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BASES DE APLICACION DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (CLAR) EN QUIMIOTAXONOMIA DE FLAVONOIDES

Por ENRIQUE M. ZALLOCCHI', ALICIA B. POMILIO??® y RAMON A. PALACIOS"?

Summary Applications of high performance liquid chromatography (HPLC) on chemotaxonomical flavo-
noid studies. This report shows that the high performance liquid chromatographic analysis of flavonoids in
chemotaxonomic studies offers an accurate sensitive technique that enables a rapid isolation and characteri-
zation of these compounds when compared with any other method. The procedure is illustrated by the
identification of eleven flavonoids in six argentine species of the tribe Phaseoleae (Papilionoideae-Legumino-
sae). A comparative study was simultaneously carried out on the same species using the classical standardi-
zed two-dimensional paper chromatography. Although no meaningful differences in the number of detected
flavonoids by both methods are observed, HPLC provides a more accurate correlation within species and a
rapid identification of the compounds by their retention times. An appropriate method for clean-up and sample
preparation is described. The main factors that affect optimization of HPLC conditions are also discussed.

INTRODUCCION

La cromatograffa liquida de alta resolucién —
CLAR— (0o HPLC por sus siglas en inglés) conside-
rada desde hace largo tiempo uno de los métodos
mds promisorios para la identificacién de com-
puestos fendlicos (K. Markham, 1975) ha pasado a
convertirse en los Gltimos afios en el mds empleado
por los diversos autores para el aislamiento y puri-
ficacion de flavonoides dados los excelentes resul-
tados obtenidos.

Una de las principales ventajas de esta técnica
radica en la relativamente pequefia cantidad de

muestra necesaria para una evaluacién acertada de-

los compuestos preséntes, mientras que respecto a
cualquier otro sistema de cromatografia conven-
cional sobre papel su capacidad resolutiva es muy
superior (Wulf y Nagel, 1976) permitiendo un gran
ahorro de tiempo y esfuerzo mediante su empleo
(Daigle y'Conkerton, 1982).

Si bien una desventaja de peso suele estar dada
por el costo relativamente alto del equipamiento
necesario, no son pocos los casos en que puede
llegar a disponerse del equipo bdsico compartién-
dolo temporalmente o aportando algin comple-
mento adecuado, por lo que resulta importante su
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aprovechamiento cuando exista la posibilidad de
uso. .

_ El objetivo de este trabajo es presentar la meto-
dologia bésica y los principales pardmetros a tener
en cuenta para encarar estudios quimiotaxonémi-
cos mediante esta técnica. Asimismo, como siste-
ma de referencia respecto a los métodos emplea-
dos usualmente en botdnica presentamos un estu-
dio comparativo realizado para 6 especies argenti-
nas de la tribu Phaseoleae (Leguminosae) en base a
esta técnica y, paralelamente, el andlisis de las mis-
mas mediante cromatografia de particién liquido-
liquido bidimensional sobre papel.

Se discuten en forma comparativa los resulta-
dos obtenidos y se presentan las principales aplica-
ciones que la CLAR puede presentar en quimiota-
xonomia. i

La técnica de la C.L.A.R.

La CLAR es un tipo de cromatografia liquida en
la cual la fase estacionaria (que puede ser unsélido
poroso como por ejemplo un adsorbente cldsico,
una resina de intercambio i6nito o un polimero
poroso) se halla encerrada en una columna metdli-
ca mientras que la fase mévil es un liquido que es
forzado a atravesarla bajo una cierta presién
(Hamilton y Sewell, 1982).

El término alta resolucién (“high performance”)
tiende a emplearse altimamente con preferencia al .
nombre propuesto originalmente de cromatografia
liquida de alta presién (“high pressure”) dado que
el primero expresa con mayor exactitud la pringi-
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pal caracteristica de esta técnica, mientras que el
segundo s6lo hace referencia a un pardimetro ope-
racional.

En CLAR el término fase normal se refiere a la
técnica cromatogrdfica en que la fase mévil es
menos polar que la fase estacionaria.

