—— !

imssimeisil  UNIVERSITAT DE BARCELONA

(B

Contribucion al estudio de polifenoles y aceites
esenciales en el genero Thymus L.

Roser Vila Casanovas

ADVERTIMENT. La consulta d'aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacio de les seglients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tesisenxarxa.net) ha estat autoritzada pels titulars dels drets de propietat
intel-lectual Gnicament per a usos privats emmarcats en activitats d'investigacié i docéncia. No s’autoritza la seva
reproduccio amb finalitats de lucre ni la seva difusio i posada a disposicidé des d’'un lloc alie al servei TDX. No s’autoritza la
presentaci6 del seu contingut en una finestra o marc ali€ a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum
de presentacio de la tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la
persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tesisenred.net) ha sido autorizada por los titulares de los derechos
de propiedad intelectual inicamente para usos privados enmarcados en actividades de investigacién y docencia. No se
autoriza su reproduccion con finalidades de lucro ni su difusion y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio
TDR. No se autoriza la presentacion de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de
derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de partes de
la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tesisenxarxa.net) service has been authorized by the titular of the intellectual property rights only for private
uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not authorized neither its spreading
and availability from a site foreign to the TDX service. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX
service is not authorized (framing). This rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In
the using or citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




Universidad de Barcelona Facultad de Farmacia

Laboratorio de Farmacognosia v Farmacodinamia

CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE POLIFENOLES Y ACEITES

ESENCIALES EN EL GENERO THYMUS L.

Memoria presentada por Dia.
ROSER VILA CASANOVAS, dini-
gida porn Los Dres. Tomas
Adzet Pornredin y Francesc
Martinez Vengés, para optan
al Grado de Doctor en Farma-
cda.

Banrcelona, Abril de 1987.



ALS MEUS PARES
A EN SALVADOR



FACULTAD DE FARMACIA

CAtedra de Farmacognosia y Farmacodinamla

NoUcleo Universitario de Psdraibes

08028 BARCELONA

TOMAS ADZET PORREDON, Doctor en Farmacia, Catedritico Nume-
rario de Farmacologia de la Facultad de Farmacia de la Uni-
versidad de Barcelona, y FRANCESC MARTINEZ VERGES, Doctor
en Farmacia y Profesor Titular del Area de Farmacologia en
la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona,

CERTIFICAN QUE:

Dofia ROSER VILA CASANOVAS ha realiza-
do bajo nuestra tutela y direccidn el
trabajo titulado: "CONTRIBUCION AL ES-
TUDIO DE POLIFENOLES Y ACEITES ESENCIA-
LES EN EL GENERO THYMUS L.", gue consi-
deramos satisfactorio para ser presen-
tado como Tesis Doctoral en la Facul-
tad de Farmacia de la Universidad de

Barcelona.

‘Para que asi conste donde convenga, fir-

mamos el presente certificado en

Barcelona, 3 de Abril de 1987.

lasice ;ZTE;:Z§;§>

Fdo. Dr. T. Adzet Porredbn Fdo. Dr. Francesc Martinez Verges



AGRADECIMIENTOS



Al Prof. Tomas Adzet, Catedratico de Farmacologia de la Facul-
tad de Farmacia de Barcelona, por aceptar la direccion de la pre-
sente Tesis, sus inestimables consejos y la confianza que nos ha

dispensado a lo largo de todos estos afos.

Al Prof. José Iglesias, Catedratico de Farmacologia de la Facul-
tad de Farmacia de la Universidad de Barcelona, al que debemos
nuestra iniciacién en la investigacion farmacognostica, por

su continuo apoyo.

Al Dr. Francesc Martinez, Profesor Titular de Farmacologia de
la Facultad de Farmacia de Barcelona, por aceptar la codireccion de

esta Tesis y brindarnos su valiosa experiencia.

A Salvador ' Cafiigueral por su entusiasmo y dedicacion en

la realizacion del presente trabajo.

Al Dr. Albert Virgili, del Servicio de Espectroscopia de la
Universidad Autonoma de Barcelona, que nos ha proporcicnado la
mayoria de los espectros de masas y de resonancia magnética
nuclear de los flavonoides identificados, por sus orientaciones,.
interés y buena disposicion. También, al resto de personal del

Servicio, por su amabilidad.

A la empresa LUCTA S.A., por poner a nuestra disposicion su
instrumental analitico. Y especialmente a Carles Ibafez, Director
del Departamento de Investigacion Analitica, por su decidida y va-

liosisima colaboracion en el estudio de los aceites esenciales.

A los Dres. José Rivera y Albert Figueras, del Servicio de
Espectrometria de Masas del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (Barcelona), por su entusiasta colaboracion en la

obtencion de espectros de masas mediante ionizacion por FAB.

Al Dr. Reinhold Carle (Homburg, Frankfurt) y al Prof. Kurt
Hostettmann (Université de lLausanne), por el registro de diversos
espectros. A la Prof. Elisabeth Stahl (Universitdt Hamburg) que
nos ha suministrado informacién espectroscopica y muestras de

gran utilidad en el estudio experimental de los aceites esenciales.

- IX -



Al Dr. Jean Passet (Centre National de la Recherche Scientifi-
que, Montpellier) que en las reflexivas conversaciones mantenidas
con €1, nos ha dado preciosos consejos sobre la forma de orientar

la investigacion de las esencias.

A los Dres. F. Alcaraz (Murcia), C. Blanché (Barcelona), C. Ca-
sas (Barcelona), J. Molero (Barcelona), D. Rivera ({(Murcia),
C. Sergio (lLisboa), S. Silvestre (Sevilla), 0. Socorro (Granada)
y J. Vallés (Barcelona) y a A. Sala (Barcelona), por su colabora-
cion en el capitulo de provisién de material vegetal y determina-

cidén de las especies recogidas.

Al Dr. Manuel Serrano y a la Dra. M2 Teresa Pifiol, del Labora-
torio de Fisiologia Vegetal de nuestra Facultad de Farmacia,
que nos han facilitado la utilizacion del instrumental del mismo,

permitiéndonos agilizar nuestro trabajo de laboratorio.

A Xavier Batllori y Neus Gabalda, por su cooperacion en
las tareas experimentales. Y también al Dr. Josep Lluis Masso
y a las demas personas del Laboratorio de Farmacognosia y Farmaco-
dinamia de esta Facultad que han contribuidoc a la realizacion

del presente trabajo.

A Montserrat Vila, Abili Cafigueral y Anna Ribas, por su

ayuda en la confeccion de la presente memoria.

A todas aquellas personas que, de alguna manera, han contribui-
do a llevar a buen término la presente investigacion y a la

elaboracion de esta memoria.



INDICE






I INTRODUCCION. -~ oo m e e e 1

11 CONSIDERACIONES BOTANICAS. === ccmmmmmmmcmccmmmmmmcmmmmeme 7
II.1 CARACTERISTICAS DEL GENERO THYMUS L. -------ceceeconnn 9
II.2 DESCRIPCION DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS. ------c-mmmmmn 11

1.- Seccion Pseudothymbra Bentham. -------ceeeoocaanox 11

2.- Seccion Thymus (Sect. Vulgare Velen., Sect.

Zygis Willk.). —commmccommmmmcoccccmmecmommmn- 15
3.- Seccion Serpyllum (Miller) Bentham. -=-==--=----=- 20
IIT OBTENCION DE MATERIAL. === cr-mmmmmmmmmmomocmm e mmmmmmmmm 23

II1.1 RECOLECCION, IDENTIFICACION Y ACONDICIONAMIEN-
TO DEL MATERIAL. ---=--c-mmeommmmemmmme - 25

III.2 MATERIAL OBJETO DE ESTUDIO EN LA PRESENTE ME-

MORIA. —---mm o mmm e e e 25

IV INVESTIGACION DE LA COMPOSICION POLIFENOLICA. --------u--n- 29
IV.1 METODOLOGIA EXPERIMENTAL. ------meommmmmmmmmmeceeeeee 31
IV.1.1 IntroducCion. ==-—--emom oo eeee 31
IV.1.2 EXtraccion. =--=--ooommo oo m e 37
IV.1.3 Técnicas cromatograficas analiticas. --------------- 38

A) IntroducCion. =-=m= e e 38

B) Cromatografia en capa fina. e 39

C) Cromatografia liquida de alta resolucién

(HPLC)+ == mmmmmmmmmm e e mmmmm e e mmmmm e e 43

IV.1.4 Técnicas cromatograficas preparativas. ------------- 47
A) IntroducCion. ===-=mem oo 47

B) Cromatografia en papel. -==---mmecccmmmcccmaeeee 48

C) Cromatografia en columna clasica. --==-cccm=eoao- 49

IV.1.5 Espectroscopia ultravioleta-visible. ---=-cecuuocuo- 52
1IV.1.6 Espectrometria de masas. -------==-=comocmmoceemoa_ 55
A) IntroducCion. —----mmmo oo 55

- XIIT -



Iv.1.7

Iv.1.8

B) Espectrometria de masas de impacto elec-

tronico (EI-MS). =-eommommomm ool 56
C) Espectrometria de masas por bombardeo con

atomos rapidos (FAB-MS). ==-=emcmmmmmmm 58
D) Thermospray. ------=-===cc---= T L T T TR—— 60
Espectroscopia de resonancia magnética nu-
clear (NMR). ----cmmmmm e 60
A) Resonancia magnética nuclear de protén

(PHoNMR) . <o mm o e 60
B) Resonancia magnética nuclear de carbono

13 (13CoNMR) . mmmmm oo 61

Hidrolisis de los heterdsidos y analisis

de 1os azicares. -----=--ccmcmomcmmmemememeooo 63

IV.2 FLAVONOIDES DE THYMUS MORODERI PAU EX MARTI-

NEZ, ~-mmmrccr e e e e e m 66
IV.2.1 EXtraccion. =-----m e mmm oo e eee e 66
Iv.2.2 Aislamiento. --=--=-—memm e 66

A) Extracto cloroformico. ---=-=-eoemmcocmmoooooao 66
B) Extracto etéreo. ==--=--memmmmmemm e 68
C) Extracto "acetato de etilo + butanol . ---------- 71
IV.2.3 Determinacion estructural de las substan-
cias aisladas. ---------mcmm o 72
A) Comportamiento cromatografico. -—----===-=cec--aoo 72
B) Estructura de la substancia A. ----------coemon- 75
C) Estructura de la substancia B. ---------cncemeuoo 78
D) Estructura de la substancia C. --------=-couc-uuo 81
E) Estructura de la substancia D. --=---=--cccceuu-o 84
F) Estructura de la substancia E. ------ccncemuo_o 88
G) Estructura de la substancia F. ------cccmccan—- 92
H) Estructura de la substancia G. ---====-=---mceu-- 95
I) Estructura de la substancia H. ------=---cccmuou- 99
J) Estructura de la substancia I. ------=-=--cm----- 103
K) Estructura de la substancia J. ----- semmm e 106
L) Estructura de la substancia K. --=---~---cceeuo- 109

- XIV -



LL) Estructura de la substancia L. —-~commecmomae - 112

M) Estructura de la substancia M. --------ceco-co-oo- 115
N) Estructura de la substancia N. --------ecmcanno- 118
N) Estructura de la substancia N. -----=-ee---- ----- 121
0) Estructura de la substancia 0. -----------cmucuun 124
P) Estructura de la substancia P. -------ceceomu- 127
Q) Estructura de la substancia Q. --~-------cme--—- 132
R) Estructura de .la substancia R. ------~----meueu- 135
S) Estructura de la substancia S. -----------ceun--- 138
T) Estructura de la substancia T. ------=-=ac-cucuoo 141
U) Estructura de la substancia U. --~-----cccceeco- 144
V) Estructura de la substancia V. -----c=-ccmcec-o- 149
W) Estructura de la substancia W. ---=-=-~cccmcecnoon 154
X) Estructura de la substancia X. ------=-ccccco--- 159
Y) Estructura de la substancia Y. --------cccccmeoo 164
Z) Estructura de la substancia Z. --------c-ceemc-o- 167

1V.3 ESTUDIO COMPARATIVO DE LA COMPOSICION POLI-

FENOLICA DE ESPECIES DE THYMUS L.--c==cmme=memmmmnoem- 171
IV.3.1 Introduccion. ---=---cooo oo 171
IV.3.2 Obtencion y purificacion de los extractos. --------- 171
IV.3.3 Analisis de los extractos. -—------ceeocmmaaaano 174
IV.3.4 Resultados. --=-=-=---cmmmm e 177
INVESTIGACION DE LOS ACEITES ESENCIALES. ------c-eoooaacnan- 183
V.1 METODOLOGIA EXPERIMENTAL. ---=cmmcmmommccmommcmm e 185
V.1.1 Introduccion. ----- - mo oo ceaas 185
V.1.2 EXtracCion. =--=--m-mommm oo e 190
V.1.3 Determinacion del contenido en esencia. ----------- 193
V.1.4 Técnicas analfticas. --------commommoomma o 195

A) IntroducCion. ==-=-eme oo eeeeeeeaes 195

B) La cromatografia de gases y la espec-
trometria de masas aplicadas al estu-

dio de los aceites esenciales. ~-----ccmmmmmcaaa 198

- XV -



V.2 ESTUDIO CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE LOS
ACEITES ESENCIALES DE DIVERSAS ESPECIES DE

THYMUS L. —--ccommmmom e 212
V.2.1 IntroducCion. ~---==-mmom oo a 212
V.2.2 Resultados. --~-~--ccmmcmmmmc e 213

A) Aceite esencial de Thymus moroderi. -----w-wcacmua- 213

B) Aceite esencial de Thymus membrana-

C) Aceite esencial de T. membranaceus
x T. moroderi. ~--=c--vcmommo o 230
D) Aceite esencial de Thymus funkii. ---=-c-cocmcmooo 236

E) Aceite esencial de Thymus camphora-

F) Aceite esencial de Thymus aestivus. -------eec--uo 242

G) Aceite esencial de Thymus glandulo-

SUS. — = m oo e e e e 245
H) Aceite esencial de Thymus baeticus. -------------- 248
I) Aceite esencial de Thymus willkomii. ------cce--uno 259
V.2.3 Espectros de masas y formulas de los
compuestos identificados. -----~----ccecmmmoncnao 254
A) Hidrocarburos monoterpénicos. ==-=---e-e-ecmeeaaoan 254
B) Monoterpenos oxigenados. ------=---ceccmamaooo 257
C) Hidrocarburos sesquiterpénicos. -=---=-emomceacoo- 267
D) Sesquiterpenos oxigenados. ------=----ccecemcnnano 270
E) Otros. -----emommcomm e 273
VI DISCUSION DE LOS RESUTADOS. -----==c=meocmmmomm e 277
VI.1 POLIFENOLES. =-mmmmmmm oo 279
VI.1.1 IntroducCion. ====- e ool 279
VI.1.2 Investigacion de Thymus moroderi. ---------c=c-cc-o- 297
A) Flavonas. ==---emomem ol 297
B) Flavonoles y dihidroflavonoles. --=-==-=-ecncu-uv 298
C) Flavanonas. ====m=meme o e e 299
D) Heterdsidos. ------=c-mcecemocno- mmmma o mecmceaos 299

- XVI -



VI.1.3 Analisis comparativo. -----c--cccmmcoocmmm 300

VI.1.4 Caracteristicas flavonicas del género. ---------—---- 303
VI.2 ACEITES ESENCIALES. ------cmmmcc e - 304
VI.2.1 IntroducCion. ===—m oo - 304
VI.2.2 Investigacion de Thymus moroderi. -----—--e-ocu_auo- 305
VI.2.3 Investigacion de Thymus membranaceus. -----------=-- 313

VI.2.4 Investigacion de Thymus membranaceus

x Thymus moroderi. -----------ccccmmmmm e 314
VI.2.5 Investigacion de Thymus funkii. -~-----ccoommooooo- 315
VI.2.6 Investigacion de Thymus camphoratus. --------==----= 316
VI.2.7 Investigacion de Thymus aestivus. -----c-meeooooo_- 316
VI.2.8 Investigacion de Thymus glandulosus. ----------c-oun 317
VI.2.9 Investigacion de Thymus baeticus. -----c--cecceoooo- 317
VI.2.10 Investigacion de Thymus willkomii. ----c-meaocooo-- 318
V1.2.11 Caracteristicas globales de las especies
estudiadas seqgun sus aceites esenciales. ----------- 318
VII CONCLUSIONES. =-===-= === oo oo mmmm oo 321
VIII BIBLIOGRAFTA. == oo oo e o cmmmdceccccccmmm e comemem 327

- XVII -






Capltulo I
INTRODUCCION






El género Thymus L., esta ampliamente distribuido en la
Peninsula Iberica. Constituye un grupo de plantas taxonomicamente
muy complejo. Algunas de las especies que lo integran, como T. vul-
garis, muestran una gran variabilidad morfolégica y quimica, pues
atendiendo a la composicién de sus aceites esenciales se han
reconocido hasta siete razas quimicas en una misma especie [PASSET,
1971]. Los téxones de este género también se hibridan con facilidad
entre ellos, lo que dificulta enormemente su correcta identifica-
cion.

La importancia del estudio de estos tomillos estd justificada
por ser la cuenca Oeste del Mediterrdneo la zona origen del
género, donde se localizan los representantes de las formas
mas primitivas. El numero de endemismos presentes en nuestra
area geografica es notable, prueba del grado de diversificacion

alcanzado por este género.

