110

[M-CHg]*
647
Pico Base

662 602 720

4H-1-Benzopyran-4-one, 2-[3,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]
phenyl]-3,5,7-tris[(trimethylsilyl)oxy]

C30H5007Sis5
m/z; 662
GAACc 2-1 sililado

Figura 50. Estructura de la aglicona del compuesto GAAc 2-1
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4H-1-Benzopyran-4-one, 2-[3,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]phenyl]-3,5,7-tris[(trimethylsilyl)oxy]

C30H5007Si5
m/z: 662
GAAc 2-1 sililado

2e”

N
C30Hs5007Sis
m/z: 662 [M]*

C29H4707Sis"
m/z: 647[M- CH,]*
Pico Base
(105%)

Figura 51. Fragmentacion del compuesto GAAc 2-1.

El compuesto GAAc 2-1 se derivd quimicamente mediante una sililacién de los
grupos hidroxilos pertenecientes a la aglicona, lo cual, es una técnica de rutina
para el analisis de flavonoides, donde aumenta la volatilidad necesaria del

compuesto para su identificacion por GC-M.S[*9l.
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b. Separacién cromatografica sobre una columna con MCI-Gel de la

fraccion GAAc 5

De este fraccionamiento se obtuvieron 230 fracciones, las cuales se agruparon

por medio de un seguimiento espectrofotomeétrico, midiendo a dos longitudes

de onda: 270 y 336 nm, uniéndose finalmente en 20 fracciones de acuerdo a

los picos de absorcion:

—— 270 —=— 336 —— Grad MeCH

4 ey 30
o 2 p-‘*/t:\tf\mawf“"_ﬁj T 42
E 2 1 /' ‘_H,.-n—-f "H\\ =+ 20
AN L S L
0 | I I e e F 10
1 58 116 74 230
Fracciones

Figura 52. Cromatograma del fraccionamiento GAAc 5 sobre una columna de

MCI-Gel.

A estas 20 fracciones reunidas, se les realizé un barrido espectral de 220 a 400

nm, que se presenta a continuacion:
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Figura 53. Pesos y espectros de las fracciones GAAc 5-1 a GAAc 5-20.

Estas fracciones fueron monitoreadas por HPLC-DAD (ver Anexo 3). De estos
cromatogramas se puede observar que las fracciones GAAc 5-4, GAAc 5-10,
GAAc 5-14 y GAAc 5-16, muestran un pico muy limpio, con poca barriga y con
una intensidad alta; los cuales tienen espectros caracteristicos de compuestos

tipo flavonoide. A estas fracciones se les realizo Pruebas de Desplazamiento
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. PRUEBAS DE DESPLAZAMIENTO DE:

1. FRACCION GAAc 5-4:

t04A '(‘ — MeOH
MeOH + AICI3 DATOS DEL ESPECTRO UV (A max, nm)
t, o === MeOH +AIC|3 +HCI
Al SN MeOH 337, 275
(0 AICI3 423, 278
16) AICI3 / HCI 405, 279
MeONa 411, 281
NaOAc 342, 275
- . NaOAc / H3BO3 373, 268
200m (e) 0o
‘ ) 4
- : e MeOH oA . = MeOH
----- MeOH + MeONa k‘.‘ «sess MeOH + NaOAc
-== MeOH + NaOAc + H3BO3
1&) m)
e 00A

oom
- " e 0e) i

Figura 54. Pruebas de desplazamiento del compuesto GAAc 5-4 con a. AlICI3
y HCI b. MeONa c.NaOAc y H3BOs.

El compuesto en metanol exhibe absorciones de la Banda | a 337 nm vy la
Banda Il a 275 nm, las cuales son caracteristicas de compuestos de tipo
flavona (304-350 nm) o flavonol glicosilado (330-360 nm).

