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I. INTRCDUCCION

Nuestro laboratorio viene realizando sistemdtica y prosresiva-

mente estudios sobre Melissa officinalis L, centrados en su com-

ponente més impcrtante y de mayor avlicacidbn, la esencia, de la
que se efectidn andlisis cuzlitativos ¥ cuasntitativos.

Partiendo de plantas cultivadas, una parte de la investigacidn
se dirige a obtener individuos con un porcentaje de esencia mayor
y al mismo tiempo uniforme en cuanto al predominio de alguno de
sus componentes (28).

Sin embargo, los compuestos polifendlicos y especificamente los
flavonoides no han sido tratados exhaustivamente, por lo gue he-
mos considerado interesante el tema; asi en la literafura no se
hallan indiceciones acerca de la presencia de estos compuestos en
las hojas de Melissa, y solo cabe destacar una aportacidn del afio
1973 (32).

Referente a los Acidos fenoles hay mds alusiones y se han des-
crito varios en la planta (23); no obstante resulta complementa-
rio un estudio de los mismos considerando que son compuestos fe-
nélicos muy comunes y algunos de ellos esenciales en la biosinte
sis polifendlica en general.

Aprovecnando estas circunstancias se ha llevado a cabo el pre-

sente trabajo.



II.

CARACTRISTICAS D LA FLANTA

GLENeRO: lielissa.

LESPuCIE: officinalis L .

1. NOKENCLATURA .

Melissa officinalis L tambien recibe los nombres de Melissa gra

veolens Host , Thymus melissa (E.H.L. Krause) y lielissa altissima

(Sibth).

Etimologicamente: Meliscsa, de melisa, abeja. Officinalis, por sus
aplicaciones medicinales.

Nombres vulgares: Castellano (Torongil, Trongil, Hierba cidrera,
Cedrén, Citraria, Cidronella, Verde-limén, Toronjina, Melisa, Toron
gino, Limonera, Hoja de limén).

Cataldn (Tarongina, Torongina, Tarongi, Arangi,
Citronella, Cidrac, Herba abellera, Melissa). '

Asturiano (Abeyera).

Aragonés (Torongina, lelisa).

Portugués-gallegzo (trva cidreira, Herba abellel
ra, Cidreira, Belleira, lieliteira, Citronella-menor, Apiastro, Meli
ssa). ‘

Vasco (Garraiska, Torongilla, Garraiska-belarr,
Limoe-bedarr).

Francés (Citronnelle, Citronnade, Thé de Frace,
Piment des abeilles, Poincirade, llerbe au citron, Mélisse, Piment
des mouches, Piment des ruches).

Alem4n (Balsam melisse, Zitronenmelisse, Bienen
kraut, Melisse, Citronelle, Citronenkraut, Herzkraut, Apothekenmeli
sse).

Inglés (Balm, Lemon balm, Balm-gentle, Balm-mint
Common-balm, Pimentary).

Italiano (Melissa, Appiastro, Cedroncella, Cetro
nella, Melacitola, Limona).

Danés (Ejertenstryd, letkraut).

Flamenco (hlelisse, Citroenkruid, Citroenmelisse
Confilie de greyn). (3),(4),(6),(9),(20),(21),(34).

2.LOCALIZACICN

La planta es indigena del sur de kuropa y oeste asidatico. Se en-

cuentra en terrenos montuosos y sombrios, matorrales, borde de los



arroyos y otros cursos de agua, praderas, junto a setos en bosques
¥y lugares incultos, frescos, y en terrenos mas bien profundos y pe
netrables de casi toda la Feninsula. Est& en huertos, ribazos,etc.
a menudo como restos de cultivos precedentas, porgue es planta que
una vez senmbrada en un lugar ya tiene bastante para no perderse.

Por sus caracteristicas es una planta que crece espontsnea y sub
espontanea en muchos lugares de Esparia, pero concretamente citamos
algunos:

Galicia (Seijo), Leén (Villafranca del Bierzo), Castilla (Sierra
de Miraflores, Bustarviejo, Montes de Avila, Quer, Aranjuez, Torre
laguna, Isern, S. Pablo de montes), Aragdén (Zaragoza, La Madorra
de Badenas, Torrecilla), Cataluria (sierra del Monsant), Andalucia
(Jimena, Coin, Alhaurin, Granada).

Habita ademds en Portugal, Italia, Suiza (cantones de Vaud, Va-
lais y Tessin), Bélgica, Francia, Austria, Hungria, Rumania (Tran-
silvania), Yugoslavia (Croacia, Dalmacia), Turquia, Grecia, Creta,
Asia menor, Siria, Persia, islas del mar Egeo, Norte de Africa y
América. (20),(21),(28),(29),(35).

Se ha aclimatado bien en los kstados Unidos, donde ha alcanzado
un desarrollo considsrable.

Ademés se cultiva en muchas partes, en algunas con el fin de ob-
tener mds cantidsd de esencia, que constituye su ccmponente més im
portante, y entre éstos destacamos:

Tarragona y Sevilla en Espaiia.

Calabria en Italia.

Peninsula de Crimea en Rusia.

Oregbn en los Estados Unidos.

FProvenza en Francia.



—-.Zonas concretas de Espana

lelissa officinalis L.

donde se lccaliza

~.Distribucidn gencral de la lielisa.
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3+ DESCRIFCION BCTAKICA

La Nelisa es una de las principales especies aromaticas, es her-
bacea y exhala un agradable olor a 1limén y a bergamota.

Flanta vivaz que puede alcanzar los ochenta centimetros de altu
ra e incluso se ha éncontrado con una altitud de un metro. Se re-
nueva todos los afios con vrotes tiernos al llegar la primavera.
Mas o menos velloéa, especialmente en el arranque de las ramas.El
tallo es erguido, ramificado, cuadrangular pero romo con las ca-
ras recorridas por un surco poco profundo; lleva las hojas gran-—
des (sobrepasan los cinco centimetros de largo), opuestas, sin es
tipulas, ovaladas, ligeramente cordiformes en su base, con pecio-
lo o cabito alcanzando la longitud de seis a ocho centimetros, a-
canalado y pubescente en su parte superior; rodeadas de.anchos y
agudos dientes, de nerviacién reticulada y ligeramente pelosas,al
go abolladas en la cara superior, son de un color verds intenso
en el haz mas claro en el envés, rugosas, y poseen glandulas don
de esta contenida la esencia. Hcjas florales menores pero de la
misma forma.

Verticilos florales casi sentados, mas cortos que las hojas,flo
res en su mayoria unilaterales, pequeiias, se disponen en las axi-
las de las hojas en grupos de seis a doce, acompafiadas de bréc-
teas aovadolanceoladas, entersas agudas, mas cortas.que los cédli-
ces.

C4liz de una sola pieza,velloso, acampanado, plano por detrés,
bilabiado, con el labio superior plano, terminado en tres dientes
pequeilos ovalados micronades, los dos dientes del labio inferior
mas largos y finos, lanceolados.

Corola blanca, blancéo amarillenta o ligeramente rosada, dirigi-
da hacia arriba, con el tubo curvo, mas largo que el céliz, divi-
dida en dos labios, el superior bifido y el inferior trilcbulado.

En el tubo de la corola se insertan los cuatro estambres, didina-
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mos, mayores los anteriores, son filamentosos, arqueado-ascenden

tes, convergentes en el dpice, debajo del labio superior de la co
rola, celdillas de las anteras al fin divergentes. Cvario de cua-
tro lébulos, de cuyo centro sale el estilo filiforme con a2stigma

bifido. -

El fruto es un tetraquenio. .

Florece en primavera vy verano, desde el mes de Mayo en adelante.

Se emplea la planta entera pero sus partes mas utilizadas son
las hojas.

Se conocen diveréas variedades de Melissa officinalis L de las
cuales la o tipica es la mejor y la,% hirsuta la menos apreciada.
Esta dltima se distingue por el tamafio marcadamente méyor de las
hojas y por sus pelos mds recics y copiosos.

Atendiendo a su biologia floral o sea al estudio detallado de
la flor desde el punto de vista botdnico y de modo especial a su
sistema de reproduccién (algunas de estas caracteristicas han si-
do ya descritas), en Melissa, como en todas las Labiadas, el esti
lo se origina entre los carpelos y arranca desde su base. El ova-
rio, bicarpelar y supero, estd dividido ya en la floracién en cua
tro profundos l6bulos, que se convierten en clusas, en los que el
micropilo y radicula estén vueltos hacia abajo.

La férmula floral es la siguiente:

C UR(5) c(5)A4:1 G2

Se trata de una flor isostémona en la que ha degenerado un es-
tambre. Cuando la flor es joven los cuatro estambres estédn solda-
dos a la corola en toda su longitud y a medida que se desarrolla
la flor se van soltando hasta quedar unidos a la corola solo por
su parte inferior.

La parte masculina de la flor se desarrolla con mayor rapidesz
que la femenina, es por tanto una flor dicogama protédndrica.

El estilo se va curvando por la parte superior cuando alcanza
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su nadurez.

¥l periodo de recepcidn d=1 ovario es muy corto, la flor es eff-
mera.

Su autofecundacidn es escasa. Son varias las formas en quz se rea
t,1iza la polinizacién: De flor a flor, por caida del rolzn a flo-
res proximas, a travds de los inszctos.

k1l logro de una polinizacidn artificial =xige la castracidn d=z la
flor en el momento en gue el cdliz modifica su color, pero dejan-
do padurar el polen si se prevé su ulterior uso. Dicha polinizacidn
ha de efectuarse antes de qgue el estilo tenga excesiva curvatura,
por lo efimero de la flor, para gue se produzca la facunducidbn; a-
simismo, cuando el estilo llz2ga al grado mdxinmo de curvatura cae a

las pocas horas y no se da la fecundacidbn. (28)

.~ Flor, hoja y estambres de Melissa officinalis L.
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La farmacoergasia se dofine como "la ciencia del cultivo, raco-
leccibén y praparacidén dz la cocecha de las plantas medicinalss”,

CULT1IVO

Se cultiva como planta medicinal y en muchas huertas como condi
mentaria y aromética. Tambien se ermplea como ornamental en muchos
jardines.

Se reproduce por semilla o por divisidén de pies.

Las semillas son de un color pardo oscuro y brillante. Germina
muy irregularmente, prefiriendo la oscuridad y temperaturas medias.
Debido a su irregular germinacidn conviene hacer la siambra en se-
millero, con cama caliente preparada a bases de estisrcol fresco de
caballo a finales de Agosto o de Febrero. A Ultimos de Septiembre o
Marzo se puede sembrar a voleo, tapando la semilla con una ligera
capa de mantillo y regando a continuacidén. Si el semillero es de o-
_toﬁo es adecuado protegsr la siembra bajo chasis. Despuntan a los
30 o 35 dias. Para la obtencidén de los ejemplarss necesarios se pre
cisan cinco gramos de semillas para unos 100 metros de cultivo.

Trasplante, labores praparatorias y abonado: El trasplante de las
plantilas originarias del semillero d= otofio pusds efectuarse en A-
bril, y las procedentes del semillero de primavera, en Septiewbre.
De llevarse a cabo la multiplicacidn por divisidén de pies, ésta se
realizard 2 mediados de Febrero, estratificando los pies en arena y
procediendo al trasplunte en el mes de Abril. Previo al trasplante,
se.daran dos labores cruzadas preparatorias.

#1 abonado con mejor resultado conocido, consiste en la incorpora
cién de nitrato sédico en ccbertera a primeros de kayo.

Es una planta afectada por el frio, por lo gue debe elesgirse para
su cultivo un lugar célido y soleado, por lo dsmés requisre pocos
cuidados culturales. Son suficientes alguna bina y las escardas ne-

cesarias para tener el terreno limpio de malas hierbas. Si el culti
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vo no se realiza en tierra fresca, precisard algin riego, siendo @en
general suficientes para el clima de la meseta central, de dos a tres
riegos anuales. No obstante es mejor seleccionar sueclos de consistexn
cia media. Su desarrollo er tisrras fértiles y aluviales es buzno pz
ro puede sufrir-por sxceso de agua, aparte, las temperaturas demasia
do altas producen amarilleamiento =2n las hojas y una consecuente dis
minucidén de la esencia. En general y sn 21 caso de deficiencias mine
rales, guedarian més energicamente afectados los dérganos y tejidos
vegetativos'bésicos, gue loss especiales (gléandulas secretoras), ubi-
cados en hojas y tallos en diferente proporcidn.