Farmacolégicamente, los tomillos tienen propiedades antitusi-
vas, expectorantes, antisépticas y antimicrobianas, atribuidas
en un principio exclusivamente al aceite esencial rico en fenoles.
Estudios recientes, han puesto de manifiesto que la actividad
espasmolitica de los extractos fluidos de tomillo se debe, en
particular a la presencia de flavonas metiladas y no al timol
y carvacrol que se encuentran en pequefia proporcion [VAN DEN
BROUCKE & LEMLI, 1981; VAN DEN BROUCKE et al., 19823].

Los flavonoides, por su variabilidad estructural, estabilidad
fisioldgica, amplia distribucion y su relativamente facil detec-
cion, constituyen uno de los principales marcadores quimiotaxonomi-
cos. Su importancia como tales, ha sido objeto de numerosas
publicaciones [BATE—SMITH, 1962 y 1963; HARBORNE, 1966 y l977a],
a las que deben afadirse los trabajos realizados en nuestro Depar-
tamento sobre Thymus L. [MARTINEZ, 1980], Salvia L. [CANICUERAL,
1986] y Euphorbia L. [CAMARASA, 1981], géneros con especies de

'y .’ ’ . s 'y
composicion flavonica caracteristica.



Los aceites esenciales tienen wuna indudable importancia
en el establecimiento de razas quimicas debido a su variabilidad
infraespecifica [ADZET et al., 1976a, 1977a y l977b]. La presencia
o ausencia de un determinado compuestoc en una esencia, es tan
importante como el conjunto de todos sus componentes y las concen-
traciones en que se encuentran, puesto que reflejan el resultado
de una serie de procesos metabdlicos producto de la dotaciodn

génetica del vegetal.

El objeto de esta memoria es contribuir al estudio de la
composicion polifendlica y del aceite esencial de determinadas

especies ibéricas de Thymus L.

Los taxones investigados pertenecen en su mayor parte a la
seccion Pseudothymbra Bentham, endémica de las peninsulas Ibérica
y Balcanica, y a la seccion Thymus (Sect. Vulgare Velen., sect.
Iygis Willk). También se ha estudiado T. willkomii Ronniger,
incluido en la seccidn Serpyllum (Miller) Bentham, morfolégicamenté
muy distinta y no tan diversificada como en el Norte y Centro

europeos.

A partir de T. moroderi Pau ex Martinez, se han aislado
e identificado veintiun aglicones flavonicos, que junto con
otras substancias, ya descritas con anterioridad en Thymus han
sido utilizados en el estudio . cromatografico comparativo de

diversas especies.

Al investigar la composicion cuali y cuantitativa de los
aceites esenciales de estos taxones, se ha creido interesante
analizar individuos de algunas poblaciones para estudiar su
posible wvariabilidad. Los resultados obtenidos, sugieren la
existencia de diversos grupos con distinta composicion en sesqui-
terpenos. Ello abre nuevas perspectivas hacia la posible identifi-
cacion de razas quimicas, mediante el estudio de un mayor nidmero
de poblaciones y de sus individuos, y posterior tratamiento

estadistico de los resultados.



Se describen primeramente las caracteristicas botanicas
de los taxones que se estudian, asi como la recoleccion del

material y su ulterior acondicionamiento e identificacion.

El trabajo experimental se distribuye en dos partes. Por un
lado, la investigacion de la composicion flavonica, donde después
de las técnicas extractivas, cromatograficas y espectroscdpicas
utilizadas, se explica el aislamiento y determinacidon estructural
de los flavonoides de T. moroderi, completandose con el estudio

comparativo de los polifenoles de diversas especies de Thymus.

En una segunda parte, se exponen los métodos empleados
para la obtencidn y analisis de los aceites esenciales, y a
continuacion el estudio cuali y cuantitativo de la esencia de

varios taxones.

Consecuencia de todo ello, es la cuidadosa discusion de
los resultados obtenidos, donde atendiendo también a los aportados
por otros autores, se efectuan una serie de consideraciones
acerca de la composicion de las esencias y caracteristicas flavoni-

cas del género.






Capitulo II
CONSIDERACIONES BOTANICAS

1. Canacternisticas del género Thymus L.

2. Descndpeddn de Las especies estudia-
das.






I1.1.- CARACTERISTICAS DEL GENERO THYMUS L.

El género Thymus comprende mas de 60 especies europeas [JA-
LAS, l972] algunas de las cuales se incluyen en diversas farmaco-
peas por sus propiedades antisépticas y antiespasmodicas (Farmaco-
pea Espafiola, Farmacopea Francesa, Farmacopea Alemana, entre otras)
El extracto fluido de tomillo (Thymi extr. fluid.) se utiliza
en medicina por su actividad antitusiva y es, en muchos paises, el
constituyente basico de muchos preparados galénicos. Es bien cono-

cido, también, el empleo del tomillo como condimento.

Pertenece, junto con otros géneros de interés medicinal (lLa-
vandula L., Mentha L., Salvia L., Melissa L., ...}, a la familia
Lamiaceae Lindley o Labiatae Juss. (Lamidceas o Labiadas) que for-
ma parte del orden Lamiales. Briquet divide a las Labiadas en sub-
familias, tribus y subtribus, incluyendo al género Thymus en la
subfamilia Stachioideae, tribu Thymineae [WETTSTEIN, 1944].

El género Thymus [CADEVALL & FONT QUER, 1932; JALAS, 1972]
esta constituido por pequefios arbustos o plantas herbaceas perennes,
leflosas por lo menos en la base, muy ramificadas y, generalmente,
aromaticas. Los tallos, de secciodn cuadrangular o redondeada, sue-
len ser pilosos (gonidtricos, aleldtricos u holotricos). Las hojas
son enteras, pequefias, de forma y nerviacion variable, planas
o de margen revoluto; pueden ser o no ciliadas y suelen presentar

gldndulas de esencia en su superficie.

Las flores, purpireas, rosadas o blancas, se encuentran dis-
puestas en numero variable en verticilastros, mas o menos densos,
a menudo apretados en una inflorescencia terminal capitada. El ca-
liz, de cilindrico a campanulado, es generalmente bilabiado con
los tres dientes superiores distintos de los inferiores; el tubo
es recto, no giboso. La corola, también de tubo recto y bilabiada,
presenta el labio superior plano y emarginado y el inferior trilo-
bado, con el 1ldbulo medio un poco mayor que los laterales. Los
estambres suelen ser exértiles, rectos, divergentes, subiguales o
didinamos. Las anteras son biloculares, con tecas paralelas y elip-

soideas. El gineceo, inserto en un simple disco sin ginoforo, pre-
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senta un estilo bifido exerto. Las niculas, ovoides o elipsoidales,
suelen ser de superficie lisa y glabra. El polen es hexacolpado,
esferoidal, de 20 a 40 am de diametro, reticulado o suprareticula-
do.

Segin el criterio adoptado por JALAS [1972] en Flora
Europaea, el género Thymus comprende dos subgéneros: Coridothymus
(Reichenb. fil.) Borbas y Thymus, que difieren ,principalmente, en
las hojas, subtriquetras y de margen plano en el primero vy
no subtriquetras y de margen plano o revoluto en el segundo, y en
el tubo del cdliz, aplénado dorsalmente y con 20-22 nerviaciones
en Coridothymus y dorsalmente convexo con 10-13 nerviaciones en

Thymus.

Coridothymus incluye una sola especie, Thymus capitatus (L.)
Hoffmanns. & Link, que algunos autores separan del género Thymus
[ ELENA ROSELLG, 1976; MORALES, 1985]; mientras que Thymus compren-
de 8 secciones: Mastichina (Miller) Bentham, Micantes Velen.,
Piperella Willk., Teucrioides Jalas, Pseudothymbra Bentham, Thymus
(Sect. Vulgares Velen., Sect. Zygis Willk.), Hyphodromi (A. Kerner)
Halacsy y Serpyllum (Miller) Bentham. :

Muchas de las especies que lo integran son polimorfas y se
hibridan facilmente entre ellas. Este hecho dificulta la correcta
nomenclatura infragenérica de los taxones y , a menudo, es motivo
de divergencias entre distintos autores [ﬁALAS, 1972; MENITSKY,
1973a y 1973b].

Existen varias revisiones sistematicas atendiendo a caracte-
res morfoldogicos y fitogeograficos [_HEGNAUER, 1948; JALAS 1973,
1974 y 1980; JALAS & KALEVA, 1970; MORALES, 1984; PONERT, 1974;
SCHMIDT, 1973 y 1977] asi como a caracteres carioldgicos [BONNET,
1958, 196la, 196lb y 1967; ELENA ROSELLO, 1976, 1980 y 1981; FER-
NANDEZ CASAS & LEAL, 1977; JALAS & KALEVA, 1967; JALAS & POH3JO,
1965a y 1965b; JALAS & UOTILA 1966; KALEVA, 1969; MORALES, 1979 y
1986a; SIBILIO, 1961; WIDEN et al., 1977], que contribuyen

a aclarar algunas de las dudas.
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1I-2.- DESCRIPCION DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS.

A continuacion se describen los taxones estudiados en la
presente memoria agrupados en secciones [BOISSIER, 1839; HUGUET
DEL VILLAR, 1934; JALAS, 1972; MORALES, 1985 y 1986b; PEREIRA COU-
TINHO, 1939; RIGUAL, 1972; RIVAS-MARTINEZ, 1978; VICIOSO, 1974;
WILLKOMM, 1868].

1.- SECCION PSEUDOTHYMBRA BENTHAM.

Thymus longiflorus Boiss. (1838) (= T. longiflorus Boiss. subsp.

longiflorus).

Mata cano-pubescente, de 10-30 cm, con tallos erectos,
lefiosos en su parte inferior, que forma densos céspedes rojizos.
Hojas lineares-lanceoladas o lineares, las superiores muticas,sési-
les o cortamente pecioladas, de margen revoluto, algo ciliadas en
la base, punteado-glandulosas. Entrenudos superiores del tallo
iguales o mayores que las hojas. Bracteas coriaceas anchas,
aovado-acuminadas, fuertemente nerviadas, purpireas o verdes.
Flores dispuestas en grandes capitulos cortamente pediceladas (foto-
grafia 1I-1). Caliz de 5-7 mm, glabrescente al exterior, poco glandu-
loso; dientes superiores estrechamente lanceolados. Corola 3 veces
mads larga que el caliz, purpurea, con el labio superior cortamente
bifido y el inferior trilobado, siendo los ldobulos casi iguales;
tubo cilindrico y anteras rojas. Estilos bifidos, generalmente muy

salientes. Endemismo bético-oriental basifilo.

Thymus moroderi Pau ex Martinez (1934) (= T. longiflorus Boiss.

subsp. ciliatus (Sandwith ex lLacaita) Rivas—Martinez).‘

Taxon parecido a T. longiflorus Boiss. Difiere de éste, prin-’
cipalmente, por tener: hojas caulinares superiores mucronuladas
y entrenudos superiores del tallo menores que las hojas; bracteas
largamente aguzado-aristadas, ciliadas en el borde y de venacién ob-
soleta (fotografia II-2); y corola algo menor (6-9 mm). Endemismo
alicantino basifilo.

- 11 -



Thymus membranaceus Boiss. (1838).

Mata de 10-40 cm, ramosa, erecta o desparramada. Hojas corta-
mente pecioladas, lanceolado-lineares, de margen mas o menos revo-
luto y escasamente ciliado; punteado-glandulosas. Capitulos grandes,
laxos; bracteas membraniceas, blanquecinas, lampifias o algo pesta-
fiosas en el borde, de nerviacion mas o menos marcada, las exterio-
res elipticas y muy aqudas y las interiores lanceolado-lineares
apenas ocultando los calices. Corola blanca, tres veces mas
larga que el caliz, con el labio superior cortamente bifido y el
inferior con tres ldbulos redondeados (fotografia II-3). Estambres
y pistilo muy salientes. Endemismo alicantino-murciano-almeriense

basifilo y gipsicola.

Thymus membranaceus Boiss. x Thymus moroderi Pau ex Martinez.

Se caracteriza por poseer flores de color rosa palido o blan-
quecinas, y bracteas florales de moradas a verde-blanquecinas con
nerviacidén morada; bracteas internas ciliadas en el borde y las ex-

ternas lampifias. Endemismo murciano-almeriense.

Thymus funkii Coss. (1851) (= T. longiflorus Boiss. subsp.

funkii (Cosson) Rivas-Martinez.

Pequefia mata de wunos 15 cm, muy ramosa, canescente, con
los tallos desparramados. Hojas caulinares sésiles, lineares, aqu-
das, de margen mas o menos revoluto llegando en ocasiones a
ser cilindricas, cano-pubescentes, punteado-glandulosas, algo ci-
liadas en la base. Bréctgas estrechamente oblongas, planas o revo-
lutas, mas cortas que el caliz (fotograffa II-4). Verticilastros
paucifloros. Caliz cortamente pedicelado, algo hirsuto al exterior,
con los dientes del labio superior muy agudos y los del labio infe-
rior alesnados. Corola purpurea, casi tres veces mas larga que al
caliz, de tubo arqueado, convexo dorsalmente; labios pequefos, el
superior remellado y el inferior trilobado. Endemismo murciano-man-

chego basifilo.



>,

FOTOGRAFIA II-1: T. longiflorus FOTOGRAFIA II-2: T. moroderi Pau

Boiss. ex Martinez.

P

FOTOGRAFIA II-3: T. membranaceus FOTOGRAFIA II-4: T. funkii Coss.

Boiss.

R






2.- SECCION THYMUS (SECT. VULGARE VELEN., SECT. ZYGIS WILLK.).

Thymus capitellatus Hoffmanns. & Link (1829).

Plantas erguidas de 20-40 cm; ramas lefiosas con grupos de
hojas axilares. Hojas pecioladas, oval-lanceoladas y tomentosas;
margenes revolutos no ciliados (figura II-1). Flores en cimas
pedunculadas de 6-8 mm de diametro. Bracteas anchamente ovadas y
verdosas. Caliz de 3-4 mm, campanulado; dientes superiores tan lar-
gds como anchos, no ciliados. Corola blanquecina. Endemismo de las

regiones de los estuarios de los rios Tajo y Sado (Portugal).

Thymus camphoratus Hoffmanns. & Link (1809).

Especie parecida a T. capitellatus, distinguiéndose de
ésta principalmente por poseer: inflorescencia terminal de 10-18 mm
de diametro, bricteas tomentosas, a menudo purpireas, y caliz de
4-6 mm, con los dientes superiores triangular-subulados, general-
mente ciliados (fotografia II-5). Endemismo de la zona costera del

Sureste de Portugal.

Thymus vulgaris L. (1753) (T. vulgaris L. subsp. vulgaris).

Mata derecha o ascendente, de 7-30 cm, muy ramosa, con las
ramas floriferas pubescentes o tomentosas (forografia II-6). Hojas
lineares o elipticas, obtusas, subpecioladas o claramente peciola-
das y cano-tomentosas; margen revoluto no ciliado. Bracteas algo
mas anchas qgue las hojas, aovado-lanceoladas. Inflorescencias den-
sas o algo laxas, oblongas o capituliformes; pedicelos cortos.
Cdliz pubescente o lampifio, de tubo campanulado; dientes superiores
tan largos como anchos, no ciliados. Corola poco mas larga que
el caliz, rosada o blanduecina. Especie muy polimorfa. Europa medi-

terranea occidental.
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FIGURA II-1: Thymus capitellatus. A: hoja. B: bractea. C: caliz.
D: corola.
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FOTOGRAFIA II-5: T. camphoratus FOTOGRAFIA II-6: T. vulgaris L.
Hoffmanns. & Link.

FOTOGRAFIA II-7: T. aestivus Reut ex Willk.

e






Thymus aestivus Reut. ex Willk. (1868) (= T. vulgaris L. subsp.

aestivus Reut.).

Planta muy parecida a T. vulgaris, generalmente de mayor altu-
ra y de porte irregular. Hojas obtusas muy verdes por el haz y
blanco-tomentosas por el envés, donde resalta el nervio medio.
Bracteas iguales a las hojas caulinares (fotografia II-7). Verti-
cilastros paucifloros, formando racimos cortos y flojos que
pueden componer paniculas -piramidales en los extremos de los
ramos. Flores pedunculadas. Caliz algo hinchado, con los tres dien-
tes superiores agudos y, a menudo, purpurescentes. Anteras moradas.

Endemismo de la region levantina.

Thymus glandulosus Lag. ex H. del Villar (1934).

Matas lefiosas y ramosas con largos entrenudos. Hojas de 8-10
mm, espatulado-lanceoladas, con glandulas de esencia de color roji-
zo; margen revoluto y ciliadas en la base. Inflorescencias capita-
das, densas o laxas; hojas florales algo mas anchas que las
caulinares. Caliz hirsuto, muy coloreado, con los dientes inferio-
res ciliados. Corola de purpurea-violacea a blanca (fotografia II-8).
Florece en primavera, a diferencia de T. hyemalis, taxon muy pare-
cido a T. glandulosus, que florece en invierno. Sureste de Espafia y
Norte de Africa.

