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L~ INTRODUCCION, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS



Il Género Sideritis (Lamiaceae) abarcu mds de 140 especies botdnicas
distribuidas por todo el litoral mediterrdneo europeo y alricano, incluyendo el archipiélago

canario y las islas Madeira.

Varias especies del Género son empleadas en medicina popular en distintas
regiones espaitolas, fundamentalinente en la zona de Levante y la provincia de Almeria. Su
nombre popular es el de "Rabo de gato”, y su preparacion en forma de infusion se administra

como antiinflamatorin, digestiva, antimicrobiana y antiulcerosa,

Iis un Género que abarca especies botanicas de dificil clasificacién taxondmica
debido al elevado nmimero de hibridaciones que se producen entre ellas, lo que origina
multitud de subespecies, variedades y formas. Su clasificacién es tan problemética que muchas

especies reciben dos o mds nombres diferentes,

Esto ha hecho que muchos investigadores, ademds de atender a sus caracteres
botdnicos, procedan al andlisis fitoquimico de las distintas especies para disponer de unos

criterios mds exactos para su clasificacion botdnica.

Desde el punto de vista farmacoldgico, el Género Sideritis presenta una
marcada actividad, y asi se han aislado compuestos de naturaleza terpenoide (borjatriol,
andalusol, ent-cirsineol)) y flavonoide (sideritoflavona, hypolaetina-8-O-3-D glucdsido) con

una importante accién antiinflamatoria.



to
.l

Son, por tanto, los objetivos de este trabajo de investigacion:

Identificacion y valoracidn de los principios activos de naturaleza flavonoide
presentes en el mayor namero posible de especies del Género Sideritis que

crecen en Espafia.
Aislamiento de estos compuestos,
Validacion cientifica de la actividad atribuida a estas especies por el uso

popular o través del conocimiento de la composicion y riqueza de sus

principios aclivos de naturaleza flavonoide.

(P )



IL.- REVISION BIBLIOGRAFICA



IL1.- ESTUDIO BOTANICO

Division  : Spermatophyta

subdivision : Magnoliofitina

Clase : Dicotvledoneae (= Magnoliatae)
Subclase 1 Lamiidae

Superorden : Scrophularianae

Orden : Lamicaley

Familia — : Lamiaceae (= Labiatae)

Género  Sideritis

Socorre y col., 1986b y Rivera y col., 1990 realizan una division del Género
basadu en caracteres morlologicos como la cubierta de pelo, citoldgicos como el namero de
cromosomas, ¥ quimicos, como la presencia de ciertos flavonoides y aceites esenciales, o bien
solo estos ultimos. Asi, el Género Sideritis se divide en seis secciones. cuatro de e¢llas

perennes y dos formadas por plantas anuales:

Seccion Empedocleopsiy. Endémica de Macaronesia,

Seceidn  Marrubiastrum  (Moench)  Benth,  Endémica  de

Mucaronesia.

Seceidn  Empedoclea (Raf.) Benth. Se localiza en Italia,

Baoleanes, Islas Egeas, Turquia y Cercano Qriente,

Seceidn Sideritis. Endémica de la region mediterranea Occidental. Por el Norte
Hega hasta el Jura francés; por el Sur, hasta la cordillera del Atlas en
Marruecos; por el Qeste abarca hasta el cabo de San Vicente en Portugal, y por

el Este ¢l Norte de lialia en Europa y el Norte de Tunez en Africa.



Secciones anuales

Seceidn Burgsdorfia (Moench) Briq. Incluye tinicamente la especie Sideritis
romana L., junto con sus dos variedades, romana y lazae.
Seceion Hesiodia (Moench) Benth, Sélo encontramos la especie

Sideritis montana L. ssp. ebracteata.

A su vez, 1o Seccidn Sideritis se divide en guince subsecciones (Rivera y col.,

1990)

[. Subsec. Grandiflora Rivera & OQbén, subsec. nov.

Especies: S. grandiflora Salzm. ex Benth,

Localizacién: Sureste Espaila y Noreste Marruecos,

Flavonoides: 7 alosil (152) glucdsidos de crisoeriol, luteolina y apigenina.

Flavonoides tipo Noroglucinol sin sustitucién en la posicion 8.

2. Subsee. Ovata Rivera & Obdn, subsec, nov,

Lspecies: S, ovara Cay,

S. borgiue Andrés en Lopez Pacheco et al.

Localizacion: Montaftas del noreste de Ispaiia.

Flavonoides: 1soscutelavein-7-alosil glucdsidos contrazas de hypolaetin-7-alosil

(1-22) glucdsido.



3. Subsec. Camarae Rivera & Obbn, subsec. nov.

T

LEspecies: S. camarae Sennen

i

. brachyvealyx Pau.

L

. hyssapifolia var. aranensis F.Q.

L

lurica Gay
. lurida var. relegata (F.Q.) F.Q. en F.Q. & Rothmaler

S seordiofdes var, glabrata Benth,

o

Localizacion:  Centro y norte de Espafia, sur de Francia, Pirincos, Cordillera

Cantdbrica, Picos de Europa, Gredos y provincia de Logrofio.

4. Subsec. Linearifolia Rivera & Obon, subsec. nov.

Lispecies: S linearifolia Lam,
S. alpinag Villars
S brevispica Sennen & Llias
S, carbonellis Socotro
S cantabrica Sennen & Elias
S. castellana Sennen & Elias
S. evnensis Sennen
S grennensis F.Q,
S, hyssapifolia L.
S, hyssopifolia ssp. guitlonii (Timb.-Lagr.)
S, Javalambrensis Pau,
S, manra De Naé en Bal
S, pastoris Sennen
S. peyrel Timb.-Lagr.
S, pyrenaica Poiret
S, scordioides var, angustifolia Benth,
S. scordioides var, elongata Benth,

S vidali Sennen



Localizacién: Norte de Africa, sudeste de Espaiia, base del Ebro, montafias de

Castilla, norte de Espafia, Pirincos, este de Francia, noreste de ftalia.

Flavonoides:

isoscutelareina o hypolaetina.

Cirsilineol, 8-MeQ cirsilineol, xantomicrol. derivados de

5. Subsec. Gymmnocarpae Rivera & Obdn, subsec. nov.

Especies:

. incane

incana

fncana

. incana

. incane

incean

. iheana

. ncana

incena

L Ineana

incana

incana

. incana
. fheana
. incana

L incana

incana

. incanc
. fheane

L incana

incana

L.
var.
var.
var,
VAT,
var,
var,
var,
var.
var,
var.
var.
var.
var.
var,
vAr.
var,
var.
var,
subv

8P,

albiflora Maire en Batland
albiflora subvar. roseiflora F.Q.
albiflora subvar, depanperata F.Q.
altiatlantica .Q.

altiatlanmtica subvar. recessa I'.Q.
angustifolia I.Q.

awrasiaea Battand

ederana Pau ex F.Q.

edelana subvar, saxifiruga F.Q,
flavovirens Maire

virgata subvar, arairae (Maire) F.Q.
fongifolia F.Q.

accidentalis F.Q.

viridifolia C. Vicioso

regimontana Maire

robusta F.Q.

socovensis Rivera & Qbodn
fomentosa Battand & Pittard

ar, spimidosa I.Q.

tunetana Murb,

atlantica Pomel

atlantica var, nervosa Pomel

. glauca

Cav.



S. guvoniana Boiss, & Reut.
S omaris-filiae Emb. & Maire
S ochroleuca auet. non Willk.
S. pyenostachys Pomel ex Battand. & Trabut
S, yericea Pers.
S, virgata Desf.
lLocalizacion: Espafia, Marruecos, Argelia y Tinez.
Flavonoeides:  Vacuolares del grupo de la hypolaetina.
0. Subsee, Stachydioides Rivera & Obdn, subsec. nov.
ILspecies: S, stachvdioides Willk,

Localizacion:  En montafias en una zona muy reducida del sudeste espafiol.

Flavonoides:  Trazas de flavonoides vacuolares, derivados de luteolina y

apigening, asi coma de hypolaetina,
7. Subsec, Lacaitae Rivera & Obon, subsec. nov.
[ispecies: S tacaitae Q.
Localizacién: Norte de Andalucia y sur de Castilla,
Flavonoides:  Vacuolares, derivados de hypolaetina,
8. Subsee. Hirsuta Rivera & Obén, subsec, nov.
Lupecies: S. hirsuta 1.

S hirsuta var. altilabra Pau. en Sched.

&S hirsuta var., bracteosa WillK,



o

. hirsuta var, granaiensis Pau.

. hirsuta var. maroceana Cosson en Battand

[

. hirsuta var, nivalis T.Q.

r

. hirswta var, maritima sabvar, angusiifolia I.Q.

S. hirsuta ssp. emporitana Cadev. en Cadev. & F.Q.
S provincialis Jordan & Fourr, en Sched. S.ruscinonensis
Timb.-Lagr.

S tomentosa Pourret

S. hirtwla Brot,

S, imbricata H. Lindb.

S. kebdanensis Sennen

S. fittoralis Timb.-Lagr.

S, aculeara (Bubani) I.Q.

S, agustinit Sennen & Pau

S. briguetiana F.Q.

S huhanii F.Q.

S. earalaunica Sennen & Pau.

S. erenata Lapeyr,

S. endresii WillK.

S endresii 1. laxispicata Degen & Debeaux

. gaditana Rouy

o

S. gonani Timb.-Lagr.

Localizacion:  Portugal, Espafia, sur de Francia, norte de ltalia, Marruecos,

Argelia.

Flavonoides: Cirsiliol, 8-MeO cirsiliol, sideritoflavona, xantomicrol,

isoscutelareina e hypolaetina y sus derivados.



9. Subsee. Chamaedryfolia Rivera & Obon, subsec, nov.

Lispecies: S, chamaedryfolia Cav.

S. fontii Sennen

Localizacién: Suresle de Espaiia y sur de Cataluita.

10. Subsee. Arborescens Rivera & Qbon, subsec, nov,

Ispecies: S, arborescens Salzm. ex Benth.
8. angustifolia var, {usitaniea I.Q.
S, arborescens var, gfticana F.Q. Pau, en F.Q.
8. arborescens var. kebdanensis £ laxispiea F.Q. & Sennen en
nennen
S arborescens var, ortonedae F.Q. & Pau
S. arborescens ssp. perez-larae Borja
S, foetens Clem. ex Lag,
S foetens var, rivas-godayi Ferndndez Casas
S, gemda Battand.
S, fureola F.Q.
S, omaireana F.Q, & Pau. en IL.Q.
S, paulii Pau,
8. pandii var. castellang F.Q. & Pau.
S, subatlantica Battand.
S subatlantica L. heterostachyva Sen,
S subatlantica T, laxispica Pau. & F.Q. en I.Q.

S subatlantica var. riphaea F.Q. & Pau. en F.Q.

Localizacion: Sur de la Peninsula [bérica y Marruecos.

Flavonoides: Derivados de hypolactina o isoscutelareina,

11



11, Subsec. Flavovirens Rivera & Qbdn, subsec. nov.

Lispecies: S. lewecantha var. flavovirens Rouy
8. leucantha var. carthaginensis I.Q.
S. lewcantha var. microphylla WillK,
S. almeriensis Pau,
S, debeanxil F.Q.
S hirsuta var, maritima F.Q.
S. hirsuta var. maritima subvar, rotundifolia, 1.c.
S. hirsuta var. maritima subvar. pinnatifida F.Q., l.c.
S. hirsuta var, maritima subvar. oscilans F.Q., L.c. S. thanyezii
S, Horcitana Sennen
S, ochrolenca WillK.
S, ochrolenca var, antiatlantica Maire
S achrolenca var, brevibracteata F.Q.
S, ochrolenca var. denticulata F.Q.
S, ochrolenca var, eremophylla (Maire) F.Q.
S. ochrolence var, mairei F.Q.
S ochroleuca var. meroceana F.Q.
S, osteoxylla Pau.

1

. pusilla (Lge.) Pau,

o

S. pusilla var. carthaginensis ¥.Q.
S. pusitla vav. gracilling F.Q.
S, pusifla var. littoralis F.Q,

S. pusitia var. salina F.Q.

Localizacion: Sudeste de Espafia y norte de Marruecos.

FFlavonoides: Cirsiliol, 8-MeQ cirsiliol, sideritoflavona. cirsimaritina,

xantomicrol ¢ isoscutelareina e hypolaetina y derivados.

12



12. Subsec. Lencantha Rivera & Obdn, subsec. nov.

Lspecies: S, lencantha Cav,
S. fevcantha var, incana (WillK.) F.Q.
S. leucantha var, integrifolia Cosson en Sched,, l.c.
8. lewcantha var, intermedia F.().
S. leucantha var. meridionalis F.Q.
S, leucantha var. eblongifolia Rouy
S, lewcantha var. paucidentata WillK,
S leucantha var, serratifolia WillK.
S. biflora Porta et Rigo
S, bowrgeana Boiss. & Reul.

S tragoriganum Lag.
L.ocalizacion:  Sudeste de Espaiia,

Flavonoides: Cirsiliol, cirsilineol, 8-MeQ cirsilineol, sideritofllavona,

xantomicrol ¢ hypolaeting ¢ isoscutelareina y derivados.

13, Subsec, dngustifolia Rivera & Obén, subsec. nov.

]

. angustifolia Lag.
. funkiana WillK.

. Jahandiezii F.Q.

Especies:

o n

S lagascana Willk,

S. mugronensis Borja

S reverchonii Willk,

S, saetabensis Rouy

Localizacién: Sury este de Espafia. Diversidad en el borde este de la mesela,

drea de Guadix-Baza con un centro secundario en Mdlaga, Una especie en el norte de Alfrica.

13



Flavonoides: Sideritoflavona, cirsiliol, 8-MeQ cirsiliol, cirsimaritina,

cirsilineol, xantomicrol e hypolaetina e isoscutelareina y derivados,
14, Subsec. Serrata Rivera & Obon, subsec, nov.

Especies: S. serrata Lag,
S. fragans Costa ex Rouy
S dlicifolia Wild,

lLocalizacién: Este de Espafia en la zona de Catalufia. Una localidad aislada

en ln provinein de Albacete, .

Flavonoides:  Cirsiliol, sideritoflavona, cirsimaritina, xantomicrol, cirsilineol,
8-MeO]1] cirsilineol, 5-desmetil nobileting, gardenina B e hypolaetina ¢ isoscutelareina y

derivados,
15. Subsee. Scordioides Rivera & Obdn, subsee, nov,

Fispecies: S. scordioides L.
S. cavanillesii Lag.
8. erispata Willd,
8. glaciatis var, pulvinata F.Q. en sched.
S, mariae Sennen
8. spinosa Lam.
S. spimilosa Barnades ex Asso
S spimilosa L. intermedia F.Q.

S. subspinosa Cav.

Localizacion; Norte de Espafin y sur de Trancia, Centro de diversicad

alrededor del Ebro (basin) y sur de los Pirineos. Localidad aislada en Sierra Nevada.
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Flavonoides: Sideritoflavona, cirsimaritina, cirsilineol, xantomicrol e

hypolactina ¢ isoscutelareina y derivados.

