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Estudios sobre flavonoides de los citrus (*)

por

O. CARPENA ARTES
Departamento de Quimica Agricola. Universidad Autonoma de Madrid

Nuestras investigaciones sobre los flavonoides de los Citrus datan
«de varios afnos y se incluian en la tematica general desarrollada por
el Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura (1), (2), (3),
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, con la finalidad
inmediata de examinar las posibilidades de aprovechamiento indus-
trial de estas sustancias, habida cuenta de una citroindustria nacio-
nal cada vez con mayor auge y fuertemente representada en el Su-
reste espafiol, ambito de nuestro trabajo por aquel entonces. Pero
no debo ocultar a Vds. y menos en esta casa, que otra intenciona-
lidad me instaba a desviar, al menos en alguna medida, la trayec-
toria habitual de mi modesta actividad investigadora. Deseabn no
descartar totalmente mi condicion de farmacéutico y por ello encon-
traba en esta nueva ruta la posibilidad de satisfacer esta ilusién a la
par de conseguir aportaciones de interés en farmacologia. Mis inten-
tos fueron vanos hasta que, por fortuna, se incorporé al Centro
Francisco Tomas Lorente, uno de los ya innumerables doctores de
la escuela de nuestro ilustre Director Prof. Santos Ruiz. Con él
comenzamos, pues, esta linea de trabajo. En la actualidad, aquel
débil inicio se ha trocado en la consolidacién de dos grupos en Mur-
«<ia y Madrid cuyos frutos se concretan hasta ahora en cuatro tesis
doctorales, cinco tesinas y veintidos publicaciones, lo que nos sitfia
en condiciones de abordar tareas mas importantes, De todo ello,
aprovechando vuestra benevolencia, voy a hablaros esta tarde con
el placer de sentirme un colaborador més en las tareas cientificas de
nuestra querida Academia.

(*) Conferencia pronunciada en la Real Academia de Farmacia el dia ¢ de
abril de 1978.

(1) Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura. C. S. 1. C. (1954
1966). Memorias.

(2) TInstituto de Orientacion y Asistencia Técnica del Sureste. Murcia (1959-
1970). Memorias.

(8) Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura. C. S. 1. C. (1966).
Estudio Edafologico y Agrobiolégico de la provincia de Murcia,



232 O. CARPENA ARTES

Desde un punto de vista quimico se definen los flavonoides como
sustancias derivadas de la flavona e isoflavona.

I.os flavonoides se caracterizan, ademds, por una configuracion
comun C,-C,-C; en la que dos anillos bencénicos A y B estin uni-
dos por un elemento C, diferente seglin la naturaleza de cada agru-
pacion estructural. El primero se denomina anillo o agrupacion ben-
zoilo y el B cinamoilo.

Tanto en un anillo como en otro aparecen grupos OH libres,
metilados o unidos a restos azucarados sencillos o complejos, pero-
la principal diferencia entre uno y otro flavonoide radica en el estado-
de oxidacién de la unidad C,, apareciendo grupos con caracteristicas
bien diferenciadas.

Con arreglo al estado de oxidaciéon de la citada unidad, criterio
mas general y adecuado para la clasificacion de estos compuestos,
se distinguen los grupos siguientes (fig. 1):

1. Tlavonas 4. Dihidroflavonoles
2. Flavonoles 5. Isoflavonas
3. Flavanonas 6. Chalconas

[.os Flavonoles o 3-hidroxiflavonas son los mas abundantes, en
particular la Quercetina.

CLASIFICACION DE FLAVONOIDES
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En general, los flavonoides se encuentran en las plantas como
ésteres metilicos o metilénicos y como glicosidos resultantes de la
combinaciéon de determinados grupos fenolicos, insertos en el esque-
leto estructural, con moléculas de azicar en nimero que varia de
1 a 4. Las posiciones ordinarias son la 3 y la 7, aunque también
aparecen otras como las 5, 8 y 4 (fig. 2). Ademas de la glucosa y
ramnosa, los mas frecuentes, pueden encontrarse otros de tipo pen-
tosa. Tal es el caso de la apiosa, contribuyente con la glucosa de
la fraccién azicar en la apiina, cuya union glicosidica fue determi-
nada por nosotros (4).

(U]
ViTERIKA LGTEBLING

VITERINA=E=RANNOSIR0
Fig. 2.

A un grupo fenélico se pueden enlazar ordinariamente uno o dos
monosacaridos. A su vez suelen estar conjugados mas de un oxhi-
drilo, dando lugar a un tipo de estructura cicloglicosidica que guar-
da semejanza estrecha con otras presentes en procesos de indole fito-
sintética, esenciales a la vida vegetal.

Un grupo especial de glicésidos flavonoideos es el constituido por
los C-glicésidos, cuya caracteristica peculiar es la de poseer un enlace
-c-c-glicosidico.

(4) Towmis, F., CarreNa, O. y Maraix, J. (1972). «Anal. R. S, E. Fis. y Quim.»,
68, 115.
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I.a estructura someramente descrita justifica en gran manera la
abundancia de estos compuestos en las plantas. Efectivamente, se
conocen mas de dos mil flavonoides diferentes (5) y es un hecho ge-
neralmente admitido que cada planta posee una dotacién flavonoidea
peculiar, lo que ha permitido considerar a estas sustancias como ver-
daderos marcadores taxonémicos.

El importante descubrimiento en 1936 de Rusanyak y Szent-
Gyorgyi (6), marco basicamente el comienzo de la investigacion so-
bre flavonoides. Como es sabido, la denominada vitamina P por sus
descubridores, con claros efectos antihermorrigicos, fue identificada
como una mezcla de los flavonoides hesperidina y eriodictina.

Aunque, posteriormente, la hesperidina fue considerada inservible
desde el punto de vista farmacolédgico, es lo cierto que puede servir
de base de un compuesto de alta actividad vitaminica, la chalcona
de la metil-hesperidina.

Sin embargo, el avance en este campo adolece de lentitud, mo-
tivada sin duda por las grandes dificultades que presenta su identifi-
cacion y aislamiento y, de otra parte, los grandes problemas que su
sintesis plantea.

Xl papel que desempenan los flavonoides en las plantas no esta
definitivamente establecido. En varios casos, las hipétesis mas o me-
nos fundamentadas sustituyen a la evidencia cientifica. Sin embargo,
parece descartado el antiguo criterio de que su presencia en el reino
vegetal era meramente secundaria.

