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NUEVOS GLICOFLAVONOIDES EN LOS BULBOS
DE URGINEA MARITIMA BAK. (%)

por

P. YGARTUA, M. FERNANDEZ, T. ARRUPE y F. A. VEGA

Abstract. The isolation and provisional identification of several flavonol and
dihydroflavonol glycosides of the Squill bulbs are described. By chromatographic
methods, chemical degradations and uv spectrophotometry the following structures
have been obtained: isorhamnetin-C-glycoside-8-O-glycoside, kampferol-C-glycosi-
de-3-O-glycoside, kampferol-di-C-glycoside-3-O-glycoside, quercetin- or isorhamnetin-
-di-C-glucoside-3-O-glycoside, and possibly dihydroquercetin- or dihydroisorhamnetin.
and dihydrokampferol-C-glycosides.

Resumen. Se describe el airlamiento e identificacion provisional de varios C-gli-
césidos de flavonol y dihidrotlavonol en los bulbos de escila, Urginea maritima Back.
Mediante técnicas cromatogrificas, degradaciones quimicas y espectrofotometria uv, se
les ha podido atribuir las siguientes estructuras: 38-O-glucdsidos de isorramnetin-C-
glicdsido, 3-O-glucdsido de isorramnetin-C-glicésido, 3-O-glicssido de kampferol-C-gli-
<6eido, 8-O-glicésido de kampferol-di-C-glucésido, 3-O-glicésido de quercetin- o iso-
rramnetin-di-C-glucésido y posibles O-glicésidos de dihidroquercetin- y dihidrokampfe-
tol-C-glicésidos.

INTRODUCCION

En las investigaciones realizadas en los bulbos de escila (Urginea
maritima Bak.) se han identificado antocianinas (VEca & al., 1972),
glicésidos de flavonol y dihidroflavonol (FernAnDEzZ & al., 1972) poli-
glicosidos acilados de flavonol (FerwAnbez & al., 1976) y C-glicosidos
de flavonol (FERNANDEzZ & al., 1975). Se han detectado, ademés, otros
flavonoides, extraordinariamente solubles en agua, que parecen corres-
ponder a compuestos nuevos no descritos en la bibliografia: posibles
C-glicésidos de flavonol y dihidroflavonol.

(") VII. de Componentes de la escila; VI. «Acylierte Kimpferolpolyglykoside
in den Zwiebeln' von Urginea maritima Baker» — Sci, Pharm., 44 (1976): 307-814.
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Estas estructuras son muy raras en la naturaleza, como lo demuestra
el hecho de que entre los numerosos glicoflavonoides encontrados solo
hay un derivado de dihidroflavonol (Funaoxka & TaANaKaA, 1957 y 1957a),.
cuya estructura no se ha aclarado, y otros dos de flavonol: 6-C-gluco-
piranésido-T-metilkampferol (Funaoka & Tanaxka, 1957 y 1857a) e iso-
rramnetin-7-z-L-ramnopirandsido-3-8-D -glucofuranésido-6-8-D-glucopira-
nésido (BURASHEVA & al., 1975).

En el presente trabajo se describe el aislamiento e identificacion de
este tipo de sustancias en los extractos acuosos de los bulbos de escila.

MATERIAL Y METODOS
Preparacion de los extractos

Las escamas sueltas de bulbos de escila, recogidos en Piedralaves.
(Avila), después de exponerlas a la luz durante 20-30 dias, se extraje-
ron con etanol, y los extractos se fraccionaron como se ha descrito
en otro lugar (FERNANDEz & al., 1974). De 29 kg de escamas frescas
se obtuvieron 650 g de sinistrinas, 97 g de extracto de acetato de etilo
y 830 g de extracto de metanélico, que es el que se utiliz6 para el
aislamiento de los flavonoides que se estudian en este trabajo.

Columnas de celite

Se desarrollaron 20 columnas de celite (Hyflo Super-Cell) (50 x 4
cm); en cada una de ellas se aplicaron 10 a 15 g de extracto-MeOH,
suspendidos en cloroformo/metanol (85 : 15) y formando una papilla
espesa con el soporte, La columna se desarrollé con 8 litros de cloro-
formo/metanol (83 : 15), hasta reaccién negativa con el reactivo de
Liebermann, y 2 litros de metanol 50 por 100, hasta elucién completa.
Los eluatos se analizaron por cromatografia bidimensional en papel.