11.1.1.- Caracteristicas del Género

El nombre del Género Sideritis proviene etimoldgicamente del griego sideros,
hierro, por In terminacion dura de los dientes del cdliz. El Dr. Font Quer, 1962, indica la
posibilidad de que este nombre provenga del dado por los griegos a todas las plantas
vulnerarins capuces de curar heridas producidas por armas férreas, en griego sideros, por lo

que vino a identificarse el arma que produce la herida con el remedio.

Aparece en matas leflosas, sufruticosas, vivaces y mds raramente herbdceas,
anuales; inodoras, aromdticas o malolientes; glabras o mds o menos cubiertas de pelos
teetores, glandulares o eglandulares. Hojas caulinares enteras, crenadas, lobuladas o dentadas,
de lineares o ovadas o espatuladas, sentadas o con ldmina atenuada en peciolo. Bracteas oval-
trinngulares, semicirculares o cordadas, con los mdrgenes mds o menos regularmente dentados
y en ocasiones con ln parte central en forma de diente sobresaliente espiniscente; bractcolas
ausentes. Flores agrupadas en verticilastros formando espigas laxas o en algunas ocasiones
densas, con 6 flores, por lo general sentadas o sobre cortos pedicelos, raramente bi- trifloros.
Caliz tubuloso-campanulado, con 5 dientes espinosos o subespinosos, iguales, subiguales o el
superior mayor, con 10 nervios y {recuentemente tomentoso, hirsuto y glanduloso; la
existencia de un anillo continuo de pelos en su garganta (carpostegio) es de suma importancia
en la botdnicn sistemdatica de estas plantas. Corola blanca, amarillenta o con ambos colores a
la vez, rosada o purpura, con tubo més corto, igual o ligeramente mayor que el caliz,
bilubiada, con labio superior patente, plano o subplano, entero o por lo general escotado en
su extremo, bilobulado; el labiolo trilobo, con lébulo central mayor y de margen entero o
ligeramente escotaco, 4 estambres did{namos, inclusos en el tubo de la corola, siendo las
anteras de los superiores con dos celdas opuestas y dehiscentes. Estilo incluso, con ramas

subiguales. Nuculas redondeadas en su dpice.

15



Lixisten numerosas especies, leffosas en su mayorfa, extendidas por toda Espaiia

caliza en montes y colinas, fundamentalmense en el este y sur de la Peninsula.

I1.1.2.~ Caracterfsticas de las especies

A continuacion se recogen las caracterfsticas de las especies del Género

Sideritis que serdn objeto de nuestro estudio:
1) Sideritis foetens Clem. ex Lag.= Sideritis lasiantha auct.

Arbusto algo "fétido" de tm, tallos erectos herbdceos, glabrescentes. Hojas 20
x 1.5 n, lineares, enteras, Verticilastros unidos en densas espigas. Brécteas inferiores 6-8
x O0-10 mm; el cdliz normalmente 6 mm, con anillo de pelos dentro; corola ¢ mm, blanca, con

lincax rojas en los labios, 2n = 30
Su nombre vulgar es el de "gusanera",
Floracion: Abril-junio

Area geogrdfica: Endemismo de la provineia corolégica Murciano-Almeriense
con escasu representacion en el sur de Murcia (Sierra de Almenara, Sierra de Canta...) y
abundante en Almerfa sobre calizas calco-dolomiticas y margas alpujérrides de los pisos
bioclimdticos termo y mesomediterrdneo inferior, en las sierras de Gador, Nevada caliza,

Alhamilla y con presencia en Cabo de Gata,

2) Sideritis luteola F.Q.= Sideritis arborescens Salzm. ex Bentham ssp. luteola

(F.Q.} P.W, Ball & Heywood

Arbusto hasta 1m, erecto. Hojas 15-35 x 1-10 mm, linear-lanceoladas, dentadas.
Verticilastros 4-20, distantes, 6-10 flores; 8-15 x 8-20 mm, iguales al cdliz; dste 7-9 mm,

glanduloso con un circulo de pelos dentro. Corola 8-13 mm, amarilio o rosa pélido.
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Floracidn: Mayo-junio

Area peoprafica: Endemismo almeriense.

3 Sideritis abneriensis Pau.

Esta especie es considerada como sinénimo de Sideritis pusilla (Lge.) Pau, ssp
almeriensis, por lo cual sus caracteristicas botdnicas se recogen en el punto correspondiente
a ¢sta Oltima. No obstante, dado que ambas se han clasificado de forma distinta, decidimos
estudiarlas fitoquinvicamente por separado y comprobar asf si realmente se trata de la misma

especie.
4 Nideriris hirsuta L. = Sideritiy tomentosa Pourret = Sideritis hirsuta Brot.

Planta de 50 cm, "hirsuta". Hojas 10-20 x 4-10mm, oval-oblongas, dentadas,
verde-grisdcens. Verticilastros 4-15, normalmente con 6 flores, bracteas 6-15 x 8-20 mm,
ipuales o menores que el edliz, dentadas, Céliz campanulado de 5-8 mm, hirsuto- glanduloso
con dientes subiguales, trinngulares, aristados, entre 1/2 a igual longitud que el tubo con un
anillo de pelos dentro. Corola 8-10 mm, de garganta ligeramente mayor que el cdliz. labio
superior blanco o amarillo pélido de extremo plane o bilobulado con lébulos oblusos; el

inlerior amarillo, raro blanco, con el lébulo central redondeado y sin escotadura. 2n=28.
Floragidn: Junio-agosto
Area geogrdfica: Costas mediterrdneas occidentales de Europa.

8) Sideritis lencantha Cav. var, serratifolia Willk.= Sideritis leveantha var,

oblongifolia Rouy

Planta bastante conflictiva muy proxima a la "grex" pusilla. La unidad de
estudio, su habilo, época de floracion, ecologla y algunos caracteres morfol6gicos hacen que

se incluya en el grupo leucantha, aunque se considera perfectamente diferenciable de la ssp.
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lencantha, por lo que se recoge como variedad.

Planta de hédbito verde-grisdceo, con tallos erectos, de hasta 50 cm,
extremadamente tomentosos. Hojas basilares pequefias de lémina oval-oblongas con entrenudos
muy cortos, lo que forma un conjunto denso, tomentoso-glandulosas, con los bordes
regularmente dentados en 4-6 pares de dientes obtusos y aristados, atenuadas en un ancho
peciolo, las anuales de los tallos florlferos claramente mayores y mds distanciadas,
Verticilastros numerosos pero proximos. Brécteas suborbiculares, dentadas en todo su entorno
con los dientes de base ancha y larga avista, pelosas y menores que los cdlices. Céliz peloso,
campanulado de hasta 9 mm, con dientes subiguales. Corola de tubo incluso en el cdliz en su

totalidad, de un blanco sucio,
Floracion: Mayo-junio
Arca_geografica: Endemismo del Levante y Sureste peninsular, .
0Y Sideritis biflora Porta et Rigo = Sideritis leucantha Cav. var. bourgeana

Esta especie es considerada como sindnimo de Sideritis bourgeana Boiss. et
Reul.. Sin embargo, al ser recolectadas fueron clasificadas con nombres distintos, por lo que

decidimos analizarlag por separado para comprobar si realmente son la misma especie.
7) Sideritis fencantha Cav. ssp. incana var, meridionalis
No hemos encontrado ninguna referencia boténica sobre esta especie.

8)  Sideritis bourgeana Boiss. et Reul. = Sideritis leneantha Cav. ssp.
bourgeana (Boiss. et Reut.) Rivas-God. et Rivas-
Martinez = Sideritis biflora Porta et Rigo =
Sideritis leucantha var. bourgeana (Boiss. el
Reut.) F.Q. = Sideritis leucantha Cav. var,

paucidentata Willk.
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Planta con pocos tallos floriferos anuales, lo que proporciona un hébito de
aspecto gracil, algo decumbentes, endebles, albo-tomentosos. Hojas estrechas, enteras o con
algin 16bulo incipiente, agudas, glandulosas, mucronadas, lo que junto a su rigidez las torna
algo punzantes. Verticilastros distantes, pequefios, con 2-3 flores aunque lo general son 2.
Bricteas pequeilas con diente central de contorno triangular, prominente y agudo y 3-5 pares
de dientes laterales. Céliz campanulado, peloso-glandular, con dientes algo curvados hacia su
interior, ligeramente mayores que las bracteas, Corola de labio superior mayor, profundamente
bilobulado; ¢l inferior con Iébulo central prominente de contorno redondeado y los laterales

algo curvados hacia el interior, 2n=26
Floracion: Mayo-junio .

Aren geogrilica: Endemismo de las provincias de Albacete, Alicante, Almeria

y Murcia,

Q) Sideritis pusilla (Lge) Pau, ssp. almeriensis (Pau) H.T. Malagarriga =
Sidveritis almeriensis Pau, = Sideritis pusilla (Lge) Pau, var. almeriensis (Pau.) F.Q. = Sideritis

hirsuta 1., var. almeriensiy Pau.

Planta de hdbito camefitico, intrincado-lefioso en su base, de pequefios troncos
torluosos y blungquecinos. Tallos anuales finos, erectos, blanquecino-verdosos, de hasta 50 em
de altura con pelos cortos, ganchudos y retrorsos en su zona foliar, tomentoso-hirsutos en la
inflorescencia con pelos salientes, crispados, de hasta 1,5 mm, de extremidad vitiforme. Hojas
lanceoladas u oval-lanceoladas de 8-12 x 3-5 mm, glabras o subglabras, glandulosas, de
toscamente crenadas a regularmente dentadas, con 3-6 16bulos obtusos, miticos por margen
y el central mucronado; uninervadas, con el nervio principal ramificado en su parte extrema.
Verticilastros distantes con 6 flores, Brdcteas ovales o reniformes, peloso-glandulares de 3-6
x 6-8 mm, dentadas en todo su entorno, con dientes subiguales, ciliados y aristados, Caliz
campanulado, glandular-peloso, de 6-7 mn, con los dientes subiguales, (riangulares y de
extremidad aristada, hialina. Corolas blancas aunque son frecuentes al final de la antesis los
cjemplares con tubo y labio inferior amarillentos; labio superior de extremidad entera, con

ligera muesca o profundamente bilobulade y el inferior menor, con el lobulo central
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redondeado y laterales obtusos y ligeramentg acuminados.

Floracion: Enero-abril

Area geogrdfica: Endemismo almeriense sobre margas y calco-dolomfas de los

pies de monte de las sierras de Gador y Alhamilla.

10) Sideritis ibanyezii Pan, = Sideritis flavovirens (Rouy) Rivas-God.&
Gomez-Garcla = Sideritis ilorcitani Sennen =
Sideritis pusilla (Lge) Pau. ssp. flavovirens
(Rouy) H.T. Malagarriga = Sideritis lencantha
Cav. var. flavovirens Rouy = Sideritis pusilla

(Lge) Pan. var. flavovirens (Rouy) F.Q.

Planta sufruticosa de hdbito camefitico-intrincado; tallos floriferos anuales de
hasta 60 em, erectos, gréciles, de tonalidad verde-amarillenta, variable desde el inicio al {inal
de la antesis, mds o menos glanduloso-viscosos: entrenudos foliares con pelos cortos,
incurvados hacin la base, aplicados; los floriferos con este mismo tipo entremezclados con
otros mas largos (de 0,5 a 0,7 mm) patentes o algo retrorsos como los cortos. Hojas linear-
lanceoladas de 7-20 x 1-5 mm, uninervadas, con nervio central ramificado en 3-5 ramas hacia
los I6bulos marginales o bien con la parte distal espatulada y atenuada en un largo peciolo
ciliado en su base, glandulosas, crenado-dentadas con 3-5 lébujos obtusos por margen en su
parte distal v el central mucromado. Verticilastros distantes 5-10 con 6 flores. Bracteas
semiorbiculares de base cordada, peloso-glandulares, de hasta 7-10 mm, mds cortas que los
calices, inciso-dentadas en todo su entorno, con hasta 12 dientes por margen, subiguales,
cilindo-aristados. Cdliz 58 mm, campanulado, hirsuto-glanduloso, con dientes de ancha base,
triangular-aristados, Corola 7-9 mm, amarillenta, con tubo glabro y claramente sobresaliente
del cdliz; labios de dorso pubescente, el superior erccto-patente, de hasta 5 mm, de extremo
desde ligera a profundamente escotado, con 16bulos agudos y el labio menor trilobulado con
el l6bulo medio de margen redondeado, algo curvado y ligeramente escotado. Niculas de 2

x 1.7 mm, ovales, Zn= 32



Iloracién: Muy dilatada: Enero a junio (Vélez Rubio)

Distribucién _geogrdfica: Endemismo del sector lorquino-verense, sector

almeriense, provincia corolggica murciano-almeriense.

11) Sideritis pusilla ssp. pusilla var. granatensis = Sideritis pusilla var,
granatensis = Sideritls granatensis = Sideritis

hirswia var. granatensis

El Dr. Pau, 1916, pone de manifiesto su semejanza con la variedad almeriensis,
si bien con los tallos mds robustos y afelpados hasta la base. Por sus hojas mds anchas,
regulurmente dentadas o crenadas de 16bulos agudos, aristados, Verticilastros mayores y més
proximos que en la variedad almeriensis, 1o que da a la inflorescencia un aspecto mds denso.

Corolas blancas con ¢l labio superior entero o muy someramente escotado.

Floracidn: Febrero-mayo

Aren geografica: Endemismo de las sierras calizas proximas al litoral de las
provincias de Almerda, Granada y Mélaga,
12) Sideritis lencantha Cav. var. incana (Wk.) F.Q.= Sideritis incana L.
= Sideritiy linearifolic WX, var. incana Wk.=
Sideritis leucantha Cav. var. pancidentata Willk.

#= Sideritis leucantha Cav. var, intgrifolia Coss.

Planta tomentosa, "blanca”, de 30-60 ¢m, perenne. Hojas 15-40 x 2-4 mm,
lincares, oval lanceoladas o espatuladas, enteras o con algunos dientes pequeiios. Verticilastros
distantes, pequefios y numerosos en los que destacan las brdcteas punzantes al final de la
antesis; con 6 flores. Bracteas inferiores 3«10 x 2-8 mm, més cortas que el cdliz; éste es
campanulado, de 4-8 mm, peloso-glandular con los dientes triangulares de un tercio de la
longitud del tubo, aristados. La corola 8-10 mm, poco saliente, con labio superior blanco y

bilobulado: el inferior con 16bulos laterales agudos y e ceniral, redondeado, de color citrino.

21 .



bilobulado: el inferior con ldbulos laterales agudos y el central, redondeado, de color citrino.

2n=20.

Floracidn: Abril-julio

Area_geografica: Endemismo de las provincias de Granada y Almeria sobre

terrenos alios de la provincia corolégica Castellano-Maestrazgo-Manchega que comprende el

noroeste granadino y el norle almeriense,
13) Sideritis cillensis
No hemos encontrado ninguna referencia botdnica sobre esta especie.
[4) Sideritis pusilla (Lange) Pau.