Entre las funciones mas reiteradamente asignadas figuran las si-
guientes :

Transportadores de aztcares, desde la hoja hasta la raiz o el fru-
to. EEn este organo se supone que liberan aziicares, contribuyendo
a su crecimiento y maduracion, Esto parece probable, pues ¢l conte-
nido en glicésidos del fruto es inversamente proporcional a su ma-
durez (7).

Transportadores de hidrégeno, oxidindose con relativa facilidad
(sobre todo los que poseen un grupo O-fenol) y protegiendo de este
modo al dcido ascdrbico de la oxidaciéon (8), (9).

Reguladores del crecimiento, actuando indirectamente por el sis-
tema IAA-TAA oxidasa, inhibiendo el enzima IAA oxidasa (10),

(5) Hammoxi, J. B, Marswy, T. S. y Marary, H. (1975). The Flavonoids,
Chapman and Hali. London. Preface.

(6) Rusasvak, 1., Szext-Gyorevi, A. y otros (1988). «Dent. Med. Wochschrs,
02, 1326 8,

(Ty D Merro (1063). «Agros Lisboas, 46, 4, 327,

(8) Samoropova-Braski, G. B. (1965). «Biokhimiyas, 80, 13

(8) Stexvip, G. (1970). «Phytochems, 9, 2251,

(10) Furuva, M., Gatstox, A, W, y Erowr, B. B. (1862). «Natures, 198, 456.
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Stenlid (11), indica que, de modo general, los 4 hidroxiflavonoles
actiian como cofactores en la oxidacion del TAA, inhibiendo el cre-
cimiento, en tanto que los 3, 4 dihidroxiflavonoles impiden la des-
truccion del TAA, estimulando el crecimiento.

Stenlid y Saddik (12) comprobaron estos efectos en veinte flavo-
noides (flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas, chalconas y an-
tocianinas) con preparaciones de IAA oxidasa. En todos los casos,
las muestras con un sustituyente del oxhidrilo en 4 aumentaron la
actividad del enzima mientras que los flavonoides dihidroxilados en
8" y 4’ actuaron como inhibidores.

Contribuciéon al aroma y sabor de los frutos, como sucede com
la naringina y algunas flavonas relacionadas, que producen el sabor
amargo de los frutos citricos (13).

Como sustratos para determinadas reacciones enzimaticas, por
ejemplo, las de polifenoloxidasas, peroxidasas y fenolasas (14). Y
como agentes bacteriostaticos y fungistaticos (15).

Como antioxidantes. Aparentemente esta funcion se produce por
la capacidad que tienen estas sustancias de formar quelatos con me-
tales. La quelacién acontece principalmente en las agrupaciones 3-
hidroxi, 4-carbonil y 3’ 4" dihidroxi (16) (fig. 3).

El efecto antagonista de los flavonoides en la oxidacién del as-
corbato puede explicar muchas de las interacciones entre ambos que
sefiala la voluminosa, pero casi siempre contradictoria, literatura so-
bre flavonoides y vitamina C. Algunos autores, como Van Fleet (17),
opinan que la funcién mas importante de los flavonoides es la de
servir como antioxidantes frente a los lipidos y poliacetilenos en los
tejidos vegetales.

Como inhibidores de enzimas. En los homogeneizados de mate-
rial vegetal se manifiesta una interaccién entre flavonoides y enzi-
mas. Algunos investigadores han bloqueado la interaccion de flavo-
noides y protéinas en general, afiadiendo una pequefia cantidad de
Tween 80 en la mezcla (18).

(11) Stexuip, G. (1963). «Physiol. Plantarums, 16 (1), 110-120.

(12) Stesup, G. y Sappig, K. (1963). «Physiol. Plantarum», 16, 110,

(18) Horowitz, R. M. y Gentinr, B. (1964). «Chem. Tnd.», 408.

(14) Cuawuice, J. G. y Witeiams, A, M. H. (1970). «Phytochem.», 9, 1261,

(15) Kue, J. (1972). «Ann. Rev. Phytopathologys, 10, 207,

(16) Ciements, C. A. B. y Anperson, L. (1961). «Ann. N. Y. Acad. Sci.s,
136, 339

(1T) Vax Freer, D S. (1969). Advancingffrontiers of Plant Science (I.. Chan-
dra, ed Impex New Delhi), vol. 23, 6589.

(18) Firenzuorr, S. M., Vaxxi, P. y Mastronvzzi, E. (1969). «Phytochem.»,
8, 61.
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Este poder inhibidor se manifiesta mas claramente en las flavonas
v flavonoles hidroxilados en 3, 4 y 7 muy especialmente sobre la
ribonucleasa pancreatica de bovino (19). La metoxilaciéon en las po-
siciones 6 y 8 hace decrecer la actividad inhibidora y algunas flavo-
nonas y flavonoles no la presentan.
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Fig. 3.

También los flavonoides pueden inhibir la sintesis de proteinas,
por lo menos «in vitron. En 1967, Parups (20) descubrio que la hes-
peretina, naringenina y quercetina y sus glicésidos inhibian la incor-
poracion de '"C-leucina en tubérculos cortados de Solanum tubero-
sum o en extractos de células de Escherichia coli. En todos los casos
las agliconas presentaron un mayor poder inhibidor que sus glicésidos.

Como pigmentos, Los flavonoides son el grupo mis importante
de materias colorantes en las plantas, siendo los responsables de la
mayoria de coloraciones naranjas, escarlatas, malvas y azules al igual
que mrmilmym en gran parte al amarillo, marfil y crema de las
flores (21), (22).

Es nmy probable que los colores en las flores hagan a estos 6r-
ganos mis atractivos para el vector responsable, en el caso de poli-
(19 Mowri v Nocuvcmi, 1. (1970). «Archs. Biochem. Biophys.», 130, 444.

(20) Parves, E. V. (1967). «Can. . Biochem.», 45, 227

(21) Harsorng, J. B. (1965). «Natures, 207, 984.

(22) Reznik, H. (1985). «Naturwissenschaftens, 42, 180.
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nizacion por medio de insectos. Sin embargo, se sabe muy poco sobre
1la efectividad de los colores en cuanto a atraccion de insectos se
refiere, o si ademis operan otros mecanismos.