EFCCA Y FORMA D& RZCOLECCICN

El momento adecuado para la recoleccidén es cuando estd a punto de

[N

niciarse la floracién, esto sucle ocurrir hacia fines de lkiayo o pri
meros de Jurio, s8i biern se recolecta poco antes de la misma o duran-
te ella. En zonas apropiadas se puede hacer otra recoleccidn a fines
de Septiembre, pero no s muy aconsejable. Es interesante que se e~
fectue en dias de ambiente seco ya gus con la humedad las hojas se
estropean facilmente. En nuestro caso esto no supone un problema
puesto que en el Delta del £Lbro las recoleccionss coinciden con épo-
cas seccas, '

Si lo que se trata de aprovechar son las suwidades floridas se da
un corte a la plaﬁta, y s8i se quieren utilizar solo las hojas, se
procede a recogerlas a ordofio.

En cuanto a su desecaciédn, reguigito imprescindible para eliminar
el agua del vegetal y evitar que se altere con el ticempo no solo en
sus propiedades sino principalmente en su cowmposicidn quimica, ha de
realizarse a la sombra sobre cailizos, zarzos, etc. en lugares muy
ventilados. Estos lugares reciben el nombre de secaderos y en ellos
la desecacién ocurre a temperatura ordinaria. Tambien se utilizan se
caderos a temperatura superior a la ordinaria, se denominan estufas

y son cdmaras que se calientan mediante un Lorno y varios tubos dis-



tribuidos uniformemente por la habitacidn. .

Una buena desecacidn es importante ya que durante el transcurso de
la misma se producen cambios, no sismpre conrocidos, gusz ocasiornan en
las plantas pérdida de principics activos o reacciones de éstos, lo
gque conduce a una composicién quimica distinta a la del estado fres-
co; de ahi el control rigurosc que debe haber sobre la termperatura y
humedad ambiental. |

Las plantas utilizadas en este estudio proceden de los cultivos si
tuados en el Delta del Ebro, concretamente en La Cava, que se encuen
tra en el centro del Delta y muy cercana al rio Ebro.

wl Delta del LEbro, situado al sureste de la provincia de Tarragona,
posee 320 Xm de extensibn, de los que solo 22C son tiefra firme. Su
forma es bifurcada, tipica de tcdos aguellos con creciwmiento répido.
Cerca de la isla de Graciz, que se nalla en el centro del Delta, se
encuentra la zonra mids elevada respecto al nivel del mar con una altu-
ra de solo 5 metros.

Por su situacidén tiene el clima tipico del litoral mediterrédnco pe
ro modificado un poco en relacidn al general por los fendmenos de a-
canalamiento que origina la cusnca d=21 Ebro. Las oscilaciones de tem
peratura son minimas debido a la influencia marina. La lluvia varia
dentro del mismo Delta, del centro a los puertos. Enero, Julio y Agos
to son los meses mds secos, y Octubre, peoro sobretodo Septiembre los
més huwmedos, siendo éste el mes mds lluvioso del ano, a difsrencia de
los demés lugares con clima mediterrdneo, en los que lo es Cctubre.

lis una zona con muchos vientos, predominan tres tipos: Una tramonta
na, un viento del mar y otro que proviene ds Aragdn.

in estos cultivos se cumplan las condicion=zs eddficas y de abonszdo,
ademas de los cuidados pertinentes, que permiten la obtancidn de ejem

plares éptimos.
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5.COKFOSICION QUILICA

La esencia constituye el principal componente, estéd contenida =en
todas las partes de la planta, pero especislmente en las hojas, que
junto con el tallo contienen del 0'19 al 0'l55, formada a base de
citral, citronelal, geraniol y linalcl.

Tambien estan presentes en llelissa off. algunas sustancias polife
nélicas como flavonoides, dcidos fenoles y un tanino no condensado
de tipo catecol.

Posee ademds compuestos triterpesnicos pentuciclicos de la serie
del oleanano, ursano y lupano.

Las hojas de Melisa contienen un mucilago, una resina y una sus-

tancia amarga. Se encontrd ademds una saponina 4cida. (23)
6. UTILIZACION

Su accién farmacoldgica es antiespesmbédica, antihisterica, esti-
mulante, carminativa, colerética, moderadamente diaforética, emena
goga, estomdquica, ténica, cordial y vulneraria.

Se emplea terapeuticamente en la asrofagia, angiocolitis espasti
ca, atonia muscular, bradicardia, diarrea, dismenorrea, disorexia,
dispepsia nerviosa, distonia neurovegetativa, hemicrénca por dis-
pepsia, enteroespasmo, gastralgia por indigestidén, melancolia, sal
pingitis, meteorismo, metralgia, onirodinia, palpitaciones, estoma
titis, stress de sobretrabajo, uretralgia, vértigo, sincopes, hi-
pocondria, palritaciones y neuralgias.

Entra en la preparacidén del Agua del Carmen. Se usa el infuso a-
cuoso o alcoholato. Tambien en la fabricacibén de determinados lico
res, asi como en perfumeria y como condimento.

Posee actividad bacteriostdtica y bactericida, probéda en gran
numero de bacterias y debida a la esencia.

Se han demostrado experimentalmente propiedades inhibidoras so-

bre el virus de la enfermedad de Newcastle y efectos contra los vi
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rus 1, 2 y 3 de la Farainfluenza, debidas esencialmente 2l tanino.
Tambien estd comprobada la existercia de otra sustancia antiviral,
polifendlica no tédnica, contra el iHerpss sinmple y ¢l viruc de la

Vacuna. (15),(18),(23).

I1I., COMPULSTCS PCLIFZNCLICCS &£STUDIADCS

1.FLAVONOIDLES

1.1.INTRODUCCION

Son compuestos polifendlicos naturales derivados del flavano, gque
despues se dividen en varios grupos. Su estructura comin es q;-%-d%

El nombre viene del latin flavus: Amarillo.

Casil todos estos compuestos son productcs de las plantas superio-
res, en las que a veces gse encuentran libres, pero més comunmente a
parecen combinados como glucosidos, entonc=2s la primera glucosida;
cién es en el Ol en 3 y sino 2n el CI en 7 (en 3 para flavonoles).

Unidos a los azlcares, que pueden ser diversos, forman los heterd
sidos, solubles en agua y alcohol, ¥y desligados de ellos constituyen
las geninas, solubles en éter y otros disolventes orgénicos, e inso-
lubles en agua.

En la estructura de los heterdsidos flavénicos participan casi ex-
clusivamente las aldosas, la presexncia de la cetosa D-fructosa es un
hecho excepcional.

La D-glucosa es 21 glucido mas frecusnte, tambien: D-galactosa, D-
xylosa, L-rhamnosa, L-arabinosa y dcido D-glucurénico. Lstos son los
azucares simples.

Intervienen ademds las diosas y triosas, siendo de égtus las mds
interesantes la soforcza (dos moldculas de glucosa), la sambubiosa

(una molécula de glucosa), y la rutinosa (urna molécula de rhamncosa y

una de glucosa).

gstan muy extendidos entre los vegetales superiores y siguen auten
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ticamente el desarrollo filogenético. Se considera aue los produc-
tos secundarios son productos finales er 21 nmetabolizmo; en el ca-
so de los flavornoides hay un gran dinamismo y cambian continuamen-—
te en la planta.

Poseiendo como origen un mismo esgueleto resulta una gran varie-
dad de compuestos: FPlavonas, flavonoles, flavanonas, etc. tsta di-
versificacidn de estructuras se da g partir del equilibrio chalconaz
-flavanona, al que se llega en la sintesis, y que se mantiene en la
naturaleza por una isomerasa; no obstante, existen los encimas opor
tunos para la interconversidén, de modo que en el caso de estar au-
sente alzgin tipo de estas esztructuras indicaria carencia del encima
especifico. |

Se sabe que lag fitohormonas activan geﬁes que por su funcidn au-
mentan el nivel de flavenoides.

Fodemos decir que la accidn de la luz diversifica la formaciéﬁ de
flavonoides y demasiada cantidad de agua impide la sintasis, asi en
plantas acudticas no hay flavonoides, aungus un buen estado hidrico
la facilita. ' ‘

La accidén de los metabolitos secundarios es més ecoldgica qua fi-
sioldbgica, los flavoncides dan coloracidén a las plantas y facilitan
su polinizacién.

Por su estructura quimica tienen accidn sobrz la planta como gru-
PO, pero no cada uno particular; intsresa, puss, la estructura co-
min al conjunto.

Se pucden distinguir las acciones en la propia planta y las accio

nes farmecoldgicas.

sntre las prineras senalamou: Yotentes innibidores ehciudticos;
antioxidantes, con posible aplicaciébn o el campo alimenticic como
antioxidantes natursles (quercetira); filtradores dz la luz en el

eapectro de absorcidén (absorben en el U.V. aue dafia en especial las



19

astructuras ds las células jévenes); accidn sobre la oxidacidn de
la auxina.

Como acciones farmacoldzicas dzstacon: Propiedades fitoalsxinas
(inmunizacidn natural qus de conscguirse en cantidades mayores e-
vitaria el uso d=z pesticidas); accidbn scbres la respiracidn pues
inhibe la respiracién celular exessiva; efectos antibidticos; for

tificadores de los capilares sanzuineos; accidbn estrogénica.

1.2.BIOSINTESIS

El esqueleto bdsico de los flavonoides consta de tres anillos,
dos principales y uno central, dz tres carbonos, que tambien se

encuentra en forma abisrta.

(0)
0 0

El anillo A se forma por la via de los policédtidos. En ésta se
condensan unidades de acetil CoA con una unidad iniciadora de malo
nil CoA, y la ciclizacidbén puede dar floroglucincl (enolizacién con
unibén 1,6) o resorcinol (corndensacidén aldolica con uniédn 2,7), de
este modo no es tan frecuente que procsda en la sintesis, pues el
ensamblaje se da dirsctamente con tres moléculas de acetato activo
sobre el precursor, asumnqge si que estos compuestos estan implicados
en la sintesis como resutado de la formacidén policétida.

Se ha comprobado que el acetato marcado se incorpora en el anillo
de floroglucinol de la quercetina, pero el mismo floroglucinol no
es incorrorado.(5)

El anillo B se produce por laz via del dcido shikimico, que desem-
boca en dos aminodcidos aromgticos, uno d= ellos, la fenilalanina,
lleva a la formacidn de los dcidos cindnicos. #stos son utilizados

como unidades iniciadoras para la adicidén de cadenas cortas d» poli
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cétidos.

Se ha comprobado, que el dcido shikimico, la fenilalanina o el 4
cido fenilpirdvico son precursores espescificos de la porcidn 06"03'

El mejor precursor de esta porcidn es el 4cido p-cumdrico que se
combina, probaﬁlemente activado como p-cumarcil, con el acetato en
forma de.acetil CoA para dar la chalcona.

La hidroxilacién del anillo derivado del shikimico (B) es estable
cida en la etapa posterior de la flavanona, mientras que la hidroxi
lacidén del anillo policétido se establece antes de la formacidn de
la chalcona o sea en la ciclizacidén policétida.

La orto oxigenacidén es la forma caracteristica de lqs productos
shikimicos.

Se ha confirmado para varios flavonoides este esquema general y
tambien para isoflavonoides, en los que se da emigracidn del gru-
po arilo a un carbono adyacente en una etapa posterior de la sin-
tesis.

Algunas chalconas son productos intermedios en la sintesis de fla
vonoides, y las auronas son prcductos alternos.
| A partir del equilibrio entre la forma abierta y la cerrada se si
guen rutas separadas que dan lugar a una gran diversidad de estruc-
turas, algunas de ellas implicadas en el mismo camino (flavanonas,
dehidroflavonoles y catequinas) y otras procedentes de etapas al-
ternativas que forman parte del desarrollo biosintético (isoflavo
nas respecto a flavonas segin la concepcidén de Birch basada en la
oxidacibén de flavanonas en la posicidn endlica seguida de elimina
cién de protones para dar flavona; ya que entonces las reacciones
de formacidén de flavonzas e isoflavonas siguen cursos estericamen-

te diferentes) (5).
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.~ Biosintesis de flavonoides.(31).

Hz—i:.}I'J'.—COOI'E (H=CH=COCH Ci:=CH-CCCH
NH2
: > 4—-cinamato p—cumarato CoA
PAL hidrolasa ~ ligasa S
Ot
fenilalanina 4c. cindmico 4dc. v-cumdrico

CH=CE~COSCoA

OH
p-cumaroil CoA

or OH
HO $
PO S 1
e——
130merassa

chalconsa flava nona

isoflavona

OH di,hidroflavonolH

&

OT::;:]//
Orl .

flavonol

antociano

rotenona

CH

catequina

H
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1.3.ANALISIS CUALITATIVO

l.3.1l.Ensayo preliminar

Para comprobar la presencia de flavonoides en la planta se realil
za la reaccidén de ld cianidina.

Su fundamento es que con hidrégeno naciente, procedente de la re
accidén del HC1l sobre el hagnesio, los flavonocides mds corrientes
pasan a antocianos los cuales en medio 4cido presentan coloraciones
que varian del amarillo-naranja al rojo.