Para algunos autores es un taxén no admitido con la categoria de especie
(Heywood, 1981), aunque si debe ser considerado como tal, ya que es perfectamente
diferenciable de 8. fewcantha Cav. y S. hirsuta 1. (especies entre Jas que se considera
intermedia) tanto por su hdbito como por la forma de los tallos, pelosidad, hojas, brécteas y

corolas.

S, pusilla es una plania mas evolucionada que las anteriores. Su aspecto
extremadamente leffoso, troncos redondeados en su mayorfa, hojas y bracteas pequefias y
dentadas, floracion muy temprana, etc, son adaptaciones a climas dridos y suelos
empobrecidos. La existencia de sustancias repelentes es una adaptacion desde el Mioceno-
Oligoceno orientada hacia una lucha por la supervivencia en la evolucion conjunta del sistema

planta-herbfvoro.

Lis caracterfstica ln presencia en la inflorescencia de pelos Jargos mas o menos

salientes en mezela con otros cortos aplicados.

Camefilo sufrutescente con tallos anuales de hasta 65 cm, tomentoso-hirsutos

en la inflorescencia. Hojas ovales, espatuladas o lanceoladas, lobuladas. Brécteas subcirculares

22 .



o reniformes, aserradas en todo su entorne. Corolas blanquecinas o amarillentas. Plantas del

]

sector almeriense.

s bastante comiin en las provincias de Almerfa, Granada y Malaga. De ella

se han citado nueve variedades.

Aren_peogrdfica: Endemisimo del sureste espaiiol.

1 8Y Sidderitiy glauea Cav,

No hemos encontrado ninguna referencia botdnica sobre esta especie,

16) Sideritis incane L., ssp. incana

No hemos encontrado ninguna referencia botdnica sobre esta especie.
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Slderitis

Sideritis leucantha Cav. gsp lincana var meridionalis



11.2.- ESTUDIO FITOQUIMICO

Ll estudio fitoquimico de numerosas especies del Género Sideritis ha puesto
de manifiesto que este Género carece de algunos principios activos como son los alcaloides,
antraquinonas, taninos gélicos y cumarinas voldtiles; ademds, es escaso o nulo su contenido

en resinas v lactonas.

Los principios activos més abundantes son los flavonoides; también es
importante su contenido en taninos catéquicos y terpenos, y menos, el de aceites esenciales

y sapondsidos (Villar y col., 1984).

Los flavonoides mas frecuentes en la familia Lamiaceae son las flavonas,

flavonoles, flavanonas v dihidroflavonoles (={lavanonoles).

Dentro de esta familia, los sustituyentes mas comunes en los distintos carbonos

son los siguientes:

¢y - OH, OMe

Cy - OH

Co = QH, O sustituido

¢y » OH, O sustituido, muy frecuentemente por azucares

('y = sustitucién frecuente; muy caracter{sticos los 8-metoxi derivados
Cy= O« sustitucion, fundamentalmente metoxilo.

Cy- sin 4'-0- sustituyentes en el 40-50 % de los flavonoles

Cp= O- sustitucion

Dudo que el estudio de los compuestos {lavdnicos del CGiénero Sideritis es cl
objeto de esta Tesis Doctoral, estos se abordardn en profundidad en un capitulo aparte; a
continuacion se recogen los flavonoides aislados a partir de distintas especies de este Género

por diversos autores:
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FLAYCHOIDE
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5.kirsuta ssp.hirsuca 5
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S.serracta - = + + +
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5. tragorliganum ssp. ITagoriganus + = + + +
S.trageoriganum ssp.nova < + FY +
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De seuerdo con los resultados obtenidos por Villar y col., 1985¢, se encontrd
un esquema comun de distribucion de las metoxiflavonas en un buen numero de especies
estudiadas: S angustifolia y las especies proximas S. finkiana y S. tragoriganum, y, por otra
parte, S. feucantha, Las diferencias entre ellas son sdlo cuantitativas. S, fragoriganunt nova

se distingue de 8. tragoriganum tragoriganum por tener 8-metoxicirsilineol.

S incana y S, scordioides se diferencian de las otras especies por la ausencia
de flavonas libres. 8. javadambrensis se encuentra en posicién intermedia con respecto a su

contenido en Navonas, y carece de sideritoflavona, la genina mas caracterfstica del género.

S mugronensiy se distingue por la rigueza en metoxiflavonas en el extracto
hexdnico y en ausencia en el extracto cloroférmico debido & la mayor lipofilia de las flavonas

presentes; es mayoritarin lo S«<desmetilnobileting,

A 8

La mayorin de log terpenos aislados del Género Sideritis pertenecen al

grupo de los no voldtiles (diterpenoides).

Andalusol, siderol, eubol y riberol fueron aislados a partir de especies de este
Género, asi como el borjatriol (Villar, 1991; Villar y col., 1984a; Barberan y col., 1987
Rodriguez y col., 1973; Lopez-Parriego, 1991 ); este Gltimo se obluvo en primer lugar a partir
de  Sidervitis mugronensis Botju y  Sideritis pusilla ssp. flavovirens , demostrando posecr
actividad sobre modelos experimentales de inflamacién aguda sin efectos irritantes géstricos

(Rodriguez y col,, 1973; Villar y col., 1983; Villar y col., 1984a y 1984b).

iuz y col., 1988 realizaron un estudio sobre agentes antimicrobianos aislados
a partir de especies de Sideritis espaitolas, como resultado del cual se obtuvieron una serie de

diterpenoides activos frente o bacterias G+ (Staphylococcus aureus, Bacilfus subtills,
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Mycobacterium phlei) y, en algunos casos, también frente a levaduras (Candida albicans). Se
observd que el grupo 1.3 diol es el responsable de esta actividad; otro grupo hidroxilo en la
molécula produce una disminucién drdstica en la actividad antimicrobiana. Por otro lado, un
grupu acetoxilo incrementa la actividad inhibitoria. El 1-acetiljativatriol es el primer
diterpenoide nutural ear-beyerénico con actividad antimicrobiana, aunque su potencia es

insuticiente como para su utilizacion en terapia humana (Gacta de Quesada y col., 1975).

A partir de las partes aéreas de Sideritis pusilla (Lange) Pau., se obtuvieron ¢l
1,1 7-diacetilsideritol, 11 7-diacetiljativateiol y 1,12-  diacetiljativatriol . Ademds, se
identiticaron los compuestos yn conocidos tobarrol, 12-acetiljativatriol, [-acetiljativatriol,

isosideritol, [-ncetibsideritol y serradiol (Garela-Granados y col., 1982 y 1984).

Ne estudiaron los componentes terpénicos de dos especies del Género Sideritis:
Siceritis pusilla (Lange) Pau, ssp. favovirens (Rouy) Malagarriga y Sideritis leucantha Cav.,
var. fluvovirens Rouy, con objeto de clarificar los continuos problemas planteados en su
clasificacion botdnica. A partir de esta Ullima se obtienen tres compuestos mayoritarios:
linearol, sidol ¥ foliol. Los componentes terpénicos de Sideritis pusilla ssp. flavovirens son
muy distintes: 7-acetilpusillatriol (aislado anteriormente de Sideritis pusilla (Lge) Pau.),
tartesol (obtenido por primera vez a partic de Sideritis grandiflora), pusillatriol y enr-70,18
dihidroxi- 4}-acetoxibeyer-S-eno (Gareila-Granados y col., 1984; Garcla de Quesada y col.,
1973; Rabunal y col., 1974),

Posteriormente, se obtuvieron caloree acetatos hidroxibeyerénicos, un ene-kaur-
IS-enw (siderol) v un nuevo enr-7,18 dihidroxibeyer-15-eno (flavovirol) a partir de Sideritis

pusilla ssp. fluvovireny (Garela-Granados y col,, 1984),

A partir de Sideritis varoi nijarensis se obtuvieron la.do-oxi-6B-aceloxieudesmano,
Fi=hidroxieudesm-3,5-dieno,  la,So-dihidroxi-6f-acetoxieudesm-4,(15)eno, y  6f3-

hidroxicudesm-1,4-dien-3-ona (Cabrera y col., 1988).

A partir de Sideritis varoi ssp. cuatrecasasii, Garcfa-Granados y col., 1989,

obtuvierondossesquiterpenosaromadendranos: 4f3,9 -dihidroxiaromadendrano (sesquivarodiol
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I} y 4p-hidroxi-9f-acetoxiaromadendrano.

1) distanol fue aislado de Sideritis distans; el dxido del enr-16-hidroxi-13«epi-
manoflo, un nuevo derivado del oxido de enr-13-epi-manoflo, a partir del extracto hexdnico

de Sicderitis juvalambronsis Pau. (Venturela y col., 1989; Alcaraz y col., 1989).

Aceites csenciales

Los neeites esenciales son en parte los responsables de la aceién bacteriostdtica
y bactericida atribuida u estas especies ¥ que justifica su empleo en medicina popular: asi
mismo, contribuyen a mejorar las caracter{sticas organolépticas de su infusién. Se ha

demostrado su actividad "in vitro" {rente a bacterias Gram +, levaduras y micobacterias,

Son numerosos los compuestos aislados a partir de las hojas ¢ inflorescenciag
de distintus especies de Sidderitis tanto espafiolas como de otras zonas del drea mediterrdnea,
fundamentalmente Turquin y Greeia (en este altimo pafs, la infusion de estas plantas se

denoming "¢ de i montaia” ¥ su consumo estd muy extendido).

Partiendo del aceite esencial de Sideritiy mugronensis, Villar y col., 1984d
identiticaron 47 compuestos distintos, destacando por su riqueza: o= y f-pineno, mirceno, A’
careno, {-felundreno, 1,8-cineol, terpinen-4-o0l, a-copacno, f-bourboneno, a-terpinil acetato,
p-cariofileny,  alo-aromadendrano,  o-cubebeno, germacreno B, S-cadineno, nerodiol,

calucorena, tarnesol y a-bisabolol.

Asi mismo, Mateo y col,, 1983 y 1988 aislaron multiples componentes del
aceite esencial de once especies de Sideritis del centro y sur de Espaila (5. spimdlosa, S.
lincarifolia. S mugronensis, S, serrata, S, leveantha Cav. ssp. bourgeana 'y S. pusifla -
recogidas en dos localidades diferentes-, 8. arborescens, S. ilicifolia y S. hivsuta. De ellos
destacan w-pineno y 1,8-cineol por su elevado poreentaje, y, en un segundo plano, sabineno,

mirceno, linalol, 4-terpineol y Oxido de cariofileno.



Gergis y col., 1989, identificaron més de 80 compuestos a partir de diversas
especies de este Género, algunos de los cuales no habian sido descritos anteriormente en el
mismo. Posteriormente, estos mismos autores relacionaron la composicion quimica de este

aceite esencial con la actividad antimicrobiana de Sideritis sipylea Boiss (Gergis y col., 1991).
Es necesario resefiar que los compuestos aislados a partir de especies de

Sideritis gricgas son muy similares a los obtenidos en las especies espafiolas, aunque ambas

no pertenczean o la misma seccidon dentro del Género,

35



11.3.- COMPUESTOS FLAVONICOS

carnclerizacion.

Los flavonoides forman uno de los grupos de compuestos fendlicos mds
abundantes en ¢l Reino vegetal, y pueden ser considerados componentes tipicos de
Angiospermas leflosus, ya gue su formaciéon en las plantas se encuentra asociada a la
lignificacion de tallos, asi como a la absorcidn de luz ultravioleta en las flores. Por esto son
menos frecuentes en Angiospermas herbdceas y aparecen de forma excepcional en plantas

inferiores.

Loy compuestos (Tavonicos son los colorantes amarillos de las flores, frutos,
hojus, cortezas, rafees, ete. de log vegetales; asi mismo, los antocianos, pigmentos flavénicos
solubles en agua y visibles al ojo humano, confieren coloracion naranja brillante, rosa, rojo.

violeti, escarlut, malva y azul n los pétalos y frutos de plantas superiores.

Se encuentran normalmente en zonas externas de la planta, sobre su superficie
o nsocindus o estructuras de secrecion, en células fotosintéticas. Su mayor o menor lipofilia
excluye su acumulacion en ¢l entorno acuoso celular, y esto lleva a un incremento externo
como consecuencin de excrecion glandular o epidérmica. Como heterdsidos se encuentran
disueltos en ¢l espacio intracelular; cuando su contenido es muy elevado aparecen cono

eristales o masay colorendas de amarillo, & la vez disueltos y precipitados.
El fendmeno de exerecidn de flavonoides ocurre preferentemente en plantas

de regiones dridas v semidridas: desiertos del sur de los Estados Unidos de América, México

y zona Jdel Mediterrdneo, montadas de Centroeurops, Surdfrics, Himalaya y Australia,
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Las mezclas de flavonoides y terpenos parecen actuar como filtro de las
radiaciones ultravioleta, como reductores del calor, agentes antithicrobianos o ahuyentadores
de inscctos. Existen algunas especies nortesfricanas de Siderifis que no producen esta mezela
de flavonoides ¥ terpenos; en su lugar, se protegen de la radiacion ultravioleta con una densa

mata de pelo blanco que recubre sus hojas.

La seumulacion de agliconas de flavonoides estd & menudo relacionada con

fa existencin de estructuras secretoras y la produccion de otras sustancias lipofilicas naturales.

Il esqueleto basico del cual derivan los distintos tipos de compuestos
flavonicos lo constituye ¢l anillo de cromona (benzo-y-pirona). Biosintéticamente, su origen

es muy complicndo en su estructura,

La secuencia 27, 4%, 6’justifica su origen a partir de un triacetato condensado
sobre un deido p-cumdrico. Esta hipdtesis ha sido confirmada por distintos marcadores y

estudios enziniticos,

El intermediario comin en la sintesis de todos los flavonoides es la chal,
formada u partir del p-cumaroil-CoA; las hidroxilaciones y metilaciones (cuando aparecen)
son posteriores ala cielacion. La eiclacion no genera flavanonas, sino que estas aparecen de

forma especifica a través de la accion de una chalcona isomerasa,

Los mecanismos que explican la formacion de los diferentes tipos de
flavonvides no son conocidos en su totalidad, y son posibles varias hipotesis como la

intervencion de radienles libres o de «-hidroxichalconas.

A partir del nicleo fundamental de flavona, se obtienen distintos grupos

estructurales:
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Sabre estas estructuras se pueden producir hidroxilaciones, metilacion de grupos
pidroxilo o del nueleo, isoprenilacion, metilacidn de dos -grupos hidroxile en orto,
dimerizacion ¥ formacion de O-heterdsidos por la unitn de un azicar a la genina a través de
un dtomo de oxigeno, o Coheterdsidos si la unidn del azicar e.s de tipo carbono-carbono.

Los Davonuides polimetoxilados aparecen siempre libres.

Lus O-heterdsidos mas frecuentes son los formados por unidn del azicar & las
posiciones 3 & 7, siendo lox azieares mis habituales los monosacdridos D-glucosa, L-ramnosa,
arabinosa ¥ palactosa, ¥ los disncdridos rutinosa y glucorramnosa; no son frecuentes cadenas

azucaradas mas largas.