1.1 Prueba con AICIz y HCI: Al adicionar el AICIz se observd un
desplazamiento batocromico de la banda | de 86 nm, esto nos indica la
presencia de un flavonoide orto-dihidroxilado. Al agregarle el HCI, se mantiene
este desplazamiento de 68 nm, lo cual sugiere la presencia de un hidroxilo libre

en la posicion 5 y una o-dihidroxilacion en el anillo B.
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1.2 Prueba con MeONa: Después de adicionar el MeONa al compuesto en
MeOH se observd un desplazamiento batocrémico de 74 nm de la banda |, lo

cual indica la presencia de una hidroxilacion en la posicion 4’.

1.3 Prueba con NaOAc y H3BOs: En estos espectros se puede observar que
no se presentaron cambios significativos al adicionar el NaOAc, lo que nos
sugiere que posiblemente haya hidroxilacion en la posicion 7 pero se encuentra
sustituida; al agregarle el HsBO3 se observo la formacién del quelato con un
desplazamiento batocromico de 36 nm en la banda |, esto confirma que se trata

de un favonol.

Con estas reacciones se puede proponer la siguiente estructura de la aglicona:

OH

OH

OH

Figura 55. Posible estructura de la aglicona del compuesto presente en GAAc
5-4.
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2. FRACCION GAAc 5-10:

i i) =
0E8 - gy — MeOH . DATOS DEL ESPECTRO UV (A max, nm)
3 e MeOH + AICIZ
A MeOH 332, 274
{ 0100 3 AlCI3 346, 304, 280
0K} AICI3 / HCI 345, 304, 280
MeONa 400, 334, 284
NaOAc 339, 277
oA NaOAc / H3BO3 331, 274
m (6 00
s | — MeOH , A B — MeOH
L e MeOH + MeONa - MeOH + NaDAc
1 | ioAa S ---MeOH + NaOAc + H3BO3
|: ',' g

I jh :l

o0&

0004
200m (50, div} 00 z0m (e S00m

Figura 56. Pruebas de desplazamiento del compuesto GAAc 5-10 con a.
AICIzy HCI b.MeONa c. NaOAc y H3BO:s.

El compuesto GAAc 5-10 presenta dos bandas en el espectro en MeOH de 274
y 332 nm caracteristicas de flavonas (304-350 nm) o flavonoles 3-o-sustituidos
(330-360 nm), los compuestos altamente sustituidos tienden a absorber a

mayores longitudes de onda.

2.1 Prueba con AICIz y HCIl: Por medio de esta prueba, se observd un
desplazamiento batocrémico de la banda | de 14 nm, esto indica la presencia
de hidroxilo en la posicion 3 y/o 5. Como la formacion del quelato es estable a
pH acido, se sugiere que el compuesto posee orto-dihidroxilacion en el anillo A,

ademas, por tener una estabilidad alta, proponemos que es un flavonol.
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2.2 Prueba con MeONa: Luego de adicionar MeONa al compuesto en MeOH,
se observd un desplazamiento batocrémico de 68 nm de la banda |, lo cual
indica la presencia de una hidroxilacion en la posicion 4’. Ademas aprueba la
existencia de una hidroxilacién en la posicién 7 por la aparicion de una tercera
banda a 334 nm.

2.3 Prueba con NaOAc y H3BOs: Esta prueba confirmar la propuesta de que el
compuesto es un flavonol por exhibir un desplazamiento de 5 nm en la banda
Il. Ademas propone la existencia de hidroxilacion en la posicion 7, la cual se

encuentra sustituida

Con estas reacciones se puede proponer una estructura donde el Kamferol es

la aglicona y la posicidén 7 se encuentra sustituida:

OH

RO O

OH
OH O

Figura 57. Posible estructura de la aglicona del compuesto presente en GAAc

5-10.
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DATOS DEL ESPECTRO UV (A max, nm)

MeOH 331, 273
AICI3 344, 303, 280
AICI3 | HCI 342, 305, 281
MeONa 397, 335, 283
NaOAc 329, 275
NaOAc / H3IBO3 333, 273
2004 — MeoH

=== MeQH + NaOQAc

. ——— MeQOH + NaDAc + H3BO3
(05 \
fdwv)
0004

Z0m

(507 W) 5000

Figura 58. Pruebas de desplazamiento del compuesto GAAc 5-14 con a.

