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RESUMEN

El estudio quimico del extracto polar de
hojas de Calliandra calothyrsus.Meiss-
ner (Mimosaceae) (accesion CIAT
22316) condujo a la identificacion de dos
flavonoides glicosilados: 3-O-a-L-ram-
nopiranosil-7-metoxi-5,3’,4’-trihidroxi-
flavona y 3-O-a-L-ramnopiranosil-5,7,
3’ 4’-tetrahidroxiflavona; sus estructuras
fueron elucidadas por métodos espectros-
copicos IR y RMN (1D y 2D).

Adicionalmente, por espectrometria
de masas por las técnicas DART y ESI de
alta resoluciéon, se identificaron deriva-
dos fendlicos mayoritarios, tales como
acido galico y su dimero (PM 339,032),
dihidroxicumarina, trihidroxicumarina,

quercetina, dihidroquercetina, 3-O-a-L-
ramnopiranosil-7-metoxi-5,3,4 -trihi-
droxiflavona,3-O-a-ramnopiranosil-
5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona y un dime-
ro de flavonoide como principales consti-
tuyentes quimicos.

Palabras clave: Calliandra ca-
lothyrsus, Mimosaceae, glicdsidos de
flavonoides, DART, ESI.

ABSTRACT

Chemical investigation of the polar ex-
tract from Calliandra calothyrsus.
Meissner (Mimosaceae) (accession CIAT
22316) leaves, afforded two known
glycosylflavonoids: 3-O-a-L-rhamnopi-
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ranosyl-7-metoxi-5,3’,4’-trihydroxyfla-
vone and 3-O-a-L-rhamnopiranosyl -5,7,
3’,4’-tetrahydroxyflavone; their chemi-
cal identities were established by IR and
1D and 2D-NMR experiments. Further-
more gallic acid, dihydroxycumarine,
trihydroxycumarine, dihydroquercetin,
3-O-a-L-rhamnopiranosyl-7-methoxy-5,
3’,4’-trihydroxyflavone, 3-O-¢- L-rham-
nopiranosyl-5,7,3’,4’-tetrahydroxy fla-
vone, quercetin, a flavonol and a gallic
acid dimmers were identified using high
resolution mass spectrometry by DART
and ESI methods.

Key words: Calliandra calothyrsus,
Mimosaceae, glycosylflavonoids, DART,
ESI.

RESUMO

Os estudos quimicos do extrato polar das
folhas de Calliandra calothyrsus condu-
zem a identificacdo de dois flavondides
dos glicosilados: 3-O-a-L-ramnopirano-
sil-7-metoxi-5,3’,4’-triidroxiflavona e
3-O-a-L-ramnopiranosil-5,7,3”,4’-te-
traidroxiflavona; suas estruturas foram
elucidadas pelos métodos de espectrosco-
pia de absor¢@o na regido de infravermel-
ho (IV) e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear RMN (1D e 2D).

Também, por espectrometria de mas-
sas pela técnica DART e ESI identifica-
ram-se derivados fendlicos tais como:
acido gélico, diidroxicumarina, triidroxi-
cumarina, 3-O-¢-L-ramnopiranosil-7-
metoxi-5,3’,4’-triidroxiflavona, 3-O-c-
L-ramnopiranosil-5,7,3’,4’-tetraidroxi-
flavona, quercetina, dihidroquercetina,
um dimero do flavondide e um dimero do
acido galico como principais constituintes
quimicos.
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Palavras-chave: Calliandra calothyr-
sus, Mimosaceae, glicosilflavonoide,
DART, ESI.

