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Resumen

De las ramas de Cassia fruticosa Mill., se aisl6 el palmitato de B-sitosterol:%2+H,0 (1), mientras que de
las hojas se aislaron dos flavonoides glicosilados identificados como kaempferol 3-O-(a-L-ramnosil(1—6))-
B-D-glucopiranésido (2) y kaempferol 3-O-(a-L-ramnosil(1—2))-p-D-(glucopiranosil)-a-L-ramnopiranésido
(3). por Cromatografia Flash (Isolera One®, Biotage) en un solo paso cromatografico. Las estructuras de
cada compuesto fueron elucidadas por RMN-'H, RMN-'*C, COSY, HMBC, HMQC, MS y comparadas con la
data reportada en la literatura.

Palabras claves: Cassia fruticosa Mill., cromatografia flash, f-sitosterol, flavonoides glicosilados

Abstract

The ester B-sitosterol palmitate:2+H,O (1) was isolated from the branches of Cassia fruticosa Mill.,
meanwhile the glycosylated flavonoids kaempferol 3-O-(a-L-rhamnosyl(1—86))-3-D-glucopyranoside (2)
and kaempferol 3-O-(a-L-thamnosyl(1—2)}-3-D-glucopyranosyl}-a-L-thamnopyranoside (3) were obtained
from the leaves. Compounds 1-3 were isolated and purified in a single chromatographic step by flash
chromatography (Isolera One®,Biotage). The structures of each compound was elucidated by 'H-NMR,

15C-NMR, COSY, HMBC, HMQC, MS and compared with the data reported in the literature.
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Introduccion

El género Cassia pertenece a la familia
Leguminosae y posee alrededor de 500
especies distribuidas en Asia (India,
China), este y sur de Africa, México, Brasil
y Venezuela (Eisenberg y col., 1993).
Las especies mas importantes debido
a su riqueza fitoquimica y/o actividad

bioldgica son: Cassia fistula, C. grandis,
C. hirsutica, C. sieberiana, C. alata, C.
tora, C. occidentalis, C. auriculata y C.
nigricans. En Venezuela, estas especies
se encuentran ampliamente distribuidas
por todo el territorio, en particular en
los estados: Barinas, Lara, Portuguesa,
Carabobo, Monagas, Sucre y Amazonas;
la especie Cassia fruticosa Mill. se
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encuentra en los estados Mérida y Guarico
(Casale, 1997).

A pesar de las numerosas especies
que conforman este género, pocas han
sido estudiadas a nivel fitoquimico. En
el caso de la especie Cassia fruticosa
Mill. son pocos los trabajos publicados,
solo se ha reportado el aislamiento,
por cromatografia en columna, de un
flavonoide glicosilado, del cual solo se
identifico la aglicona (kaempferol), una
mezcla de antraquinonas glicosiladas no
identificadas, provenientes de las hojas
(Watson-Samudio, 1991), los ésteres
estereato y tetratriacontanoato de etilo,
1-docosanol y didecilftalato de las flores
(Meena y Kalidhar, 1998).

La mayoria de los trabajos fitoquimicos
reportados para el género Cassia basan el
aislamiento en el uso de la cromatografia
de adsorcion en fase normal y/o reversa.
En el desarrollo de éste trabajo se utilizo
el cromatografo Isolera One® de la casa
comercial Biotage, el cual permitio la
separacion de los metabolitos presentes
en las muestras en menor tiempo que los
equipos convencionales. Isolera One®
permite trabajar a presiones mayores de
100 psi, utiliza columnas cromatograficas
con mayor numero de platos teodricos
(3000 N/m), obteniendo bandas de elucion
angostas y definidas (Biotage, 2012). El
software del equipo es alimentado con las
condiciones cromatograficas obtenidas en
cromatografia de capa fina (CCF), ya que el
factor de retencion (Rf), es inversamente
proporcional al volumen de columna (VC)
del equipo.

A menor Rf mayor volumen de columna,
aumentando la eficiencia durante la
separacion, debido a que el tiempo de
contacto entre el soporte solido y el
compuesto de interés es mayor, mejorando
la separacion y evitando el solapamiento
de las bandas cromatograficas. Para
separar dos o mas compuestos, se calcula
el AVC, el cual no es mas que la diferencia
entre el inverso del Rf de cada uno de los
compuestos (Biotage, 2012).