Preparamos una infusién calentando a ebullicidén unos 1COml de a-
gua destilada. Cuando hierve, se echan sobre el polvo de la planta
y se mantiene la calefaccidén dvurante 5-10 minutos. Se enfria y se
filtra.

A 1 ml de esta infusidn se afiade un volumen igual de élcohol-clog
hidrico y una viruta de magnesio.

oe espera a que termine la efervescencia y se arnaden, resbalando
por las paredes del tubo, unas gotas de alcohol isoamilico (que ac
tua como sensibilizador).

Observamos una coloracién naranja oscuro, la reaccidén es positi-
va débil.

1.%.2.Material a analizsar

Las muestras proceden, como ya se nha mencionado en otra ocasiédn,
de cultivos situados en el Delta del Ebro y tambien se ha hecho al
gin ensayo con muestras que se cultivan en un tsrreno de la Facul=
tad de Bioldgicas.

Una vez desecadas se han analizado conjuntamente hojas y tallos
disponiendo de una cantidad suficiente de planta.

En el material escogido, representativo del conjunto, se han bus
cado los aglicones flavénicos, presentes principalmente en las ho-

jas.
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l.3.3.Téenicas de extraccién

En la planta los flavonoidz2s se encueatran como agliconsas libras
y en forrma de heterdsido, esto sefinla dos metodos de extraccidn que
permiten distinguir los azlicones libr2s da los combinados.

Ademds se han seguido otros metodo:z propusstos por divarsos auto
ras.

- Extraccidén de los aglicones libres ( fig. 1; modificado de Sto
ess, 1972 ).

- Extraccién por hidrolisis dcida ( fig. 2; modificado de lebre-
ton et al., 1967 ).

— Extraccidén mediante cloroformo en frio: Para separar las flavo
nas metiladas. ( fig. 3 ).

- Extraccién y fraccionamiento mediante solventes de polaridad
creciente ( fig.4 ; wodificado de Kozjek et al., 1968 ).

= Extraccién por el metodc de Combier.

- Técnica del acetato neutro y bdsico de plomo ( fig. 5, Gupta
and Seshadri, 1952 ).

Extraccién de los aglicones libres: Partimos de 5g de polvo de la

planta. Se agitan por tres veces sucesivas de diez minutos cada una
en el agitador magnetico con metznol al 60%.

El extracto nidroalcoholico se filtra y se lleva al rotavapor has
ta eliminacidén del metanol; en el extracto acuoso guedan los aglico
nes flavonicos y los heterdsidos.

Se trata éste con eter de petrdleo 4(09-60? en embudo de decanta-

cibén para suprimir las grasas,

~
4

e separa el éter y el extracto acuoso, mas o meros limpio, se ex
trae con éter etilico guardando despues la fase etsrs=a. Aqui se han
geparado los agliconeé de los haterdsidos.

Eita fase eteresa se divide en dos, una se lleva a residuo seco di

rectamente luego de haber secado sobre sulfato de sodio anhidro (Ex
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tracto II), y la otra se trata con bicarbonato sbédaico 0'5 M con el
fin de eliminar los &dcidos fenolzs guz interfiersn.

S& descarta la fase zcuosa alcalina y la eterca se lava con agua
destilada para éepar;r lo gu= guada de bicarbenato. Luego se seca
sobre sulfato de sodio ankidro, se filtra y se lleva a residuo se-
co (Extracto I).

No siempre hemcs dividido la fasc =2t2rea en dos fracciones para
tratar con el bicarbonato, en gensral se ha hecho para el examsn
de las cromatografias analiticas prescindierdo eon las preparativas
ya que ¢l bicarbonato alterz los flavoroides dlcali sensibles,

Los extractos se disuvelven en poca cantidad de metanol y se cro-

matografian.

Extraccién por hidrolisis dcida: Utilizamos S5g de polvo previa -

mente desengrasados en soxhlat con eter de petrdleo durante unas
24 horas.

Lo sometemos a una hidrdlisis con C1H 2N al b.m. 45 minutos,.al
principio se deja un poco ern contacto para gque se embeba. ELl hidro
lizado se enfria y se extrae tres veces con eter etilico en embudo
de decantacidn.

El polvo queda en el centro de las dos fases. be decanta la faue
eterea por arriba y se lava seguidamente dos veces con agua desti-
lada para eliminar la acidez deol medio.

la fase eter=a se divide tambien aaqui en dos fracciones tratando
una con bicarborato y evapeorandc la otra directamente tras secar y
filtrar. Es andlogo al caso anterior.

En los extractos secos finales se encucntran los aglicones libres
y los procedentes de la hidrélisis.

Con la hidrélisis se ha corseguido saparar los aglicones de leos a
zucares,

Cuando la hidrdélisis clorhidrica no es eficaz para un O-glucédsido,
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el producto se somete a una hidrdlisis sulfirica. Este tratamien-
to se efectua con dcido sulfirico al 3C% durante 6 horas o con &-
cido sulfirico al 10% durante 10 horas. Esto dltimo no forma parte

del metodo de Lebreton.

Extraccidn mediante cloroformo en frio: Hemos partido de més can

tidad de planta, 15g. En embudo de decantacidn se extrae directa-
mente con cloroformo en frio. LEvaporamos el extracto clorofdérmico.
Para purificarlo se afiade agua hirviendo, despues se deja enfriar
y se filtra.

El extracto acuoso se tréta con eter etilico. la fase eterea se
deseca, filtra y evapora. El residuo seco obtenido se disulve en me
tanol y se cromatografia. La finalidad de esta extraccidén es obte-~
ner flavonas metiladas aunque tamrbien pasan algunos flavonoles me-

tilados.

Extraccidén vy fraccionamiento mediante solventes de polaridad cre

1

aiéﬁté: 50g de polvo se desengrasan en soxhlet con eter de petrd -
leo 402-609 durante 24 horas miniro.

El polvo desengrasado se extrae con metanol 12 horas, tambien en
soxhlet, guardandose el liquido extractivo.

Se agota ain el polvo con metanol 50% 24 horas en frio y se jun-
ta este extracto con el liguido anterior.

El total obtenido se filtra y concentra hasta residuo siruposo.
Se le anade agua hirviendo y se deja enfriar, asi precipitan resi-
nas, grasas, etc., mientras que los flavonoides quedan disueltos
en el agua.

El extracto acucso, filtrado, se trata con eter etilico logrando
una fase eterca con los agliccnes libres (Fraccidn I) y una fase a
cuosa con los heterdsidos y algunos aglicones mas polares.,

Esta fase acuosa se extrae ceon acetato de etilo y quedan los a, -
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glicones y heterdsidos en la fase orgdnica (Ffaocién I1); la fase

acuosa que queda y que contione 21 rssto d2 heterdsidos (los més

polares), se extrae con n-butanol que constituye la fracecidn III.
Las tres fracciones se evaporan y el rssiduo seco se disuelve

cn etanol o metanol para poder cromatografiar.

Extraccién por el metocdo de Combier: Consiste tambien er una

téenica que separa los aclicones unidos a los azlecares, pero aqui
la eliminacién d= ‘sustancias grasas tiene lugar durante el proce-
so, evitando que el desengrasado con scxnlet s2 lleve los flavo -
noides metilados.

Se realiza una hidrélisis del polvo con C1lH 2N al b.m. 45 minu-
tos.

En embudo de decantacidén se extrae el hidrolizado, una vez frio,
con eter etilico quedando los flavonoides en la fase etérea.

Se evapora el eter y al residuo se afiade agua hirviendo, se de-
Ja enfriar, el agua hace precipitar grasas y demds pero en calien
te disuelve los flavonoides.

Se deja enfriar, se filtra, y el liquido filtrado se vuvelve a
extraer con eter etilico; se filtra de nuevo, se evapora y el re-
siduo que qbtenemos ahora ya =28 apto para disolver en metanol y

cromatografiar.

Pécnica del acetato neutro y bésico de plomo: El acetato de Fb

neutro es principalmente un agente clarificante y muy selesctivo
para los flavonoides, el bdsico es precipitante y nada selzctivo.
La accidén combinada de ambos como clarificador y precipitante
ha sido utilizada por Gupta y Seshadri para la separacibn de apii
na (apigenina 7 apioglucésido) cristalina.
Otros autores han utilizado ests sistema para obtener glucdsidos

puros ya que el acetato de Pb neutro hace precipitar selsctivamen
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te los heterdsidos con ortodihidroxilos en el anilio B, mientras
que con 21 bdsico precipitan globalmente muchos heterdsidos.

En el presente estudio se ha utilizado esta técnica con el fin
de aislar el heterédsido de luteolina, aungue sin resultado:

A 10g de hojas de la planta echamos agua caliente hasta que 1los
cubra. Se dejan en maceracidén toda una noche.

Luego se calienta todo aungue no a ebullicidn. Al extracto acu
080 caliente ariadimos acetato de Pb neutro, se produce un preci-
pitado que se centrifuga, pues la filtracidn es muy lenta, y se
lava.

El precipitado se suspende en alcohol y se descompone con una
corriente de sulfhidrico.

Despues de eliminar el sulfuro de plomo la sustanciza regenera-
da se separa del filtrado alcoholico. _

El liquido de la‘centrifugacién gse trata con acetato de Fb bé-
g8ico con lo ques se forma otro precipitado que se aisla y se some

te tambien a una corriente de sulfhidrico para su descomposicidn.
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Fig. 1l: Esquema de extraccién de los aglicones libres.

58 polvo

MeOH 6C% (3 x 100 ml)

A
N

extracto hidroalcohdlico

filtracidn y destila-
cibén del metanol

N
extracto acuoso

éter petrdleo 402-602
(2 x 50 ml)

éter petrédleo extracto acuoso
descartado

éter etilico (2 x 100ml)

extracto acuoso . fase etérea
descartado

fase etérea fage etérea II
25-50 ml de NaHCO3
0'5 M
fase etéresz fase acudsa

descartada

lavado con agua destilada
A4

fase etérea lavada

secado sobre
| O
N2550) ann.
y 0
conc. residuo
\% seco ) $
residuo seco. — - residuo seco
5 ml MeOH

[extracto I] : [extracto 11]
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Pig. 2: Hsquema de extraccidn per hidrdlisis deida.

5 polvo

Soxhl=t
\4 )
polvo desengrasado

150 cc.

N
extracto hidrolizado

degcartada

™

con éter etrdlao (12 h)

bt

HC1 2¥; 45 min. a 1009 -

3 x 150 ml éter etilico

fase etérea

lzvado con agua dest.

fase etér=a lavada

fase etérea 1

25-50 ml
HaHCO3 Q'5 ki

fase acuos fase &térea

fase etérea 11

descartada
gecado sobre
Na2804 anhidro
' v o, ¥
fase etérea conc. & residuo
lavada 3eco
gecado sobre
Na2804 anh.y
COfiC. Y 3
regiduo seco I residuo seco II
5 ml LeCH

[2xtracto I]

[extracto 11]




Pig. 3: Esquema

faze acuosa
descartada

» flavonas metiladas.

50g de polvo

cloroformo (Soxhlet)

v ,
extracto clorofdérmico

concentracidn

W
residuo siruposo

2 x 250ml HEO Lhirviante
filtrdacidbn

A4
extracto acuoso

extracto etéreo

3C



Pig. 4: Esquema de extraccidun y iraccionamiento mediante
solventes de poluridad creciente.

50g polvo

éter petrdlzo 402-602, 24h. en Soxhlat

A
polvo desengrasado

MeCH, 12h., en Soxhlet——

v
polvo
D e . filtracidén y conc. a
%Egg 5C%, 24b., en——— residuo siruposo

~N
polvo descartado

N
ragiduo siruposo

40C ml agua hirviente

W
extracto acuoso

enfriamiento y filtra-
cibn (precipitacidn de
resinas, grasaz, etc.)

