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INTRODUÇÃO 



1. INTRODUÇÃO 

O termo flavonóide foi introduzido em 1952 por Geissman e Hinreiner (1) e 
emprega-se hoje, em sentido lato, para designar os compostos com uma estrutura de 
quinze átomos de carbono numa configuração C -̂Gj-C ,̂ isto é, dois anéis benzénicos (A 
• B) ligados por uma estrutura com três átomos de carbono que pode ou não formar um 
terceiro anel. Conforme a natureza desta estrutura de ligação assim surgem as 
diferentes classes de flavonóides (2), entre as quais se encontra a das flavonas, 
constituída pelos anéis A e B ligados por um heterociclo (Y-pirona), designado por anel 
C. 

A designação de flavona foi introduzida pela primeira vez em 1895 por 
Kostanecki e Tambor (3) para indicar a 2-fenilbenzopirona cuja estrutura ainda não 
estava estabelecida. 

Na Fig.1 apresenta se a estrutura deste composto com indicação da numeração 
actualmente aceite para os seus átomos (4). 

o 

Flavona 
(2-Fenilbenzopirona) 

Podem ocorrer modificações na estrutura básica de qualquer das classes de 
flavonóides, nomeadamente por hidroxilação do núcleo flavonóide, metilacâo ou 
isoprenilação de grupos hidroxilos ou do núcleo flavonóide, formação de metileno-
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dióxidos a partir de grupos o/f o di-hidroxilos, dimerização, formação de "bissulfatos", 

glicosilaçao de grupos hidroxilos (originando O-glicosilflavonóides) ou directamente do 

núcleo flavonóide (originando C-glicosilflavonóides). Destas modificações, as mais 

frequentes são a hidroxilação e a posterior glicosilaçao ou metilaçâo desses hidroxilos 

(4). 

Os flavonóides são constituintes normais das plantas verdes, formando um dos 

mais numerosos e variados grupos de compostos naturais. A importância destes 

compostos é enorme não só porque contribuem para a coloração das plantas mas, 

também, porque muitos deles são fisiologicamente activos e alguns apresentam 

interesse terapêutico (5,6). 

É necessário recuar até 1936 para encontrar a primeira referência à utilização 

dos flavonóides em terapêutica. Nessa época Rusznyák e Szent-Gyorgyi (7) observaram 

que o ácido ascórbico era incapaz de curar afecções caracterizadas pela fragilidade dos 

capilares ou aumento da sua permeabilidade, enquanto que preparações impuras 

daquela substância (extractos de Capsicum annuum e Citrus limon) conseguiam 

facilmente tratar esta afecção. Um fraccionamento destes extractos mostrou que a 

fracção activa era constituída por flavonóides que, administrados por via endovenosa 

no homem, em pouco tempo restabeleciam a resistência capilar normal. Estes 

investigadores propuseram o nome de vitamina P para as substâncias responsáveis 

pela acção sobre a permeabilidade capilar. 

Desde então, a investigação efectuada sobre os efeitos farmacológicos destes 

compostos mostrou o seu interesse terapêutico em diversas situações clinicas. 

Havsteen, em artigo de revisão publicado em 1983 e intitulado "Flavonoids, a Class of 

Natural Produts of High Pharmacological Potency" (8), reúne uma numerosa lista de 

efeitos terapêuticos até então comprovados ou atribuídos aos flavonóides. Aí se refere o 

seu interesse como anti inflamatórios e a sua aplicação no tratamento de doenças tão 

diversas como a diabetes melitus, alergias, úlcera duodenal, dôr de cabeça, etc 

Os flavonóides têm sido também apontados como agentes anti-microbianos 

(9,10), potenciais protectores hepáticos (11), e anti-agregantes plaquetários (12,13,14). 
A diosmina é um heterósido flavónico natural cuja estrutura química 
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corresponde ao 7-ramnoglucósido da 5/7-3-tri hidroxi-4'rnetoxiflavona (15) Fig. 2. 

Fig. 2 

Este composto foi isolado em 1925 por Oesterle e Wander a partir de 

Scrophvlairum nodosa, e Hyssopus officinalis, assitn como de várias espécies de 

Confum, Bamsma, fíedeoma, Meníka, Toddafía e Línaría (16), tendo a sua estrutura 

sido estabelecida em 1930 por Ixwecy (17). 

Posteriormente este flavonóide foi encontrado em numerosas plantas, 

nomeadamente em Rutaceas por Arthur, (18,19) nas flores de Sophora por Briggs (20) e 

na casca de limão por Horowitz (21). Também E. Milheiro Isolou a partir de Galium 

moffugo um produto que designou por "gomesosídeo" (22) e que Polónia e Polónia 

identificaram como sendo a diosmina (23). 

Terá sido E. Milheiro o autor dos primeiros trabalhos sobre a actividade 

farmacológica da diosmina ao mostrar, em 1939, que o princípio activo isolado de 

Gailhmi mollvgo tinha acção terapêutica sobre algumas doenças do fígado, 

principalmente sobre a chamada icterícia catarral (24). Só em 1960 aparece novo 

trabalho sobre a actividade farmacológica da diosmina, desta vez da autoria de Schibata, 

que anuncia o seu poder espasmolítico, e em 1968 surge o primeiro estudo que pOe em 

evidência a sua actividade vitamínica P (25). Posteriormente, foram publicados 

diversos trabalhos sobre o metabolismo (26), propriedades toxicológicas (27) e actividade 

farmacológica (28-32) deste flavonóide, pondo em evidência o seu tropismo para as 

veias. 
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Este princípio activo foi introduzido na terapêutica devido às suaspropriedades 

flebotrópicas, como protector vascular, no tratamento de afecções venosas 

caracterizadas por sinais de fragilidade capilar e ainda em situações de insuficiência 

venosa crónica. 

Entre os efeitos farmacológicos apontados como responsáveis pela sua 

actividade terapêutica refere-se que a inibição da catecol-O-metiltransferase (COMT) por 

este fármaco conduz a um bloqueio da inactivação da noradrenalina (NA). Este 

bloqueio leva à elevação de níveis de NA que podem explicar o aumento do tonus da 

parede venosa. 

Este heterósído natural foi obtido posteriormente por Zémpler e Bognár, por 

semi-síntese a partir da hesperídina (7-ramnoglucósido da 5,7,3'-tri-hidroxi-4'-

metoxiflavanona), da qual pode considerar-se um produto de desidrogenação (33). Mais 

tarde, também Lorete obteve a diosmina a partir daquela flavanona, utilizando a N-

bromossuccinimida em presença de peróxido de benzoílo como desidrogenantes (33a). 

Actualmente quase toda a diosmina comercializada se obtém sinteticamente, 

livre de contaminantes. (34). 

O interesse por este princípio activo de baixa toxicidade tem-se mantido a 

avaliar pelo número de trabalhos apresentados ao "IV European-American 

Symposium on Venous Diseases" (1987),no decorrer do qual foi apresentada uma nova 

especialidade farmacêutica cujo princípio activo é constituído por 90% de diosmina 

(35 42), e por outros trabalhos publicados mais recentemente (43-51). 

A diosmina é terapeuticamente usada em diversos países, integrada no grupo 

dos medicamentos venotrópicos. Entre nós, presentemente, existem quatro 

especialidades farmacêuticas, duas das quais com o princípio activo constituído 

exclusivamente por diosmina de síntese (52). Em Espanha, das três especialidades 

existentes, apenas duas sao constituídas exclusivamente por diosmina sintética (53), 

enquanto que em França, das quatro existentes, três são constituídas por diosmina 

sintética (54). 

A diosmina caracteriza-se por uma acentuada hidrofobia, que dificulta a sua 

experimentação farmacológica em órgãos isolados e a sua administração por via 
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endovenosa. 
Sabe se que a modificação molecular é um dos métodos mais usado para obier 

novos fármacos, por ser um dos mais recompensadores (55). Basicamente, consiste em 

tomar um composto de natureza química bem determinada e de acção farmacológica 

conhecida e a partir dele sintetizar e ensaiar novos compostos que sejam congéneres ou 

análogos estruturais. Os objectivos pretendidos podem ser vários, nomeadamente obter 

produtos farmacologicamente superiores ou que apresentem propriedades mais 

desejáveis. Daí ter surgido a ideia de tentar modificações moleculares da diosmina, com 

a finalidade de a tomar hidrossolúvel, de modo a melhorar a sua biodisponibilidade e 

ainda permitir outras vias de administração, que não a oral, nomeadamente a via 

endovenosa. 

O trabalho que agora se apresenta e do qual se foi dando notícia em diversos 

congressos (56 59), foi iniciado em 1981 por sugestão do Prof. Doutor J. Polónia e teve 

como objectivo a obtenção de derivados hidrossoluveis da diosmina, terapêuticamente 

activos. 

Pelo que se conhecia acerca de transformações já descritas para outro 

flavonóidede reconhecido interesse terapêutico, a rutina (60-61), e pela análise de um 

trabalho de Cavallini e Mazzucchi sobre a obtenção de um novo fármaco hidrossolúvel 

( 62), decidiu-se fazer o estudo da carboximetilação e da 2-hidroxietilacão da diosmina, 

bem como ensaiar a esterificacão deste composto por acção do ácido clorossulfónico, 

pois não havia qualquer publicação nesta área. Neste estudo encarou-se, 

fundamentalmente, o estabelecimento das condições reaccionais capazes de conduzir à 

transformação completa da diosmina com obtenção dos correspondentes derivados 

dissubstituídos. Como se obtiveram invariavelmente misturas de derivados mono e 

dissubstituídos da diosmina procurou-se quantificar a composição dessas misturas nas 

diferentes experiências efectuadas. 

Entretanto, em finais de 1987, fomos surpreendidos pelo lançamento de um 

novo produto, derivado da diosmina, designado como "mistura standard de derivados 

5-mono (|3 hidroxietil) diosmina, 3-mono (|3 hidroxietil) diosmina e 5,3'-di-(j3-
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hidroxietil) diosmina" ( 63,64). A mistura destes três derivados constitui o principio 
activo de um novo medicamento incluido pela primeira vez no índice Nacional 
Terapêutico de 1990, o qual se encontra, como a diosmina, integrado nos medicamentos 
venotrópicos. Este facto veio evidenciar o interesse do trabalho que estava a ser 
realizado e incentivar o seu prosseguimento. 

No que se refere aos derivados 2-hidroxietilados, para além da sua obtenção em 
condições reaccionais que se desconhece serem ou não coincidentes com as usadas por 
A Orjales(63), conseguiu se a separação dos três derivados obtidos, encontrando-se cada 
um deles devidamente caracterizado. Quanto aos ésteres sulfúricos da diosmina e aos 
derivados carboximetilados não há conhecimento de que tenham sido referidos 
anteriormente na literatura e daí parecer-nos que o trabalho que se apresenta é inédito. 

Os ensaios farmacológicos realizados com a mistura dos derivados 
carboximetilados obtidos (derivado monocarboximetilado em C-3' e dicarboximetilado) 
mostram que esta mistura mantém o efeito inibidor sobre a actividade da COMT, tal 
como foi observado para a diosmina (65). 

Não há, ainda, dados sobre os efeitos fannacológicos dos diferentes derivados 
isolados; seria, entretanto, de interesse um estudo neste sentido, já que é lógico admitir 
que se possa verificar, tanto uma certa diversidade quanto aos efeitos dos diferentes 
derivados como ainda esperar que, pela introdução de novos grupos químicos, surjam 
outras acções farmacológicas. 
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PREPARAÇÃO DE DERIVADOS HIDROSSOLúVEIS 

DA DIOSMINA - Resultados e discussão 



2. PREPARAÇÃO DE DERIVADOS HIDROSSOLUVEIS DA DIOSMINA 

Resultados c discussão 

2.1. CARBOWMETILAÇÃO DA DIOSMINA 

2.1.1. Estudo das condições de reacção 

Inspirados num trabalho de Cari Muller sobre a rutina (61) decidiu-se fazer um 

estudo semelhante aplicado à diosmina, com o objectivo de conseguir a sua 

carboximetilacao total. 

A diosmina (Fig. 3) apresenta na sua estrutura dois grupos fenólicos, um em 

C-5 outro em C-3', possuindo reactividade diferente. 

Ram ( 1 - 6 ) G l c - 0 

0 CH. 

OH D 

Flg-3 

Sabe-se que sao frequentes as ligações de hidrogénio intramoleculares nos 

compostos flavónicos hldroxilados em C-5, nos quais se encontra o conjunto o-

hidroxiacetofenona. Será, portanto, de prever, no caso da diosmina, a formação de uma 

ligação de hidrogénio entre o grupo fenólico em C-5 e o oxigénio do grupo carbonilo do 

anel adjacente (Fig 3a). 
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RamC 1 - 6 ) G l c 

Fig. 3a 

As ligações de hidrogénio, neste caso, são relativamente mais fortes por 

levarem à formação de um anel de seis átomos, podendo a sua exlstênda diminuir a 

reaclividade do grupo fenólico (66). Em consequência deste fado e dependendo das 

condições reacdonais usadas, poder se-á obter o derivado dlcarboximetilado, um 

derivado mono ou evidentemente uma mistura de derivados. 

Contrariamente ao que Cari Muller fez para a rutina, deddiu-se efeduar as 

reacções com a diosmina em condições estequiométricas para a carboximetilaçâo total 

ou com um excesso de reagentes, a fim de se obterem, tanto quanto possfvel.reacções 

completas. Deddiu se, no entanto, manter a composição da mistura-reagente (M) usada 

por aquele autor [C1CH2COOH, 10g (0,1058 mol) + Na2CC3 , 10g (0,0943 mol) + H2Oaté 

perfazer 50ml], isto é, manter um excesso de carbonato de sódio para tomar a reacção 

quantitativa. 

2C1CII2COOI1 r Na2C03 > ClCH2COONa + H20 + CC^ 

Numa primeira fase a diosmina (1) foi transformada no seu derivado dlssódlco 

(II) por reacção com solução de hidróxido de sódio. Seguidamente, a reacção deste sal 

com cloroacetato de sódio permitiu transformar os grupos fenóxidos dos carbonos 
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C-5 e C-3' nos grupos OCI^COt) (III). Este composto, acidificado com áddo 
clorídrico, levou à obtenção do derivado dicarboximetilado (IV). No final da reacção 
verificou-se também a existência do derivado monocarboximetilado em C-3'(V). O 
derivado monocarboximetilado em C-5 (VI), apesar de esperada a sua formação em 
menor quantidade, não foi detectado (Esquema 1, pág.12). 
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O estudo foi iniciado partindo de uma amostra de diosmina (5,00g 0,0082mol) 

que se fez reagir com solução aquosa de hidróxido de sódio até solubilizaçâo completa 

da amostra. Para conseguir esta solubilizaçâo houve necessidade de ultrapassar a 

quantidade estequiométrica de hidróxido de sódio (0,66 g 0,016 mol), apesar de se ter 

favorecido a reacção com agitação magnética e aquecimento (60-80°C). 

Este facto não surpreendeu, já que a existência de uma ligação de hidrogénio 

intramolecular entre o grupo fenólico em C 5 e o oxigénio do grupo carbonilo 

adjacente diminui a reactividade desse grupo fenólico, diminuindo igualmente a 

solubilidade do composto ( 66). 

A reacção do sal sódico da diosmina com 7,8 ml (0,0164 mol) de M (quantidade 

estequiométrica relativa ao cloroacetato de sódio) foi feita em balão adaptado com 

refrigerante de refluxo e agitação magnética, em banho de silicone (60-63°C). Após 

arrefecimento, a acidificação da solução (S) deu origem a um resíduo (RI) que depois de 

separado e analisado mostrou ser constituído por diosmina, a qual foi recuperada e 

usada em novos ensaios. Cx>mo era de prever, ao baixar o pH do meio reaccional, a 

diosmina que não reagiu insolubilizou-se, enquanto que os derivados 

carboximetilados eventualmente formados, agora na forma ácida, desde que 

hidrossolúveis, deverão pennanecer em solução. 

A fase aquosa (SI), concentrada à secura, originou um resíduo (R2) que 

posteriormente foi extraído por metanol a frio. 

A extracção foi executada em cadinho filtrante, renovando sucessivamente o 

solvente até se verificar por TLC que a extracção tinha sido completa, designando-se o 

resíduo resultante por R3. Esta operação foi demorada e exigiu um certo consumo de 

metanol, mas, apesar deste inconveniente, decidiu se não recorrer à extracção contínua 

(Sohxlet), a fim de evitar a esterificação dos grupos carboxilos existentes na molécula, 

visto que, em presença de metanol e ácido mineral, com aquecimento, havia condições 

para a formação de ésteres metílicos (67). Com a extracção a frio minimiza-se ainda a 

interferência do cloreto de sódio existente no meio reaccional, uma vez que este 

composto, ligeiramente solúvel em metanol a quente, passaria para a solução 
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metanólica e, ao ser insolubilizado pelo éter, iria fazer parte do resíduo final. 

A solução metanólica (S2 ) adicionou-se éter etílico em excesso, que 

insolubilizou os compostos extraídos pelo metanol (Esquema 2). O resíduo final, 

designado por DCM (derivados carboximetilados), indicou a massa do produto bruto 

resultante da carboximetilacao da diosmina. Este valor e a massa de RI forneceram 

uma indicação grosseira da extençâo da reacção e foi o processo usado, inicialmente, 

para avaliar o resultado da experiência. 

Solução S 
HC150* 

Resíduo 
RI 

1 
Solução 

SI 

Concentração 

Resíduo 
R2 

Extracção com metanol 

Resíduo 
R3 

1 
Solução metanólica 

S2 

0(C2H5)2 

DCM 

Esquema 2 - Tratamento da solujSoS 

Após esta primeira experiência, que nao permitiu a reacção completa da 

diosmina, decidiu se fazer novos ensaios variando os seguintes parâmetros: 

p f l do meio reaccional (por variação das quantidades de hidróxido de 

sódio e / ou de reagente M) 

Temperatura 

- Tempo de reacção. 

14 



Ao utilizar excesso de reagentes teve-se em consideração o seguinte: 

a) Com um excesso de hidróxido de sódio, a solução manter-se-à 

suficientemente alcalina para comportar M sem que o pH do meio reaccional baixe para 

valores que comprometam a solubilizaçao da diosmina. 

b) Desde que a diosmina permaneça na forma sódica, poder-se-à usar um 

excesso de M, de modo a favorecer a formação do produto final. 

Ao operar se corn excesso dereagentes estávamos, contudo, precavidos contra o 

facto de se poder verificar uma reacção paralela que leve à obtenção de ácido glicóHco, já 

que este composto se pode formar por reacção entre o ácido cloroacético e o hidróxido 

de sódio(68). 

C1CIÏ2 COOH 

C032" aq. 

CICH2COO~ 

OH" 

HOCH2coo~ 

H+ 

HOCH2COOH 
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O ácido glicólico, devido às suas características de solubilidade (solúvel em 

água, metanol e éter) (68), seria extraído pelo metanol conjuntamente com os derivados 

carboximetilados e permaneceria em solução. 

