
Química de los Flavonoides 



Introducción 

• Pigmentos naturales con una estructura 
carbonada C3-C6-C3 o mas, específicamente 
con un grupo fenilbenzopirano, dependiendo 
de la unión del grupo aromático con el núcleo 
benzopirano (cromano) serán, flavonoides  2-
fenilbenzopirano, isoflavonoides 3-
benzopirano, neoflavonoides 4-benzopirano 

 



Botánica 



Isoflavonas 

• Distribución: Las Isoflavonas se hayan 
presentes mayoritariamente en la familia de 
las leguminosas (Fabaceae) , preferentemente 
en la subfamilia papilionideae, existen grandes 
revisiones de investigaciones sobre la 
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 raíces o rizomas  
(mecanismo de fijacion de Nitrogeno) 



Química 



Isoflavonas  

• Características químicas resaltantes: Las 
isoflavonas difieren de sus respectivos 
flavonoides por la migración de un anillo 
aromático de C2 a C3. Mayores cambios en la 
estructura dependerán de su Hidroxilacion, 
metoxilacion, o metilendioxisustitucion, 
prenilacion y Glicosilacion. 



Isoflavonas 



Biosíntesis 



Biosíntesis 

Las Isoflavonas proceden de la ruta de 
los Fenilpropanoides, pero el paso 
crucial para convertirse en Isoflavonas 
esta en la conversión de la respectiva 
flavanona en una Isoflavona, la enzima 
que realiza este proceso es la 2-
hidroxiisoflavanona sintetasa (2HIS) 
luego se produce una dehidratación 
mediante la 2-hidroxiisoflavona 
dehidrasa convirtiéndola en una 
Isoflavona( todas estas enzimas ya han 
sido caracterizadas convenientemente) 



Biosíntesis 

• Regulación:  
• La vía del ácido shikímico es dependiente de la luz. 
• La acción de la fenilalanina amonioliasa, que inicia la vía biosintética de los 

flavonoides, es fundamental para la vida de las plantas y por ello está 
estrictamente regulada. Entre otros factores, la fenilalanina amonioliasa 
es activada por la luz, y depende además de la concentración 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 hídrico"), infecciones 
fúngicas o bacterianas, radiaciones UV, y el frío (por esto último las plantas 
sometidas a bajas temperaturas suelen presentar coloraciones rojizas en 
tallos y hojas, y cuando los inviernos son muy fríos, las flores desarrollan 
colores muy intensos en la primavera siguiente). 

• Hay isozimas dedicadas a la producción de flavonoides diferentes en 
respuesta a señales ambientales diferentes 
 





Fitoquímica 



OBTENCION DEL 
MATERIAL 

SECUENCIA DE 
 INVESTIGACION 

- Colectar planta completa,  

   flor y fruto. 
- Por duplicado. 
- Anotar nombre vernáculo  
   y científico. 
- Hábitat, tamaño, aspecto y  
  color de los órganos  
  recogidos 
- Clima, altitud, abundancia 
   o escasez de la especie. 
- Una foto.  

IDENTIFICACION 

- Por un botánico de  
  experiencia 
- Buen manejo de literatura 
- Guardar muestra  
  herborizada 

DESECACION 

- Para eliminar H2O y  
   evitar alteración. 
- Hacerle gradualmente-- 
  cambios de lugares. 
- Aire libre, en el sol 
 sobre papel que se cambia 
 diariamente. 
- Estufa: temperatura  

 controlada+ aire forzado 



Obtención del 
material vegetal 

Desecación y 
conservación 

(estabilización) 

Identificación 
taxonómica  y 

sus partes 

Tamizaje 
fitoquimico 

Extraccion P. 
activos 

Aislamiento y 
caracterización 

del P. A 

Formulación 

PROCESO DE INVESTIGACION FITOQUIMICA 



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 biológica, 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 purificación 
podemos utilizar cartuchos de SPE C1; 
eluyendo el extracto en el cartucho y luego 
pasando a través del mismo MeOH con 
pequeñas concentraciones de Acido acético. 

 



Aislamiento 

• Partiendo de una muestra vegetal:  La 
utilización de Material Seco, podría hacer 
decrecer la presencia de Isoflavonas, de 
preferencia utilizar material fresco. 
Flavonoides altamente acilados suelen ser 
lábiles a temperaturas muy altas y 
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 etílico, 
acetato de etilo. (aunque se encuentra raramente bajo 
la forma de agliconas) 

• Normalmente la extracción 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 extracción con 
mezclas de MeOH: H2O, la eficiencia de la extracción 
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 glucósidos del 
esqueleto de los flavonoides, para esto se 
propone una hidrolizar acida. 

 



Aislamiento 

Sistemas Cromatográficos para la extracción: 
existen varios sistemas para la extracción de las 
Isoflavonas mediante columnas 
Cromatográficas. 

Fases estacionarias: Poliamida, Sephadex LH20, 
C18 RP 

Fases Móviles: Migración y mixturas de 
compuestos Polares a Hidrófobicos 



 Solventes de  
desarrollo 

Serie  
eluotropa 

  El poder eluyente  
aumenta con la  

Polaridad del  
disolvente 

-Hexano 
-Tetracloruro de carbono 
-Benceno 
-Diclorometano 
-Cloroformo 
-Eter dietilico  
-Acetato de etilo 
-Acetona 
-Isopropanol 
-Etanol 
-Metanol 
-Agua 

Aumenta  
el poder  
eluyente 

Polaridad 
creciente 



Extracción de 
Flavonoides 

Maceración lixiviación 

Filtración  

Separación por resina 
AMBERLITE XAD2 

Recuperar en MeOH 

Rotaevaporar a 40C 

Disolver en Agua 

Aglicona 

Someter a Hidrólisis acida a 
60C 

Glicosidos 

Extraer en BuOH y 
redisolver en MeOH 



Caracterización 

• Son moléculas difíciles de caracterizar, 
normalmente se determinan bajo el brillo en 
presencia de fluorescencia, de color azul 
intenso, que cambia a Marrón intenso en 
presencia de vapores de amoniaco.  