La moyoria de tos C-heterdsidos estdn formados por la unidn de una molécula

de ghucosa ul ecarbono en posicion 8.

Los heterosidos sun solubles en agua, alcohol, mezelas hidroalcohdlicas y
acetate de etilo, Las geninas libres son insolubles en agua, solubles en disolventes org&inicoé
y acetato de etilo. Ambos son solubles en agua elealing, dando un color amarillo que
desaparece al acidular. En el casa de los flavonoides libres (agliconas o geninas), al acidular

s¢ praduce su precipitacion,

Las reaceiones de caracterizacion se basan en la presencia de grupos hidroxile
fendlicos que actian como cromdforos ¥ explican la solubilidad en hidréxidos alcalinos,
propicdudes reductoras, reacciones cromaticas, o en la presencia del nicleo fundamental de
cramona,

A) Reacciones debidas a los grupos fendlicos.

AL Flavonoide mas dleali (NaOH, KOH)

Produce una diselucion de color amarillo o intensificacion del color

de la disolucion inicial de - droga.

()



A.2. - Flavonoide més sales metdlicas

- Flavonoide mds FeCl, : solucién color verde,

- Flavoneide mds AICl,: fluorescencia amarillo intensa al ultravioleta,
B) Reacciones debidas a las propiedades reductoras de los grupos fendlicos.
B.1.- Reaccion de Fehling
B.2.- Reduccién de nitrato de plata amoniacal
3.3 .- Reduccidn de ferrocianalos, fosfotungstenatos, etc.
() Reacciones debidas al anillo de cromona
(".1.- Reaccidn de la cianidina o del hidrégeno naciente.

A la solucidn del flavonoide se le adicionan magnesio o zinc con dcido
clorhidrico: se produce desprendimiento de hidrégeno que reduce la molécula de flavonoide,
obteniéndose un color caracteristico segln el tipo del mismo:

Flavonas:  color naranja
Flavonoles: color rojo-rojo cereza
Flavanonas: color rojo violdceo

L.os flavonoides menores no dan reacciones de coloracidn.

Como ¢jemplo tenemos la reaccion del quercetol.
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41



Los colores obtenidos son estables y se pueden cuantificar mediante una

valoracién coloriméirica.
.2.- Renccion dxalo-bérica.
Flavonol mds dcido bérico mds acido oxdlico: derivado del dcido bxo
que presenta {luorescencia amarillo-verdosa.
(.3.- Chalconas mds pentacloruro de antimonio: color rojo o violeta.
Debido a su esqueleto bdsico, los flavonoides presentan absorcidn a la luz

ultravioletn, dande lugar a un espectro de absorcién caracter(stico que es determinante para

su identificacion (esta téenica se estudia en ¢l punto 11.3.3.6).

Se realiza con ¢l objeto de conocer la estructura, lanto de la genina flavénica,

como del azicar o azicares que se encuentran formando la molécula, Existen dos tipos:

a) Hidrolisis dcida

Se somete el extracto de la planta al tratamiento con agua y dcido clorhidrico
al bafio maria con refrigerante durante dos horas, Al cabo de este tiempo se lleva al frigorifico
durante tres horas y posteriormente se filtra.El filtrado se debe guardar puesto que contiene

los azucares. Il precipitado se lava con agua fria y se seca a 130°C durante tres horas.

Ista técnica también puede ser aplicada a la hidrélisis de heterdsidos en

cromatografia en capa fina.
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b) Hidrdlisis enzimdtica

Requiere el empleo del enzima especifico para una determinada unidn
heterosidica. Asf., por ejemplo, para la hidrdlisis del Rutdsido se emplea Ramnodiastasa,

obtenida a partic de Rhamnus utilis Decre.

Para la identificacidn de los aziicares una vez realizada la hidrélisis se emplean
fundamentalmente dos téenicas, la polarimetr{a, la cual nos dard la desviacion caracteristica

de cada azdcar, y la cromatografia,

La reaccién alcaling es un procedimiento empleado para reconocer los
flavonoides presentes en una determinada muestra a través de los productos que resultan de

su descomposicion.

L. muestra a estudiar se pone en contacto con KOH a temperatura elevada; asi
se obtienen los compuestos de la destruceion de fenatos y sales alcalinas. Estos se extracn con

un exceso de deido y éter etilico.

Este método no debe ser utilizado cuando los compuestos {lavonicos sean

polimetoxilados, ya que estos grupos resultardn hidrolizados.

Ast, al realizar la reaccion alcalina del Quercetol se obtienen Floroglucinol,

Acido protocatéquico y Acido glicslico.
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[1.3.2.- Funciones ¢ interés de los flavonoides

A) En los vepetales
.- Antioxidantes

Los flavonoides son facilmente oxidables; este proceso va acompafiado de
la apertura del anillo de y-pirona. Parece ser debido a su capacidad de formar quelatos con
metales, fundamentalmente en las agrupaciones 3-hidroxi, 4-carbonil y 3’.4°-dihidroxi

(Baleriola, 1979},

Su accidn antioxidante puede explicar su interferencia en la accion de
oxidorreductasas. Es de esperar que estos compuestos presenten esta actividad, ya que son
potentes captadores de radicales libres; pueden suprimir la formacién de estos radicales
mediante In union a iones metdlicos pesados que catalizan procesos que llevan a la produccidn

de los mismos.

Algunos autores creen que la funcidn mds importante de los flavonoides en las
plantas ¢s In de contrarrestar ln aceidon oxidante de los lipidos y poliacetilenos presentes en

fos tejidos vegetales,
2.- Reguladores del crecimiento

No existe evidencia de su importancia en el crecimiento o metabolismo,
aunque los monohidroxifenoles son cofactores de la dcido indolacético oxidasa (IAA oxidasa),
enzima que inhibe ul dcido indolacético; este compuesto es una de las principales hormonas

del crecimiento de las plantas. Los dihidroxifenoles como la quercetina inhiben dicho enzima.



3.- Resistencia a las enfermedades

"In vitro" se ha observado una funcién protectora que es mds dificil de

demostrar "in vivo".

Sin embargo, se puede decir que los flavonoides y compuestos relacionados son
responsables, al menos en parte, de la resistencia de las plantas a las invasiones fungicas, ya
que los flavonoides mds oxigenados resultan t6xicos para los hongos.

4.~ Pigmentos de flores

Son el grupo de sustancias colorantes mds importante en las plantas,
proporcionando tonalidades blancas, marfil, crema, amarillo, naranja, escarlata, malva y azul
(Harborne, 1967). La mayoria de ellos son flavonas y flavonoles.

Las flavonas incoloras al visible pueden ser detectadas por las abejas y otros

insectos, capaces de ver en la region ulteavioleta, lo cual sirve para atraerlos hacia las flores

y posibilitar la polinizacion.

L.os productos de degradacion de los flavoneides son responsables en gran parle

de la coloracion otofial de las plantas.
5.~ Inhibidores de enzimas

Presentan mayor potencia las flavonas y flavonoles hidroxilados en 37, 4°

y 7. La metoxilacion en 6 y 8 disminuye su actividad.
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6.- Respiracidn y fotosintesis

Los flavonoides se localizan en la membrana tilacoide, Probablemente
- participan en la fotosintesis como transportadores de electrones o bien como reguladores de
~canales de iones relacionados con la fosforilacion. Las interacciones existentes entre los
flavonoides y Ins bombas ATPasa de protén y Na'-K" en células animales sugieren que estos

“compuestos participan en dichos procesos.

Cuando las células fotosintélicas mueren, los flavonoides son liberados y

aparecen en el zumo de la planta, en el néetar y la resina.

Algunas agliconas inhiben la fosforilacién mitocondrial; las méds activas son las

que tienen libres las posiciones 3 y 4°.

3) Interés farmacolégico vy ¢linico

L& alta reactividad quimica de los flavonoides se refleja en su gran afinidad por
polimeros bioldgicos ¢ iones de metales pesados, asi como en su capacidad para catalizar el
transporie de electrones y captar radicales libres. Asf, los flavonoides se unen a diversos

enzimas, transportadores de hormonas y ADN.

Los flavonoides presentan una gran afinidad por iones divalentes de metales
pesados como Cu®' y Zn". La posicién de los sustituyentes hidroxilo y las propiedades
electrénicas del sistema de anillos sugieren que los flavonoides podrian ser buenos ligandos

para los electrones d, de los elementos de transicion del tercer perfodo,

Se ha demostrado que algunos flavonoides son mutagénicos en el test de Ames.
Esta accion puede ser debida a su semejanza estructural con los nucleosidos, lo cual llevaria
a la intercalacidn del sistema de benzopirona entre las bases. Sin embargo, el test de Ames
no es capaz de distinguir entre la desrepresién de genes normalmente inactivos y mutaciones
reales, De hecho, no se han observado efectos colaterales graves tras el uso de flavonoides a

dosis moderadas (< 1g/dia/paciente adulto}.
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Las aplicaciones terapéuticas de los flavonoides estaban basadas en el
empirismo, ya que hasta hace poco el conocimiento de la bioquimica de los flavonoides no
era suficiente para una aplicacién médica racional de estas sustancias. La siguiente tabla

recoge un listado de los trastornos que han sido tratados con flavonoides (Havsteen, 1983):
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TRASTORNO LUGAR DE FLLAVONOIDES RESULTADO
ACCION

Inflamacién Sintesis de PG Quercetina, etc’ Disminucién del
dolor local.
Normalizacidn de
la temperatura
corporal.

Alergin H'-ATPasa de Cromoglicato Prevencion de la

mastocitos disddico secrecion de

Quercetina, etc

histamina, etc.

Dolor de cabeza

Sintesis de PG

Quercetina, elc

Disminucion del
dolor.

Parodentosis

Pared capilar (PG)

Quercetina, ete

Disminucion del
sangrado.
Normalizacién del
tejido.

Infeccién viral

H'-ATPasa de

Quercetina, elc

Prevencién de la

membrana separacion de la
tisosomal piel.

Resfriado comin H*-ATPasa de Quercetina, etc Sin evidencia
membrana cient{fica,
lisosomal

Oncogénesis
quimicn

Aril-hidroxilagn
Lipdxido-
hidroxilasa

Quercetina, elc

Sélo experimentos
en laboratorio,

Picadura de abeja

Sintesis de PG

Quercetina, etc

Disminucion del
dolor local.

Cirugia oral

Sintesis de PG

Quercetina, elc

Disminucion del
dolor local.

Uleera gistrica o

Sintesis de PG

Quercelina, etc

Cese del sangrado.

duodenal Disminucion del
dolor.

Céncer (Na'-K") ATPasa Querceling, elc Células
normalizadas

(probado sélo en
cultivos de
células).

Diabeles mellitus

Aldosa reductasa
Pared capilar

Quercelina, efc
Rutina/Citrina

Disminucion de la
presién ocular,
Cese del sangrado,

=

PG: prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos.
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1.- Accion antiinflamatoria y antiulcerosa

Ll proceso inflamatoric va acompafiado de la liberacién de prostaglandinas, las
cuales, por quimiotaxis, atraen leucocitos al lugar de la lesion; esto produce dolor local vy,
después de su transporte por el torrente sanguineo hasta el cerebro, aumenta la temperatura
corporal por desplazamiento del balance del centro termorregulador. La conocida inhibicién
de la prostaglandina cicloxigenasa y la lipoxigenasa lleva a una disminucién del dolor local

y a un efecto antipirético (Havsteen, 1983)

En el caso del dolor de cabeza éste puede ser causado por una inflamacién

local, con lo cual, su alivio puede ser explicado como en el caso anterior.

Son numerosos Jos flavonoides aislados con actividad antiinflamatoria;
~ hesperidina, naringenina y neohesperiding, (Arriaga y col., 1990) estdn presentes en el extracto
acuoso de flavonoides de citricos. Este extracto inhibe el incremento de la permeabilidad,

primera manifestacion en la inflamacién.

S¢ ha estudiado la actividad antiinflamatoria de varias especies del género
Sideritis. observandose la inhibicidn de la inflamacidn tanto aguda como crénica en el edema
inducido por carragenina (Villar y col., 1982a y 1982b; Villar y col., 1984b; Villar y col.,
1985b; Jiménez y col., 1986; Villar y col., 1986a; Alcaraz y col., 1988; Jiménez, 1988; Heras
Polo, 1992: Zarzuelo y col., 1993; Heras y col., 1994). En muchos casos se pudieron aislar
los compuestos responsables de esta actividad, como hypolaetina-8-0-p-D-glucésido (Villar
y col., 1985a y 1985b; Barberdn y col., 1987), y sideritoflavona (Barberdn y col., 1987).

La combinacién de actividades antiinflamatoria y antiulcerosa o protectora

gastrica que presentan estos compuestos no ¢s frecuente pero resulta muy favorable.
2.~ Accidn vasoprotectora

Se denomina "Factor P* o "Vitamina P" a aquellas sustancias polifenolicas con
capacidad de disminuir la permeabilidad capilar, aumentando asf su resistencia. Su mecanismo
puede ser una combinacion de la supresion en la sintesis de prostaglandinas y la estimulacién

de la hidroxilacion de prolina. Se sabe que las prostaglandinas activan la elastasa y otras
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hidrolasas catabolicas; por lo tanto, la disminucién de su sintesis puede explicar el
fortalecimiento del tejido conectivo.

Fistos compuestos se aplican en parodentosis (trasterno que cursa con
inflamacion y destruccion del tejido conectivo), accidentes hemorrdgicos, hematomas, edemas,

varices, ete.

Los tlavoneides actian como agentes economizadores del dcido ascérbico al
acelerar fn reaceion que transforma el deido dehidroascérbico en acido ascérbico, siendo
intermediario el glutation (Gil Muitoz, 1983). Ademds, forman quelatos con los metales,

protegicndo ast al deido ascorbico de la oxidacion (Baleriola, 1979).

El deido ascorbico interviene en fa sintesis correcta del coldgeno, ya que hace
posible la hidroxilacion de lisina y prolina para obtener hidroxilisina e hidroxiprolina,

sustancias que intervienen activamente en la sintesis del colageno.