No decorrer deste trabalho e no sentido de estudar as melhores condições da 

carboximetilação, alóm da experiência descrita anteriormente (Exp.l), foram feitas 

várias outras que se resumem no Quadro I. 
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Pela análise do Quadro I, pode verificar-se o seguinte: 

a) Nas Exp. 1,2,3, 4 e 5 obteve-se sempre diosmina por reagir (RI). 

b) Com uma solução de diosmina sódica a pH = 11,5-11,8 , à medida que se 

aumentou o volume de M, observou-se um aumento de RI e, simultaneamente, uma 

diminuição de DCM. (Exp. 2, 3 e 4). 

c) O aumento da temperatura (Exp.2) favoreceu a reacção (aumento de DCM e 

diminuição de RI). 

d) Nas Exp.4, 5 e 6 registou-se uma diminuição de RI, possivelmente 

resultante do aumento do pH do meio reaccional, visto terse mantido constante o 

volume de M. 

e) Na Exp. 6 conseguiu se, pela primeira vez, a reacção completa da dlosmtna 

(ausência de RD. 

f) As Exp. 7,8 e 9, realizadas em meio fortemente alcalino (pH>13), conduziram 

de novo ao aparecimento de R1, apesar de ter sido aumentado o volume de M e 

prolongado o tempo de aquecimento. 

g) Na Exp. 10, realizada a pH =12.1 e com um volume de M igual ao ensaiado 

tias Exp. 5,6,7 e 8, observou se: 

- ausência de RI 

- aumento de DCM 

diminuição do tempo de reacção 

h) As Exp.l 1 e 12, comparadas com a Exp. 10, mostraram que o aumento de M 

conduz a uma diminuição de DCM, embora continue a verificar-se a reacção completa 
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da diosmina (ausência de RI ). 
i) A Exp.10 foi repetida a diferentes temperaturas (70-73°C ; 80-83°C), sem que 

tenha sido observado aumento de DCM mas apenas uma ligeira diminuição do tempo 

de reacção (Exp. 13 e 14). 

2.12. Análise do produto bruto resultante das diferentes experiências 

O estudo do DCM referente a cada experência foi iniciado verificando o seu 

comportamento em TLC 

Cada amostra foi cromatografada simultaneamente com a diosmina tendo sido 

ensaiados vários adsorventes e diversas fases móveis na tentativa de se encontrar um 

sistema capaz de resolver a mistura (69,70) (Parte experimental). Do estudo realizado 

concluiu-se que em placas de celulose e usando como fase móvel uma solução aquosa 

de ácido acético a 3U% (v/v) se conseguia uma boa separação dos componentes das 

amostras. Na revelação dos cromatogramas utilizou-se a luz U V (366 nm). 

É sabido que a partir da utilização da luz U V (366nm) antes e após a aplicação de 

certos reveladores qui micos é possível obter algumas informações acerca da estrutura 

dos flavonóides. No presente trabalho os reveladores utilizados com este objectivo 

foram : vapores de uma solução concentrada de amónia (71,72) e solução metanólica de 

cloreto de alumínio a 5% (73). Utilizou-se ainda, como revelador químico, uma 

solução de FeC13 a 2,5% (74). 

A revelação dos cromatogramas referentes aos DCM resultantes das diferentes 

experiências mostrou, em todos os casos, duas manchas com as características que se 

resumem no Quadro 2. 
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Quadro 2: Características cromatogrêficas das manchas * e b 

Detecção 

Mancha Rf* 
UV(36énm) Vap.amónia AICI3 

(UV 366nm) (UY366nm) 

S 8zul amarela azul 

fluorescente fluorescente fluorescente 0,74 

Ò castanha amarela smarela 

escura fluorescente 0,54 

*Em placa de celulose desenvolvida em ac. acético: agua (30:70) 

Os resultados obtidos levaram a Inferir que o produto bruto deveria ser 

constituído por dois compostos de natureza flavónica responsáveis pelas manchas 

formadas. A mancha a seria devida a um composto com o grupo fenólico em C-5 

ocupado ; a mancha b deveria corresponder a um composto com o grupo fenólico em 

C-5 livre (71,72,73). 

2.13. Separação e purificação dos constituintes flavónicos existentes no 
produto bruto resultante das diferentes experiências 

Com a finalidade de isolar estes compostos recorreu-se à cromatografia 

preparativa de adsorçao em placa, utilizando o mesmo adsorvente e fase móvel 

escolhidos para a cromatografia analítica (Parte experimental). 
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Após o isolamento dos compostos correspondentes a cada uma das manchas 

atrás referidas, o seu controlo analitíco mostrou que o composto correspondente à 

mancha a se alterou subsequentemente, originando três novas manchas multo 

próximas, que observadas à luz UV de 366 nm mostraram fluorescência amarela, 

fluorescência azul e cor castanha, não tendo sido possível separá-las. Na cromatografia 

preparativa em placa apenas se conseguiu isolar o composto correspondente à 

mancha b 

Com o objectivo de se conseguir uma melhor separação, decidiu-se explorar as 

possibilidades da cromatografia de adsorção em coluna. Depois de terem sido 

experimentados, como adsorventes, gel de sílica, poliamida ou celulose e ensaiadas 

diversas sequências de eluentes, (75,76), decidiu-se optar por uma coluna de celulose 

(enchimento a seco) e usar cotno eluente a mesma mistura de solventes usada para a 

cromatografia preparativa de adsorção em placa ( sol aquosa de ácido acético a 307© 

v/v). 

A eluição, acompanhada com luz UV (366nm), permitiu recolher várias 

fracções as quais analizadas por TLC, mostraram que apenas o composto 

correspondente à mancha b se encontrava isolado. Com esta técnica também não foi 

possível isolar o composto correspondente à mancha a , que novamente mostrou 

desdobrar-se. 

Concluiu se, portanto, que a cromatografia preparativa de adsorção em placa e 

em coluna não se revelaram eficazes, na medida em que, exigindo um tempo de 

análise longo, podem implicar possíveis alterações nos compostos em solução. 

Entretanto, a cromatografia em coluna apresentou sobre a técnica anterior a vantagem 

de permitir um maior rendimento na separação do composto referente à mancha b 

(Parte experimental). 

Tentou-se ainda a cromatografia preparativa em papel (técnica descendente), 

ensaiando várias fases móveis, entre as quais ácido acético em diferentes concentrações 
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(77). Com esta técnica também não foram obtidos resultados satisfatórios. 

Em face dos resultados obtidos admitiu-se que a cromatografia líquida de alta 

pressão (HPLC), pelas suas características, seria o processo indicado para a separação 

destes compostos. Esta técnica ci omatográfica provara já ser de grande interesse na 

análise de flavonóides como mostra o trabalho de revisão de Kingston (78) e, em 1982 

(79,80), prespeetivara se a sua ufili/ação no Isolamento e determinação quantitativa 

destes compostos pelo que se resolveu aplica la ao isolamento dos derivados obtidos na 

carboximetilação da diosmína. 

O estudo prévio da base do método (81,82,83) e a pesquisa realizada (84-87) 

levaram a concluir que para a análise a efectuar seria adequado utilizar um sistema em 

fase reversa. Faia fase móvel foi ensaiada uma mistura de metanol e água usando 

ácido acético como "supressor iónico". Dos ensaios realizados, modificando a 

composição percentual de fase móvel e as condições de detecção, concluiu-se que 

usando uma fase estacionária RP 18 (10 um) era possível uma separação satisfatória 

com eluicão isocrática de uma mistura de metanol, água e ácido acético (45:53:2), 

usando pata a detecção o comprimento de onda de 254 nm. 

Nestas condições foi possível analizar o produto bruto resultante de cada uma 

das experiências efectuadas, sendo de realçar que todas as amostras ensaiadas 

mostraram um pico principal, bem isolado, a mais elevado valor de tempo de retenção. 

Exemplifica-se o que se diz com os cromatogramas obtidos nas mesmas condições 

analíticas com os CMD resultantes das Exp. 2,6 e 10 (Fig.4,5 e 6, pag.25,26 e 27). 

Com o objectivo de conseguir uma melhor resolução da parte inicial do 

cromalogtama,allerou-se a composição percentual da fase móvel referida 

anteriormente para metanol, água e ácido acético (40:58:2). Com esta fase móvel obteve-

se uma melhor separação dos picos mais significativos dos cromatogramas referentes 

ao produto bruto resultante das Exp. 2 e 6 ( Fig.7 e 8,pag.28 e 29). 

Foi usando uma fase móvel com esta composição percentual (pH=3,l) e uma 

coluna preparativa RP-18 (40|im) que se iniciou a separação dos componentes do DCM 

referente às diferentes experiências. A fim de manter a eficiência da coluna e evitar os 
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picos com caudas demasiado longas, típicas dos flavonóides, não se analizou de cada 

vez mais de 100 mg de amostra (2 ml de uma solução a 50 mg/ml). Exempliflca-se com 

o cromatograma correspondente à separação de 100 mg de DCM resultante da Exp. 6 

(Fig.9,pag.30). 

O controlo analítico, também por HPLC, das diferentes fracções recolhidas, 

mostrou que apenas tinham sido isolados os compostos correspondentes aos picos 6 e 7. 

Foram infrutíferas as tentativas feitas com esta coluna no sentido de melhorar a 

resolução do cromatograma (modificação da composição percentual da fase móvel, 

variação do fluxo, tentativas várias de análise em gradiente). Foi ainda testada a fase 

móvel usada por Wulf e Nage! (metanolágua: ácido acético - 30:65:5) (84), sem que 

tenha havido melhoria na separação. A mistura ensaiada com 2% de ácido acético 

(pH=3,1 ) mostrou ser suficientemente acídica para a separação em causa e apresentou 

sobre a mistura de Wulf e Nagel (pH=2,5) a vantagem de ser menos agressiva para a 

coluna. A mistura de acetonitrilo e água, ensaiada em diferentes proporções, também se 

mostrou ineficaz. 

Só a utilização de uma coluna semi-preparativa, também RP-18, permitiu 

separar os componentes de menor tempo de retenção. Com esta coluna optimizou-se a 

resolução cromatográfica da mistura das fracções 1, 2, 3, 4 e 5, tendo-se conseguido, por 

diminuição da quantidade de metanol na fase móvel (MeOIF.I^O: AcOH - 35:63:2 ), 

obter todos os picos separados (Fig.l0,pag.31). Nestas condições foi possível 

cromatografar, de cada vez, 20 mg de amostra e recolher separadamente as fracções 

correspondentes a cada pico. 

As fracções recolhidas tia separação foram concentradas e seguidamente 

liofilizadas, sendo os compostos isolados, por sua vez, analizados por HPLC e, sempre 

que necessário, recromatografados, até se obter para cada composto um único pico. 

A análise cromatográfica em placa e a análise espectral no UV mostraram que 

apenas os compostos 4,6 e 7 apresentavam características de flavonas. O composto 4 

correspondia à mancha a ( TLQ enquanto o composto 6 correspondia à mancha b 

(TLC). Os cromatogramas representados nas Fig. 11 e 12 (pag.32) mostram estes 
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compostos isolados. 
O composto 7 desde logo surpreendeu pela dificuldade que apresentou em ser 

solubilizado. Pelo ponto de fusão (F) que mostrou e pelo seu espectro de IV, 
sobreponível ao da diosmina (23), concluiu-se que se tratava deste composto, 
possivelmente formado por decomposição do produto bruto em solução aquosa. Esta 
hipótese foi confirmada ensaiando o comportamento de uma solução aquosa de CMD 
conservada à temperatura ambiente durante 5 dias. A identidade do resíduo formado 
nestas condições foi estabelecida por comparação de dados de F, IV e RMN'H com 
uma amostra autêntica de diosmina. 

Este facto levou a que as amostras analizadas posteriormente fossem 
dissolvidas em metanol: água (9,5 : 0,5) e utilizadas no mesmo dia. Esta medida 
revelou-se eficaz, como pode ser comprovado pelos cromatogramas (Fig.40,41 e 42), que 
serão apresentados posterionnente. 
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Fig. 4 - Cromatograma (HPLC) referente ao DCM resultante da Exp.2 
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Tempo de retenção,min. 

Fig. 5 - Cromatograma (IIPLC) referente ao DMC resultante da Exp. 6 
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Tempo de retenção ,min. 

Fig.6 - Cromalogrnma (HPLC) referente ao DCM da Exp. 10 
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Fig.7 - Cromatograma (IIPl C) referente ao DCM resultante da Exp. 2 
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Tempo de retenção )(nin. 

Tig. 10 - Cromatoqramn (IIPI.C) referente à separação da mistura <j< 
das Tracções 1, 2, 3, A e 5 
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2.1.4. Elucidação estrutural dos compostos flavónicos separados 

A análise estrutural dos compostos isolados foi estabelecida a partir de dados de 

UV, IV, RMN1!!, RMN13C e EM (FAB) 

COMPOSTO 6 

O espectro de IV (Fig 13, pág.41 ) mostrou uma banda de absorção larga, entre 

3500 e 3300 cm ̂ característica de grupo hidroxilo, bandas de estiramento de ligação 

C=C de anel aromático em 1610, 1510 e 1500 cm" 1 e em 2930 cm"* uma banda 

característica de estiramento de ligação C-H (nos grupos CH2 e CH3). Mostrou ainda 

uma banda em 1655 cm"', referente à ligação C=0 do esqueleto flavónico, e bandas em 

1370 e 1260 cm \ atribuíveis a grupo fenólico, (88). A ligação C=0 de ácido carboxllico é 

evidenciada por uma banda em 1730 cm ' (89). 

A espectrofotometria no UV VIS dos flavonóldes foi exaustivamente estudada 

por T.}. Mabry e col (90). É uma técnica importante para a análise da estrutura básica 

destes compostos, pois permite localizar os grupos hidroxilos livres existentes nas 

moléculas pela análise do espectro em metanol e em metanol adicionado de 

determinados reagentes de deslocamento. 

Fará o composto em análise, o espectro de UV em metanol mostrou uma banda 

de absorção em 341,5 nm (banda I), e outra banda (banda II) desdobrada em dois picos, 

designados por banda Ha e banda lib, em 270,0 e 253,0 nm, características de uma 

flavona dissubstttuída em C-3'e C 4' (91,92). 

A adição de acetato de sódio à solução metanólica do composto não provocou 

deslocamentobatocrómico na banda II, o que permitiu admitir que o grupo fenólico 

em C 7 se encontrava ocupado (93). Os espectros em metanol com cloreto de alumínio e 

em metanol com cloreto de alumínio e ácido clorídrico mostraram-se típicos de uma 5-

hidroxiflavona evidenciando quatro picos de absorção Obandas Ia, lb, Ha e lib) deslocados 

batocromicamente em relação à sua posição original (Fig 14, pag.42). O deslocamento 
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batoaómico da banda I (em MeOH) para a banda la (em MeOH+AlCl3+HCl) foi de 

38,5nm, o que sugeriu a existência de um grupo fenólico livre em C-5 (Quadro 3). 

Quadro 3: Absorção no UV do composto 6 

Solvente e Reagentes Máximos de Absorção 
X , nm 

MeOH 341,5 270,0 253,0 

MeOH+AlCl3 379,5 352,0 276,5 263,0 

MeOH+AlCl3+HCl 380,0 347,5 295,0(0 279,0 261,5 

MeOH+NoOAc 336,0 271,5 

(i) - inflexão 

O cloreto de alumínio complexou o grupo formado pelo carbonilo e o hidroxílo 

em C-5 , sem que a adição de ácido clorídrico provocasse efeito hipsocrómico (94) 

(Fig.15). 

Rnn,( 1-6) G J c - O ^ ^ r v ^ O v J Ram( 1-6)Glc- O 

l | ( A I C I 3 (^ II I) ( HC1 aq 

1 Y" T T " 
1)11 o o o 

n n m ( 1 - 6 ) G l c - 0 

o n 
) 

Al 7 + 

Fig.15 
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Os resultados até aqui obtidos levaram a inferir que apenas o grupo fenólico em 
C-3' se encontrava ocupado. Este facto foi confirmado por espectroscopia de 
ressonância magnética nuclear, RMN, técnica preciosa para a determinação estrutural 
dos compostos flavónicos (95,96). 

Oespectrode RMN^i, do composto em análise (Fig.16, pag.43), mostrou todos 
os sinais atribuíveis à diosmina (Fig.l6a,pag.44) (97) excepto o sinal referente ao protão 
do grupo fenólico em C-3'. Este espectro evidenciou ainda um singuleto em 8 4,73, cuja 
integração mostrou correspondera dois protões. 

Aplicando a regra e as constantes de Shoolery, calculou-se o valor de 5 para os 
protões metilénicos do grupo OOCH2COOH. O valor calculado foi de 5,01 e o valor 
teórico encontrado em tabela é de 5,09 (98). Em face destes resultados e após observação 
do espectro do árido fenoxiacético (99), deduziu-se que o singuleto a 8 4,73 é atribuível a 
protões metilénicos do grupo carboximetílico. 

Não foi encontrado no espectro qualquer sinal correspondente a protão 
carboxílico entre os valores de 8 13,2 e 10,0. Este facto não surpreendeu, já que o protão 
carboxílico troca rapidamente com os protões da água ou de hidroxilos alcoólicos (100). 

O espectro de RMN13C (Figl7, pág.45) estudado comparativamente com o 
espectro que obtivemos da diosmina (Fig 18 e 18a, pág46 e 47), e no qual fizemos a 
atribuição dos valores de 8 a partir dos dados referidos na literatura para a aglícona da 
diosmina, a diosmetina (101,101a), e para a hesperidina (102), mostrou, para além dos 
sinais referentes à diosmina, mais dois sinais a 8 170,03 e 8 65,65 (Quadro 4, pág.36). O 
sinal a 8 170,03 é atribuível a um carbono carboxílico (103), enquanto o sinal a campo 
mais alto (8 65,65) pode resultar do carbono do grupo 0-ÇH2- (104). 
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Quadro 4: Comparação de dados de RMN13C: da diosrnina e do composto 6 

Átomo DIOSMINA COMPOSTO 6 
de ô(ppm) Mpprn) 

carbono DliSO DMSO 

C2 162,80 162,79 
C3 103,78 103,99 
C4 181,90 181,80 
C5 161,26 160,99 
C6 99,60 99,52 
C7 164,20 163,75 
C8 94,80 94,67 
C9 156,95 156,80 
CIO 105,50 105,33 
C-V 122,90 122,36 
C-2' 113,09 112,08 
C-3' 146,90 147,57 
C-4' 151,15 152,14 
C-5' 112,34 110,56 
C-6' 119,04 120,22 
C-l" 99,90 99,81 
C-2" 72,97 72,97 
C-3" 76,29 76,12 
C-4" 70,87 70,50 
C-5" 75,54 75,54 
C-6" 66,78 66,03 
C-1'" 100,52 100,38 
C-2"' 70,35 70,22 
C-3"' 69,80 69,55 
C-4'" 72,13 72,02 
C-5'" 68,27 66,23 
C-6'" 17,86 17,69 

-0CH3 56,30 55,66 
-0CH2- 65,65 
-COOH 170,03 
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Os dados até agora referidos levaram a admitir que o composto em análise 

deveria corresponder ao derivado monocarboximetilado em C-3' da diosmina (V). Para 

confirmar a sua estrutura recorreu-se à espectrometria de massa.(105) 

As técnicas de ionização por desadsorção vieram permitir a obtenção directa de 

espectros de massa de compostos de natureza polar com baixa volatibilidade e /ou 

termo instáveis (106,107). Entre estas técnicas, a ionização por átomos rápidos (FAB) é 

das mais recentes e a de maior sucesso, pois permite obter massas exactas de compostos 

altamente polares e de elevado peso molecular, e a partir da fragmentação obtida 

colher se uma importante informação estrutural. 