4
extracto acuoso

dter etilico

fase acuosa fate etdrea
(aglicones)

acetato de =2tilo

fase acuosa fas2 dce2tato ae etilo
(agliconss y heterdsidos)

n-butanol

fase butandlica
(heterésidos)

fase acuosa
desacartada



b
[N

(14

10g planta entera (hojas)

~

'« 5: lsquema de la técnica del acztato de plomo.

agua caliesnts, maceracidn

y calefaccidn

¢xtracto acuoso caliznte

acetato de Fb neutro
filtrar o cantrifugar

solucidbn actoza

acetato de
Fb bésico

solucidén acuo
aga descartada

corriente Sﬂz

precipitado

N
glucoaidos

przcipitado

alcchol

‘suspensién alconolica

N
~lucdsido

]

corrisnts SH2

o-dihidroxilo

en g puro
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l.3.4.8eparacibn vor métodos cromstosrificos

Cromatografias analiticas: Ademds de caracterizar los compuszstos

nan permitido el cdlculc de IFs. Se marca una linca de partida y se
aplica en pequerias bandas o bien en puntos lo mas phkgueiios poaible.
Se han realizado las siguientes en los sistemas que citamos a con
tinuacidn.
~Cromatografia en papel: Utilizamos papel Whatman 1 ( que por
otra parte sirve para el cdlculo d=2 Rfs) en cromatografia descenden
te wonodimensional y en cromatozrafia ascendente en papsl circular.
Sistemas: AcOH 25%
AcCH 50%
AcCH 6C%
B.A.W. (n-butanol:AcCH:Agua) (4:1:5)
Porestal (IIC1 conc.:AcCH:Agua) (3:30:3)
~Cromatografia en capa fina: De celulosa
lMonodimensionales en AcCH 50%

Bidimensionales 12 AcCH 30% / 22 AcCH 6C%

La cromatograrfia analitica bidimesnsional permits utilizar solven-
tes distintos en un mismo cromatograma, pudiendose tambien comparar
con sustancias patrén.

Es importante utilizarla junto a la monodimensional, asi ambas se
complementan.

Puede realizarse en papel o0 en capa fina. En papel es muy emplea-
da para la separacidn de extractos complejos, pues proporciona da -
tos a 103 que no se puede llegar con.solo la monodimensional. Aqui
en un eluyente predominan los procesos de particién y en el otro los
de adsorcién.

b1 par de eluyenteé mids utilizado para el sndlisis de flavonoides
es el B.A.W. (n-butanol:AcCH:Azua) (4:1:5) para la 18 dimensién y

el AcOH 15% para la 22, siendo interesante sobre todo para separar



heterdésidos o para determinar si un flavoncide dado se encuentra 1i
bre en la rlanta, ya que con esta bidirmensicnal se obtiene una neta
separacibén entre heterésidos, aglicones flavénicos y 4dcidos hidroxi
cindmicos.

Otro par de eluyenfes son B.A.W. / AcOH 6C%, mds vtilizados en el
caso de los aglicones.

En capa fina de celulosa se han efectuado tres bidimensionales e-
quiparando con patrones puros de Luteolina, Apigenina y Xantomicrol
(patrones aislados por Martinez I'., 1980), con la finalidad de sepa
rar dos manchas que quedaban superpuestas en la monodimensional,pro
cedentes de la hidrdélisis 4cida.

Una de ellas presenta las caracteristicas cromatogrdaficas de un
flavonoide,pero ha sido imposible su identificacidn debido principal
mente a su escasa cantidad y a su gran intermitencis de aparicidén so
bre los cromatogramas. Se desarrollaron con AcOH 30% / AcOH 60% con
separaciones muy satisfactorias. La eleccidn de este par de eluyen-
tes en vez de otros como B.A.W. / AcOH 15% o B.A.W. / AcOH 20% pro-
puestos en la bibliografia se dehe a los excelentes resultados obte

nidos previamente en nuestro laboratorio con este sistema.(Martinez

F.’ 1980).
- ¢ |patrén
.= CCPF celulosa
bidimensional,.
12) AcOH 30%
patrén |, muestra

&___
22) AcOH 60%
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De silica: lMonodimensionales en
Benceno:Dioxano:AcCH (90:25:4)
Benceno:Piridina:Pérmico (72:18:10)
Tolueno:Acetato de etilo:FPérmico (58:3%:9)
Tolueno:Formiato de etilo:Férmico (5:4:1)

De poliamida en
lieOH 100%
Agua:Etanol:Metiletilcetona:Acetilacetonas (13:3:3:1)
MeOH 85% (ha resultado un desarrollo deficiente).

Cromatografias preparativas: Se efectuan para el aislamiento y pu

rificacidén de los compuestos. Se hacen pases sucesivos sobre la 1i-
nea de partida. '

En papel: Sobre papel Whatman n®3 aplicamos varias vs
ces seguidas el extracto problema, disuelto en HeOH puro para andli
sis, a lo largo de la 1linea de partida marcada, procurando hacer
los pases lo mds estrechos y uniformes: posible.

Con el fin de eliminar dcidos fenoles y otros compuestos hidréfi-
los que interfieren se realizan dos eluciones sucesivas.

La primera a fondo perdido, requiere que el papel se corte por el
otro extremo en forma de dientes de sierra ya que asi se facilita
la elucidbn. El1 desarrollo tiene lugar dentro de una cdmara cromato-
gréafica durante 24 horas, dejando gotear el disolvente por el fren-
te.

Se utiliza AcOH 2% y los aglicones flavénicos permanecen en la 1i
nea de partida.

Se deja secar el cromatograma al aire y se realiza la segunda elu
cién. Zsta permite la separacidén de los aglicones flavénicos en ban
das para su posterior aislamiento, se realiza con AcOH 60%.

in este disolvente las flavonas y flavenoles migran sin interfe -
rencia.

Despues se deja secar completamente el cromatograma, al aire y al
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abrigo de la luz, y se observa.

Fara los extractos fracciorados con bicarbonuto sdédicc la eluciédn
se hace directamente con AcOD 60k,

En el cromatograma, visto a luz U.V., aparecen de2 este modo una
serie de bandas que corresponden a2 los flavecroides. Be recortan las
gue interesan, se trocean y s2 eluyen con leCUH absoluto durante 10-
15 minutos mediante agitacién. Después el eluato se filtra y se con
centra para ser recromatografisdo (en B.A.W.) si no es suficiente -
mente puro y si lo es puede ser utilizado directamente en determina
ciones cromatogrdficas o espectrales.

En capa fina de silicagel: Utilizando como eluyente
Tolueno:Acetato de etilo:Férmico (58:33:9).
kn columna de poliamida eluyendo con MeOE 100%.

¥l empleo de la cromatografia en colwmna para la purificacidn de
flavonoides resulta Gtil cuando se desean obtener mayores cantida-—
des de las necesarias para andlisis cromatozraficos y/o espectrales
U.V.-visible.

la poliamida ofrece una gran capacidad de carga, poder de resolu

cidén y variedad de eluyentes. Debe lavarse la columna con ieCH de
concentracién creciente hasta finalizar con KeOll 100% para eliminar
primero las impurezas solubles en agua y parte de los &cidos feno -
les, luego los glicosidos y por Gltimo los aglicones (aungue los muy
metilados se eluyen ya con XeCH diluido). Asi, los aglicones se elu
iran segin su nlmero de hidroxilos; a mds hidroxilacién mds reten -
cibén por puentes de hidrégeno en la columna (22).

Se han pasado por columna los extractos procedentes de la separa-

cién y fraccionamiento con scolventess de polaridad craciente.

l.3.5.Identificacidn

La identificacidén de los flavonoides se r=aliza croumatosraficamen
te y con un andlisis espectral lo mds comileto posible.

Los aglicones flavonicos mds frecuenies practicurente pueden ser
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reconocidos con sclo métodes crornatogrdficos, ya que se dispone de
datos suficicntes por los muchos estudios efectuados.

la identificacidn creomatogrifiica se basa en el cflculo de Rfs en
diferentes sistemas, comparacién con sustoncias patrdén, observaciébn
a la luz U.V., compértamiento con amoniaco y dends revsladores;sien
pre que se comparen en al menos cuatro sistemas, puses hay sustancias
distintas con el mismo Rf en varios sistemus.

Se observa que los Hfs varian para una misma sustancia respzcto a
los datos bibliogrifices tanto en papel como en capza fina.

Por tanto no se pueden tomar los valores bibliogrdficos como cate
gbricos sino como orientativos acerca del compuesto en estudio.

Una aproximacidén general sobre la relacidén Rf-estructura para los
aglicones flavonicos en solventes alcohdélicos y acuosos la da Ribe-
reauv—-Gayon (1968):

12 E1 aumento del nidmero de grupos hidroxilo disminuye el Rf, tan
to en un solvente alcohélico como en uno acuoso.

22 La metilacidén de los hidroxilos aumenta los Rfs en ambos sol-
ventes.

32 La acilacidn por un &cido cindmico aumenta los Rfs en ambos
solventes.

492 La glicosidacidn disminuye el Rf en el solvents alcoholico y
lo aumenta en el acuoso. El efecto es tanto mayor cuanto mayor es

el numero de aztcares unidos a la molécula.

Reveladores.
Aumentan el nivel de deteccibén de los flavonoides y facilitan la
identificacidn estructural.
Se han utilizado:
Amoniaco: Se éplican durante algunos segundos vapores de a-

moniaco concentrado sobre el cromatograma. Se observa a la luz vi-

sible y ultraviolata. No es aplicable en capa fina de silicagel ni
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poliamida. YXs ionizante.

A1013: Al';‘l3 X 6H20 al 6/ en lLieCl, aplicado en spray. Obser

vacién a la luz ultravioleta y visible. Es un gquelantec.

£l esquema gue se sigue habitualmente es: Luz visible, luz U.V.,
visible/NﬂB, U.V./NHB, visible/ﬁlClB, U.V./AlClB.

Los flavonolas se distinguen de las flavonas a primera vista ba-
sandose en la coloracidén gue presentan al U.V. 366nm:

~Mmancha 0SCUrQ.....ss.ftlavona o 3-Clie-flavoncl.
-mancha amarilla......flavonol.

Realmente la informacidn estructural que se obtiene con la obser
vacibén de las manchas cromatogrdficas en distintas condiciones es
amplia (22).

Los cromatogramas se han observado, primeramente, a la luz visi-
ble y U.V., luego se han sometido a los reveladores citados y final
mente se han calculade los Rfs.

A partir de los extractos obtenides por hidrdlisis dcida hemos ob
servado tres manchas: A, B, C. La A muy intensa.

La A y la B aparecen ademds en los extractos de aglicones libres
(siendo la B mucho més intensa que la A).

Con la extraccidén de flavonas metiladas aparece solamente la B
(mds intensa atn que en los aglicones libres).

Se ha comprobado ademds que pasa algo de esta sustancia B al é-
ter de petrdleo cuando se realiza el desengrasado en Soxhlet.

Por la bibliografia (32) conocemos la existencia de dos flavonoi
des en las hojas de Melissa officinalis L: Rhamnacina y Luteolina
T-glucbésido, y consideramos que las sustancias problema pueden i-

dentificarse con ellos.

0H Olle

ol OH
G1cO ‘ MeO Q O
ol

CH 0] Glc=glucosa ol 0

Luteolina 7-glucosa Rhamnacina



Hemos comparado con patrenes de luteolina, xantomicrol y gquerce

tina (22).

Sustancia A: Consideramos lo expuesto anteriormente. Realizada

la CCP de poliamida (agzuna:etanol:metiletilcetona:acstilacetona)
(13:3:3:1) (Egger,1961) se ha comprobado que no corre, esta croma
tografia es Util en tanto que permite distincuir (normalmente) en
tre aglicones y heterésidos, y entre heterdsidos de diferente ni-
mero y/o distinta posicién de restos glucidicos.

Puede decirse, pues, que se trata de uan aglicdn que se encuentra
en parte libre en la planta (cuando proceds de la extraccidén de los
aglicones libres) y la mayoria combinado como heterdsido (el pro-
cedente de la hidrélisis).

ILas cromatografias en papel y en capa fina de celulosa, incluyen
do las bidimensionales, se han estudiado con patrdén de lutesolina.
Todas ellas hacen suponer gue es la luteolina aglicén.

En CCF de poliamida con KeCH 100% se ha efectuado una prusba com
parativa a partir de 20g de planta procedente de Tarragona (Delta
del Ebro) y otros 20g de Barcelona (campo-de la Facultad de Biolé-
gicas), se observé que la posible luteolina es mds intensa en los
cultivos de Barcelona, ocurre al revés con la sustancia B; pero en
cuanto a su composicién cualitativa es lo mismo. Hste tipo de cro-
matografia ha dado, en este caso, mejores resultados gue la CCF de
celulosa en AcOH 50%.

Las tablas F-1 y -2 muestran sus caracteristicas cromatogrifi-

cas.

Sustancia B: Sus datos cromatogrificos se recozen en las tablas

Se trata seguramente de un aglicdén que existe libre en la planta
(es muy intensa en los extractos de arliconss libres). No corre en

la CCF de poliamida (agua:etanol:metiletilcetona:acetilacetona).
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Suponemos gque estd bastante metilado ya que posee un Rf elevado
en la mayoria de sistemas y ademfs se extrae intensamente con clo
roformo en frio (indica metilacién) y pasa algo al éter de petrd-
leo en el desengrasado.