GLUTATION REDUCITHO GLUTATION OXIDADO

: S M/

Factor 2 w,,m»m:w\
2"
K

ACTDO ASCORBICO ACIDO DEHIDROASCORICO

.

i SRRy

l-cA’; \’e"
PROLINA e BIDROXIPROLINA > COLAGING
LISINA HINDROX1LISINA

s

CARTILAGOS CAPILARES

"Invitro", dihidroquercetina, rutina, narigenina y principalmente las catequinas,
favorecen la solubilidad v estabilidad de las fibrillas del coldgeno, asi como la formacién de
muchos precursores de enlaces cruzados entre las fibrillas, Esto explica su actividad protectora

en ciertas enfermedades del coldgeno como ef latirismo.
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También se ha demostrado la actividad vasodilatadora de algunos flavonoides
(entre cllos luteolina y kaempferol} sobre musculatura lisa de aorta en rata. Su mecanismo de
accion parece ser la inhibicién de la protein quinasa C, aunque también pueden intervenir la

inhibicion de tosfodiesterasas ciclicas de nucledtidos o la disminucién de los niveles de calcio.
Prolongan la accidén de la adrenalina por inhibicién de la o-metil transferasa.
Iistimulan el eje pituitaria-adrenalina,

Loy efectos beneficiosos de los flavonoides se ponen de manifiesto despuds de

tratamicntos de un mes o més de duracion,
J.- Accion modificadora de los niveles de colesterol

La vitamina P incrementa la actividad lipolitica del suero y tiene discreta
accions hipolipeminnte ¢ hipocolesterolemiante. Asi misno, también se ha observado su
-actividad antihiperlipidémica, y actualinente se investiga en este sentido por su interés en la

profilaxis de la arterioselerosis.
4.~ Accidn antiagregante

Debido a que producen una disminucion en la adhesividad de las plaquetas, los
flavonoides nctinn como preventivos de la trombosis (Hladovec, 1977), siendo los més activos

las flavonas polimetoxiladas.
5.~ Accidn modificadora de la actividad enzimatica

s debida a la gran afinidad de los flavonoides por este tipo de moléculas. Su
uhién a los enzimas provoca su inactivacion, siendo su accién mds imporlante sobre varios
tipos de hidrolasas: -glucuronidasa, hialuronidasa, fosfatasa alcalina, arilsulfatasa, H'-
ATPasas de membranns lisosomales y granulares y (Na'-K') ATPasa de la membrana
plasmaticn, [-palactosidasa, AMPc fosfodiesterasa, lipasas, liasas como la DOPA
descarboxilasa, transferasas como la calecol-o-metil-transferasa, hidroxilasas como la

arilhidroxilasa, oxidorreductasas como la aldosarreductasa y quinasas como la hexoquinasa
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(Havsteen, 1983).

Sofo se conoce un caso de activacion enzimdtica debida a la union de
flavonoides: la prolina hidroxilasa, debido probablemente al potencial electroquimico del
flavonoide mds que a un mecanisimo alostérico, catdlisis dcido/base o estabilizacion del centro

activo.

La mds estudiada es la actividad desacopladora que presentan sobre la

fosforifacion oxidativa.
6.- Accion estrogénicn

NSe localiza unicomente en el grupo de las isoflavonas, con estructura y
actividud similares al estilbestrol. Presentan efecto cstrogénico, observado en ovejas que
consumicron una clevada cantidud de planta; éste es debido a la relacion espacial existente
entre los grupos hidroxilo del estradiol y algunos isoflavonoides, Por lo tanto, cuando estos
flavonoides se unen al receplor estrogénico citosdlico, pueden deprimir el mismo gen que los

auténticos estrogenos,

Sin embargo, ¢n drgono aislado no se obtiene actividad a no ser que se asocien

con progesterona (Baleriola, 1979).
7.- Actividad antineoplasicn

Se han tratado  cultivos de células cancerlgenas de distintos tipos con
flavonoides. Parcce ser que estos consiguicron normalizar Ja eficiencia de la bomba Na'-K’
de Jas membranas de las células daffedas, Sin embargo, no se han realizado estudios clinicos
~ sobre el tratumivito del cancer con flavonoides, probablemente debido a la dificultad en
conseguir que cstos compuestos aleancen la zona afectada. Se ha observado una mcjorin al
ralar cancer de o zona oral de pacientes fumadores, aunque las circunstancias de estos casos

no han side controludas perfectamente.

Querceting v sus glicosidos, apigenina, morelloflavona, volkensiflavona y

fugugelina v otras flavonas altamente metoxiladas inhiben tejidos tumorales.
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Parece que las flavonas muy metoxiladas son las que presentan mayor actividad
antitumoral; algunos glucdsidos como quercetagetrina, patuletina y rutina también pueden

presentarty, aunque posiblemente con menor potencia, ‘
B.- Actividad antimicrobiana

Aparentemente, una infeccidn viral no se produce hasta que la digestién
lisosemial provocn fa destrueeion de la capa protéica que rodea al dcido nucléico. El proceso
de digestion lisosomial requiere la fusion de la cdpsula del virus con la membrana lisosomica,
fo cunl requiere la intervencion de una protén-ATPasa y, probablemente, una fosfolipasa A,

Los flavonoides y compuestos relacionados inhiben ambos enzimas.

Los extractos  de agliconss de  flavonas suelen presentar  actividad

antimicrobiang, aungue & concentraciones elevadas si se comparan con antibidticos.

Fin muchos casos, al ensayar esta actividad con principios activos aislados a
partir de extractos con potente actividad antibacteriana o antifingica, queda muy disminuida;
gsto hace suponer que, o bien existe potenciacidn entre tns sustancias del extracto, o que las

sustancios realmente activas no han sido aisladas,

Algonos autores hacen responsables de esta aceion a los dceidos fendlicos que

se suelen envontrar en dichos extractos.
Y- Mras actividodes

- Actividad espasmoliticn
Son més activas las agliconas que sus correspondientes glicdsidos, y dicha
actividad estd en relacion al namero de grupos hidroxilo, siendo necesarios en posicion 5y

7,
- Actividad p-blogqueante

Se ha observado la actividad bloqueante (-adrenérgica de algunos derivados

sintéticos de llavonas que levan la cadena basica del propranolot sobre el anillo B.
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- Antiatérgica
Algunas flavonas, y fundamentalmente la quercetina, interfieren en la
actividad de las ATPasas  transportadoras en las membranas, incluyendo las calcio-
dependicntes (asocinday a la salida de caleio desde el citosol celular). Incrementan la eficiencia

del transporte de jones, produciendo consumo de ATP.

Debido u su analogia estructural con el antialérgico cromoglicato, se pensé en

la posible aplicacion de las flavonas en este campo.

Las flavonas previenen la secrecion de histamina como respuesta a un antigeno.

Las més activos son liseting y querceting, y. en segundo lugar, miricetina y Kaempferol.

- Anticataread

Parece ser que su electo es mas preventivo que curativo.

- Antidiabdticn
Lu dinbetes mellitus lleva, especialmente en los estados finales de la
enfermedad, a un aumento en ¢l contenido de lipidos sanguineos y a un estrechamiento de los
vasos. Esto puede causar una disminucion considerable del drenaje de Tos ojos e intestinos.
La presion de retorno y la presion osmética del galactitol, el cual no puede ser metabolizado
por células humanas, pueden producir rastornos visuales y una deficiente absotcion intestinal.,
El enzima que reduce la glucosa o galactitol es la aldosa reductasa; este enzima es inhibido

por os flavonoides a través de un mecanismo todavia desconocido.

Il microsangrade que puede aparecer en la diabetes mellitus también

desaparece con los flavonoides.

Farmacocinética y toxicologia de flavonoides

Los flavonoides son metabolizados por las células hepdticas fundamentalmente,
Se han detectado en orina distintos metabolitos de flavoneides marcados como 3,5-

lihidroxifenilacetato vy 3-hidroxifenilacetato. Por lo tanto en el cuerpo no se acumulan

esiduos de fQavonoides.
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La toxicidad de estos compuestos es muy baja en animales; para ratas, la DLy,
por animal es de 2-10 g/Kg peso para la mayoria de los flavonoides. Una dosis equivalente
en humanos es impensable; como precaucion se recomiendan dosis inferiores a 1 por adulto

y por dia (Havsteen, 1983).

) [nterds en alimentacion

Clertas  dihidrochalconas como las de naringenina y neohesperidina son
eduleorantes potentes, lo que les confiere una gran importancia econémica e industrial. Son

wilizados como edulecrantes bajos en calorias.

Algunos glicosidos de flavanonas, muy abundantes en las cortezas de los
eltricos, son muy umatgos. Iiste sabor se ha relacionado con el diglicdsido neohesperidésido

(2-C-c-raninosil-P-D-glucdsido).



J1.Y.3.- Extraccion, aislamiento y purificacidn. Técnicas preparativas y

analiticas.

La condicidn ideal es partir de material vegetal fresco, aunque también se
puede wtilizar el desecado si ha sido convenientemente almacenado. Sin embargo, en un
material muy antiguo existe la tendencia a la hidrélisis de los glicosidos por la accién de los

hongos, asi como o la oxidacidn de tas agliconas mds sensibles.

Se recomienda que, una vez recolectado el maierial vegetal fresco, se aparte
un especimen como muestra de herbario, mientras el resto se secard lo mds rdpidamente
posible para prevenir la aceidn enzimitica, El secado se puede llevar a cabo a temperatura
ambiente o en hornos, 1 unos 20-40°C para hojas, sumidades y flores, y entre 30 y 65°C para

cortezas ¥y rafces. El material desecado se puede almacenar como tal o tras su pulverizacion,

Existen varias téenicas para la exiraceion de flavonoides a partir del material
vegetal, Todus ellas tienen en cuenta que, tanto ¢} aumento de grapos hidroxilo en la moléeula
como 1o existencin de heterdsidos, leva a un aumento de la polaridad, mientras que un

elevado nimero de grupos metoxilo produce una disminucion de ésia,

Lo extraecion mds general se realiza en dos pases, recogides en el siguiente

esquen:
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Drogn pulverizada

MeOLLH,O (9:1)
Muceracidn 6-12h en percolador

e
ﬁxﬁ""ﬁwﬂw
‘,..b
Extracto hidronleohélico | Marco
MeOH:LO (1:D)
Maceracién 6-12h en percolador
Fxtracte hidroaleohdlico 2 lgrogn agolada

Lvaporacién de MeOll en
rotavapor

v

Exta acuaso



Para purificar ¢l extracto acuoso de contaminantes de menor polaridad como grasas,
terpenos, clorotilas, xantofilas, ete, se realiza una extraccién lquido/liquido con hexano varias
veces, Aunque es muy poco probable que el extracto apolar contenga flavonoides, no se debe

descartar $in antes realizar un examen cromatografico, como minimo en capa fina.

El extracto acuoso se concentra a sequedad en un rotavapor.

Liste proceso es Uil para la extraccion de la mayorla de los compuestos
flavénicos, pero no es vilido para antocianos y {lavonoides de baja polaridad, normalmente
localizados en el exterior del vegetal.

En el cuso de los antocianos, las hojas o pétalos frescos se tratan con HCI
concantrado nl 1% en MeOH. La extraccién se evidencia por la coloracién de la solucién, los
andlisis cromatogrificos o espectroscdpicos del extracto acuoso deben realizarse lo mds

rdpidamente posible pura minimizar el riesgo de hidrolisis de los glicésidos.

Ouas dos posibles tdenicas de extraccion siguen los dos siguientes esquemas:
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Proceso |

Drogn pulverizada

Mezela hidroalcohdlica (MeOQH,EtOH)
Soxhiet o percolador

————

Marco agotado Exto hidroalecohdlico

J Eter etflico
WF‘M“
Ixto ctéreo 47 ™~ Exto acuoso
{geninas)

Acectato de eotilo

Lxto acetatod™" Iixto acuoso
{mondsidos)

Butanol

Exto butandlico Marco agotado
{otros helerdsidos)

Procesa 2

Droga pulverizada

Hexano

(extraccidn continva en soxhlet)
et

-
e ar\vrm\\‘

Exto hexdnico Marco
{pigmentos, flavonas
polinvetoxiladas...) Eter etflico
Exto ctéreo 4 RECO
{geninas) )
Acetato de ctilo
Exto acetato Marco
{monésidos)
McOll
lixto metandlico Murco agotado

(otros heterdsidos)



Sea cual sea la téenica de extraccién elegida, todos los extractos finales se
concentran hasta sequedad a presidn reducida para la identificacién posterior de los

compuestos flavonicos por diversas téenicas cromatograficas y espectroscopicas.

Algunos autores apuntan la importancia del estudio de los flavonoides de
excrecion de las distintas especies a estudiar, Se trata de flavonoides altamente metoxilados
que son excretados por el vegetal junto con otros compuestos apolares. Para el estudio de
estos flavoneides se sumerge {a parte aérea de la droga en cloroformo durante dos minutos;
posteriormente s¢ decanta y el extracto cloroférmico se extrae con metanol. La solucién
alcohdlica se concentra v en ella se estudia la presencia de flavonoides (Wollenweber y Jay,

1988; Tomds-Barberan y col.,, 1988)

La identificacién de los compuestos flavonicos presentes en una especie
requiere su aislamiento previo, contando con un estado de pureza conveniente; para

- conseguirly es necesario el empleo de una serie de téenicas preparativas,
IL.3.3.1.~ Cromaiografia en papel.

Iista téenica ha sido muy empleada debido a su sencillez, capacidad de
adaptacion para distintos tipos de condiciones cromatopréficas (fase movil y muestras de

distinta naturaleza) v su bajo coste.

Sin embargo, hoy en dia ha sido sustituida casi totalmente por la cromatografia
en capu ling, que suma o las ventajas de la cromatografia en papel, una mayor velocidad de
andlisis y mayor reproductibilidad de los resultados obtenidos debido a la mayor uniformidad

~de In fuse estacionarin sobre ¢l soporte sdlido,
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11.3.3.2.« Cromatografia en capa fina.
Eis una téenica particularmente util para los siguientes propdsitos:

a) aproximacion a la identificacion de los principios activos mediante el empleo

de patrones y ¢l cdleulo del RE;

) investigacion de solventes con posible aplicacién en cromatografia en

columna;
¢) undilisis de las fracciones obtenidas a partir de cromatografia en columna;
d) seguimiento de una reaceidn ;:ontrolada comao hidrdlisis o metilacion;
¢) aislamiento de los principios activos puros a pequeiia escala.

Iixiste una amplia bibliografia sobre las fases estacionarias, fases moviles y
condiciones especinles utilizadas en el estudio de flavonoides (Stahl, 1973;Barberdn y col.,
-1984b; Villar y col., 1984e; Wagner, 1984; Rios y col., 1986; Franco y col., 1989; Heimler
y col., 1989),

U vez desarrollado el cromatograma es necesatio proceder a su revelado para

poner de manifiesto la presencia de los compuestos a estudiar,

En primer lugar, se observa la placa bajo luz UV (366 y 254 nm). Los
flavonoides presentan fluorescencin amarillo-anaranjada o coloracion oscura respectivamente
a estas longitudes de onda. Posteriormente, se somele la placa a vapores de amoniaco; se deja
secar y se observa de nuevo a la luz UV, Esto permite una identificacion aproximada de los

compuestos a través de las coloraciones oblenidas.
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[.- Flavonoides que bajo el UV largo (366 nm) presentan coloracidn purpura

oscura.
Al ser sometidos a vapores de amoniaco: :

) Cambio a color amarillo verdoso o verde: 5-OH flavonas o 5-OH flavonoles
sustituidos en el carbono 3 con Ol libre cn el carbono 4’

b) No cambio de color o cambio muy leve: flavonas o flavonoles sustituidos
en el carbono 3 con hidroxilo libre en el carbono § ¢ hidroxilo sustituido en 4°. Algunas
veces, flavonas con hidroxilo libre en los carbonos 6 u 8 o flavonoles sustituidos en el

carbono 3 con hidroxilo libre en el carbono 5.
¢) Azul: flavonas 5-hidroxi sustituidas,

d) Rojo o anavanjado: chalconas con hidroxilo libre en posiciones 2 y 4° o

tnicamente en 2.