INTRODUCCION

Con el objetivo de mejorar la productivi-
dad en rumiantes, es importante identifi-
car especies ttiles como fuente de forraje
de buena calidad para uso en periodos
prolongados de sequia y disminuir sus
efectos desfavorables en la produccion
animal. En esta bisqueda, las especies le-
guminosas arboreas han despertado gran
interés por su alto valor nutricional, como
fuente de proteinas y energia (1). La fa-
milia de las leguminosas es de amplia dis-
tribucion, muy comin en los tropicos y
las zonas templadas con excepcion de las
zonas glaciales, y poseen diversos tama-
nos que van desde hierbas hasta grandes
arboles. A pesar de su valor nutricional,
algunas de estas legumbres presentan
concentraciones  altas de  taninos
(12-20%), los cuales al ser ingeridos por
los bovinos pueden tener efectos favora-
bles, o dependiendo de su concentracion
pueden llegar a ser perjudiciales y toxicos
como consecuencia de su capacidad de li-
gar proteinas y formar complejos tanto
reversibles por enlaces de hidrégeno,
como irreversibles por oxidacion de los
compuestos fendlicos, afectando la diges-
tibilidad del forraje (2, 3). Las legumino-
sas arbustivas, tales como Calliandra ca-
lothyrsus, se usan como suplemento
dietario (fuente de nitrégeno) en sistemas
productivos de ganado bovino. Sin em-
bargo, la digestibilidad del material pue-
de verse afectada de modo adverso por las
concentraciones de taninos condensados
(TC) y otros derivados fendlicos presen-
tes en las hojas. En los rumiantes, los
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complejos reversibles son estables a pH
neutro y son liberados a pH acido, siendo
utiles para reducir la degradacion de las
proteinas en el rumen e incrementar la
disponibilidad de nitrogeno en el intestino
delgado, mejorando asi la calidad del ali-
mento dado al animal. La estabilidad del
complejo tanino-proteina en el biomaso
(cuarta cavidad que conforma el estoma-
go de los rumiantes) parece estar relacio-
nada con la estructura de los taninos (4).

La especie C. calothyrsus, conocida
como “pelo de angel”, es un arbol fron-
doso perteneciente a la familia Legumi-
noseae, subfamilia Mimosaceae, origina-
ria de Guatemala, pero distribuida por
todo el mundo por sus miultiples usos.
Esta planta tiene la facilidad de crecer en
suelos empinados, secos, en tierras afec-
tadas por erosion o fuego, en zonas domi-
nadas por malezas e incluso en tierras aci-
das (a pH 5.0); puede crecer en altitudes
mayores a 1500 msnm, y la cantidad opti-
ma de lluvia para su desarrollo esta entre
2000 mm y 4000 mm anuales, pero se
puede desarrollar en areas de menor plu-
viosidad, con 2-4 meses de estacion seca.
Desde 1936 esta especie se utiliza para la
produccién de pulpa de madera debido a
que posee un solido sistema de defensa
compuesto por gran cantidad de taninos
inhibidores de crecimiento de larvas que
hacen muy fuerte su tallo. C. calothyrsus
es una leguminosa arbustiva potencial-
mente valiosa como suplemento forrajero
en produccion de ganado bovino; sin em-
bargo, el uso de algunas accesiones esta
limitado por presentar algunos factores
denominados como antinutricionales y di-
ferentes grados de digestibilidad, lo cual

sugiere y estimula el estudio quimico de
estas accesiones (5, 6).

Quimicamente los taninos son mezclas
de polifenoles que estan clasificados en
dos grupos de acuerdo con su estructura:
taninos hidrolizables (TH) y taninos con-
densados (TC). Los taninos hidrolizables
son ésteres de 4cidos fendlicos como 4ci-
do gélico o 4cido hexahidroxidifénico con
un poliol usualmente derivado de gluco-
sa, y los taninos condensados son polime-
ros de unidades, flavan-3-oles (catequi-
nas) o flavan-3,4-dioles (epigalocatequi-
nas o delfinidinas) unidos a través de
enlaces tipo interflavanos entre C-4 y
C-8, sin unidades de monosacarido. Dife-
rentes combinaciones de unidades mono-
mericas y enlaces C-C producen cientos
de estructuras posibles de taninos con-
densados (2, 7).

Algunos estudios han presentado evi-
dencia de la forma como incide el tipo de
estructura de los taninos presentes en le-
guminosas tropicales sobre la absorcion
de nitr6geno en rumiantes (4-7). Como
parte del proyecto que estudia los efectos
de los taninos en la nutricion animal, y
con el fin de contribuir al conocimiento
de la composicion quimica y sus efectos
potenciales en la nutricion de rumiantes
se inici0 el estudio quimico de la accesion
22316 de la especie C. calothyrsus desa-
rrollada en el Centro Internacional de
Agricultura Tropical, CIAT (Palmira,
Valle del Cauca, Colombia). En este ar-
ticulo se presenta el andlisis estructural de
algunos metabolitos secundarios, unida-
des mondmericas constituyentes de las
grandes estructuras tanicas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Las hojas secas y molidas de C. ca-
lothyrsus fueron suministradas por el
CIAT, identificada bajo la accesion
22316, especie cultivada en Santander de
Quilichao (Cauca, Colombia) en suelo
fértil.