El término fase reversa o fase invertida (o RP
por “reversed phase”) se utiliza para designar sis-

temas de fase estacionaria no polar, en general

silicagel tratada (RP C18; RP C8), usdndose una
fase mévil mds polar, como agua o alcoholes (H.
Engelhardt, 1979).

Equipamiento

Si bien los distintos modelos de cromatégrafos
liquidos de alta presién pueden alcanzar grados de
sofisticacion realmente notables (y en relacién di-
recta a su costo obviamente) la configuracién bési-
ca de un equipo que retina las condiciones impres-
cindibles para su uso en quimiotaxonomia se es-
quematiza en la figura 1-A.

Un sistema mds complejo apto para utilizar gra-
diente de solventes (como se observa en la figura 1-
B) ofrece la posibilidad de ir variando en forma
programada durante el transcurso de la corrida la
relacién de los componentes de la fase mévil, es
decir la‘polaridad de la mezcla de eluci6n.

Se requieren bombas de alta presion para hacer .

pasar el solvente por la columna pues el relleno
ofrece una alta resistencia.

Al trabajar con flavonoides lo aconsejable es un
detector UV de onda variable ajustado a una longi-
tud de onda entre 290 y 300 nm apropiada de
acuerdo a la banda I de absorcién de los flavonoi-
des y que no se superponga con el rango de absor-

cién del solvente. También se pueden utilizar de-

tectores UV de onda fija (en particular los que
trabajan a 256 nm), fluorimétricos o electroquimi-
cos (Lunte, 1987).

Resulta muy conveniente en la préctica el em-
pleo de guardacolumna (que se intercala a la entra-
da de la columna) ya que al trabajar con derivados
de extractos naturales la vida til de las columnas
se puede ver restringida si no se toman precaucio-
nes en la purificacién de las muestras.

Desarrollo cromatogrdfico

Los cromatogramas resultantes del proceso de
CLAR se obtienen grdficamente mediante la cone-
xi6n de un registrador adecuado al detector utiliza-
do a la salida de la columna (Figura 2).

La graficacién a lo largo del tiempo de las varia-
ciones de absorbancia en el detector determinan la
aparicion de picos que corresponden a la salida de

A) salida
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EOMBA INYECTOR
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B)
solventel

solvente|
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CONTROL A B
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L
medidor
de flujo
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Fig. 1.— A) Configuracién bésica para CLAR; B) Configu-
racién para utilizar gradiente de solvente.

cada uno de los componentes de la muestra inyec-
tada.

La resolucién o efectividad de la separacién cro-
matogréfica estd dada por la relacién entre la
selectividad (o distancia entre picos) y la eficiencia de
la columna (o ancho de banda).

Cada una de las sustancias separadas queda
caracterizada por un pardmetro que es el volumen
de retenci6n (V) o flujo total de solvente necesario
para eluir el centro de una banda dada desde el .
momento de la inyeccién hasta que alcanza su va-
lor mdximo en el detector.

Sin embargo, el pardmetro mds utlllzado parala
caracterizacion de cada una de los compuestos
separados es el tiempo de retencién (t,) dado que
es mucho mds sencillo de medir y es constante si
no se varifan las condiciones de flujo y temperatura.

La utilizacién de un registrador-integrador
(electrénico) brindard ademds del grdfico corres-
pondiente (cromatograma) todos los datos necesa-
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Fig. 2.— Cromatogramas de alta resolucién para seis especies de la Tribu Phaseoleae (Papilionoideae-lzguminasde).

rios para un andlisis cuali-cuantitativo de cada
muestra, correspondientes a cada uno de los picos.
Incluso se podr4 calcular (si se ha calibrado previa-
mente con una muestra testigo de concentracién
conocida) la concentracién relativa de cada flavo-
noide aislado por integracion del drea bajo cada
pico.

En €aso de emplearse otro tipo de registrador
(electromecdnico) se calcula en forma gréfica el t,
de cada componente midiendo la distancia al ori-

“gen (t)) de cada,pico, y convirtiendo este valor en

tiempo conociendo la velocidad del papel. Cada
una de los flavonoides de la muestra puede reco-

‘gerse en orden sucesivo y en forma casi pura lo que
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resulta de enorme utilidad para su posterior deter-
minacién estructural o su empleo como testigos.