AICIsy HCI

b. MeONa c. NaOAc y H3BO:s.

El espectro en MeOH muestra dos bandas a 273 y 331 nm, las cuales son

caracteristicas de flavonas vy flavonoles glicosilados.

3.1 Prueba con AICI3 y HCI:

desplazamiento batocromico de la banda |

adicionar el

AICI3 se observd un

de 13 nm, esto nos indica la

presencia de una flavona o un flavonol 5-hidroxilado y/o 6-oxigenado.

Este desplazamiento se mantiene al afiadir el HCI, por lo tanto, se plantea la

existencia de una orto-dihidroxilacion en la posicién 3 y/o 5, lo que confirma lo

anteriormente mencionado.
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3.2 Prueba con MeONa: Al adicionar el MeONa al compuesto en MeOH se
observa un desplazamiento batocrémico de 66 nm de la banda |, lo que indica
hidroxilacion en la posicion 4’.

Es posible que haya hidroxilacion en la posicion 7, debido a la aparicion de una
tercera banda a 335 nm.

3.3 Prueba con NaOAc y H3BOs: En estos espectros se puede observar que
no se presentd ningun cambio al adicionar el NaOAc y el HsBOs, lo que nos
indica que hay hidroxilacion en la posicion 7 pero se encuentra sustituida esta
hidroxilacion.

Con estas reacciones se puede proponer la estructura de la aglicona:

OH

RO O

OH
OH O

Figura 59. Posible estructura de la aglicona del compuesto presente en GAAc

5-14.
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DATOS DEL ESPECTRO UV (A max, nm)

MeOH 330, 274
AICI3 345, 305, 281
AICI3 / HCI 346, 305, 280
MeOMNa 400, 332, 284
NaOAc 340, 281
NaOAc / H3BO3 334, 275
0350 F * *
! 4~ MeOH
i -----MeOH + NaOAc
0,050 —__MeOH + NaOAc + H3BO3
(0.0501 %
div |
0.00 4 )

2900 nm ( 50/ div ': 5000

Figura 60. Pruebas de desplazamiento del compuesto GAAc 5-16 con a. AlClzy

HCI

b. MeONa c. NaOAc y H3BO:s.

Este compuesto presenta dos bandas de absorcion en el espectro en metanol

de 330 y 274 nm. La banda | propone un compuesto de tipo flavona o flavonol

glicosilado y la banda Il propone un compuesto trihidroxilado en las posiciones

5,6ylo 7.

4.1 Prueba con AICIz y

HCI:

Al adicionar el AICIz se presentd un

desplazamiento batocromico de 15 nm en la banda |y 7 nm en la banda I, esto

concluye la presencia de orto-dihidroxilacion, la cual, al ser estable en medio

acido, determina la existencia de hidroxilos en las posiciones 3 y/o 5. Ademas,

la estabilidad de los quelatos, indica la posible glicosilacion en la posicion 7.
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4.2 Prueba con MeONa: Al adicionar el MeONa se observd un desplazamiento
batocromico de 70 nm de la banda |, lo que indica una hidroxilacién en la
posicion 4. También se puede decir que existe una hidroxilacion en la posicién
7 por la aparicion de una tercera banda a 332 nm, lo que confirma lo ocurrido al

adicionar el AICls.

4.3 Prueba con NaOAc y H3BOs: Esta prueba confirma la presencia de una
hidroxilacién en la posicién 7, pues la banda Il se desplaza batocromicamente 7
nm. Al adicionar HsBOs3, se observa un desplazamiento batocromico minimo de
la banda |, indicando esto una orto-dihidroxilacién en el anillo A, lo que confirma

la presencia de un hidroxilo en la posicidén 5 e indica posible sustitucion en 6.

Con estas reacciones se puede proponer la estructura para la aglicona:
OH

RO O

RO OH

OH o)
Figura 61. Posible estructura del compuesto presente en GAAc 5-16.
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y RMN del compuesto GAAc 5-14

1. 'H RMN del compuesto GAAc 5-14

-

13.72

H
DMSO

5-0H

I B e e B A R B B L B
a0 10 60 50 40 Jo 20 10

Figura 62. Espectro RMN 1H del compuesto GAAc 5-14.