Introduzida em 1981 por Barber (108,109) e Vikerman (110), foi rapidamente 

objecto de estudo de vários investigadores (111-116). A espectrometria de massa com 

ionização por bombardeamento por átomos rápidos foi aplicada a flavonóides em 1983 

por Norio Saito e colaboradores (117), tendo sido, desde então, publicados alguns 

trabalhos aplicados a estes compostos (118-121 ). 

Face às possibilidade desta técnica, decidiu-se aplicá-la ao composto em análise, 

para determinação da sua massa molecular e confirmação da estrutura. Para o efeito e 

atendendo às características polares do composto, escolheu-separa matriz o glicerol (G), 

já que a amostra se mostrou facilmente solúvel neste poliálcool. 

Referentes ao composto 6 mostram-se dois espectros de massa FAB de iões 

positivos, obtidos em dois centros de espectrometria de massa. 

O primeiro espectro (Fig.19, pag.48), obtido no Analytical Sciences Center 

(PCMU) , mostrou claramente o ião molecular protonado [M+HJ+ = 667, com uma 

abundância relativa de 55,007o do pico base. Este ião justifica para o composto em 

análise a fórmula molecular Cgg H34 O17. O espectro mostra ainda um fragmento a 

m/e 359, com 21,24%do pico base, correspondente à aglícona do composto. 

O segundo espectro, feito no Midwest Center for Mass Spedometry (Fig 20, 

pag.49), do mesmo modo que o anterior, mostra o ião molecular protonado [M+H]+= 

667. De referir ainda os picos correspondentes ao glicerol, a valores de m/e: 185 (2GH+), 
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3ó9(4GH+)e 461 (5GH+) (111) 

A Fig. 21 (pagSQ), representa uma expansão da zona de m/e 300 400, que 

confirma a massa do pico a m/e 359, o qual não tinha ficado marcado na Fig. 20 (pag.49). 

Este pico corresponde à aglícona protonada do composto [ 358+H ]+. 

A Espectrometria de Energia Cinética de Iões de Massa Seleccionada (Mass 
Analysed Ion Kinetic Energy Spectrometry, MIKES) (122) permite a obtenção do 
espectro de um ião cuja massa se seleccionou. Quando da obtenção do segundo espectro 
foi seleccionado o ião protonado |M+Hl+=667 para registo do espectro dos fragmentos 
desse ião. Com o objectivo de aumentar quer o número quer a intensidade desses 
fragmentos, foi utilizado o hélio (He) como gás de colisão. 

O espectro obtido (MIKES, CA) (Fig 22-24, pag. 51,52) é dominado pelos iões 
resultantes da perda de um i(M+H)-146J+ e dos dois açucares 1(M+HM46-162]+ da parte 
giicosídica da molécula. Estes fragmentos são claramente indicativos não só da massa 
molecular de cada açúcar mas, também, da sequência da ligação dos mesmos à aglícona 
(glucose seguida pela ramnose), visto a perda do segundo açúcar envolver um 
fragmento com mais 16 uma que a perda do primeiro açúcar, 

jNesta fragmentação ocorre, provavelmente, uma protonação no oxigénio da 
ligação giicosídica, seguida de quebra da ligação oxigénio-acúcar, com transferência de 
hidrogénio, formando-se um álcool (ou fenol) protonado (120) (Fig.25) 

no 
O CII CO OH 

CU 

Fig.25 



O pico a m/e 359, agora confirmadamente resultante da fragmentação da 

molécula em estudo, corresponde à aglícona protonada do composto (QHÍ2+ ) (Fig 26). 

0 CH2C00H 
0CH-* 

OH 0 

Fi&26 

Depois do espectro de massa FAB de iões positivos, que mostrou nâo haver na 

amostra sinal de maior massa molecular, o espectro MIKES, C A do iâo (M+H]+=667 

confirmou a estrutura do composto e as deduções até aqui efectuadas com os outros 

métodos de análise estrutural (Fig.27). 

A elucidação estrutural deste novo composto hidrossoluvel foi apresentada em 

comunicação ao 1 Congresso Hispano-Português de Química Terapêutica (57). 

Ram ( 1 - 6 ) G l c - 0 

OH 0 

0 CH COOH 

0 CH. 

7-ORamnoglucosil-5-hidroxi-3'-carboximetoxi-4'-metoxiflavona (V) 

FÎ&27 
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É ainda de interesse referir o seguinte: 
-O espectro de massa FAB, obtido da primeira amostra enviada para análise 

(Rg .28, pag. 53), para além do ião molecular esperado (M+H]+=667 e do pico 

correspondente à aglicona protonada [358+H]+, mostrou um pico com mais 22 

unidades de massa. Este pico, nitidamente atribuível a (M+Na]+, levou a ponderar se o 

composto estaria na forma de ácido livre (V), como sal sódico (VII) ou como uma 

mistura de ambos, pois a presença de sódio na amostra pode dar picos (M+Na)+, quer o 

sódioesteja ou não ligado ao grupo ácido. Acontece também que o sal sódico do ácido 

carboxílico pode dar em FAB o pico [M+H]+. 

Sabia-se que um dos aspectos mais importantes da técnica FAB era a preparação 

da amostra, havendo necessidade de minimizar a interferência do sódio (116). O 

espectro referido mostra nitidamente que a amostra continha sódio, como indica a 

presença dos picos intensos a m/e 115 I G+Na 1+, m/e 207 [ 2G+Na ]+, m/e 299 

[3G+Na]+ e a m/e 391 (4G+Na]+. Este facto levou à necessidade de alterar o processo de 

purificação da amostra, nomeadamente a eliminação do sódio. Com este objectivo 

actuou-se em três vertentes: 

a) Submetendo todo o material de vidro utilizado a um tratamento 

destinado a eliminar o sódio (116). 

b) Acidificando mais fortemente a solução S, levando-a a pH=l,2. 

c) Fazendopassar a solução aquosa do produto bruto (CMD ) por uma coluna 

contendo uma mistura de resinas permutadoras de catiões e aniões (123). 

As amostras dos compostos, isolados após estas alterações no protocolo de 

trabalho, foram analisadas por espectrometria de absorção atómica, não revelando a 

presença de sódio. Este facto pôde ser confirmado pela observação dos espectros FAB 

obtidos posteriormente. 
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COMPOSTO 4 

O espectro de IV do composto 4 (Fig 29, pag 58) permitiu observar as bandas 
características dos vários grupos químicos da estrutura flavónica, sendo de realçar que a 
banda de absorção referente à ligação C=0 do núcleo flavónico se encontra em 1630 
cm'*, o que sugeriu que o grupo fenólico em C-5 estava ocupado (88). Observou-se 
ainda uma banda em 1730 cm"1, correspondente à ligação C=0 de ácido carboxllico (89). 

Os espectros de UV em metanol, em metanol adicionado de cloreto de 
aluminio e de cloreto de alumínio e ácido clorídrico sugeriram a presença de uma 
flavona dissubstituida em C-3' e C-4', na qual o grupo fenólico em C-5 se encontrava 
ocupado, já que o terceiro espectro não evidenciou alteração na localização das bandas 
de absorção (91,92,94). O registo do espectro em metanol, após adição de acetato de 
sódio, também não mostrou deslocamento batocrómico na banda II, facto indicativo 
de que o grupo fenólico em C-7 se encontrava ocupado (93) (Fig 30, pag. 59) (Quadro 5). 

Quadro 5 : Características no UV do composto 4 

Solvente e Reagentes Máximos de Absorção 
A, nm 

MeOH 341,0 266,0 252,5 

r1eOH+AlCl3 342,5 270,0 253,5 

MeOH+AlCl3+HCl 341,0 276,0 266,0 

MeOH+NaOAc 333,0 266,0 

A substituição do grupo fenólico em C-5 foi confirmada por RMN^H, que 
revelou estar igualmente ocupado o grupo fenólico em C-3'. O espectro de RMN'H do 
composto em análise impuro, (Fig 31, pag.60), estudado comparativamente com o 
espectro da diosmina, indicou claramente o desaparecimento dos picos correspondentes 
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aos protões fenólicos referidos, que na diosmína aparecem sob a forma de singuietos a 
613,2 (OH em C-5) e 5 9,5 (OH. em C-3'). O espectro mostrou ainda, para além dos sinais 
atribuíveis à diosmína um singuleto a S 4,83, cuja integração revela ser devido a 4 
protões metilénicos do grupo carboxímetílico (98,99). 

Em face do que se tem vindo a referir admítiu-se que o composto pudesse 
corresponderão derivado dicarboximetilado da díosmina (IV). 

A análise do espectro de RMN13C (Fig.32, pag.61) veio reforçar esta hipótese, já 
que, para além dos sinais atribuíveis à diosmína (Quafro 6, pag.56) mostrou mais 
quatro sinais a S 170,02,169,67, 65,79 e 64,95 Destes sinais, os picos a campo mais baixo 
de 6 (170,02 e 169,67) podem corresponder a carbonos carboxílicos (103), enquanto os 
picos a campo mais alto (65.79 e 64,95) são atribuíveis a carbonos de grupos -OÇH2-(104). 

O espectro de massa FAB de iões positivos ( Fig.33,pag62) mostrou um ião 
molecular com o valor esperado [M+HJ+ = 725, não havendo sinal de maior massa 
molecular, t ainda de referir um pico a m/e. 417, [416+H]+,correspondente à aglícona 
do composto. Este pico, desde que resultante da fragmentação do ião molecular, justifica 
a estrutura do composto. 

O espectro de MIKES, CA do ião [M+H]+= 725 (Fig.34, pag63) permitiu 
confirmar esta fragmentação, revelando a existência de um fragmento de m/e 579, 
correspondente à perda de 146 uma, (FH2

+) e outro de m/e 417, resultante de nova 
perda de 162 uma. (Fig35, pag 64). Este ultimo corresponde ã aglícona protonada do 
composto(QH2+) <H&36)-

0 CH2 C00H 

H00GCH20 
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Quadro 6: Comparação de dados de RMN13C da diosrnina e do composto 4 

Átomo OIOSMINA COMPOSTO 4 
de S(ppm) S(ppm) 

Carbono DfiSO DMSO 

C2 162,80 160,78 
C3 10378 106,50 
C4 181,90 176,01 
C5 161,26 160,28 
C6 99,60 99,07 
C7 164,20 161,10 
C8 94,80 96,62 
C9 156,95 158,60 
CIO 105,50 109,06 
C-V 122,90 122,88 
C-2' 113,09 112,65 
C-3' 146,90 147,19 
C-4' 151,15 151,69 
C-5' 112,34 112,20 
C-6' 119,04 118,18 
C-1" 99,90 99,61 
C-2" 72,97 72,93 
C-3" 76,29 76,17 
C-4" 70,87 70,63 
C-5" 75,54 75,44 
C-6" 66,78 68,19 
C-1'" 100,52 100,31 
C-2'" 70,35 70,24 
C-3'" 69,80 69,64 
C-4'" 72,13 71,90 
C-5'" 68,27 69,31 
C-6'" 17,86 17,65 

-OCH3 56,30 55,66 
-0CH2- 64,95 e 65,79 
-COOH 196,67 e 170,02 
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O espectro revela ainda a existência de um pico a m/e 359, (Fig37,pag.65), 

resultante do anterior por perda de 58 u.m.a., para o qual deverão contribuir os dois 

fragmentos isómeros apresentados na Mg. 38. 

HOOC CH2O o 

OCH-, 

OH 0 

0 CH2C00H 

O C H , 

Fig.38 

A informação obtida com os espectros de massa FAB e MIKES, CA confirmam 

para o composto em análise a fórmula molecular C32H35O19 e a estrutura prevista 

pelos restantes métodos de análise estrutural (Fig.39). 

A elucidação estrutural deste derivado hidrossolúvel da diosmina foi apresentada no 

XI Congresso da Sociedade Fortuguesa de Química (59). 

Ram(1-6)Glc-r j 

H00GCH20 0 

0 CH2 COOU 

O C H , 

7-0-Ramnoglucosil-5,3'-bis(carboximetoxi)-4'-metoxiflavona (IV) 

Flg.39 
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2.15. Determinação da percentagem relativa dos derivados formados nas 

diferentes experiências 

Depois de identificados os constituintes flavónicos resultantes de 

carboximetilacão da diosmina, recorreu-se à HPLC para determinar a percentagem 

relativa de cada derivado no produto bruto. 
Nesta análise utilizou-se para a detecção o comprimento de onda de 254 nm, 

valor para o qual ambos os derivados apresentam o mesmo valor de log €(3,90). 
Os cromatogramas, correspondestes ao DCM resultante das Exp. 2 e 6, (Flg.40,41, 

pag67, 68) traduzem as situações mais favoráveis verificadas no estudo da 
carboximetilacão, enquanto o cromatograma correspondente ao DCM resultante da 
Exp. 10, (Fig 42, pag.69) mostra uma das situações em que o produto bruto é constituído 
por menor percentagem de derivados carboximetilados. 

O derivado monocarboximetilado em C-3' foi em todas as experiências o 

composto que se formou em maior quantidade (50,81% - 86,71%), enquanto o derivado 

dicarboximetilado não representou, em qualquer experiência, mais do que 12,34% do 

produto bruto (Quadro 7). 

Quadro 7: Dados comparativos de HPLC relativos és Exp. 2,6 e 10 

Pfimnn*tt n 
% de éreas 

Exp. 2 Exp .6 Exp.IO 

Derivado 
monocarboximetilado 
em C-3' 

86,71 80,87 50,81 

Derivado 
dicarboximetilado 4,91 12,34 11,02 

Total: ~~ (91,62) (93,21) (61,83) 
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2.1.6. Hidrólise dos derivados monocarboximetilado em C-3' e dicar-
boximetilado da diosmina e caracterização da aglíconas resultantes 

O método geral de hidrólise ácida para O-glicosilflavonóides (124) que foi 
inicialmente ensaiado para o derivado monocarboximetilado, mostrou-se 
inconveniente, pois, a par da rotura da ligação glicosídica, verificou-se a esterificaçao da 
função ácida existente na molécula. Este facto pôde ser observado por espectrometria de 
massa (E M), utilizando como técnica de ionização o impacto electrónico (I E) (Fig 43, 
pag.71). 

Além do ião molecular (M+ 372), os fragmentos a m/e 329 e m/e 313 são 
claramente indicativos de que, naquelas condições reaccionais, o metanol esterifica, 
pelo menos em parte, a função ácido (125) (Esquema 3, pag.72). Para este composto 
(VIII), cuja função éster identificámos pela reacção com a hidroxilamina (126) não 
houve oportunidade de fazer outros ensaios (Fïg.44). 

0 CH COOCH 
0 CH 

Fig.44 

A hidrólise completa dos heterósidos foi conseguida submetendo os compostos 
a um aquecimento com HO a 207o, a 125-130°C, durante 50 minutos (Parte 
experimental). Estas condições foram estabelecidas após realização de vários ensaios, 
com controlo da reacção por cromatografia em camada fina. 
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AGL1C0NA RESULTANTE UA HIDROLISE DO DERIVADO MONOCARBOX1 -

METILADO EM C-3' (IX) 

O espectro de IV do composto cristalizado (Fig.45,pag.78 ) mostrou bandas de 

estiramento de ligação C=C(anel aromático) em 1610,1590,1570 e 1550 cm"1, e em 2930 

cm"1 uma banda de estiramento de ligação C-H. Mostrou ainda em 1655 cm"1 uma 

banda típica de ligação 0 0 do esqueleto flavónico de 5,7 di-hidroxiflavona, em 

1165 cm"1 uma banda característica do anel benzénico 5-7 dissubstituído, e em 1730 

cm"1 uma banda de estiramento de ligação C=0 de ácido carboxilico (88,89). 

Os espectros de UV em metanol adicionado de cloreto de alumínio e em 

metanol adicionado de cloreto de alumínio e ácido clorídrico, mostraram-se 

característicos de uma 5-hidroxiflavona, evidenciando um deslocamento batocrómico 

da banda I (em MeOH) para a banda Ia (em MeOH+AlCl3+HCl) de 40.0 nm (94). O 

registo do espectro em metanol antes e após adição de acetato de sódio mostrou um 

deslocamento de 269,5 para 278,0 nm. Este deslocamento de 8,5 nm é indicativo da 

existência de um grupo fenólico livre em C-7 (93) (Fig.46, pag.79)(Quadro 8). 

Quadro 0 -.Absorçío no UV do composto IX 

Solvente e Reagentes i Máximos de Absorção 
\ nm 

MeOH 342,5 269,5 242,5 

MeOH+AlCl3 377,0 352,5 296,0(0 279,0 260,0 

MeOH+AlCl3+HCl 382,5 347,5 294,0(1) 280,0 258,0 

MeOH+NaOAc 362,0 311,0 278,0 

( i ) - ÍTlf 1*N&0 
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Este facto, associado ao resultado obtido em TLC em placa de celulose e usando 
como fase móvel solução de acido acético a 30% (diminuição do Rf do composto em 
análise cromatografado comparativamente com o composto inicial), fez admitir ter 
sido conseguida a hidrólise do composto. Esta hipótese foi confirmada pela análise do 
espectro de RM N1 H que mostrou, para além do desaparecimento dos sinais atribuíveis 
aos protões dos açúcares, o aparecimento de um singuleto a 6 10,78, referente ao protão 
do grupo fenólico em C-7 Neste espectro (Fig 47,pag. 80) pode ainda observar-se um 
singuleto a 8 12,87, correspondente ao grupo fenólico em C-5, um singuleto a 8 3,88 
originado por 3 protões correspondente aos protões do grupo-OCH3 em C-4' e os 
restantes sinais referentes aos protões do núcleo flavónico (96). O espectro nao mostrou 
qualquer sinal correspondente ao protão fenólico em C-3', mas um singuleto a campo 
mais alto (8 4,83), atribuível aos protões metilénicos do grupo carboximetilo (98,99) 

O espectro de RMN13C (Fig 48, pg81)confirma o desaparecimento dos sinais 
atribuíveis aos carbonos dos açúcares e comparado com o espectro da diosmetina (101) 
(Quadro 9, pag.75) mostrou mais dois sinais a 8 169,84 e 8 64,89. Destes sinais, o 
primeiro (8 169,84) é atibuível a um carbono carboxílico (103), enquanto o segundo 
( S 64,89) pode resultar do carbono do grupo O-CH2- (104). 
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Quadro 9: Comparação de dados de RMN,3C da diosmetlna e do 
composto IX 

Átomo Diosmetina Composto IX 

de S(ppm) .S(ppm ) 
Carbono (DMSO) (DMSO) 

C-2 163,60 162,89 
C-3 104,00 103,71 
C-4 181,80 181,64 
C-5 161,70 161,27 
C-6 99,00 98,76 
C-7 164,40 164,03 
C-8 94,00 93,91 
C-9 157,09 157,18 
C-10 103,70 103,71 
c-r 123,30 122,55 
C-2' 113,10 112,08 
C-3' 146,90 147,19 
C-4' 151,20 152,05 
C-5' 112,10 110,65 
C-6' 118,70 120,36 

-0CH3 55,80 55,75 
-0CH2 64,89 
-COOH 169,84 

Prosseguiu se a análise do composto por espectrometria de massa (IE). 