Principales pardmetros a tener en cuenta

1) Tipo de Columna: La utilizacién de columnas
de fase reversa es lo mds indicado para trabajar con
flavonoides. En general se emplean rellenos micro-
porosos del tipo C-18 (Daigle y Conkerton, 1982;
Wulf y Nagel, 1979; Lardy y col., 1978) o C-8 (entre
otros: Harborne y Boardley, 1984; Niemann y Bre-
derode, 1978). El tamario de particula adecuado es
de 10 pm, o 5 pm para separaciones mds finas. Las
dimensiones de la columna se eligen en base al
equipo disponible y al tipo de trabajo a realizar
(analitico o preparativo). Salvo que se disponga de
una bomba de alta capacidad se utilizardn colum-
nas analiticas o semipreparativas con un didmetro
entre 5y 15 mm y un largo de 150 a 300 mm.

La vida util'de una columna RP de fase unida es
de 3 a 6 meses de uso continuo apropiado. Deben
evitarse el uso de dlcalis (pH > 8) o sales pues
disminuyen la estabilidad de la fase fija. El rango
de trabajo se fija para valores de pH entre 2 y 8.

2) Fase Mévil: Al trabajar con columnas de fase
reversa el solvente de mdxima polaridad disponi-
ble es el agua. Se utiliza en mezclas de proporcio-
nes variables con un solvente miscible menos polar
tal como Metanol o Acetonitrilo. La Tabla 1 mues-
tra una serie eluotrépica de polaridad decreciente
con los solventes mds usualmente empleados en
CLAR.

Dado que la selectividad y por ende la resolu-
cién dependen del solvente al buscar las condicio-
nes de mejor resolucién cromatografica se debe
tener en cuenta que, en fase reversa, variaciones

Tabla 1.— Serie eluotrépica de polaridad decreciente

Solvente E. (Fuerza del 8V)
Agua muy alta
Metanol . 0,95
Etanol 0,88
n-Propanolol 0,82
Acetonitrilo 0,656
Acetato de etilo 0,58
Acetona 0,56
Dioxano 0,56
THF 045
Benceno* 0,32

. Tolueno* 0,29
n-Pentano* 0,00

* No se utilizan en fase reversa

crecientes en la composicién de la mezcla para el
solvente menos polar determinan un aumento de
la fuerza de elucién. Se logran cambios significati-
vos aumentando su concentracién o reemplazdn-
dolo por otro de polaridad decreciente que le siga
en la lista. Para la separacién de flavonoides, traba-
jando con una columna RP C-18 se obtendrdn bue-
nos resultados con mezclas Metanol: Agua en un
rango de 35: 65 a 70:30 segtin el grado de glicosida-
cién, pudiéndose agregar de 1 a 5% de Acido Acé-
tico (Harborne y Boardley, 1984; Daigle y Conker-
ton, 1982; Wulf y Nagel, 1976) o Acido Férmico
(Casteele, Geiger y Van Sumere, 1982) lo que en
algunos casos mejora el ancho de las bandas, debi-
do a la disminucién o anulacién de la ionizacién de
los grupos —OH fenélicos dcidos.

También puede utilizarse Acetonitrilo en lugar
de Metanol prdcticamente con los mismos porcen-
tajes.

‘La utilizacién de variaciones de la composicién
de la mezcla de elucién a lo largo del desarrollo
cromatografico, o gradiente de solventes, permite
reducir el tiempo total de corrida y mejorar la reso-
lucién.

- Engeneral se ird variando la polaridad en forma
decreciente a fin de disminuir los t, de los com-
puestos mds retenidos, aunque en definitiva la es-
trategia a seguir depende de la naturaleza de cada
muestra en particular.

3) Velocidad de Flujo: En general se trabaja a
valores de flujo entre 0.5 y 2 ml/minuto, lo que °
implica ubicarse en un rango de presién de trabajo
de entre 500 y 3000 psi (14 psi equivalen aproxima-
damente a 1 atm).