Columnas de Sephadex G-25 superfino (10-40 1)

Se emplearon columnas (Pharmacia, Uppsala) (45 'x 2,6 cm), con-
teniendo 100 g de Sephadex, hinchados en contacto con 1 litro de agua.
La muestra se aplicé en disolucién acuosa (0,1 g en 10 ml), la columna



NUEVOS GLICOFLAVONOIDES EN LOS RULROS DE «URGINEA MARITIMAM BAK. Hs

se eluy6 con agua y el eluato se recogié en fracciones de 2 ml en colec-
tor de fracciones (Universal, mod. J. Pleuger). El control de las mis-
mas se realizé por espectrofotometria uv (Pelkin-Elmer 137 UV.) Las
fracciones reunidas se analizaron por cromatografia bidimensional en

papel.

Cromatografia en papel

Se empleé papel Whatman No. 3MM (23 x 58 cm) para la croma-
tografia preparativa, y papel Whatman No, 1 (23 x 28,5 cm) para la
cromatografia bidimensional y comparacién con productos de referen-
cia. Los disolventes mis cominmente utilizados fueron: BAW, n-bu-
tanol/ac. acético/agua (4 :1:5), c.s. y AW 18 por 100, 4c. acéti-
co/agua (18 : 85),

Los flavonoides se detectaron por obsdrvaciéon al uv (ldmpara
Minuvis 254 y 366 nm, Desaga) y en presencia de vapores de amoniaco
y después de pulverizar con los reactivos: tricloruro de antimonio
(modificado de Neu & HAGERDORN, 1953), difenil-(2-aminoetoxi)-borano
(Neu, 1957), borohidruro sddico (Horowrrz, 1957) y rodamina B
(NEU, 1958).

Hidrdlisis dcida

Se siguié la técnica de HARBORNE (1965). El producto de hidrélisis
se extrajo con AcOEt y los azficares, después de eliminar la acidez
con di-n-octilmetilamina al 10 por 100 en cloroformo, se desarrollaromr
con BPiW, n-butanol/piridina/agua (6 : 4 : 8) y se revelaron com
ftalato &cido de anilina (PARTRIDGE, 1949).

Degradacién alealina

Cuatro miligramos de sustancia, disueltos en 12 ml de KOH al
50 por 100, se mantuvieron a reflujo tres horas y media. La mezcla se
acidificé después con HCl hasta pH 4 y se extrajo varias veces con
éter. .Se desarrollaron cromatogramas em comparacién con productos
de referencia em los disolventes: BAW, BzAW, benceno/&c. acético/
agua (8 : 7: 3) y WNaCl, agua/cloruro sédico 3 por 108, p/v.
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Degradacién con FeCl,

Se siguié la técnica de KoerpEN & Roux (1965) adaptada a las
pequefias cantidades de que disponiamos.

Degradacién con dcido yodhidrico

Segin ByaTia & al. (1966).

Espectrofotomeiria w v

Los espectros se determinaron en un espectrofotémetro Zeiss
PMQ II, con cubetas de cuarto de 1 cm, en disolucion metandlica y
«<on diferentes reactivos, preparados segin MaBry & al. (1970).

REsuLTADOS
Aislamiento, fraccionamiento y purificacion

El aislamiento de los glicoflavonoides ha presentado grandes difi-
<ultades debido a la pequefia concentracién en que se encuentra en los
extractos y a sus caracteristicas de solubilidad, anilogas a las de poli-
meros de aziicares o sinistrinas, también presentes en ellos, y cuyo
<comportamiento cromatogrifico es también muy similar.

Tras diversos ensayos se efectu6é del modo siguiente: los extrac-
tos concentrados se purificaron de grasas y pigmentos por extraccion
con éter de petréleo. El extracto acuoso resultante se extrajo por ace-
tato de etilo para eliminar los cardiotdénicos y flavonoides ya investi-
gados. A continuacién se eliminaron la mayor parte de los polimeros
«de aziicares por precipitacién con metanol/acetato de etilo (1 : 3);
¢l liquido resultante se evaporé a sequedad, y en fracciones de 10 a 16 g
se introdujo en una columna de celite. Por elucién con cloroformo/
metanol (85 : 16) se eliminaron los restos de glicésidos cardioténicos
y con metanol 50 por 100 se arrastraron los flavonoides y polimeros
de azticares. Esta fraccion se sometié a cromatografia preparativa en
papel, empleando como disolvente AW al 15 por 100; se obtuvieron
cuatro bandas, de las cuales la mas préxima al frente contenia los
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flavonoides objeto de nuestro estudio. Esta banda se desarrollé de
sueve en cromatografia preparativa en papel con BAW, dando lugar
a § bandas; las tres intermedias contenian los glicoflavonoides y restos
de polimeros de aziicares, los cuales se eliminaron por paso a través
.de columnas de Sephadex G-25, eluidas con agua. De las fracciones
resultantes se aislaron los flavonoides A, C, D, 11 y 12 por cromato-
grafia bidimensional en papel con BAW y AW, ea.tan pequefia can-
tidad que sélo se ha podido hacer una identificacién -provisional.