2.+ Flavonoides que al UV largo presentan fluorescencia azul,

Al ser sometidos a vapores de¢ amonlaco:

Fluorescencin amarillo verdosa o azul verdosa: flavonas o f{lavanonas sin
hidroxilo libre en posicion 5, También, flavonoles sin hidroxilo libre en posicién 5 y con el

hidroxilo en posicion 3, sustituido.

.- Flavonoides que al UV lacgo aparecen como manchas de color amarillo o
naranja uorescente y que no cambian al ser expuestos a vapores de amoniaco: flavonoles con

grupo hidroxilo libre en posicidn 3 con o sin hidroxilo libre en 5

4.- Ilavonoides que al UV Jargo presentan fluorescencia amarilla que cambia

@ naranju o rojo con vapores de amonfaco: aurona con hidroxilo libre en posicién 4° o C-2

o C-4 hidroxichalconas.

5.- Flavonoides que al UV largo presentan color amarillo verdaso, azul verdoso
o verde con pequeiio cambio de color al ser sometidos a vapores de amonfaco: aurona con

hidroxilo libre en 4' o flavanona con hidroxilo libre en posicién 5. También pueden ser
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flavonoles con hidroxilo libre en posicién 3 y con o sin hidroxilo libre en 5,
Por ltimo, trataremos la placa con el revelador elegido:

- AlClL (1-5% en EtOH): produce fluorescencia amarilla de Jos 5-OH

flavonoides a 366 nm.

- Acido sulfanilico diazotado. Los compuestos con grupos fendlicos libres dan

lugar a manchas amarillas, anaranjadas o rojas.

- Vainillina-FHC 5%. Este revelador reacciona con todos aquellos flavonoides

que presenten un anillo de {loroglucinel (anillo A) combinado con un anillo C saturado,

- NLUL Consta de dos soluciones:

-NP- difenilboriloxietilamina al 1% en MeOH

-PEG- polietilenglicol 4000 al 5% en EtOH

Se mezelan 10 mi de la primera solucién con 8 ml de la segunda justo
antes dde su uso. Los flavonoides aparecen como manchas con fluorescencia amarillo-verdosa
o anaranjada al UV (365 nm); los (lavonoles constituldos por glicdsidos de quercetina y
miriceting oftrecen fluorescencin anaranjada al UV, mientras que los flavonoles formados por
glicdsidos de kaeimpferol ¢ isoramneting producen fluorescencia amarillo-verdosa. Los
glicosidos de {lavonas como luteoling y apigenina producen fluorescencia anaranjada y

amarillo-verdosa, respectivamente.
11.3.3.3.« Cromatogratia en colunmna,

Lo cromatograffa en columna a presidn normal o a media presion es muy
utilizada para la purificacion de las muestras extraidas del material vegetal (o de otra
naturaleza, pero en la cual la sustancia a estudiar se encuentre formando parte de una mezcla

compleju) previa o su andlisis por otras téenicas mds finas.

La columna estd Formada por un tubo de vidrio con upa llave en el extremo
inferior; sus dimensiones deben ser tales que la relacién didmetro/longitud se encuentre entre

110 y 1:30. Tanto los didmetros de las columnas como de las particulas de relleno empleadas
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* (celulosa, poliamida, gel sephadex, o, fundamentalmente, silicagel) son muy variadas, El
~tamafio del relleno de columna es muy importante, ya que si es demasiado pequefio, el flujo
~ del eluyente serd demasiado bajo, y si es demasiado grande, la separacién de los componentes

de la mezela puede ser insuficiente.
11.3.3.4.- Cromatografia en contracorriente de alta velocidad.

Ls un métode de separacion relativamente nuevo definido como una
cromatogralin de particion sin soporte sélido, Se basa en el hecho de que dos liquidos
inmiseibles que tluyen en contracorriente por un tubo helicoidal que gira en un campo de

aceleracion, s¢ segmentan en las colas de ln hélice.

Las ventajas de este método son:

a) Eliminncidn del soporte sélido. Esto evita las pérdidas por adsorcién y
desnaturalizacion de las muestras, ast como su contaminacion y la consiguiente aparicion de

colas en los picos.

b) Eliminacion de cierres giratorios. Asl se eliminan unas fuentes potenciales

de merma, contaminacion y corrosion en el sistema de flujo-centrifuga.
¢) Admite un amplio espectro de muestras, desde pequedos iones y moléculas
hasta macromoldeulas y particulas. La eleccion del sistema de solventes es priclicamente

ilimitada ¥ es casi seguro encontear un sistema aplicable a la muestra,

d) Cantidad de muestra ilimitada, Se puede por tanto utilizar con fines

analiticos o preparativos,
¢) FFacil manejo y bajo mantenimiento,
En cromatografia en contracorriente es importante elegir una fase movil de

forma que los compuestos problema sean eluidos a cierta distancia del frente del solvente,

micntras las impurezas queden retenidas en la parte posterior de la fase estacionaria.
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Independientemente de la fase utilizada como mévil, la separacion se efectia
y el tiempo de retencion (1) de cada compuesto se puede predecir a partir del coeficiente de

particién, cl cual se determina por una simple prueba de particion en un wbo de ensayo.

Una ventyjn adicional de este método sobre otros métodos cromatograficos es
que la mezela problema puede ser introducida directamente en el soporte de la fase

estacionaria, ¢s decir, que no necesita una purificacion previa.

Las ripidas y eficientes separaciones obtenidas pueden ser atribuidas a los
efectos hidrodindmicos creados por combinacidn de una orientacion coaxial de la bobina y un
tipo purticular de movimiento planetario suministrado por la bobina centrifuga. Se forma un
campo de fuerza centrifugn complejo que separa las dos fases, de manera que una de ellas
(fase e cabezn) ocupa totalmente In parte anterior (cabeza de la columna) y la otra (fase de
coln) queda en la parte posterior. Se produce una gran agitacion de los dos solventes en la
zona proxinma al gje centrifugo (zona de mezcla), mientras el resto de la columna presenta dos
capay separadas, encontrindose le mds ligera sobre Ja mds pesada, Cada zona de mezcla se
divige hacia o cabeza de ln columna ol ritmo de una vuelta por revolucidn. Esto significa qué
las dos fases de solventes estdn sujetas a un proceso de particion de mezcla y separacién en

cuglquier poreion de la columnag, con una {recuencia de 13 veces por segundo {800 rpm).

Por consiguiente, el sistema permite una alta eficiencia en la separacion

cromatogrilica de solutos, incluso con un flujo elevado de la fase movil,

Todus estas caracteristieas de la cromatografia en contracorriente la convierten
en una via nueva y eficuz para extraccion, separacion y andlisis de principios activos en

plantas medicinales,



11.3.3.5. Cromatografia Liquida de Alla Resolucién o Alta Eficacia (HPLC)

La cromatografia Mquida es una técnica cromatogréfica utilizada desde hace
tiempo. Ln un principio, el andlisis se llevaba a cabo a presién ambiente, con o cual el flujo
del solvente y lu separacién de los compuestos era muy lenta (0.001 a 0.01 cm/s).
Posteriormente s¢ desarrollaron los métodos & media y alta presién, trabajandose por

cromatografia u alta velocidad (aproximadamente 1 cm/s).

Con el fin de encuadrar la cromatografia liquida de alta resolucién (o alta

eficacia), podemos dividir los métodos cromatogréficos lquidos en ;
A) Segin la naturaleza de las fases

- Cromatografia Liquido-Sdlido: Ia fase estacionaria (¢ fija) es un sélido y la

fase movil, un liquido,

- Cromatografin  Liquido-Liquido: la fase esitacionaria es un liquido

inmovilizado por un sdlido al que impregna y la fase moévil, un liquido.
3} Segun la naturaleza de la separacion

- Cromatografin de adsoreion. La fase estacionaria es un sélido adsorbente y
la separacion de los moléeulus se debe a la distinta adsorcion de éstas en la fase fija. Por

~ tanto, es una cromatogralia Hauido-sélido.

- Cromatograiis de reparto. La fase estacionaria es un liquido no miscible con
la fase movil (también liquida), y la separacion se basa en la distinta solubilidad de las

moldculas en los distintos liquidos. Asi, ¢s una cromatogralla liquido-liquido.
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- Cromatografia de intercambio iénico o par idnico. Se aplica a la separacidn
de moléculas fiicilmente ionizables al aplicar un cambio de pH. La fase estacionaria es un
sblido que contiene una fase liquida con los denominados contraiones, moléculas que
retendrdn a aquellos sustratos que presenten la carga adecuada. Permite separar sustratos con
igual carga, ya que, al formar complejo con el contraién, cada uno presentard una
hidrofobicidud distinta que determinard su tiempo de retencidn, Por tanto, puede ser una

cromatografia liquido-liquido o liquido-sélido,

- Cromatograffa de exclusién, La separacidn es debida a un mecanismo fisico
y depende solo del tamafio de las moléeulas, ya que la fase estacionarja es un sélido poroso
cuyos poros presentan un didmetro semejante al de algunas de las moléculas a separar, Las
moléeulus demasiado gruesas son excluidas de la fase estacionaria en primer lugar; las que
pueden penetrar en los poros eluyen posteriormente, Puede ser considerada una cromatografia

liquido-liquido o liguide-sélido.

Como en cualquier tipo de cromatografia, las separaciones por HPLC se basan
en I distinta distribucion de los compuestos entre la fase estacionaria (particulas sélidas que
recubren la parte interna de la columna) y la fase mévil (fase liquida constituida por uno o

mds solventes), de ncuerde con su mayor o menor afinidad por éstas.
Eixisten tres tipos de desarrollo cromatografico:
I.- Elucion

2.« Andlisis (rontal

3.« Desplazamiento
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1.- Elucidn

La columna es impregnada con la fase mavil; posteriormente se afade la
solucion problema, y, seguidamente, fase mévil de forma continuada, Los solutos migran mds
répidamente cuanto menor es su afinidad por las fase estacionaria y mayor por la fase mévil.

Es el desarrollo empleado en HPLC y cromatografia de gases.

2.- Andlisis frontal

En primer lugar se impregna la columna con la fase mdvil, afiadiendo

posteriormente una mezela de soluto mds fase mévil de forma continuada,

Asl, sOlo obtendremos puro el compuesto que eluya en primer lugar; el resto

serdn mezclas. Por tanto, sirve como téenica preparativa pero no analltica,
3.~ Desplazamiento

Se necesita una fase estacionaria que interaccione bien con los solutos. Se
impregna bien la fase estacionaria con fase movil; se adiciona el soluto y después mas fase
moévil. Scguidamente se afiade, de forma continvada, fase movil méas un agente desplazante,
el cual entra en competicion con los compuestos por los lugares de la fase estacionaria, segin

su afinidad por estos sen mayor o menor que la del soluto.
Iiste mecanismo es el que se produce en las columnas de intercambio ionico,

En cromatografia liquida de alta resolucidn, el desarrollo es casi exclusivamente
por ¢lucién, de manera que para cada compuesto eluido se obtiene un pico simétrico y

gaussiano que queda reflejado en el cromatograma.
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La distribucidén de cada soluto entre las fases movil y estacionaria se
caracteriza, para un sistema cromatogrifico dado, por el coeficiente de distribucidn (o

coeficiente de particion) K:

Cs
cm

~
B
|

C's: concentracion de soluto es la fase estacionaria

Cm: concentracion de soluto en la fase movil

Pardmetros ¢

ty * tiempo de retencion. Es el tiempo que tarda uno de los solutos en eluir del

gistema cromatogrifico

t": tiempo de relencidn corregido

5= by - Gy

lo © tiempo de retencidn de una sustancia que no interacciona en absoluto con

la fase estacionaria

L. longitud de la columna

V: velocidad de la fase mdvil
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Conociendo el flujo de la fase mévil (), definimos el volumen de retencién

(volumen de fase movil necesario para eluir cada compuesto):
Ve Fle NP =g XV XS

v: velocidad lineal de la fase mdvil

51 seccion de la columna

Ademas, Vy estd ligado directamente al coeficiente de distribucién, K, por la

relacion:
Vo Vim o+ (K X V)

siendo Vs el volumen de la fase estacionaria y Vm el volumen de la fase movil

contenidos en la coluning.

K' es el denominado Factor de Capacidad, el cual mide la capacidad de
retencion de la columna y es delinido como la relacion existente entre la cantidad de soluto

en la fuse estocionaria y la fase movil,

K Csx Vs K x Vs

TR e =

Cm x Vm Vi
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Sustituyendo en las relaciones anteriores:

K - Ve = Vi i
Vm

Por lo tanto, ¢l tiempo de retencién estd ligado al factor de capacidad:
=ty ( 1+ K

Sustituyendo por el valor de t,

L

= (1 +K')x
R(*)V

*Selectividad de la columna

Nos indica si la separacion obtenida es buena o no, y caracteriza la

distancia que separa las cimas de dos picos consecutivos:

va que (, y Vm no dependen de los caracterfsticas de la columna.
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* Resolucidn

' /
(w2 W)

w: ancho de la base del pico

Nos interesa obtener una reselucién lo mayor posible.

K, /N
R=201, 2 x L2
¢ as+ky 4

N e¢s la eficacin de una columna, y es igual al nimero de platos tedricos
( nimero de fugares en la columna donde se produce un intercambio). Interesa que el nimero
de platos tedricos sen elevado, ya que asl habrd mayor intercambio y, por lo tanto, mejor

separacion.

te.?
N =355 x(-g)

& @ anchura del pico a media altura
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Lo altura del plato tedrico (H) es la porcién de columna, medida en mm,

necesaria para que se produzea un intercambio, '

2z

La altura reducida (h) se emplea para comparar:

h

i

ol

d @ didmetro de particula de la fase estacionaria

h=2 columna muy buena

h )3 cambio de columna

Relacionando todos los pardmetros cromatograficos principales:

R.'.“nnl-xu“I
4 o

El primer término indica la influencia de la selectividad (c).

Bl segundo término indica la influencia del factor de capacidad (K’).
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El tltimo término indica la influencia de la eficacia de Ia columna (N,).

Por lo tanto, para mejorar una separacién podemos influir sobre, al menos, uno

de estos faclores.

Despuds de realizar una serie de ensayos preliminares se pasa a optimizar las

condiciones experimentales.

Lo ideal es obtener una resolucién elevada en un tiempo corto, aunque estas

‘condiciones son contradictorias. La resolucion se puede intentar aumentar por distintas vias:

- Aumentando la longitud (1) de la columna

- Disminuyendo el didmetro de las particulas

Son  numerosos  los trabajos realizados poniendo a punto métodos

experimentales para la separacion de flavonoides, fundamentalmente en fase inversa.