. 4) Temperatura: La temperatura afecta la reso-
lueién porque al incrementarse disminuye la reten-
cién. Asimismo disminuye la viscosidad de la fase
mévil mejorando la eficiencia de la separacién y
aumenta la solubilidad de las sustancias en la fase
movil. En fase reversa el mdximo rendimiento se
obtiene trabajando a temperaturas entre 40 y 60
grados, aunque si no se cuenta con un sistema
capaz de termostatizar los solventes se puede tra-
bajar perfectamente a temperatura ambiente.

5) Desgasificacién de solventes: Luego de pro-
ceder al filtrado de los solventes 0o mezcla a em-
plear (lo que evita que penetren particulas a la
bomba o al sistema de conductos que pueden lle-
gar a obstruir la columna) se deben eliminar los

. gases disueltos en la fase mévil por calentamiento

y agitacién en vacio (o usando gas inerte).
. Es importante en el proceso de desgasificacién

_no alterar la composicién de la mezcla. En general
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es conveniente preparar la cantidad de eluyente
necesaria poco antes de usarlo, sin mantenerlo en
el reservorio por perfodos de tiempo prolongados.

6) Volumen de muestra inyectado: La muestra
se debe disolver en el solvente con menor fuerza de
elucién para lograr el menor volumen final que sea
posible. Del mismo modo, la concentracién (canti-
dad) de muestra es un factor muy importante pues
afecta la resolucién por saturacién de la columna,
provocando bandas asimétricas y con colas pro-
nunciadas resultando tiempos de retencién meno-
res.
El control adecuado de los pardmetros de corri-
da permite alcanzar con esta técnica una reprodu-
cibilidad que es muy superior respecto a cualquier
otra disponible para flavonoides. Su resolucién y
sensibilidad permiten detectar hasta cantidades del
orden de los 50 ng (Wulf y Nagel, 1976).

Apliaciones de la C.L.A.R. en quimiotaxonomia

La inclusién de la CLAR en trabajos quimiota-
xonémicos no es nueva dado que se ha aplicado a
diversos estudios de flavonoides en diferentes es-
pecies (Daigle y Conkerton, 1982 citan varios ejem-
plos; Asen y Griesbach, 1983) y otros de tipo filoge-
nético (Meurer, Wiermann y Strack, 1988) aunque
la mayoria se han efectuado con fines fitoquimicos,
y muchos de estos corresponden a la familia Legu-
minosae (Carlson y Dolphin, 1980; West, Birac y
Pratt, 1978; Dorr y Guest, 1987).

De acuerdo a nuestra experiencia existen varias
aplicaciones de la CLAR que facilitan y permiten
lograr una mayor exactitud en las determinaciones
quimiotaxonémicas:

1) Caracterizacién de patrones especificos: A

partir de extractos de material vegetal se puede
obtener el patrén cromatografico especifico corres-
pondiente a los flavonoides presentes con la finali-
dad de realizar un estudio quimiosistemdtico. La
informacién obtenida permite una rdpida correla-
cién entre las diversas muestras en estudio dado
que cada flavonoide estd caracterizado por un sélo
pardmetro que es el Tiempo de Retencidn (t,).

2) Co-cromatografia contra testigo: Un com-
puesto aislado previamente puede ser corrido en
forma conjunta con un testigo conocido, o bien un
segundo compuesto proveniente de otra fuente,
cuando quiera corroborarse que se trata de la mis-
ma sustancia. Esto serd f4cil de evidenciar cuando
se observa un tnico pico en el cromatograma obte-
nido a partir de su inyeccién conjunta. Ambas
muestras se preparan por separado y pueden in-

yectarse a la vez, o bien se efectian dos corridas
sucesivas y se comparan los t, respectivos.

3) Aislamiento de sustancias de interés: Se pue-
de trabajar en forma preparativa para el aislamien-
to masivo de un compuesto en particular. Se puede
disponer de una columna preparativa adecuada a
la masa de la muestra, o bien utilizar una columna
semipreparativa y repetir la corrida un nimero
suficiente de veces. Las fracciones correspondien-
tes al o los picos de interés se recogen a la salida del
detector en recipientes adecuados o bien mediante
un colector automatico de fracciones. Una vez reu-
nida la muestra se procede a eliminar el solvente
en un evaporador, rotativo o bien por liofilizacion
del agua, obteniéndose la sustancia pura, la cual
puede ser analizada por espectroscopia UV, RMN
proténico y de carbono 13, hidrélisis dcida y espec-
trometria de masa, determindndose la estructura
del flavonoide.