Identificacion
Sustancia A

Por sus valores de Rf y reacciones de color (Tabla 1) podria corres-
:ponder a un poliglicésido de flavona o flavonol. Por sus datos espec-
trales (Tabla 2) se podia deducir la presencia de hidréxilos libres en
B, 7y 4'. En hidrélisis 4cida dio glucosa, caracterizada por 'cromato-
grafia con productos de referencia, y dos sustancias, 1 y 3, que se
aislaron por cromatografia bidimensional en papel.

Los datos cromatogréficos y espectrales (Tablas 1 y 2) de ambas
indicaron la posibilidad de que se tratara de dos mono—C—ghcosndos de
flavonol, 1someros. Por degradaclon con 4cido yodhidgico fas dos sus-
‘tancias dxeron la misma aglicona, que se identificé como quercetina
Por comparacién cromatografica y espectrofotométrica con productos
-de referencia. Sin émbargo, los espectros en AICl, y AIClL,/HCI de las
sustancias 1 y 8 indicaban la ausencia de hidréxilos libres en las posi-
«ciones 3’ y 4’, pof lo que se pensé que deberian corresponder a deri-
vados de la 8'-metil-quercetina o isorramnetina, que en la degradacién
-con yodhidrico sufria desmetilacién.

En la degradacién alcalina de la sustancia 8 se obtuva floroglucina
y 4cido vanillico, lo que conflrmé que se trataba de un derwado de
isorramnetina.

-Los valores de Rf de la sustancia 1 y 3 parecian indicar, basindonos
en las experiencias que se tienen con los C-glicésidos de flavona, que
1a- sustancia 8 correspondia a 6-C-glicésido de isorramnetina, y la sus-
‘tancia 1 al 8-C-glicésijo del misnio flavonol. V

‘Las diferencias entre los espectros de la sustancia A y los de las 1
-y 3 demostraron que la ptimera carecia de grupo hidréxilo libre en 3;
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esto, junto con la obtencién de glucosa en la hidrélisis 4cida de la
sustancia A, permitia atribuir a ésta la posible estructura de un 3-O-
glucdsido de un C-glicésido de isorramnetina.

Sustencia C

Tenia caracteristicas similares a las de la sustancia A (Tablas 1 y 2)
y dio por hidrélisis 4cida dos sustancias, 2 y 4, que se aislaron por
cromatografia bidimensional en papel, y cuyos datos cromatograficos.
y espectrofotométricos se dan en las Tablas 1 y 2,

TarrLa 1

Datos cromatogrdficos de las sustancias A y C y sus productos de degradacion

Rf X 100s - Color?
SUSTANCIAS R I T . m
CBAW AW L NH, ..
A 51 9 d Yd Yo Y
1 238 17 (o] o Y Y
) 3 43 35 0, (o] Y: 0
Aglicona A 78 10 YO YO YO (o]
Quercetina (Fluka) 75 10 YO YO YO o
c 51 88 4 Y YG G
4 60 41 Yd Y YG . YG
2 85 16 dY Y .YG YG
Aglicona 2y 4 92 100 . Y. Y G YG
Kampferol (Fluka) 92 10 Y Y G YG

a) Para abreviaturas ver material y métodos.
b) I, sin revelar; II, tricloruro de antimonio; III, difenil-(2-amino-etoxi)-bo-
rano; uv, ultravioleta; d, oscuro; G, verde; O, naranja;'Y, amarillo.

Sus valores de Rf, resistencia a la hidrélisis icida y. semejanza de
los espectros de ambas en metanol y con los reactivos utilizados, per-
mitieron atribuirlas’' a C-glicésidos isémeros de flavonol, con hidréxi--
los libres en 5, 7 y 4’. Por degradacién con 4cido yodhidrico se con--
firmé que se trataba de derivados de kamipferol. '

' La'sustancia 4, obtenida en mayor cantidad, y purificada de posibles.
impurezas eluidas del papel, por paso a través de columna de Sephadex
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G-25, se envié al Prof. Chopin (Universidad de Lyon) para efectuar
la espectrometria de masas y comparar sus datos con los del 6-C-glu-
cosilkampferol obtenidos por sintesis, La sustancia 4 llegd alterada
¥y no se pudo obtener su espectro de masas. Sus caracteristicas: facili-
dad de alteracion, datos cromatogrificos y espectros de absorcién
al uv eran sensiblemente iguales a los observados por el Prof. Chopin
para el 6-C-glucositkampferol.