Thymus baeticus Boiss. ex Lacaita (1930)

Planta lefiosa con tallos arcuados a erectos (fotografia I1I-9),
con indumento largo y grueso. Hojas sésiles, linear-lanceoladas,
subobtusas, pubescentes, ciliadas en la base. Bracteas de hasta
3 mm de ancho, de forma variable. Inflorescencia capituliforme, a
veces ramificada. Cdliz pubescente a hirsuto, con los labios tan
largos como el tubo; dientes superiores generalmente lanceolados.
Corola blanquecina, claramente mas larga que el caliz. Endemismo
del Sur y Sureste de Espafia.

- 19 -



Thymus orospedanus H. del Villar (1934).

Pequefia mata con ramas floriferas pubescentes. Hojas muy estre-
chas y puntiagudas, punteado-glandulosas, ciliadas en la base; las
inferiores cortas y revolutas, las superiores mas largas y planas.
Hojas florales lanceoladas, subplanas. Inflorescencias capitadas
mds o menos laxas; verticilastros paucifloros. Caliz a veces colo-
reado o totalmente verde; dientes inferiores relativamente largos
trinervados en la base. Corola rojo-plrpura. Sierras y tierras al-

tas de las provincias de Albacete, Jaen y Granada.

3.- SECCION SERPYLLUM (MILLER) BENTHAM.

Thymus willkomii Ronniger (1930).

Planta lefiosa en la base, con escasas ramas, largas, arcua-
das a procumbentes, o rastreras (fotografia II-10). Tallos florales
de 2-5 cm, pubescentes. Hojas ovadas a ovado-elipticas, glabras y
no ciliadas en la base; venas laterales poco visibles. Flores en
inflorescencias no definidas; verticilastros con 2-6 flores; cimas -
a veces pedunculadas. Bracteas similares a las hojas. Caliz algo
hirsuto, de 4-5 mm, con el tubo subcilindrico, aproximadamente tan
largo como los labios; dientes superiores lanceolados, no ciliados.
Corola rosada o blanquecina, de 6-7 mm. Endemismo del Noreste de

la Peninsula Ibérica.

- 20 -



FOTOGRAFIA II-8: T. glandulosus Lag. ex H. del Villar.

FOTOGRAFTA II-9: T. baeticus Boiss. FOTOGRAFfA II-10: T. willkomii Ronni-

ex Lacaita. ger.

e






Capitulo III
OBTENCION DE MATERIAL

. Recoleccion, identificaciin y acondicionamiento
del material. ,

. Maternial obfeto de estudic en La presente memo-
ria.






I11.1.- RECOLECCION , IDENTIFICACION Y ACONDICIONAMIENTO DEL MATERIAL

El material investigado ha sido recolectado en el campo, per-
sonalmente en la mayoria de casos. Para ello, se han efectuado va-
rias campafias de recoleccion en primavera de 1983, 1984, 1985 y

1986, época en que florecen la mayoria de tomillos.

Se recolecto al azar parte aerea de las plantas en floracion
de cada poblacion estudiada. Para la investigacidn de los aceites
esenciales, se recolectaron ademas, en algunos casos, individuos

aislados de dicha poblacion.

La clasificacion del material recolectédo ha sido realizada
en nuestro laboratorio y, en el caso de los taxones mas conflicti-
vos, la identificacidn ha sido efectuada por botanicos conocedores
de la zona donde se llevé a cabo la recoleccion. Un pliego testigo
de cada muestra ha sido incluido en el herbario BCF del Departamen-

to de Botanica de la Facultad de Farmacia de Barcelona.

El material recolectado ha sido desecado al aire, protegido
de la accion directa de la luz. En las campafias de mas de dos dias
de duracion fue depositado, con este fin, en centros universitarios,
del C.S.I.C. o industrias que, posteriormente, una vez seco, lo en-

viaron a nuestro laboratorio.

De las muestras ya desecadas, destinadas al estudio de
los flavonoides, se separaron las hojas, organo investigado, y se

trituraron hasta un tamafio adecuado para la extraccion.

I11.2.- MATERIAL.OBJETO DE ESTUDIO EN LA PRESENTE MEMORIA.

En la tabla III.1 se muestra una relacion de los taxones in-
vestigados en el presente trabajo, indicando el lugar y la fecha de
recoleccion, el nimero de registro del pliego de herbario corres-

pondiente, as{ como el tipo de compuestos estudiado en cada uno de
ellos.
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En el mapa de la figura III.l se indican las localidades don-

de fueron recolectados los diversos taxones de Thymus.

HUESTRA REGCISTRO COMPUESTOS QUE
Ne REF. NOMBRE CIENT1FICO LUGAR Y FECHA DE RECOLECCION HERBARIO SE INVESTIGAN

Seccion Pseudothymbra Bentham

1 T-39 T. longiflorus Boiss. Ctra. Orjiva-Vélez de Benauda- BCF 31503 P.
1la (GR), 16-06-1984.
2 T-16 T. moroderi Pau ex El Boguerdn, Jumilla (MU), 8CF 31498 P,
Martinez. 01-06-1983.
3 T-17 T. moroderi Pau ex Xixona (400 m.s.m.) (A), B8CF 31500 P., A.E.
Martinez. 12-06-1984 y 27-05-1985.
4 - T-54 T. membranaceus Boiss. Bafios de Fortuna (MU), BCF 33105 P., A.E.
29-05-1985.
5 T-60 T. membranaceus Boiss. (Ctra. Fortuna-Pineso, Km & e A.E.
x T. moroderi Pau ex (MU}, 29-05-1985.
Martinez.
[3 1-13 T. funkii Coss. Ctra. Murcia-Hellf{n (AB), BCF 33587 P., A.E.

01-06-1983 y 28-05-1985.

Seccién Thymus (Sect. Vulgare Velen., Sect. Zygis Willk.)

7 T-57 T. capitellatus Seixal (Estremadura, Portugal) BCF 31506 P.
Hoffmanns. & Link. 07-1983.

8 T-48 T. camphoratus Cabo S. Vicente (Algarve, BCF 31502 P., A.E.
Hoffmanns. & Link. Portugal), 22-06-1984. ’

9 T-1 T. vulgaris L. Alcafiiz (TE), 07-06-1983 BCF 33582 P.

10 T-52 T. aestivus Reut. ex Atzubia (V), 24-09-1983 y BCF 33586 P., A.E.
willk. 27-05-1985.

11 T-33 T. glandulosus tag. ex Ctra. Cartagena-Mazarron, Los BCF 33585 P., A.E.
H. del villar. Marfagones (MU), 14-06-1984.

12 T-48 T. baeticus Boiss. ex Ctra. Adra-La Parra (AL), BCF 33583 P., A.E.
Lacaita. 30-05-1985.

13 T-36 T. orospedanus H. del Sierra de Alfacar (CR), BCF 33584 e.
Villar. 15-06-1984.

Seccion Serpyllum (Miller) Bentham

14 7-63 T. willkomii Ronniger. Monte Caro (T), 06-06-1986. BCF 33588 P., A.E.

TABLA III-1: Taxones estudiados en la presente memoria. En la colum-
na contigua al n? de muestra se indica la referencia
de control para nuestro trabajo de laboratorio. P=Poli-
fenoles. A.E.= Componentes del aceite esencial. :



-y

b ma =,

: T,
2-3: T. moroderi Pau ex Martinez.

longiflorus Bolss.

4: Y. membranaceus Boiss.

5: T. membranaceus Bolss. X T. moroderi
Pau ex Martinez.

6: T. funkil Coss.
7: 1. capitellatus Hoffmanns. & Link.
8: T. camphoratus Hoffmanns. & Link.

9: T. vulgaris L.

10: T. aestivus Reut. ex Willk.

11: T. glandulosus Lag. ex H. del Villar.
12: 7. baeticus Boiss. ex Lacaita.

13: 7. orospedanus H, del Villar.

18: T. willkomii Ronniger.

FIGURA III-1: Localidades de recoleccion del material estudiado.







Capitulo IV

INVESTIGACION DE LA COMPOSICION POLIFENOLICA

1.

Metodologia experimental.

2. Flavonoides de Thymus moroderndi Pau ex Martinez.

3. Estudio comparativo de La composiciin polifenilica

de especies de Thymus L.






IV.1.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

IV.1.1.- INTRODUCCION.

Los flavonoides constituyen uno de los grupos mas amplios de
fenoles naturales, encontrandose ampliamente extendidos entre las
plantas verdes. Aproximadamente, un 2% del carbono fotosintetizado
pdr las plantas es convertido en flavonoides o compuestos estrecha-
mente relacionados. Se encuentran practicamente en todos los drga-
nos del 'vegetal: hojas, corteza, flores, frutos, etc.... Aunque
se han encontrado, también, flavonoides en animales (en alas de
lepidopteros, bor ejemplo) se considera que se originan en
las plantas a partir de las cuales se alimentan los animales, y no
que sean biosintetizados in situ [HARBORNE, 1967a].

Los aglicones flavdnicos pueden presentar diversos tipos de
estructuras. Todos ellos contienen 15 atomos de carbono en su nu-
cleo basico dispuestos en una configuracion C4-C3-Cys es decir,
dos anillos aromaticos unidos por una cadena de tres carbonos, que
puede o no formar un tercer anillo. En la tabla IV-1 se muestran

los principales tipos de aglicones flavonicos.

Estrechamente relacionados, tanto estructural como biogené-
ticamente, con los flavonoides e isoflavonoides, se encuentran los
neoflavonoides [DONNELLY, 1975 vy 1985], de limitada distribucion

taxondmica entre las plantas superiores.

Todas estas estructuras se encuentran relacionadas por un
camino biosintético comin (figura IV-1), que incorpora precursores
tanto de la via del acido shikimico como de la ruta de los policé-
tidos [EBEL & HAHLBROCK, 1982; GRISEBACH, 1985a y 1985b; HAHLBROCK
& GRISEBACH, 1975].

El primer flavonoide se forma inmediatamente después de la
confluencia de los dos caminos y parece ser que se trata de la
chalcona. A partir de ella derivan las demas estructuras por dis-

tintas vias.
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-1 Flavona ~H| Flavanona
-0QH | Flavonol -0QH| Flavanonol

R H R | H R
- H|Desoxiantocianidina -0OH | Leucoantocianidina
~0H]|Antocianidina (flavan-3,4-diol)

=H | Flavan-3-0l (categuinas
y epicatequinas)

i

C-glicosilflavona
(Rl ylo R,, restos glucidicos

con enlace C-C)

Aurona Biflavonoide

tl
[0)

- Chalcona Dihidrochalcona

TABLA IV-1: Estructura de las principales clases de derivados fla-
vonicos.
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3 acetil-CoA L-fenilalanina

3co, Metabolismo fenilpropanoide
general
3 malonil-CoA 4-cuna¥oil-CoA
!

L

FIGURA 1IV-1: Relaciones biogenéticas entre distintos flavonoides.
1: chalcona; 2: flavanona; 3: aurona; 4: dihidrofla-
vonol; 5: flavona; 6: antocianidina; 7: flavonol;

8: catequina; 92: isoflavona.

Durante el proceso biosintético pueden tener lugar, a dis-
tintos niveles, reacciones de adicion o pérdida de grupos hidroxi-
lo, metilacion o isoprenilacion, dimerizacion, formacién de bisul-

fatos y, lo que es mas importante, glicoéilacién de grupos
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hidroxilo o del nicleo flavonico, que conducen a infinidad de es-
tructuras (en la actualidad se conocen unos dos mil flavonoides)
recopiladas en varias revisiones [HARBORNE & MABRY, 1982; HARBOR-
NE et al., 1975; WOLLENWEBER, 1985a; WOLLENWEBER & DIETZ, 1981].

En los vegetales, 1los flavonoides pueden encontrarse
en forma de aglicon (libres) o, mas frecuentemente, en forma de
heter6sido, ya sea 0-heterdsidos [HARBORNE & WILLIAMS, 1975 y l98ﬂ
en los que uno o mas de los hidroxilos fendlicos estd unido a azu-
car/es por medio de un enlace tipo hemiacetal que es hidrolizado
por los acidos, o C-heterosidos [CHOPIN, 1971; CHOPIN & BOUILLANT,
1975; CHOPIN et al., 1982; FRANZ & GRUN, 1983; WAGNER, 1966] en
los que los azicares se encuentran directamente unidos a la
molécula de flavonoide por medio de un enlace C-C resistente a los

acidos.

Aunque cualquier posicidén del flavonoide es susceptible de
ser glicosilada, algunas tienen mayor probabilidad que otras, asi:
-OH en posicion 7 de flavonas, isoflavonas y flavanonas, -OH en 3
y en 7 de flavonoles y dihidroflavonoles, y C de las posiciones

6 y/u 8 en los C-heterdsidos.

En cuanto a los azdcares, podemos encontrar tanto hexosas
como pentosas y acidos urdnicos (tabla IV-2), siendo el mas comin

la glucosa.

PENTOSAS HEXOSAS ACIDOS URONICOS
D-apiosa D-allosa Ac. glucurédnico
L-arabinosa D-galactosa Ac. galacturdnico
L-ramnosa D-glucosa

D-xilosa D-manosa

TABLA 1v-2: Monosacéridos‘de los heterodsidos fla-
vonicos [HARBORNEZ & WILLIAMS, 1982].
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La glicosilacion, asi como la metilacidn, tiene lugar en
los dGltimos estadios de la biosintesis y es catalizada por

enzimas de alta especificidad.

A menudo, los heterdsidos pueden presentar radicales acilo
unidos a uno o mas grupos hidroxilo de los azicares por un
enlace de tipo éster [HERRMANN,1978]. Mas raramente, se encuentran
radicales acilo unidos al aglicén flavonico [WOLLENWEBER, 1985a].
Entre los substituyentes acilo se encuentran 4acidos alifaticos
(acido acético, acido malonico, acido succinico), asi como acidos
aromaticos (dacido benzoico, acido galico, acido p-cumarico, acido
caféico, acido fenilico) [ACUINAGALDE & PERO MARTINEZ, 1982; ANHUT
et al., 1984; HARBORNE, 1986; WOLLENWEBER et al., 1978].

La glicosilacion tiene por objeto hacer que la molécula de
flavonoide sea menos reactiva y mas soluble en el agua. Precisa-
mente esta Ultima propiedad permite que sean almacenados en
las vacuolas celulares, donde suelen encontrarse [HRAZDINA & WAG-
NER, 1985].

Por lo que se refiere al papel que desempefian los flavonoi-
des y, en general, los compuestos fendélicos en el vegetal, no
estd completamente establecido. Es indiscutible su funcion
pigmentaria, gracias a la cual atraen a zoopolinizadores y zoodis-
persores [HARBORNE, 1985a]. Se les atribuyen, ademas, efectos an-
tioxidantes, antimutagénicos y sobre la regulacion del crecimiento
y la resistencia a las enfermedades vegetales [HARBORNE, 1985b;
McCLURE, 1975]..

Es significativo el creciente interés de los flavonoides en
el campo de la farmacologia debido a sus acciones antihemorragica,
antialérgica, antiinflamatoria, antihepatotdxica, colerética, co-
lagoga, antiviral, antibacteriana, antifingica, espasmolitica, es-
trogénica y anticancerigena EADZET, 1986; CAMARASA, 1984; MIDDLE-
TON, 1984; SCHIMMER, 1986; WAGNER, 1985].

Por otra parte cabe destacar la importancia de los
flavonoides en quimiotaxonomia y en el establecimiento de lineas
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filogenéticas [IGLESIAS, 1986].

Por su variabilidad estructural, estabilidad fisiologica,
amplia distribucion en el reino vegetal y facil deteccidn, los
flavonoides constituyen uno de los grupos de polifenoles de
mayor interés quimiotaxonomico [HARBORNE, 1966] como lo demuestran
numerosas investigaciones realizadas en este sentido [HARBORNE,
1967b y 1969; HARBORNE & WILLIAMS, 1971; HUSAIN & MARKHAM,
1981; MARKHAM & PORTER, 1979; WOLLENWEBWER, 1985b; WOLLENWEBER &
DIETZ, 1981].

La distribucion mas o menos restringida de tipos concretos
de flavonoides o de patrones de substitucion en grupos sistemati-
cos determinados permite su aplicacidn quimiotaxondémica [HARBORNE,
1975; HARBORNE & TURNER, 1984] y posiblemente filogenética [SWAIN,
1975]. Esta Gltima se basa en aceptar el hecho de que las plantas
capaces de sintetizar estructuras situadas en lugares mas avanza-
dos de las rutas biogenéticas dispondran de una dotacidn enzimati-
ca superior y mas compleja. En general, la evolucidn conlleva un
aumento del ndmero de tipos de flavonoide presentes en cada
grupo sistemdtico, a la vez que aumenta la complejidad estructural

de los mismos.

HARBORNE (1967a), aceptando que la evolucion de los
caracteres guimicos mantiene correlacion con los morfologicos, cla-
sifica el grado evolutivo de las diversas clases de flavonoides y
algunos de sus caracteres estructurales, tal como se indica
en la tabla IV-3.
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' a) Caracteres primitivos.

1.- 3-deoxiantocianidinas.

2.- Flavonoles.

3.- Leucoantocianidinas.

&.- Chalcona;, flavanonas y dihidrochalconas.

5.~ C-substitu2ion (C-metilacion, C-prenilacidn, C-glicosilacidn, formacion de biflavonoides).

b

-

Caracteres avanzados.

