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FLAVONOIDES DEL EXTRACTO ISOPROPANOL-AGUA DE TIBOUCHINA CILIARIS

(MELASTOMATACEAE)

RESUMEN

Los compuestos: Quercetina-3’-O-Ramnosido (compuesto 2) y Kaempferol-7-O-
p-cumaroil han sido aislados de las hojas secas de Tibouchina ciliaris, junto con
otros compuestos como Kaempferol (compuesto 1) y Acido elégico, sus
estructuras fueron elucidadas por andlisis de RMN, HPLC-DAD y MS, y por
comparacion con datos bibliograficos.

El Kaempferol presentd una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 512
pug/mL contra Escherichia coli.

PALABRAS CLAVES: Flavonoides, Tibouchia, ciliaris.

ABSTRACT

Compounds; Quercetin-3’-O-rhamnoside (compound 2), Kaempfero-7-O-p-
cumaroil have been isolated from the dry leafs of Tibouchina ciliaris, joined
other compounds like: Kaempferol (compound 1) and Ellagic Acid, their
structures were elucidated by RMM, HPLC-DAD , and MS analysis, and by
comparison with bibliographic data.

Kaempferol showed a MIC (Minimum Inhibitory Concentration) of 512 ug/mL
against Escherichia coli.
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1. INTRODUCCION

Estudios ya realizados en el género Tibouchina han
mostrado que es rico en taninos hidrolizables
oligoméricos, flavonoides y compuestos de tipo fendlico
[1]. El presente trabajo reporta dos nuevos flavonoides
aislados de las hojas de la especie Tibouchina ciliaris
(Vent.) Cogn. y su potencial actividad antimicrobiana
contra una de las bacterias que afectan mas la industria
avicola.

Por combinacion de cromatografias en Diaion HP-20,
Toyopearl HW 40C y MCI-Gel del extracto en
isopropanol-agua (65:35) se aislaron kaempferol (1),
acido elagico y los dos nuevos flavonoides 7-O-p-
cumaroil  kaempferol (2) y 3’-O-ramnopiranosil
quercetina (3) y se evalud la actividad antibacterial,
concentracion minima inhibitoria (MIC) por el método de
microplaca de 96 pozos [2,3].

Los flavonoides

ALEJANDRA COLORADO
Tecnologa Quimica
coloradoaleja@hotmail.com

DIANA CAROLINA MAYA
Tecndloga Quimica
dianamaya4@hotmail.com
SILVIA DIAZ
GAMBA

Tecnologa Quimica

sjdg07 @hotmail.com

JULIANA

JOSE HIPOLITO ISAZA M.
Profesor Titular
jhisaza@gmail.com

LEIDY JOHANA TAPIAS |
johatapias@gmail.com

LUZ ANGELA VELOZA
Profesor Asociado
Iveloza@utp.edu.co

LUZ STELLA RAMIREZ A
Profesor Asociado
luramire@utp.edu.co

Grupo Polifenoles UTP-CENIVAM
Escuela de Quimica

Universidad Tecnologica de Pereira

OH

considerable  atencién
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especialmente por su importancia biol6gica y fisioldgica.
Son uno de los mas grandes grupos de metabolitos
secundarios, influyen en la salud humana y animal por su
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papel en la dieta, el cual es atribuido a sus propiedades
antioxidantes o0 a su accion estrogénica y hasta un amplio
rango de actividades antimicrobianas y farmacolégicas.
Diferentes enzimas implicadas en la sefializacion
intracelular pueden ser afectadas por flavonoides.[4]

2. SECCION EXPERIMENTAL

2.1. Material Vegetal

Tibouchina ciliaris (Vent.) Cogn (T.c), fue colectada por
José H. Isaza M. en la via Armenia, vereda Laguneta e
identificada por el Dr. Frank Almeda de la Academia de
Ciencias de California. Las hojas se secaron al ambiente
y se molieron en un molino de cuchillas

2.2. Métodos instrumentales generales

Para el monitoreo por HPLC-DAD se empled un HPLC
System 2000 plus (Jasco), equipado con bomba de
gradiente cuaternario (PU-2089 Plus), automuestreador
inteligente (AS-2059 Plus), horno para columna (CO-
2065 Plus), detector inteligente de arreglo de diodos
(MD-2015 Plus), y LC Net II/ADC controlado por
software EZChrom Elite. Columna Ultra-aqueous C18 de
3 1 m (150x3.2mm, RESTEK), eluido en un gradiente

binario compuesto por A (HsPO, 0.05%) y B
(acetonitrilo), iniciando con 15% de B durante 5 minutos,
se aumenta linealmente la concentracion de B hasta 37%,
esta concentracion se mantuvo por 3 minutos en un
tiempo total de 60 minutos.

Los espectros de RMN *H, *C y *H-'H COSY, HMQC y
HMBC se midieron en espectrometro Bruker avance 400
en DMSO-ds. Los espectros de masas se midieron por
insercion directa (DI 2010) en un sistema GC-MS QP-
2010 Shimadzu equipado con autoinyector AOC-20i /
automuestreador con inyeccion AOC-20s Split/splitless,
modo de ionizacion EI/PCI/NCI, controlado por software
GCMSolution. Las pruebas con reactivos para
desplazamiento ultravioleta con MeONa, AICI;, AcONa,
se realizaron en espectrofotometro Pharmaspec 1700
Shimadzu.