As flavonas foram dos primeiros flavonóides a ser analisados por 

espectrometria de massa UE) A sua fragmentação por IE ocorre fundamentalmente por 

dois mecanismos, coirespondendo o mecanismo I a uma clivagem retro- Diels-AIder 

(Fig 49) (127). 
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Fig.49 

O espectro de massa (IE) do composto em estudo (Fig.50,pag.82) mostrou um iâo 

molecular (M+) a m/e 358,correspondente à fórmula de estrutura esperada. A análise 

do espectro mostrou, entre outros , os picos a m/e 314 e m/e 206, que justificam a 

substituição no anel B (Esquema 4,pag .83). O pico a m/e 314 corresponde a uma perda 

deCO^ enquanto o pico a m/e 206 corresponde a uma fragmentação do esqueleto 

flavónico pelo processo I (retro-Diels-Alder) (Fig 51). 

OCH_ 

HO 

V í 
» J U 

OH 0 
3 1 4 ( 3 ) 

HC 

O CH COOH J t 

O CIL 

B . , 206 ( 3 ) 

Fig. 51 
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Os resultados obtidos levaram a atribuir ao composto em análise a estrutura 
que se apresenta na Fig 52. 

0 CH COOH 

OCH 

OH 0 

FÍ&52 
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Fig. 46 - Espectros no UV do composto IX 
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AGL1CONA RESULTANTE DA HIDROLISE DO DERIVADO DICARBOXIME-

TILADO (X) 

O espectro de UV em metanol mostrou-se característico de uma flavona 

dissubstituida em C-3'e C-4' (91-92). Após adição de acetato de sódio, o novo espectro 

mostrou um deslocamento batocrómico na banda II, de 8 nm, indicativo da existência 

de um grupo fenólico livre, em C-7. (93) O espectro em metanol adicionado de cloreto 

de alumínio e ácido clorídrico não evidenciou alteração significativa na localização 

das bandas de absorção, o que levou a inferir que o grupo fenólico em C-5 se 

encontrava ocupado (94), (Fig.53, pag.87),(Quadro 10). 

Este facto foi confirmado pela observação do espectro de IV do composto 

recristalizado (Fig.54,pag.88) que, além do desaparecimento da banda atribuível aos 

grupos OH alcoólicos, mostrou uma banda a 1630 cm % característica da ligação C=0 de 

7-hidroxiflavonas (88). O espectro mostrou ainda uma banda forte a 1730 cm"*, 

característica da ligação C=0 de ácido carboxílico (89). 

Quadro 10: Absorção no UV do composto X 

Solvente e Reagentes Máxi mos de Absorção 
A,nm 

MeOH 341,5 270,0 255,0 

MeOH+AlCl3 352,0 279,0 260,0 

MeOH+AlCl3+HCl 348,0 281,0 257,5 

MeOH+NoOAc 358,0 313,5 278,0 
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A análise estrutural do composto foi continuada com a observação do espectro 

de massa (IE). Este espectro, apesar de apresentar um pico molecular muito pouco 

intenso, o que é característico de poliácidos (128), mostrou numerosos picos 

elucidativos da estrutura do composto (Fig.55,pag 89) (Esquema 5,pag.90) 

Os iões de m/ e 373 (perda de CH3CÒ) e m/ e 372 (perda de CCty, são claramente 

indicativos da substituição no núcleo flavónico. Para este último pico poderão 

contribuir as duas estruturas isómeras que se apresentam na Fig. 56. 

0 CH 

// rOCH COOH 
2 

HO-

HO-

V. r I 
HOOECHO 

.JO 
V / O CH 

r 
o 

HOOCCH 0 
2 

373 ( A ) 

0 CH COOH 

0 CH, 
ÍT 

372 ( 7 ) 

Fig.56 

A partir do ião molecular (M '416), a perda de 58 uma. origina um pico a 

m/e 358, que é o pico base. A partir deste verifica-se uma quebra típica de ácido 

carboxílico (129), correspondendo a uma perda de CO2H (m/e 313), e uma perda de CO2 

(m/e 314). Além destas fragmentações há ainda a assinalar as clivagens características 

do núcleo flavónico com formação dos iões Al+", [ Al+H J+, Ai+- CO, Bl+" e Bl+-

CH3 (127) 

Em face do exposto pôde atribuir-se ao composto em análise a seguinte 

estrutura.(Fig.57). 
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Fig. 53 - Espectros no UV do composto X 
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2.2. 2-HIDROXIETILAÇÃO DA DIOSMINA 

2.2.1. Estudo das condições de reacção 

Foi novamente tendo como base uma transformação descrita para a rutina (60) 

que se estudou a 2-hidroxietilação da diosmina. 

A 2-hidroxietilação das funções fenólicas da diosmina pode fornecer 

teoricamente três compostos: o derivado mono (2-hidroxietilado) em C-3'(XII), o 

derivado mono (2-hidroxietilado) em C 5 (XIII) e o derivado 2-hidroxietilado em C-5 e 

C-3' (XI). (Esquema 6,pag.92). 

Entretanto, em face do que já foi referido acerca da reactividade dos grupos 

fenólicos da diosmina (66) e dos resultados obtidos no estudo da carboximetilação deste 

flavonóide, admitiu-se, desde logo, a hipótese de não se isolar o derivado 2-

hidroxietilado em C 5. Tal não aconteceu, porém, como se verá, uma vez que foi 

possível isolar e caracterizar os três derivados acima referidos. 

A diosmina, depois de transformada no seu sal sódico, foi posta a reagir com o 

2-cloroetanol, aquecendo se a mistura durante um período de 5-8 horas. Esta solução foi 

submetida a um tratamento semelhante ao utilizado para a obtenção do produto bruto 

no caso da carboximetilação (Esquema 2, pag.14). O resíduo obtido, agora designado por 

DHE, forneceu a massa do produto bruto resultante da 2-hidroxietilação da diosmina. 

Com base num raciocínio semelhante ao referido para a obtenção dos derivados 

carboximetílados, pag.15 alíneas a) e b), e em face da experiência obtida com aqueles 

compostos, iniciou se o estudo da 2-hidroxietilação da diosmina trabalhando com 

uma quantidade estequiométrica de 2 cloroetanol relativamente à diosmina sódica 

para a reacção nos dois grupos fenólicos. Seguidamente, tentou-se melhorar as 

condições reaccionais por modificação do pH da solução inicial e variação da 

quantidade de 2-cloroetanol. 

As experiências realizadas encontram-se resumidas no Quadro 11, pag 93. 
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A análise deste Quadro 11 mostra que: 

a) a reacção completa da diosmina com 2-cloroetanol na proporção 

estequiométrica 1. 2, (relativamente à diosmina dissódica) foi conseguida a pH=12,2 

(Exp.21); 

b) para o mesmo pH inicial da solução da diosmina (pH=12,3), ao ser 

aumentada a quantidade de 2-cloroetanol (Exp. 22,23,24 e 25), observou-se: 

- diminuição do tempo de reacção e aumento da massa de DHE (Exp. 22 e 23), 

tendo-se obtido o melhor resultado a pH=12,0, com um excesso de 0,003 mol (39,67o) de 

2-cloroetanol (Exp. 23) 

- diminuição da massa do produto bruto nas Exp. 24 e 25, realizadas a pH<12,0 

- diosmina por reagir, (RI), ao ser utilizado um excesso de 100% de 2-

cloroetanol (Exp.25). Nesta experiência, o pH da mistura reacdonal, ao baixar para 11,7, 

não permitiu que a diosmina se mantivesse na forma sódica para poder reagir 

totalmente. 

c) na Exp. 26, realizada em meio mais alcalino e fazendo a diosmina sódica 

reagir com 2-cloroetanol na proporção de 1:2 (pH=12.5), foi conseguida a maior massa 

de produto bruto e um dos menores tempos de reacção; 

d) a Exp. 23 foi repetida a temperaturas superiores (70-73°C e 80-83°C), sem que 

tenha sido observado aumento do DHE ou diminuição do tempo de reacção (Exp. 27 e 

28). 
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2.2.2. Análise do produto bruto resultante das diferentes experiências 

O estudo analítico do produto bruto resultante das diferentes experiências foi 

feito em TLC, utilizando vários adsorventes e diferentes fases móveis. O sistema que 

conduziu a uma melhor separação era constituído por placas de celulose 

desenvolvidas em solução aquosa de ácido acético a 30% (v/v). 

A revelação dos cromatogramas, utilizando luz UV (366 nm) antes e depois de 
submeter a placa à acção de vapores de amónia ou de a pulverizar com solução 
metanólica de cloreto de alumínio a 5% (71,72,73), mostrou a existência de duas 
manchas para o DUE correspondente à Exp. 26 (Quadro 12 ), e três manchas para o 
DHE obtido nas restantes experiências (Quadro 13 ). 

Quadro 12: Características cromatogrêficas das manchas a e b 

referentes ao DHE resultante da Exp.26 

Detecção Rf 

Mancha . 
UY366nm Yap. de amónia AICI3 ( a ) (j>) 

(UY366nm) (UV 366nm) 

0 azul 
fluorescente 

amarela 
fluorescente 

azul 
fluorescente 

0,76 0,70 

b castanha 
escura 

amarela amarela 
fluorescente 

0,51 0,58 

Rf (a): em placa de celulose desenvolvida em ácido acético: água (30:70) 

Rf (b): em placa de celulose desenvolvida em ácido acético: água (50:50) 
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Quadro 13: Características cromatográficas das manchas a, ax e b 

referentes ao DHE resultante de qualquer das restantes 

experiências 

Detecção Rf 
Mancha 

UV(366nm) Vap. amónia AICI3 (a) (b) 
<UY366nm) (UV366nm) 

a azul 
fluorescente 

amarela 
fluorescente 

82 ul 
fluorescente 

0,77 0,73 

ax azul-clara 
fluorescente 

amarela 
fluorescente 

azul-clara 
fluorescente 

0,68 0,66 

b castanha 
escura 

amarela amarela 
fluorescente 

0,52 0,57 

Rf (a): em placa de celulose desenvolvida em ácido acético: égua (30:70) 

Rf (b): em placa de celulose desenvolvida em ácido acético: água (50:50) 

Os resultados obtidos mostraram que o Df IE referente à Exp. 26 possuía uma 

composição diferente da dos restantes. Este produto bruto deveria conter um 

componente flavónico com um grupo fenólico livre em C 5 (mancha b), e outro com 

um grupo fenólico em C 5 ocupado (mancha a ), enquanto que o produto bruto 

resultante das restantes experiências mostrava mais uma mancha (mancha ax), a qual 

poderia ser atribuida a outro composto também com um grupo fenólico em C-5 

ocupado (73). 
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2.2.3. Separação e purificação dos constituintes flavónicos 

Dadas as dificuldades sentidas na separação dos derivados carboximetilados, deddfu-se 

recorrer, desde logo, à HPLC em fase reversa. Para fase móvel ensaiou-se uma mistura 

de metanol, água e ácido acético em diferentes proporções, apenas mantendo fixa a 

percentagem de ácido acético (2%). 

Pelo estudo analítico do produto bruto resultante de cada experiência 

confirmou se que para o DUE correspondente à Exp.26 se obtinham apenas dois picos 

cromatográficos (pico A e pico B ) (Fig.58,pag.98), enquanto que para os (DHE) 

correspondentes às restantes experiências se obtinha um terceiro pico (AX), situado 

entre os dois picos principais. Exemplifica-se com os cromatogramas referentes às Exp. 

20 e 23 (Fig. 59 e 60, pag98 e 99 ). 

Iniciou-se a HPLC preparativa com uma fase móvel igual à utilizada em HPLC 

analítico, constituída por metanol:água:ácido acético ( 60:38:2), tendo-se obtido, isolada, 

a fracção correspondente ao pico B, o mais intenso, e comum a todas as experiências 

( Fig.61,62, pag.100 e 101 ). 

Esta fracção, depois de analizada por HPLC, mostrou não se encontrar 

suficientemente pura, tendo sido recromatografada nas mesmas condições 

cromatográficas, até se obter um só pico (Fig. 63 e 64, pag. 102). 

A fracção correspondente ao pico A igualmente comum a todas as experiências, 

não foi obtida suficientemente pura, tendo sido necessário recromatografá-la em 

coluna semi preparativa, variando a composição percentual da fase móvel. Depois de 

se terem optimizado as condições de análise na coluna semi-preparativa, foi 

conseguida uma boa separação dos picos A e AX usando, como fase móvel, metanol: 

água: ácido acético ( 50:58:2) (Fig.65, pag.103). 

Todasasfracçõesrecolhidasforamtratadasde molde a eliminar a fase móvel e 

os compostos resultantes recromatografadosatéseobterum só pico em HPLC (Fig.66 e 

67, pag.104). 
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Tempo de retenção,min. 

Fig. 60 - Cromatograma (HPLC) referente ao DHE 
resultante da Exp. 23 
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Tempo de retenção,min 

Fig. 66 - Cromatograma (HPLC) refe
rente ao composto A,isolado 
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Fig. 67 - Cromatograma (HPLC) re
ferente ao composto AX, 
isolado 
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2.2.4. Elucidação estrutural dos compostos flavónicos separados 

A análise estrutural dos compostos isolados foi realizada por UV, IV, RMN1!! e 

RMN13C e confirmada, após hidrólise ácida, por caracterização das respectivas 

aglíconas (UV, IV, RMN1^ RMNWC e ME) e açúcares (GCe/ou TLC). 

CQMPQSIQLA 

O espectro de UV em metanol evidenciou a presença de uma flavona 

dissubstituida em C -3'e C-4' com bandas de absorção máxima em 366,0, 265,5 e 243,0 

nm. O registo do espectro em metanol, após adição de acetato de sódio, não mostrou 

deslocamentobatocrómicodabandall, facto indicativo de que o grupo fenólico em C-7 

se encontrava ocupado. O espectro em metanol adicionado de cloreto de alumínio e 

em metanol adicionado de cloreto de alumínio e ácido clorídrico não evidenciou 

alteração significativa na localização das bandas de absorção. 

Estes factos levaram a admitir que o composto em estudo mantinha a ligação 

$icosídica em C-7, e que o grupo fenólico em C-5 se encontrava ocupado (91 -94) (Bg.68, 

pag!12) (Quadro 14, pagl 06). 
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Quadro 14 : Absorção no UV do composto A 

Solvente e Reogentes Máximos de Absorção 
^,nm 

MeOH 336,0 265,5 243,0 

MeOH+AlC13 337,5 265,0 241,5 

MeOH+AlC13+HCl 340,5 266,0 241,0 

MeOH+NaOAc 333,0 263,5 

Pelo estudo do espectro de RMN*H pôde confirmar-se que além do grupo 
fenólico em C-5 também o grupo fenólico em C-3'se encontrava ocupado, pois o 
espectro nâo mostrou qualquer sinal atribuível a estes protões. Na realidade, o espectro 
de RMN'HXHg. 69,pag.ll3), apesar de obtido em más condições de resolução do 
aparelho, mostrou claramente que nâo existia qualquer sinal atribuível a protões 
fenólicos, tendo revelado, para além dos sinais referentes à diosmina, mais um sinal a 
8 4,12 A localização deste sinal, apesar de mal resolvido, levou a admitir a hipótese de 

ser referente aos protões do(s) grupo(s)-OCiÍ2CiÍ2 0 H (130f 131)-
Esta hipótese foi reforçada pelo estudo do espectro de RMNWC (Fíg 70 e 70a, 

pag.114 e 115). De facto, o espectro deste composto, quando comparado com o da 
diosmina (Quadro 15, pagl07), mostrou mais quatro picos atribuíveis aos carbonos dos 
dois grupos -OCH2 ÇH2 OH. Conseguida a expansão da escala entre os valores de 8 
55,75 e 75,48, o estudo do espectro levou a atribuir os valores 8 59,67 e 59,42 aos 
carbonos do grupo -OÇH^ e os valores a campo mais baixo (8 71,62 e 70,83) aos carbonos 
ligados ao grupo hidroxílico -CH2OH (104,132). 
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Quadro 15: Comparação de dodos de RMN'̂ C do diosmino e do 

composto A 

Átomo Dlosmlna Composto A 
de ô(ppm) ô(ppm) 

Carbono DMSO DMSO 

C-2 162,80 160,38 
C-3 103,78 107,06 
C-4 181,90 181,46 
C-5 161,26 159,90 
C-6 99,60 98,71 
C-7 164,20 161,06 
C-8 94,80 96,94 
C-9 156,95 158,71 
C-10 105,50 109,62 c-r 122,90 123,04 
C-2' 113,09 112,14 
C-3' 146,90 148,44 
C-4' 151,15 151,97 
C-5' 112,34 110,48 
C-6' 119,04 119,70 
C-1" 99,90 99,32 
C-2" 72,97 73,88 
C-3" 76,29 81,92 
C-4" 70,87 70,59 
C-5" 75,54 75,48 
C-6" 66,78 66,03 
C-1'" 100,52 100,44 
C-2'" 70,35 70,44 
C-3"' 69,80 69,63 
C-4'" 72,13 72,04 
C-5"' 68,27 68,40 
C-6'" 17,86 17,84 

-OCH3 56,30 55,76 
-0CH2- 59,68 e 59,42 
-CH20H 71,62 e 70,84 
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Pelo que foi exposto até aqui admitíu-se ter sido isolado o derivado 2-
hídroxietilado em C-5 e C-3'da diosmina (XI). 

A fim de se confirmar esta hipótese, o composto em análise foi submetido a 
uma hidrólise ácida (Parte experimental). Desta hidrólise, controlada por TLQ além da 
fracção aquosa contendo a parte glicosídica, resultou um resíduo que cromatografado 
paralelamente com o composto inicial em vários sistemas cromatográficos mostrou 
um valor de Rf que permitiu deduzir estar-se em presença de um composto menos 
polar. Este resíduo (AH), depois de recrlstaiizado de metanol, mostrou uma pureza 
suficiente para permitir a sua identificação. 

O seu espectro de UV em metanol mostrou-se praticamente paralelo ao 
espectro do composto de partida. Após adição de acetato de sódio, o novo espectro de 
UV mostrou um deslocamento batocrómico na banda II de 265,5 para 273,5 nm (Fig.71, 
pag.116). (Quadro 16). Este deslocamento de 8 nm, indicativo de existência de um grupo 
fenólico livre em C-7, permitiu admitir ter havido quebra de ligação glicosídica em C-
7, (93) facto já sugerido pela diminuição do Rf do composto em análise, em placa de 
celulose, e usando como fase móvel solução aquosa de ácido acético (133). 

