XXXI Congreso Argentino de Quimica
25 al 28 de Octubre de 2016 ~Asociacién Quimica Argentina

Sanchez de Bustamante 1749 — Ciudad de Buenos Aires — Argentina
The Journal of The Argentine Chemical Society Vol. 103 (1-2) January — December 2016 ISSN: 1852 -1207
Anales de la Asociacion Quimica Argentina AAQAE 095 - 196

Identificacion de dos nuevas antocianas aciladas obtenidas de Ipomoea cairica.
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Introduccion

Continuamos estudiando las antocianas aciladas presentes en la especie argentina
Ipomoea cairica (L.) Sweet (familia: Convolvulaceas).” Los glicosidos acilados de
antocianidinas presentan estructuras complejas, siendo dificil su extraccién y
separacion, mas teniendo en cuenta su sensibilidad a la luz, al oxigeno del aire, al pH y
a la temperatura. Estos compuestos son sales de flavilio, es decir poseen el ion oxonio.
Las etapas de extraccion, separacion y purificacion requieren el uso de atmésfera de
nitrdgeno (o argoén), proteccién de la luz y permanente control de pH.

Las antocianas aciladas obtenidas en la etapa previa mostraron actividad
antioxidante, antimutagenicidad y accion hipoglucemiante.

En este trabajo nos referiremos a la extraccion, purificacion y elucidacion estructural
de dos nuevas antocianas aciladas, 1 y 2, mediante métodos quimicos y andalisis de

datos espectroscépicos.
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Figura 1: Antocianinas aciladas 1y 2 de Ipomoea cairica. (1): R = H; (2): R = OH.

Materiales y Métodos

Material vegetal: Las plantas de Ipomoea cairica (L.) Sweet fueron identifcadas por
especialistas taxdnomos, guardando material de herbario que incluia flores.

Extraccién y aislamiento de las antocianinas: Las flores se extrajeron por
inmersién en HCI/MeOH 0,01% y 0,1%, asi como también con &cido acético/MeOH. Los
cromatogramas de los extractos crudos obtenidos con distintos medios fueron
comparados respecto al rendimiento y degradacion.

La separacion de las antocianas se realizé mediante TLC y HPLC preparativo.

La determinacion estructural se realizO por métodos quimicos y analisis
espectroscopico.

Hidrdlisis acida: Permiti6 en cada caso determinar la aglicona, los azlcares y la
presencia de un derivado del acido cinamico.
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Hidrdlisis alcalina: Cada antociana acilada fue sometida a una hidrolisis alcalina para
obtener la antociana desacilada y aparte los grupos acilo.

Cromatografia en capa delgada: Se utilizaron placas de celulosa analiticas y
preparativas con acido férmico al 10% como solvente de desarrollo.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC): Se utilizaron Solvente A (H;PO,
1,5% en H,0) y Solvente B (H3PO,4 1,5%, CH3;COOH 20%, MeCN 25% en H,0) para
cromatografia analitica y Solvente A (CH;COOH 15% en H20) a 520 nm con detector
de arreglo de diodos y Solvente B (CH;COOH 15%, MeCN 30% en H,0) para HPLC
preparativa a 330 nm.

Andlisis espectroscopicos: Los espectros UV-Vis se registraron en un
espectrofotbmetro en 0,01% de HCI-MeOH. Se determiné el desplazamiento
batocromico producido por la adicion de AlCI;-MeOH al 5%.

Los espectros de *H-RMN y *C-RMN se midieron en un espectrometro Bruker 700
(Universidad de Heidelberg) en DMSO-de: TFA-d; = 9:1 con tetrametilsilano (TMS) como
estandar interno. Se realizaron espectros mono- y bidimensionales

Resultados y Discusion

El extracto crudo contenia varias antocianinas segun analisis por HPLC, por lo que
fue necesario realizar sucesivas cromatografias para la separacion y purificacion.