En este espectro se puede observar varias sefiales caracteristicas de los
protones de compuestos tipo flavonoide, las cuales aparecen a 6:7.99, 6.90
ppm (d 7.2 Hz), estas sefiales pertenecen al anillo By 5:6.77, 6.92 ppm
pertenecen al anillo A. Otra sefial particular es la sefial a 6:13.72 ppm, que

corresponde al hidroxilo en posicion 5 de la aglicona.

Con la aparicion de sefiales caracteristicas de azucares a §:3.03, 5:3.12,
6:3.76, 6:2.39, 6:4.27, 5:1.08, 5:3.26, 6:3.65, 6:3.57, 6:3.90, 6:4.57 y 6:5.18 ppm,
se deduce la presencia de dos azucares en la molécula, de lo cual se puede

concluir que se trata de un flavonoide glicosilado.
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La sefial a 6:1.08 corresponde a los protones del grupo metilo de la ramnosa.

Las sefiales restantes, por comparacion bibliografical#8 49 50 se relacionan con

la glucosa:

13.72

Figura 63 a. Sefiales asignadas por medio del espectro 'H RMN a la Aglicona

presente en GAAc 5-14.

b. Sefales asignadas por medio del espectro 'H RMN a la

Ramnosa.

c. Sefiales asignadas por medio del espectro 'H RMN a la

Glucosa.
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2. 'H-'H COSY del compuesto GAAc 5-14
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Figura 64 a. Espectro COSY del compuesto GAAc 5-14
b. Espectro COSY de la zona de la aglicona del compuesto GAAc 1-5-14

c. Espectro COSY de la zona de los azucares del compuesto GAAc 1-5-14

Por medio de las correlaciones observadas en el espectro (ver Tabla 9) (Fig.
73), se logré afirmar algunas sefiales asignadas por RMN 1H.

La sefial a &: 7.99 ppm correlaciona con la sefial a &: 6.90, esto corrobora los
protones en las posiciones 2,3 y 5", 6.

La sefial a 6: 6.77 ppm presenta una multiplicidad de singlete ancho, indicando
esto una constante de acoplamiento muy baja, lo cual da a entender que hay
correlacion con un hidrogeno ubicado en posicion meta. Este protén es el de
8:6.92 ppm; confirmando asi la presencia de los protones en posiciones 6 y 8
de la aglicona.

Ademas, se consiguid confirmar la presencia de la glucosa, gracias a la gran

cantidad de correlaciones que existe entre sus sefales:

a.
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Figura 65 a. Correlaciones mostradas por el espectro COSY de la aglicona de
GAAc 5-14. b.Correlaciones de la Ramnosa. c. Correlaciones de la

Glucosa.

Tabla 9. Sefales de hidrégenos y correlaciones COSY asignadas al compuesto

GAAc 5-14.

SENAL o(ppm) Multiplicidad | J (Hz) COSY UBICACION

1 13.72 S OH-C5
7.99 S 6.90 H- C2'y C6

3 6.92 sbr 6.76 H-C8
4 6.90 sbr 7.99 H-C3yC5%
5 6.76 sbr 6.92 H-C6
6 5.18 d 3.2 3.26 H-C1Glu
7 4.57 m 3.90, 3.54, 3.57 H-C5Glu
8 4.27 d 7.2 3.03 H-C1Rha
9 3.90 d 4.57, 3.57,3.54 Ha-C6 Glu
10 3.76 m 3.12 H-C4 Rha
11 3.65 S 3.57, 3.26 H-C3Glu
12 3.57 d 4.4 4.57, 3.90, 3.65 H-C4 Glu
13 3.54 S 4.57, 3.90 Hb-C6 Glu
14 3.26 S 5.18, 3.65 H-C2Glu
15 3.12 m 3.76 H-C3 Rha
16 3.03 m 4.27 H-C2 Rha
17 241 m 1.08 H-C5Rha
18 1.08 d 7.6 2.42 3H-C6 Rha

3. 13C RMN del compuesto GAAc 5-14




UNIVERSIDAD DEL QUINDIO
GRUPO POLIFENOLES UTP ~

DEL GLINDIO

200 150 100 . 0
ppum (t1)

Figura 66. Espectro 13C del compuesto GAAc 5-14.