En la cromatografia en papel de extractos procedentes de la bri-
drélisis 4cida no se ve 21 U.V. directamente, es necesario revelar
con AlCl3 para que aparezca (sale entonces de cclor verdoso), en
cambio en las de capa fina de celulosa, a partir de estos mismos
extractos, se ve ya al U.V., con fluorescencia amarilla aunque muy
poco intensa; tambien agqui con AlCl3 se observa de color verde cla
ro intenso.

Si se realiza el desengrasado afiladiendo agua hirviendo y dejando
enfriar, esta sustancia apenas se disuslve en el agua caliente per
maneciendo su mayor parte con las grasas y clorofilas insolubles;
esto se ha demostrado medisnte una cromatografia analitica en pa -
pel del extracto etéreo (procedente de la extraccidén del agua) y
del residuo graso al que se disuelve en metanol: La intensidad al
U.V. es mayor en el que procede de las grasas gue en el etérso.

Con todo lo anterior y sabiendo por la bibliografia (32) de la (5
xistencia de rhamnacina (flavonol metilado) en la planta, deduci -
mos que se tfata de este compuesto aunque los datos se han compara
do con patrén de quercetina (flavonol derivado, aislada en el labo
ratorio) por falta de rhamnacina patrén.

La rhamnacina es un flavonoide poco corriente aungue conocemos
que se encuentra combinado con sales incrgdnicas en las hojas de

Eonanthe stolonifera (11).
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Sustancia C: Apuntamos lo existencia d2 esta sustancia gue apa-
D

rece solo en la extraccidn uor hidrélisis dcida y no siempre es
constante. Lsto junto a su escasa intensidad ha aecho imposible su
identificacién y aislamiento, como ya hemos mencionado al explicar
las cromatografias analiticas bidimensionales.

Probablemente, pues, se trata de un heterdsido.

Solo citamos, referente al aglicén, que sale en las CCF de celu-
losa enmascarada por otra mencha tipo vigmento, de color rojo y con
Rf casi idéntico en AcOH 50%; fué necesaria la cromatozrafia bidi-
mensional para separarlas.(Esta mancha roja nada mds se observa en
los extractos tratados con NaCOBH, no en los sin tratar; en éstos
hay mucha fluorescencia debida a los &dcidos fenoles y quizéds por e
so tampoco se aprecia la mancha amarilla).

Su Rf es menor gue el de la luteolina en los disolventes acuocsos
¥ se observa con AlCl3 de color amarillo. En muy pocas ocasiones se
ha visto directamente al U.V., entonces su fluorescencia es amari-
1la.

Algunos datos obtenidos son:

Papel/AcOH 50%.cee...0'29
celulosa/AcOH 50%....0'28-0'29
celulosa/AcOH 60%....0'28
celulosa/AcOH 3C%....0'15
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ALT:Aglicones libres,tratadecs con NaCCBH-ALII:Idem. sin HaCOBH;

HI:Hidrblisis 4cida,tratados con ha“03h. idll:Idem. sin NaCO3H.

:Iuteolina patrén. Q:Quercetina patrén. X:Xantomicrol patrén.

“lu‘"l

—A:Patrén de luteollna apigenina., FM:Extraccién con cloroformo
en frio. R:Sustancia B obtenida con uns preparativa en papel.
EP:Eter de petrdleo del desengrasado en Soxhlet. 9€%:Extraccién

con alcohnol de 96% en frio.
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.~Foliamida (13:3:3:1).
A: Sustancia A
B: Sustancia B
L y Q: Patrones de luteo-

lina y quercetina.

Prueba comparativa entre plantas cultivadas en Tarragona (BG)

y en Barcelona (CB).

L y X: Patrones de luteolina y xantomicrol.
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Espectroscopia U.V.-visible.

Es una técnica de andlisis que complementa los métodos cromatogrd
en la identificacidén de las sustancias.

La identificacidn cromatogréifica solamente mucras veces no basta,
ya que cada vez son mds numerosos los flavonoides hallados y con e-
1lo el tener que identificar los menos frecuentes.

Todas las técnicas espectrales de andlisis son (tiles pero ésta,
por su sensibilided y facilidad operativz, es la que mis se aprove-
cha.

Ern cuanto a su sensibilidad permite utilizar soluciones del orden
de 1lmg/100ml, para compuestcs de peso molecular alrededor de 1C0-200
con lo cual las muestras obtenidas de una cromatografié preparati—
va en papel son suficientes en cuanto a cantidad para estudiarlas
de este modo.

Ademéds de registrar el espectro de la sustancia en metanol se a-
fiaden reactivos que actien especificamente scbre uno o varios gru-
ros funcionales del micleo flavénico reflejandose en desplazamien-
tos significativos que dan una informacibén mucho mds completa acer
ca de la estructura del flavoncide.

Los espectros de absorcidn U.V.-visible muestran el cambio quimi
co producido en una molécula por accidbn de ia luz. Son espectros
de absorcidn. -

Asi, al irradiar una moléculs con luz visible o ultravioleta,siem
pre que la frecuencia de radiaciodn corresponda a la diferencia de
energia entre los dos orbitales implicados, un electrdén se excita
y pasa del orbital que ocupaba en el estado fundamental a otro de
energia superior,o sea hay una transicidén elcctrdénica durante la
cual la molécula absorbe un cuanto de energia.

Existe relacién directa entre la cantidad de energia que se ab-

sorbe y la frecuencia de la luz que causa la transicidn, ademéds
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la cantidad de energiza de 13 excitacidén es inversamente proporcio
nal a la longitud de onda de la luz que la provoca (A); por tanto
la A mide la separacién de los niveles energéticos entre los orbi
tales implicados (22):

. E = hy = he/\

En espectroscopia U.V.-visible las varian entre 50 y 900nm, o
sea corresponden a energias ds 2xcitacidn bastante altas (solo su
peradas por las de las radiaciones césmicas, rayos gamma y rayos
X).

Aparte, las medidas por debajo de 190nm se deben efectuar al va
cio ya que el aire es opaco a las radiaciones de corta (ultra -
violeta al vacio entre 50 y 190nm), las medidas en esta regién son
poco frecuentes.

Las transiciones electrdénicas que pueden darse son:

n—— 1
E———> 6"
h—> 6"
h——> 1"

Cada una dari lugar a méximos de absorcién a una A dada segin la
separacidén de los niveles energéticos sea mds o menos reducida (a
m4s separacién menos A y viceversa).

Asi los enlaces 6 son generalmente muy fuertes, la separacién en
tre los orbitales 6—6* es muy grande y la energia necesaria para
esta transicién muy alta, por esto los compuestos orgdnicos en los
que todos los electrones de valencia estén formgndo enlaces & no
absorben en el U.V. norral (A muy cortas).

Un doble enlace aislado (transicién M—t*) tambien absorbe a
corta y no puede ser facilrente medido; pero los dobles enlaces con
jugados (sean dos o méds) reducen la separacidn entre los niveles e

nergéticos y la absorcibén ocurre a mis Acs
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En general cuanto mds largo es un sisteina conjugado, mas larga es

la. X\ de absorcidn (22).

croméforo inconjuzado simple 30 = C< 190nm
croméforo conjugado con un ; i
3 = C - C = 0<
sclo doble enlace G 0 217nm
1 1
carotenoides ¢C = € - @ = Cﬁn 450nm

Las flavonas y flavonoles se presentan en tres formas limites me-

sémeras:
0 formula general:
-R: =-H
R -R: =0H
C

101
forma benzoilo forma cinamoilo forma pyrylium

Poseen espectros de absorcidn caracteristicos en el U,V.-visible
ya que sus estructuras ccntisnen una serie de grupos croméforos con
jugados (presentarédn color si absorben radiacidén por encima de 4CC
nm).

Comunmente para los flavonoles los maximos principales en lMeCl
son 240-280 y 352-385 y para las flavonas y biflavonas 240-285 y
504-350nm.

Son tipicas en flavonas y flavonoles dos bandas principales de ab
sorcidén al U.V.-visible en solucidén metandlica: Una entre 240-285nm
(banda 1) y otra entre 304 y 385nm (banda II). Ia banda II estd di-
vidida, ordinariamenté, en dos picos o0 en un pico y una inflexién.

La banda I corresponde a la forma cinamoilo y la 1I se asocia con

la benzoilo. Los sustituyentes en los anillos tienen una influencia
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manifiesta, de esta forma los hidroxilos en el anillo B modifican
m&s la banda I gue la II y viceversa en el anillo A, gsneralmente
la introduccidén de hidroxilos en un anillo bencénico aumenta la
de absorcidn corresvondiente.

Todo cambio gque afecte a los sustituventes y a2 la estructura en
general se verd reflejado por bandas de absorcidén desplazadas(des
plazamientos batocrdmicos e hipsocrémicos) y a veces variaciones
en la intensidad de absorcidén (efectos hivercrémicos e hipocrémi-
COS ).

Como modelo, si aumenta la oxigenacidén del anillo B aparece un
desplazamiento batocromo en la banda I, mds pronunciado por cada
funcién oxigenada adicional (30). Los dos picos posibles de la ban
da II dependen tambien del grado de oxigenacidén del anillo B. Algo
similar ocurre para el anillo A. Estos efectos de oxigenacién y
los de metilacidén en el espectro U.V.-visible de flavonas y flavo
noles Jjunto a las modificaciones prcducidas por distintos reacti-
vos se recogen, para el diagndéstico estructural en las tablas III.l
a III.5. (22).

Los reactivos que utilizamos son: lietilato sdédico o sosa dilui-
da, AlClB, AlClB/HOl, Acetato sédico anhidro y Borato sddico anhi
dro, que actlan scbre las estructuras Tlavénicas por quelacibn o
ionizacidn. |

Operamos de este modo:

- La muestra se disuelve en metanol o etanol absolutos para espec
troscopia ajustando a una concentracién dada (entre 0'5 y 0'8 de
absorbancia para el pico de méxima absorcidbn) y se registra el es
pectro a 6Cnm/min.

£l blanco es metanol o etanol absoluto para espectroscopia pues
to en la cubeta de referencia.

Los méximos de absorcidén son muy iguales en estos dos disolven-

tes por tanto los datos obtenidos en ambos pueden compararse per-
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fectamente.
Constituye el espectro neutro, en el gue se equipararin los es-—
pectros posteriores.

- lieCH / NaOlie

Ariadimos ahora a la muestra anterior tres gotas de NaClMe y re-
gigtramos.

&1 NaOkle es una base fuerte gue ioniza todos los hidroxilos li-
bres de los flavonoides. Permite localizar, especialmente, los hi
droxilos en 3- y 4'- .,

Se esperan 5 minutos y se vuelve a pasar la muestra para ver si
ha habido descomposicidn.

- NeOH / AlCly y MeOH / A1C1, / HC1

Ponemos muestra nueva en la cubeta y le afiadimos seis gotas de
AlClj, se registra. Luego se adicionan tres gotas de HCl para un
diagnéstico mds preciso.

Con el AlCl3 se forman quelatos entre el grupo carbonilo y el
3-0H y/o 5-0H quelson estables en presencia de HCl y agua tanto
en solucidn metandlica como etandlica.

Tambien los forman con los grupos orto-dihidroxilos de flavonas
y flavonoles pero estos quelatos se descocmponen en pragencia de
HCl en solucibén metandlica, e incluso en presencia de trazas de
agua en solucidn etandlica. De aki guz para el andlisis de flavo=
noides sc khaya introducido el metanol, puss con &1 se obtisne in-
formacidén sobrs los hidroxilos 3- y/o 5- y los dihidroxilos vici-
nales; mientras que con el etanol la informacidén queda reducida a
los hidroxilos 3- y/o 5- (22).

- lieCH / KaOAc

A la solucidén metanélica renovada se incorpora NaGAc anhidro pa

ra concentracidén saturante de modo que guede una pequeiia capa de



este reactivo en el fondo de la cubeta.

Como el FaCAc es una base débil ioniza priancipalmente los hidro-
xilos mds dcidos del flavonoide, o sea los 3-, 7- y 4'- OH dé fla-
vonas y flavonoles,

Es particularmenté Util para detectar grupos CH en 7- (al ioni -
zarse modifica solo la banda II y a ésta no la afectan los otros
Zrupos ).

- LieOH / NaOic / H3B03

Se agrega a la solucidn precedente HBBO3 para concentracidén satu
rante (igual que antes) y se registra.

El H3B03 forma quelatos con todos los orto-dihidroxilos de flavo
nags y flavonoles, excepto con el 5,6-(OH)2, haciendo que se produz
can desplazamientos batocromos de la banda I respecto a la misma

en metanol.

Diagndsticos estructurales para flavonas y flavonoles .-

La serie que utilizamos es una recopilacidén de datos de diversos
trabajos sobre espectroscopia U.V.-visible de estos compuéstos(22).
Tabla III.l.: Diagnésticos estructurales obtenidos de los espectros

en solucibén metandlica neutra.