Quadro Î6: Absorçio no UV do composto AH 

Solvente e Reagentes Máximos de Absorção 
X, nm 

MeOH 336,5 265,5 241,5 

MeOH+AlCÎ3 337,0 265,5 241,0 

MeOH+ÂlCl3+HCl 337,5 265,0 242,0 

MeOH+NaOAc 335,5 313,0 273,5 
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O espectro de massa (IE) da aglícona em estudo (Fig 72,pagll7) (Esquema 7, 
pag.118) mostrou um pico correspondente ao ião molecular M+-388 muito pouco 
intenso e um piai a m/e 31 que confirma a existência de uma função "álcool primário" 
(134). Evidenciou ainda um pico metaestável (M*) a m/e 262, que justifica o pico a m/e 
300 a partir do pico a m/e 344 (135). Os picos a m/e 345 e m/e 359, correspondentes, 
respectivamente, a uma eliminação de CH3CO e CHO, sao bem elucidativos da 
presença, em C-5 e C 3,'de um grupo -OCH2CH2OH (Pig 73). 

HO 
o CH CH2OH 

HO 

O CH CH OH 2 2 
O CH, 

m/e 359 

Fig73 

O mesmo acontece com os picos am/e 370 em/e 357, que justificam esta 
mesma substituição no núcleo flavónico. Para cada um destes picos podem contribuir 
as estruturas isómeras que se representam na figura seguinte (Fig.74). 
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HCL 

I! 
0 0 

I 
«, 
CH OH 

OCH = CH, 

,-OCH, 

4? 

m / e 3 7 0 

m / e 357 

Fig.74 

Os factos acabados de expor levaram a atribuir à aglícona do composto em 

análise a estrutura (XIV) (Fig.75). 

HO CH CH 0 
2 2 

OCH CH OH 
2 2 

OCH, 

Fig.75 

Para a caracterização dos constituintes da fracção glicosídica da molécula 

recorreu-se à cromatografia em fase gasosa(CG). 

A solução aquosa-ácida resultante da hidrólise, depois de passada por uma 

coluna de poliamida (136) foi liofilizada e o resíduo obtido tratado de modo a 

transformar os açúcares presentes nos respectivos éteres trimetilsilílicos (137). Os 

derivados obtidos foram cromatografados nas condições referidas por Markham (138) e 

os seus tempos de retenção comparados com os dos éteres trimetilsilílicos obtidos, nas 

mesmas condições, com amostras autênticas de glucose e ramnose. 
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Injectando separadamente 0,l|xl da amostra em estudo e de cada um dos 
padrões, obtiveram-se os cromatogramas que se mostram nas Fig 76, 77 e 78 (pag.119 e 
120) respectivamente com a solução em ensaio, com a glucose, e com a ramnose. 

Os dois picos observados para cada açúcar correspondem às formas « e |3, as 

quais coexistem nas amostras (139,140). 
Injectando, nas mesmas condições experimentais, 0,1 pi de solução de uma 

mistura em partes iguais de amostra e de substâncias de referência (glucose+ramnose) 
obteve-se o cromatograma que se mostra na Rg. 79 (pag. 121). Neste cromatograma 
verificou-se um aumento da área dos picos pelo facto de a amostra ter sido enriquecida 
nos seus constituintes (ramnose e glucose) quando se lhe adicionaram os padrões. 

Em face dos resultados obtidos, pudemos concluir que durante o processo de 
hidroxietilação nâo foi afectada a parte glicosidica da molécula da diosmina. 

Em resumo: 
O estudo realizado para o composto A, correspondente ao pico A , permitiu 

concluir que este composto que se mostrou muito solúvel em água era um heterósido 
derivado da diosmina com dois grupos -OCH2CH2OH, ligados um em C-3' e o outro 
em C-5. (Fig80). 

0 C H „ CH OH 2 2 

^ ^ / ° CH3 
Rëm (1-6)Glc - O^^^-^O^Jl^^J 

HOC H C H O O 
2 2 

7-0-RamnogJucosil-5,3'-bis (2-hidroxletoxi)-4'-metoxiflavona (XI) 
R&80 
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Fig. 68 - Espectros no UV do composto A 
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Fig. 71 - Espectros no OV do composto AH 
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Fig. 76 - Cromatograma (CG ) referente a O, lui da solução em ensaio 
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Fig. 77 - Cromatograma CCG) referente a 0,1ul de 
glucose trimetilsililada . 

LU 
É -J 

F i g . 78 - Cromatograma (CG) re fe ren te a 
0 ,1ul de ramnose t r i m e t i l s i 
l i l a d a . 
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Fig. 79 - Cromatograma (CG ) referente a 0,1/ul de uma mistura 
em partes iguais de solução em ensaio e padrões. 
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COMPOSTO D 

O espectro de IV, (Fig.81,pagl30), revelou a presença de bandas características 

do núcleo flavónico e por comparação com o espectro de IV da diosmina (23) 

permitiu esperar-se uma semelhança estrutural entre estas substâncias. 

O espectro de UV em metanol mostrou-se característico de uma estrutura 

flavónica dissubstituída em C-3'e C-4' (91,92). O registo do espectro em metanol, após 

adição de acetato de sódio, não mostrou deslocamento batocrómico na banda II, facto 

que levou a admitir que o grupo fenólico em C-7 se encontrava ocupado (93). O 

espectro em metanol adicionado de cloreto de alumínio e em metanol adicionado de 

cloreto de alumínio e ácido clorídrico mostraram-se típicos de uma 5-hidroxiflavona, 

evidenciandoquatrobandasdeabsorçãodeslocadasbatocromicamenteemrelaçâo à sua 

posição original. O deslocamento batocrómico da banda I (em MeOH) para a banda Ia 

(em MeOH+AlCl3+HCl) de 42,5 nm, foi indicativo da presença de um grupo fenólico 

livre em C-5 (94) (Fig.82,pag.l31) (Quadro 17). 

Quadro 17: Absorção no UV do composto B 

Solvente e Reagentes Máximos de Absorção 
Á, nm 

MeOH 342,0 270,0 251,5 

r1eOH+AlCl3 386,5 358,5 296,5(0 275,5 265,5 

MeOH+AlCl3+HCl 384,5 352,5 296,5(0 277,5 264,0 

MeOH+NaOAc 339,0 271,5 

(i) - inflexão 
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A análise do espectro do RMN1!! (Fig 83,pagl 32) mostrou, para além dos sinais 
atribuíveis à diosmina, a presença de mais um multipleto centrado a S 4,1, que integra 
quatro protões, não se verificando, entretanto, qualquer sinal correspondente ao grupo 
fenólico em C-3', que na diosmina aparece sob a forma de um singuleto a 6 9,5. 

Baseados nestes dados pôde inferir-se que o grupo fenólico em C-3'estava 
ocupado e que o multipleto poderia corresponder aos quatro protões metilénicos do 
grupo-OCB>CH2OH ligado em C-3' (130,131). 

O estudo do espectro de RMN13C (Fig84 e 84a, pag 133 e 134) também 
contribuiu para esta dedução, visto que quando comparado com o espectro da diosmina 
mostrou mais dois sinais a S 59,48 e 8 70,65, atribuíveis aos carbonos do grupo -
OCH2CH2OH. O valor S 59,48 é atribuível ao carbono do grupo - OCH2 e o valor a 
campo mais baixo (6 70,65) ao carbono do grupo - £H2OH (104,132). (Quadro 18,pag 
124). 
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Quadro 18: Comparação de dados de RMN13C da diosmlna e do composto B 

Átomo Diosmlna Composto B 
de 5(ppm) 6(ppm) 

Carbono DMSO DMSO 

C2 162.80 162,86 
C3 103,78 104,00 
C4 181,90 181,99 
C5 161,26 161,09 
C6 99,60 99,42 
C7 164,20 163,83 
C8 94,80 94,92 
C9 156,95 157,71 
CIO 105.50 105,37 
c-r 122,90 122,65 
C-2' 113,09 112,01 
C-3' 146,90 147,76 
C-4' 151,15 152,39 
C-5' 112,34 110,71 
C-6' 119,04 120,22 
C-1" 99,90 99,86 
C-2" 72,97 73,02 
C-3" 76.29 76,20 
C-4" 70,87 70,46 
C-5" 75,54 75,58 
C-6" 66,78 66,01 
C-1'" 100,52 100,45 
C-2'" 70,35 70,25 
C-3'" 69,80 69,53 
C-4'" 72,13 71,97 
C-5'" 68,27 68,23 
C-6'" 17,86 17,71 

-OCH3 56,30 55,65 
-0CH2- 59,48 
-CH2OH 70,65 
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Os resultados até agora descritos levaram a admitir para o composto B a 
estrutura (XII) correspondente ao derivado mono(2-hidroxietilado) em C-3', a qual foi 
confirmada pela caracterização dos produtos de hidrólise ácida do composto. 

A hidrólise total do composto B, controlada por TLC, foi conseguida por 
aquecimento, a 130°C durante 50 minutos, de uma solução do composto em HC1 a 20% 
(Farte experimental). Desta hidrólise, para além da fracção aquosa, onde foram 
identificados os açúcares ramnose e glucose , resultou um resíduo insolúvel que foi 
separado. Este resíduo, (BH), depois de lavado com água para eliminar vestígios de 
ácido, foi recristalizado de metanol. 

O espectro de IV do composto recristalisado(Fig.85,pagl 35) mostrou as bandas 
características do núcleo flavónico, entre as quais, em 1165 cm~\ uma banda de anel 
benzénico 5,7 dissubstituído (88) 

Os seus espectros de UV em metanol adicionado de cloreto de alumínio e em 
metanol adicionado de cloreto de alumínio e ácido clorídrico evidenciaram as 
características já referidas para o composto de partida, isto é, bandas de absorção 
deslocadas batocromicamente em relação à sua posição original. O deslocamento 
batocrómicoda banda I (MeOH) para a banda Ia (em MeOH+AlC^+HCl) de 41,5 nm, 
indicou que o grupo fenólico em C-5 se encontrava livre (94). O registo do espectro em 
metanol, antes e após adição de acetato de sódio, mostrou um deslocamento 
batocrómico de 270,5 para 278,5 nm indicativo da existência de um grupo fenólico 
livre em C-7 livre (93) (Fig 86, pag.136) (Quadro 19, pag.126). 
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Quadro 19 : Absorção no UV do composto BH 

Solvente e Reagentes Môxfmos de Absorção 

A, nm 

MeOH 341,5 270,5 243,5 

MeOH+AlCl3 385,5 357,5 296,0(0 277,5 262,5 

MeOH+AlCl3+HCl 383,0 352,5 294,0(i) 279,5 260,5 

MeOH+NaOAc 366,0 314,0 278,5 

(i) - inflexão 

A análise do espectro de RMN1!! do composto BH (Fig87,pag.l37), confirmou 

ter havido hidrólise, pois além de não mostrar os sinais atribuíveis aos protões dos 

açúcares, ainda permitiu observar um singuleto a S 10,91, atribuível ao protão do 

grupo fenólico em C-7. Este espectro, comparado com o espectro de RMN^ H da aglícona 

da diosmina, diosmetina, (Fig.87a, pag.138) revelou todos os sinais referentes a este 

composto excepto o singuleto referente ao protão fenólico em C-3', e ainda um 

multipleto entre 8 4,09 e 8 4,14 . Este multipleto, que integra para quatro protões, pôde 

ser atribuído aos 4 protões melilénicos do grupo -OCH2CH2OH (130,131). 

O espectro de RMN13C (Fig.88, pag.139) confirmou a inexistência de sinais 

atribuíveis aos carbonos dos açúcares e comparado com o espectro da diosmetina (101) 

(Quadro 20, pag.127) mostrou mais dois sinais a 8 59,53 e 8 70,65, atribuíveis aos 

carbonos do grupo -OCH2CH2OH (104,132). Estes dois sinais aparecem a valores de S 

muito próximos dos obtidos no espectro de RMN^C do heterósido em estudo. 
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Quadro 20 : Comparação de dados de RMN,3C da diosmetina e do 

composto BH 

Átomo Diosmetina Composto OH 

de 8 (ppm) 8 (ppm) 
Carbono DSNO DSMO 

C-2 163,60 163,24 
C-3 104,00 103,77 
C-4 181,80 181,63 
C-5 161,70 161,34 
C-6 99,00 98,78 
C-7 164,40 164,08 
C-8 94,00 93,97 
C-9 157,09 157,28 
C-10 103,70 103,77 
c-r 123,30 122,93 
C-2' 113,10 112,09 
C-3' 146,90 148,41 
C-4' 151,20 152,42 
C-5' 112,10 111,17 
C-6' 118,70 120,09 

-OCH3 55,80 55,70 
-0CH2- 59,53 
-CH20H 70,65 

Feio espectro de massa (IE) (Fig.89,pag.l40) pôde verifiear-se que a massa 

molecular do composto (M+- 344) é compatível com a estrutura prevista. 

Os iões de m/e 301 em/e 326 confirmaram a substituição no núcleo flavónico 

(Fig 90). 
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Fig.90 

O pico base (m/e 300) corresponde a uma decomposição do M+- (m/e 344), 

como se pode deduzir pela presença de um M* de m/e 262. As restantes fragmentações 

(Esquema 8, pagl41 ) estão de acordo com os esquemas previstos para a fragmentação do 

núcleo das flavonas (127). 

Em face do que até aqui foi exposto foi atribuída à aglícona do composto em 

análise a estrutura (XV) (Fig 91). 

QCH^H OH 
OCH 

OH O 

Fig.91 

A identificação dos constituintes da fracção aquosa-ácida resultante da hidrólise 

foi conseguida por cromatografia em fase gasosa. 

Pelos resultados obtidos, semelhantes aos descritos na página 110, pôde 
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concluir-se que os açúcares presentes eram a glucose e a ramnose. 

Conclusão: 

O composto em análise, referente ao pico Bi corresponde ao derivado mono-

(2 hidroxletilado) em C-3'da diosmlna (XII) (Flg.92). Este composto mostrou-se 

facilmente solúvel em água solúvel em metanol e praticamente insolúvel em éter, 

clorofórmio e acetona. 

Ram ( 1 - 6 ) G l c - p 

OH 0 

0 C H 2 C H 2 O H 

0 CH. 

7-ORamnoglucosil-5-hidroxl-3'-(2-hldroxietoxi)-4'-metoxiflavona(XII) 

Fig92 

129 



!
 ! I 

m 

o 
a. 
e 
o 
o 
o 
■o 

o 
c 
o 
M 

■p 
o 
cu 
a 
<n 
LU 

CO 

O) 
•H 

I l l 
I I I 

130 
< . i 



1. 000 

ABS 

0.000 
nm 200 

1 - Me OH 

\ 1 \ 2 

i 

1 N^ 

2 

Sv 2 

- Me OH + Na 0 Ac 
\ 1 \ 2 

i 

1 N^ 

2 

Sv 2 

300 400 500 

1. 000 

ABS 

0.000 
nm 200 

1 - Me OH 
2 - Me OH + Al Cl 

1 \ \
 2 3 - Me OH + Al Cl + HC1 

W/^\ ——ZN.3 

1 

\ 2 ^ \ 

300 400 500 

Fig. 82 - Espectros no UV do composto B 
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Fig. 86 - Espectros no UV do composto BH 
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CQMEPSTO AX 

Oespedro de UV em metanol pôs em evidência a natureza flavónica do 

composto. O registo dos espectros em metanol, após a utilização dos reagentes de 

deslocamento já referidos para os compostos A e B, levaram a admitir que os grupos 

fenólicos em C-5 e C 7 se encontravam ocupados (91-94) (Fig. 93,pag 146) (Quadro 21). 

Quadro 2 1 : Absorção no UV do composto AX 

Solvente e Reagentes Mexi mos de Absorção 

A,nm 

MeOH 336,0 265,5 255,5 

MeOH+AlCl3 337,5 266,0 258,0 

MeOH+A1Cl3+HCl 337,0 266,0 258,0 

MeOH+NaOAc 337,0 265,5 255,0 

(1) - Inflexão 

Esta dedução pôde ser confirmada pela análise do espectro de RMNJH 

(Fig.94,pagl47 ), que não mostrou qualquer sinal atribuível ao protão fenólico em C-5, 

que na diosmina aparece sob a forma de um singuleto a 8 13,2 
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A análise do espectro de RMN^H na zona de campo mais baixo e a comparação 

do mesmo com os espectros de RMN!H da diosmina e dos compostos A e B (Quadro 

22) evidenciou a presença de um singuleto a S 9,44, o qual integra um protão, 

indicativo de que o grupo fenólico em C-3' se encontrava livre. 

Quadro 22: Comparação de dados de RMI^H da diosmina e dos compostos 
A, Ax e B 

1H Diosmina Composto A Composto AX Composto B 
S (ppm) S(ppm) S(ppm) S(ppm) 
DMSO DMSO DMSO DMSO 

OHemC-5 13,20 

OHemC-7 _ 

OH em C-3' 9,49 

Com base nos dados até agora descritos deduziu-se que o composto em estudo 

deveria corresponder ao derivado mono(2-hidroxietilado) em C-5 (XIII), isómero do 

derivado mono(2-hidroxietilado) em C-3' (XII), correspondente ao composto B . Este 

composto só nao foi isolado na Exp.26. 

Para confirmar a estrutura proposta, submeteu-se o composto a uma hidrólise 

ácida nas condições já descritas. A aglícona (AXH), depois de extraída do meio 

reaccional com acetato de etilo (133), foi recristalizada de metanol e analisada. 

O seu espectro de RMN^H (Fig 95, pagl48), comparado com o espectro da 

dlosmetina, revela a ausência do singuleto referente ao protão fenólico em C-5 e mostra 

mais um multipleto entre S 4,02 e 8 4,14, referente a 4 protões, o que confirma a 

existência de um grupo -0CH2CH2OH na sua molécula. (130,131). 

Em face dos resultados até agora descritos e comparando os valores de 6 dos 

protões fenólicos da diosmetina com os valores encontrados para a aglícona do 

compostoB (BH) e para o composto em estudo (AXH ) (Quadro 23), pôde concluir-se 
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que o grupo -OCH2CH2OH se encontra ligado em C-5. 

Quadro 23: Comparação de dados de RMN'H da diosmetina e dos 
compostos BH e AXH 

1H Diosmetina Composto AXH Composto BH 
5 (ppm) S(ppm) S(ppm) 
DMSO DMSO DMSO 

OH em C-5 12,90 _ 12,94 

OHemC-7 10,89 10,79 10,88 

OHemC-3' 9,47 9,45 _ 

A espectrometria de massa (IE), (Fig.96, pagl49), (Esquema 9, pagl50), nao 
permitiu, como se esperava, distinguir esta aglícona da aglícona do composto R As 
fragmentações observadas no espectro de massa de ambos os compostos seguem 
caminhos muito semelhantes. Como o grupo - OCH2CH2OH ocupa posições 
diferentes na molécula, podia, em princípio, esperar-se obter picos Aj+- e Bj+' 
inteiramente distintos (141). Tal nao aconteceu, possivelmente devido à labilidade do 
grupo - CH2CH2OH, que desaparece facilmente sem permitir ser observado nas 
fragmentações do núcleo. Em ambos os compostos o ião molecular perde CH2=CHOH 
(decomposição confirmada por um M* a m/e 262), para dar um ião de m/e 300, e perde 
CrijCOpara dar novo iao de m/e 301. A clivagem característica do núcleo flavónico é 
observada nos dois compostos, originando iões Aj+" , Bj ' e fragmentos destes iões. 
Em ambos os casos o M * é bastante abundante (72% do pico base para o composto 
BH; pico base no composto AXH). Para os dois compostos, como aliás para a aglícona 
do derivado dissubstituído, verificou-se uma perda de 29 uma. a partir do ião de m/e 

300, que deve corresponder a uma perda sequencial de H e CO. Esta fragmentação que 
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já se observara para as aglíconas dos derivados carboximetilados, tem vindo a ser 
estudada por Guidugli e col. (143,144). 