4) Elucién y andlisis de manchas de cromatogra-
mas en papel: Se puede proceder a un andlisis de
eluidos de manchas de cromatogramas en papel.ya
sea con fines comparativos o bien para purifica-
cién. Es importante para esto un correcto filtrado
(por lo menos dos veces) del eluido para evitar el
ingreso de fibras de celulosa a la bomba o columna
del cromatégrafo. En general, una mancha dada
presentard mds de un componente cuando se anali-
za por CLAR, lo que demuestra la mayor resolu-
cién de este método. De este modo podrédn separar-
se y caracterizarse estos compuestos.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal seco y molido, preferente-
mente de origen foliar o tallos no lefiosos fue ex-
traido en un extractor Soxhlet con un solvente no
polar (éter de petréleo, fraccién 60-80 grados) du-
rante 24 hs a reflujo. Se realiz6 a continuacién de
modo similar una segunda extraccién empleando
metanol como solvente con la finalidad de separar
las sustancias polares. En general en este extracto
se obtendrdn los flavonoides (salvo algunos muy
metilados o con sustituyentes lineales que los tor-
nan muy poco polares y que son mds afines al
solvente inicial). i

Dado que este extracto crudo resulta una mez-
cla muy compleja y enriquecida en otros compues-
tos de poco interés para el quimiotaxénomo (como
por ej. clorofilas) y que impedirian una identifica-
cién y separacion apropiada de los flavonoides
(generalmente no tan mayoritarios), se'procedié a
efectuar un fraccionamiento apropiado para.ir ob--
teniendo subfracciones enriquecidas en flavonoi-

167



Bol. Soc. Argent. Bot . 26(3-4)(1990)

des con el fin de lograr un médximo aprovecha-
miento en el proceso de CLAR.

Se realizé este fraccionamiento en dos pasos
sucesivos: en primer lugar se procedi6 a utilizar
cromatografia de permeacién por geles, usando
Sephadex LH-20 como soporte y metanol como
eluyente. Posteriormente se reunieron las fraccio-
nes con flavonoides y se cromatografiaron en co-
lumna de silicagel 60-H usando mezclas de cloruro
de metileno-metanol de polaridad creciente. Se
obtuvieron asf entre 4 y 7 fracciones con flavonoi-
des para cada extracto, algunas de las cuales se
representan en los cromatogramas de la Figura 2.

Las muestras asi obtenidas fueron recristaliza-

das en metanol de grado espectroscépico y filtra--

das.

El proceso de filtrado de la muestra previo a su
inyeccién a un cromatégrafo liquido es imprescin-
dible para lograr un adecuado funcionamiento de
las columnas. Se utilizé un filtro microporoso de
membrana Millipore tipo FG de 0,2 pm conectado
en serie a un cartucho de filtrado Sep-Pak Waters-
Millipore N° 51910 con relleno de fase reversa C-
18.

Las corridas fueron efectuadas en un equipo
Waters utilizando una columna uBondapack RP C-
18 analitica (didmetro: 5 mm, largo: 240 mm). Se
utilizé un detector UV de onda variable en una
longitud de onda de 291 nm.

La mezcla de elucién fue Metanol-Agua (58:42),
trabajindose en condiciones isocrdticas. La co-
rriente de flujo fue de 0,7 ml/min.

Material de la Argentina analizado:

Vigna luteola (Jacq.) Bentham

Pcia. de Entre Rios, Depto. Gualeguaychii, Ceibas- 15/V /
1984 - R. A. Palacios 1378 (BAFQ).

Vigna longifolia (Bentham) Verdcourt:

_ Pcia. de Corrientes, Depto. Paso de los Libres, Paso de los
Libres - 28/11/1984 - R. A. Palacios 1297 (BAFC).

Vigna adenantha (G. F. Meyer) Marechal, Mascherpa &
Stainier:

Pcia. de Entre Rfos, Depto. Uruguay, Concepcién del
Uruguay, Banco Pelay - 5/VII/1985 - R. A. Palacios 1380
(BAFQ).