Mas como todos los flavonoides presentan alta absorcion en la
zona 250-270 Nms., que se corresponde con la de mayor sensibilidad
para los ojos de los mamiferos, y dado que en ese mismo entorno
los fotorreceptores vegetales —clorofila, carotenoides y fitocromo—
muestran la absorciéon minima, es probable que los flavonoides des-
empefien, como funcion especifica, una parte muy importante en la
percepcién visual y en la absorcion luminosa (23).

Flavonoides en la respiracion y en la fotosintesis. Algunas agli-
conas de flavonoides inhiben la fosforilacion que se realiza en la
mitocondria. En efecto, se conocen los clasicos inhibidores, como
<l 2,4 dinitrofenol, pero utilizando varios métodos de los que algu-
nos proporcionaban una medida directa del ATP (método de la luci-
ferasa), se encontr6 que las agliconas de los flavonoides que tenian
las posiciones 3 y 4 libres eran mas efectivas.

Finalmente, se ha comprobado que uno de los inhibidores mas
activos de la fosforilacion oxidativa en la mitocondria de los anima-
Tes, es el flavonoide rotenona (24).

Aplicaciones. Se ha demostrado que, en general, los flavonoides
son inocuos para los animales estando presentes normalmente en
su dieta. Entre las acciones registradas, figuran como de interés
las siguientes:

Se ha apuntado cierta actividad antihelmintica en los flavonoides
que poseen grupos fenolicos. Laliberte y col. (25) investigaron esta
actividad en 116 chalconas y compuestos anialogos frente a parisitos
intestinales de ratones, resultando efectivas la mayoria.

Algunos flavonoides ejercen actividad antivirica que se manifies-
ta por inhibicion de alguna de sus funciones vitales. Asi, la querce-
tina en cantidades de 300 G/ml, inhibi6é el crecimiento de Herpesvi-
rus hominis en cultivos de células humanas. Al afiadir quercetina a
cultivas de varios virus relacionados con enfermedades humanas,
aquellos que poseian una cubierta quedaban inhibidos, mientras que
los que carecian de ella presentaban una resistencia desde moderada
a completa (26).

(28) Harrorxe, J. B. (1972). Recent Adwvances in Phytochemistry (V. C. Ru-
neckles y J. E. Watkin, ed), vol. 4, 107141. Appleton-Céntury-Crafts, New York.

(24) Ernster, L., Dauxer, G. y Azzong, G. F. (1963). «]. Biol. chem.»,
238, 1124,

(25) Laumserte, R., Cameserr, D. y Bruperiew, F. (1967). «Can. J. Pharm.
Scin, 2, 37.

(26) Puszrar, R.. Berapr, 1., Bakay, M., Musci, 1. y Kuran, E. (1966). «Acta
Micro Acad. Sei. Hung.», 13, 113.
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Dittman y col. (27) utilizaron técnicas manométricas para medir
la glucolisis y la respiracion anaerobia en cortes de tumor de cerebro:
humano, encontrando que, a medida que progresaba la malignidad,
se producia un aumento de la glucélisis v que la auerceiina y sus
glicésidos producian una débil inhibicion en estos tejidos.

Wattemberg y col. (28) descubrieron que la quercetina pentame-
til-éter y la rutina eran inhibidores efectivos con intensidad fuerte y
moderada, respectivamente, de un adenoma pulmonar de ratén in-
ducido por benzopireno. Estos autores sugirieron que los flavonoides
podian activar a una benzopireno hidroxilasa que desintoxicaba el
tumor.

Robbins (29) y Srinivasan y col. (30), han presentado evidencias
acerca del papel importante que realizan los flavonoides en el siste-
ma circulatorio actuando sobre la agregacion de eritrocitos.

Recientemente, Szent-Gyorgy (31), intentando unificar las dife-
rentes opiniones sobre los efectos benéficos de los flavonoides en la
dieta del hombre, contrasto las costumbres, en cuanto a comidas se
refiere, en diferentes paises. A este respecto, Gabor (32) afirma que
los efectos beneficiosos de los flavonoides se ponen de manifiesto
después de tratamientos prolongados de un mes o més de duracién.

El efecto protector de la permeabilidad capilar, como vitamina P,

es universalmente reconocido (33), por lo que en el momento actual
existen muchas preparaciones medicamentosas con citroflavonoides.
para este fin.

Por dltimo, en estudios de taxonomia vegetal, Bate-Smith (34),.
(85), encontré que la presencia de leucoantocianinas estd relacionada.
con la lefiosidad de las plantas, e igualmente correlacioné el conte-
nido de dcidos metoxicinamicos con las plantas herbiceas. Endt-

(27) Dhrrmans, J. H., Herrmasy, D,y Pauiesxe, H, (1972). «Arzneim.
Forsch.», 21, 1980,

(28) Warrkmeera, L. W, y Lzong, J. L. (1970). <Cancer Res.», 80, 1922.

(20) Rosmins, R, C. (1078). «J. clin. Pharm.», 1978, 13 (7), 2715 Eng.

(30) SminivasaN, S., Lucas, T. y otros. (1971). «European Conf. Microcircu-
lntions, 6, 804,

(81) Szext-Gvoravi, A. (1072). Prefacio en The Anti-inflammatory Action of
Flavonoides.

(82) Gavor, M. (1972). The Anti-inflommatory action of Flevonoeides. Akade-
miai Kiado. Budapest,

(38) De Eds, F. (1968). En Comprehensive Biochemistry (M. Forkin y E. H.
Stotz, ed.), vol. 20, 127-71. Elseviers Publishing Co. Amsterdan,

(3¢) Darx-Samrru, E. C. (1838). «Proc. Linn. Soc.», 189, 188-211.

(85) Bare-Smrmu, E. C. (1962). «J. Linn. Soc.» (Bot), 58, 95-178.
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man (36) distingue los subgéneros Diploxylon y Haploxylon de
Pinus por el contenido en flavononas y pinosilvinas del primero, y
de flavonas y dihidropinosilvinas, del segundo. Bate-Smith, Daven-
port y Harborne (37), diferencian las especies sudamericanas y aus-
tralianas de la familia Eucrypfiaceae por el anlisis y determinacién
de los glicosidos de flavonoides presentes en las hojas.