La asignacion de las sefiales de carbono no se pudo realizar debido a la mala
definicion del espectro RMN 13C, por lo cual, se empleé el espectro de HSQC y

HMBC para la determinacion de algunas sefiales de carbono.

4. HSQC del compuesto GAAc 5-14

a.
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Figura 67. a. Espectro HSQC del compuesto GAAc 5-14. b. Espectro HSQC
de la zona de la aglicona c. Espectro HSQC de la zona de los azucares d.
Espectro HSQC de la zona de los azucares
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El andlisis del espectro HSQC permitié asignar algunas sefiales de carbonos,
las cuales no son muy claras en el espectro 13C. Con este mismo espectro, se
pudo determinar la correlacion directa entre carbonos e hidrogenos de la
aglicona (Fig. 77b), la ramnosa y la glucosa (Fig. 77c) y la correlacion entre el
proton y el carbono del metilo correspondiente a la ramnosa, es decir la

interaccion entre el hidrogeno a 6:1.08 y el carbono a 6:29.45 ppm.

Figura 68. Correlaciones mostradas por el espectro HSQC del compuesto
GAAc 5-14.
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5. HMBC del compuesto GAAc 5-14
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Figura 69. Espectro HMBC del compuesto GAAc 5-14.

El espectro HMBC, es quizd uno de los espectros bidimensionales mas
importantes, ya que muestra las correlaciones existentes entre los protones y
los carbonos vecinos, es decir, que mediante este espectro se puede

determinar la conectividad entre moléculas de diferentes tipos.

A pesar de que este espectro HMBC no muestra muchas correlaciones
significativas (debido a las impurezas), se puede apreciar una correlacion de
gran importancia, que se da entre el protén a 5:4.27 ppm (protén anomérico de
la Ramnosa) y el carbono a 6:81.70 ppm correspondiente al carbono 2 de la

glucosa:
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Figura 70. Conectividad entre la ramnosa y la glucosa mostrada por el
espectro HMBC

Tabla 10. Correlaciones mostradas por los espectros HSQC y HMBC del
compuesto GAAc 5-14.

N [ 3C-NMR (ppm) [ HSQC §H-NMR (ppm)|[ HMBC
(Ppm)

1 129.26 7.99 s

2 116.32 6.90 sbr

3 102.45 6.76 sbr

4 97.39 4.27 d (7.2 Hz)

5 93.8 6.92 sbr

6 92.54 491 sbr

7 92.06 5.18 d (3.2 H2)

8 81.70 3.26 s 4.27

9 77.17 3.12m

10 75.88 3.76 m

11 75.84 3.90d

12 75.31 457 m

13 74.10 478 s br

14 70.34 241 m

15 70.70 3.03 m

16 69.65 3.57 d (4.4 H2)

17 62.13 3.54

18 61.73 3.65

19 29.45 1.08
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Con la informacion adquirida por medio de los espectros RMN, las pruebas de
desplazamiento y la comparacion bibliografica, se logré elucidar
estructuralmente el compuesto GAAc 5-14:

OH
CH,OH
Q OH
o) o)
o)
OH
O OH
OH OH o)
HO “CHj
OH

Figura 71. Estructura del compuesto GAAc 5-14: Kaempferol 7-O-

Neohesperidoside

Este compuesto ha sido aislado y reportado anteriormente de la especie

Morinda morindoides (Rubiaceae) 5.

