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RESUMEN

Se realizé un estudio fitoquimico preliminar de las hojas de la especie Hibiscus Sororius L.F. El
material vegetal se macerd con etanol al 70 % y se fracciono obteniéndose cuatro fracciones (A, B,
C y D). La fraccién D mostré mayor porciento de extractivos. El andlisis quimico se dirigié hacia la
fraccion B, la cual se analiz6 cualitativamente mediante cromatografia en placa delgada en su
modalidad bidimensional en gradiente y por corridas multiples comprobandose que la fraccion
posee alrededor de 20 componentes fendlicos. Bajo las mismas condiciones del estudio analitico
se pasoé a la fase preparativa; ésta resultdé optima para el aislamiento y purificacién de los
compuestos: 12 y 182, Su analisis estructural se realiz6 mediante espectroscopia ultravioleta,
infrarroja, de resonancia magnética nuclear proténica y de carbono 13, permitiendo identificarlos
como un acido fendlico simple y quercetina, respectivamente.

Descriptores DeCS: ESTUDIO FITOQUIMICO; HIBISCUS SORORIUS.

Durante miles de afios, la vida del hombre se ha relacionado con el medio ambiente, en particular
con las plantas. Esto ha permitido que ellas constituyan una fuente inagotable de sustancias
biolégicamente activas, las cuales, han permitido darle solucion a disimiles afecciones del
organismo humanol-2,

No hay dudas acerca de que esta rama de la medicina esta haciendo una valiosa contribucion
para que la salud esté al alcance de todos. En nuestro pais crecen numerosas plantas que han
sido utilizadas por la medicina tradicional, la comprobacion cientifica de ellas para su inclusién en
el sistema de atencion primaria es hoy una tarea muy valiosa3.

Dentro de la flora cubana se encuentra la familia malvaceae y su género Hibiscus, que esta
ampliamente distribuido en todo el pais4. Existen 20 especies pertenecientes a dicho género,
solamente siete presentan estudios fitoquimicos reportados en la literatura.

Teniendo en cuenta que la especie Hibiscus Sororius L.F. es una de las que no poseen estudios
anteriores, unido a que el género es productor de una amplia variedad de compuestos fendlicos,
los cuales, presentan gran diversidad de efectos terapéuticos que podrian aportar nuevos usos
clinicos a los extractos de estas especies no estudiadas, es por ello que se decide realizar el
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estudio de esta especie.
METODO

El material vegetal se colecta en la provincia de Pinar del Rio, en la zona de La Coloma, Km 13,
en el mes de junio de 1997.

Para este estudio el érgano que se selecciona es la hoja, se analiza solamente el limbo. El
material colectado se seca en una estufa VDEMLW-177 a 350 C, posteriormente se procede a su
trituracion en un molino de cuchillas con tamiz de 2,5 mm.

Se utiliza la maceracién como técnica de extraccion la cual se lleva a cabo con etanol al 70%. El
extracto etandlico concentrado se particiona empleando n-hexano, diclorometano, acetato de etilo
y n-butanol, obteniéndose finalmente cuatro fracciones (A, B,C y D), respectivamente.

El andlisis cromatografico (analitico y preparativo) se lleva a cabo mediante cromatografia en
placa delgada en su modalidad bidimensional en gradiente y por corridas multiples, empleando
para ello placas de vidrio, como soporte celulosa MN-300, las fases méviles y reveladores que se
utilizan son los reportados en la literatura.

En el ensayo de hidrélisis que se realiza a la fraccion B, se utiliza 1ml de &cido clorhidrico 2N para
1ml de la fraccion utilizando reflujo y agitacion durante una hora a una temperatura de 1000 C.
Los espectros ultravioletas (UV) se realizaron en un espectrofotdmetro Pharmacia LKB Biocrom
4060, empleando metanol como disolvente y reactivos de desplazamiento; el espectro infrarrojo
(IR) se realiza en un equipo Bruker ISF 48 con tabletas de bromuro de potasio; los espectros de
resonancia magneética nuclear (RMN) se realizan en un equipo Bruker AC-250F, empleando
dimetil sulféxido como solvente y tetrametil silano como sustancia de referencia.