~ Canancia de mutaciones.

1.- O-glicosilacion compleja (incluyendo la acilacidon de azicares).

2.- 6- y 8-hidroxilacidn.

3.~ Hidroxilacion del anillo 8 en 2°.

4.- O-metilacion.

S.- Oxidacion de chalconas a auronas.

6.- Trihldroxilacion del anillo B de las antocianidinas (en las flores).
- Pérdida de mutaciones.

1.- Sustitucidn de flavonoles por flavonas.

2.- Eliminacion de leucoantocianidinas.

3.- Eliminacién de la trihidrox{lacidn del anillo B de flavoncles (en hojas).

-

e) Caracteres aislados.

1.- Sustitucion de antocianidinas por betacfaninas.
2.- Formacion de isoflavonas.
3.- Eliminacién del 5-OM.

TABLA IV-3: Grado evolutivo de los caracteres flavonicos.

IV.1.2.- EXTRACCION.

Los disolventes empleados en la extraccion se escogen aten-

diendo a la polaridad de los flavonoides que se van a estudiar.

Asi pues, los flavonoides que poseen grupos hidroxilo li-
bres o azicares son polares y, en general, son solubles en
disolventes como etanol, metanol, acetato de etilo, butanol, ace-
tona y agua, entre otros. La presencia de azicares en la molécula
hace que ésta sea mas soluble en agua y, por ello, en el caso de
los heterdsidos son mas adecuadas combinaciones de los solventes

mencionados con agua.

Los aglicones menos polares (isoflavonas, flavanonas y
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flavonas y flavonoles muy metilados) son mds solubles en disolven-

tes organicos apolares como el éter etilico y el cloroformo.

La extraccion del material vegetal suele efectuarse
con disolventes de polaridad creciente siguiendo una secuencia del

tipo: éter de petroleo, cloroformo, metanol y metanol:agua (1:1).

Los extractos obtenidos con éter de petrdleo y cloroformo
contienen los aglicones mas apolares, mientras que los extractos
metanolico e hidrometandlico contienen los aglicones mas polares y
los heterdsidos. Estos uUltimos extactos reunidos pueden fraccio-
narse, a su vez, con cloroformo, éter etilico, acetato de etilo y
butanol. De esta forma, los heterdsidos se encuentran en los ex-
tractos "acetato de etilo" y butandlico, y los aglicones en los ex-

tractos etéreo y cloroformico.

Con el fin de eliminar substancias acidas (principalmente,
acidos fenoles) que podrian interferir en el andlisis cromatografi-
co de los extractos, éstos se someten a un tratamiento con

NaHCO3 0,5M.

Iv.1.3.- TECNICAS CROMATOGRAFICAS ANALITICAS.

A) Introduccion.

En la actualidad se dispone de gran variedad de técnicas
cromatograficas analiticas de elevada eficacia y resolucion que
permiten el analisis cualitativo y cuantitativo de extractos vege-
tales. Entre las mas utilizadas en el campo de los polifenoles se
encuentran [HARBORNE, 198503: la cromatografia en papel (excelente
para screening de extractos crudos), la cromatografia en capa
fina (Util para deteccion y para monitorizacion de separaciones;
mas flexible que la cromatografia en papel), la cromatografia en
fase gaseosa (principalmente aplicada a los fenoles mas volatiles

que no requieren derivatizacidon), la cromatografia liquida de alta
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resolucion (excelente para cuantificacion en una columna analitica
tipo C8 0 Cl8) y la electroforesis en papel (para deteccion de con-

jugados como sulfatos, malonatos, etc...).

La mas importante es la cromatograffa liquida de alta reso-
lucion, que permite obtener gran cantidad de informacion; sin em-
bargo, resulta mas cara que otras técnicas cromatogrificas

por lo que se utiliza mds como complemento de éstas.

En la presente investigacidon hemos empleado como técnicas
analiticas la cromatografia en capa fina y la cromatografia liqui-

da de alta resolucion.

B) Cromatografia en capa fina.

La cromatografia en capa fina analitica presenta diversas
ventajas sobre otros métodos cromatograficos [TREIBER, 1986],en-
tre las cuales destacan la simplicidad del equipo instrumental,
bajo coste, tiempo relativamente corto para la obtencion de
los resultados a partir de pequefias cantidades de muestra y posibi-

lidad de utilizar gran variedad de eluyentes y fases estacionarias.

En el campo de los flavonoides, resulta una técnica espe-
cialmente util pafa‘su deteccion y separacion a partir de extrac-
tos brutos, a la vez que puede permitir su cuantificacion [SCHMID,
1978].

En nuestro caso, hemos utilizado la cromatografia en capa

fina para:

- Investigacion de posibles eluyentes a emplear en cromatografia
en columna.

- Andlisis de las fracciones obtenidas en cromatografia en
columna.

- Seguimiento de las reacciones de hidrolisis en la identificacion
de heterdsidos.

- Identificacion de los flavonoides aislados.

- Analisis de los extractos, previos al aislamiento de sus compo-

nentes o en estudios comparativos entre diversas especies.
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En 1la tabla

IV-4

se indican los sistemas de eluyentes

utilizados en el presente trabajo para el analisis de flavonoides.

(2:1:1) Fase inferior

FASE ESTACIONARIA ELUYENTE APLICACION
Celulosa H,0 Heterdsidos.

AcOH 15% agq. Heterosidos, flavano-
nas y dihidroflavo-
noles.

AcOH 30% aq. Heterdsidos y aglico-
nes mas apolares.

AcOH 50% aq. Aglicones.

Silicagel CHC1, :MeOH:H,0 Heterodsidos.

(65:45:12)

AcOEt:MeCOEt:AcOH:H,0 Heterosidos.

(5:3:1:1)

AcOE t:HCOOH:AcOH:H,0 Heterosidos.

(100:11:11:27)

Mezclas de clorofor- Aglicones.

mo y metanol.

Mezclas de clorofor- Aglicones.

mo, hexano y metanol.

Benceno:Dioxano:AcOH Aglicones.

(90:25:4)

CH,C1,:AcOH:H,0 (*) Aglicones.

TABLA IV-4: Principales eluyentes utilizados en el analisis de

flavonoides por cromatografia en capa fina. (*):
[SCHMIDTLEIN & HERRMANN, 1976].

Las fases estacionarias han sido:

- Celulosa

Macheray & Nagel

(MN  300)

para cromatografia

capa fina en placas preparadas por nosotros.
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- Silicagel 6OF254 en domatofolios (Merck 5554).
- Poliamida DC-6 Macheray & Nagel en placas preparadas por
nosotros para la investigacion de eluyentes para cromatografia

en columna.

El empleo de la poliamida DC-11 como fase estacionaria adicio--
nada de un 15% de celulosa MN-300 permite obtener buenas separacio-
nes de aglicones flavonicos apolares [WOLLENWEBER, 1982a vy
l982b]. Sin embargo, este tipo de poliamida ya no se comercializa

y s0lo se encuentra en el mercado en forma de placas preparadas.

Recientemente, con el fin de mejorar la separacion de-
los compuestos por cromatografia en capa fina, se ha propuesto un
método de optimizacidn de la fase mévil llamado "PRISMA" [NYIREDY
et al., l985a], aplicado con anterioridad a la cromatografia liqui-
da de alta resolucion [NYIREDY et al., 1985b], que permite
acceder, tras varios pasos, a un sistema de eluyentes que propor-

ciona la maxima resolucidn.

Al igual que otras técnicas cromatograficas, la cromatografia
en capa fina estda en continuo desarrollo y ofrece nuevas posibili-
dades en la analitica de flavonoides. Asi: la cromatografia en capa
fina de alta resolucién (HPTLC) en fase normal [HIERMANN & KARTNIG,
1977; VANHAELEN & VANHAELEN-FASTRE, 1980] y en fase reversa [BECKER
et al., 1979; HIERRMANN, 1979], y la cromatografia en capa fina a al-
ta presion (OPTLC) [DALLENBACH-TOLKE et al.,l986] ampliamente des-
crita por TIYAK et al. (1979) y WITKIEWICZ & BLADEK (1986).

Revelado de los cromatogramas.

La mayoria de flavonoides no son visibles a la luz natural por
lo que para su deteccion es necesario observar las placas a la luz
ultravioleta (360 nm) y utilizar reveladores que permitan tanto au-
mentar el nivel de deteccion como obtener informacion sobre el tipo
y estructura del flavonoide [MARKHAM, 1975 y 1982].

Se utilizan, principalmente, dos tipos de reveladores:

- 41 -



- Ionizantes: El mas importante es el amoniaco, aplicado en forma
de vapores; la observacidén se realiza a la luz visi-
ble y ultravioleta (366 nm); se utiliza solo en cro-
matografia en capa fina de celulosa y en cromatogra-
fia en papel.

- Quelantes: Se utiliza el AlCl; 6 H,0 al &% en MeOH y el
reactivo de Neu o Naturstoffreagenz A (éster del aci-
do difenilborico y la etanolamina) al 1% en MeOH. Esg
te Ultimo, proporciona mucha informacién estructural,
viendo aumentada su especificidad y sensibilidad al
utilizarlo junto con PEG 400 [BRASSEUR & ANGENOT,
1986]. Observacion a la luz visible o ultravioleta de
366 nm.

La observacion de las manchas en distintas condiciones (luz vi-
sible, UV3é6nm, NH,/UV366nm,Al1Cl,/UV366nm, etc...) proporciona in-
formacion sobre la estructura del flavonoide. Asi: 5-OH-flavonas y
5-OH-flavonoides substituidos en 1la posicion 3 aparecen de
color violaceo oscuro a la luz ultravioleta de 366 nm, mientras que
los 5-0H-flavonoles con el 3-0H libre presentan fluorescencia ama-
rilla. Los flavonoides que carecen del 5-OH suelen mostrar fluores-

cencia azul.

El AlCl,, al igual que los vapores de amoniaco, revela la ma-
yoria de 5-0H-flavonoides produciendo fluorescencia amarilla. En
cambio, no revela las flavonas 5,6-dioxigenadas, principalmente si

carecen de o-dihidroxilos libres en el anillo B del flavonoide.

El reactivo de Neu confiere fluorescencia anaranjada a las
3',4'-dihidroxiflavonas y flavonoles, y amarillo-verdosa a los fla-

vonoides 4'-hidroxilados.

Relacion entre Rf y estructura.

Segﬁn RIBEREAU-GAYON (1968), en el caso de los flavonoides, en cro-
matografia en papel y capa fina de celulosa la relacion entre com-

portamiento cromatografico y estructura en solventes acuosos (AcOH:
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H,0, por ejemplo) y alcohdlicos (BuOH:AcOH:H,0, por ejemplo) seria

la siguiente:

- el aumento del numero de hidroxilos disminuye el Rf tanto en sol-
ventes acuosos como alcohdlicos.

- la metilaciéon de grupos hidroxilo aumenta el Rf en ambos
solventes.

- la acilacion por un acido cinamico aumenta los Rf en los

- dos tipos de solventes.

- la glicosilacidén disminuye el Rf en solventes alcohdlicos
y lo aumenta en los acuosos. El efecto es tanto mayor cuanto ma-

yor es el nimero de azicares unidos a la molécula.

C) Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

La HPLC es uno de los métodos de eleccion para la separacién

de mezclas complejas de todo tipo de polifenoles.

El analisis de flavonoides por HPLC permite obtener excelentes
resultados en poco tiempo y a partir de pequefias cantidades de
muestra, al mismo tiempo que proporciona una selectividad,
resolucion y sensibilidad superiores a las de las técnicas cromato-

graficas clasicas.

Desde que WARD & PELTER (1974) publicaron la primera aplica-
cion de la HPLC al analisis de flavonoides, han sido muchos los
trabajos realizados en este campo, destacando las revisiones de
KINGSTON (1979), DAIGLE & CONKERTON (1983) y HOSTETTMANN &
HOSTETTMAN (1982}, entre otras.

Se ha utilizado, principalmente, como técnica analitica: en
determinaciones cuantitativas [McMURROUGH & HENNIGAN, 1982; ROUSSEFF
& TING, 1979], para verificar la pureza de substancias aisladas 'y
para realizar comparaciones quimiotaxonomicas [NIEMANN & KOERSEL-
MANN-KOOY, 1977; TAMMA & MILLER, 1985; VAN SUMERE et al., 1985],
aunque también es interesante su empleo como técnica preparativa o
semi-preparativa [DUBOIS & ZOLL, 1982].
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En la actualidad existe una gran variedad de fases estaciona-
rias y eluyentes empleados en HPLC. En la analitica de flavonoides
se han utilizado tanto columnas de fase normal (silicagel 60) como

-de fase reversa (C8 o C18’ sobre todo).

Las columnas de silicagel suelen emplearse en el caso de los
flavonoides mas apolares como flavonas polimetoxiladas [BIANCHINI &
GAYDOU, 1980 y 1981], isoflavonas [CARLSON & DOLPHIN, 1980] y bi-
flavonoides [BRIANCON-SCHEID et al., 1983], eluyendo con mezclas de
hexano:tetrahidrofurano, heptano:isopropanol, hexano:CHCl,:tetrahi-

drofurano, entre otras.

La mayoria de separaciones tiene lugar, no obstante, mediante
el empleo de columnas de fase reversa y mezclas de agua:acetonitri-
lo, agua:metanol o agua:tetrahidrofurano adicionados de una
pequefia cantidad de acido (dc. acético, ac. formico o ac. fosfoérico)
como eluyentes, uUtiles tanto para el andlisis de aglicones como de
heterdsidos [ADAMOVICS & STERMITZ, 1976; DAIGLE & CONKERTON, 1982;
KAIZUKA & TAKAHASHI, 1983; NIEMANN & VAN BREDERODE, 1978; STRACK &
KRAUSE, 1978; VANDE CASTEELE et al., 1982; WULF & NAGEL, 1976].

Como detectores suelen emplearse espectrofotometros UV-visible

de longitud de onda variable.

En general, para la separacion de mezclas complejas se
requiere una combinacion de elucion isocratica y elucion con gra-

diente, como ha sido nuestro caso.

Segin VANDE CASTEELE et al. (1982), en el caso de los
flavonoides, la elucion puede interpretarse considerando que
son retenidos por la fase estacionaria gracias a una interaccion
hidrofobica y , posteriormente, eluidos por la fase movil segin su
capacidad de formar puentes de hidrogeno con ella. De tal manera
que debe tenerse en cuenta la capacidad de formar puentes de hidro-
geno o de contribuir a la interaccion hidrofobica de cada substitu-
yente del flavonoide. As{ pues, en un grupo metoxilo , por
ejemplo, el oxigeno es capaz de formar puentes de hidrogeno, mien-

tras que el grupo metilo contribuye a la interaccidon hidrofobica.
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En un aglicon flavonico el grupo que tiene mayor capacidad de
formar puentes de hidrogeno es el carbonilo en posicidén 4.
Si en la‘ posicion 5 existe un grupo hidroxilo, se establece un
fuerte puente de hidrogeno entre ambos, con lo cual el grupo carbo-
nilo ya no puede interaccionar con el eluyente. Como consecuencia,
el tiempo de retencion (tr) de los 5-OH-flavonoides es mayor que el

de aquellos flavonoides que carecen de 5-0H libre.

La capacidad de formar puentes de hidrogeno de los -OH en 3
es mas debil y, en general, flavonas y flavonoles con igual patron
de substitucion suelen ser dificiles de separar. En cambio, en las
flavanonas la introduccion de un hidroxilo en 3 disminuye conside-

rablemente el tr.

La introduccion de -OH en posiciones distintas a la 3
y la 5 disminuye el tr, siempre que no exista otro -OH en posiciodn

orto, en cuyo caso la disminucion es mucho menor.

La metilacion de los grupos -0H, en general, retrasa la elu-
cién. Sin embargo, la adicion de un grupo metoxilo al nicleo del
flavonoide apenas tiene ningin efecto sobre el tr, a menos que se
introduzca en la posicion 4' del anillo B, en cuyo caso aumenta el
tiempo de retencion [BANKOVA et al., 1982].

Por otra parte, mientras que un incremento del nimero de meto-
xilos en el anillo A del flavonoide conduce a un aumento del tr, la
introduccion de varios metoxilos en al anillo B lo disminuye [DAI—
GLE & CONKERTON, 1982].

La presencia de azucares en la molécula del flavonoide se tra-
duce en una elucion mas rapida, siendo distinta segin se trate de

hexosas, pentosas o metilpentosas.

En nuestro caso, hemos observado que el ofden en que eluyen
las flavonas se mantiene en las flavanonas correspondientes, es de-
cir: luteolina, apigenina, xantomicrol y genkwanina eluyen en el
mismo orden que eriodic;iol, naringenina, 5,4'4@Hk6,7,8-(0Me)3-fla_

vanond y sakuranetina (ver apartado IV.3).