Tabla 11. Tabla de comparacion entre las sefiales de carbono del compuesto

GAACc 5-14 y el Kaempferol 7-o-Neohesperidoside

CARBONO | GAAc 1-5-14 KAMFEROL 7-O-
NEOHESPERIDOSIDO

2 157.99 147.9
3 136.96 135.9
4 180.49 176.1
5 163.98 160.4
6 102.45 98.8
7 162.01 162.4
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93.8 96.4
151.05 155.9
10 104.01 104.9
1 123.05 121.6
2 129.26 129.5
3 116.32 1155
4 161.22 159.4
5 116.32 1155
6’ 129.26 129.5
17 92.06 98.4
27 81.70 77.3
3” 61.73 77.1
4” 69.65 70.8
5” 75.31 76.9
6” 62.13 60.9
1 97.39 100.5
2 70.70 70.5
3" 77.17 70.1
4 75.88 712.2
5" 70.34 68.3
6 29.45 20.9

En la tabla anterior se puede apreciar la gran similaridad que existe entre el
compuesto GAAc 5-14 y el KAMFEROL 7-O-NEOHESPERIDOSIDO, lo cual

confirma que este es el compuesto.

RMN del compuesto GAAc 5-16

1. 'H RMN del compuesto GAAc 5-16
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Figura 72. Espectro RMN 1H del compuesto GAAc 5-16.
En este espectro se pudo observar varias sefales importantes, lo que nos
llevaron a confirmar que la aglicona era el Kaempferol (ver tabla 12) y dentro de

las posibilidades de los glicosidos se encuentran la ramnosa Yy la glucosa.

Las seflales de la aglicona asignadas se realizaron por comparacion, las

demas sefiales no podian ser asignadas con la informacién de este espectro.

2. 1H-1H COSY del compuesto GAAc 5-16
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Figura 73. Espectro RMN COSY del compuesto GAAc 5-16.

Tabla 12. Sefales de hidrogenos y correlaciones COSY asignadas al
compuesto GAAc 5-16.

SENAL [6 (ppm) [Multiplicidad |3 (Hz) |cOSY luBiICACION
1 1369 s OH-C5

2 7.92 d 8.4 6.86 IH-C2'

3 6.86 d 8.8 7.92 |H-C3'




UNIVERSIDAD DEL QUINDIO

UNNVERSIDAD GRUPO POLIFENOLES UTP

4 6.68 s br |H -C3066
5 4.64 d 10 3.98 |H-C1 Rha
6 4.25 4.10 |H-C1 Glu
7 4.10 4.25 |H-CZ Glu
S 3.98 4.64 |H-C2 Rha
9 3.65 S 3.37 |H-C3 Rha
10 3.62 S 3.37 |H-CS Rha
11 3.37 S 3.65, 3.62 |H-C4 Rha
12 3.13 S [H-C3 Glu
13 1.07 t 15.2 2.38 3H-C6 Rha

De los espectros y la tabla mostrados anteriormente, se pudo concluir que se
trata de una flavona o flavonol glicosilado, donde los glicésidos son la ramnosa
y la glucosa. Las conectividades no se pudieron determinar debido a que no se

cuenta con el espectro de 12C y los bidimensionales correspondientes.

A continuacion se muestran dos posibles estructuras de la aglicona y los
correspondientes glicosidos:
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a. /‘ 6.99
H

Herbacetin

Ramnosa Glucosa
Figura 74. a. Posibles estructuras de la aglicona del compuesto presente en

GAAC 5-16. b. Posibles glicosidos del compuesto presente en GAAc 5-16.

El herbacetin y violanthin se proponen como agliconas del compuesto GAAc 5-
16 debido a la similaridad de las sefiales!?.

Estas agliconas no han sido reportadas en la especie Guadua angustifolia
Kunth, pero la flavona violanthin ha sido aislada de Angiopteris evecta
(Marattiaceae)® vy el flavonol herbacetin, ha sido obtenido en Chenopodium

murale (Chenopodiaceae)®3.

Se propone como estructura de la aglicona el violanthin por tener mayor

similaridad en las sefales.
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CONCLUSIONES

Por medio de esta investigacion, se logré identificar la presencia de
compuestos de tipo flavonoide en hojas de Guadua angustifolia Kunth
empleando HPLC-DAD, la cual exhibié la presencia de estos compuestos con
similaridad alta en polaridad y en su estructura quimica, indicandonos que el
proceso de separacion tenia que ser detallado para obtener como resultado la

elucidacion de un compuesto.