Características espectrales 
de las Isoflavonas 

 



Espectroscopia UV 

La banda II de absorción de las Isoflavonas 
normalmente ocurre en la región de 245-270 nm y 
generalmente no es afectada por el incremento de 
la Hidroxilacion del anillo B,  pero si es desplazada 
bato crómicamente por Hidroxilacion del anillo A 
 
Características de las espectroscópicas: 
• Isoflavonas Polioxigenadas, que tengan la banda II de 

absorción, entre 265 y 270 generalmente son trioxigenadas 
en el anillo A. 

• La metilación o Glicosilacion de 7 o 4’-OH tiene un pequeño o 
muy pequeño efecto sobre el espectro UV, Mientras que una 
sustitución  en el 5-OH  causa un ligero desplazamiento 
Hipsocromico. 

 



Espectroscopia uv 

Reactivos de Desplazamiento 







Técnicas Espectrométricas 

• Los tipos de análisis mas importantes para el 
trabajo con flavonoides, son los relacionados 
con la Espectrometría de MS, MS/MS y la 
RMN 1H y RMN 13C. 

• El trabajo con IR no ayuda en gran manera, 
debido a la cantidad de señales iguales, que se 
solaparían. 



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: la 

separación se basa en la distinta relación m/z de los iones. 

Espectrometría de masas 



ESPECTRÓMETRO DE MASAS 

Componentes del instrumento 

Introducción de 

la muestra 

Fuente de 

ionización 

Separador de 

masas 

Detector 

iónico 

Procesador 

de señal 

Registrador 

El acoplamiento entre CG y 

HPLC con EM se analizará más 

adelante 



 Ionización por impacto electrónico 

 Ionización química 

 Fuente de bombardeo con átomos rápidos 

 Desorción con láser 

 Ionización a presión atmosférica: 

 - Electronebulización asistida con un gas: electrospray 

     - Ionización química a presión atmosférica 

     - Fotoionización a presión atmosférica 

Fuentes de ionización 

HPLC 



Ionización por impacto electrónico 

placa de repulsión 

placas focalizadoras 

haz de electrones (70 eV) 

moléculas neutras moléculas neutras 

placas aceleradoras 

(4000 V) 

 

filamento de W 

iones 

M + e       M.+ + 2e 

ion molecular 



Fragmentación del ion molecular  

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

Fragmentación del 

ion molecular 

ABCD.+ +  ABCD     (ABCD)2.
+        BCD. + ABCDA+ 

Colisión seguida de 

fragmentación 

ABCD.+    ADBC.+ 
BC. + AD+ 

AD. + BC+ 

Reordenamiento seguido de 

fragmentación 

ABCD + e     ABCD.+ + 2 e 

ABCD.+             A+ + BCD. 

         A. + BCD+        BC+ + D 

        CD. + AB+   

                                AB. + CD+ 

B + A+ 

A + B+ 
D + C+ 

C + D+ 



Ionización química 

CH4
+ + CH4        CH5

+ + CH3 

CH3
+ + CH4        C2H5

+ + H2 

CH5
+ + MH         MH2

+ + CH4 

C2H5
+ + MH        M+ + C2H6 

CH4 + e (alta energía)               CH4
+  y CH3

+ 

Gas reactivo             metano, isobutano, amoníaco (cámara de 

ionización de “alta” presión a 10 torr) 

Transferencia protónica entre molécula reactiva y analito 



 Espectrómetro de masas de sector magnético 

 Espectrómetro de masas de cuadrupolo 

 Espectrómetro de masas de tiempo de vuelo 

 Espectrómetro de masas de trampa iónica 

Separador de masas 



Espectrómetro de masas de sector magnético 



¿cómo se separan los iones de distinta masa? 

m : masa 

 v : velocidad de la partícula 

m : masa 

 z : carga 

V : diferencia de potencial 

FM = Bzv 

FC = mv2/r 

mv2/r = Bzv 

v = Bzr/m  

FM : fuerza centrípeta 

FC : fuerza centrífuga 

 B : campo magnético 

  r : radio de curvatura 

Bzr/m = (2zV/m)½           

m/z = B2r2/2V 

Ecinética = ½ mv2 = zV 

             v = (2zV/m)½ 



Espectrómetro de masas de cuadrupolo 

Ø = 6 mm 



Espectrómetro de masas de cuadrupolo 
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Relación de voltajes durante un barrido de masa con un 

analizador cuadrupolo 



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

pulsos de 300 V, 3.000-20.000 veces/s 



Espectrómetro de masas de trampa iónica 

electrodo anular 

central 
tapa tapa 

Vrf 



Esquema detector de trampa iónica (ITP) 



Espectros de masas 

Energía de ionización de la molécula 

Grupos funcionales de la molécula 

Método de ionización 

Presión y temperatura de trabajo 

Diseño instrumental 

Dependen de: 



Espectros de masas obtenidos por impacto electrónico 

En este ejemplo el pico 

base se forma por pérdida 

de CH3 

Etilbenceno 
pico base 

ion molecular (ion “parent”) 

M+ → fragmento de 

mayor masa 

molécula con número par de N → M+ con masa par 

molécula con número impar de N→ M+ con masa impar 

4 H → M-4              F → M-19 

CH3→ M-15          HF → M-20 

NH3 → M-17      C2H2 → M-26 

H2O → M-18 

Átomos y grupos 

frecuentemente 

desplazados 


