Quimica de los Flavonoides



Introduccion

 Pigmentos naturales con wuna estructura
carbonada C3-C6-C3 o mas, especificamente
con un grupo fenilbenzopirano, dependiendo
de la union del grupo aromatico con el nucleo
benzopirano (cromano) seran, flavonoides 2-
fenilbenzopirano, isoflavonoides 3-
benzopirano, neoflavonoides 4-benzopirano



Botanica




Isoflavonas

* Distribucion: Las Isoflavonas se hayan
presentes mayoritariamente en la familia de
las leguminosas (Fabaceae) , preferentemente
en la subfamilia papilionideae, existen grandes
revisiones de investigaciones sobre Ia
presencia de Isoflavonas en esta subfamilia
como la de Veitch (2007, 2009). Se encuentran
presentes en los frutos de esta familia
(Legumbre) y en las raices o rizomas
(mecanismo de fijacion de Nitrogeno)






|Isoflavonas

e Caracteristicas quimicas resaltantes: Las
isoflavonas difieren de sus respectivos
flavonoides por la migracion de un anillo
aromatico de C2 a C3. Mayores cambios en la
estructura dependeran de su Hidroxilacion,
metoxilacion, 0 metilendioxisustitucion,
prenilacion y Glicosilacion.



A Isoflavone aglycones

Substituents

Preferrugone

soriavone giycosiaes

Glycosidation
Acylconjugation

a) Genistein-7-O-(6""-acetyl) glucoside
b) Genistein-7-O-(6""-malonyl) glucoside




Sintesis de flavonoides

OH
v
o!©/

— Flavonoides

I
OH O
(S)-flavonona




OH O

Naringeninchalcone Isoliquiritigenin

l CHI CHI
> OH

: OH P
o) o., Or HO -~ O @
\E;[’r/[ Flavanones
OH O o}

Naringenin Liquiritigenin

l 2HIS/HID ("IFS")

HO 0 HO Ro)
7 2 7 2
©/ ' \j Isoflavones
T ) ‘@
OH O oH o} P

“OH
Genistein Daidzein

IF7GT, IFTMaT

Daidzein 7-O-(6""-malonyl) glucoside
Genistein 7-0(6""-malon i




Biosintesis

Regulacion:
La via del acido shikimico es dependiente de la luz.

La accion de la fenilalanina amonioliasa, que inicia la via biosintética de los
flavonoides, es fundamental para la vida de las plantas y por ello esta
estrictamente regulada. Entre otros factores, la fenilalanina amonioliasa
es activada por la luz, y depende ademas de la concentracion de
diferentes hormonas vegetales. La actividad de la fenilalanina amonioliasa
suele aumentar cuando a los vegetales se les somete a situaciones de
estrés, como puede ser la falta de agua ("estrés hidrico"), infecciones
fungicas o bacterianas, radiaciones UV, y el frio (por esto ultimo las plantas
sometidas a bajas temperaturas suelen presentar coloraciones rojizas en
tallos y hojas, y cuando los inviernos son muy frios, las flores desarrollan
colores muy intensos en la primavera siguiente).

Hay isozimas dedicadas a la produccion de flavonoides diferentes en
respuesta a sefales ambientales diferentes
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Figure 3.1 Schematic of the flavonoid pathway showing the enzymatic steps leading to the
major classes of end products, flavonols, anthocyanins, proanthocyanidins, phlobaphenes,
aurones, flavones, and isoflavonoids, which are identified with boxes. Names of the major
classes of intermediates are given, with names of specific compounds in italics. Enzymes
are indicated with standard abbreviations in bold; names of cytochrome P450
monooxygenases that may function as membrane anchors for other flavonoid enzymes are
underlined. Abbreviations: ACTs, acetyl transferases; ANR, anthocyanidin reductase;
ANS, anthocyanidin synthase (also known as leucoanthocyanidin dioxygenase); C4H,
cinnamate-4-hydroxylase; CHI, chalcone isomerase; CHR, chalcone reductase; CHS,
chalcone synthase; 4CL, 4-coumaroy!:CoA-ligase; DFR, dihydroflavonol 4-reductase;
DMID, 7,2"-dihydroxy, 4"-methoxyisoflavanol dehydratase; F3H, flavanone 3-hydroxylase;
FNSI and FNSII, flavone synthase I and II; F3'H and F3'5°H, flavonoid 3" and 3°5°
hydroxylase; IOMT, isoflavone O-methyltransferase; IFR, isoflavone reductase; 12 'H,
isoflavone 2'-hydroxylase; IFS, isoflavone synthase; LAR, leucoanthocyanidin reductase;
OMTs, O-methyltransferase; PAL, phenylalanine ammonia-lyase: GTs, glucosyl
transferases; VR, vestitone reductase.
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OBTENCION DEL
MATERIAL

- Colectar planta completa,
flor y fruto.