Datos espectrales (nm) Diagnésticos

Banda II 240-285 nm y banda I 304-350 flavona

Banda II 240-285 nm y banda I 328-357 flavonol con 3-0H
sustituido.

Banda II 240-285 nm y banda 1 352-385 flavonol con 3-0H
libre.

Banda II con 1 solo pico entre 250-275 en general,flavo-

nm. nas o flavonoles

con 4'-0H solo.



Tabla III.l.(cont.):

Datos espectralss (nm)

Banda IT con 2 picos o pico e inflexidn

entre 250-275 nn.

Banda II a A larga(') (275-285 nm).

Banda II pronunciada respecto banda I.

Banda I con dos picos.
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Diasndésticos

en general, flavo
nas o flavonoles

con 3',4'-(0R),.A
veces tambien 3!,

4',5'-(0H) 5.

oxigenacidén impor
tante en el ani -

1lo A.

oxigenacién impor
tante en el ani -

1lo A,

flavonoles 8-hi -

droxilados.

Ademds en una serie hombloga, las metilaciones provocan efectos

espectrales de interés:

- La metilacidén del 4'-0H provoca un desplazamiento hipsocromo de

la banda I, respecto al compuesto no metilado, de 3 a 10 nm.

~ La metilacidén del 5-0H provoca un desplazamiento hipsocromo de

las bandas I y II de 5 a 15 nm.

- Lla metilacién del 3-0H provoca un desplazamisnto de 12 a 17 nm

de la banda I.

(o) la hidroxilacién ‘en Ce caracteristicamente desplaza la banda II

hacia A mids largas, pero la metilacién del 6-OH o de los préximos

reduce este desplazamiento.
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Tabla III.2.: Diagndésticos estructuraless obtenidos de los espectros

en nmetilato sdédico.

Datos espectralss Diasnbsticos

A)de banda I,respecto banda I en
metanol,de 40-65nm,sin descompo-

gsicidn del espectro con el tiempo. 4'-0H libre y 3%'-H/-OR

A Ade banda I,respecto banda I en
metanol,de 50-60nm,con descompo-

sicidn. 3-0H y 4'-H/-0R

Descomposicién del espectro en NaClie

con el tiempo. 3,4'—(0H)2 y/o 3,3',4!'
—(OH)3. En las flavo-
nas indica:5,6,7—(OH)3;
5,7,8--(0H)3 o bien,
3',4',5'—(03)3-

Efecto hipercromo sobre la banda II
mucho mayor que sobre la banda I,al

atfiadir NaCMe. 7-0H libre y 4'-H/-OR

Efecto hipercromo sobre la banda I
mayor o del mismo orden gue sobre

la banda II,al aradir NaOMe 4'-0H libre

Tabla III.3.: Diagndsticos estructurales obtenidos de los espectros

en A1Cl, y A1013/H01.

3

Datos espectrales Diagndsticos

AAde banda I en LeOH/A1C1;/HCL res
pecto banda I en MeOH de 35-55nm. 5-CH libre (si no hay
3-0H libre).



Tabla III.3.(cont.):

Datos espectrales

A )de vanda I en keCH/A1Cl;/HCl res

pecto banda T en lMeCH de 50-6Cnm.

AAnipsocromo de banda I en MeOH/
AlCl3/HCl respecto banda I en WMeCH/

AlCl, de 30-40 nm.

3

AAhipsocromo de banda I en lieCH/
AlCl3/HCl respecto banda I en MeOH/

AlCl3 de 20 nm,aproximadamente.

A X hipsocromo de banda I en MeCH/
A1013/301 respecto banda I en AlCly,
utilizando Al-t:l3 fresco,de 1Cnm,apro

Ximadamente.

Regeneracidén del espectro metandlico

al ariadir HC1l.

D2

Diarnésticos

35-CH libre o bien 3,

5—(03)2 libres.

grupo 9—(OH)2 en el
anillo B. Tipicamen

te, 3',4'-(CH),.

3',4',5‘—(0H)3 libre
o bien gruvo 9—(OH)2
libre en el anillo A.
(E1 efecto batocromo
en M.Cl3 de estos gru
pos dihidroxilos es a
ditivo con el de los
que pueda haber en el

anillo B.

sistema o-hidroxilo-

metoxilo en el anillo
B.

3-0H y 5-CE ausentes

o sustituidos.
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Tabla IIX.3.(cont.):

Datos espectralsas Diasndsticos

Espectro en MeOH/AlClB/HCl consti~
tuido por 4 bandas o 2 picos y 2

inflexiones (Ia,Ib,IIa,IIb). 5-nidroxiflavona.

AMde banda I en A1013/H31,respec—

to banda I en eCH,del orden de 20

-25nm,en lugar del normel,de 35-55

nm. 6-CH libre o 6-CMe en
las 5-CH-flavonas y
flavonoles con 3-CH
sustituido.(Las 5-CH
flavonas hidroxiladas
en Ca,pero no en 06 a
la vez,0 las 6-glico-
5-0H~-flavonas,no pre-
sentan este fendmeno.
Los 6-OH-flavonoles con
el 3-0H libre,logica-

mente tampoco).

Banda I no desdoblada en Ia y Ib,

en MeOH/AlClB/HCl  6-0H libre o 6-OMe en
las 5-CH-flavonas y 5-
OH-flavonoles con 3-0H

sustituido.
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Tabla II1I.4.: Diagnésticos sstructurales obtenidos de los espectros

en KNaCAc.

Datos espectrales Diagndsticos

/\ Mbatocromo de bhanda II en MeOli/
NaOAc,respecto banda II en MeOH,

de 5-20 nm. T-CH libre.

A A batocromo de banda II en MeCH/

NaOAc,respecto banda II en MeOH,

pegueric 0 nulo. 7-CH ausente o susti--
tuido.tn las flavonas,
no en los flavonoles,
puede indicar la presen
cia de un 7-CH libre
sustituido vicinalmente.
o8 decir,6-0R-T7-0H o
bien 7-CH-8-CR.

Al bvatocromo de banda I en MeCH/
NaOAc,respecto banda I en MeCH. cuando hay 7-CH libre,
se produce tanto si

hay 4'-0H libre como

si no.
Alvatocromo de banda I en MeCH/
NaQAc,respecto banda I en MeCH,
si no nay 3-CH ni 7-CH libres. 4'-CH litre.

Alvatocromo de banda I en lieCH/
NaCAc,respecto banda I en MeOH,
igual o mayor que con KaClle,en

las 4'-08 flavonas y flavonoles. 7-CH sustituido.
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Tabla III.4.(cont.):

stico

O~

Datos espectrales Diagn

[6>]

Descomposicidén muy rdpida del espec
tro en NaOAc~ 3,3',4‘-(01-1)3 o bien

3,4|_(CH}2-3'-OM8.

Desconposicidén del espectro en NaCic
con el tiempo. 5,6,7-(0H)3 o bien
5,7,8—(CH)3.

Tabla III.5.: Diagnésticos estructurales obtenidos de los espectros

en borato sbdico.

Datos esvectrales Diszndsticos

/\ Avatocromo de banda I en NaOic/
H3B03 respecto banda I en MeCH de

12-30 nm. 3',4'—(0H)2 libres.

ﬁkkbatocromo de banda I en NaCAc/
' H,BO5,respecto banda I en MeCH,de
5-10 nm. 6,7-(0H), o bien 7,
8—(OH)2 libres.

Andlisis espectroscdpico de la sustancia A.-

Se han obtenido los espectros de la sustancia A que se muestran
en las figuras 1, 2 y 3.

Su estudio ofrece los siguientes datos:

En el espectro correspondiente a la solucidén metandlica neutra
se observa la banda II con pico e inflexidn entre 250-275nm, hace
suponer que se trata de una flavona o flavonol con 3', 4'—(OR)2.

En metilato sédico se aprecia un incremento A de la banda I res

pecto a la misma en MeOH de 53nm, gue hace pensar en un 4'-CH li-
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bre; esto se afirma con el efecto. hipercromo sobre la handa I,que
es mayor que sobre la banda II, al aradir el NaOlMe. Ademds al nc
haber descomposicién del espectro con el tiempo se confirma de nue
vo el 4'0H libre, habrd 3'-H/-CR, probablemente no hay 3-Cl libre.

Con AlCl3/.Cl la banda I sufre un AA de %8nm respecto a la mis-
ma en MeOH, el ccmpuesto pogsee 5-CH libre.

Al comparar la banda I en 31013/501 con la misma en AlCl3 se ve
un AN hipsocromo de 37nm en el registro con HCl, indica grupo o-
(OH)2 en el anillo B y tipicamente 3', 4'—(0H)2.

El1 A) banda I en AlCls/HCI respecto a la misma en metanol es me-
nor de 50nm, no hay 30H libre.

E1l espectro MeOH/AlCl3/HCl estd constituido por cuatro bandas:5-
hidroxiflavona, que concuerda con lo obsecrvado hasta ahora.

Con leOH/NaOAc se produce1H1AA batocromo de la banda I respecto
al metanol, esto ocurre cuando hay 7-0OH libre independientemente
de si existe un 4'CH 1libre o no.

El espectro en NaOAc/H3BO3 acaba de asegurar la presgncia de 3°',
4'—(OH)2 libres, por el AA batocromo de su banda I respecto a la
misma en metanol.

Un resumen de estos datos se recoge en la tabla E-1.

De todo ello se concluye que estos espectros parécen correspon-—
der a la luteolina aglicén, sus méximos coinciden con los dados
por Harborne, Kabry (1975).

Asi pues, la sustancia A resulta ser la lutecolina aglicén, se-
gun se demuestra cromatogrdafica y espectralmente.

o
oH

HO ®

Luteolina

CH v



Tabla E-I: Datos espectroscédpicos de la sustancia A.

Medio

MeOH

NaQlie

NaClie

AlCl3

: AlClB/HCl

NalQAc

NaOAc/d3303

Mdx.espectralas

241 1i,253,265,2911,
348

266,332 1,401

idem

272,300 i,328,423
266 1,275,294 1,355,
386

298,388

294,380,415 i

Efectos espectrales

A M\BI=53nm resp.MeCH

AMBI=38nm resp.MeCH
AABI hipsoc.=37nm
resp.lieOH.
AABI=38nm resp.MeCH
cuatré bandas.
A\BII=45nm res.MeOH
(valor demasiado al
t0).

AABI resp. NeCH.
AABI=32nm resp.MeCH

Diasnéstico

Lspectro de
luteolina o

derivado.

4'--0H libre
3'-H/-CR y
posibiemente

sin 30H libre

- 5=0H libre

3'y4'-0H 1i
bresjno 3-CH
libre.
5-hidroxi-
flavona.

T7=0H libre.

- 31,4 '-0H 11

bres.
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1.4.AHALISIS CUANTITATIVC

Los flavonoides al reaccionar cor una solucién al 6% de AlClB,
absorben dando una coloracidr medible,

Se hacen varias dilucioness de la solucidén obtenida, d2 modo que
den una absorﬂancia entre C'C y 0'S para tencer una mejor interpre
tacidén de los resultadog, y se lsen en el fotccolorimatro a 4%5nm.

Técnica.-

5¢ de la planta pulverizada se introducen en un erlenneyer, se
les ariade HC1l 2N hasta que los cubra y se coloca ea un bario maria
durante 45 minutos para efectuar la hidrdélisis, manteniendo una e
bullicidn lenta.

Finalizado el tiempo se deja enfriar.

oe pasa todo el contenido dél erlenmeysr a un embudo de decanta
cibén y se extrae coan éter etilico tres vec2s utilizando unos 1CC
mililitros cada vesz.

21 material vegetal gueda en la interfase agua-etsr. 3¢ decanta
el eter y se recoge.

Una vez reunidos los extractos =téreos sc evapora hasta residuo

m

seco por coancentracidén al vacio. Se arade, al residuo seco, eta -
s %

nol puro para aspectroscopiz, se filtra en un matraz aforado y se

conpleta hasta el enrasec.

Hidrélisis
52 polvo > extracecidn con éter etilico (3 x 100ml)
con HCl 2N

N

solucidn etérea

N
Residuo s=co
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La solucidn etandlica s2 diluys convaniantemsntz, por un lado
con etanol absoluto (blarco), ¥ vor otro con una solucidbn alcohd-
lica al 6% de 4131y (problama).

Se agita y s= deja en contacto 15 mirutos pera qus se desarrclle
la coloraciédn.

Al cabo de ssts tiempo ze efzctua la lecturs fotocolorimetrica
a 4%5 nm (flavonoles) o a 3¢C nm (flavonas). Para ello se coloca
la dilucién (blance) en el tubo de lectura del fotocolorimetro y
se enrasa ol aparato a c2ro de absorbancia y a 1C0 dz transmitan--
cias.