Vigna candida (Vellozo) Marechal, Mascherpa & Stai-
nier: 3 .
Pcia. de Misiones, Depto. San Javier, ruta 14, bifurcaciénS.
Javier-Itacaruré - 25/11/1984 - R. A. Palacios 1289 (BAFC).

Macroptilium prostratum (Bentham) Urban:

Pcia.de Entre Rios, Depto. Coldn, cruce ruta 14 y arroyo El
Palmar - 25/11/1982 - R. A. Palacios 1205 (BAFC).

Phaseolus vulgaris L. var aborigineus (Burkart) Baudet:

Pcia. de Salta, Depto. La Caldera, Finca La Angostura -
28/111/1982 - R. A. Palacios 1043 (BAFC).

RESULTADOS OBTENIDOS

A partir de las condiciones previamente obteni-
das para las muestras con flavonoides se procede a
efectuar las corridas para las diversas especies en
forma estandarizada. j

La Figura 2 presenta algunos de los cromatogra-
mas de alta resolucién obtenidos correspondientes
a las subfracciones mds representativas de cada
especie.

Con los tiempos de retencién obtenidos para
cada muestra se confecciona una matriz bidimen-
sional de datos, considerando la presencia o no de
cada uno de los flavonoides detectados (caracteri-
zados por sus respectivos t,) para cada uno de los
taxa involucrados.

La Tabla 2 presenta los datos correspondientes a
las seis especies de los géneros Vigna, Phaseolus y
Macroptilium (Phaseoleae, Leguminosae) que fueron
analizadas por cromatografia liquida de alta.reso-
lucién.

Comparacion con otras técnicas cromatogrdficas

Resulta interesante, y necesario como punto de
referencia, la comparacién de esta metodologia
con la tradicionalmente empleada en botdnica para
los estudios quimiotaxonémicos, es decir la Cro-
matografia de Particién L-L bidimensional en pa-
pel.

Se ha realizado paralelamente un estudio para
los extractos metanélicos de las seis especies pre-
viamente consideradas. Se procedié a sembrar so-.
bre papel Whatman 3 MM una muestra de dicho
extracto y se corri6 (en forma descendente) en una
direccién con una mezcla de Terbutanol-Agua-
Acido Acético (3:1:1), para luego repetir el procedi-
miento en el otro sentido usando como solvente
Acido Acético al 15% (Mabry, Markham y Thomas
1970).

Los cromatograrnas asi obtenidos se presentan
en la Figura 3.

A partir del andlisis de los mismos ba]o luz UV
en presencia de vapores de NH, se han caracteriza-
do las manchas correspondlentes a flavonoides por
sus respectivos Rf (Tabla 3).

La Tabla 4 presenta en forma comparatlva los
resultados correspondientes al niimero de flavo-
noides detectados por cada uno de los métodos
para cada especie. Asimismo se muestran en la
Tabla 5 los valores correspondientes al nimero de
flavonoides en comtin entre cada par de especies
que pudieron correlacionarse utilizando cada mé-
todo en forma independiente. j
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Tabla 2.— Flavonoides determinados por CLAR para 6 especies argentinas de

la Tribu PHASEOLEAE

FLAVONOIDES 1 2 3 4 5 6

Ne t, Vigm Vigna Vigna Vigna  Macroptilium  Phaseolus
(min)  luteola longifolia adenantha candida prostratum vulgaris

I 5,00 — + + + + —
II 5,56 & b + + + +
1 6,10 — - — + e 1
v 6,51 + + + + + +
v 7,00 + —_— — + 5 o
VI 7,35 — + + + + —
VII 7,83 + + + + == "
VIII 8,40 + — — — + —
IX 9,60 o, + + _ + +
X 10,50 + + — + — —
X1 11,10 + — e iy e 20
+ = puesente; — = ausente

Tabla 3.— Flavonoides identificados por Cromatografia de particién L-L

s

SP  MANCHA RFx100 UV UV/NH, SP MANCHA RFX100 UV UV/NH,

1 1 19/78 PR PA 4 1 41/79  Vp \%
O 35/36 BV Vb 2 45/40 PR PA
3 B4/40 1 RSPl A 3 63/57  Vp VA
4 56/60  BA A 4 65/49 PR PA
5 59/40 v Vb 5 74/72. B BV
6 58/15 \% Vb 6 84 /54 I Ap
7 74/41 \% Vb 7 88/36 Vi . Vb