El presente trabajo es un avance
en el estudio fitoquimico de plantas
venezolanas, utilizadas tradicionalmente
para controlar la diabetes mellitus, y se
describe el aislamiento y la caracterizacion
total del palmitato de B-sitosterol:2+H,O
(1), kaempferol 3-O-(a-L-ramnosil(1—6))-
B-D-glucopiranésido (Nicotiflorin, 2) 'y
kaempferol 3-O-(a-L-ramnosil(1—2))-p-
D-(glucopiranosil)-a-L-ramnopiranésido
(Clitorin, 3), (Figura 1), siendo éste el
primer reporte de dichos compuestos en
la especie estudiada.

Materiales y métodos
MATERIAL VEGETAL

Se recolectaron muestras de la especie
Cassia fruticosa Mill., en dos épocas
del ano, las ramas fueron colectadas en
junio del 2008 y las hojas en noviembre
del 2009, en la zona de San Antonio de
los Altos, estado Miranda, Venezuela
por el Dr. Stephen Tillett de la Facultad
de Farmacia de la Universidad Central
de Venezuela. Una muestra de este
especimen se encuentra depositada en el
Herbario Victor Manuel Ovalles de dicha
facultad, bajo el codigo MYF 26216.

EXTRACCION Y AISLAMIENTO

El material vegetal fue secado a
temperatura ambiente y posteriormente
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Figura 1: Estructura de los compuestos aislados
de las ramas y hojas de Cassia fruticosa Mill.

molido. Asi, las ramas (2120,70 q) y
hojas (351,28 g) de Cassia fruticosa
Mill., fueron sometidas a percolacion con
metanol (10 L) semanalmente durante 3
semanas. Seguidamente, los extractos
obtenidos se concentraron a presion
reducida, obteniendo 87,94 g (4.,2%)
correspondiente a las ramas y 66,93 g
(19,1%) de las hojas, identificados como
CfR y Cf, respectivamente.

El extracto metanodlico de las ramas fue
sometida a hidrodlisis acida, suspendiendo

la muestra CfR (50,00 g) en 250 mL
de la mezcla de solventes MeOH-
CHCI5-H,SO4(ac, 20%) (1:1:2; v/v/v) y
sometiendola a temperatura de reflujo
durante 3 h con agitacion continua. Se
obtuvo un soélido (11,97 g), insoluble
en el medio de reaccién y una fraccion
organica. Una porcion del solido (9,54
g) se disolvié en MeOH (50 mL) y extrajo
con n-hexano (5x25 mL), obteniéndose 2
fracciones denominadas CfR-Me (9,11 Q)
y CfR-Hex (0,43 g).

Una porcion del extracto metandlico
de las hojas (Cf, 25,00 g) se suspendio
en la mezcla MeOH-H,O (1:1; v/v),
luego de filtrado la fraccion soluble
fue concentrada al vacio y tratada con
acetona, lo cual produjo dos fracciones
(soluble e insoluble), la fraccidon
insoluble en acetona, denominada CfC,
fue concentrada al vacio (13,50 g). Una
porcion de CfC (9,35 g) fue particionada
con el sistema de solventes t-BuOMe-n-
BUOH-THF-TFA . 020 (1:3:1:5; v/v/v/v)
obteniéndose dos fases: una acuosa (CfG;
4,78 g) y otra organica (CfH; 2,86 Q).

Las compuestos presentes en las fracciones
CfR-Hex (428,3mg) y CfH (550,8mg) se
separaron por cromatografia flash con
cartuchos de silica gel. Las fracciones eluidas
fueron monitoreadas por CCF y agrupadas
de acuerdo a su perfil cromatografico y
coloracion con el reactivo anisaldehido-acido
sulfurico (AS), cada compuesto aislado fue
caracterizado por métodos espectroscopicos:
RMN-'H y '3C, HMBC, HMQC, COSY;
espectrometria de masas e IR.