RESULTADOS

El extracto etandlico de las hojas particionado da lugar a las fracciones A, B, C y D, la que posee
mayor porciento de extractivos es la D seguida de las fracciones C, By A.

El analisis cromatografico en placa delgada, variante bidimensional resulta el adecuado para el
estudio de la fraccidn B, se demuestra la presencia en la misma de alrededor de 20 componentes
fendlicos. Se presume que en la fraccion existen flavonoles, flavonas, coumarinas y compuestos
fendlicos simples, siendo los mas abundantes, los enumerados como 15, 18A, 1, 12 y 17. Cuando
se analiza el hidrolizado de la fraccion se demuestra que sélo el compuesto 19A debe ser o-
glicésido, los restantes productos deben ser aglicones.

Los productos 12 y 18A se aislan a partir de la fraccion D y se identifican como un &cido fendlico
simple y quercetina (3', 4', 5, 7 -tetrahidroxiflavonol) respectivamente.

DISCUSION

A medida que aumenta la polaridad de la bateria de menstruos empleados en la técnica de
extraccion liquido-liquido, aumenta la intensidad del color de las fracciones lo que sefiala el poder
extractivo de los mismos y el peso mayoritario de compuestos en la fraccion D.

En el analisis cromatogréfico, la variante bidimensional es la que resulta mas adecuada para el
estudio de esta fraccién debido a la gran cantidad de compuestos fendélicos que presenta,
tomando en consideracion los colores observados bajo la luz UV(366 y 254 nm) y su

comportamiento frente a los reveladores empleados®-8. El uso de varias fases moviles para las



corridas en la primera y la segunda direccién de la placa facilité el desplazamiento y
desdoblamiento de las manchas.

La elucidacioén estructural de los compuestos 12 y 18A se realiza sobre la base de sus espectros
UV, IR, RMN siendo parcial para el 12 y total para el 18A.

El analisis de los espectros UV permite definir las caracteristicas estructurales siguientes:

El producto 12 presenta maximos de absorcion a 294, 257 y 213 nm lo que es
caracteristico de los acidos fenélicos9, lo cual, se corrobora por el corrimiento
hipsocromico que sufre la banda R a ph aproximadamente 8 y el corrimiento batocrémico
gue sufren las bandas cuando el ph sube a 139.
» El producto 18A:
0

presenta hidroxilaciones en ambos anillos por la similitud de las densidades de las
bandas | y Il en solucién metandlica®.

es un flavonol que presenta un grupo hidroxilo en posicion 3, libre, puesto que: existe una
banda por encima de 350 nm en el espectro de la solucion metandlica, hay un aumento de
la intensidad de la absorcion por debajo de los 240 nm en el espectro realizado en
presencia de hidroxido de sodio y desaparecen las bandas tipicas de flavonoides al afiadir

acetato de sodio.5.6.8

presenta grupos catecolicos en el anillo B (preferentemente sustitucion 3',4"), por el
aumento de la absorcion por debajo de los 240 nm en presencia de hidroxido de sodio, el
cambio de apariencia que se observa en el espectro cuando se aflade acetato de sodio, el
corrimiento batocromico de 19 nm y 4 nm para las bandas 1 y Il respectivamente cuando se
afiade acetato de sodio y &cido borico y por el corrimiento hipsocrémico de la banda | a (24
nm) cuando a la solucion que contiene tricloruro de aluminio se le aflade acido

clorhidrico.5.6.8

posee un grupo hidroxilo libre en posicion 5 del anillo A debido al cambio de apariencia del
espectro cuando se afiade acetato de sodio y por el corrimiento batocrémico (61 nm) de la
banda la en el espectro de la solucion que se le afiade tricloruro de aluminio y acido
clorhidrico.>.6.8

El analisis del espectro IR muestra la existencia de agrupamientos fendlicos, grupos alquilicos
(Csp3), grupos carbonilicos y anillos aromaticos por la presencia de bandas a 3327, 2930, 2852,
1654, 1616, 1593, 1558, y 1513 cm-1. Este espectro presenta bandas caracteristicas de
flavonoides.>.6

La presencia de agrupamientos alquilicos sugieren la existencia de agrupamientos metoxilos o de
azucares ya que el nucleo central carece de carbonos sp3 pero los resultados obtenidos en el
ensayo de hidrolisis proponen la existencia en la estructura de metoxilos y no de azucares.