Extraccion

Una muestra de 1100 g de hojas de C. Ca-
lothyrsus (accesion CIAT 22316) se ex-
trajo en licuadora por 20 minutos con una
solucién de etanol 70%, acido férmico
0,5% y acido ascorbico 0,05%. El ex-
tracto alcohdlico se decantd, filtré y con-
centro a presion reducida (8). La muestra
concentrada se pasd a través de una co-
lumna de Sephadex LH-20 (M/A = 1/50)
eluyendo con etanol al 96 % hasta separar
fenoles simples, flavonoides, pigmentos
y monoémeros de protoantocianidinas
(M-1); el residuo retenido por la colum-
na, constituido por compuestos de mayor
peso molecular, se eluy6 con una mezcla
acetona: agua (1:1, v/v), se concentro a
presion reducida y se liofiliz6 (M-2).

Separacion

Los compuestos mayoritarios presentes
en la fraccion M-1 (1,5 g) se purificaron
por medio de separaciones cromatografi-
cas sucesivas, en columna de gel de silice,
eluyendo con mezclas de acetato de iso-
propilo (AcOlp): MeOH (9,5:0,5; v/v).
Cada fraccion fue analizada por cromato-
grafia en capa delgada (CCD) en gel de si-
lice (G60 F,s4, 346), con el sistema de elu-
cion AcOIp:MeOH (9,5:0,5); de acuerdo
con su Rf, absorcion UV,s, 366 ¥ respuesta
alareaccion de coloracién con FeCl; (3%
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en etanol), las fracciones se clasificaron
en cuatro grupos (A - D). Los compues-
tos de la fraccion mayoritaria (C) (0,43 g)
fueron separados y purificados por apli-
cacion de cromatografia en columna en
forma sucesiva eluyendo con mezclas va-
riables de AcOIp:MeOH hasta obtener 18
mg del compuesto denominado E.

Analisis estructural

Las fracciones C y M-2 se analizaron por
medio de espectrometria de masas por las
técnicas DART (anélisis por desorcion a
presion atmosférica en tiempo real, con
helio) (9) y ESI (espectrometria de ioni-
zacion por electrospray en modo negati-
vo) (10), y la fracciéon E se analizé por
métodos espectroscopicos IRy RMN (1D
y 2D).

RESULTADOS Y DISCUSION

El fraccionamiento por medio de croma-
tografia repetitiva de la fraccion C condu-
jo ala separacion del producto E, un soli-
do amorfo de color amarillo que revela de
color café bajo la luz UV,s, y desarrolla
una intensa coloracion azul al contacto
con FeCl;. El espectro FT-IR (KBr, cm™)
muestra la presencia de grupos hidroxilo
de tipo fendlico a 3409 cm™, de grupo
carbonilo conjugado (1647 cm™) y sefia-
les de aromaticidad. En los espectros de
RMN 'H y PC se observan dos sistemas
aislados que corresponden a una secuen-
cia de senales repetidas originadas por
una mezcla de dos compuestos con es-
tructuras similares no diferenciables por
métodos cromatograficos tradicionales.

El andlisis de estos espectros permitid
asociar las sefiales a mas alto campo y
menor intensidad de acuerdo con los va-
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lores de integracién, a un compuesto de-
nominado 1, y las sefiales restantes, de
mayor intensidad, a un compuesto deno-
minado 2 (Tabla 1).

Compuesto 1

Los espectros de RMN 'H y "*C presentan
un patrén de sefales tipico de un derivado
de quercetina con un residuo de monosa-
carido (11). El espectro RMN 'H presen-

Tabla 1. Desplazamiento quimico en el
espectro de RMN "C para los compues-
tos 1y 2 (0 en ppm, DMSO-ds, 100
MHz).