Ante la panoramica descrita, dos conclusiones surgen clara-
mente :

La primera, de caricter positiva, confirma de manera global la
importancia de este grupo de compuestos y sus enormes posibilida-
des. Los flavonoides no son ni mucho menos productos de desecho
en el metabolismo vegetal y su aprovechamiento til para el hombre
apenas ha comenzado. .

La otra, negativa, se concreta en la escasa precisién y garantia
de muchos de los resultados consignados en la bibliografia. Por
ejemplo, ha costado mucho tiempo deslindar que la verdadera acti-
vidad farmacolégica no reside en la hesperidina sino en su metilchal-
cona. Y otro tanto podemos decir de los complejos flavonoideos que
hoy se comercializan con diversas aplicaciones terapéuticas, ignorin-
dose realmente cuil o cudles de sus componentes son los verdadera--
mente eficaces. Ol

Existia y sigue existiendo todavia un problema de orden analitico-
tanto en lo que se refiere al conocimiento de las estructuras, como
a los problemas verdaderamente intrincados de la separacién y and-
lisis cuali-cuantitativo. No es extrafio pues, que a estos aspectos ha-
yamos dedicado nuestros mayores esfuerzos encaminados a disponer:
de instrumentacion y técnicas suficientemente refinadas que nos per-
mitan esclarecer la notable confusiéon que presenta el andlisis de fla-
vanoides. Efectivamente, este grupo constituia una de las partes mas
oscuras y enigmdticas de la quimica orgénica, pues donde se creia
haber identificado una sustancia, resultaba ser més tarde una docena
e mas de especies afines.

Desde que Lebreton en 1928 (88) comsigui6 aislar, cristalizar e
identificar estructuralmente el primer flavonoide —la hesperidina—
a partir de las cortezas de naranja, se ha experimentado una consi-
derable avance en el aislamiento e identificacién de los flavonoides,
sin duda debido al gran progreso de la tecnologia analitica. El es-
quema siguiente indica la pauta seguida en todos los laboratorios
¥y que en lo referente al nuestro se resume asi:

(36) Esnpruman, H. (1968). En Chemical Plant Taxonomy, 89, 125. Ed. T. Swain.
Academic Press. Londres.

(87) Bare-Smira, E. C., Davenrort, S. M. y Harsorse, J. B. (1967). «Phy-
tochems, 6, 1407-14.

(88) Leererow, P. (1928). «J. Pharm. et de Chim.» (Ser. 2), 14, 877-802.
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Nuestra aportacion en lo que se refiere a la fase extractiva ha
consistido en la utilizacion —después de la inactivacion previa— de
disolventes orgénicos de polaridad creciente —éter, cloroformo, tri-
cloroetileno— y a continuacién disoluciones alcohdlicas. Mediante en-
friamiento de los extractos meta o etandlicos, se logra la precipita-
cion de los componentes mayoritarios, ordinariamente en un satis-
factorio estado de pureza, a la vez que se facilita asi la deteccion
de los minoritarios (39).

El fraccionamiento cromatogrifico constituye hoy la técnica de
separaciéon por excelencia.

Para la cromatografia preparativa en columna hemos utilizado

(39) Carerxa, O, y Tomis, F. (1970). «Rev. Agroq. y Téc. Alim.», 10, n® 1,
150-152.
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como fases estacionarias resinas de cambio como amberlita IRC-50
en forma acida; para concentrados flavonoideos procedentes de
zumo, gel de silice, con el que hemos conseguido mejorar la técnica
para fraccionar y purificar extracto ricos en derivados metoxila-
dos (40) y, finalmente, Sephadex con resultados excelentes para gli-
cosidos y agliconas empleando, respectivamente, columnas con G-25
vy LH-20 (41), (42).

Mediante cromatografia sobre papel conseguimos separar satis-
factoriamente glicésidos y diferenciar flavonas, chalconas y flavano-
nas, utilizando tricloruro de antimonio y para-amino benzoico como
reactivos reveladores (43).

En la cromatografia en capa fina hemos establecido modificacio-
nes importantes en el empleo de silicagel y poliamida (44).

Todos los fraccionamientos se ultiman, a efectos de superpurifi-
cacion, en cromatografia preparativa sobre papel Wathmann 3MM.

En el analisis estructural la espectrofotometria visible ultravioleta
ha rendido excelentes resultados.

Los flavonoides en disolucion etanodlica presentan alta intensidad
de absorcién en tres bandas del espectro comprendidas entre 200-
400 nms. La porcion e intensidad de cada una de ellas varia con las
relativas contribuciones a la resonancia total de la molécula de las
formas benzoilo, cinamoilo y anillo de pirona, si bien a efectos de
identificaciéon resultan especialmente significativas las modificaciones
que puedan producirse en las dos primeras.

Nuestros resultados prueban que son posibles sustituciones mo-
leculares capaces de dar lugar a la aparicién de efectos hipso y bato
cromicos en el espectro, que permiten deducir consecuencias en cuan-
to a la estructura (fig. 4) (45), (46).

Para el estudio de los espectros de absorcién, hemos considerado
frecuentemente el caracter icido de la funcién fenol. Contrariamen-
te al metilato y etilato sddicos, capaces de ionizar los oxhidrilos pre-
sentes, lo que imposibilita en 1a mayoria de los casos correlacionar

(40) Serravo, F. A. (1976). Tesis Doctoral. Universidad Autéonoma. Madrid,

(41) Tomis, F., Gomez, P., Maraix, J. J. y Careena, O. (1972). «Rev. Agroq.
y Técnol. Alim.», 12, 1, 106-110.

(42) Towmis, F., Pastor, R. y Carrena, O. (1973). «Rev. Agroq. y Téenol.
Alim.», 13, 4, 554-558.

(43) Towmis, F. y Carpena, O. (1965). ¢Anal. Bromat.», XVII, 80512,

(44) Tomis, F., Mararx, J. J. y Carrexa, O. (1970). «Rev. Agroq. Técnol.
Alim.», 10, 2.

(45) Tomis, F., Carpexa, O. y Matarx, J. J. (1972). «Anal. R. 8. E. Fis. y
Qui, 68, 2, 115.