2 1 13/72 BV VA 5 1 13/68. BV Vb
2 39/8¢ PR PA 2 21472 P PA
3 44/63 BV . -VA : 3 28/83  PA A
4 40/28 P VA . 4 30/77 P PA
5 27/ .~ BV VA 5 35/90 B v
6 87/32 PV Vb 6 90/38 VA Vb
7 92/11  Ap VA

3 1 14/68 B \% 1 TN S | 11/69 . 1 Vp
2 41/57 PR PA 2 41/61 PR PA
3 72/44 - Vp VA 3 86/57 I Ap
4 84/48 B ‘BV 4 87/38 B Vb
5 39/38 BV Vp

. A =amarillo; B = blanco; b = brillante; I = incoloro; P = pardo; p = pélido; R = rojizo; V = verde

DISCUSION DE LOS RESULTADOS metilados (Casteele, Geiger y Van Sumere, 1982).
En nuestro caso, se procesaron muestras con un

La CLAR resulta un excelente método para la promedio de entre 4 y 7 flavonoides por especie,
determinaci6n de perfiles y el aislamiento de flavo-  tratdndose en todos'los casos de O-glicésidos, ob-
noides. En la prdctica se han podido resolver servdndose de acuerdo a los tiempos de retencion
muestras con mds de 30 flavonoides glicosidados o obtenidos por Harborne y Boardley (1984) y consi-
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Fig. 3.— Cromatogramas bidimensionales en papel para seis especies de la Tribu Phaseoleae (Papilionoideae-Legumirosae).

derando que no se utilizaron exactamente las mis-
mas condiciones que nos hallamos en el rango de
mono, di y triglicésidos, pues el grado de glicosi-
dacion estd directamente relacionado con el tiempo
de retencion (Harborne y Boardley, 1984).

Cada flavonoide queda caracterizado por el
tiempo de retencién. Este valor es constante para
cada compuesto en las condiciones experimentales
fijadas. Este pardmetro de lectura inmediata per-
mite un manejo simple de la informacién obtenida .
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Tabla 4.— Cantidad de Flavonoides Detectados

Especie Papel CLAR
1 (V. luteola) 7 7
2 (V. longifolia) 4 7
3 (V. adenantha) D 6
4 (V. candida) 7 9
5 (M. prostratum) 6 6
6 (P. vulgaris) 4 4

Tabla 5.— Correlacién de flavonoides entre especies

a) Cromatografia de particién L-L

Especie 1 2 g 4 D 6
i — 3 3 L 3 2
2 — 4 4 4 2
3 4 4 3
+ — 3 3
5 — 2
6 i

b) Cromatografia liquida de Alta Resolucién

Especie 1 7 3 4 5. 6
1 g 3 6 3 3
2 == e 6 5 sl
3 LLVEEG 5 4
4 =1} vicg 3
5 =l N 3
6 i

y una pronta caracterizacion de cada especie, facili-
tando el andlisis numérico estadistico inter o in-
traespecifico.

La utilizacién de columnas de fase reversa nos
permitié encarar un estudio comparativo y relati-

vamente sencillo, bajo condiciones estandarizadas, .

de muestras vegetales con fines quimiotaxonémi-
Cos.

Si bien la CLAR presenta un alto grado de reso-
lucién cromatogrédfica una vez determinadas las
condiciones de trabajo, no se hallaron diferencias
demasiado significativas respecto a la técnica tradi-
cional de cromatografia liquida de particién L-L
sobre papel en cuanto al niimero de flavonoides
detectados por ambos métodos para cada una de
las seis especies estudiadas, aunque en dos de ellas
el namero fue inferior cuando se usé este Gltimo
método.

Sin embargo, en el primer caso (CLAR) la corre-
lacién entre cromatogramas es inmediata pues los

rangos de t, caracteristicos son suficientemente es-
trechos como para tener superposiciones en otras
sustancias, pues se trabaja en la banda de absor-
cién caracteristica de flavonoides en la deteccién
del compuesto.