HEPEC

o

La aplicacion de la Cromatografla Liquida de Alta Eficacia al andlisis de
compuestos {endlicos ha constituido un hito de gran importancia, habiéndose publicado varias
revisiones bibliograficas sobre el tema, asl como sistemas cromatogréficos que permiten

separar un elevado nmero de compuestos.

20 la actunlidad, la HPLC es una técnica habitual en el andlisis de flavonoides,
y para su aplicacion correcta deben considerarse tres pardmetros fundamentales como son las

caracteristicas de as fases movil y estacionaria y del tipo de deteccion.
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* Fases estacionarias

Para la separacion de flavonoides por HPLC se han utilizado sobre tedo
columnas de acero inoxidable rellenas con gel de silice modificada mediante la unién de
organosilanos a los grupos hidroxilo de la superficie de dicha sitice, conocidas como columnas

de fase inversa o reversa.

Los organosilanos més empleados son el octadeciltriclorosilano,
octiltriclorosilano y pentilclorosilano, y, fundamentalmente, el primero de ellos. También se
ha empleado triacetato de celulosa como fase estacionaria para la separacién de mezclas de

flavanonas racémicas.

También se han empleado columnas con relleno de fase apolar (columnas de
acero inoxidable rellenas con gel de silice: fase normal o directa), aunque su utilidad estd
limitada a la separacién de agliconas flavonocideas de baja polaridad como ﬂavonas
polimetoxiladas, isoflavonas y biflavonoides, ya que si los compuestos son mas polares, se

pueden producir retenciones ireversibles.

Sin embargo, se pueden realizar buenas separaciones en fase normal previa
acetilacion de la muestra; aunque esto supone una derivatizacion previa al andlisis, se reduce
el tiempo de analisis y se abarata el coste al poder emplearse una elucién isocratica con més

facilidad que en el caso de fase inversa.

Para la separacion de flavonoides en fase normal se han utilizado columnas

Lichrosorb Si 60.
* Fases mébviles

La eleccién de la fase estacionaria condiciona enormemente la fase
mdvil. Las separaciones en fase normal con acetilacion previa de la muesira requieren el

2mpleo de una fase moévil formada por un disolvente extremadamente apolar, modificado por
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la adicién de pequefias cantidades de otro u otros disolventes orgénicos de mayor polaridad.
Se han propuesto como disolvente base benceno o iso-octahio, y como modificadores,

acetonitrilo, agua o metanol.

La separacion en fase reversa exige el empleo de una fase movil de alta
polaridad, lo que se consigue utilizando agua bidestilada y desionizada como disolvente base.
A éste se le incorpora un modificador orgdnico y, en general, un modificador 4cido que
mejora la separaciéon y evita la formacién de colas en los picos del cromatograma. El
modificador organico mds utilizado es el metanol, aunque también se han empleado

acetonitrilo, tetrahidrofurano, etanol o acetato de etilo y etanol.

El pH del eluyente se suele rebajar con dcido acético, aunque también se han

empleado acido fosférico o acido férmico.

7 En general, la separacion por fase inversa se lleva a cabo mediante un gradiente
de elucion durante el cual se va incrementando el porcentaje de modificador orgénico en la

fase movil, bien durante todo el andlisis 0 combindndolo con un perfodo de elucién isocratica.
La sigujente tabla recoge los rellenos de columna en fase inversa mas utilizados

para el andlisis de compuestos flavénicos junto con la fase mévil empleada para cada uno de

ellos.
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COMPUESTO
SEPARADO

COLUMNA

TEMPERA

FASE MOVIL

Flavonas simples

 Quercetina,
Kaempferol y compuestos
relacionados

Isoflavonoides

Eteres de flavonas

Flavanonas-chalconasg

Hesperitina y hesperidina

Flavonoides

Isoflavonas
Flavanonas-chalconas
Glicosidos de flavonoides
Glicoflavonas isoméricas
Glicoflavonas

Naringina y rutindsido de

naringenina

Glicosidos de flavonoles

Vidac 101SC

Merckosorb SI
60

Pellosil HC

Pellidon
pBondapak C-18

nBondapak C-18

Partisil 10 ODS
Pellidon

LiChrosorb NH,
Zorbax ODS
pBondapak C-18

iBondapak C-18

16°C

60°C

30°C

Hexano-cloroformo
(1:1)—> metanol-
cloroformo-ac.acético
(50:50:1)

Hexano-
tetrahidrofurano (2:1)
Eter diisopropilico

Eter diisopropilico-
metano] (92:8)

Metanol-agua (3:1)

Fosfato potdsico
dihidrogenado 0.03M
(pH 4.8) con 10 de
metanol! 100 %

Metanol-agua-dc.acético
{30:63:5)

Agua-acetonitrilo (4:1)

Agua-metanol (40:60)
Agua-metanol (60:40)

Acetonifrilo-agua
(1:9-59:1)

Etanol-dc. fosférico
0.1M (20:80—100:0)

Acetonitrilo-agua
(20:80)

Metanol-agua-ac.acético
(30:70:5)
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* Deteccidn

La deteccién de flavonoides en HPLC se ha realizado principalmente por
~ espectrofotometria UV/VIS, aprovechando la intensa absorcion que presentan estos compuestos
: en esta zona del espectro; esto, unido a la elevada sensibilidad de los detectores existentes,

permite el analisis de muestras que contengan cantidades muy pequerias de estas moléculas.

La longitud de onda empleada debe ser compatible con el eluyente utilizado
(éste debe ser invisible a la misma), v la adecuada para que los sustratos presenien una

sensibilidad lo mas elevada posible.

Para flavonoides, las longitudes de onda mas empleadas son aquellas entre 250
y 280 nm, habiéndose utilizado también las comprendidas entre 335 y 375 nm, y, mas

concretamente, entre 340 y 360 nm, por ser ttiles también para otros compuestos fendlicos.

Aunque la deteccion sé suele realizar a una (nica longitud de onda, se ha
-realizado también de forma simultdnea a dos, ya que se considera que este andlisis permite
realizar la deteccién de dos sustancias cuyos picos se solapen en base a la distinta extincién
- molar que presenten a una v otra longitud de onda. Esta metodolegia requiere el empleo de

‘patrén interno, pero resulta muy interesante de cara al anélisis cuantitativo.

También se han desarrollado detectores de longitud de onda variable (detectores

Diodo-array) que permiten obtener el espectro de absorcion de las sustancias separadas.

Otra posibilidad de deteccién, de gran utilidad, es el acoplamiento de un

espectrémetro de masas, debido a su elevada sensibilidad.
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Como conclusién, podemos decir que para el andlisis de flavonoides por HPLC
se emplean columnas de fase inversa, normalmente ODS, con una fase mévil formada por
agua, metanol y/o acetonitrilo, con un modificador 4cido, fundamentalmente 4cido acético, y
un detector UV/VIS,

I1.3.3.6. Espectroscopia UV/VIS

Es la técnica mas utilizada para la deteccidn de flavonoides, aprovechando la
“intensa absoreién que presentan estos compuestos en esa zona del espectro, Esto, unido a la
elevada sensibilidad de los detectores existentes, permite el an4lisis de muestras que contengan

cantidades muy pequefias de estos compuestos (0-1 mg de flavonoide).

Las longitudes de onda mas adecuadas, de acuerdo con su absorcidn, son las
comprendidas entre 250 y 280 nm y entre 335 y 375 nm, teniendo en cuenta que los
disolventes a emplear deben ser transparentes, es decir, que no presenten absorcién a estas

“longitudes de onda. Asi, el benceno dard problemas si la deteccién se realiza a longitudes de

onda inferiores a 300 nm.

Normalmente se realiza la deteccidn a una tinica longifud de onda, aunque en
ocasiones se ha realizado de forma simultanea a dos longitudes de onda, por ejemplo a 275
¥ 320 nm.Esta metodologia precisa el empleo de un patrén interno, pero es interesante a la

hora de realizar andlisis cuantitativos.

Con los nuevos detectores de tipo diodo-array (fos cuales realizan un barrido
entre las longitudes de onda seleccionadas, midiendo la absorcion de las sustancias a dichas

longitudes), es posible obtener el espectro de absorcién caracteristico de la sustancia problema,

Con la espectroscopia UV/VIS es posible tanto identificar el tipo de flavonoide
(flavona, flavonol..) como su patron de oxigenacién, La presencia de grupos hidrexile
fendlicos se pone de manifiesto al afiadir distintos reactivos como metoxido sddico, acetato

s6dico, cloruro de aluminio, dcido clorhidrico y 4cido bérico a la solucién de la sustancia
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(realizada fundamentalmente en metanol y, con peores resultados, en etanol) y observando los
cambios en los picos de absorcion. Indirectamente también sirve para determinar la

jocalizacién de un azicar o grupo metilo unidos a un reste fendlico.

Para un anélisis cuantitativo se emplea la relacién obtenida de la Ley de

I_ambert-Beer:
A=Excxd

A: absorbancia leida por el instrumento
E: coeficiente de extincién molar
c. concentracidn molar del flavonoide

d: longitud de la célula del detector en cm

El espectro tipico de flavonoides consiste en dos bandas de absorcién maxima
entre 240-285 nm (banda II} y 300-550 nm (banda I). La posicién exacta y la intensidad
relativa de estos maximos nos permite conocer la naturaleza y patrén de oxigenacién del

flavonoide.

Es muy extensa la bibliograffa que recoge los espectros tipicos de multitud de
flavonoides, asi como los cambios en ellos producidos por distintas sustituciones en su micleo

v las claves para su identificacién (Markham, 1982 Harborne, 1988}
I1.3.3.7. Espectroscopia IR
Los compuestos que poseen una estructura quimica compleja y semejante,
Presentan espectros caracteristicos al infrarrojo. Las vibraciones de la molécula producen una

serie de bandas de absorcion de energia inferior a 1500 cm™ y cuyas posiciones son

Caracteristicas de cada molécula,
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Al realizar un espectro aparece una region por encima de 1500 ecm™ con bandas
de absorcién correspondientes a determinados grupos funcionales, y otra por debajo de esta
frecuencia que contiene la banda caracteristica del compuesto de que se trate y no de ningin

otro. Esta dltima banda es denominada "Huella dactilar”,

En el caso de flavonas, flavonoles y flavanonas, las bandas méas caracteristicas
que aparecen en el espectro IR son las debidas a los grupos carbonilo ¢ hidroxilo de la

molécula, asi como a determinadas sustituciones en el nticleo fundamental.

Existe una amplia bibliografia sobre ¢l fundamento de esta técnica

espectroscopica, asi como su aplicacion a la identificacién de flavonoides.

11.3.3.8. Espectrofotometria de masas

Se basa en la produccion de jones a partir de la muestra a analizar,
seguida de una separacién de los mismos de acuerdo con la relacion Peso molecular/unidad
de carga {m/Z). El registro de las masas y la abundancia de los distintos iones originados se

denomina espectro de masas.

Sus principales aplicaciones son la determinacion de pesos moleculares,
establecimiento de la distribucién de los sustituyentes entre los anillos A y B y determinacitn

de la naturaleza y localizacién de los azicares en C- y O- glicosidos.

Una ventaja fundamental de esta técnica es la pequefia cantidad de muestra
necesaria para el andlisis (submiligramos), siendo practicamente el unico método vélido

cuando se dispone de muy pequefia cantidad de la misma.

El espectro de masas de un flavonoide consiste en una serie de sefiales, cada

una de las cuales corresponde a un fragmento del flavonoide original producido por el impacto

de electrones en el espectrofotometro. Las sefiales se recogen como una serie de l{neas o de
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forma numeérica y son ordenadas segitin su relacién m/Z. La intensidad de las sefiales es

proporcional a la cantidad de especies cargadas producidas por el impacto electrénico.

Un requisito indispensable es que el flavonoide sea suficientemente volatil en
el alto vacio formado dentro del espectrémetro. La mayora de las agliconas son
suficientemente volatiles a 100-230 °C; las temperaturas m4s elevadas son necesarias para las
mas polares (polihidroxiflavonas y flavonoles). Glicésidos, antocianos y biflavenoides no son

suficientemente volatiles, por lo que deben sufrir derivatizaciones previas como permetilacién,

perdeuteracidn o trimetilsililacién,

Las reglas generales de interpretacion de la formula molecular, tipo y nimero
de sustituciones en los tres anillos del esqueleto y, en algunos casos, la localizacion exacta de

estas sustituciones, son tratadas con extensiéon por Markham, 1982,

La espectrofotometria de masas de desorcion de campo (Field Desorption-FD}.
es la primera técnica de ionizacién usada para el estudio de compuestos termoldbiles, y ha
sido aplicada al estudio de los flavonoides por Schulten y Games, 1974, Zapesochnaya y col.,
1984 y Domon y Hostettmann, 1985,

Una tercera técnica es la espectroscopia de masas por bombardeo atémico
répido (Fast Atomic Bombardement- FAB), utilizable para atomos neutros. La muestra es
solubilizada en una matriz polar, por ejemplo glicerol, y depositada en un recipiente de cobre

que es bombardeado por dtomos energizados, induciendo desorcion e ionizacion.

La espectrofotometria de masas ha sido utilizada en numerosos trabajos para

la determinacion de estructuras de flavonoides aislados del Género Sideritis, como el caso de

Barberén y col., 1985a y 1985b, y Fernandez y col., 1988.
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11.3.3.9. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Cuando se somete una molécula a la accién de un campo magnético, ciertos

. 1 L3 14l ro '
nticleos como 'H 6 °C, con carga positiva y movimiento de giro, $¢ comportan como imanes,
tendiendo a orientarse segun dos direcciones posibles; la m4s estable es aquella en la que el

momento magnético nuclear estd orientado en la misma direccion que el campo magnético,

La RMN cuantifica la energia necesaria para orientar los niicleos en contra de

dicho campo, energia que se registra en valores de desplazamiento quimico & o partes por

millén (ppm).

Por lo tanto, esta técnica permite determinar el nimero, naturaleza y ambiente

estructural que rodea a los dtomos de Hidrégeno o Carbono de una molécula,
a) Espectroscopia de resonancia magnética de carbono (*>C-MNR)

Proporciona informacidn sobre el carbono principal de ia molécula, aplicdndose
para establecer el nimero total de dtomos de carbono, el nimero de carbonos oxigenados del
micleo de flavonoide y el niimero de carbonos en la molécula de aziicar. También permite
identificar el o los azicares unidos como C- u O- heterdsidos, determinar lag uniones
interglicosidicas y el lugar de los enlaces con el carbono (en C-glicésidos, biflavonoides,

ete.).

No presenta una sensibilidad superior a la 'H-RMN, pero es complementaria

a ésta. Las modernas técnicas de RMN y Fourier Transform (FT) permiten medir espectros
. . 13

de protones en muestras menores de unos pocos microgramos, mientras el espectro de °C

todavia requiere una cantidad superior a 5 mg (Markham y col., 1982).

Los dos factores a tener en cuenta para la eleccién del solvente son la

solubilidad de la muestra y la posicibn de las resonancias de carbono del selvente.