- Por duplicado.

- Anotar nombre vernaculo
y cientifico.

- Habitat, tamano, aspecto y
color de los érganos
recogidos

- Clima, altitud, abundancia
0 escasez de la especie.

- Una foto.

SECUENCIA DE

INVESTIGACION

l

IDENTIFICACION

- Por un botanico de
experiencia

- Buen manejo de literatura

- Guardar muestra
herborizada
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DESECACION

- Para eliminar H20 y
evitar alteracion.

- Hacerle gradualmente--
cambios de lugares.

- Aire libre, en el sol

sobre papel que se cambia

diariamente.

- Estufa: temperatura

controlada+ aire forzado
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Aislamiento

* Existen muchas vias de aislar y separar una
isoflavonas, lo mas importante es reconocer el
material del cual se esta extrayendo (material
vegetal, muestra bioldgica, Alimento), la
presencia de carbohidratos y compuestos
lipofilicos, afectara el desarrollo del metodo.



Aislamiento

 SPE: (Solid Phase Extraction): Para poder
evitar la mayor cantidad de interrupciones en
la matriz, como medio de purificacion
podemos utilizar cartuchos de SPE C1;
eluyendo el extracto en el cartucho y luego
pasando a través del mismo MeOH con
pequenas concentraciones de Acido acético.



Aislamiento

 Partiendo de una muestra vegetal: La
utilizacion de Material Seco, podria hacer
decrecer l|la presencia de Isoflavonas, de
preferencia utilizar material fresco.
Flavonoides altamente acilados suelen ser
labiles a temperaturas muy altas vy
frecuentemente son degradados durante el
proceso de secado.



Aislamiento

* Si estamos buscando agliconas en el material vegetal,
podemos realizar un lavado con solventes no polares
como el caso de cloruro de Metileno, éter di etilico,

acetato de etilo. (aunque se encuentra raramente bajo
la forma de agliconas)

* Normalmente la extraccion podemos realizarla bajo un
equipo soxhlet a 60 C durante 2 horas y comprobar la
presencia de Agliconas en dicho extracto.

* Luego podemos proceder a realizar una extraccion con
mezclas de MeOH: H20, la eficiencia de la extraccion
puede mejorar con sonificacion del material vegetal



Aislamiento

 Los flavonoides en el material vegetal se
encuentran siempre conjugados con o-glic o c-
glic, raramente se encuentra bajo la forma de
aglicona.

* Para casos practico de aislamiento sera
necesario separar estos glucosidos del
esqueleto de los flavonoides, para esto se
propone una hidrolizar acida.



Aislamiento

Sistemas Cromatograficos para la extraccion:
existen varios sistemas para la extraccion de las

Isoflavonas mediante columnas
Cromatograficas.

Fases estacionarias: Poliamida, Sephadex LH20,
C18 RP

Fases Moviles: Migracion y mixturas de
compuestos Polares a Hidrofobicos
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Caracterizacion

e Son moléculas dificiles de caracterizar,
normalmente se determinan bajo el brillo en
presencia de fluorescencia, de color azul
intenso, que cambia a Marron intenso en
presencia de vapores de amoniaco.



Visible colour
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Table VI-1. Band 11 in the UV spectra of isoflavones differing in their A-ring oxidation pattern

Spectrum
No.

108
113
129

Isoflavone

Daidzein
Genistein
6-Hydroxygenistein

Oxidation pattern Band I1

A-ring B-ring (ot

7 4 249
3.7 4 261
5,6,7 4 270






7-HYDROXYISOFLAVONE

CHROMATOGRAPHIC DATA

Spot Appearance: (UV) invisible

(UV/NH,) fluorescent light
blue

R, Values: 0.90 (TBA), 0.38 (HOAc)
UV SPECTRAL DATA (M, ,,,nm)

MeOH
NaOMe
AlCI,
AlCl,/HCI
NaOAc

242, 299, 305sh
264, 336

243, 299, 305sh
243, 299, 305sh
263, 311sh, 336

NaOAc/H,BO, 252sh, 301

(Proc. I)