En el caso de la cromatografia en papel la iden-
tificacién es menos precisa y sujeta a mayor error,
pues el proceso de deteccién es mds engorroso e
inexacto (observacién de color, mediciones de R,
recorte y elucién de manchas, cdlculo de superpo-
sicidn, etc.). Asimismo resulta mds dificil controlar
las condiciones de corrida (temperatura, grado de
hidratacién del papel, sembrado de muestras, satu-
racién de la cuba) lo que afecta la relacién de frente
y el tamafio de las manchas, dificultando la corre-
lacién-entre cromatogramas. Este aspecto crea difi-
cultades de gran magnitud a medida que crece el
nimero de especies consideradas que buscan co-
rrelacionarse.

En nuestro caso se logré una certeza de corre-
lacién inmediata superior en un 30 a un 50%, se-
gun las especies, para la CLAR (4-9 compuestos)
respecto a la cromatograffa en papel como se ob-
serva a partir de la comparacién entre las tablas 5a
y 5b. , i

Otro aspecto muy importante a favor de la cro-
matografia de alta resolucién estd dado por el he-
cho de que es posible caracterizar los compuestos
en cuanto a su naturaleza quimica en base a su t,.
Asi es posible diferenciar isoflavonas (Carlson y
Dolphin, 1980), glicoflavonas isoméricas (Becker y
Wilking, 1977, West, Birac y Pratt, 1978; Lardy,
Boulliant y Chopin, 1984) que no pueden separarse
por otros métodos, flavonas polimetoxiladas (Rou-
seff y Ting, 1979; Bianchini y Gaydou, 1980), flavo-
noides sulfatados (Harborne y Boardley, 1984), iso-
flavonoides (Dorr y Guest, 1987) o diversos com-
puestos fendlicos (Court, 1977; Vanhaelen y Van-
haelen-Fastré, 1980).

Debe tenerse en cuenta que muchos de estos
compuestos no pueden diferenciarse en el papel, o
bien su caracterizacién es ambigua (basada en su
coloracién) y obliga a una serie de elyciones y-
nuevas corridas cromatogréficas.

Una gran ventaja de la CLAR es que permite
trabajar ademds en forma preparativa, obteniéndo-
se al fin del proceso sustancias practicamente pu-
ras y en cantidades necesarias para encarar los
andlisis quimicos 'y espectroscépicos para una
exacta determinacién estructural del compuesto
(Pomilio y Zallocchi, 1989).

CONCLUSIONES

La relacién de costo del equipamiento bésico es
uno de los factores de mayor peso en contra de la
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introduccién de esta técnica, pero debe tenerse en
cuenta que los gastos de funcionamiento son relati-
vamente similares a los de los otros métodos si se
cuenta o puede conseguirse el equipo bdsico.

Otro aspecto desfavorable estd dado por el ne-
cesario proceso de preparacion previa a que deben
someterse las muestras antes de efectuar la corrida
(purificacién, filtrado, etc.) lo que requiere un cier-
to tiempo de trabajo, aunque permite a su vez un
aumento de la resolucién final lograda y es de fécil
estandarizacion.

A favor cuenta el alto grado de resolucién que
puede alcanzarse, que se pone de manifiesto.cuan-
do se tratan mezclas mds complejas que las aqui
presentadas, o bien para la separacién de com-
puestos muy semejantes estructuralmente, tal
como se mencioné anteriormente. Asimismo la
inmediata caracterizacién de los perfiles es ideal en
estudios quimiotaxonémicos dado que la elucida-
cién estructural es el paso mds engorroso respecto
a la obtencién de los patrones especificos, que en
este caso resultan claros y de fdcil correlacion.

En dltima instancia creemos que ambos méto-
dos pueden complementarse bien dado que la cro-
matografia en papel podria emplearse alternativa-
mente como un primer paso de separacién a partir
del cual las manchas sean eluidas para luego carac-
terizarlas por CLAR. Del mismo modo los produc-
tos de hidrélisis pueden determinarse junto con
testigos puros disponibles ‘mediante co-cromato-
grafia, o bien empleando. flavonoides previamente
aislados a partir de otras especies.
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