Sin embargo, puesto que todos los espectros de los C-glicésidos,
cualquiera que sea el aziicar sustituyente, son muy similares (Har-
BORNE, 1967), no se puede afirmar con seguridad, aunque parece pro-
bable que la sustancia 4 corresponda al 6-C-glucosilkampferol; mien-
tras no se practique la degradacién con cloruro férrico o el espectro
de masas, tnicamente se puede identificar como un 6-C-glicosil-
kampferol.

La sustancia 2 se podia atribuir al correspoadiente 8-C-glicésido.

La sustancia C, al igual que la A, corresponderi, segin todo lo
expuesto, a un 3-O-glicésido de kampferol-C-glicésido.

Sustancia 11

Sus caracteristicas cromatograficas (Tabla 3) indicaban su posible
naturaleza de poliglicésido de flavona o flavonol,

En hidrélisis acida no dio aglicona, pero se hidrolizé para dar una
nueva sustancia, 8, cuyos valores de Rf eran ligeramente superiores
en BAW, y mucho menores en AW (Tabla 3). Esta sustancia tenia
fluorescencia amarilla al ultravioleta de los derivados de flavonol, y
los valores de Rf eran anilogos a los de los di-C-glicésidos de flavona,
lo que nos sugirié la posibilidad de que se tratase de un di-C-glicésido
de flavonol. :

Los espectros ultravioleta de la sustancia 8 (Tabla 4) revelaron la
presencia de hidréxilos libres en 3, 5, 7 y 4’. En la degradacién con
écido yodhidrico dio origen a un flavonol que se identificé, por compara-
cién de sus datos cromatogrificos y espectrofotométricos (Tablas 8
¥y 4) con productos de referencia, como kampferol. Por degradacién
con cloruro férrico dio iinicamente glucosa, por lo que se pudo atribuir
1a sustancia 8 a un di-C-glucésido de kampferol.

La susta_néia 11, que carecia de la fluorescencia u v, propia de los
flavonoles, deberi corresponder a un 3-O-glicésido de kampferol-di-O-
glucésido.
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TaBrLa 8

Datos cromatogréficos de las swstoncias 11 y 12 y sus productos de degradacidn

RE X 1002 Color?
SUSTANCIAS BAW AW 1 N m v
uv NH, uv uv uv | NH,

11 25 85 a Y G . Y B

8 36 58 Yd YG G YG B

Aglicona 8 92 10 Y Y G YG -
Kampferol (Fluka) 9 10 Y Y .G YG -
12 20 80 d YO (4] YO B

9 $4 52 YO YO 0 YO —

Aglicona 9 % 11 YO YO o] YO -
Quercetina (Fluka) % 11 YO YO o YO —

a, b, para abreviaturas, ver Tablas 1, 4, Rodamina B; B, pardoe.

TasLA 4

Méximos de absorcidn al wy (nm) de la swstancia 8 y de su aglicona

Sustancia 8 Aglicona 8 Kampferol (Fluka)

MeOH | 370 870 370

I 270 266 265
+ AICh I 860430 350430 350,430

1 265,270 265,268 265,268
+ AICI/HCI I 350i430 350,430 350,430

n 260,270 265,270 255,270
-+ NaOMe I 850460 (desc.) 816,415 (desc.) 816,415 (desc)

1 255,270 278 278
NaOAc I 330,385 305,390 303,390

I 260 274 274
+H,BO,/ 1 330i870 3204370 3204370
NaOAc no 2 270 270

-i, inflexién; desc., descomposicion.
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Sustancia 12

Se aislé en muy pequefia cantidad e impurificada con restos de la
sustancia 11, Por hidrélisis 4cida se obtuvo la sustancia 9 y trazas
de 1a 8.

--En la imposibilidad de separar completamente estas dos sustancias
se analizaron juntas.

En la degradacién con &cido yodhidrico se obtuvieron  pequeiias.
cantidades de kampferol, aglicona correspondiente a la sustancia 8, y
mayor proporcion de quercetina procedente de la sustancia 9. Por
degradacion con cloruro férrico se obtuvo unicamente glucosa. La sus<
tancia 9 se podia atribuir a un di-C-glucésido de quercetina, o "de iso-
rramnetina, caso de que hubiera habido desmetilacién en la degrada-
<i6én con acido yodhidrico, como en las sustancias 1 y 3, La estructura
que se propone para la sustancia 12, segiin estos resultados, es. la de
un 3-O-glicésido de di-C-glucdsido de quercetina o isorramnetina;  més
probablemente de isorramnetina, pues es frecuente que en una planta
se encuentren diferentes derivados de las mismas agliconas.