El extracto acuoso exhibié una mayor concentracion de compuestos de tipo

flavonoide frente a los extractos butandlicos y acetato de etilo.

La sililacion permitio la identificacion del flavonol de tipo quercetina presente en

la fraccion GAAc 2-1 por comparacion con la libreria wiley del GC-MS.

Tres de los cuatro flavonoides aislados de la fraccion GAAc 5 presentaron el
Kaempferol como aglicona, el cuarto flavonoide presenta la quercetina como
aglicona, propuesta por las pruebas de desplazamientos realizadas y
confirmada por los espectros de RMN tomados a dos de los flavonoides, los

cuales se diferencian solo en el enlace y/o lugar de enlace de los azucares.

La fraccion GAAc 5-14 por monitoreo en HPLC-DAD mostr6 un compuesto
puro y su espectro es de tipo flavonoide. Por pruebas de desplazamiento en el
espectro UV se concluyé que posiblemente la aglicona era el Kaempferol y que
se encontraba sustituida en la posicion 7. Por RMN 1H, 13C Y 'H-'H COSY,
HSQC y HMBC se concluyd que el sustituyente es la glucosa unida a la
ramnosa. Por medio de estos analisis se concluye que el compuesto puro es el

Kaempferol 7-0-Neohesperidoside.



UNIVERSIDAD DEL QUINDIO

UNIVERSIDAD GRUPO POLIFENOLES UTP

DEL GLINDIO

La elucidacién estructural del compuesto GAAc 5-16 aislado de la fase polar,
se realiz6 parcialmente debido a la mala calidad de los espectros de RMN y la
poca informacion obtenida de ellos. Por lo cual, se propone como posible

estructura el Violanthin por tener mayor similaridad con los datos teoricos.

En la fase apolar se determind la presencia de dos vitaminas liposolubles
identificadas como vitamina E (alpha-tocopherol) y vitamina K1 (phytonadione),
las cuales han reportado actividad antioxidante y anticoagulante, ademas de
ser un factor importante en la sintesis de proteinas, prevencion de

arteriosclerosis y osteoporosis, respectivamente.

Otro compuesto elucidado de la fase apolar es el Tetraetil Silicato, de alto
interés a nivel farmacéutico en la linea de cosmeéticos, debido a su polaridad, la
cual restablece la carga electrénica a nivel celular evitando el envejecimiento

prematuro y enfermedades como artritis.
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RECOMENDACIONES

Debido a la alta concentracién de azucares presentes en el extracto acuoso,
hace que el trabajo sea dispendioso, las fracciones obtenidas de las diferentes
separaciones se deben concentrar de manera rapida para evitar una
proliferacion de hongos que puedan degradar los compuestos de interés de la

investigacion.

Se recomienda seguir el analisis del extracto butandlico, debido que la
diferencia de los compuestos de tipo flavonoide con respecto al extracto
acuoso es minima; sin embargo, al poseer menor cantidad de los compuestos
de interés facilita su separacion y aislamiento, siendo mas factible la

determinacion de alguna actividad.

Luego de realizar una amplia busqueda sobre la Guadua angustifolia Kunth a
nivel fitoquimico en Cenicafe, CIAT, revistas cientificas, CRQ y Sociedad
Colombiana del Bambu, notamos la escasa informacion al respecto, por lo que

se hace necesaria la realizacidén de investigaciones a esta especie.
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ANEXOS

Anexo 1.

Cromatogramas de HPLC-DAD de las fracciones obtenidas por separacién en

columna sobre Diaion HP-20 del extracto acuoso de Guadua angustifolia Kunth
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Anexo 2

A. Espectro de RMN H del compuesto fenolico presente en la fraccion GAAc 13

AN .

ppm (1)

B. Espectro de RMN COSY del compuesto fendlico presente en la fraccion GAAc 13
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Cromatogramas de HPLC-DAD de las fracciones obtenidas por separacion en

columna sobre MCI-Gel de la fraccion GAAc 5 de Guadua angustifolia Kunth
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