Los espectros de RMN permiten complementar la informacion estructural que se maneja para el
compuesto; los datos del espectro RMN-H1, permiten determinar que el producto es un flavonol
con hidroxilo en 3 libres, con 2 sustituciones oxigenadas en el anillo Ay 2 sobre el anillo B. Los
datos que permiten afirmar esto son los siguientes:>:8



Singlete, integra un proton, alrededor de 9,65 ppm, singlete integra un protén, alrededor de
10,85 ppm, singlete, integra un proton alrededor de 12,5 ppm, pertenece a los hidroxilos
fendlicos de la posiciones 3,7,5 respectivamente.

Doblete, integra un proton, alrededor de 6,2 ppm, doblete integra un protén, alrededor de
6,45 ppm, pertenece a los protones H-6 y H-8 respectivamente del anillo A en flavonoles.

Doblete (J= 8,51 Hz), integra un protdn, alrededor de 6,95, doblete de doblete (J=8,22 Hz,
2,11 Hz), integra un proton alrededor de 7,55 ppm, doblete (J= 2,06 Hz ), integra un proton,
alrededor de 7,7 ppm, estas constantes de acoplamiento y corrimientos quimicos son
tipicos de los protones H - 51 |H-62 y H-21, respectivamente.

Singlete integra un protén, alrededor de 9,3 ppm, singlete integra un protén, alrededor de
9,35 ppm que corresponden con los hidroxilos fendlicos de las posiciones 3'y 4' del anillo
B.

El espectro RMN-C13, por comparacion con los datos reportados en la literatura8, permiten
identificar al producto 18 A como quercetina, el cual se aisla e identifica por primera vez de las
hojas de la especie.

En conclusion:

La maceracion con etanol al 70 % de las hojas de Hibiscus Sororius L.F y la posterior
extraccion con n-hexano, diclorometano, acetato de etilo y n-butanol dan lugar a las
fracciones A,B,C y D, obteniéndose con la D un mayor porciento de extractivos

La cromatografia en placa delgada, variante bidimensional resulta adecuada para el
estudio de los compuestos fendlicos de la fraccion B

La fraccion B debe presentar alrededor de 20 compuestos fendlicos tomando como criterio
los resultados del estudio cromatogréfico

El uso de cromatografia preparativa, resulta un método de purificacién adecuado para la
obtencion de los compuestos 12 y 13 A cromatograficamente puros a partir de la fraccion B
Los productos 12 y 18 A son compuestos fendlicos, el primero de ellos debe corresponder
a un acido fendlico simple y el segundo a un flavonoide, especificamente la quercetina.
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SUMMARY

A preliminary phytochemi stric study of the Hibiscus Sororius L.F. species leaves was done, the
vegetal material was maced with sthanol 70% it was divided into four fractions (A,B,C and D) .
Fraction D showed the biggest percentage of extractives. The chemical analisis was directed to
fraction B which was qualitatevely analyzed by means chromatography in thin plaque in its
bidimensional modelity in gradient and for multiple Run. Showed that the fraction has around
twenty fenolic compounds. Under the same analitic study conditions the preparatory phase was
reached, this one was the fine for isolation and purification of the compounds: 12 and 18. A
structural analysis was made by means of ultraviolet spectrum copy, infrared of magnetic nuclear

protonic resonance and coal 13, this analysis allowed them as a simple fenolic acid and kercitine
respectively.

Subjet headings: PHITOCHEMICAL STUDY; HIBISCUS SORORIUS
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