Comp. 1 Comp. 2 Carbono
17,6 17,6 C6"
56,5 — OCHs
70,4 70,3 Ccs"
70,7 70,6 c2"
70,9 70,9 c3"

— 71,0 c3"
71,6 — c4"
92,6 94,3 C-8
98,2 99,7 C-6
102,1 102,2 c1"
103,5 105,4 C-10
115,9 116,0 C-6',C-5'
120,4 120,9 C-1'
121,3 121,5 Cc-2'
134,3 134,7 C-3
145,7 146,9 C-3'
149,1 149,7 Cc4'
156,7 156,9 C-2
157,1 158,1 C-9
161,3 161,5 C-5
165,5 165,5 C-7
177,7 178,2 Cc-4

taun singlete ad = 3,85 ppm (3H) que en
el registro de HMQC correlaciona con la
sefial a 0 = 56,5 ppm del espectro de
RMN-"*C asignado a un grupo metoxilo.
Los espectros de RMN 'H y *C muestran
sefiales originadas por un residuo glicosi-
dico donde sobresalen la sefial correspon-
diente al hidrégeno anomérico a 5,29
ppm y una sefial doble conJ = 7 Hz (3H)
a 0,82 ppm que correlaciona con la sefial
de carbono a 17,8 ppm caracteristica del
grupo metilo de un residuo de ramnosa.
Adicionalmente se observan correlacio-
nes en el espectro HMBC entre el hidro-
geno anomérico de la ramnosa y un car-
bono que aparece a 134,3 ppm (C-3); esta
correlacion demuestra la union entre C-3
de la unidad de flavonoide y el carbono
anomérico del residuo de ramnosa (12).
La asignacion completa de las sefiales por
medio de los experimentos HMQC vy
HMBC junto con la comparacion de datos
espectroscopicos previamente publicados
(13) permitieron concluir que el com-
puesto 1 corresponde a 3-O-¢-L-ramno-
piranosil-7-metoxi-5,3’,4’-trihidroxifla-
vona conocido como 7-metoxiquerci-
trina o thujina (Figura 1).

1 R= OCH,

2 R= OH

Figura 1. Ramnésidos de flavonoles identificados
en hojas de Calliandra calothyrsus (22316).
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Compuesto 2

Este compuesto presenta un comporta-
miento espectroscOpico practicamente
idéntico al descrito para el compuesto 1
(Tabla 1). También presenta un residuo
3-O-a-L-ramnosa sobre el C-3 del nu-
cleo flavonoide. El analisis espectrosco-
pico y la comparacion de datos previa-
mente publicados permitieron concluir
que el compuesto 2 es 3-O-a-L-ramnopi-
ranosil-5,7,3’,4’ -tetrahidroxiflavona co-
nocido como quercetina 3-O-ramnosido o
quercitrina (Figura 1) (14).

Anadlisis por espectrometria de masas

El anélisis por espectrometria de masas
por la técnica ESI en modo negativo, téc-
nica de ionizacién suave que produce
poca fragmentacion, permitié determinar
en la fraccion C el peso molecular de los
compuestos mayoritarios por la abundan-
ciarelativa del i6n [M -1].

corresponde al compuesto 1 (3-O-a-L-
ramnopiranosil-7-metoxi-5,3,4’-tri-
hidroxiflavona). Aparece una tercera se-
fial a un valor m/z = 629,4 (53 %) corres-
pondiente a una férmula molecular
C3,H»0y4 y peso molecular 630,4 uma;
esta sefial es originada por la presencia de
un derivado dimerico 3, de la unidad de
flavonol presente en 1.

La fraccion M-2 fue sometida a anali-
sis por espectrometria de masas por las
técnicas ESI y DART. La técnica ESI
arrojo un resultado similar al observado
con la fracciéon C (Figura 3); en M-2 se
observan igualmente las sefiales asigna-
das a los compuestos 1, 2 y 3 como com-
ponentes mayoritarios. La técnica DART
permite generar iones desde una superfi-
cie solida y es ampliamente utilizada en la
identificacion de componentes individua-
les dentro de una mezcla (15). Este anali-

En este espectro (Figura 100
2) se observa la sefial de 95
mayor intensidad a m/z =
447,3 (79%) correspon-

diente a un peso molecular o
de 448,3 uma y férmula 70
molecular C,;H,,0,;, la 65

cual coincide con el peso
molecular del compuesto
2, aislado de la misma
fraccion e identificado
como 3-O-a-L-ramnopi-
ranosil-5,7,3 " ,4 " -tetrahi-
droxiflavona. También se
observa una sefial de me-
nor intensidad a m/z =
461,3 (48%), propio de un
compuesto de peso mole-
cular 462,3 umay formula

Relative Abundance

4473

FRACCION E CC2
[M-HJ-

miz

molecular C,,H,,0;; que Figura 2. Espectro de masas (ESI) de la fraccién C.
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sis permiti0 determinar las masas Tabla 2. Compuestos fenlicos mayoritarios de
exactas y calcular las formulas mole-  Calliandra calothyrsus identificados por espec-

culares de los compuestos mayorita- trometria de masas de alta resolucion (DART).

rios de bajo peso molecular (Tabla 2).