Despues se lava =1 tubo y se pone el contenido problemsz, corres
pondiente al blanco, en 21 mismo tubo de lectura. Se les directa-
mente.

Se har heocho las diluciones siguiantes:

Blanco 0'1l ml solucidn fluv. 4'9 ml =tClil

1¢ '
Froblema 0'l ol solucidn flav. 4'9 ml ;11013 G%o
Blanco 0'2 ml solucidn flav. 4'8 ml utCL

2¢
Problema 0'2 ml solucidbn flav. 4'8 nl Al{}l.5 5Y%o
3lanco 0'3 ml solucidn flav. 4'7 ml EtCh

30
Problema C'3 ml solucidbdn flav. 47 ml Alf;:l3 6%

La riqueza en flavonoid:»ae, que euprasamos en quercetina, viene
dad por la férmula que sigue, propuesta por lLebreton, Jay y Voirin
(Sur 1'analyse qualitative et quartitative des flavenoIdes. Chimie

Analytique,1967):

* D
mg flavonoides/g planta= >'q
E
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D = Densidad éptica
£ = {oeficisnte d2 extincidn moleculur de la Quercﬁtina a 435 nm
(23c00)
M = Peso molzcular de la quercetira (=302)
V = Voluman al'ﬁue gse lleva la solucidn
P = Peso de la plenta de la gquc se parte
d = Dilucién cfesctuada
Hemos partido de 15g de polvo, que llavamos a 5C ml.
Aplicando la férmula anterior tenemos:

18 dilucidn D0=O'125

Qr125 302 x 50 x 50 -

mg flavonoides/g planta= X = Q'2735
23000 15
22 dilucidn DO=O'22
022 302 %X 50 % 25 _
mg flavonoides/g planta= ¥ = 042407
23000 15
32 dilucidn Do=0'21
0'21 302 x 50 x 16'6
mg flavonoides/g planta= X = 0'1525

23C00 15

Con estos valores se hace la Media Aritmética: 0'222

Riqueza en flavonoides = 0'22% en planta himeda.

Una 28 cuantitativa ha dado una rigueza de 0'31% en planta hu-
meda.

La media de ambas da como resultado final un 0'267% en planta

humeda.
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1.5.DISCUSICH

Se bha identificado luteolina azlicdn en la planta.

Confirmamos la presencia de rhamnacina en forma libre, ya ci-
tada en la bibliografia; también la existencia de luteolina en
forma de heterésidé, sabiendo que en la bibliografia se mencio-
na la luteolina 7-glucésido.

Por lo que se advierte en las cromatografias y el resultado
del andlisis cuantitativo la planta posee escasa cantidad y va-
riedad de¢ flavonoides, constituysndo la rhamnacina el compuesto
mayoritario, y en segundo lugar la luteolina.

Se ha demostrado cromatograficamente la ausencia de.xantomicrol.

Es interesante sefialar que, tratdndose de una Labiada, exista
predominio de los flavonoles sobre las flavonas (compuestos que
dan, generalmente, valores inversos). |

El estudio comparativo entre plantas cultivadas en dos regio-
nes distintas, muestra una diferencia solo cuantitativa referen-

te a los compuestos flavénicos.
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2.ACIDCS FENOLLES

2,1.INTRCDUCCICHN

Son derivados de los 4cidcs benzoico (?6'01) y cindmico (06-03),
biosinteticamente relacionados a través de la "via del 4cido shiki
mico" junto a un nimero y variedad muy grande de compuestos.

Los 4cidos cindmicos son los mds conocidos, por su estructura fe
nilpropanoide el &cido cindmico constituye un eslabdén importante
en la biosintesis de muchos polifenoles notables como flavonoides,
cumarinas, ligninas, etc.

Sin embargo cabe destacar la presencia muy frecuente en los teji
dos de muchos &dcidos derivados del benzoico.

Ambos tipos de compuestos poseen funcidn acido encontrandose en
los tejidos vegetales bajo fofma de ester y pudiendose identificar
conjuntamente sobre los mismos cromatogramas.

Los écidos benzoicos estédn representados entre otros por: Ac.p-hi
droxi benzoico, protocatéquico, vainillico, gdlico, siringico, sali
cilico, gentisico.

2 OH

HO COOH (6101

. g R

P y e o 1 . . . .
R=R'=H p-OH benzoico. R=H salicilico (o—hldroxlbeg

R=0H,R'=H protocatéquico. zoioe)

R=OCH3,R'=H vainillico.
R=R'=0CH

R=0H gentisico.
3 siringico.

- R=R'=0H gédlico.

Los dcidos p-hidroxibenzoico, vainillico y siringico, que corres
ponden a los &cidos hidroxicindmicos, tienen una distribucidn taxo
némica similar.

El édcido gélico no es muy frecuente y se halla sobre todo en for



ma dez dimero; junto con el dcido eldgico son fundamentales en la w-
estructura de ciertos taninos (taninos hidrolizables) pues se 1li -

beran por hidrolisis #cida. En algunos (elagitaninos), el dcido gd
lico combinado sufre un acoplamiento oxidativo y transformaciones
posteriores, sie¢ndo estos derivados dzl dcido eldgice caracteristi
cos de dicotiledéneas lefiosas principalmentz.

Ctros écidos de estructurs similsr a la de los antsriores, se en
cuentran solo de forma ocasicnal. Algunos son completamente metoxi
lados, por tanto no son compuestos con funcidén fenol, como el ani-
sico (p-metoxibenzoico), veratrico (dimetoxi-3,4 benzoico) y eusde
mico o trimetilgdlico (trimetoxi-3,4,5 benzoico).

Entre los dcidos cindmicos, el p-cumérico, cafeico, ferdlico y-
sindpico destacan por ser muy conocidos y estar extendidos amplia-
mente entre los vegetales. Estidn en los tejidos formando distintas

combinaciones de las que se liberan por hidrolisis alcalina. Hay o

tros 4cidos bhidroxicindmicos menos repartidos

R=R'=H p-cumdrico.
CH=CH-CCOH
R=0H,R'=H cafeico.
R=OCH3,R'=H ferdlico.
R=R‘=OCH3 sindpico. R R

OH

Se ha sefialado la existancia del dcido cindmico como tal, perc
es dificil de identificar porgue ro ¢s fluorescantz al U.V. y no
regacciona con los re%eladores cldsicos de lcgs dcidos fenoles.

El dcido o~-cumdrico da lugar por ciclizacién a la cumarina y se
considera poco distribuido en la naturaleza.

Como poseen un doble enlace, pueden existir bajo dos formas i-
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séweras, cis y trans. Solo las formas cis pueden ciclarse para dar
las cumarinas. Los isémeros trans son los mds estables y constitu-
yen los Acidos cindmicos naturales. No obstante y bajo influencia
de la luz se obtiene el equilibrio sntre ambos isdmeros.

Parece ser gue los &cidos fenoles dan, al menos en muchos casos,
el color amarillo del agua en la que se colocan rames y hojas. Se
cree que los 4cidos fenolss y a vecss las cumarinas, se encuentran,
cuando existen, en los 6rganos vasculares o en los laticiferos y ca
nalzs secretores. Asi, al seccionar el tallo de una planta que los
contiene y ponerlo en el agua se observa el desplazamiento dez unas
sustancias fluorescentes, son pues moléculas muy difusibles presen--
tes en las células y en ls savia. Avnque su papel no es del todo co
nocido, es probable gue aparezcan como metabolitos precozmente bio-
sintetizados siendo ellos quizés precursores muy mévilses de molécu-

las més grandes.

2.2.BICSINTLSIS

Los 4cidos p-hidroxibenzoico, vainillico y siringico son forma-
dos probablemente a partir de lz serie C -C . Otros como el sali-
cilico, protocatequico y gdlico proceden de las primeras etapas de
la via shikimica, éstos existen libres y formando parte de varias
combinaciones.

En cuanto a los 4cidos cinédmicos,que se¢ forman a partir de amino
acidos aromidticos tambien por la via del shikimico, es importante
sefialar, si bien se ha mencionado ya en la introduccibn, qus son u
tilizados en la biosintesis como unidades iniciadoras para la adi-
cién de cadenas cortas de policétidos que formaran entre otros com

puestos los flavonoides.
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~Conversiones de los 4cidos cindmicos, probablemente reaccionando co

mo glucdsidos. la figura anterior muestra la viu del "dcido shikimico"

¥y su relacidn con los

dcidos benzoicos (5).
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2.3 ANALISIS CUALITATIVC
a.BExtraceidn

Se hace un infuso a partir de 10srs. de polvo dz la planta de la

3

giguiente manera: Los 1C0grs. del polvo ¢

L

e humedecon con agua dzsti-

lada fria, dejando reposar durante 15 minutos. Al cabo deo este tiem
’ d Y s

po se vierte una cantidad apropiada de azua destilada hirviente y

se mantiene la ebullicidén 5 minutos, transcurridos los cuales se

ko]

ra la calefaccién y s= deja en muceracidén unos 30 minutos, agitando
devez en cuando. Se filtra y se procede a la investigacidén de los &
cidos fenoles libres.

Las caracteristicas organolépticas del infuso son: Color marrdén —
rojizo y olor aromédtico.

Acidos fenoles libres:

El infuso se extrae por tres veces con eter etilico en embudo de
dzcantacibén. La fraccidn etérea obtenida se concentra a sequedad en
el rotavapor y se guarda para el estudio cromatogrifico.

Acidos fenoless combinados:

La fase acuosa que resulta de la extraccidn etérea se divids en
dos partes.

En una se realiza una hidrdélisis 4cida con ClH 2N, 45 minutos al
b.m., para romper las uniones (-C-C que forman los heterésidos. Se
deja enfriar a temperatura ambisnte y se extrae con eter;los &Acidos
fenoles, libres de sus uniones heterosidicas, pasan a la fase ete-
rea., Para separarlos de los demds compuestos fenblicos se purifica
el extracto etereo con una solucién al 10% P/V dz carbonato sédico,
que transforma los Acidos en sales solubles en agua, los otros fe-
noles quedan en la fase etérea. La solucidén acuosa alcalina se aci
difica con ClH conc..regenerandose de nuevo los dcidos fenoles 1li-
bres que pueden volver a extraerse con eter; el extracto se concen
tra a sequedad y se guarda.

La otra parte se somete a una hidrdélisis alcalina, ésta tiene co
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mo finalidad romper los enlaces tipo estzr de los dcidos benzoico
y cindmico. Es una saponificacién efectuada a temﬁeratura ambiente,
dejando actuar sobre el resto del infuso el tripls de volumen de hi
dréxido sbdico 2N, durante cuatro horas. Finalizado este tiempo se
acidifica con ClH conc. psra tener los Acidos fonoles libres y se
extrae con eter etilico. Luego seo operﬁ como antes pero agui puri-
ficando el extracto etereo con bicarbonato sédico al 15%. Se puede
tambien desecar sobre sulfato sédico arhidro antes de llevar al ro
tavapor, para evitar que quade alguna gota de agua.
b.Separacién
Se ha hecho la separacidén mediante técnicas cromatograficas en
papel y en capa fina. .
En papel: Cromatografia analitica descendznte en papel Whatman no
1 utilizando los eluyentes que se citan a continuacién
S, Acido Acético al 2%
Sy, B.AW. (Butanol-Acético~Agua:4-1-5)
S, PForestal (Acético—Agua—Clorhidrico:BOflo—B)
En capa fina: De Silice en
8, Cloroformo-icetato de etilo-Ac. Férmico (5-4-1)
S, Tolueno-Acético-igua (4-1-5)
De celulosa en Ac. Acético al 6% (SB)'
c.Identificacidn
La identificacidén de los &cidos fenoles sobre los cromatogramas
no ofréce dificultad utilizando la comparacidn de los Rfs y de las
reaccionas coloreadas con sustancias de referencia.
Seguimos dos procedimientos:
—Cbservacion direcfa de la fluorescencia a la luz U.V. (254nm)
~Revelado: I.con pAhitroénilina diazotada, preparada extempori-
neanents a base de 2ml de soluciébén de p-nitroanilina al 0'5% PB/V
en ClH 2N, 4 gotas de solucidén de nitrito sédico al 5%, 8ml de so

lucidn de acetato sédico al 20% P/V.
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II.con solucién de carbonato sédico al 15% P/V, inme
diatamente despues de la anterior.

Las tablas A-1 a A-6 recogen las cacteristicas de las sustancias
patrdn.

Se ha hecho tambien una CCF de silice con indicador de fluores-
cencia, éste permite observar a 254nn compsrandolo con 366nm, y se
ven variaciones importantes aue ayvudan en la identificacién. Estos
datos se encuentran en la tabla A-6.

El aspecto de las manchas problema en U.V., las reaccionss de co
loracién y el comportamiento cromatogréfico de ellas se recogen en
las tablas B-1 a B-3.