La hidrdlisis acida de los pigmentos produjo la misma aglicona, cianidina, D-glucosa
como Unico azUcar y los siguientes grupos acilo que resultaron ser derivados del acido
cindmico: La antocianina 1 dio &cido cafeico y acido p-cumarico, mientras que 2 dio
acido cafeico, confirmado por HPLC con muestras auténticas. La hidrdlisis alcalina de
las dos antocianinas produjo so6lo una antocianina desacilada identificada por espectro
de masa FAB, espectro *H-NMR (una cianidina y tres moléculas de glucosa; constante
de acoplamiento vicinal, protones anoméricos) y andlisis de 'H-‘H COSY como
cianidina-3-0-[2-O-(B-D-glucopiranosil)-B-D-glucopiranésido]-5-O-p-D-glucopirandsido,
que es cianidina-3-O-soforésido-5-0O-p-D-glucésido. Por degradacion con H,O, de esta
antocianina desacilada se produjo soforosa.

En los espectros UV-Vis, las absorciones en la regiéon 319-327 nm de 1 y 2 también
confirmaron la presencia de grupos cafeoilo y p-coumaroilo. Se identificaron dos grupos
acilo para 1y 2 sobre la base de los valores de Enax.aciio/ Emax.vis-

Las estructuras completas de 1 y 2 fueron establecidas por 'H- y *C-NMR vy
experimentos 2D NMR, tales como DQF-COSY, NOESY y HMBC. Las sefiales *C y 'H
fueron asignadas. Las sefiales 'H a campos bajos (84 6-9 ppm) mostraron sefiales
caracteristicas de la aglicona y de los grupos acilo, cafeoilo y p-cumaroilo. Las grandes
constantes de acoplamiento (J,s = 16 Hz) para los protones olefinicos de los grupos
acilo confirmaron que todos presentaban configuracién E.

Las uniones entre una aglicona y tres unidades de glucosa y grupos acilo para los
compuestos 1 y 2 fueron determinadas por las mediciones NOESY y HMBC. Asi por
ejemplo, en los espectros HMBC de 1y 2, los claros picos de entrecruzamiento *H-*C
entre H-1 de Glc-A y C-3 de cianidina; H-1 de Glc-B y C-2 de Glc-A; H-2 de Glc-Ay C-1
de Glc-B; asi como H-1 de Glc-C y C-5 de cianidina, confirmaron las uniones de Glc-A
al HO-3 de cianidina, Glc-B al HO-2 de Glc-A y Glc-C al HO-5 de cianidina
respectivamente.

Los picos de correlaciéon de las sefiales de Glc-A y del carbono carbonilico del acilo
de 1y 2 mostraron la presencia de un grupo acilo unido al HO-6 de Glc-A en ambos
compuestos. Los picos de correlacion entre las sefiales de H-2 de Glc-B y el carbono
carbonilico del acilo indicaron que el segundo grupo acilo estaba unido al HO-2 de Glc-
B en ambos compuestos.
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Faltaba determinar como ubicar los grupos cafeoilo y p-cumaroilo en el caso del
compuesto 1. La comparacion de los picos de correlacién mostré que el compuesto 1
presentaba una correlacion entre H-2 de Glc-B y la sefal del carbono carbonilico del p-
cumaroilo que indicé que el grupo p-cumaroilo era el acilo en HO-2 de Glc-B. El
compuesto 2, en cambio, mostré correlaciones HMBC del carbono del carbonilo del
grupo cafeoilo con H-2 de Glc-B.

Por lo tanto, el compuesto 1 se identificé inequivocamente como cianidina-3-O-[2-O-
(2-O-(E)-p-cumaroil-p-D-glucopiranaosil)-6-O-(E)-cafeoil-B-D-glucopiranésido]-5-O-3-D-
glucopiranodsido (Fig. 1).

El compuesto 2 se identific6 como cianidina-3-O-[2-O-(2-O-(E)-cafeoil-3-D-
glucopiranosil)-6-O-(E)-cafeoil-B-D-glucopiranésido]-5-O-3-D-glucopiranésido  (Fig. 1).
Estas antocianinas aciladas no se habian informado anteriormente.

A.G.M. es Investigador de CONICET. A.B.P. es Investigadora Superior de CONICET.
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