(46) Towmis, F., Ferreres, F. y Careexa, O. (1976). «Anal. Quim. R. 8. E.
Fis. y Quim.», 2, 9-10, 800-3.
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el desplazamiento espectral con la posicion de aquéllos, el acetato
sodico, mas débil, solo puede ionizar los OH situados en las posi-
ciones 7, 3 y 4’, que son los mas fuertes. Y, en particular, la asocia-
cion acetato sodico/acido boérico nos ha sido muy til con flavonas
y flavanoles, pues todos los grupos ortodihidroxilicos, a excepcion
de 5-6, forman quelatos con el bérico. Finalmente, también el amo-
niaco en disoluciéon etandlica ha resultado dtil en casos singulares
de identificacién, sobre todo en la ionizacion de los OH en posicio-
nes 3 y 4" (47). '

BANDA PRINCIPAL

S £ HIPSOCRONICO £ BATOCROMICE

- :/f\eo

240 320 400  \en nm,

1. apiina en etanol 99-100
2.apiina en solucion etandlica de NH,

Fig. 4.

Formacién de complejos. El empleo de sales metdlicas para la
identificacién de compuestos fendlicos por formacion de complejos
tiene una larga tradicién, tanto como reveladores en cromatografia
como para la obtencion de espectros de absorcién. En el caso con-
creto de los flavonoides, es de sobra conocida la utilizacion de la
morina como reactivo del aluminio.

Nosotros hemos aplicado CL,Sn, CL,Zn, CLSb, Cl,Fe, CINi, y
C1,Ni/Ac ONa (48), en lugar de los reactivos clasicos Cl,Al, CLAl/
CIH, lo que nos ha permitido esclarecer estructuras con mayor pre-
cision y sencillez (tabla I).

(47) Towmis, F., Careesa, O. y Marux, J. J. (1972). «Anal. R. S. E. Fis. y
Quim.», 68, 2, 123129

(48) Tomis, F., Mararx, J. J. y Careexa, O. (1873). «Anal. R. S. E. Fis. y
Quim.», 69, 3, 367-364.
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El empleo del CI,Ni solo o asociado al Ac ONa merece un co-
mentario mas amplio.

1. Queda evidenciada la formaciéon de complejos, por los pun-
tos isosbésticos que se originan. Tales complejos se forman en las
posiciones siguientes:

a) Entre el OH en 3 y el CO en 4, siempre que exista doble
enlace entre 2-3.

b) Entre el OH en 5y el CO en 4.

MARCHA ANALITICA 1

flavonoles
SbCl, (conjugados en 3)
l 13 <ZIDT 18
flavonas - B N
(sin —OH en 4') |
36 < IDT
IDT=0 *
fl |
flavonas (con —OH en 4') avanoles
flavanonas
flavanonoles
chalconas
NH,
: IDT = 0 chalconas
flavonas _l_t()_i el 4, 1D flavanonas
(con ~HO en 4" libre) (con —OH en 7 conjugado)
—Banda B
EtONa
IDT = 10 10 < IDT < 100
flavanonas i
(con —OH en 7 libre) l
flavanonoles K == ahilbviki flavanonas
(conjugadas en T)
EtONa

IDT=- 100 --Banda B

|

fMlavanonoles

flavanonas
{con — OH en 7 libre)
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2> Los desplazamientos observados en las bandas de absorcién,
permiten detectar la presencia de OH libres en las posiciones 3 y/o 5.

3. Los efectos bato e hipsocréomicos obtenidos, permiten dife-
renciar flavonas de flavanonas y de dihidroflavonoles.

MARCHA ANALITICA 11

SnCly
) IDT > 60 3<IDT <6 flavonas
flavonoles « I " (sin —OH en 4' libre)
I
IDT == 0 l I 6 <IDT < 17
flavonas (con OH en 4' libre) flavonoles
flavonas (con —OH en 7' conjugado) (con —OH en 3 conjugado)
flavanonoles flavanonas
Me — chalcona (con —OH en 7 libre)
NH, SbCly
— BB IDT > 40 IDT = 0 1 13<<IDT < 18
flavanonoles flavonas flavanonas flavonoles
(con —OH (con —OH (con —OH en &
en 4’ libre) en 7 libre) conjugado)
IDT =10
¥
flavanonas (con ~OH en 7 conjugado)
Me —~ chalcona
EtONa
IDT == 10 IDT << 30
Me — chalcona flavanonas (con —OH en 7 conjugado)

4.° La asociacion NiCl,/Ac ONa potencia la formacion de com-
plejos no sélo cuando existen agrupaciones 0-hidroxicarbonilicas en
las posiciones 3-4 y 4-5, sino también cuando el anillo presenta agru-
paciones 0-dihidroxilicas libres.

Finalmente los complejos formados en %-4’ presentan una res-
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puesta especial con el reactivo Ni,Cl/Na OAc que permite detectar
en flavonas y flavonoles este tipo de agrupacion dihidroxilica.

MARCHA ANALITICA I

CI,Ni
flavonas 3<IDT < 22 l IDT = 4
flavonoles (con —OH <« I Me — chalcona
en 3 bloqueado) l
54 < IDT < 81 |
|

41 <ZIDT << 51

l l

flavonoles flavanonas
dihidroflavonoles

(con ~OHen 3 y b

|
!
AcONa } AcONa
i
l
|
i

! ! !
Desdoblamiento BA 79 IDT 122 6 DB 16
no agrupacion agliconas Aumento intensidad BA
34Dl -0OH flavonoles

La comparacion de las respuestas espectrales obtenidas mediante
complejos y con disolucién metandlica simple conduce a reconocer
desplazamientos bato (DA) e hipsocromicos (DB) de los maximos
en cada una de las bandas de absorcién. Ello nos permitié apreciar
que la asuncion en un solo pardmetro de los valores DA y DB re-
sultaba particularmente significativa para la caracterizacion de cada
compuesto, En efecto, el parimetro definido por nosotros como «in-
dice de desplazamiento tipico» (49), IDT = DA + DB nms., es de-
cir, la suma de los desplazamientos de los miximos de las bandas
A vy B en virtud del tratamiento o no con un determinado reactivo
en medio metandlico, revela el comportamiento espectral de cada fla-
vonoide segin sus caracteristicas estructurales y sirven de hecho para
encuadrarlo en su grupo respectivo e incluso identificario (tabla 1T).