Em face do exposto, pôde concluir-se que a aglícona do composto em análise, 
(XVI), de massa molecular 344 (CjgH^C^), apresenta um grupo -OCfyCHjOH que 
o espectro de RMI^H mostrou estar ligado em C-5(Fig97). 

HOCH CH n o 
2 2 

Fig. 97 

A identificação dos constituintes da fracção aquosa-ácida resultante da hidrólise 
foi realizada por TLC, comparando o comportamento cromatográfico da amostra em 
estudo com amostras autênticas de glucose e ramnose (145), tendo os resultados obtidos 
levado a concluir que os açúcares presentes na amostra eram aqueles dois compostos. 

Em face do exposto, concluiu-se que o composto em análise, (composto AX), o 
qual se mostrou facilmente solúvel em água e solúvel em metanol, corresponde ao 
derivado mono (2-hidroxietilado) em C-5 da diosmina e apresenta a estrutura indicada 
na Fig98. 

ou 

Ram( 1 - 6 ) G l c - 0 ^ ^ \ / C K 

HOCH CH 0 0 
2 2 

7-0-Ramnoglucosil-5(2-hidroxietoxi)-3'-hidroxi-4'-metoxiflavona(XIII) 
Fig.98 

145 

fj 



1. 000 

ABS 

0. 000 
ran • 200 

1 - Me OH 

1 2 - Me OH + Na O Ac 

500 

1. 000 

ABS 

0. 000 
rai 200 300 

1 - Me OH 

2 - MeOH + A l C l 3 

- Me OH + Al Cl3+ H Cl 

400 500 
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2.2.5. Determinação da percentagem relativa dos derivados formados 
nas diferentes experiências 

Recorreu se à H PLC para determinar as percentagens dos diferentes derivados 

existentes no produto bruto obtido em cada experiência. 
O Quadro 24, mostra o resultado obtido nas Exp. 20, 23 e 26 (Fig.99,100,101, 

pag.l 52,153,154), usando para a detecção o comprimento de onda de 254 nm, onde os 
três derivados apresentam valores próximos de log £ (A: 4,0; AX: 4,0; B: 4,2 ). 

Uuodro 24: Comparação de dados de HPLC relativos ès experiências 20, 

23e26 

Composto 
% de Areas 

Exp. 20 Exp.23 Exp.26 

Derivado 
mono(2-hidroxietí1ado) 
em C-5 

0,876 1,38 

Derivado 
rnono(2-hidroxieti1ado) 
ernC-3' 

73,584 76,65 69,83 

Derivado 
2~hidroxietilado 
em C-5 e C-3' 

23,974 21,975 26,24 

Total: (98,434) (100) (96,07) 

A análise do quadro mostra que nas três experiências o produto bruto é 
constituído maioritariamente pelo derivado mono(2-hidroxietilado) em C-3', enquanto 
que o mono (2 hidroxietilado) em C-5, conforme se previa, é o composto que existe em 
menor quantidade, não se chegando a formar na Exp.26. 
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2.3. ESTER1FICAÇÂ0 DA DIOSMINA FILA ACÇÃO DO ACIDO CLOROSSULFÓNICO 

A síntese de sulfatos de flavonóides tornou-se indispensável para a obtenção 

de amostras com a finalidade de serem comparadas com produtos naturais ou usados 

como substractos e padrões em estudos enzimáticos. 

Napreparaçâodestesderivados têm sido utilizados diversos métodos, entre os 

quais se conta o que usa o ácido sulfâmico, que foi o escolhido para a obtenção de 

amostras de diosmetina mono e dissulfato (em C 3' e C-7), com o objectivo de as 

comparar com compostos naturais isolados. (146 e 147). 

Embora com objectivo diferente dos referidos, decidiu-se ensaiar a esterificaçâo 

da diosmina pela acção do ácido clorossulfónico a fim de transformar os grupos 

fenólicosdos carbonos C-5 e C-3'nos grupos-OSO3H. 

O ácido clorossulfónico foi utilizado por Cavallini e Mazzucchi, que com ele 

obtiveram, a partir de duas cumarinas simples, uma mono e outra c/fo-di-hidroxilada, 

os respectivos ésteres mono e dissulfúricos. Com a transformação referida aqueles 

autores conseguiram atingir o objectivo pretendido, que era tomar hidrossolúveis os 

compostos iniciais (62). 

2.3.1. Estudo das condições de reacção 

À semelhança do que foi feito no estudo da carboximetilação e da 2-

hidroxietilação, iniciou se o estudo da esterificaçâo da diosmina por acção do ácido 

clorossulfónico fazendo reagir esta, depois de transformada no seu sal sódico, com 

quantidade estequiométrica de ácido clorossulfónico (1 mol de diosmina sódica: 2 mol 

de ácido clorossulfónico). 

Em face das características do ácido clorossulfónico (148), houve que manter o 

balão com a solução de diosmina sódica mergulhado em gelo picado e adicionar o 

ácido clorossulfónico gota a gota, a fim de minorar a reacção violenta daquele com a 

água. A mistura foi colocada em banho de silicone a 60-63°Q com agitação e refluxo. 
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Ao fini de 30 minutos já era nítido o resíduo formado, pois o pH do meio reaccional 

baixou demasiado, e em consequência dessa variação de pH a diosmina presente 

insolubilizou-se. 

Depois de se adicionar solução de hidróxido de sódio até pH=12, voltou a 

submeter se a mistura ao aquecimento referido anteriormente. Esta solução (S), depois 

de arrefecida, foi acidificada e o resíduo formado (RI) separado por filtração. 

Ao prelender-se concentrar a solução resultante (SI), verificou-se que tal não 

era possível pelo processo habitual, em virtude da baixa volatilidade do ácido 

clorossulfónico, obtendo se um resíduo pastoso. Deste facto inferiu-se que um processo 

de ladear esta dificuldade, embora comprometendo o rendimento da reacção, era 

trabalhar com uma quantidade de ácido clorossulfónico inferior à estequiométrica. 

Neste sentido, fez se reagir a diosmina (2,00g ; 0,0033 mol) solubilizada em 

solução de hidróxido de sódio, com ácido clorossulfónico (.0,3 ml ; 0,0045 mol), ficando 

o meio reaccional com pH=12. 

Após acidificação da solução S, apesar de se obter um resíduo considerável, que 

foi separado (RI), foi possível concentrar à secura a solução resultante (Sl),tendo-se 

obtido um resíduo acastanhado (R2). Este resíduo foi submetido a um tratamento 

semelhante ao referido para a obtenção dos derivados carboximetílados (Esquema 

2,pag.l4). O resíduo final obtido, designado por DS, mostrou-se completamente solúvel 

em água. 

Esta experiência, Exp.30, foi repetida a temperaturas diferentes, 70-73°C e 80-

83°C, (Exp.31 e 32) ,tendo se obtido à temperatura de 70-73°C uma diminuição de RI e 

um ligeiro aumento da massa de DS (Quadro 25, pag.157). 
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Quadro 25 : Condições reacclonals usadas nas diferentes experiências 

Exp. n£ 30 31 32 

Di osml na 
g(rnol) 

2,0 
(0,0033) 

2,0 
(0,0033) 

2,0 
(0,0033) 

NaOH 
g(mol) 

0,8 
(0,02) 

0,8 
(0,02) 

0,8 
(0,02) 

CISO3H 
ml (mol) 

0,3 
(0,0045) 

0,3 
(0,0045) 

0,3 
(0,0045) 

PH 12 12 12 

Temperatura 
(°C) 60-63 70-73 80-83 

Tempo de 
Aquecimento (horas) 8 8 8 

RI 

<•> 
0,61 0,40 0,52 

DS 
<g) 

0,81 0,92 0,69 

2.32. Estudo analítico do produto bruto resultante das diferentes 
experiências 

O produto bruto resultante da esterificação da diosmina pelo ácido 
clorossulfónico foi analisado por TLC em placa de celulose, tendo mostrado duas 
manchas com grande mobilidade em água. As manchas obtidas apresentavam forma de 
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lança, característica de flavonóides contendo na sua estrutura um ou mais grupos 

-OSO3- (146). 

O Quadro 26 mostra os resultados obtidos em placa de celulose usando como 

fase móvel a água e uma solução de ácido acético a 50% 

Quadro 26 : Dados de Rf e mobilidade electroforêtlca referentes ès 

manchas a e b 

Rf DetecçSo Mobilidade 
Mancha electrofaretíca* 

Agua Acido acético UV366nm AICI3 

a 50?? (UV366nm) 

a 0,90 0,75 azul 
fluorescente 

azul 
fluorescente 

1,8 

b 0,81 0,61 castanha 
escura 

amarela 
fluorescente 

0,8 

* Relativa ao 3-sulfato d* quero*tina 
Em papel watman 3 mm; HCOOH a 3% : AoOH a B% (1:1), pH-2,2; 120 min a 400 V 

A electroforese em papel (149), realizada nas condições descritas por Williams 

e Harbome (150), mostrou duas manchas que se moviam em direcção ao ânodo com 

mobilidades diferentes. As mobilidades, relativamente ao 3-sulfato de quercetina, sâo 

de 0,8 e 1,8 (Quadro 26). 

Os resultados expostos levaram a admitir a existência, no produto bruto, de um 

derivado com um grupo -OSO3H em C-3' e outro com este grupo simultaneamente 

em C-3' e C-5. (Fig.102). 
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Fig. 102 

O derivado monossubstituído em C-3'(XVII) seria o responsável pela mancha b 

(TLC), que mostrou uma cor castanha mudando para amarela fluorescente após 

pulverização com AIQ3, facto característico de flavonas 5-hidroxiladas (73) e 

corresponderia à mancha com menor mobilidade electroforética. O derivado 

dissubstituído (XVIII), logicamente mais polar em virtude da presença dos dois grupos 

-OSO3H, corresponderia à mancha a (TLC) e seria responsável pela mancha com maior 

mobilidade electroforéticad 51 ). 

A separação destes compostos está a ser feita por H PLC, em fase reversa, 

utilizando uma coluna RP-18 e como fase móvel uma mistura de metanol, água e ácido 

acético. 

Infelizmente até à data não foi possível obter qualquer dos derivados 

suficientemente puros para serem caracterizados. No entanto, tudo leva a crer que seja 

possível a purificação e posterior caracterização destes heterósidos por espectrometria 

de massa (FAB), processo que tem vindo a mostrar-se muito útil na determinação 

estrutural de flavonas contendo na sua estrutura grupos - OSO3" (146,152). 
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3. CONCLUSÕES 

As conclusões mais importantes a tirar do que se expôs, são as seguintes: 

1. A introdução na molécula da diosmina dos grupos funcionais - CH2CH2OH, 

- CH2COOH e - SO3H nas posições C-3' e /ou C-5 permite transformá-la em derivados 

hidrossolúveis. 

2. 

a) - Nas condições experimentais ensaiadas para a carboximetilação da 

diosmina (Exp. 1 -14) não se forma o derivado monocarboximetilado em C-5, obtendo-

se unicamente os derivados monocarboximetilado em C-3' e dicarboximetilado. 

b) - O derivado monocarboximetilado em C-3' é o composto que se forma 

em maior quantidade, sendo as condições ensaiadas na Exp. 2 as mais favoráveis para a 

sua formação. 

c) - O derivado dicarboximetilado obtém-se em maior percentagem nas 

condições descritas na Exp. 6, sendo também nestas condições que se obtém um produto 

bruto com maior percentagem de derivados. 

3 . 

a) - A 2-hidroxietilação da diosmina pode levar à formação de dois ou de 

três derivados, conforme as condições reaccionais usadas. 

Nas condições experimentais adoptadas, (Exp. 20-28), apenas em meio mais alcalino 

(pH=12,5), à temperatura de 60-63°C e usando quantidade estequiométrica de 2-

cloroetanol, (Exp. 26), não se forma o derivado mono( 2-hidroxietilado) em C-5. Em 

todas as outras condições ensaiadas formam-se sempre os três derivados, embora em 

proporções diferentes. 
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b) - O derivado mono (2-hidroxietilado) em C-3' é o composto que se 
forma em maior quantidade, seguido do derivado 2-hidroxietilado em C-5 e C-3'. O 
derivado mono (2-hidroxietilado) em C-5 ou não se forma (Exp. 26) ou forma-se em 
quantidade muito pequena ( cerca de 1 %). 

c) - A Exp. 26 foi a que reuniu as condições mais favoráveis para a formação 
do derivado dissubstituído. 

d) - Nas condições descritas para a Exp. 23 foi obtido um produto bruto 
constituído exclusivamente por derivados 2-hidroxietilados. 

4 - O estudo já efectuado para a esterificação da diosmina pelo ácido 
clorossulfónico leva a admitir que nas condições reaccionais ensaiadas (Exp. 30-32) 
apenas se verifica a substituição em C-3' ou simultaneamente em C-3'e C-5. 

5 - A cromatografia líquida de alta pressão, em fase reversa, revelou ser uma 
técnica eficaz para a separação dos compostos obtidos. Uma montagem HPLC -EM 
(FAB) constituiria, quanto a nós, o método mais directo para a análise de misturas 
deste tipo de compostos. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 

41. MÉTODOS EXFIRIMENTAIS E ESFECIFICAÇÂO DOS MATERIAIS E INSTRUMENTOS 

UTILIZADOS 

a) Os pontos de fusão, não corrigidos, foram determinados em bloco de 

Kõffler. 

b) Os solventes foram evaporados com auxílio de pressão reduzida e a 

temperatura inferior a 50°C, usando um evaporador rotativo "Buchi R 110 

c) As pesagens foram efectuadas em balança Mettler AE163. 

d) A determinação de pH foi feita utilizando um aparelho Bibby SMF-j 

e) Os espectros de IV foram registados com as substâncias dispersas em brometo 

de potássio na concentração de 1% e utilizando um espectrofotómetro Ferkin-Elmer, 

modelo 257. 

f) Os espectros de UV foram registados em espectrofotómetro Hitachi modelo 

U-2000. 

Os reagentes de deslocamento usados, foram obtidos de acordo com a técnica descrita 

por Markham (153) 

g) Para a obtenção dos espectros de ressonância magnética nuclear foram 

usados os seguintes aparelhos: 

Espectrómetro Brucker FT, tipo AC 200, de 200 MHe para RMN1?! 

e 50,3 MHz para RMN13C; 

-Espectrómetro Variam XL-200, de 200 MHB para RMN*H e 50,3 MHB 

para RMN^C 

-Espectrómetro Brucker CP -300, de 300 MHz para RMNjH e 75,5 MHz 

para RMN^C 

Foi usado como solvente o dimetilsulfóxido hexadeuterado e como referência 

interna o tetrametilsilano. Os deslocamentos químicos foram registados em unidades 8 

e as constantes de acoplamento em Hz. 
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h) 
-Os espectros de massa com ionização por impacto electrónico a 70 eV 

foram obtidos em espectrómetro Hitachi Perkin-Elmer, modelo RMU-6M 

-Os espectros de massa com ionização por bombardeamento por átomos 
rápidos foram obtidos usando um espectrómetro de massa Kratos MS-50 de três sectores 
EBE. A fonte FAB usada foi uma fonte padrão equipada com um canhão Ion Tech, que 
permite disparar átomos de árgon com a energia de 7 K eV. As amostras foram 
dissolvidas em elicerol. 
-Os espectros de colisão MIKES, CA foram obtidos usando o espectrofotómetro referido 
anteriormente, por varrimento da voltagem do segundo sector eléctrico. 
Foi usado o hélio como gás-alvo na câmara de colisão situada entre o sector magnético 
e o segundo sector eléctrico, sendo introduzido gás até se obter uma atenuação da 
intensidade do sinal da ordem dos 50%. Os dados foram processados com um sistema 
de dados DS-55 com "software" feito no Midwest Center for Mass Spectrometry. 

-Para a obtenção de alguns espectros de massa FAB foi ainda usado um 
espectrómetro de massa VG 12-250 do Fhysico-Chemical Measurements Unit (FCMV). 
A substância em análise foi dissolvida em glicerol e bombardeada por átomos de xenon 
acelerados. 

i) 
-Para a cromatogradia em camada fina com carácter analítico e/ ou 

preparativo foram usados como adsorventes Kielselgel 60 HF 254 Art. 7739 da Merck 
e celulose microcristalina Avicel (R) ,Art. 2330 da Merck. 
Foi feita uma suspensão em água e distribuída em camada sobre placas de vidro por 
meio de espalhador "Quickfit". A espessura das camadas foi de 0,25 mm. 

Na cromatografia com carácter analítico foram também utilizadas placas pré-
revestidas Kieselgel 60 F254, com 0,2 mm de espessura, Art. 5554 Merck ; placas de 
celulose com 0,1 mm de espessura, Art. 5552 da Merck; e placas de poliamida com 0,15 

165 



mm de espessura, Art. 5555 da Merck. 

-Para a cromatografia em coluna o adsorvente utilizado foi a celulose 

microcristalina, Art. 2331 da Merck. 

- Na cromatografia em fase gasosa utilizou-se um cromatrógrafo Perkin-Elmer, 

modelo 990, com detector FID e adaptado de um registador Perkin-Elmer modelo 561. 

Foi usado como gás vector o azoto. 

-Os cromatogramas de HPLC foram obtidos nos seguintes aparelhos: 

-Cromatògraío Perkin-Elmer série 3B, equipado com duas bombas e 

programador de solvente, detector de UV Perkin - Elmer modelo LC - 75 de 

comprimento de onda variável, registador Perkin-Elmer, modelo 561 e integrador 

Varian, modelo 4270. 

-Sistema de HPLC modular isocrático Gilson: Bomba modelo 302, 

módulo manométrico modelo 802 C .válvula de injecção Rheodyne modelo 7125: 

detector UV-VIS modelo HM/Holocrome, cabeça analítica 5 SC, cabeça preparativa 

tipo 50 SC, registador potenciométrico Gilson 

-A fase móvel foi filtrada por filtros Scheleicher & Schuell (0,2 Jim) e 

desgasificada por ulta-sons a 50/60 Hz num aparelho Astrasons, 13 HT, durante 30 

minutos. 

As amostras foram previamente filtradas por filtros Millipore (0,45nm). 

Nas determinações cromatográficas realizadas por HPLC, não se procedeu à 

correcção dos tempos de retenção e na determinação da percentagem relativa dos 

componentes das misturas não se usaram factores de resposta nem de calibração, 

fazendo corresponder a área total dos picos a 100%. 

j) Para a liofilizacão utilisou-se um liofilizador Multi-Dry FTS Systems, Inc. 