- 45 -



La HPLC permite no solo identificar una substancia por su tr,
sino también combinandola con un detector de barrido de fotodiodos
("Photodiode Array Detector") obtener el espectro UV-visible de ca-
da pico eluido EALFREDSON & SHEEHAN, 1986; ALONSO SANPEDRO, 1986;
JONES 1985a y 1985b; MILLER et al., 1982.]. Este detector presenta
numerosas ventajas frente a los detectores UV-visible convenciona-
les. Por una parte, permite efectuar la deteccion de un andlisis
cromatografico a varias longitudes de onda simultaneamente, a
partir de una sola inyeccion de la muestra problema. Por otra, ob-
tiene automatica y continuadamente espectros UV-visible durante to-
do el andlisis sin necesidad de detener el flujo de eluyente, gra-
cias al acoplamiento a un sistema de tratamiento de datos que per-

mite una rapida adquisicion de los espectros.

En el caso particular de los flavonoides, dado que muchos de
ellos poseen espectiros similares, para caracterizarlos es necesaria
la adicion de reactivos que produzcan desplazamientos de los maxi-
mos de absorcidén (ver apartado IV.1.5). En HPLC-UV esta adicion
de reactivos puede conseguirse mediante una bomba suplementaria que
los introduce gracias a una derivatizacion situada entre la
columna y el detector. Es necesario modificar los reactivos clasi-
cos adaptdndolos a las condiciones impuestas por los eluyentes uti-
lizados en HPLC [HOSTETTMANN et al., 1984a y 1986a]. Esta técnica
tiene interés en investigaciones quimiotaxondmicas para el
estudio de polifenoles a partir de extractos crudos [LENHERR et al.,
1984].

El empleo de varios detectores en serie o de detectores multi-
funcionales que permiten detectar simultaneamente en una sola célu-
la la absorbancia UV, la fluorescencia y la conductividad de las
substancias que eluyen de la columna, aumenta notablemente las po-
sibilidades analiticas de la HPLC {CANT & PERRONE, 1985; SCHMIDT &
SCoTT, 1985]. Asi, se ha empleado con éxito la HPLC acoplada
a un detector de barrido de fotodiodos y a un detector electroqui-
mico para la identificacién de diversos tipos de flavonoides [LUNTE,
1987].
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En los analisis efectuados por HPLC en el presente trabajo se
ha utilizado el siguiente instrumental:
‘- Sistema de bombas y programador de gradiente: Liquid Chromatograph
Perkin-Elmer Series 2.
- Horno: Perkin-Elmer Column Oven LC-100.
- Detector espectrofotométrico: Perkin-Elmer LC-85B con LC Autocon-
trol.
- Registrador-Integrador: SIGMA 15 Chromatography Data Station (Per-

kin-Elmer).

IV.1.4.- TECNICAS CROMATOGRAFICAS PREPARATIVAS.

A) Introduccion.

Aunque el rapido progreso de las técnicas espectroscopicas ha
permitido que la determinacion estructural de las substancias
aisladas se convierta en una relativa rutina, el aislamiento y pu-
rificacion de compuestos a partir de extractos vegetales sique
siendo un dificil objetivo. La eleccidon de la técnica cromatografi-
ca adecuada, la fase estacionaria y fase movil, etc... nunca es una
rutina, ya que requiere el conocimiento previo de las caracteristi-

cas de cada extracto particular.

A pesar de que en los Ultimos afios han aparecido nuevas téc-
nicas cromatograficas preparativas, los métodos clasicos de
separacion basados en la cromatografia en capa fina, cromatografia
en papel y cromatografia en columna juegan un importante papel

en el aislamiento y separacion de los compuestos fendlicos.

_Entre las mas recientes técnicas preparativas aplicables al
aislamiento de polifenoles vegetales se encuentran la cromatografia
en capa fina centrifuga [HOSTETTMANN et al., 1980], la cromatogra-
fia en capa fina centrifuga secuencial (SCLC) [NYIREDY et al.,
1985¢ y 1986], técnicas de cromatografia en columna como la flash
chromatography [STILL et al., 1978] o la cromatografia liquida a
baja (LPLC) [MERCK], media (MPLC) [LEUTERT & VON ARX, 1984] o alta
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presién (HPLC) y técnicas de cromatografia en contra-corriente
como la cromatografia contra-corriente en gotas (DCCC) [HOSTETTMANN,
1980; HOSTETTMANN et al., l984b], la cromatografia contra-corriente
locular en rotacion (RLCCC) [SNYDER et al., 1984] y la cromatogra-
fia contra-corriente en gotas centrifuga [MURAYAMA et al.,
1982; ITO & CONWAY, 1984], ampliamente tratadas por HOSTETTMANN
(1985), HOSTETTMANN & HOSTETTMANN (1982) y HOSTETTMANN et al. (198éb).
CANIGUERAL (1986) hace una completa clasificacion de las técnicas

cromatograficas preparativas actualmente disponibles.

Todas estas técnicas son complementarias, de modo que
solo combinandolas de forma adecuada se podran llegar a aislar

substancias puras a partir de extractos vegetales crudos.

En el presente trabajo hemos empleado como técnicas de sepa-
racion la cromatografia en papel y la cromatografia en columna cla-

sica.

B) Cromatografia en papel.

La cromatografia en papel, tanto analitica como preparativa,
ha sido durante afios la técnica cromatografica mas ampliamente uti-

lizada en la investigacion de flavonoides.

La cromatografia preparativa en papel utiliza grandes hojas
de papel de un cierto grosor (0,3-0,8mm) en los que se siembra la
muestra en forma de banda. La elucion se realiza en cubetas
herméticamente cerradas, y puede ser en forma ascendente o
descendente. Esta ultima permite una elucidn continua a fondo per-
dido, cortando el extremo inferior del papel en forma de diente de
sierra para facilitar el goteo del eluyente. De esta forma, se
consigue un recorrido mds largo y, como consecuencia, una mejor se-

paracion.
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l.as substancias quedan separadas en forma de bandas que se re-
cortan del cromatograma seco. Se recuperan utilizando MeOH o
MeOH:H,0 (l:1) extrayendo con agitacion la banda cortada a
trozos, o bien eluyendo, ya estos trozos colocados en una columna
cromatografica, ya la banda entera en la misma cubeta cromatografi-

ca recogiendo el liquido en un vaso de precipitados.

El eluyente a emplear puede investigarse previamente por cro-
matografia en capa fina de celulosa o cromatografia analitica en
papel. Para polifenoles, generalmente, se trata de eluyentes
acuosos acidos: AcOH:H,0 (desde 5:95 a 50:50), BAW (fase superior
de n-BuOH:AcOH:H,0, 4:1:5), CAW (CHCl,:AcOH:H,0, 30:15:2), Forestal
(AcOH:H,0:HC1, 30:10:3), ... [MARKHAM, 1982].

En el presente trabajo hemos empleado papel Whatman 3MM Chr

(técnica descendente) y cubetas de vidrio Chromatank 500 (Shandon).

C) Cromatografia en columna clasica.

La cromatografia en columna clasica ha demostrado ser uno de
los sistemas de mayor utilidad para la purificacion preliminar o
para el aislamiento de cantidades relativamente grandes de

flavonoides a partir de extractos vegetales crudos.

Basicamente, consiste en aplicar la muestra a separar en la
parte superior de una columna rellena de la fase estacionaria vy,
a continuacion, eluir secuencialmente los componentes de 1la
muestra con una fase mdvil adecuada. Esta circula exclusivamente
por gravedad y por la presion hidrostatica ejercida por ella en la

parte superior de la columna.

Segun DALMASES & BONET (1984) 1los principales factores
a tener en cuenta al efectuar una cromatografia en columna son:
- Eleccion de la fase estacionaria y del eluyente: Ambos se

escogen ensayando previamente por cromatografia en capa fina dis-
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tintas combinaciones de los dos. Se elige aquella que proporcione
la mejor separacion de las substancias que queremos aislar,
de las cuales la de Rf mas alto no lo debe tener superior
a 0,5 en el eluyente escogido. Si alguna de ellas tiene Rf muy
bajo sera necesario efectuar una elucion en:gradiente. En este
ultimo caso, la elucion se iniciard con el sistema de disolventes
menos polar finalizando con el mas polar.

Es muy importante la elecciéon del tamafio de particula de
la fase estacionaria: si es demasiado pequeiio el flujo de
eluyente sera muy lento; por el contrario, si es demasiado gran-
de la separacion de las substancias sera deficiente.

- Geometria de la columna: En general, se utilizan columnas rectas

de vidrio con una placa porosa sinterizada en el extremo inferior
que actua a modo de soporte de la fase estacionaria, y una llave
de teflon para regular el flujo de eluyente.
La eficacia de las columnas rectas crece en funcion de L/D?,
siendo L la longitud de fase estacionaria y D el diametro de
la columna. Ello conduce a la utilizacidén de columnas largas y
estrechas para un peso de adsorbente dado, desaconsejandose las
columnas excesivamente largas.

- Empaquetamiento de la columna: Debe efectuarse cuidadosamente
para conseguir un empaquetado homogéneo. Puede ser himedo, si se
realiza a partir de una suspension de la fase estacionaria en 1la
fase movil, o en seco, si la fase eestacionaria se Qierte direc-
tamente al interior de la columna humectandose, a continuacion,
ya sea previamente a la aplicacion de la muestra o al mismo tiem-
po que se eluye ésta, en cuyo caso se trata de una cromatografia
en columna seca [LOEV, 1967].

- Aplicacion de la muestra: Generalmente,'la muestra se aplica en
solucion, disuelta en el minimo volumen de eluyente posible.
Cuando existen problemas de solubilidad puede aplicarse mediante

introduccion solida.

Entre las fases estacionarias mas adecuadas para el aislamien-

to de polifenoles se encuentran la celulosa, la silicagel, la
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poliamida y los geles de filtracidon molecular (Sephadex LH-20 o

G-25, por ejemplo), siendo las dos uUltimas las mas utilizadas.

En el presente trabajo hemos empleado la poliamida, la
silicagel y el Sephadex LH-20 especialmente indicado para solventes

organicos, y columnas rectas de vidrio de 1,5-6 x 25-100 cm.

La poliamida permite separar tanto aglicones como heterodsidos
de flavonoides, presentando como ventajas, especialmente frente a
la celulosa, su elevada capacidad de carga y la posibilidad de reu-
tilizacion después de la elucion, gracias a un lavado sucesivo con
NaOH 5% aq., H,0, AcOH 5% aq. y H,0 hasta pH neutro. Como eluyentes
suelen wutilizarse gradientes de H,0 a MeOH o de CHCL,:MeOH
a MeOH, en el caso de heterdsidos, y mezclas de cloroformo, metanol,

etilmetilcetona y acetona disminuyendo el cloroformo para aglicones
[MARKHAM, 1982].

A menudo el empleo de la poliamida conlleva dos tipos de pro-
blemas: eluciones lentas , que pueden prolongar la elucidn
de una columna hasta tres semanas, y contaminacion de las fraccio-
nes obtenidas por monomeros o polimeros de poliamida de bajo peso
molecular al eluir'coﬁ solventes metandlicos. Por ello se recomien-
da tamizar previamente la poliamida y efectuar un prelavado con me-
tanol y agua, con objeto de evitar en lo posible la contaminacion
de las fracciones [MABRY et al., 1970].

Nosotros hemos empleado Poliamida (CC-6 (Perlon) de Macheray-

Nagel, de tamafio de particula inferior a 0,07 mm.

A pesar de que la silicagel puede utilizarse tanto para la se-
paracién de aglicones como de heterdsidos, proporciona mejores re-
sultados con los primeros, y sobre todo en el caso de aglicones
apolares (flavanonas, isoflavonas y flavonas y flavonoles metoxila-
dos). Como eluyentes suelen emplearse mezclas de cloroformo y meta-
nol, hexano y cloroformo, éter de petrdleo y acetato de etilo,

Para heterdsidos se utilizan eluyentes que contengan agua.

En nuestro caso, hemos utilizado Silicagel 60 de tamafio de
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particula entre 0,040 y 0,063 mm (Merck 9385) y entre 0,063 y
0,200 mm (Merck 7734).

La cromatografia de gel filtracion emplea como fase estaciona-
ria geles de exclusion molecular (SephadexR) que separan por
tamafio molecular [PHARMACIA, 1985], primero eluyen las moléculas
mayores y después las mas pequefias. Existen diversos tipos, de los
cuales el mas U(til para la separacion de polifenoles es el
Sephadex serie LHR, que permite trabajar con solventes organicos
[JOHNSTON et al., 1968; JOUSTRA et al., 1967; REPAS et al., 1969]
combinando los fendmenos de adsorcidn y exclusion molecular. Tiene
elevada capacidad de carga y se recupera por simple lavado.
Es de gran utilidad para efectuar una Gltima purificacion de
aglicones o heterdsidos aislados por otros sistemas cromatograficos
(papel, poliamida, silicagel,...) ya que permite eliminar restos de
fases estacionarias o de impurezas de éstas, o bien para recuperar
una substancia disuelta en DMSO-d6 después de registrar el

espectro de resonancia magnética nuclear [HIERRMANN, 1978].

En el presente trabajo se ha utilizado Sephadex LH-20 y como

eluyente metanol o metanol acuoso en el caso de heterdsidos.

IV.1.5.- ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE.

La espectroscopia UV-visible es una de las técnicas mas utiles
para la determinacidén estructural de los flavonoides, ya que
requiere una cantidad de substancia muy pequeiia (0,1 mg, aproxima-
damente) y proporciona una valiosa informacién sobre la naturale-
za del flavonoide y localizacidn de substituyentes en su molécula,
ya sean grupos hidroxilo libres o substituidos por metilos o azuca-
res, gracias a la adicion de reactivos a la solucion de la
muestra problema que producen desplazamientos en los maximos de
absorcién [MABRY et al., 1970].
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En general, los espectros se registran en solucidn metandlica;
en el caso de las antocianidinas se emplea una solucidn de HCL 0,4M
en Me(OH.

El espectro UV-visible presenta dos maximos de absorcién: uno
comprendido entre 240-285nm- (banda II) y otro entre 300-550 nm
(banda I). La posicion e intensidad relativa de los mismos propor-
cionan informacion sobre el tipo de flavonoide y posiciones oxige-

nadas.

En la figura IV-2 se muestran los espectros UV-visible de dis-
tintos tipos de flavonoides con igual -patrén de substitucidn
(5,7,4'). En ella se observa como flavanonas, dihidroflavonoles e
isoflavonas poseen una banda I de muy baja intensidad, debido prin-
cipalmente a que no hay conjugacion entre los anillos A y B, mien-
tras que chalconas, auronas y antocianinas se caracterizan

por presentar una banda I a longitudes de onda elevadas.

/\ " ISOFLAVONA (genisteina)

K\\\ FLAVANOMA (naringenina)

\ o DIHIDROFLAVONOL

FLAVOMA (apigenina)

J\L
\/\/ FLAVONOL (kaempferol)
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S
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//\ CHALCONA
/ {4,2*,4'-trihidroxi)
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AURONA (4,6,4'-trihidroxi)

\
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(3-0-ramnosil-pelargonidina)
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-
/
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FIGURA IV-2: Espectros UV-visible tipicos de diversos tipos de fla-
vonoﬁde con patrén de oxigenacién equivalente [MARKHAN,
1982j.
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Las variaciones dentro de estos limites dependeran de la po-
sicidn de los grupos hidroxilo y del grado de substitucién de és-
tos. Generalmente, cambios en la substitucion del anillo A se re-
flejaran en la banda II, mientras que alteraciones en la substitu-

cion de los anillos B y C afectan mas a la banda I.

La adicion de reactivos que producen desplazamientos hipso-
cromos o batocromos y/o efectos hipercromos o hipocromos, propor-
ciona informacion adicional importantisima. Suelen utilizarse el
metilato sodico, el cloruro de aluminio, el cloruro de aluminio +
acido clorhidrico, el acetato sodico y el acetato sodico + acido

borico.

El metilato sodico (NaOMe) es una base fuerte que ioniza to-
dos los grupos hidroxilo presentes en la molécula. La degradacion
del espectro con el tiempo es indicativa de la presencia de grupos
alcali-sensitivos. Resulta especialmente Util para la deteccion de

hidroxilos libres en las posiciones 3 y 4',

El cloruro de aluminio (AlCl; ) forma complejos estables al
tratamiento acido entre grupos hidroxilo y cetonas vicinales, y
labiles al tratamiento acido con grupos o-(0H), [MARKHAM & MABRY,
1968]. Ademas, los espectros registrados en AlCl, y AICl, + HCl
proporcionan informacion sobre los hidroxilos en las posiciones 3
y 5 del flavonoide, a la vez que permiten determinar la posicion
de otros posibles substituyentes en los anillos A y B [ﬁEARS &
MABRY, 1972; 3JURD, 1969; VOIRIN, 198i}.

El acetato sodico (NaOAc) es una base débil que ioniza los
hidroxilos mas acidos de la molécula, es decir, los que se
encuentran en las posiciones 3, 7 y &'. Principalmente, permite
detectar un grupo 7-(0H) libre, asi como grupos sensibles a alca-
lis (6,7-(0H),, 7,8-(0H), y 3',4'-(0H),) cuando se produce‘degrada—
cién del espectro con el tiempo. Los resultados obtenidos pueden
variar segin la procedencia del acetato sddico anhidro utilizado
[ROSLER et al., 1985].

£l borato sodico (AcONa + H;B0,) forma quelatos con todos los

grupos o-(0H), excepto entre los -OH de las posiciones 5 vy 6.
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En el presente trabajo, los reactivos han sido preparados y
utilizados segun las indicaciones de MABRY et al.(1970). Los es-
pectros han sido registrados en un espectrofotometro UV-visible
Perkin-Elmer modelo 5505, a 120 nm/min entre 200 y 500 nm.