PROCEDIMIENTO GENERAL

Los espectros de RMN se realizaron
en un espectrometro Briker de 500
y 270 MHz para 'H, 75 y 125 MHz para
15C, los espectros de masas se tomaron
en un equipo TSQ QUANTUM (con Triple
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Cuadruplo), marca Thermo. El analisis de
CCF fue realizado con placas analiticas
de silica gel 60 de 0,25 mm de espesor e
indicador de fluorescencia UV,s, (Merck)
y los compuestos fueron visualizados
por irradiacion con UV (254 y 365 nm)
y reaccion con el reactivo anisaldehido
en acido sulfurico (AS). La cromatografia
flash se realizé en el equipo Isolera One
de la empresa Biotage, equipado con
cartuchos de silica gel SNAP 25 gde 50 pm
de diametro de particula, dimensiones 30
X 72 mmy 33 mL de volumen de columna
(Biotage, 2012).

DATOS ESPECTROSCOPICOS DE LOS COMPUESTOS

PaLmitaTo DE [3-siTOoSTEROL®'/2¢H,0 (1): Pf
75-77°C, RMN-'H 270MHz (CDClI;) 6,4 0,66
(s; H-18); 0,79 (d, J= 6,4Hz; H-26); 0,81(d,
J=6,2Hz; H-27); 0,88 (m; H-16"); 0,91 (¢,
J=7,7Hz; H-29); 1,00 (s; H-19); 2,21 (d, J=
9,1Hz; H-2,"); 2,27 (d, J=8,4Hz; H-2.); 4,57
(m; H-3); 5,33 (s,; H-6). RMN-'3C 75MHz
(CDClI5) 6- 11,9 (C-18); 14,1 (C-16%); 12,1
(C-29); 18,8 (C-21); 19,1 (C-27); 19,4 (C-
19); 19,8 (C-26); 21,1 (C-11); 22,7 (C-15);
23,2 (C-28); 24,5 (C-3); 25,14 (C-15);
26,2 (C-23); 27,9 (C-2); 28,3 (C-16); 29,2-
29,7 (C-4'-C-13"); 31,4 (C-25); 31,9 (C-7;
C-8; C-147); 34,0 (C-22); 34,8 (C-2'); 36,2
(C-20); 36,7 (C-10); 37,1 (C-1); 38,5 (C-4);
39,7 (C-12); 42,3 (C-13); 45,9 (C-24); 50,2
(C9); 56,2 (C-17); 56,8 (C-14); 73,7 (C-
3); 122,6 (C-6); 139,9 (C-5);173,24 (C-1').
EM: m/z (%) 663,56 (100); 685,55 (17);
413,31 (67); 397,48 (62); 383,17 (10);
1325,90 (2); 1343,01 (5); 495,08 (100);
551,25 (67); 439,23 (48); 327,06 (27).

KAEMPFEROL 3-O-RuTINOSIDO, (NICOTIFLORIN)
(2):Pf165-167°C, RMN-'H 500MHz (CD5;OD)
o4 8,05 (d, J= 9,0Hz; H-2’, H-6"); 6,89 (d, J=
9,0Hz; H-3’, H-5’); 6,40 (s,; H-8); 6,21 (d, J=
2,0Hz; H-6). Glucosa 6, 5,11 (d, J= 7,5Hz;
H-1); 3,80 (dd, J= 11,0; 1,5Hz; H-6,); 3,38
(dd, J=4,5/11,0Hz; H-6,). Ramnosa 6, 4,51

(s; H-1); 3,63-3,25 (H-2 - H-5); 1,11 (d, J=
6.,0; H-6). RMN-'3C 125MHz (CD;OD) 4.
179,4 (C-4); 166,0 (C-7); 162,9 (C-5); 161,5
);

(C-4%); 159,4 (C-2); 158,6 (C-9); 135,5 (C-
3); 133,4 (C-2'; C6%); 122,8 (C-1'); 116,2
(C-3; C-5); 105,7 (C-10); 99,9 (C-6); 94,9

(C-8). Glucosa 6. 104,6 (C-1); 78,1 (C-2);
77,2 (C-3); 75,8 (C-2); 71,4 (C-4); 68,6 (C-

6). Ramnosa 6. 102,4 (C-1); 73,9 (C-4);
72,3 (C-3); 72,1 (C-2); 69,7 (C-5); 17,9 (C-
6). EM: m/z (%) 593,17 (100); 285,05 (26);

284,88 (100), 162,96 (8).