166 



I) Na electroforese foi usada uma tina de electroforese Gelman Sciences. 

m) Os solventes usados foram produtos analiticamente puros ou para síntese 
da firma Merck e os utilizados para H PLC foram produtos para "cromatografia 

(Lichrosolv)". Os espectro no U V foram obtidos a partir de soluções feitas em metanol 

para espectroscopia, Art. 6002 da Merck. 

A água desionisada usada tinha uma resistividade superior a 18 M Q ■ 

n) A diosmina utilizada foi diosmina de síntese cedida gentilmente pelos 

Laboratórios VITÓRIA 

Os reagentes utilizados foram produtos analiticamente puros (ou para síntese) da firma 

Merck. 

o) A resina permutadora de aniões e catiões usada, foi a ELGACAN Cl 14. 
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4.2, OBTENÇÃO DOS DERIVADOS CARBOXIMETILADOS DA DIOSMINA (Exp. 6) 

Em balão de colo esmerilado fez-se reagir a diosmina (5,00 g ; 0,0082 mol) com 

150 ml de hidróxido de sódio a 207o (3 g ; 0,075 mol). À solução obtida adicionou-se, 

gota a gota, com agitação, 18 ml de uma solução de 10 g de CICH2COOH e 10 g de 

Na 2Cq em H20, até perfazer 50 ml (pH=12,2). 

A reacção foi conduzida com agitação e aquecimento sob refluxo em banho de 

silicone (80-83°C). O aquecimento foi mantido até não se observar formação de 

precipitado após acidificação da solução (este ensaio foi realizado de 30 em 30 minutos, 

em tubo de ensaio, com 1 gota da solução adicionada de 1 ml de HC1 a 50%). Depois de 

arrefecida à temperatura ambiente, a mistura foi acidificada com HC1 a 50% até pH=l,2. 

Apósconcentraçãosobpressãoreduzida, o resíduo obtido foi transferido para cadinho 

filtrante. Este resíduo foi submetido a uma extracção repetida com metanol e 

controlada por TLC À solução metanólica resultante da extracção adicionou-se éter 

etílico em excesso e a suspensão formada foi deixada em repouso no frigorífico durante 

24 horas. A suspensão foi filtrada por cadinho filtrante com auxílio do vazio e o 

resíduo obtido, depois de lavado com éter, foi seco com uma corrente de ar quente e, 

seguidamente, em estufa, a 37°C. 

Obtiveram-se 3,5 g de um sólido de côr amarela-clara. 

4.2.1. Estudo analítico do produto bruto formado ( DMC) 

O produto bruto formado mostrou-se muito solúvel em água, solúvel em 

metanol, facilmente solúvel em metanol:água (9,5:0,5), praticamente insolúvel no 

clorofómiio, éter e acetona. 
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No Quadro 27 indicam-se alguns dos sistemas cromatográficos usados neste estudo 

Quadro 27: Sistemas cromatogrêflcos e reveladores usados 

Sistema Adsorvente Fase móvel Reve ladores 
Cromato 
gráfico 

SCI Celulose Acido acéticoágua (50:50) U.V.Cffiêmû 
SolmetarólicacfeAlCl3a58 

SC 2 Celulose Acicbacélicoigua (30:70) U.V.(36&rrx> 
Sol mstanôlica de AID3 â ss? 

SC 3 Gsle* Sílk« Acetato tfeetilo: álcool absoluto: U.VC254mO 
HF254 metanol ifecçrcparol : buUnol : 

égij&:áricbfótmico 
(80:19:13:1520203) 

SC4 Gele de Sílica Acetato de etilo: ácido fórmico: U.V.C254mx) 
HF254 ácido acético: égua 

(100:11:11:27) 

SoldeftC%a2,5& 

SC5 Gele cte Sílica Clorofórmio: acetona: ácido U.V.(254rm) 
HF254 fórmico C?3:16J5:8J5) Sol de FeC^a 2,535 

SC6 Celulose n- Butarol : ácido acético: água U.V. ( Ï 6 6 nm) 
(6 :1 :2 ) Sol metanólicade ATC^a 5 £ 

SC 7 Celulose Agua UVÍíÊérin) 
Sol metanólicade AlCl3a 5% 
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Cromatografia líquida i s alta presslo 

As amostras foram dissolvidas numa mistura de metanol e água (9,5:0,5) e 

filtradas. As análises foram efectuadas com eluição isocrática à temperatura ambiente. 

Coluna: Alltech RP-18 (lOjim) - 240x4,6 mm 

Solventes: metanol 

água 

ácido acético 

Detecção: 254nm 

Volume de injecção: 10 ul (soluções a cerca de 1 mg/ml) 

Velocidade do papel do registador e integrador. 5 mm/min 

No Quadro 28 indicam-se as condições analíticas referentes aos cromatogramas 

que se mostram nas Fig. 4,5,6,7,8,11 e 12 ( pag. 25 29 e 32 ) 

Quadro 28 

Condições cromatografia :as 
Cromatograma 

Fase rnovel Fluxo Sensibilidade 
(metanol úgua : óc.acético) (ml/min) (AUTS) 

Fig. 4 45:53:2 1,0 0,04 
Fig. 3 45: 53: 2 1,0 0,04 
Fig. 6 45:53 :2 1,0 0,04 
Fig. 7 40:58:2 1,2 0,04 
Fig. 8 40:58:2 1,4 0,04 
Fig. 11 43:55 :2 1,2 0,08 
Fig. 12 43:55 :2 1,2 0,08 
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4.2.2. SEPARAÇÃO E PURIFICAÇÃO DOS COMPONENTES FLAVONICOS DA MISTURA 

DCM 

4.2.2.1. Cromatografia de adsorção ern camada fina 

Cerca de 200 mg de amostra resultante da Exp. 2, depois de dissolvidos em 

metanol:água (9,5:0,5), foram cromatografados em placa de celulose, usando como fase 

móvel uma solução de ácido acético a 30% (v/v). Os produtos correspondentes às 

manchas predominantes foram extraídos da celulose com uma solução de metanol e 

água (8:2). Após eliminação do solvente foi isolado apenas o derivado 

monocarboxirnetilado em C-3'(V) (24,0 mg). Rendimento : 12%. 

4.2.2.2. Cromatografia de adsorção em coluna 

Em coluna de celulose (30 g) foram cromatografados 200 mg de amostra 

provenientes da mesma experiência dissolvidos em metanol: água (9,5:0,5), usando, 

como fase móvel, ácido acético a 30% (v/v) e acompanhando a eluição com luz UV 

(366 nm). As diferentes fracções recolhidas, depois de evaporado o solvente, foram 

retomadas por metanol e comparadas por TLC, reunindo-se as que mostraram 

semelhança de comportamento. 

Esta técnica permitiu isolar, o derivado monocarboxirnetilado em C 3'(V) 

(67,7 mg). Rendimento: 33,9%. 

4.2.2.3. Cromatografia líquida de alta pressão 

Preparação da amostra 

O produto bruto, em solução saturada em metanol: água (9,5:0,5) foi passado 
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por uma coluna (2 g) contendo uma mistura de resinas permutadoras de catioes e 

aniões. A eluição foi realizada com uma solução de metanol e água (8 : 2) e a solução 

resultante evaporada à secura sob pressão reduzida. 

As amostras foram preparadas a 50 mg/ml a partir do resíduo obtido, em 

solução de metanol:água (9,5:0,5) e filtradas. 

Condições Ci omatogrâficas 

As análises foram efectuadas em coluna RP-18 com ehiiçâo isocrática à 

temperatura ambiente 

Condições referentes ao cromatograma representado na Fig. 9 (pag.30) 

Coluna: Perkin - Elmer, Preparative -C18 (40 um) Ser. na85, ref.0258-3001 
Filtro de coluna: Rheodyne 0,5 um 
Fase móvel: MeOH: H20: AcOH (40:58:2) pH=3,l 
Detecção: 254 nm 
Volume de injecção: 2 mH solução a 50 mg/ml) 
Fluxo : lOml/min 
Sensibilidade : 256 AUFS 
Velocidade do papel do registador : 10 mm/min 

Condições referentes ao cromatograma representado na Fig. 10 (pag.31) 

Coluna: Alltech-Econosil C18 (lOu), 250 X 7 mm, ser. n» P072986-2 
Fase móvel: MeOH: H20: AcOH (35:63:2) 
Detecção: 254 nm 
Volume de injecção : 25 ul (solução a 10 mg/ml) 
Fluxo : 4 ml/min 
Sensibilidade : 0,64 AUFS 
Velocidade do papel do registador e integrador 5 mm / min 
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A separação realizada com esta coluna foi efectuada nas mesmas condições, 

apenas modificando o volume de injecção para 2 ml. 

Tratamento das fracções recolhidas 

As fracções recolhidas foram concentradas até cerca de meio volume com 

auxílio de pressão reduzida e a uma temperatura inferior a 40°C Seguidamente, cada 

fracção foi transferida para um frasco apropriado e congelada a -70°C 

Os frascos contendo as amostra congeladas foram adaptados a um lionlizador 

(modelo de junção múltipla) com pressão de 20 mm de Hg. Depois de retirada a água, 

os frascos foram fechados hermeticamente. 

Com esta técnica, e partindo de uma amostra resultante da Exp. 2, o rendimento 

obtido para a separação do derivado monocarboximetilado em C-3' foi de 39%. 

4.2.3. Comportamento cromatográfíco dos flavonóides isolados 

O Quadro 29 mostra o comportamento cromatográfíco em TLC dos derivados 

monocarboximetilado em C-3' e dicarboximetilado da diosmina, usando três sistemas 

diferentes (SCj SC2 e SC7). A composição destes sistemas é indicada no Quadro 27, 

pag.169) 
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Quadro 29 : Dados crornatogréflcos (TLC), dos compostos isolados 

Rf Detecção 
Composto 

SCI 5C2 SC7 UV366nrn Vap.amónia AICI3 
(UV366nrn ) (UV366nrn) 

Derivado 
monocarboxi

rnetiladoemC3' 
0,60 0,47 0/74 castanha 

escura 
amarela amarela 

fluorescente 

Derivado 
dicarboxime

metilado 
0,69 0,75 0,89 azul 

fluorescente 
amarela azul 

fluorescente 

O Quadro 30 indica o tempo de retenção (HPLC) dos heterosidos isolados. 
Estes valores foram obtidos nas condições cromatográficas descritas para os 
cromatogramas representados nas Fig. 11 el2(Quadro28,pag.l70) 

Quadro 30: Dados crornatogréflcos (HPLC) dos compostos isolados 

Composto Tempo de retenção 
(min) 

Derivado 
dicarboximetilado 5,6 

Derivado 
monocarboximetilado em c■3' 15,5 
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4.2.4. Características físicas e espectrais dos derivados mono-
carboximetolado em C-3' e dicarboximetilado da diosmina 

4.2.4.1 7 -O-Ramnoglucosil 5 hidroxi-3'-carboximetoxJ-4'-metoxifla-
vona (V) 

F= 198-200°C 

M«OH 
UV, A n m . 341,5; 270,0; 253,0 (log €: 4,0; 3,9; 3,9 )+AlC13: 379,5 

max , , 
352,0 ;276,5 ;263,0 ;+A1Cl3+HCl:380,0 ;347,5 ;295,0(i); 
279,0 ; 261,5.+ NaOAc : 338,0 ; 271,5. 

IV, v cm"1, 3400, 2930, 1730, 1655, 1610, 1510, 1500, 1440, 
mx 1370, 1320, 1260, 1180,1150, 1070. 

RMN 1 H ( 200 MHz, DMSO) ;d12,9 (1H,S,5-0H); 7,68 ( 1 H,dd,J=2,0 e 
8,8 ; H- 6' ) ; 7,50 ( 1H, d,J=2,1 ;,H- Z) ;7,17 

( 1 H,d,J=8,6,H-5');6,99( 1 H,S,H-3); 6,77 
<1H,d,J=2,0; H-8);6,46(1H,d,J=2,1; H- 6); 
5,08( 1 H,d, J=7,H- 1 dô Glc); 4,73(2 H, S,-
CH2-);4,54(1H,S,H-1da Ram);3,86 (3H,S, 
0CH3);3,5-5,5 (H de açúcares excepto doía 
Hanomér1cos);1,1(3H,d,J=6;CH3da Ram). 

RMN13C (75,5 MHz, DMSO), ò: Quadro 4 ,pag. 36 

EM (FAB), m/e (int. rcU. 667 (M+H] + <30), 359 l(M+H)-146-162)+ (80) 
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4. 2. 4. 2. 7-0-Ramnoglucosil-5,3'-bis (carboximetoxi)-4'-rnetoxiflavona 

(IV) 

F=195°C 

MeOH 
UV, /\ nm : 341,0; 266,0; 252,5 <1oge:3,9 ;3,9 ;3,9);+AlCl3: 

342,5; 270,0; 253,5.; + A1C13+ HC1: 341,0 ; 276,0 ; 
266,0 + NaOAc: 333,0 ; 266,0. 

KBr , 
IV, V crrT': 3400, 2920, 2850, 1735, 1630, 1600, 1510, 1430, 

m a y 

1360,1265,1180,1150,1060. 

RMN13C (50,3 MHz, DMSO) ,5 : Quadro 6 ,pag56 

EM (FAB), m/e (int.rel.): 725 (M+H1+ (15); 579 i(M+H)-146]+ (15); 
417{(M+H)-146-162] + (73) 

4.2.5. Determinação da percentagem relativa de derivados obtidos 
em diferentes experiências. 

Os resultados referentes às Exp. 2, 6 e 10 encontram-se reunidos no Quadro 
7, pag. 66. 

As condições analíticas referentes aos cromatogramas que se mostram nas 
Fig. 40,41 e 42, (pag.67-69) são as seguintes : 
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Coluna: Alltech RP-18 (10[im) - 240x4,6 mm 
Fase móvel : metanol : água: ácido acético (42: 56:2) 

Detecção: 254nm 

Volume de injecção : 4 jxl (solução a 1 mg/ml) 

Fluxo : 1 ml/min 

Sensibilidade : 0,04 AUFS 

Velocidade do papel do registador e integrador: 5 mm/min 

4. 2. 6. Obtenção e características físicas e espectrais das aglíconas 
resultantes dos derivados monocarboximetilado em C-3'e 
dicarboximetilado da diosmina 

4.2.6.1. 5,7 Di hldroxi 3' carboximetoxl- 4'- metoxiflavona (IX) 

Dissolvei am-se 99,8 mg do derivado monocarximetilado em C-3'em 90 ml de 

HC1 a 50%. A solução foi mantida em banho de silicone (130°C) com agitação e refluxo, 

durante 50 minutos. A suspencão formada foi filtrada e o resíduo obtido lavado com 

água até reacção neutra (papel indicador universal). Após eliminação do solvente 

(liofílização) obtiveram-se 50,7 mg de resíduo que por recristalização de metanol 

forneceu 30,6 mg de cristais de côr amarela-claro correspondentes à aglícona do 

composto inicial. Rendimento: 57,17o 

F = 275-276°C 

342,5; 269,5; 242,5(log 8: 4,3; 4,1; 4,3); + A1C13: 

377,0; 352,5; 296,0 ( i ) ; 279,0; 260,0; +AICI3+HCI: 

382,5; 347,5; 294,0(1); 280,0; 258,0; +Na0Ac: 

362,0;311,0;278,0 

MtOH 
UV, ?\ ,nm max 
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KBr 
IV, V cm"1: 3360,2930, 2860, 1730, 1650, 1610, 1590, 1570, 

max' 
1550, 1510,1435,1365, 1255, 1170, 1150, 1075, 1040, 
840. 

RMN1H(300MHz,DMSO):8 12,87( 1H,S,5-0H); 10,87 (1H,S,7-0H); 7,69 
(1H,dd,J=2e 8,8; H-6'); 7,53 (1H,d,J=2,1; H-
2');7,16 (1H,d,J=8,7; H-5'); 6,93(1 H,S,H-3); 
( 1 H,d,J=2,1 ; H-8); 6,20( 1 H,d,J=2,2; H-6); 4,83, 
(2H,S,-CH2-);3,88(3H,S,0CH3). 

RM N13C ( 75,5 MHz, UMSO), 6 : Quadro 9,pag75 

EM (IE), m/e (int. rel): 359[M+1] + " (25), 358 [M+ ] (100), 329 (4), 
314 (4),300 (17), 298 (10), 206 (4), 153 

(13), 152(3), 133(3), 124(4). 

4.2.6.2. 5,3'- Bis (carboximetoxi) 7- hidroxi - 4'- metoxiflavona (X) 

Fez-se reagir 20,1 mg de derivado dicarboxiinetilado com 25 ml de HC1 a 207o. 

A solução foi mantida em banho de silicone (130°C) a refluxo e com agitação, durante 

50 minutos. A mistura, que se mantinha límpida, foi arrefecida em água com gelo e a 

massa cristalina formada foi separada por filtração e lavada com água arrefecida até 

reacção neutra. O resíduo obtido foi dissolvido em água a quente e deixado em repouso 

no frigorífico durante 24 horas, tendo fornecido 4,9 mg de cristais amarelos-palha. 

Rendimento: 42.6% 
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F»190-Î92VC 

MpfJM 
UV, ?\ ' nm : 341,5; 270,0; 255,0 (log 8 : 4,0; 3,9; 3,9;) ; + A1C13: max ' 

352,0; 279,0; 260,5; + AICI3+HCI: 348,0; 281,0; 257,5; 

+ NaOAc: 358,0; 313,5; 278,0. 

2925, 2860, 1730, 1630, 1610, 1500, 1440, 
1360,1330, 1260, 1165,1060,1020, 835. 

EM (IE), m/e (irtt rel.): 416[M+] (3); 373 (4); 372 (7); 358(100); 329(4); 
314 (5); 313 (6);301 ( 18); 300 (84); 298 (22); 
271(14); 257(17); 152(14); 153(52);152( 14); 
148(13); 133(16); 124(19). 

4.3. OBTENÇÃO DOS DERIVADOS 2-HIDROXIETILADOS DA DIOSMINA (Exp. 23) 

Dissolveu-se com auxílio de agitação magnética, 2,20 g (0,0036 mol) de 

diosmina em 30 ml de hidróxido de sódio a 2% (0,015 mol). A solução obtida (pH=12,3) 

foi adicionada de 0,7 ml (0,0104 mol) de 2-cloroetanol e aquecida com refluxo, em banho 

de silicone (60 63°C), mantendo a agitação. De 30 em 30 minutos recolheu se para tubo 

de ensaio I gota da solução à qual se adicionou 1 ml de H Cl a 507o. O aquecimento foi 

mantido até não se observar qualquer turvaçâo neste ensaio. 

Terminada a reacção, a solução foi concentrada sob pressão reduzida, tendo-se 

obtido um resíduo castanho que foi transferido para tubo de centrífuga rolhado. Este 

resíduo foi extraído com metanol (extracção múltipla), tendo sido o fim da extracção 

_KBr 1 IV, V cm"1: 
max 
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detectado por TLC As soluções extractivas, depois de filtradas, foram reunidas e a 

solução metanóHca adicionada de éter etílico em excesso. Após um repouso de 24 horas, 

no frigorifico, a suspenção obtida foi filtrada por cadinho filtrante com auxílio do vazio 

e o resíduo lavado com éter e seco. A secagem foi feita inicialmente com uma corrente 

de ar quente e depois em estufa a 37°C. 