La interpretacion de los espectros se ha realizado atendiendo
a los datos aportados por AVERETT (1977), COMBIER et al. (1974),
JURD (1962), LEBRETON et al. (1967), MARKHAM (1982), MARKHAM &
MABRY (1975) y WOLLENWEBER (1982b), ademas de los autores ya
citados en este mismo apartado, parcialmente tabulados por MARTI-
NEZ (1980).

1Iv.1.6.- ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS).

A) Introduccion.

La espectrometria de masas constituye, sin duda, una de las
técnicas mas Gtiles en la elucidacidn estructural de los flavonoi-
des. Proporciona informacidon sobre el peso molecular, la distribu-
cién de los substituyentes entre los anillos A y B, y sobre la
naturaleza y puntos de unidn de los azdcares en los C- y O-heterd-
sidos; todo ello a partir de cantidades de muestra inferiores al
mil{gramo [MARKHAM, 1982].

Las técnicas clasicas de ionizacion, por impacto electronico
(EI) o ionizacidén quimica (CI), requieren una volatilizacion pre-
via de la muestra problema. La mayoria de aglicones flavdnicos son
suficientemente volatiles en las condiciones de alto vacio del
espectrometro de masas. Sin embargo, los heterdsidos, antocianidi-
nas y biflavonoides no lo son y requieren una derivatizacion pre-
via (por ejemplo: permetilacion) [BOUILLANT et al., 1974 vy 1980]
dando lugar a mezclas de productos parcialmente derivatizados y

masas moleculares muy elevadas.
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En la actualidad se dispone de nuevas técnicas de ionizacidn
suave que permiten el estudio de substancias polares, no volatiles
y termoldbiles, no derivatizadas [BUSH & COOKS, 1982; SCHULTEN,
1985], como la desorcién de campo (FD) [DAVES, 1979], la desorcidn
ionizacién quimica (DCI) [BOMBICK & ALLISON, 1987], el bombardeo
por atomos rapidos (FAB), la desorcidn de plasma (PD), la desorcidn
por liser [POSTHUMUS et al., 1978], la ionizacidén electrodindmica
(EH), la desorcidén flash, la espectrometria de masas de iones se-
cundarios (SIMS) [PETTIT et al., 1984] y la espectrometria de masas
en tandem (MS-MS) [CROW et al., 1986]. Varias de ellas se han apli-
cado al estudio de los heterdsidos flavénicos [CHRISTEN, 1986; DO-
MON & HOSTETTMANN, 1985; DOMON et al., 1982; FAVRE-BONVIN, 1982;
STEIN et al., 1985].

En los ultimos afios el empleo de la espectrometria de masas
como sistema de deteccion en HPLC ha adquirido una gran importancia
en la investigacién bioldgica [ERNI, 1982; FRIGERIO, 1985].

En el presente trabajo hemos utilizado la EI-MS para la identi-
ficacién de los aglicones, registrando los espectros en un espec-
trometro de masas Hewlett-Packard modelo 5985 B, con una energia
de ionizacion de 70 eV. Para el estudio de los heterdsidos hemos

empleado 1la FAB-MS y el Thermospray.

B) Espectrometria de masas de impacto electrdénico (EI-MS).

La EI-MS es la técnica de eleccidon para el estudio de los
aglicones flavonicos, que suelen dar un pico molecular intenso que
permite determinar su peso molecular y el numero y tipo de substi-
tuyentes, y una serie de iones diagnosticos caracteristicos resul-
tantes de la fragmentacion de la molécula, cuyos valores m/z e in-
tensidades permiten asignar los substituyentes a los anillos de la
molécula e incluso fijar sus posiciones.

La fragmentacion de la molécula se produce por pérdida

de radicales y por via Retro-Diels-Alder (RDA). Esta Ultima es ca-
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racteristica para cada tipo de flavonoide y, en nuestro caso, nos
ha permitido distinguir entre flavonas, flavonoles, flavanonas y

dihidroflavonoles (figura IV-3).

Flavonas Flavonoles
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FIGURA IV-3: Vias de fragmentacidn diagndsticas para distintos ti-
pos de aglicones flavonicos {MABRY & MARKHAM, 1975].

Entre los fragmentos que se forman por pérdida de radicales se
encuentran: M-1 = (M-H)¥, M-15 = (M-CH,)”, M-17 = (M-OH)*, M-18 =
(M-H,0)"", M-28 = (M-CO)™", M-29 = (M-CHO)*, M-31 = (M-CH,0),
M-43 = (M-CH,-C0)" y M-46 = (M-CO-H,0)"*. El fragmento a M-15 es

- caracteristico de los flavonoles metoxilados y es particularmente

intenso en los 6- y/u 8-metoxiflavonoides.
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Para efectuar la interpretacion de los espectros obtenidos he-
mos utilizado los datos y recopilaciones aportados por AUDIER (1966),
GOUDARD et al.(1978 y 1979), KINGSTON (1971), MABRY & MARKHAM
(1975), MABRY & ULUBELEN (1980), MARTINEZ (1980) y WOLLENWEBER &
DIETZ (1979).

C) Espectrometria de masas por bombardeo con atomos rapidos (FAB-MS).

En pocos afios la FAB-MS ha demostrado ser una de las técnicas
mas Utiles para la determinacion estructural de compuestos organi-

cos polares, poco volatiles o termolabiles [BARBER et al., 1983].

Bidsicamente, consiste en bombardear la muestra , que suele
encontrarse en suspension sobre una matriz polar (por ejemplo: gli-
cerol o tioglicerol), con un haz de atomos de xenon o argon de al-
ta energfa (5 a 10 KeV). La energia transferida en las colisiones
ioniza la substancia , que produce, ademas, iones secundarios, tan-
to positivos como negativos, que son expedidos y canalizados hacia
el detector [RINEHART, 1982]. La ionizacién de la muestra se efec-
tua a temperatura ambiente evitando fenomenos de pirdlisis. En

la figura IV-4 se muestra un esquema de una camara de ionizacidn
FAB. '

Analizador

. of .
Haz de ato- ___ 4 _ Y
mos rapidos

Capa de muestra

FIGURA IV-4: Esquema de una camara de ionizacion para FAB-MS
[FENSELAU, 1984].
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Deben tenerse en cuenta diversos factores, como la naturale-
za del gas que colisiona, el 4angulo de incidencia del haz de
atomos rapidos, fuente de iones y naturaleza de la matriz y de la
muestra problema [LEHMANN et al., 1984; MAHONEY et al., 1984].

En el campo de los polifenoles, la FAB-MS es de gran utilidad
en la determinacion estructural de los heterosidos, ya sea a
partir de espectros de iones positivos o de iones negativos, siendo
en general de mayor utilidad éstos Ultimos. Proporciona informacion
tanto sobre el peso molecular del heterdsido y del aglicon, como

sobre la cadena osidica.

Por lo que se refiere a esta ultima, cuando estd formada por
varios azlucares con un solo punto de union al aglicon, se observan
los fragmentos debidos a la pérdida secuencial de cada uno de
ellos (162 unidades de masa para las hexosas, 146 en las metilpen-
tosas, 176 para los acidos hexuronicos, ...) asi como la pérdida
de toda la cadena. También resulta Util en el caso de cadenas
osidicas unidas a diferentes posiciones del aglicdn [DOMON et al.,
1982; FAVRE-BONVIN, 1982].

El principal problema que presenta la FAB-MS es la praduccion
de sefiales interferentes que proceden de la matriz ((Mn-H)- 0
(Mn+H)+, siendo M = glicerol o tioglicerol) y pueden dificultar la
interpretacion del espectro. En algunos casos, la adicidén de
acidos o bases a la matriz puede aumentar la calidad de los
espectros, ya que favorecen la formacion de los iones (MeH) T 0
(M-H)™, respectivamente [DOMON & HOSTETTMANN, 1985].

La combinacion de FAB-MS y MS-MS se ha aplicado con éxito al
analisis de mezclas de flavonoides (heterdsidos y/o aglicones) sin
necesidad de separarlos previamente [CROW et al., 1986; DE KOSTER
et al., 1985].
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D) Thermospray.

Es una técnica de ionizacion desarrollada inicialmente como
interfase en HPLC-MS [BLAKLEY & VESTAL, 1983], atil para la
determinacion estructural de substancias polares de elevado

pesc molecular.

Se basa en vaporizar, parcial o completamente, una solucion de
la muestra problema y una sal voldtil (por ejemplo: acetato
amonico) a medida que pasa a traves de Qn capilar, calentando me-
diahte una fuente de energia eléctrica controlada por un sistema
"feed-back" que permite mantener constante el nivel de vaporizacién.
La temperatura optima depende de la composicion del disolvente, del
flujo, de las dimensiones del capilar y de la muestra que se
analiza [PILOSOF et al., 1984].

La presencia de sales amortiguadoras en la solucion favorece
. . . - . . +
la ionizacion de la muestra. Generalmente se obtienen iones (M+H)
y (M-H)".

Tiene la ventaja de permitir la deteccidn de niveles bajos de
substancia [VOYKSNER & HANEY, 1985].

IV.1.7.- ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (NMR).

A) Resonancia magnética nuclear de proton (lH—NMR).

La H-NMR es una técnica de gran valor en la determinacion
estructural de flavonoides, como lo demuestran los trabajos de
MARKHAM (1982) y MARKHAM & MABRY (1975).

Proporciona informacion sobre el tipo y entorno quimico de los
protones de la molécula, permitiendo determinar las posiciones oxi-
genadas en los tres anillos del flavonoide y el ndmero y posicion

de grupos metoxilo, distinguir entre isoflavonas, flavanonas y dihi-
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droflavonoles, determinar el nimero de azlcares presentes en la mo-
lécula y el tipo de unidn (% o ) y detectar posibles cadenas car-
bonadas laterales (metilo, isoprenilo, ...) directamente unidas
al nicleo del flavonoide [MARKHAM, 1982].

En los Ultimos afos la posibilidad de utilizar campos magnéti-
cos elevados (de hasta 500 MHz) y 1la aparicion de técnicas de
NMR bidimensionales han aumentado notablemente las aplicaciones
de la NMR [SCHILLING, 1985], al mismo tiempo que se requieren can-
tidades de muestra cada vez menores (de hasta 0,1 mg en los

instrumentos mas modernos).

B) Resonancia magnética nuclear de carbono 13 (13C-NMR).

La 13

cion en la determinacion estructural de los flavonoides. Desde el

C-NMR ha sido una de las tecnicas de mas reciente aplica-

primer trabajo realizado en este campo por JOSEPH-NATHAN et al.
(1974), han sido muchos los datos aportados posteriormente por
otros autores [KINGSBURY & LOOKER, 1975; CHANG, 1978; MARKHAM &
TERNAL, 1976a y 1976b; PELTER et al., 1976; WAGNER et al., 1976;
WEHRLI, 1975; WENKERT & GOTTLIEB, 1977].

Proporciona informacidon que no es posible obtener mediante
otras técnicas espectroscopicas. Permite: establecer el numero to-
tal de atomos de carbono de la molécula, el nimero de C oxigenados,
as{ como el nimero de C del azicar o azlcares presentes; identifi-
car los azicares, tanto en 0- como en C-heterosidos; determinar las
posiciones de los enlaces interglicosidicos; identificar grupos
acilo y su punto de union; y determinar uniones C-C [MARKHAM, 1982;
MARKHAM & CHARI, 1982].

Por ello, resulta uUtil especialmente en la identificacion de
heterdosidos, ya que permite definir los azlcares y sus posibles
substituyentes, sobre todo en el caso de C-heterdsidos, cuyos azu-

cares son dificiles de identificar por otros métodos.
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En la tabla IV-5 se indican las posiciones de las sefales
correspondientes a los distintos tipos de atomos de carbono de los

flavonoides, tomando como referencia el tetrametilsilano (TMS, Oppm).

Tipo de Carbono ppm respecto a TMS

Carbonilo (C=0 en &4, acilo) 210-170

Aromatico y olefinico:

- oxigenado 165-155 {sin o/p oxigenacidn);
150-130 (con o/p oxigenacion)
- .no oxigenado 135-125 (sin o/p oxigenac%én);
125-90 (con o/p oxigenacion -
Alifatico:
- oxigenado (azicares) 83-69 (C-1 de O-heterdsidos, aprox. a 100 ppm)
- no oxigenado (C-2 y C-3
de flavanonas) 80-40 (C-4 de epicatequinas a 28 ppm)
Metilendioxi aprox. 100
0-CH, 55-63 (60-63 en o-disubstituidos)
C-CH,, COCH, aprox. 17-20

Isoprenilo (-CH,CH=C(CH,),) 21(CH.), 122(CH), 131(C), 18(CH;)

TABLA IV-5: Posiciones de los distintos tipos de carbonos de los
flavonoides en ™C-NMR [MARKHAM, 1982].

En el presente trabajo se han obtenido espectros de 13

C-NMR
normales (con desacoplamiento total de proton) que proporcionan in-
formacion directa del carbono estudiado. Se ha utilizado, también,
la técnica Spin Echo Transform Fourier (SEFT), que permite diferen-
ciar los atomos de carbono segun el nimero par o impar de protones
que llevan unidos: CH y CH, dan sefiales en fase inversa respecto a

las de C y CH, [SHOOLERY, 1984].

lL.os espectros han sido registrados en dos aparatos Brucker
de 80 MHz (YH-NMR) y 20,14 MHz (Y3c-NMR), y 50,29 MHz (F3c-nmr)
respectivamente, centrados segun el disolvente o bien tomando 6=0

ppm para el tetrametilsilano .

- 62 -



IV.1.8.- HIDROLISIS DE LOS HETEROSIDOS Y ANALISIS DE LOS AZUCARES.

Los heterdsidos flavonicos, una vez estudiada su movilidad en
distintos sistemas de cromatografia en capa fina y obtenido su
espectro UV-visible, deben someterse a hidrdlisis total para sepa-

rar el azicar o azdcares del aglicon.

En general, se pueden realizar tres tipos de hidrdlisis: acida,
enzimdtica o alcalina. En nuestro caso, la hidrolisis acida en
distintas condiciones ha sido suficiente para estudiar los azlcares
y aglicones de los heterésidos flavénicos aislados. En la figura
IV-5 se ilustra la técnica seguida para la hidrélisis y separacion
de los componentes. El aglicon obtenido se analiza por cromatogra-
fia en capa fina, comparando con patrones, por espectroscopia
UV-visible y, si es necesario, por otros métodos espectroscopicos
(EI-MS, H-NMR).

Los azlcares pueden analizarse por cromatografia en papel,
cromatografia en capa fina o cromatografia de gases previa deriva-
tizacion. En el presente trabajo se han analizado por cromatografia
en capa fina utilizando diversos sistemas de eluyentes y fases es-
tacionarias, frente a patrones de glucosa, galactosa, manosa, ara-
binosa, xilosa, acido glucurdnico, acido galacturdnico, allosa, ri-
bosa y ramnosa (ver Rfs en la tabla IV-6). Los cromatogramas se han
revelado sucesivamente con reactivo de Neu y ftalato de anilina
(1 g de anilina + 1,66 g de acido o-ftalico + 100 ml de etanol de

962), calentando las placas 5 min a 1102C después de pulverizar.

El empleo del reactivo de Neu previamente al ftalato de
anilina aumenta la sensibilidad de la deteccidn, al mismo tiempo
que permite diferenciar pentosas de hexosas por el color; las
primeras aparecen de color rojizo y las dltimas de color amarillo
[NIEMANN, 1979].

Las abreviaciones utilizadas para el revelado son las siguien-
tes:
Amarilio R-A
_Rojizo P-R

t
i

Rojo-amarillento

o)
i

pardo-rojizo
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1-2 mg heterodsido

- HC1 2N aq. 5ml (+ un poco
de MeOH para favorecer la
disolucion, caso de que sea
necesario) 120 min a reflujo.

- Enfriar.

‘Hidrolizado ««———— Comprobar por CCF
que la hidrélisis
ha sido total.

-2 x 5ml Et,0

o ACOEt. °

Fase acuosa Fase organica

(azdcares) (aglicon)
Neutralizar a pH= - 2 x5 ml H,0 dest.
6 con NaHCO3. para lavar.
Liofilizar. Fase acuosa Fase organica

(desechar) _
© Liofilizado
Extraer con2 x 2 . «
ml de piridina - Opfmnala Pedene
anhidra. columna de Sephadex
. LH-20/MeOH para pu-
Concentrar a pe- rificar.
quefio volumen.
Analisis de los azucares Analisis del aglicon:
por HPTLC. : CCF, espectroscopia UV-vis

(lH-NMR, MS)

FIGURA IV-5: Pauta sequida en la hidrolisis total de los heterdsi-
dos flavonicos.
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COLOR DESPUES ———___Rf X 100 TLC
MONOSACARIDO DE REVELAR CELULOSA SILICAGEL-1 SILICAGEL-2
Glucosa ' A 43 31 12
Galactosa A 44 32 14
Manosa A 52 34 14
Arabinosa R 54 39 25
Xilosa R 56 47 28
Allosa A -51 35 19
Ramnosa A 66 50 28
Ribosa R-A e 42 29
Ac. glucuronico P-R 79 59 61
Ac. galacturénico P-R 13 15 o2

TABLA IV-6: Caracteristicas cromatograficas- de los monosacaridos
utilizados como patrones en el analisis de los azlcares
heterosidicos. Eluyentes utilizados: Celulosa: AcOEt:
Piridina:AcOH:H,0 (36:36:7:21); Silicagel-1l: AcOEt:H,0:
MeOH:AcOH (65:15:15:20); Silicagel-2: Acetonitrilo:H,0
(85:15).