MeOH
MeOH + NaOMe




CHROMATOGRAPHIC DATA

Spot Appearance: (UV) deep purple
(UV/NH,) deep purple

R, Values: 0.93 (TBA), 0.33 (HOAc)

UV SPECTRAL DATA (\,,,.nm)

MeOH 259, 303sh, 315sh
NaOMe 274, 329

AlCl, 272, 311, 367
AlCl,/HCI 273, 313sh, 367
NaOAc 273, 327
NaOAc/H,BO, 260, 317sh

(Proc. I)

MeOH
MeOH + NaOMe




Técnicas Espectromeétricas

* Los tipos de analisis mas importantes para el
trabajo con flavonoides, son los relacionados
con la Espectrometria de MS, MS/MS vy la
RMN 1H y RMN 13C.

e El trabajo con IR no ayuda en gran manera,
debido a |la cantidad de sefales iguales, que se
solaparian.




Espectrometria de masas

Es una técnica instrumental sofisticada que separa y detecta
iones en fase gaseosa. Se basa en ionizar moléculas gaseosas
convirtiéndolas en iones (generalmente cationes), que se

separan al ser acelerados por un analizador de masa:



ESPECTROMETRO DE MASAS

Componentes del instrumento
Fuente de Separador de Detector
ionizacion masas ionico
Procesador

de senal

Introduccién de

la muestra

El acoplamiento entre CG y

HPLC con EM se analizara mas
adelante

Registrador




“ lonizacion por impacto electronico
“ lonizacion quimica
“* Fuente de bombardeo con atomos rapidos

+» Desorcion con laser

“ lonizacion a presion atmosférica:

- Electronebulizacion asistida con un gas: electrospray
- lonizacion quimica a presion atmosférica

- Fotoionizacion a presion atmosferica




lonizacion por impacto electronico

S [ se—moléculas neutras

filamento de W

placas aceleradoras ¢
(4000 V)

M+e— M.*+ 2e




Fragmentacion del ion molecular

Molécula hipotética ABCD (A, B, C y D = atomos)

Fragmentacion del
ion molecular

Reordenamiento seguido de
fragmentacion

Colision seguida de
fragmentacion




lonizacion quimica



EspectrOmetro de masas de sector magnético
EspectrOmetro de masas de cuadrupolo
EspectrOmetro de masas de tiempo de vuelo

EspectrOmetro de masas de trampa ionica



Espectrometro de masas de sector magnético
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¢,como se separan los iones de distinta masa?

: masa

E.ietica = Y2 Mv2 = zV : velocidad de la particula
' masa
= v = (2zV/m)* . carga

. diferencia de potencial

. fuerza centripeta
o : fuerza centrifuga
Fc=mvair v =Bzr/m . campo magnético
. radio de curvatura

Fy=Bzv  mv?r=Bzv

Bzr/m = (2zV/m)*



Espectrometro de masas de cuadrupolo

Resonant ion //)f

Detaclor

e
Inlet /75 AN Constant de voltage

from GC u and rf alternaling
capillary (M) voltage
column

Filameant for
Ion source




Espectrometro de masas de cuadrupolo

Separador
cuadrupolo
de masas

lon no resonante
Filamento caliente \
fuente de electrones

Rejilla (0 V) —

lon resonante

/‘
Salidade —

.
la columna
del cromatograto F '7 Voltaje constante
: y voltaje alterno
‘ ¥ de radiofrecuencia
Anodo (+ 70V) Cdmara

de 1onizacion




Relacion de voltajes durante un barrido de masa con un
analizador cuadrupolo




EM de tiempo de vuelo (TOF: time of flight)

Placa Rejillas === pulsos de 300 V, 3.000-20.000 veces/s
repulsora \ aceleradoras
- - Detector

°‘.'. : '
Entrada —= Kooy B N oty %

de muestra _
Tubo de deriva

(sin campo magnético)

| ) :
U ! A la fuente de vacio
Filamento para

la generacion de electrones




Espectrometro de masas de trampa ionica

Electrodo i (
i “Hame
HpoO puerta 99 amento

EFlectrodo
central

Entrada Tapa
de inferior

eluato

Multiplicador Senal
(b) electronico




Entrada de la muestra del GC

Montaje del

Entrada de
electrones
i Z::na de
e R almacenamiento
de iones ’ _ 36 ionos
Electrodo @ Multiplicador
anular s < de
electrones




Espectros de masas



Espectros de masas obtenidos por impacto electronico
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