B

(40) Maraix, J. J. (1972). Tesis doctoral. Umversidad de Murcia.
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Tabra 11

Valores IDT flavenoides

Niz+ Zn?+ Sn2+ Sb%+ Fed+ A+ NH, AcNa EtONa

18 14 0

Tectocrising........ — 10 0 3 6 0 77
Apigenina......... — 6 0 0 0 0 0 44 5 60
Apiing.....c...... — 8 — 1 0 0 — 4 1 60 7 50
-Galangina........ i 74 54 63 36 57 58 34 8 61
Kermpferol ... .. .. 5 66 58 71 53 54 63 29 8 — 45, BB
Kaempferid........ 67 54 70 48 53 59 30 10 57
Morina.....oveunne 65 55 77 52 64 65 46 40 74
‘Quercetina......... 62 53 96 69 66 66 37 - 23 11
Fisetina....o0 0000 67 50 105 74 72 64 47 9 —2938
Miricetina .. ...... 64 10 98 70 70 79 48 7 — BA,—BB
Quercitrina........ —10 — 1 17 13 66 9 49 b 61
Rutina............ — 6 — 8 15 18 49 13 52 8 46
‘Trietoxirutina...... — 7 1 6 15 6 3 25 9 60
Naringenina . ...... 41 6 7 0 21 12 0,—-BB 0 3, - BB
Hesperetina........ 40 — 1 7 0 1 -1 0.-—-B8 — 1 — 2 —BB
Naringina...... ... 50 4 0 0 3 6 0 + 36
Hesperidina ....... 50 0 0 0 0 0o o0 - b 32
Dihidroquercetina.. . 44 10 0 0 b 11 3, —BB — 111
Dihidrofisetina. . ... 0 0 0 0 0 0 28, —BB 10 130
Dihidrorobinetina. . . 0 0 0 0 0 0 27,—BB - 3 142
Me-Chalcona. . ..... 4 0 o 0 0 0 0 0 10

Otro parametro, CRF, establecido por nosotros (30) como la
paracion entre los maximos de la longitud de onda mayor y de

se-
la

menor —o inflexiéon en su caso—, para la banda dentro de la zona
350-235 nandémetros, permite la clasificaciéon en grupos y la identifi-
cacion de aquellas flavonas que poseen sustituyentes conjuntamente

en 3’ y 4, aun cuando sean de naturaleza diferentes (fig. 5).

Con respecto a la espectrofotometria infrarroja, la atencién pre-
ferente de la bibliografia, no muy abundante, se centra casi exclusi-
vamente en el estudio de la banda de absorcion para el grupo car-
bonilo y de la posible influencia de determinados sustituyentes sobre

la variacion de la frecuencia caracteristica de cada flavonoide.

(50) Pastor, R. (1975). Tesis doctoral. Universidad Auténoma de Madrid.
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Nuestra aportacion en este punto ha consistido de una parte en
hacer ver la constancia con que se repiten determinadas bandas y
7onas del espectro de absorcion para estructuras flavonoideas deri-

o
e ‘ ? [ 't
o 0
DI0SRETINA
wion

R [ || S

300 400

Fig. b.

vadas de una misma conﬁguracién molecular basica (51) y de otra,

hemos conseguido dar un paso mas en la identificaciéon de estructu-
ras, aplicando la acetilacién. Con esta técnica se propicia la apari-
cién de bandas caracteristicas y la desaparicion de algunas otras pre-
existentes (52) (tablas ITI y IV).

Hidrélisis, La hidrolisis dcida rompe el enlace —C—O—C de los
hctcrdeidm ; no ast en los c~glicésidos, en los que el emlace —C—C,
que liga la molécula de aztcar a la aglicona, es particularmente re-
sistente, El estudio de los azficares se realiza tratando la fraccion
acuosa con disolucion cloroférmica de NN dioctilmetilamina (53).

La hidrélisis alcalina se utiliza principalmente para liberar el ani-
llo B y establecer ulteriormente su identidad. Hemos comprobado

(51) Tomis, F., Cavesna, O. y Mararx, J. J. (1978). «Anal. R. 8, E. Fis. y
Quim.», 69, 12, 1325-29,

(52) Bawemiora, C. (1876). Tesipa Liceénciatura. Facultad Farmacia. Universi-
dad Complutense de Madrid.

(58) Towmis, F., Mararx, J. J. v Carpeexa, O. (1972). «Rev. Agroq. y Técnol.
Alimo», 12, 2, 263, T
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TasrLa III

3.1.1.—Bandas de absorcion de flavonoides en 1. R. 3600-1300 cm—?

Compuesto — OH C=0 Cardeter aromédtico
FrLavoxoLEs:
Kaempferol... ... o DTS S T 3330 1664 1618 1570 — 1495
MOLIng. . iovssnsvwisnnss s M 3260 1658 1625 — 1572 — 1510
Quercetina..o....ou 00 o win e s 3390 1665 1620 — 1566 — 1516
Fisetina......... T e 3400 1610 1572 - 1522

GrucHsipos pe Fravonores:

Quercitrina. ....ovavanne.nn swieie 3295 - 1661 1605 ~ 1580 — 1500
Rutina.......... STy STk szt 3420 1660 1610 — 1578 — 1510
Trietoxiruting. .o vovvarivnannnn, 3406 16568 1608 - 1670 — 1500
RoBARIR s s 5100 5 sws ovis caimwes - 3380 1652 1585 — 156566 — 1440

GLucHsipos pe FLAVARONAS:

Naringing...eeee.vvenenns PRI 3440 1646 1590 - 161H

Hesperidina.......... .... R 3450 1650 1612 - 1520
Fravaxonorrs;

Dihidroquercetina.............. 3420 — 3200 1645 1620 - 1480

Dihidrofisetina. ...... ...... s 3440 — 3210 1672 1620 ~ 1480

Dihidrorobinetina . ............ 3400 — 3230 1670 1610 — 1465

su especiﬁcidad para flavanonas ; que por carecer de doble enlace en
posicion 2, 3 no presentan con]ugac'on entre dicho anillo y el resto
de la molécula (fig. 6) (54).

Resumimos & continuacion en las tablas siguientes los resultados
obtenidos (tablas V, VI, VII y VIII).

Con la metodologia original descrita hasta aqui, en lo referente
al andlisis estructural de flavonoides, hemos caracterizado no menos
de unos cuarenta compuestos en plantas de citrus. Ello permitird con
la ampliacion proyectada, aplicarla eficazmente a la quimiotaxono-
mia de estas plantas.