En el espectro DART se observan se-

fiales a m/z = 169,01 y a 339,03 de
gran intensidad; dadas las condicio-

nes suaves de la técnica DART, se

puede proponer para los compuestos

mayoritarios como estructuras proba-

bles el 4cido galico y su respectivo di-

mero (PM 339,032). Estas unidades
monoméricas por diversas reacciones

N° Compuestos [M-H]* %

1 Acido gilico 169,0136 70,1
2 Dihidroxicumarina 177,0203 0,795
3 Trihidroxicumarina 193,0377 0,303
4 Catequinas 289,0709 0,520
5 Quercetina 301,0348 0,655
6 Dihidroquercetina 303,0505 0,798
7 CuH1u10w0 339,032 99,34

enzimaticas dan origen a las comple-
jas estructuras tanicas presentes en C. ca-
lothyrsus y contribuyen seglin su concen-
tracion relativa a las propiedades
astringentes y de digestibilidad de los su-
plementos dietarios bajo estudio.

El compuesto 1 fue identificado previa-
mente en hojas de Ageratzna saltzllenszs
(16); el compuesto 2 ha sido aislado de las
hojas de plantas de la familia Annonaceae
(17), de las hojas de Alchornea glandulosa
de la familia Euphorbiaceae (13), y recien-
temente de las especies Mimo-

100 4473

95
90
85
80
75

70

65 461.3
FRACCION M2 (CC2)
60

- 629.4
50
45

40

relauve Apunaance

4624
354300.4 | 599.3

30 ‘
25 4333 || [524.0
20 ‘

=
5
w

18 3872 1630.4

10 649.2 897.3

6850 | | [803.5 | | 2131

5

400 600 800

sa pigray Mimosa invisa (18),
especies pertenecientes a la
misma subfamilia de la espe-
cie en estudio (Mimosaceae).
Este es el primer reporte de
los compuestos 1y 2 en el gé-
nero Calliandra.

CONCLUSIONES

El estudio quimico del extrac-
to polar de hojas de la acce-
sion 22316 CIAT de C. ca-
lothyrsus condujo a la identi-
ficacion de dos flavonoles gli-

10213 cosilados conocidos: 3-O-a-

1173.4

1063.6 L-ramnopiranosil-7-meto-

oM Lokl M N .m.t.,d,u.....u.‘....A.....J..l.lum“m....l.mm...mmum
1000

xi-5,3’,4’-trihidroxiflavona
20 | ¥ 3-O-a-L-ramnopiranosil-
miz 5,7,3,4-tetrahidroxiflavo-

Figura 3. Espectro de masas (ESI) de la fraccién M-2.

na; este es el primer reporte
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acerca de la presencia de estos metaboli-
tos en el género Calliandra.

Por medio de espectrometria de masas
por las técnicas de ionizacién suave
DART y ESI se identificaron como mayo-
ritarios el acido galico y su dimero (inten-
sidad relativa de 70% y 99%, Tabla 2) y
otros derivados fendlicos en menores
concentraciones, como dihidroxicumari-
na, trihidroxicumarina, quercetina, dihi-
dro-quercetina, 3-O-a-L-ramnopirano-
sil-7-metoxi-5,3’,4’-trihidroxiflavona,
3-0O-a-L-ramno piranosil-5,7,3’ ,4’-tetra-
hidroxiflavona, y un dimero de flavonol,
como principales constituyentes quimicos
del extracto polar de la especie en estu-
dio. La identificacion de estos metaboli-
tos se presenta como un acercamiento a la
composicion de los productos oligoméri-
cos y taninos condensados presentes en
diversas accesiones de la especie C. ca-
lothyrsus, cultivadas en diferentes condi-
ciones climaticas y de fertilizacion.
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