Obtiveram-se 2,17 g de um sólido de còr amarela-clara. 

4.3.1. Estudo analítico do produto bruto formado (DHE) 

O produto bruto mostrou-se muito solúvel em água, solúvel em metanol, 

ligeiramente solúvel ein etanol, praticamente insolúvel em clorofórmio, éter e 

acetona. 

Cromatografia etn camada delgada 

Os sistemas utilizados foram os SCI e SC2 cuja composição se encontra referida 

no Quadro 27, pag 169, e os resultados obtidos encontram-se registados nos Quadros 

12 e 13 (pag. 95 e 96). 

Cromatografia Mqutda de alta pressão 

As amostras foram dissolvidas numa mistura de metanol e água (9,5: 0,5) e 

filtradas. As análises foram efectuadas com iluiçao isocrática à temperatura ambiente. 

Condições analíticas referentes aoscromatogramas que se mostram nas Fig. 58, 59, 60, 

63,64,66 e 67 (pag. 98,99,102 e 104 ): 
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Coluna: Alltech RF-18 (lO^m) - 240x4,6 mm 
Fase móvel: MeOH: H20: AcOH (60:38:2) 

Detecção: 254 nm 

Volume de injecção: 3-5 |il( solução a cerca de lmg/ml) 

Fluxo : lml/min 

Sensibilidade : 0,05 AUFS 

Velocidade do papel do registador e do integrador 5 mm/min 

4.3.2. Separação e purificação dos componentes flavónicos da mistura 
DHE 

4.3.2.1 Cromatografia líquida de alta pressão 

As amostras foram preparadas a 50 mg/ml em solução de metanol:água (9,5:0,5) 
e filtradas. 

Condições cromatográficas referentes aoscromatogramas apresentados nas Fig. 61 
e 62(pagl00el01) 

Coluna: Perkin- Elmer - Preparative C18 (40|im) ser. n«38, ref. 0258-3001 
Fase móvel: MeOH: H20: AcOH ( 60:38:2) pH=3,5 
Detecção: 254 nm 
Volume de injecção: 0,5 ml (solução a 50 mg/ml) 
Fluxo : 10 ml/min 
Sensibilidade : 0,1 AUFS 
Velocidade do papel do registador e do integrador 5 mm/min 

Condições cromatográficas referentes ao cromatograma que se mostra na Fig 65, 
pag 103. 

Coluna: Alltech- Econosil RP-18 (10fim)-250 x 7 mm, ser. ne P072986-2 
Fase móvel: MeOH:H20: AcOH ( 50:48:2 ) pH=3,3 
Detecção: 254 nm 
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Volume de injecção: 25ul 
Fluxo : 3 ml /min 

Sensibilidade : 0,1 AUFS 
Velocidade do papel do registador e do integrador. 5 mm/min 

As fracções recolhidas foram submetidas ao tratamento já referido para os 
derivados carboximetilados Com esta técnica cromatográfica, partindo de 600 mg de 
uma amostra resultante da Exp.23, foram obtidos: 242 ,0 mg de composto XII (40,3%), 
48,6 mg de composto XI (8,1%) e 11,6 mg de composto XIII (1,9%). 

4.3.3 Comportamento cromatográfico dos flavonóides isolados 

No Quadro 31 descrevenvse os resultados obtidos em placa de celulose e 
usando como fase móvel uma mistura de ácido acético e água em duas proporções 
diferentes. 

Quadro 3 1 : Característ icas cromatogréf icas (TLC) dos compostos 
isolados 

Rf Detecçfo 
Composto 

*SC1 *SC2 U¥366nm AICI3 
(UV366nm) 

Derivado 
monoí 2- hidroxietílado) 
emC-3' 

0,57 0,51 castanha 
escura 

amarela 
fluorescente 

Derivado 
rnonoí 2-hidroxietílado) 
ernC-5 

0,66 0,68 azul-clara 
fluorescente 

azul-clara 
fluorescente 

Derivado 
2-hidroxietílado 
emC-5eC-3' 

0,73 0,77 8ZU1 
fluorescente 

azul 
fluorescente 

*A composição dos sistemas SC 1 e 3C2 encontra-se referida no Quadro 27, pag. 169 
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O quadro seguinte mostra o tempo de retenção dos diferentes derivados 

analisados em HFLC. 

Quadro 32: Características cromatográficas (HPLC) dos compostos 
isolados 

Composto Tempo de retenção 
(min) 

Derivado 
mono( 2-hidroxietilado) ernC-3' 5,57 

Derivado 
mono (2-hidroxietilado) emC-5 4,36 

Derivado 
2-hidroxietilado 
ernC-5 eC-3' 

3,61 

* As condições cromatográficas sâo as referidas em 4.3.1. 

4. 3. 4. Caractei ísticas físicas e espectrais dos derivados 2-
hidroxietilados da diosmina 

4.3.4.1. 7 - O - Ramnoglucosil - 5,3' - bis ( 2-hidroxietoxi ) - 4- metoxiflavona 
(XI) 

F=192 194UC 

336,0; 265,5(1); 243,0 ( log S: 4,3, 4,2; 4,3); + 
A1C13 :337,5; 265,0; 241,5; +AICI3+HCI: 340,5; 
266,0; 241,0; +Na0Ac: 333,0; 263,5. 

i r o % M e 0 H UV, A nm : 
max ' 
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RMN C (50,3 MHz, DMSO) S: Quadro 15, pag. 107 

EMUE),m/e (int.rel.): 388 [M+](5);372 (18); 371 (34); 370(10); 359(5); 

358 (11);357 (22); 345 (10); 344(47); 327 (28); 

326 (56); 325(18); 314< 18);313(35); 312(16); 

301(20); 300(100); 299(11); 298(39); 297(35); 

296(20); 284(16); 271( 10); 262(M*); 153 ( 15); 

152(7);148(16);133(20);124(8). 

4 2 7-O-Ramnogiucosil-5 hidroxi 3'-(2-hidroxietoxi)-4'-metoxiflavona (XII) 

F-158-159°C 

MaOH 
UV, A lim : 342,0; 270,0; 251,5 (1ogS:4,1;4,0;4,1); + AICI3: 

mav ; 

386,5; 358,5; 296,5(0; 275,5; 265,5;+ AICI3+HCI: 

384,5;352,5;296,5(0;277,5; 264,0;+NaOAc: 339,0; 

271,5. 

3400,2920,1650,1610,1495,1435,1320,1255,1170,1140, 
1125,1065,835 

RMNJH (200 MHz,DMSO): 512,92( 1 H,S.5-0H); 7,72( 1H, <M, J» 1,8 e 8,6, 
H-6');7,61(1H,d,J=2,H-2');7,21(1H,d,J=8,6,H-5'); 
7,06 (1H,S,H-3);6,83 (1H,d,J-1,7;H-8); 6,46(1H, 
d,J=1,7; H-6); 5,06 (1H,d,J=6,7; H-1 daG1c);4,55 

_KBr , 
IV,V am"1: 

max ' 
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<1H,s,H~1 da Ram); 4,16-4,11(4H, m,-CH2CH2-); 
3,87 (3H,S,0CH3)3,5 - 5,5 (H de acúcarea excepto 
doía H anoméricoa) ; 1,06 ( 3H, d,J<=6,1 ; CH3 da Ram) 

RMN,3C (50,3 MHz, DMS0),5 : Quadro 18, pag. 124 

4. 3 . 7 O Ramnoglucosil-5 (2-hldroxietoxi)-3'hidroxi-4'-metoxiflavona (XIII) 

F = 160-162UC 

MeOH 
UV, A nm: 336,0; 265,5; 255,5;+A]C13:337,5;266,0; 258,0;+ 

max 
AICI3+HCL: 337,0; 266,0; 258,0; + NaOAc: 337,0; 
265,5; 255,0. 

RMNTCOO MH?,I)MSO): S9,44(1H,S,3'-0H); 7,66(1H,dd, J=2 e 8,6; H-6'); 

7,54 (1H,d,J=2,H-2');7,28 (1H,d,J=8,6; H-5'); 

6,98(1H,S,H-3);6,78(1H,d,J-2,H-8);6,64(1H, 

d,J=2,H-6);5,17(1H,d,J=6,2;H-1 daG1c);4,51 (1 

H,S,H- 1 da Ram); 3,85 (3H, S,0CH3); 4,13-4,10 

(4H,m,-CH2CH2-); 3,5 - 5,5(H de açúcares excepto 

dois H anoméricoa) ; 1,08( 3H,d,J=6, CH3 da Ram). 
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4.3. 5. Determinação da percentagem relativa de derivados obtidos em 

diferentes experiências 

No Quadro 24 (pag 151), mostram-se os resultados obtidos para os DHE 
referentes às Exp. 20,23 e 26. 

As condições analíticas referentes aos cromatogramas representados nas Fig. 
99,100 e 101( pag 152-154) são as seguintes: 

Coluna: Alltech RF-18 (10 \m\) 240 x 4,6 mm 
Fase móvel: MeOH: H20: AcOH (57:41:2) 
Detecção: 254 nm 
Volume de injecção: 4 \í\ (sol. a 1 mg/ml) 
Fluxo: 1 ml/min 
Sensibilidade: 0,05 AUFS 
Velocidade do papel do registador e do integrador. 5 mm/min 

4. 3. 6. Obtenção e características físicas e espectrais das aglíconas 

resultantes dos derivados 2-hídroxietilados da diosmina, 

4.3.6.1. 5, 3'- Bis (2-hidroxietoxi) - 7-hidroxi-4 - metoxiflavona (XIV) 

Fez-se reagir 35,40 mg do composto XI com 30 ml de ácido clorídrico a 20%, 
submetendo a solução obtida a um aquecimento a 125-130°C durante 50 minutos. O 
arrefecimento da solução foi feito em água com agitação e depois em gôlo, de modo a 
favorecer a cristalização do composto em solução. Obteve-se uma massa cristalina que 
foi separada por filtração. Este resíduo, depois de seco, foi recristalisado da água, tendo-
se obtido 10,0 mg de cristais amarelos palha. Rendimento: 50,767c. 
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F=183-185°C 

336,5; 265,5; 241,5(1og£: 3,76; 3,67; 3,76);+ A1C13: 
337,0; 265,5; 241,0; +AICI3+HCI: 337,5; 265,0; 
242,0; + NaOAc: 335,0; 313,0; 273,5. 

EM(lE),m/e (int.rel): 388 [M+ ] (5) ; 372(18); 371 (34); 370 (10);359 
(5); 358( 11); 357(22); 345( 10); 344(47); 327 
(28); 326(56); 325(18); 314(18); 313(35),312 
( 16)301 (20);300( 100); 299( 11); 298(39);297 
(35);296(20);284(16); 271(10); 262(M*); 153 
(15);152(7); 148( 16);133(20); 124(8) 

4.3.6.2 5,7 - Di hidroxr 3' (2 hidroxietoxi)-4'-metoxiflavona (XV) 

Fêz-se reagir 50,80 mg do composto XI com 50 ml de ácido clorídrico a 50%. A 

reacção foi conduzida com agitação e aquecimento a 125-130°C durante 50 minutos. 

Após arrefecimento à temperatura ambiente formou-se uma suspensão que foi 

separada por centrifugação. O resíduo obtido foi lavado com pequenas porções de água 

arrefecida até reacção neutra (papel indicador universal). O sólido obtido foi seco por 

sucção com auxílio do vazio e depois em pistola de Abderhalden. Após recristalização 

de metanol obtiveram se 13,2 mg de cristais aciculares de còr amarela-palha. 

Rendimento: 49,3% 

F=218-220°C 

MeOH 
UV, A ,nm: max 
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MeOH 
UV ,K ,nm : 341,5, 270,5; 243,5.( log 6: 4,3;4,3;4,3) A1C13 : 385,5, 

max 357,5; 296 ,0 (0 ; 277,5; 262,5; +A1C13+HC1:383,0; 352,5; 

294,0(i);279,5;260,5.; + NaOAc: 366,0; 314,0; 278,5. 

IV, V K B r cm-1: 3475, 2920, 1655, 1610,1505,1430,1360, 1300, 

max 1255,1165,1140,1070,853. 

R M N 1 ! ! (200MHz,DMSO): S 12,93(1rl,S,5-0tD;10,91(1H,S,7-0tD;7,70 

<1H,dd,J=1,7 e 8,6, H-6');7,58(1H,d,J=1,8;H-

2');7,15(1H,d,J=8,6;H-5');6,95(1H,5,H-3); 

6,53( 1 H,d,J=1,9;H-8);6,21 ( 1 H,d,J=1,9;H-6); 

4,15- 4,10( 4H,m,-Cti2Cti2- ) ;3,86< 3H,S,Xtt3) 

RMN13C (50,3 MHz, DMSO) S: Quadro 20, pag. 127 

EM (IE), m/e (intrel.) : 345lM+1]+(16);344[M+l(72);326(3);310(18); 

300(100); 299(6); 298(7) ; 271(6) ; 262(M* ) ; 

257(16); 229<5);153(10);152<4); 148(7); 133 

(7) ;124(6) . 

4.3.6.3. 5 - ( 2-Hidroxietoxi) -7,3'-di-hidroxi-4'-metoxiflavona (XVI) 

A 15,5 mg de composto XIII adicionou-se 25 ml de ácido clorídrico a 20%, 

submetendo a solução obtida a um aquecimento a refluxo (125-130°C), com agitação, 

durante 50 minutos. Após arrefecimento, a solução foi transferida para ampola de 
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decantação e extraída repetidamente com acetato de etilo. Os extractos orgânicos, 

reunidos, foram levados à secura e o resíduo obtido, depois de recristalizado de 

metanol, forneceu 3,2 mg de cristais amarelos. 

Rendimento : 39,13 %. 

F= 220 - 221 °C 

RMN H (200MHz,DMSO): 810,76 <1H,S,7-0H);9,45(1H,S,3'-0!i);7,63 

( 1 H,dd,J=2 e 8,3; H- 6') ; 7,53( 1 H,d,J=2, H- 2) ; 

7,13(1 H,d,J=8,6; H-5');6,69( 1 H,S,H-3);6,61 

( 1H,d,J=2,0;H-8);6,4 4(1H,d,J=2,1 ;H-6); 

4,11 - 4,02( 4H,m,-CrJ2CÍÍ2- ) ;3,84( 3H,S,0C1Í3) 

EM (IE), m/e (int. rei): 345lM+lf (21); 344 [M+](100);301(18); 300 

(95); 299(6);271(5); 262(M*); 257(16); 229 

(12); 153(23); 152(5); 148(9); 133(10); 124 

(8). 

4.3.7. Análise dos açúcares resultantes da hidrólise ácida dos derivados 
2-hidroxietilados da diosmina 

A solução resultante da hidrólise ácida foi transferida para ampola de 

decantação e extraída com acetato de etilo. A fase aquosa resultante, depois de 

transferida para um frasco apropriado, foi congelada a -70 C e liofilizada. O resíduo 

obtido foi analizado por TLC ou CG por comparação com padrões de glucose e 

ramnose. 
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4.3.7.1 Cromatografia em camada fina 

No Quadro 33 indicam se os sistemas cromatográficos e reveladores utilizados 

na identificação da glucose e ramnose. 

Quadro 33: 

Sistemas 
cromatográffco 

Adsorvente Fase móvel Revelador 

SC8 celulose 
Pi rldi na: acetato de 
etilo:ácido acétícoigua 

(36:36:7:2) 
Ftalatodee-aniaidina 

SC9 Celui 036 Butanol :ácido acético :água 
(3:1:1) 

Ftalatode p_-ani3idina 

S C ) 0 sílica Butanol :écido acétícoigua 

(2:1:0 

Anisaldeído-écido sul

fúrico 

4.3.7.2 Cromatografia em fase gasosa 

Preparação dos derivados trimetilsililados 

Em balão de colo esmerilado dissolveram-se 2 mg de resíduo resultante da 

liofilízação da fase aquosa em 0,8 ml de piridina e 0,4 ml de hexametildissilazano. À 

solução obtida adicionou se 0,4 ml de clorotrimetilsilano. Tapou-se o balão e agitou-se 

durante 30 minutos. A mistura foi então concentrada à secura em evaporador rotativo 

e o resíduo obtido adicionado de 0,8 ml de heptano. A solução resultante foi utilizada 

para análise. 
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Utilizando a mesma técnica foram igualmente preparados os éteres 

trimetilsilílicos da glucose e da ramnose. 

Condições analíticas referentes aoscromatogramas apresentados (Fig76,77 e 78, 

pag. 119,120). 

Coluna: OV 1 3% 

Temperatura da coluna: 180e C 

Temperatura do injector e do detector 300 C 

Gás Vector: N2, 30 ml/min 

Velocidade de registo: 10 mm/min 

Sensibilidade: 1 x 64 

4.4. OBTENÇÃO DOS ESTERES SULFURICOS DA DIOSMINA (Exp.31) 

Fez se reagir 2,00 g (0,0033 mol) de diosmina com 40 ml (0,02 mol) de hidróxido 

de sódio a Th. A solução resultante adicionada de 0,3 ml (0,0045 mol) de ácido 

clorossulfónico foi submetida a agitação e aquecimento em banho de silicone (70-

73°C) durante 8 horas. A mistura depois de arrefecida foi adicionada de ácido clorídrico 

a 507r até pH=3 - 4 e o resíduo obtido separado por filtração (RI). 

O filtrado foi concentrado à secura a pressão reduzida, tendo se obtido um resíduo 

castanho escuro , o qual foi transferido para cadinho filtrante, onde foi submetido a 

uma extracção repelida com metanol, até esgotamento dos seus constituintes flavónicos 

(controlo por TLC). À solução metanóllca resultante da extracção adidonou-se éter 

etílico em excesso. A suspensão formada, depois de mantida no frigorífico durante 24 

191 



horas, foi filtrada por cadinho filtrante com auxilio do vazio e o resíduo obtido, depois 
de lavado com éter, foi seco com uma corrente de ar quente e seguidamente em estufa, 
a37°C 

Obteve-se (3,92 g de um sólido de côr castanha-clara. 

4.4.1. Estudo analítico do produto bruto formado 

O produto bruto mostrou-se muito solúvel em água, solúvel em metanol, 
ligeiramente solúvel em etanol, praticamente insolúvel em éter. 

Cromatografia em camada e fina 

Os sistemas utilizados foram o SCI e SC7 cuja composição se encontra referida 

no Quadro 27,pag. 169 e os resultados obtidos encontam-se registados no Quadro 26, 

pag.157. 

Electroforese em papel: 

Condições analíticas: 

Suporte: papel Whatman 3 mm 
Electrólito. Ácido fórmico a 3%: ácido acético a 8%: (1:1) pH=2,2 
Tempo: . 120 min a 400 V/cm 

Os resultados obtidos encontram-se registados no Quadro 26,pag. 158 
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