2.4. Proceso de aislamiento

La fase acuosa del extracto i-PrOH-Agua (65:35) de
Tibouchina ciliaris inicialmente se fracciond por una
columna empacada con DIAION HP 20 (5 cm I.D x 30
cm largo) obteniendo un total de 8 fracciones de las
cuales se fracciond la nimero 4 por sus resultados
espectrofotométricos y analisis por HPLC-DAD. Este
fraccionamiento se realiz6 sobre una columna empacada
con TOYOPEARL HW 40 (2,5 cm 1.D x 20 cm largo) y
se obtuvieron 49 fracciones, de las cuales la mas
promisoria y de mayor rendimiento fue la nimero 27, que
se fracciond sobre una columna empacada con MCI-TGel
(1,8 cm 1.D x 32 cm largo), obteniendo 9 fracciones, de
las cuales se identificd la nimero 5 como el &cido elagico
por su anéalisis por HPLC-DAD y comparacion de su
tiempo de retencion y espectro UV con un estandar
Sigma.
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De la primera separacion realizada, se tomé la fraccion
nimero 6 y se pasé por una columna empacada con
MCI-Gel (1,8 cm I.D x 16 cm largo), obteniendo 8
fracciones, de las cuales se separa nuevamente la nimero
7 sobre una columna empacada con Silica gel (1,5 cm 1.D
x 30 cm largo), de las cuales se identificé la nimero 10
(2.4 mg) como 7-O-p-cumaroil Kaempferol (1).

Finalmente, también se tomé la fraccion nimero 5 de la
primera separacion y se fracciond sobre una columna
empacada con ODS (1,1 cm I.D x 5 cm largo),
obteniendo 8 fracciones, de las cueles se identificaron la
namero 4 (1.9 mg) y la nimero 5 como quercetina-3’-O-
ramnosido y Kaempferol respectivamente.

A estos dos Ultimos compuestos se les realizd pruebas
antimicrobianas en microplaca de 96 pozos contra
Escherichia coli, encontrando que el Unico compuesto
que presentd inhibicion fue el Kaempferol (1), con una
MIC de 512 pg/mL.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El espectro ultravioleta del compuesto 2 muestra dos
bandas similares a las de los flavonoides a 265 nm banda
Il 'y una a 312 nm con forma parecida a la del acido p-
cumarico, superpuesta sobre la banda | del flavonoide; la
cual solo se evidencid, al adicionar MeONa, por el
desplazamiento batocrémico hasta 363.5 nm, indicando
la hidroxilacién sobre C-4°, caracteristica del tipo
kaempferol. El espectro de masas mostro el pico del i6n
molecular [M]" a m/z 432 (11%) y dos rutas de
fragmentacion complementarias (Figura 1) que producen
los iones fragmento [M-CysHQg]" a m/z 147 (pico base),
el cual evidencia el sustituyente p-cumaroilo; mientras el
ion fragmento [M-CgHgO,]" a m/z 286 (70%), confirma
la aglicona con estructura tipo kaempferol. Las sefiales de
los grupos hidroxilo observadas en el espectro de ‘H-
RMN a & 1259 5-OH, a 6 9.66 3-OH y a &10.17
confirman la sustitucion cumaroilo sobre C-7. El
hidroxilo del grupo p-cumaroilo se observé a & 11.97
ppm. De esta manera, el compuesto 2 fue identificado
como 7-O-p-cumaroil kaempferol y al maximo de
nuestro conocimiento, este es el primer reporte para esta
sustancia.

La sustancia 3 mostr6 las dos bandas caracteristicas de
flavonoides en espectro UV, banda Il a 258, 266.6 sh y
banda | a 366.5 nm en MeOH. El desplazamiento
batocromico de 66 nm de la banda | al adicionar AIClI;
indica hidroxilacion en 3,5 y posible orto hidroxilacion
del anillo B; pero, al adicionar HCI, no hubo regresién
alguna, haciendo dudosa la hidroxilacion en C-3,
aparentando una aglicona de tipo Kaempferol. Sin
embargo, el espectro de resonancia mostré un anillo B
con patrén de sustitucion tipo quercetina con las sefiales
correspondientes a H-5'a & 6.88 ppm d (J 8.4 Hz), H-6" a
8 7.54 ppm dd (J 8.4, 2.4 Hz) y H-2'a 6 7.67 ppm d (J
2.4 Hz). Esto fue confirmado por el espectro de masas
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mostrando el pico del ion molecular [M]* m/z 448 (22%)
correspondiente a la formula molecular C,;Hx01; vy el
ion fragmento [M-CgH1004]" a m/z 302 (57%), producido
por la pérdida del residuo rhamnosa de la posicién 3'.
Las sefiales restantes de H-6 y H-8 se observaron a 6 6.19
ppm d d (J 20 Hz), y a 6 6.41 ppm d (J 2.0 Hz),
respectivamente. El protén anomérico de la rhamnosa se
observé a 6 5.07 ppm d (J 8.0 Hz). Las sefiales de este
compuesto difieren de su isémero quercetin 3-O-
ramnosido (4) [6], por lo cual el compuesto 3 se
identifico como un nuevo flavonoide correspondiente a
3°-0-B-D-ramnopiranosil quercetina.
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Figura 1. Patron de fragmentacion en el espectro de
masas del compuesto 2.