KAeMPFEROL  3-0-(2”-RAMNOSIL ) RUTINOSIDO,
(Curorly) (3): Pf 195-197°C, RMN-1H
500MHz (CDsOD) ¢, 8,01 (d, J= 9,0Hz; H-2’,
H-6"); 6,90 (d, J= 9,0Hz; H-3’, H-5"); 6,38
(s,; H-8); 6,18 (d, J= 2,0Hz; H-6). Glucosa
oy 5,59 (d, J= 7,5Hz; H-1); 3,81 (dd, J=
5,0/9,5Hz; H-6,); 3,38 (m; H-6,). Ram-Gluc
(1-2) o4 5,22 (d, J= 3,0Hz; H-1); 4,06 (dq,
J=6,5/9,5Hz; H-5); 4,01 (s,; H-2); 3,79 (dd,
J= 4,5/8,5Hz; H-3); 3,33 (m; H-4); 0,98 (d,
J= 6,5 Hz; H-6). Ram-Gluc (1-6) 5,4 4,50 (s;
H-1); 3,61 (m; H-2); 3,48 (dd, J= 3,5/9,5Hz;
H-3); 3,40 (dq, J= 6,5/9,5Hz; H-5); 3,27 (t,
J=9,5; H-4); 1,07 (d, J= 6,5 Hz; H-6). RMN-
13C 125MHz (CD5OD) 6. 179,2 (C-4); 165,7
(C-7); 162,9 (C-5); 161,2 (C-4"); 159,0 (C-2);
158,4 (C9); 134,35 (C-3); 132,1 (C-2’; C-6');
123,1 (C-1’); 116,2 (C-3; C5°); 105,9 (C-
10); 99,9 (C-6); 94,8 (C-8). Glucosa 6. 100,4
(C-1); 79,9 (C-2); 78,8 (C-3); 76,9 (C-5); 71,9
(C-4); 68,3 (C-6). Ram-Gluc (1->2): 6c 102,5
(C-1); 73,8 (C4); 72,3 (C-2; C-3); 69,7 (C-
5); 17,5 (C-6). Ram-Gluc (1-56): 6. 102,2 (C-
1); 73,9 (C-4); 72,3 (C-3); 72,0 (C-2); 69,9
(C-5); 17,8 (C-6). EM: m/z (%) 741,02 (62);
577,05 (6); 285,82 (100); 256,12 (6).

Resultados y discusion

Los tres compuestos se aislaron de
Cassia fruticosa Mill. por la técnica
de cromatografia flash, utilizando el
equipo Isolera One®, con una elucion
por gradiente multiple a un flujo de
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Figura2: EM-EMdelionm/z663delcompuesto
1 (palmitato de B-sitosterole.+H,0)

fase movil de 25 mL/min. El compuesto
palmitato de p-sitosterol-'2+H,0 (1) fue
aislado de la fraccion CfR-Hex obtenida
de las ramas, con el sistema de solventes
tolueno-acetato de etilo, en gradiente:
1% de tolueno durante 1 volumen de
columna (VC), de 1->14% durante 10VC,
manteniéndose esta condicion isocratica
por 2VC. Los flavonoides kaempferol
3-O-rutindésido (2) y kaempferol 3-O-(2”-
ramnosil)rutinésido (3) se aislaron de la
fraccion CfH proveniente de las hojas,
con el sistema de solventes CH,Cl,-MeOH
de acuerdo a la siguiente relaciéon: 5% de
CH,CI, por 1 VC, de 5-530% durante 10
VC, manteniéndose de manera isocratica
por 5,2 VC.

El compuesto 1 fue aislado como un
solido amorfo (10,6 mg) de Pf 75-77°C. El
analisis del espectro de IR mostré bandas de
absorciéon caracteristicas de estiramientos
C-H sp® en (2850 y 2918 cm’!), un éster
no-conjugado (1736, 1260 y 1083 cm),
grupos metilicos y metilénicos (1463 cm™) y
un grupo isopropilo (1377 cm™). La formula
molecular de 1 fue establecida como
CusHgpO,°%2+H,0 a través de las senales
en el espectro de masas observadas en
663,56 (M+H)*, 685,55 (M+Na)*, 1325,90
(2M+H)" y 1343,01 (2(M-2)+Na)*. El nucleo
esteroidal -sitosterol fue caracterizado por