El sistema wutilizado hidroliza todos los O-glicésidos,
pero no los C-heterdsidos, en cuyo caso es mas conveniente identifi-

car los azdcares por L3e_nmm.

Por otra parte, si se trata de 0-glucurdnidos, el acido gluéu-
ronico liberado en las condiciones de hidrolisis empleadas,
es destruido y no se puede detectar por cromatografia en capa fina.
Para la identificacion de este tipo de heterdsidos hemos llevado a
cabo una hidrolisis dcida de menor duracidn, que aunque puede ser
parcial, permite detectar el dcido glucurdnico sin que sea destrui-
do. Consiste en calentar a reflujo durante unos 60 min, con

agitacion, uno o dos mg del heterdsido en unos 4-5 ml de HCl 2N aq.
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IV.2.- FLAVONOIDES DE THYMUS MORODERI PAU EX MARTINEZ.

IV.2.1.- EXTRACCION.

El material wutilizado han sido las hojas desecadas de
Thymus moroderi Pau ex Martinez (muestra n23) de la tabla III-1)
recolectado en Xixona (Alicante) en junio de 1984, Un ejemplar

testigo se ha depositado en el herbario BCF (pliego n?2-31500).

La extraccion se ha realizado a partir de 250 g de material,
mediante solventes de polaridad creciente, tal como se muestra

en la figura IV-6, con el rendimento siguiente:

Extracto "eter de petrdleo" --------e-meceaoaoo 15,10 g
Extracto cloroférmico ---==-----cemmcommmaaoo 21,15 g
Extracto etereo -------=-mcmccmmmmmmmemm e 1,67 g
Extracto "acetato de etilo+butanol"------------ 18,16 ¢

El analisis de los extractos obtenidos por cromatografia
en capa fina ha dirigido nuestra atencidn hacia los extractos
clorofdrmico, etéreo y "acetato de etilo+butanol", de los que
se han aislado los flavonoides, tal como se indica en los siguien-

tes apartados.

Iv.2.2.- AISLAMIENTO.

A) Extracto cloroformico.

El extracto cloroférmico (21,15 g), previa investigacion de
diversos sistemas de eluyentes por cromatografia en capa fina
ha sido fraccionado por cromatografia en columna de poliamida CCé
en 26 fracciones, mediante la siguiente elucion con disolventes
de polaridad creciente: hexano:CHCl, (80:20) a CHCl, y CHC13:MeOH
(100:5) a MeOH.

Las fracciones obtenidas, tras sucesivas purificaciones por

cromatografia en columna de silicagel y Sephadex LH-20, y cromato-
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250 g hojas trituradas

- 3x2,5 1 éter de petrd-

Extracto

FasSe mmmd
cloroformica
(descartada)

Fase

Fase acuosa
(descartada)

- Concentrar hasta
eliminacion del
MeOH.

acuoso

leo a reflujo, 1,5 h
cada vez.
’ Extracto Marco
"éter de petroleo” .
15,10 ¢ - 32,5 1 CHCL, a reflujo,
1,5 h cada vez.
Marco Extracto
cloroférmico
- 3x2,5 1 MeOH en ca- 21,15 ¢
liente, 1,5 h cada
vez.
Extracto Marco
metanélico
- 2x2,5 1 MeOH:H O {(1:1)
- +500 ml HZO en frio, 12h c%da vez.
Marco Extracto
(descartado) hidrometanolico

- Concentrar hasta ell-
minacion del MeOH.

- 3x500 ml ('.‘HCL3 Extracto
acuoso
e Fase acuosa
- 4x500 ml éter - 4x1,5 1 éter etilico.
etilico.
acuosa Fase etérea ——w Fase etéred ——m——le—.fase acuosa
- 6x400 ml - Desecado con
AcOEt. Na,50, anhidro.
2% -5x1,5 1
- 4x600 ml Extracto etereo BuOH
BulH. 1,67g

Fase "AcOEt+BuOH"

Fase butandlica Fase acuosa

(descartada)

- Concentrar en rotava-
por, afadiendo agua,
hasta eliminacion del
BuOH y AcOEt.

- Liofilizar la solu-

cidn acuosa.

Extracto

18,16 g

"AcOEt + BuOH"

FIGURA 1V-6:

Pauta de extracc
moroderi.

ién seguida para las hojas de Thymus
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grafia en papel Whatman 3 (segin se indica en la figura IV-7),
han proporcionado 15 substancias. Las cantidades obtenidas

y el resultado de la identificacion posterior han sido los

siguientes:
Substancia A (6,0 mg): S5-desmetilnobiletina
Substancia B (21,8 mg): 8-OMe-cirsilineol
Substancia C (13,5 mg): cirsilineol
Substancia D (4,0 mg): 5,@'—(0H)2-6,7,8-(0Me)3—flava—
nona.
Substancia E (6,0 mg): sakuranetina
Substancia F (0,7 mg): pilloina
Substancia G (347,0 mg): xantomicrol
Substancia H (4,0 mg): 5,4'—(OH)2-7,8—(OMe)2—flavona
Substancia I (16,3 mg): genkwanina
Substancia 3 (3,6 mg): sideritoflavona
Substancia K (1,0 mg): apigenina
Substancia L (0,5 mg): sorbifolina
Substancia M (15,4 mg): naringenina
Substancia N (1,0 mg): kempferol
Substancia N (6,4 mg): eriodictiol

B) Extracto etéreo.

El extracto etéreo (1,67 g) ha sido fraccionado en una
columna de poliamida CCé utilizando como eluyente el siguiente
sistema de disolventes:

CHC1,:EtOH:MeCOEt:Me,CO (40:20:5:1 a 5:20:5:1)

Se han obtenido 11 fracciones que, previa purificacion
por cromatografia en columna de poliamida CC6, silicagel vy
Sephadex LH-20 y cromatografia en papel Whatman 3 (figura IV-8),
han dado lugar a 92 substancias, posteriormente identificadas como
sigue:

Substancia K (8,5 mg): apigenina

Substancia N (4,0 mg)+ kempferol
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Substancia
Substancia
Substancia
Substancia
Substancia
Substancia

Substancia

@ VO 2t

- N I

(4,1
(1,0
(44,0
(2,4
(18,0
(2,0
(4,0

mg) s
ng):
mg):
mg):
mg):
mg):
mg):

eriodictiol
timusina
dihidrokempferol
7-0Me-luteolina
luteolina
taxifolina
6-0H-1luteolina

Extracto etéreo

1,67 g

PL/CHC], :Et0H:MeCOEt :Me,CO
(40:20:5:1 a $:20:5:1)

|

6 fracciones

._.
3
LA QPN
3

2 5 [ 7 10
58,4 mg 66 mg 87,3 mg 45,1 mg 14,6 mg
LH-20 LH-20 LH-20
‘MeOH MeOH MeOH
PL/CHC] ,:MeOH PL Wel PRSI S——
(15:1 a10:1)  Ac(H 50Maq. PL/CHC1,:MeOH PL/CHCL,:MeOH
(5:1) {5:1 al:1)
STCHCL, et PC %-3 PC w-3 TH-20 1H-20
(95:5) AcOH 30%q. AcOH 15%gq. MeOH MeOH
J S P S/CHC), :MeOH
LH-20 LH-20 (9,6:4)
Me()i Me(._)ll‘_f.
] TR-20 LH-20 TH-20 055
MeOM HeOM MeOH MeOH
stancial {Substancia stancial Substanclal [Substancla] {Substancia] Substancia stancia stancia
0 X P N Q L] R S T
1 mg 8,5 mg 44 mg 4 mg 2,6 mg 4,1 mg 18 mg 9 mg 4 mg

FIGURA IV 8: Aislamiento de las substancias K,N,N,0,P,Q
partir del extracto eteréo de las hOJaS de Thymus mo-
roderi. LH-20: columna de Sephadex LH-20. PL: columna
columna de 5111cagel PC W-3: cro-

de poliamida .S
matografia en papel Whatman 3.
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C) Extracto "acetato de etilo + butanol”.

FEl fraccionamiento del extracto "acetato de etilo + butanol”
(18,16 g) se ha efectuado por cromatografia en columna de poliami-
da CCé, eluida con mezclas hidrometandlicas de concentracién al-

cohdlica creciente.

Las fracciones obtenidas (veintitres) se han sometido a puri-
ficaciones sucesivas por cromatografia en columna de poliamida CCé
y Sephadex LH-20, segin se muestra en la figura IV-9, proporcio-

nando las siguientes substancias:

Substancia U (15,0 mg): vicenina-2
Substancia vV (80,0 mg): 7-0-glucuronil-luteolina
Substancia W (107,0 mg): 7-0-glucosil-luteolina

Substancia X (47,7 mg): diglicésido acetilado delu-
teolina

Substancia Y (5,6 mg): 3'-0-allosil-luteolina
Substancia Z (5,7 mg): 7-0-xilosil-luteolina

Extracto "acetato de etilo + butanol”
18,16 g

PL/MeOH:H, 0
(5:5 & MeOH)

23 fracciones.

2 3 2 14 19 20 21
500 mg 180 mg 181 mg 130 m;] 117 mg 112 mg] Juul mg
LH-20 LH-20 . LH-20 LH-20 LH-20
MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
LH-20 ]
HeoH_ |
PL/ACOE t:MeCOE t:H,0:Me,CO | PL/AcOEt:HcCOEt:H.O:f}e,CO
s Lﬁ-‘?ﬁ e (25:15:10:15) (15:15:10:15)fase organica
(10:2 5 10:10) MeOH MeOH
P S —
:'.:;;o h-20 th-20 -0
MeOH MeOH MeOH
~—
Suhst;ncla Subst;ncla Substancia Substancia Substancia Substancia
v X Y 4
15 mg 80 mg 107 mg 47,7 mg S,6 my 5,7 mg

FIGURA IV-9: Aislamiento de las substancias U,V,W,X,Y y Z a partir
del extracto "acetato de etilo + butanol" de las ho-

jas de Thymus moroderi. LH-20: Sephadex LH-20. PL:
columna de poliamida.
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IV.2.3.- DETERMINACION ESTRUCTURAL DE LAS SUBSTANCIAS AISLADAS.

A) Comportamiento cromatografico.

En las tablas IV-7 (aglicones flavdnicos), IV-8 (heterdsidos
flavonicos) y IV-9 (aglicones de los heterdsidos liberados por
hidrolisis con HC1l 2N, 120 min a 1002C) se resumen las caracteris-
ticas de revelado y Rf de las substancias aisladas de las hojas de

Thymus moroderi.

lLas abreviaturas utilizadas para el revelado son las siguien-

tes:
A = Amarillo A0 = Amarillo oscuro NG = Negro-
AB = Amarillo brillante MO = Marrdn oscuro PO = Pardo oscuro
ACF = Amarillo claro N = Naranja VO = Violaceo oscuro
fluorescente
Y para los sistemas cromatograficos:
CL-1 = TLC Celulosa/AcOH 50%aq. CL-2 = TLC Celulosa/AcOH 30%aq.

CL-3 = TLC Celulosa/AcOH 15%aq. CL-4

TLC Celulosa/H,0

S-1 = TLC Silicagel/Benceno:Dioxano:AcOH (90:25:4)

$-2 = TLC Silicagel/CH,Cl,:AcOH:H,0 (2:1:1) fase inferior
5-3 = TLC Silicagel/CHCl;:MeOH (93:7)

S-4 = TLC Silicagel/CHCl,:MeOH:H,0 (65:45:12)

S-5 = TLC Silicagel/AcOEt:MeCOEt:AcOH:H,0 (5:3:1:1)

S$-6 = TLC Silicagel/AcOEt:HCOOH:AcOH:H,0 (100:11:11:27)

La determinacion estructural de las substancias aisladas se
ha realizado a partir de los datos cromatograficos y espectrosco-
picos, de acuerdo con las indicaciones citadas en los apartados
Iv.1.3, 1Iv.1l.5, Iv.l.6, IV.1.7 y IV.1.8.

A continuacidn, sigue una relacidn de todos los flavonoides
identificados en el presente trabajo y sus estructuras, asi como
sus datos espectroscépicos, incluyendo alguna explicacion sobre
la determinacidén estructural en aquellos casos que nos han

parecido mas interesantes.
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REVELADG Rf X 100 TLC

Subs- UV366nm NH,/gzénm AlCl,/gzsnm NEU/gzsnm CL-1 CL-2 CL-3 S5-1 S-2 §-3
tancia S
A Vo vo Vo Vo 85 49 - 57 9% 74
8 Vo MO NG Vo 77 4b - 48 92 57
c vo MO NG vo 7% a2 - 42 89 56
D PO PO Vo Vo 95 85 53 52 80 51
E PO ACF ACF A0 87 60 21 sS4 8% 51
F vo Vo A A ss 28 - - 9% 65
G vo Vo NG vo 81 49 - 43 &7 47
H vo Vo NG Vo 78 46 - 3% 6 &2
1 vo A A A 65 29 - 43 70 46
J vo vo Vo N 66 37 - 21 38 24
K vo AQ A AV 57 28 - 29 2 2
Api. vo A0 A AV 57 27 - 28 24 2
L vo Vo Vo Vo 48 19 - - 25 47
M PO Vo ACF AD 82 66 30 42 36 30
N A A AB AB 4% 20 - 3% 28 22
i PO vo ACF N 7% 6l 28 2 1& 10
0 vo vo Vo vo 64 32 - 1 2 2
P £0 AD A vo 82 74 52 30 19 18
Q VO A A N 51 22 - - - -
R ) A A N 39 18 - 12 1n o1
Lut. vo A A N 40 18 - 13 11 12
S PO A0 A vo 7 71 - 15 5 7
T Vo A MO N 21 10 50 - - -

TABLA IV-7: Caracteristicas cromatograficas de los aglicones fla-
vonicos aislados de Thymus moroderi. Api.: apigenina.
Lut.: luteolina. Para otras abreviaturas, ver texto.
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REVELADO Rf X 100 TLC

Subs-  UV36Gnm NH,/Sy.  ALCL/YY.  NEU/Jp. o CL-2 CL-b S-4 S-5 S-6
tancia — — —
U vo VO A " 6 21 36 10 16
v Vo A A N 3 25 38 20 sl
W Vo A A N 30 0 4 32 58
7Cku. Vo A A N 30 0 43 32 60
X VO A A N 61 3 70 48 66
Y Vo AO A AO S8 3 53 40 60
z Vo A A N 23 0 39 46 73

TABLA 1IV-8: Caracteristicas cromatograficas de los heterosidos fla-
vonicos aislados de Thymus moroderi. 7GLu.: 7-glucosil-
luteolina. Para otras abreviaturas, ver texto.

REVELADO Rf X 100 TLC
uv uv uv
Subs: Uv3é6nm NH’/366nm A1C13/366nm NEU/366nm CL-1 CL-2 s-2 S-3
tancia —_— —
V-A Vo A A N 40 18 11 12
W-A VO A A N 40 18 10 12
Lut.’ VO A A N 40 18 11 12
X-A - VO A A N 39 18 11 11
Y-A VO A A N 40 18 11 12
Z-A VO A A N 40 17 10 12

TABLA IV-9: Caracteristicas cromatograficas de los aglicones libe-
rados por hidrolisis (HC1 2N, 120 min, 100°C) de los
heterosidos aislados de Thymus moroderi. La letra del
heterdsido seguida de A indica el aglicon correspon-
diente. Lut.: luteolina. Para otras abreviaturas, ver
texto.
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B) Estructura de la substancia A.

El compuesto A ha sido aislado del extracto cloroformico e
identificado como la 5—0H—6,7,8,3',4'—(0Me)5—flavona 0 5-desmetil-

nobiletina, en base a los siguientes datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-11.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-12.

Espectroscopia Lo NMR figura IV-10.

' 4, OCH, Substancia A: 5-0H-6,7,8,3',4'-
(OMe)S-flavona (5-desmetilno-
biletina.

\\Z3"0CH;

9 8 7 6 5 a 3 2 1 o ppm

FIGURA IV-10: Espectro de lH—NMR (80 MHz, d-Me,C0) de la substancia A.
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FIGURA IV-11: Espectros UV-visible  |ll] i |
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MeOH — — — AICl, ————— MeOH ——— NaDAc
————— AlCl, + HC1 ————— NaOAc + H,B0,

Datos espectrales: A en nm, i = inflexidn.
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FIGURA 1IV-12: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia A.
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C) Estructura de la substancia B.

La substancia B ha sido aislada, también, del extracto cloro-
formico, e identificada como la 5,4'-(0H)2~6,7,8,3'-(OMe)B-flavona

o 8-OMe-cirsilineol a partir de los siquientes datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-14.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-15.
- Espectroscopia Ly NmR: figura IV-13.

Substancia B: 5,4'-(0H),-6,7,8,3'-
(OMe) ,-flavona (8-0OMe-cirsili-
neol).