Por comparacidn con susténcias testigo, se aprecian semejanzas
en los Rfs y las coloraciones, lo que conduce a las identificacio-
nes siguientes:

Acidos libres: Rosmarinico, Isoclorogénico, Cafeico.

Acidos combinados: Rosmarinico, Cafeico, Frotocaté-
quico, Isoclorogénico, p-cumdrico entre los liberados por hidréli -
sis 4cidaj; Cafeico, Rosmarinico, Clorogénico, Frotocatéguico en la

hidrdélisis alcalina.

2.4 .DISCUSION

Se cita en la bibliografia (23) la presencia de 4cido rosmarini-
co, cafeico, clorogénico y protocatéquico en esta planta. Hemos com
probado y especificado en que fracciones se hallan dichos &acidos.
Ademés se ha obssrvado qus en la fraccidn dcida aparece el dcido
rosmarinico muy intenso y en escasa proporcidn el cafeico, al con
trario que en la fracecidén bdsica en la gue el dcido dominente es
el cafeico y con menos relieve el rosmarinico.

La existencia mayoritaria de dcido cafeico en la fraccidén alca-
lina es 1légica al pensar que esta hidrdlisis es mds fuerte y rom-

pe enlaces tipo ester; sin embargo el Acido rosmarinico es un es-—
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ter del cafeico y por tanto no deberia mostrarse como tal dzaspues
de esta hidrdélisis. ¥l que aparezca en los cromatogramas puede in
dicar una hidrdlisis no total del dcido o bien gue esta hidrdlisis
se ha efectusdo por otros puntos de la estructura considerando a
ésta unida por‘enlaces ester a otros compuestos.

En los libres no se distinzuen bien en varios sistemas el cafei-
co del rosmarinico, dando lugar a confusibn en el diagndstico, es-
to ha sido solventado con la CCF de silice en la que se obtiene u-
na buena separacién de los dos dcidos, y que ayudada por la compa-
racién al U.V. entre 254 y 366nm en CCF de silice con indicador de
fluorescencia ha permitido confirmar una mayor cantidad de adcido
rosmarinico y solo trazas de cafeico,

Tambien se ha encontrado 4cido isoclorogénico y p-cumdrico en al
guna fraccidén y apuntamos la posible apariencia de 4cido sindpico
aunque cromatograficamente no se ha podido demostrar porgue solo
ha aparecido en un sistena.

Es necesario sefialar la existencia de otros dcidos fenoles no i-

dentificables.



Rfs de las suvatancias patrdén en los distintos sistemas.-

i

Compuestos

vainillico
ferdlico
p-hidroxibenzoico
cafeico
clorogénico
isoclorogénico
rosmarinico
p-cumdrico
protocatéguico
siringico
sindpico
o-cumérico
salicilico
eldgico

galico

Whatman 1 cer
0'52  0'88 0'€5 0'89 0'746 0'64
g:gg c'85 0'83 . omd G0
0'57 0'91 0'85 0'7T3 0'68
0160 o'83 0'77 0175 0164 iy
8:;3 C'60 0'E5 C'06 0'07  ©'66
0'20 0©'76 0'84 Gfoe o1y DYee
0'35 0'83 0'79 0148 0142 044
0'33  0'85 0'65 0'75 8:12
0'47 G'76 0'74 0'72 0'65 0'6l
0'46 0'83 0'86 C'76  0'60
ot22  o'8l __0'T4  0'35
0'43  0'87 0'80 01766 g:zé
0'64 0'90  __ _

. 060  __ .
0'38 0'64 0'63 G152

Tabla A-1l.
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Compuestos

vainillico
ferdlico
pfhidroxibenzoico
cafeico
clorogénico
isoclorogénico
rosmarinico
p-cumdrico
protocatequico
o-cumérico
siringico
sindpico

géllico

Thatman 1

Morestal

U.V. 366nm

p-nitroanilina

Carvonato sddico

Azul amarillento

Azul claro

Azul

Azul lils

Azul 1lilsg claro

Violeta (inten-
so a 254nm)

Blanco

Violeta (inten-
80 a 254nm

Amarillo

Gris lila

Gris claro

kiarrdén lila

Anaranjado

Marrén gris

Amarillo naran-—
ja

Calabaza

liarrén calabaza

Amarillo

Gris amarillo

karrén morado

lMarrén gris

Amarillo

Calabaza

Marrdén verde

Tabla A-2.
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Compuestos

vainillico
ferulico
p-hidroxibenzoico
cafeico
clorogénico
isoclorogénico
rosmarinico
p—éumér?co
protocatequico
siringico
sindpico
o-cumérico
salicilico
eldgico

galico

Whatman 1 BJAJW.

U.V. 3&6nm

p-nitroanilina

Carbonato sdédico

Azul claro

Gris claro

Gris

Gris azul

Morado

izul blanco

Azul pastel

Blanco

Azul vicleta

———

Amarillo

Naranja rosa

Marrén

Marrén claro

Marrén claro

Marrén naranja

Amarillo naran-

ja

Naranja lila

Naranja

Rosa

Amarillo

Naranja claro

iorado

Teja claro

Amarillo

Amarillo

Amarillo

Marrén morado

Amarillo beige

Liorado violeta

Azul

Amarillo palido

korado

Anaranjado ama-
rillo

Amarillo

Amarillo intenso

Tabla A-3,
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Compuestos

vainillico
ferdlico
p-hidroxibenzoico
cafeico
clorogénico
isoclorogénico
rosmarinico
p-cumédrico
protecateguico
siringico
sindpico
o-cumirico
salicilico
eldgico

galico

Wnatman 1

Acético 2%

U.V. %66nm

p-nitroanilina

Carbonato sdbédico

Violeta
Azul pastel

Iila
Azul claro

Lila
Lila claro

Violeta

Iila eclaro

lMorado intenso

Azul celeste

Blanco

Azul verdoso

Amarillo

Teja claro
Rojo granate

Amarillo .

Marrdén teja
Marrén granate

Teja claro
Teja claro

Beige

Llarrén naranja

Marrdén naranja
larrén narsnja

Harrén

Calabaza

Rosado
Amarillo naran-
ja

smarillento

lMarrén naranja

Morado

Verdoso
Verde

Teja

Amarillento
Amarillo beige

Amarillo
Amarillo

Beige

Marrdén oscuro

Verdoso
Verde

Vioiaceo rose
Azul
Amarillento
forado

Teja

amarillo

Amarillo

Tabla A-4.
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Compuestos

vainillico
ferdlico
p-hidroxibenzoico
cafzsico
clorogénico
igsoclorogénico
rosmarinico
p-cunérico
ﬁrotocatéquico
siringico
g8indpico

o-cumarico

1ulos

Acético 6%

U.V. %66nm

Azul ce
Azul ce

=
D
[

Azul lila
Azul coleoste

Azul blanco
Azul claro

Azul

Lila claro

Morado

Morado

Morado

Azul celeste

Rosa

p-nitroanilina

Carbonsto sddico

Calabaza

Karrén claro
Marrén claro

Amzrillo

Naranja claro
Marrdén oscuro

Amerillo
lMarrén amarillo

Amurillo

Amarillo

Naranja claro

Gris

Naranja claro

Amarillo

Rosa

liarrdén lila

Marrén granate
Marrén amarillo

Rosa

Karrén beige

Marrén amerillo

Gris heige

arrén

Morado

Teja

Lila beige

llorado

Tabla A-5,
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Tabla B-1

FPraccidén de los dcidos fenoles libres:

f Conipuestos U.V. 366nm p-nitroanilina

Carbonato sddico

(Whatman 1l: Forestal)

Azul 1ila Gris l1lila

0'78 A

(Whatman 1: B.A.W.)

0'84 A Lila elaro Marrdn

(Whatman 1: Acético 2%)
025 A ILila Marrén claro

0'20 B . Vicleta Beige

(Celulosa: hcético 6%)

043 A Lila claro Amarillo
0'38 B Lila elaro Marrén
0'26 C lila Marrén amarillo

(Silicagel: Tolueno-Acético-igua 4-1-5) .
Lila claro

0'43 B Teja claro

Gris

Amarillo

Amarillo beige
Amarillo

Beige
Beige

Gris beige

llarrén rojizo

Marrén

(Silicagel: Cloroformo-Acetato de etilo-Férmico 5-4-1)

U.V. 254nnm

U.V. 366nm
0'76 A verdoso pardo
0748 B oscuro marrdn gris

Posibles: 1l-Cafeico
2-Isoclorogénico
3-Rosmarinico

4-Cafeico o FProtocatéguico



Tabla EBE-2

Fraccidén de la hidrdlisis 4dcidsa:

Rf Compucstos

U.V. 366nm

p-nitreanilina

84

Carbonato sbédico

(Whatman l: Forestal)
c*79 A Azul

0'63 B Azul lila

(Whatman 1: B.A.W.)

0'82 A Azul

(Whatman 1: Acético 2%)

0'59 A Lila

0'47 B Violeta
0'35 C Lila claro
0'32 D

0'26 E Azul claro

(Celulosa: Acético 6%)

0'65 A Azul claro
0'60 B Llorado
0'44 C Lila claro

Marrdn

larrén calabaza

Naranja

Teja claro
Marrén teja
Marrdn naranja
Marrdn naranja

Larrén granate

Anaranjado
Gris

Amarillo

(Silicagel: Tolueno-Acético-Agua 4-1-5)

0'75 A Lila
o'74 B Azul
0'64 C Karrdn
0'43 D Verdoso

Amarillo
Anaranjado
Beige oscuro

Teja

larrbén morado

Marrdn claro

Marrdén morado

Beige
Violédceo
Cscuro
Verdoso

Amarillento

Teja

Marrdn

Amarillo
Beige violeta
Beige claro

Marrén

(Silicagel: Cloroformo—Acetato de etilo-Férmico 5-4-1)

U.V. 366nm U.V. 254nm
0'86 A Morado Lila
0'75 B Ve£doso Fardo
0'48 c Amarillo verde arrdén
0'09 D Cscuro Claro

N HoWwWwoWwm

H ooy @

~ H N @

Posibles: l-Rosmarinico,2-Cafeico,3~-Protocatéquico,4-Isoclorogénico,

5-Clorogénico,6-Sinépico,7-G4lico,8-p-cumdrico



Tabla B-3

Fraccidn de la hidrdlisis alcalina:

Rf Compuestos + U.V. 366nm p-nitroanilina

85

Carbonato sbdico

(Whatman 1: I'orestal)

Posibles: 1-Cafeico,2-Rosmarinico,3-Clorogénico,4-Protocatéquico,

S5-p-cumarico.

0'84 A Azul Gris marrédn Gris beige 3
0'77 B Azul claro Gris lila Gris 1
0'74 C Azul claro Gris Marrén gris 4
(Whatman 1: B.A.W.)
0'83 A Azul claro Marrén Amarillo 1
(Whatman 1: Acético 2%)
0'73 A Lila Teja claro Amarillo 3
0'46 B Morado Marrén Violéceo rosa. 4
0'35 C Lila claro Marrdén naranja larrbén oscuro 2
0'27 D Azul claro Marrdén granate Amarillo beige 1
(Celulosa: Acético 6%)
0'6l A Morado Gris Teja 4
0'44 B Lila claro Amarillo liarrén 2
0'40 - C Azul celeste Marrbén oscuro Marrén beige h |
(Silicagel: Tolueno-Acético-igua 4-1-5)
0'66 A Morado Lila Teja claro 4
0'64 B Marrdén Beige oscuro Beige claro 1
0'42 c Verdoso Teja Marroén 2
(Silicagel: Cloroformo-iAcetato de etilo-Férmico 5-4-1)
U.V. 366nm U.V. 254nm
0'85 A Morado Tila 5
0'75 B Verdoso Pardo 1
0'48 ¢ Amarillo verde Marrén 2
0'06 D Amarillo Fardo 5
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IV. CONCLUSIONIS

l. Se ha identificado luteolina aglicén en la planta.

2. Se confirma la presencia de rhammacina en forma libre y la de

luteolina como-heterdsido.

3. Se demuestra que la plonta posee escasa cantidad y variedad de
flavonoides, predominando los flavonoles sobre las flavonas (pag

ticularidad interesante al tratarse de una labiada).

4. S50lo existe diferencia cuantitativa, referente a los compuestos
flavébénicos, al comparar plantas cultivadas en dos regiones distin

tas.

5. Se han hallado los 4cidos rosmarinico, cafeico, clorogénico y

protocatéquico.

6. E1 4cido rosmarinico persiste como tal (aungus con menor inten-

sidad) después de la hidrélisis alcalina,

7. Se revela la existencia de los &cidos isoclorogénico y p-cuméri

co en algunas fracciones.
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