(54) Towmis, F. y Ferreres, F. (1973).' «Actas Primer Congre. Mundial Citri-
culturas, vol. 2, 261-67. ;
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TaprLa IV

5.1.2.Bandas de absorcion de flavonoides acetilados en I. R. 3600-1300 cm—1

Compuesto — OH C=0 Cardcter aromdtico
FLavoXoLgs:
Kaempferol. ........ ..... e 3280 1770 1600 — 1495
MoOrina,. ..oovevevanunnens & ¥ wivi 32560 1770 1625 —_ 1490
Quercetina......... ... ¥ VIR W 3405 1780 1610 — 1495
Fisetina......... S ¢ gow v aoeve g wsone 3400 1740 1610 — 1498
GLuc6sivos pe FLavonoLes:
Quercitrin@. .. .. v.iiieiienen . 3425 1760 1620 —_ 1510
Rutina.......... B B bk i s e 3425 1750 1605 - 1490
Trietoxirutina. . ....... & % W W 3450 1745 1600 —_ 1500
Robinina . .... W ) ET e S & e 3470 1750 1625 — 1490

GrLucdsipos pe FLAVANONAS:

Nardngiom ., covevnsnivoisviss e 3460 1750 1616 — 1575 — 1505

Hesperidina....... ;e g @ By ¥ wss 3460 1750 1616 — 1570 — 1505
FLAVANONOLES:

Dihidroquercetina . ....coo.vvuus 3375 1765 1630 — 1580 — 1495

Dihidrofisetina. ... vovvevannnens 3400 1760 1605 — 1680 — 1495

Dihidrorobinetina........ § aspis w 3400 1775 1605 — 1575 — 14956

DESRABRCIOY  ALCaLINA
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TasLa

L. Eureka L. Real N. Salustiana

L. Primofiore

Corteza

Flavonas

Diosmiina

Diosmetina-Glucésido

Diosmetina-7-Ramnoglucésido Apigenina-Glucésido

Diosmetina-7-Ramnoglucéside Luteolina-7-Ramnoglucésido

Luteolina-7-Glucésido

Apigenina-7-Rutinésido

L uteolina-Glucésido Tetrametoxifisvona

Diosmetina-6, C-glucosil

Xilosil-Vitexina

Vitesina-Heptametoxiflavona

Apigenina, 6, 8, diC-glucosil

Tangeretina

Nobiletina

Sinenselina

Limocitrina-Glucésido

Limocitrina-Glucésido

Flavonoles

Isorhamnetina-Glucésido
Quercetina-Glucésido

Hesperidina Hesperidina Hesperidina

Hesperidina

Flavanonas

Naringenina-7-Rutinésido

Eridictiol-7-Ramnésido

Isosakuraretina-Rutinésido




Tarra VI

N. Salustiana

Brote L. Fuieka

L. Primofiore

Hoja

, 6,7, 4

5

(

Tetrametoxiflavona

Luteolina-7-0-Turinésido

Luteolina-7-0-Rutinésido

Apigenino-5-Glucosido

Flavonas

3 4')

«
o

Heptametoxiflavona (3, 5, 6, 7, 8,

Apigenina. 6, 8 diC-glucosil

Luteolina7 0-Glucésido

Diosmetina-7-Ramnglucésidé

Luteolina-7-Glucosido

5-OH, 6, 7, 8, 3’ 4’ pectametoxiflavona

Diosmetina, 6 C-glucosil

Diosmiina

Apigenina, 7 glucésido

Diosmetina, 7 Ramnoglucésido Vitexina

Tangeretina

Xilosil-vitexina

Nobiletina

Crioseriol-7-Glucésido

Sinensetina

Isorhamnetina-3-0-Rutinésido

Flavonoles

Hesperidina Hesperidina

Hesperidina

Flavononas
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Tasra VII

Flor

L. Eureka

Flavonas

Flavonoles

Plavanonas

Luteolina-7-Ramnésido
Diosmetina 7-Rutinésido
Diosmetina 6, C, Glucosil
Diosmetina 6, 8, diC-Gluccsil
Xilosil-Vitexina

Limocitrina-Glucésido
" Isorhamnetina-Glucésido
Quercetina-Glucésido

Hesperidina
Eriocitrina

TasrLa VIII

Zumo

N. Salustiana

Vitexina
Tangeretina
Nobiletina
Sinwasetina

”Hespetidinn
Naripgenina
Isosakuranetina-7-Rutinésido

w

En cuanto al anélisis cuantitativo, tradicionalmente se viéne rea-
lizando la evaluacién global de flavonoides mediante referencia al
<omponente previsiblemente mayoritario. Es evidente que asi pue-
den cometerse errores, a menudo considerables, en efecto, si reali-
zamos una determinacién en una muestra compleja y referimos su
contenido en flavonoides totales a hesperidina, como es muy usual,
leyendo en una longitud de onda cercana a su méximo de absorcién,

£staremos determinando principalmente el contenido en hesperidina

mientras que el de otros flavonoides que presentan absorcién, aunigue
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menos intensa, en esa zona del espectro, lo conoceremos solo par-
cialmente (55), (56), (57).

Queda claro, pues, que la determinacion de flavonoides totales
no da informacion sobre la proporcion relativa de cada uno de los
grupos presentes en la muestra. Ello constituye un gran obsticulo,
sobre todo si lo que interesa es conocer la evolucion en la planta de
cada grupo o compuesto en particular, maxime cuando cada vez exis-
te mayor evidencia de la transformacién de unos en otros a lo largo
del ciclo vegetativo (58). Asi se sabe que la dihidroquercetina se
transforma en quercetina (59), el dihidrokaempferol en kaempferol
vy quercetina (60), la naringenina en vitexina y luteolina (61) (fig. 7).