L H‘S I
bz CHCL
H-6"
—— >
: K‘L 6-0CH,
Z2 z 7-0CH;
8-0CH,
3" -0CH,8 L
H-3 :
WlJJ i
_ » -
9 8 7 6 H 4 3 2 1 L

FIGURA IV-13: Espectro lH—NMR (80 MHz, CDCl,;) de la substancia B.
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FIGURA IV-14: Espectros UV-visible

— —— AlCl,

MeOH
—~—=—=-= AlCl, + HC1

—=——~=— Na0Ac + H,B0,

inflexion.

Datos espectrales: A en nm, i.

: 253 279
266

MeQOH
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3901

-
4
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AlCl; + HC1
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NaOAc
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253
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FIGURA IV-15: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia B.
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D) Estructura de la substancia C.

Este compuesto se ha aislado del extracto cloroformico e iden-
tificado como la 5,4'-(0H),-6,7,3'-(0Me),-flavona o cirsilineol, a

partir de sus datos analiticos:

- Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.
- Espectroscopia UV-visible: figura IV-16.
- Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-17.

Substancia C: 5,4'-(0H),-6,7,3'-(0Me),-flavona

(cirsilineol).
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FIGURA IV-16: Espectros UV-visible
de la substancia C.

>

&

e
2]

™~

MeOH

e e e NaOMe

i T 3 3
e I 8 - ~1s !l R - - " T :‘_ T 1]
, ,
1y b  § \'l{'—“ - : S S I et o B 3
- 3 . ‘\\ -+ " w|-g al-
,;\17 . NS . 25“1', Ll
2UALLN [ NN LA L |
~ AYARRER\ ’_~i TN A\ TN i | T
CIONYL y : \\\/?// \__E !_\\ . : N : ) \‘._‘é “;m ' 1 1 : =‘j‘ ;
BRI B N
b ot i 8\ tdd\ a i 1 R T o o AUUR B S S B
I A\ | \ eI 3\321 e
| '4 o ) N\ . b SN NGE R
ST S
| i I Vil . e S
MeOH —— — AlCl, MeQOH ———m—NaQAc
————— AlCl, + HC1 -=——~— NaQAc + H,B0,

Datos espectrales: A en nm, i = inflexién.

NaQAc +

AlCl,

MeOQH:
NaOMe:

AlCl,: .

+ HC1:
NaOAc:
H,B0,:

12401 2501
268 3001
258 286
256 286
270 341
250i 272

272
386
366
360
404
341

341

- 82 -




|- 2228

188+ ! i

88'.43

69 - 133

185
401 l g1 93 119 153 207
A

189
l.‘ “:u 1(‘ ll[nngJJL!,lllt Ju.xl n|l'l||1 g.uLLU sl;lih. td !l“hd\;hl:\ng;l_:jfllhgll!lﬁn%JAl[

20 4

7.35 60 8o 190 128 149 160 189 200

100 .
] 248
8@

60 - 344
329

40 -
1 301
284 219 283 3.15

Iul nl[l vl J l

Q- 1| i 1] IR
N L R S | LSRR S B e | T T T e

T N
229 2:40 2608 2808 360 320 340 360

~C
Ho R-46
w/z 9%
”4-3»
w/z 172
OH
X
oo
OH 0 &
M-15 a/z 379 32*
RDA a/z 151
+ I+
CH0 'CO CHO OH
c-o : QOCH, ‘
I‘I:IH
A -‘43 -
1 < Al 15 By* wz 102
#/z 155 OCH;T w/z 181
‘-CH;
A7 wiz 125 B-15
OH m/z 133

FIGURA IV-17: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia C.
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E) Estructura de la substancia D.

La substancia D ha sido aislada a partir del extracto cloro-

formico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-19.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-20.

Espectroscopia LHoNMR: figura IV-18.

El comportamiento cromatogrifico de la substancia D es el de
una flavanona bastante apolar ¢ dihidroflavonol substituidos en

las posiciones 6 y/u 8, ya que no se revela.

Sus espectros UV-visible nos indican que se trata de una fla-
vanona o dihidroflavonol (banda I de muy baja intensidad) con un
hidroxilo libre en la posicion 5 (AXII en AlCl,+HCl respecto al
MeOH de 27 nm) y sin grupos o-(0OH), en el anillo A (AXI en NaOAc+
H;B0, respecto al MeOH de cero nm). La ausencia de desplazamiento
de la banda II en NaOAc respecto al MeOH indica que no se trata de

una 5,7-(0H),-flavanona.

El EI-MS presenta un M™ a m/z 346 (C18H1807) correspondiente
a una flavanona o dihidroflavonol con 2 hidroxilos y 3 metoxilos.
Los iones AI’, Al-15 y Al-43 a m/z 226, 211 y 183, respectivamente,
caracterizan un anillo A con un hidroxilo y tres metoxilos. El ani-

T am/z 120,

1llo B posee un hidroxilo tal como lo indica el idn By

tipico de esta clase de flavonoides.

El espectro de 1H—NMR es caracteristico de una flavanona. En
€l, el proton H-2 aparece como cuarteto (2 dobletes correspondien-
tes a Jcis = 5,3 Hz vy Jtrans
del acoplamiento del H-2 con los dos protones del carbono 3. Los

= 10,6 Hz) a 5,4 ppm como resultado

protones en C-3, ademas, acoplan entre ellos, dando lugar a dos
cuartetos superpuestos entre 2,6 y 3,3 ppm. Se observan, también,
los protones del anillo B, que dan un sistema simétrico tipico de

benceno p-disubstituido, y tres metoxilos (sefiales entre 3,7 y
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4,2 ppm) correspondientes a los de las posiciones 6, 7 y 8.

Todos estos datos permiten establecer la estructura de
la substancia D como la de la 5,4'—(OH)2—6,7,8-(0Me)3—flavanoﬁa o

dihidroxantomicrol.

Substancia D: 5,4'-(0H),-6,7,8-
(OMe) ;~flavancna (dihidroxanto-
microl).

6-0CH;
7-0CH;
8-0CH;

H-3 trans
H-3 cis
™S

pom

o1
~
o
[V}
'y
w
[}
-t
(<]

FIGURA 1IV-18: Espectro de lH-NMR (80 MHZ, CDCl,) de la substancia D.
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FIGURA 1IV-19: Espectros UV-visible
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FIGURA IV-20: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia D.
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F) Estructura de la substancia E.

La substancia E ha sido aislada del extracto clorofor-

mico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-22.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-23.

Espectroscopia lH-NMR: figura IV-21.

El comportamiento cromatografico del compuesto E asi como sus
espectros UV-visible indican que se trata de wuna flavanona
o dihidroflavonol (banda I de muy baja intensidad) con hidroxilo
libre en 5 (AAXII en ALCl,+HCl respecto a MeOH de 21 nm) y sin
grupos o-(0H), en el anillo A (ausencia de desplazamiento de
la banda II en NaOMe y NaOAc+H;B0, respecto a MeQOH).

La substancia E tiene un peso molecular de 286 (M en EI-MS),
con una formula molecular C16H1405’ correspondiente a una dihidro-
xi-metoxiflavanona o dihidroflavonol. Los fragmentos A+', Al+1, A -

28 y A1-43 a m/z 166, 167, 138 y 123, respectivamente, manifiest;ﬁ
la presencia de un hidroxilo en 5 y un metoxilo en 7 en el
anillo A. El1 hidroxilo restante se encuentra en el anillo B, como
lo demuestra el ion B;’ a m/z 120. El espectro EI-MS muestra, tam-
bién, el fragmento a m/z 193 correspondiente a [M-anillo B]+’ ca-

racteristico de este tipo de flavonoides.

El espectro de lH-NMR confirma que se trata de una flavanona
(proton H-2 a 5,3 ppm y dos protones en C-3, sefiales entre 2,3 y
3,3 ppm) monometoxilada (sefial a 3,8 ppm), con las posiciones 6 y
8 del anillo A libres. El anillo B presenta un sistema simétrico

tipico de benceno p-disubstituido.

La substancia E resulta ser, pues, la 5,4'~(0H)2~7—0Me~flava—

nona o sakuranetina.
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Substancia E: 5,4'-(0H),-7-0Me-flavanona
(sakuranetina).

CHC13><
TMS
H-6 7-0CH;
H-8 -
H-3 trans
H-3 cis
ML_
9 3 2 1 ° ppm

FIGURA 1IV-21: Espectro 1H-NMR (80 MHz, CDCl,) de la substancia E.
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FIGURA IV-22: Espectros UV-visible \ SENRARRD ‘“”‘T' TR '.
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FIGURA IV-23: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia E.
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G) Estructura de la substancia F.

El compuesto F ha sido aislado del extracto clorofdormico
en cantidad inferior al miligramo, por 1o que no ha sido posible
registrar su espectro de lH-NMR. Ha sido identificado como la
S,3‘-(OH)2?7,4'-(OMe)Z-flavona a partir de los siguientes datos

analiticos:

- Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.
- Espectroscopia UV-visible: figura IV-24.
- Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-25.

Substancia F: 5,3'-(0H),-7,4'-(0Me),~flavona
(pilloina)
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FIGURA 1IV-24: Espectros UV-visible \'”%{‘ FTEIET BT
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FIGURA IV-25: Espectro EI-MS y fragmentacion de la ‘substancia F.
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H) Estructura de la substancia G.

La substancia G ha sido aislada del extracto cloroformico
e identificada en base a sus datos analiticos como la 5,4‘—(OH)2—

6,7,8-(0Me)3-flavona o xantomicrol:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-28.
Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-29.

Espectroscopia L MR figura IV-26.

Espectroscopia 13c_\mR: figura IV-27.
5

OH

Substancia G: 5,4'-(0H),-6,7,8-
3 (OMe),-flavona (xantomicrol).

OH
TMS
>SS CHCLs
’
-
6-0CH;
7-0CH;s
8-0CH;
r‘
wa) |24
H-6 a
" JJL\_ v UMM
5 7 3 H 2 3 2 ; ° pom

FIGURA 1IV-26: Espectro 1H-NMR‘(8O MHz, CDCl,;) de la substancia G.
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FIGURA IV-27: Espectro de 12C-NMR (20,14 MHz, d-DMSO) de la substancia G.
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FIGURA IV-28: Espectros UV-visible
de la substancia G.
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FIGURA IV-29: Espectro EI-MS y fraccionamiento de la
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1) Estructura de la substancia H.

La substancia H ha sido aislada, también, del extracto clo-

roformico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-31.

LIS

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-32.
Espectroscopia Ly MR figura IV-30.

t

La substancia H tiene un comportamiento cromatografico corres-
pondiente a una flavona relativamente apolar, substituida en las
posiciones 6 y/u 8, ya que no se revela con AlLCl, ni con el reac-

tivo de Neu.

El espectro UV-visible indica que 'se trata de una 5-hidroxi-
flavona (espectro en AlCl,+HCl con cuatro bandas) substituida
en 7 (ausencia de desplazamiento batocrdmico de la banda II en
NaOAc respecto a MeQOH) y con el anillo B monohidroxilado en &'
(AXI en NaOAc+H,B0, respecto a MeOH de cero nm, e AXL en NaOMe
respecto a MeQH de 49 am). E1 anillo A posee un metoxilo en 8 tal
como lo demuestran los espectros en AlCl,+HCl y en MeOH: XIa en
AlCl1,+HC1 entre 395 y 435 nm, en forma de pico, y AII en MeOH

igual o mayor que 271 nm.

El EI-MS presenta un M'° a m/z 314, correspondiente a
la formula molecular C17H1406’ caracteristica de las dihidroxidi-
metoxiflavonas. La existencia de un solo hidroxilo en el anillo B
viene confirmada por los valores de m/z de los fragmentos BI’
(118), B; (121) vy 82—28 (93). Los fragmentos Al~15, Al-43 y
Al-7l a m/z 181, 153 y 71 respectivamente, indican un anillo A
monohidroxilado y dimetoxilado. El1 espectro muestra, también,
un M-15 (m/z 299) importante, caracteristico de flavonoides me-

toxilados en 6 y/u 8.

En el espectro de lH—NMR se observan los protones H-3 (6,8

ppm) y H-6 (6,6 ppm), asi como dos sefiales de los metoxilos de las
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posiciones 7 y 8 entre 3,8 y 4 ppm. Los protones del anillo B for-

man un sistema simétrico constituido por dos dobletes (J = 9,3

Hz), que integran dos protones cada uno, y centrados a 7 ppm (H-3'

y H-5') y 8 ppm (H-2' y H-6").

Todo ello permite afirmar que la substancia Hes la 5##-(OH)2-

7,8-(0Me)2—flavona o 8-0Me-genkwanina.

Substancia

na).

H:
( OMe),-flavona (8-0OMe-genkwani-

5,4'-(0H),-7,8-

H0 3K
‘ . 7-0CH, Me.CO
l&!?itiillr;(r!! 8-0CH;
T T T T T T ] A 1 0
10 9 8 7 é 5 4 3 2 1 o pbpm

FIGURA IV-30: Espectro

lH-NMR (80 MHz, d-Me,CO) de la substancia H.
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FIGURA IV-31: Espectros UV-visible
de la substancia H.
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FIGURA IV-32: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia H.
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J) Estructura de la substancia [.

Esta substancia ha sido aislada del extracto cloroformico e
identificada como la 5,4'-(OH)2-7—OMe—flavona o genkwanina, a par-

tir de los siguientes datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-34.
Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-35.
Espectroscopia L NMR: figura IV-33.

H Substancia I: 5,4'-(0H),-7-0Me-
flavona (genkwanina).

H-3
) H-5ly-8 OH 0
ot _ H:0 >3l > DMS0

7-0CH;

Z

9 8 7 6 3 4 3 2 1 % ppm

FIGURA 1IV-33: Espectro lH—NMR (80 MHz, d-DMSO) de la substancia I.
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FIGURA IV-34: Espectros UV-visible
de la substancia I.
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FIGURA IV-35: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia I.
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K) Estructura de la substancia J.

El compuesto J ha sido aislado del extracto cloroformico. A
partir de sus datos analiticos analiticos se ha identificado como
la 5,3',4'-(OH)3-6,7,8—(0Me)3—flavona o sideritoflavona:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-37.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-38.
Espectroscopia L NMR: figura IV-36.

Ha0
<
6-0CH,
7-ocisfi 1 || > pso
8-0CH,
H-3 ~
H‘Z' " - -
_
S 2 S S S S S S S

FIGURA 1V-36: Espectro lH-NMR (80 MHz, d-DMS0O) de la substancia J.
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FIGURA 1IV-37: Espectros UV-visible _\ TTHHITTTIHLEY T B
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FIGURA IV-38 : Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia J.
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L) Estructura de la substancia K.

La substancia K ha sido aislada tanto del extracto clorofor-_
mico como del etéreo e identificada como la 5,7,4'—(OH)3-flavona o}

apigenina, en base a sus datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-40.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-41.
Espectroscopia LioNmR: figura IV-39.

4.0OH Substancia K: 5,7’,4’-(OH),—flavona
(apigenina).

H-3
H-zo H“S:
H-6' H-S.\..
H-8
H-6
> DMS0
f’_) H.0
'l; 1'2 I'l l'o ; ; 7 6 5 4 3 2 l 6 opm

FIGURA IV-39: Espectro 1H-NMR (80 MHz, d-DMS0O) de 1la substancia K.
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FIGURA IV-41: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia K.
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LL) Estructura de la substancia L.

Esta substancia ha sido aislada del extracto cloroférmico en
cantidad inferior al miligramo, por lo que no ha sido posible re-

gistrar su espectro de lH-—NMR.

Datos analiticos:
- Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.
- Espectroscopia UV-visible: figura IV-42.
- Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-43.

El comportamiento cromatografico de la substancia L es el de
una flavona hidroxilada, relativamente polar, substituida en 6 y/u
8. Su espectro UV-visible corresponde al de una 5-0OH-flavona é-hi-
droxilada (AXI en AlCl,+HCl respecto al MeOH de 25 nm, banda I no
desdoblada en ALCl,+HCl, y AII én MeOH entre 283 y 286 nm), mono-
substituida en B (banda II no desdoblada en el espectro metanoli-
co) por un hidroxilo libre en &' (AAI en NaOMe respecto al MeOH de
40 nm) y con un 7-0R (ausencia de AXII en NaDAc respecto al MeQOH
e AAL en NaOAc/MeOH > AXI en NaOMe/MeQH).

ta formula molecular de L, Cl6 H1206’ correspondiente a un
peso molecular de 300 (M*" en EI-MS), es la de una trihidroximeto-
xiflavona. El anillo B posee un solo hidroxilo libre en 4' (B,
(Bl+H)+’ Bg y (82-C0)+ a m/z 118, 119, 121 y 93, respectivamente)
y por tanto el anillo A debe contener dos hidroxilos (en 5 y 6)
y un metoxilo, que se encuentra en la posicion 7, dada la inexis-
tencia del idn M-15 caracteristico de flavonas 6- y/u 8-metoxila-

das. La substancia L resulta ser, por lo tanto, la 5,6,4'-(0H); -

7-0OMe-flavona o sorbifolina.

Substancia L: 5,6,4'-(0H),;-7-0Me-
flavona (sorbifolina).
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FIGURA 1IV-42: Espectros UV-visible
de la substancia L.
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