los desplazamientos observados en RMN-
'H (CDCIl;), entre ellos destaca un protéon
olefinico en 5,33 ppm (s,; H-6) y cinco
metilos (0,66; 0,79; 0,81; 0,91 y 1,00
ppm) asignados a H-18 H-26, H-27, H-29 y
H-19, respetivamente. Estas asignaciones
fueron confirmadas por medio de los
espectros HETCOR. La sustitucion sobre el
nucleo esteroidal fue determinada a través
de la senal en 4,57 ppm (m; H-3) ya que
la misma esta asociada a la presencia de
un éster alifatico de acido graso unido a
C-3 (Parmar y col., 1998). Este sustituyente
fue confirmado debido a las senales de
RMN-'H en: 2,26 ppm (t, J= 8,4 Hz; H-2'),
0,88 ppm (m; H-16’) y RMN-°C en: 173,24
(C-17), 34,80 (C-2%), 24,50 (C-3) yl4,14
ppm (C-16’) las cuales son caracteristicas
de derivados de acidos grasos (Parmar
y col., 1998). Adicionalmente, en RMN-
15C destacan las senales en 139,86 (C-
5), 122,63 (C6) y 73,73 (C-3) las cuales
coinciden con el palmitato de B-sitosterol.
Las multiples senales entre 11 y 56 ppm
fueron asignadas a través del espectro
DEPT-135 por comparacion con la data
reportada para el palmitato de B-sitosterol
(Su y col., 2009).

Adicionalmente, las senales en
el espectro de masas en 413,31 (M-
250)" 'y 397,48 (M-266)" muestran
fragmentaciones caracteristicas de ésteres
alifaticos de B-sitosterol (Nes y col., 1992).
Asi, el fragmento m/z 266 corresponde al
acido graso que contiene el compuesto 1.
Sin embargo, dicharelacion m/z 266 no se
corresponde con algun acido graso lineal
saturado o insaturado producido en la
naturaleza. En RMN-'H y en RMN-'°C no se
observa senal alguna para insaturaciones
(olefinas o alquinos) distintas a la formada
en el anillo B de 1, por lo que se concluye
que el resto de acido graso es saturado
lineal y corresponde al acido palmitico
parcialmente hidratado (C,sH5,0,°%2+H,0).
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Figura 3. Fragmentacion propuesta para el

La naturaleza del compuesto 1 se
confirmé con el espectro de masas
a través de las senales en 1325,90
(2M+H)" y 1343,01 (2(M-2)+Na)*. Por
lo tanto, la senal observada en 663,56
(M+H)*" corresponde al [-sitosterol
palmitato parcialmente hidratado cuya
formula molecular es C,5Hg,O,Y2°H,0,
el cual ha sido aislado previamente
de la planta Lobelia davidii Franch.

1 (palmitato de p-sitosteroles'2+H,0).

(Zhang y col., 1992). El resto de las
fragmentaciones, coinciden con las
reportadas para el nucleo de B-sitosterol
(Bagri y col., 2009). Por otra parte, la
fragmentacion del i6n (M+H)" (Figura
2) produjo fragmentos moleculares
multiplos de 56 uma, para los cuales se
propone el proceso de fragmentacion
descrito en la Figura 3. Los picos en
495,08 (M-168)" y 551,25 (M-112)"

compuesto
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provienen de la fragmentacion clasica
para estructuras ciclicas (McLafferty
y Turecek, 1993). La reduccion del
anillo C genera dos fragmentos que
se mantienen unidos a través de la
interaccion ion-dipolo inducido y forman
un complejo intermediario (McLafferty
y Turecek, 1993) que promueve la
formacion del cation radical triciclico
de 439,23 (M-224)". ElI rearreglo
McLafferty de 1 promueve la pérdida del
metilo C,, seqguida de una reaccion de
retro-Diels-Alder y produce el fragmento
molecular con m/z 327,06 (M-224)*". Es
importante resaltar que el compuesto 1
fue identificado por CCF en el extracto
metanodlico CfR, de modo que es un
componente que pertenece a la planta
Cassia fruticosa Mill. y no un artefacto
producto de la esterificacion del acido
palmitico y B-sitosterol en medio acido.