Swustancig D

Aislada, en muy pequefia cantidad, e impurificada con las sustan-
cias A y C, tenia los siguientes valores de Rf: Rfpaw =0, 62, Rfyzw =
0, 90 presentaba, ademis, coloracién oscura al uv, que no cambiaba
por exposicién a vapores de amoniaco, y daba con rodamina B colo-
racién violeta. ~

Por hidrélisis acida dio tres sustancias: d;, (Rfpaw = 0,38; Rfw =
0,85), d, (Rzaw = 0,46: Rfsw = 0,76) y d, (Ripaw = 0,56; Rfsw = 0,76).

Por degradacién con 4cido yodhidrico se obtuvieron dos agliconas,
que se identificaron como dihidroquercetina y dihidrokampferol. La sus-
tancia D se podia atribuir a mezclas de O-glicésidos de mono-C-glic6-
sidos de dihidroflavonol.

DiscusioénN
Las mayores dificultades en el desarrollo de este trabajo se han

presentado en los procesos de aislamiento y purificacién. Ello ha sido’
debido, en parte, a trabajar con extractos acuosos, los cuales contenian,
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ademés de los flavonoides y glicésidos cardioténicos, cantidades abun-
dantes de polimeros de azicares, proteinas y materias inorgéanicas de
<aracteristicas de solubilidad y comportamiento cromatogréfieo anélogos
2 los de los compuestos investigados.

Ha contribuido también a esta, dificultad la escasa proporcién que los
flavonoides representan en los componentes de¢ la escila, y que se ha
estimado en 0,5 g/kg de bulbo fresco (FERNANDEZ, 1971). Se han detec-
tado, adema4s, unos 30 flavonoides diferentes, y los aqui descritos no son
Jos mas abundantes, Todo ello nos ha obligado a trabajar con grandes
cantidades de material, 29 kg de bulbos de escila,

Entre los numerosos métodos ensayados para la purificacién de los
ilavonoides, resultaba también eficaz la adsorcién con carbén activo;
sin embargo, hubo que desecharlo porque se producian alteraciones de
tos flavonoides, principalmente hidrélisis y oxidaciones.

La utilidad del Sephadex quedaba limitada por la necesidad de em-
plear pequefias cantidades de muestra, lo que ha exigido un fraccio-
namiento previo mediante columnas de celit¢ y' desarrollos cromato-
graficos.

Igualmente dificil y laborioso ha sido el aislamiento de los flavonoi-
des. Todos ellos tenian comportamiento cromatogrifico muy similar y
analogo al de los poliglicésidos de flavona o flavonol, de los que sélo
unos pocos representantes se han aislado en suficiente grado de pureza.

No hemos encontrado en la bibliografia disolventes adecuados para
su separaci6n, y los ensayos realizados por nosotros resultaron infruc-
tuosos.

La aportacién mds interesante es la demostracién de la presencia en
1a escila de C-glicésidos de flavonol y dihidroflavonol, los cuales, como
hemos sefialado en la introduccién, son raros en la naturaleza., Segiin
nuestras revisiones, es la primera vez que se detectan di-C-glicésidos de
flavonol en extractos de plantas,

Como caracteristicas generales‘de los glicoflavonoles son de sefialar:
su inestabilidad. su coloracién y fluorescencia al ultravioleta, similar a
Tos de las agliconas correspondientes, como cabia esperar por la presen-
«<ia de hidroxilo libre en 3, y su comportamiento en cromatografia,
espectrofotometria e hidrélisis, semejante al de las glicoflavonas.

Los C-glicésidos de dihidroflavonol son también inestables, y tie-
nen las reacciones de color, principalmente frente a rodamina B e
hidruro de boro y sodio de los dihidroflavonoles. No se ha logrado
<on ellas, por el contrario, 1a reaccién de transformacién con bisulfito
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sodico (PacHECO, 1960) en glicoflavonoles, que se consigue con facilie
dad con las agliconas y los O-glicésidos (RENEDO, 1872).

Probablemente, tanto los glicoflavonoles como los glicodihidrofla--
vonoles se encuentran en forma de 3-O-glicésidos, porque ello les con~
fiere estabilidad, Es de sefialar que dihidroflavonoles y flavonoles se-
presentan preferentemente en plantas como 3-glicésidos, siendo raros-
los casos en que se encuentran como agliconas (HARBORNE, 1967).
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