DIOSHETING RESPEREVINA
IWATME, CaRPENR)

L)
LTI ] I BROOUERCETINA
FEnisenace -

e VNN
[nstenst)
Fig. 7
(85) Ferneres, F. (1976). Tesis doctoral. Universidad Auténoma de Madrid.
(50) Tomis, F., Careexa, O, y Aprisguera, C. (1966). «Anal, Brom.s,
XVIii, 868
(87) Romojaro, F. (1972). Tesis doctoral. Universidad de Murcia.
(B8) Marax, J. J. y Carrexa, O. (1976). «fth International Coll. on the Comn-
trol of Plant Nutrition». Gante, vol. 1, 402411
(59) Parscukr, L. v Grisesaca, H. (1968). «Phytochem.s, 10, 833,
(00) Parscuke, L., Banz, W. y Guisesacn, H. (1066). «Ztsch. Naturf.», 21
(1), 4547,
(61) Wantace, |. W, y Grisesacn, H. (1978). «Biochem. Biophys. Actas, 304,
89741
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Tasra IX

1. —Anailisis comparativo de resultados,

Concentraciones esperadas Concentraciones encontradas
(ppm) (ppm)
Narin. Narin.
Querc. - Total Querc. -+ Total
Hesper. Hesper.
10 0 10 9.62 0.01 9.63
10 2.5 12.5 9.42 - 2.30 11.72
10 b 15 9.91 4.99 14.90
10 7.5 17.5 9.87 7.43 17.30
10 10 20 9.51 10.67 20.18
10 12.5 22.5 9.54 13.73 28.26
10 16 25 9.12 16.81 25.46
10 17.5 27.5 9.77 18.76 27.53
D =
Concentraciones esperadas Concentraciones encontradas
(ppm) (ppm)
Querc.  Narin. Apig. . Total _Querc, - Narin.  Apig. Totak
1.66  1.66 1,66 5 149 172 179 500
3.33 3.33 3.33 10 3.27 3.69 3.50 10.36
5 5 5 15 65.13 65.60 4.80 16 48
6.66 6.66 6.66 20 7.29 6.76 6.45 20 40
8.38 8.33 8.33 25 8.86 8.03 8.19 25.08
10 10 10 30 11.26 9.82 9.569 30 66
11,66 11.66 11.66 35 12 88 11.20 11.14 '5.22
Querc.: Quercetina Lebreton (1967), limite de sensibilidad == 10 ppm.
Narin. : Naringenina Método propuesto por nosotros, limite de sensibili-
Apig. : Apigenina dad = 1.66 ppm.
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Nos parecio, pues, muy conveniente, la consecuciéon de un mé-
todo que, simultineamente, pudiera determinar el contenido total, y
el correspondiente a cada uno de los tipos o familias de flavonoides
existentes.

Recientemente (62), hemos puesto a punto el analisis de mezclas
binarias y ternarias de flavonoides, del mismo o distinto grupo, uti-
lizando los datos proporcionados por las lecturas a diversas longitu-
des de onda (tantas como grupos intervinieron), correspondientes a
los maximos de absorcion. Los datos experimentales fueron sumi-
nistrados en lenguaje APL a un ordenador IBM. Y a partir de él
se obtuvieron las ecuaciones de regresion respectivas. Los limites de
sensibilidad y error se ha conseguido reducirlos considerablemente
(tabla IX). )

Situacién actual. Hasta aqui cuanto hemos realizado en este inte-
resante tema, pero no quiero terminar este resumen de nuestro tra-
bajo en el sugestivo campo de los flavonoides, sin darles cuenta de
las lineas en que ahora estamos mas preferencialmente ocupados:

a) En el analisis cuantitativo, estamos tratando de generalizar
el método ya descrito a otros grupos de flavonoides. Y la verdad es
que los resultados recientisimos son sumamente esperanzadores.

b) Respecto de las posibilidades que estos productos ofrecen en
la quimiotaxonomia, hemos emprendido un amplio muestreo sobre
variedades de naranja y limén y otras plantas no citricas (tabla X).

Tasra X

UTILIZACION TAXONOMICA

Conrezs. —

.. Primorionx = Luteoline-7 glucédsido
L. FumEexa Xiloxil-vitexina

I.. Rear = Vitexina

N. Satustiwa = Tangeretina

i

1]

"(-)A -

L. PriMortonx = Ausencia hesperidina
L. Eurexa == Xiloxil-vitexina
N. Sarosriana = Nobiletina

¢) La circunstancia, ya sefialada, de la ausencia de hesperidina
en la hoja de Primofiore, nos alenté a profundizar en ello, encon-

(82) Revicea, E. (1977). Tesina Licenciatura. Universidad Auténoma de Madrid.
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trando una relacion diosmetina-hesperidina que hace pensar en la
<evolucion de la primera conforme avanza la edad de la hoja. Este
puede ser un punto de partida prometedor para esclarecer tanto la
evolucion como la transformacion de la dotacion flavonoidea durante
-l ciclo vegetativo. Asunto hoy en litigio.

d) El grupo de Murcia acaba de comunicar un nuevo flavonoide,
no descrito (63), identificado en Sideritie leucantha y comprobada su
estructura por nuestra metodologia, por RMN y por espectrometria
de masas, y el grupo de Madrid acaba de detectar una posible nueva
flavanona en la hoja del albaricoquero (64) (fig. 8).

O

FLAVANONA PROBAR'F
ALBARICOOUE
Fig. 8.

e) Finalmente, en el tema fascinante de la biosintesis de flavo-
noides, que ocupa la atencion de numerosos investigadores, nosotros
hemos planteado el problema con una dptica diferente: Consiste en
aunar en una investigacion conjunta las que de manera separada se
realizan por nutrélogos minerales y por bioquimicos. Mientras que
los primeros han detectado, por ejemplo, la influencia del status nu-
tritivo de la planta sobre la acumulacién o deficiencia de flavonoides,

SIDERITIS

Fig. 9.

sin controlar las reacciones enzimaticas que tienen lugar; los bio-
quimicos, por el contrario, han hecho aportaciones esclarecedoras
acerca de los enzimas especificos de la biosintesis, pero, desgracia-
(83) Towmis, F., Ferreres, F. y Guirapo, A. (1977). «Phytochems. En prensa.
(64) Sanz, J. L. (1978). Tesina Licenciatura. Universidad Auténoma de Madrid.
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damente, a menudo contradictorias, por no haber parado mientes:
en el control nutritivo de la planta. Nosotros, concretamente, hemos
abordado conjuntamente el problema controlando simultineamente
nutricion, niveles enzimaticos, muy especialmente de la PAL, canti-
dad y evolucién de la dotacion flavonoidea. Todo ello en plantas de
tomate, cebada y perejil. En esta primera parte venimos observando
las fluctuaciones tanto en régimen de normalidad nutritiva como de
deficiencia y toxicidad de boro.

Espero que préximamente podamos tener el honor de volver a
esta tribuna para dar cuenta de varias comunicaciones sobre los as-
pectos que acabo de seiialar.
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