El compuesto 2 fue aislado como un
s6lido marrén (20,76 mg) de Pf 165-167°C.
La formula molecular de 2 fue establecida
como C,;H;,0,5 a través de los datos de
RMN y ESI-MS. En el espectro de ESI-MS
se observaron picos en m/z 593,17 (M)" y
284,88 (M-glicosido)* los cuales coinciden
con los reportados para el kaempferol
3-O-rutinésido (Stobiecki, 2000). En el
espectro de RMN-'H (CD;OD), se observo
el patron de sustitucion AA’‘BB’ proveniente
del anillo B del kaempferol en 8,05 y 6,89
ppm (J=9,0Hz). Igualmente, se observaron
las senales caracteristicas los protones
anoméricos de B-glucosa en 5,11 ppm (J=
7.4 Hz) y o-L-ramnosa en 4,51 ppm (s,), ésta
ultima confirmada por la presencia de un
metilo en 1,11 ppm (J= 6,0 Hz). El espectro
de RMN-'3C (CDsOD) mostré 27 senales: 9
carbonos cuaternarios, incluido un carbonilo
en 179,42 ppm; 16 metinos, seis de ellos sp?;
1 metileno y 1 metilo sp’. Las correlaciones
observadas en HMBC permitié establecer
la union de la ramnosa al metileno de la
glucosay de la glucosa al C-3 del kaempferol,

de modo que la identificacion de 2 fue
kaempferol 3-O-(a-L-ramnosil(1—6))--D-
glucopiranoésido conocido como kaempferol
3-O-rutindsido o nicotiflorin. La asignacion
total de las senales de RMN-'H y '°C fueron
realizadas a través de los espectros de DEPT-
135, HMQC, HMBC, COSY y comparadas con
los datos reportados en la literatura (Kazuma
y col., 2003).

El compuesto 3 fue aislado como un
solido marrén (37,20 mg) de Pf 195-197°C.
La féormula molecular de 3 fue establecida
como C;;H,,0,9 a través de los datos de
RMN y ESI-MS. En el espectro de ESI-MS se
observaron picos en m/z 741,02 (M+H)" y
285,82 (M-glicosido)* los cuales coinciden
conlosreportados parael kaempferol 3-O-(2"-
ramnosilrutinésido) (Luo y col., 2013). El
patron de sustitucion AA'BB’ determinado
en el compuesto 2, fue observado en el
espectro de RMN-1H (CD5OD) del compuesto
3. Adicionalmente, se observaron las senales
caracteristicas de protones anoméricos de
B-glucosa en 5,59 ppm (J= 7,5 Hz) y dos
unidades de o-L-ramnosa en 5,22 ppm
(J= 3,0 Hz) y 4,51 ppm (s,), éstas ultimas
fueron confirmadas por la presencia de dos
metilos en 1,07 y 0,98 ppm (J= 6,0 Hz c/u).
El espectro de RMN-'*C (CD;OD) mostré 33
senales: 9 carbonos cuaternarios, incluido
un carbonilo en 179,23 ppm; 21 metinos,
seis de ellos sp?; 1 metileno y 2 metilos
sp°’. Las correlaciones observadas en HMBC
permitio establecer la unién de las unidades
de ramnosa a la glucosa enC-2” y C-6” y de
la glucosa al C-3 del kaempferol, de modo
que la identificacion de 3 fue kaempferol
3-O-(a-L-ramnosil(1—2))-B-D-(glucopiranosil})-
a-L-ramnopirandsido,  conocido  como
kaempferol 3-O-(2”-ramnosil)rutinésido o
clitorin. La asignacion total de las senales de
RMN-'H y '*C fue realizadas a través de los
espectros de DEPT-135, HMQC, HMBC, COSY
y comparadas con los datos reportados en
la literatura (Kazuma y col., 2003).

100



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION QUIMICA DE CASSIA FRUTICOSA

Conclusiones

Los compuestos: palmitato de
B-sitosterol-2+H,O (1), nicotiflorin (2) y
clitorin (3) se aislaron de Cassia fruticosa
Mill. por la técnica de cromatografia flash,
utilizando el equipo Isolera One® en un
sOlo paso cromatografico y representa
el primer reporte de dichos compuestos
en la especie. La investigacion sobre
el estudio fitoquimico y antidiabético
de las fracciones (Cf, CfG, CfR, CfR-
Me) y compuestos aislados (1-3) son
actualmente objeto de estudio.
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