Normalmente se utilizan cloroformo deuterado (CDCly), dioxano, acefona hexadeuterada
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{((CD,),CO), dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO0-d6), éxide de deuterio (D,O) y sus

combinaciones.
Las resonancias se expresan normalmente en partes por millén {ppim).
Es muy uti] para examinar mezclas complejas de heterésidos de flavonoides.
b) Espectroscopia de resonancia magnética de protén ("H-RMN)

Informa sobre el ambiente estructural de cada protén. Sus aplicaciones tipicas
son la definicién del patrén de oxigenacién de.os tres anillos, determinacién del niimero y
posicién de los grupos metoxilo, distincién de isoflavonas, flavanonas y dihidroflavonoles,
determinacién del niimero de azucares presentes (as{ como su unién en o o p) y deteccion de

la cadena hidrocarbonada unida como C-CHj, y restos prenilo.

Markham, 1982, expone tanto los principios de esta técnica espectroscdpica
como los solventes y cantidad de muestra a emplear, asi como la interpretacion de los

espectros obtenidos.

Barberan y col., 1985a y 1985b y Ferndndez y col., 1988, utilizaron ambos
tipos de espectroscopia de resonancia magnética para la determinacién de las estructuras de

varios flavonoides aislados del Género Sideritis, entre ellos luteolina, cirsiliol y apigenina.
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Iil.- MATERIAL Y METODOS



IIL1.- MATERIAL YEGETAL
Se han recolectado dieciséis especies del Género Sideritis.

De cada una de las especies objeto de estudio, se depositd un ejemplar

en el herbario M.AF. del Departamento de Boténica de la Facultad de Farmacia, UCM.

La tabla 3.1 recoge los nombres de las especies, asi como el [ugar y

fecha de su recoleccion y niimero asignado en el herbarioc M.A.F. a las mismas.

Todas las muestras se desecaron a temperatura ambiente, procediéndose

después a su pulverizacion y almacenaje,
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TABLA 3.1

ESPECIES DEL GENERO SIDERITIS ESTUDIADAS

ESPECIE SECCION SUBSECCION M.A.F. LUGAR RECOLECCION FECHA RECOLECCION
S. foetens Sideritis Arborescens 139.030 Pefiarrodd, Sierra Gddor (AL) 16-5-90
S. luteola Sideritis Arborescens 139.042 Rambla de Aulago, Puente Navarro (AL} 15-5-90
S. almeriensis Sideritis Flavovirens Las Negras (AL) 27-4-90
S. hirsuta Sideritis Hirsuta 139.119 De Bacares a la Tetica de Bacares (AL) 5-7-90
S. leucantha var. serratifolia Sideritis --- 139.035 Penarrodd, Sierra Gddor (AL) 16-5-90
S. biflora Sideritis Leucantha 139.041 Lianos de Lucainena de las Torres (AL) 15-5-90
5. leucantha ssp. incana var. meridionalis Sideritis Leucantha 135.034 El Pinar de Védar (AL) 15-5-90
S. bourgeana Sideriiis Leucantha Montealegre-Fuentedlamo {AB) 27-7-88
S. pusiila ssp. almeriensis Sideritis --- 139.039 Rambla de Huéchar, Sierra Gddor (AL) 15-5-90
8. ibanyezii Sideritis Flavovirens 139.040 Sierra del Viento, Lorca (MU) 17-3-90
S. pusilla ssp. pusilla var.granatensis Sideritis --- 139.038 Estribaciones de Sierra Alhamilla (AL) 15-5-90
8. leucantha var.incana Sideritis Lencantha 139.036 Carretera de Vélez Rubic a Baza (AL) 53-7-90
S. cillensis Sideritis --- Cillas {GU) 8-88
S. pusilla Sideritis Flavovirens 139.043  Cuevas de Almanzora (AL) 27-4-90
3. glauca Sideritis Gymnocar pae 139.032 Sierra de Orihuela (A) 4-90
8. incana ssp. incana Sideritis Gymnocarpae Bicorp (V) 27-7-88
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S.cillensis

*

- B Madrid

S.incana ssp.incana

S.hourgeana

* .
sgemca B Alicante

* S.incang var.incana
S.pusilia+
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Sevilla S.biflora

H G l‘anada * Saimi‘ieﬁsis

. - S foetens S. Euteola % Spusi. ssp.pusi.

S.pusi. ssp. almeriensis ig’k var. granatensis
8. incana - S.ine. ssp.ine.
var. serratilolia var.ameridio.
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I11.2.- METODOLOGIA ANALITICA

I11.2.1.- Extraccién, aislamiento y purificacion

Para la extracciéon de los compuestos flavonices de todas las especies en
estudio, se ha escogido uno de los métodos revisados de extraccion por disolventes de

polaridad creciente.

La ventaja de realizar un proceso de extraceidn de este tipo reside en conseguir

la separacion de los distintos principios activos del vegetal segun su polaridad.

Las muestras de las especies, convenientemente desecadas y pulverizadas,
fueron sometidas a extraccion por percolacién en frio. Se comenzd cen un disolvente apolar,
hexano; una vez agotada la droga, el marco se somete a nuevas extracciones. En primer lugar

se empled una mezcla etanol: agua (70:30) también en percolador.

El extracto hidroalcohdlico se concentrd en un rotavapor a presion reducida
hasta eliminacién de todo el etanol. El extracto acuoso resultante se volvié a extraer en
ampolla de decantacion con disolventes orgénicos de polaridad creciente : éter etilico, acetato
de etilo y butanol. Asi se obtuvieron los otros cuatro extractos: etéreo, acetato de etilo,

butandlico y el restante extracto acuoso ya agotado.

Al utilizar como primer disolvente el hexano, conseguimos eliminar del marco
aquellos compuestos apolares (fundamentalmente resinas, aceites esenciales...) que pueden
interferir en el momento de extraer los flavonoides. En el extracto hexanico encontraremos,
si los hay, los flavonoides de excrecién del vegetal, es decir, aquellos flavonoides mds

apolares.

La extraccion de la solucién acuosa resultante tras la eliminacidn del etanol del
extracto hidroalcoh6lico, en ampolla de decantacién con disolventes de polaridad creciente,

permite obtener por separado los distintos compuestos flavénicos de la planta, Asi, en el
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extracto etéreo encontraremos flavonoides de polaridad media {fundamentalmente geninas);
en el extracto acetato de etilo, aquellos flavonoides de polaridad algo superior (mono- o
diglicosidos), mientras que en los extractos butandlico y acuoso finales residirdn los

flavonoides mas polares (flavonoides polihidroxilados y otros heterdsidos).

De esta manera conseguimos una separacién secuencial de los distintos

compuestos flavénicos, lo cual facilita su posterior estudio.

Todos los extractos se concentraron a sequedad en rotavapor a presion reducida

y a una temperatura entre 30°C y 50°C,
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DROGA PULVERIZADA

Hexano

1° Eter etilico

Marco agotado

2° Acetato Etilo

Marco

Etanol:Agua (70:30)

Extracto hidroalcohéblico

Eliminacién de Etanol en
Rotavapor

Solucion acuosa

3°Butanol -
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[I1.2.2.- Técnicas analiticas empleadas

I11.2.2.1.- CCF

Los extractos preparados de las especies fueron sometidos a estudio por
cromatografia en capa fina como técnica previa para analizar la presencia de flavonoides en

ellos.

Tras la revision de las Fases méviles utilizadas para CCF de compuestos

flavdnicos, se escogieron:

Benceno: Metanol: Acido acético (45:3:2)

Acetato  Etilo: Acido férmico: Acido acético: Agua
(100:11:11:27y y (1060:11:11:10)

Benceno: Piridina: Acido férmico (72:18:10)

Butanol: Acido acético: Agua (40:10:50), fase superior (BAW)

Como fase estacionaria se emplearon cromatofolios de Silicagel 60 con

indicador de fluorescencia a 254 nm, de 20 x 20 cm,

Como revelador se eligié la observacion a la luz UV (255 y 360 nm) antes y
después de someter las placas a vapores de amoniaco. Una vez observadas se emplearon

NP/PEG y AlCl,,

En los casos en que fue necesario, se realizd una hidrolisis en placa para el
estudio de los azicares del compuesto incial. Dicha hidrélisis se llevo a cabo segin la técnica
propuesla por Karting: una cubeta conteniendo 1 cm de altura de HCI concentrado se calienta
a 100°C en estufa durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se introduce la placa en su

interior y se mantiene durante 20 minutos a temperatura ambiente o a 100°C, dependiendo de

la naturaleza de la unién a hidrolizar,
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Se emplearon cuatro patrones de azicares:

3 | (+) glucosa, D (-) xilosa, L (+) rhamnosa y D (-) arabinosa. '

Como Fase Estacionaria se emplearon placas de gel de silice 60 F254, 20 cm

- 20 cm Merck
La Fase Movil elegida fue:
Acetato de etilo: Acido acético: Metanol: Agua  (60:15:15:10)

El revelador empleado fue una solucion de Ftalato de p-anisidina. Tras rociar

1s placas con el mismo, éstas se introducen en la estufa a 120°C durante 10 minutos.

11I1.2.2.2.- HPLC

Una vez confirmada la presencia de flavonoides en los extractos por CCF, estos

asaron a ser analizados por HPLC.
Se emplearon dos equipos de cromat6grafos liquidos de alta resolucién:

* Varian 500 con inyector antomatico Waters WISP 710B e integrador 3390A
» Hewlett-Packard.

* Varian bomba 2510 HPLC; base de datos Varian DS654 y un detector diodo
ray 9065 Polychrom de longitud de onda variable,

Utilizamos dos columnas de Cromatografia Liquida de Alta Regolucién de fase

versa:
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* Columna analitica Hewlett-Packard Hypersil ODS 200x4,6 mm, S5um
* Columna semipreparativa Tecknochroma Hypersil ODS 250x7 mm, Spm

Para optimizar la Fase movil, se realizaron una serie de ensayos, Inicialmente

se emplearon las siguientes condiciones de andlisis:

- Solvente A: Acetonitrilo

- Solvente B: Agua: Acido férmico (52:3)
con una elucién isocratica de A:B en proporcién 9:1 durante 20 minutos

- Flujo: 0,7 mi/min

- Deteceidn a 360 nm

Sin embargo, la resolucion no resulté satisfactoria, por lo cual se aumento la

proporcion de acetonitrilo hasta un 95 %.

No todos los picos detectados a 360 nm son flavonoides, per lo cual se decidio

modificar la longitud de onda de deteceién a 254 nm.

Después de repetidos andlisis comprobamos que el dcido férmico, utilizado
como modificador 4cido de la fase mévil, presenta una elevada absorcién al UV e interfiere
en los espectros de los picos del cromatograma. Por ello decidimos sustituirlo por el acido

acético, ensayandose el analisis con distintas cantidades del mismo:

1.-  Solvente A: Agua: Acido acético 1%

Solvente B: Acetonitrilo

en gradiente lineal de A:B desde 70:30 hasta 30:70 en 20 minutos, con un flujo

de 1 ml/min
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Los picos obtenidos presentan bastante cola.

2,- Solvente A: Agua: Acido acético 2%

Solvente B: Acetonitrilo

en gradiente lineal de A:B desde 70:30 hasta 30:70 en 20 minutos, con un flujo

de 2 ml/min

La resolucidn obtenida es muy buena, por lo cual se conserva esta proporcién

Agua:Ac, acético,

Se ensayaron distintas proporciones en el gradiente de la fase moévil, [legandose

a obtener la que ofrece una mejor resolucion del cromatograma:

Gradiente lineal durante los 10 primero minutos desde el 70% hasta el 50% de
A; en el minuto 11 la proporcién de A disminuye hasta el 20% y se mantiene en elucién
isocratica hasta el minuto 20. El tiempo de recuperacion de las condiciones iniciales del

analisis es de 10 minutos,
Por lo tanto, las condiciones de andlisis escogidas finalmente son las siguientes:
A)- Columna analitica Hewlett-Packard Hypersil ODS 200 x 4.6mm, 5 um
- Fase mdvil:
Solvente A: Agua: Ac.acético (2%)

Solvente B: Acetonitrilo

- Tiempo de andlisis: 20 min con una elucién en gradiente en primer lugar y,

Dhosteriormente, lineal.
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Se dispone de diez compuestos patrones de flavonoides:

1.- Isoscutelarein-7-O-alosil-p-D-glucésido
2.- Luteolina

3.- Hypolaetina-8-glucdsido

4.~ Crisoeriol

5.- Apigenina

6.- Sideritoflavona

7.- Xantomicrol

8.- Gardenina-D

9.- 8-metoxicirsilineol

10.- Desmetilnobiletina

La identificacion de los compuestos flavénicos presehtes en los distintos
extractos se llevé a cabo por comparacién con los ty de los patrones de flavonoides puros
y de los espectros correspondientes. Para evaluar la riqueza de los picos, estos fueron
monitorizados con el detector diodo array (200-400 nm). Los espectros correspondientes
al inicio, Apex y final del pico fueron normalizados y superpuestos, considerandose puros
cuando los tres coincidian exactamente (match factor >99), Por extrapolacion de la curva
de calibrado concentracién/drea de los mismos se procedié a la cuantificacién de los

compuestos identificados,

Para obtener la concentracion de selucién a inyectar méds adecuada, atendiendo
a las caracteristicas del equipo cromatografico, se realizaron varias pruebas pesando distintas
cantidades de extracto y disolviéndolas en el solvente de eleccion, metanol. Finalmente, se
obtuvo como Optima una concentracién de 1-1,5 mg/ml, por lo cual se intentd que todas las
muestras preparadas se aproximaran a ella lo mas posible. Estas concentraciones, en mg de

extracto por m! de metangl, se recogen a continuaciéon en la TABLA 3.1
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TABLA 3.1

|| ESPECIE Exto Exto Exto Ac Exto Exto
hexénico etéreo de etilo butanélico | acuoso
S.foetens 1.083 1.525 1.500 1.425 1.425
S.lwteola 0.808 1.675 1.475 1,700 1.500
S.almeriensis 1.450 1.525 1.600 1.450 1.475
| S.hirswta 1.500 1,550 1.550 1.425 1.425
]‘ S.leucan. var serr. | 0916 1.600 1.450 1.375 1.375
S.biflora 0.625 1.600 1.525 1.425 1.525
S.leucan. ssp inc. 1.033 1.575 1.525 1.500 1.425
var.merid
i S bourgeana 0.750 1.675 1.475 1.325 1.500
| S.pus. ssp almer 0.966 1.650 1.550 1.450 1.475
i‘! S.ibanyezii 1.062 1.525 1.475 1.450 1.500
ﬂ S.pusifla ssp pusi. | 1.125 1.525 1.550 1.425 1.500
var granatensis
S.leucan. var inc. | 1225 1.600 1.550 1.425 1.425
S.cillensis 1.175 1.575 1.525 1.475 1.475
S.pusilla 1.125 1.575 1.575 1.425 1.550
S.glauca 1.150 1,450 1.500 1.425 1.500
S.ineana ssp inc. | 1.400 1.450 1,475 1,450 1.500
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I1I1.2.2.3.- Espectroscopia UV/VIS

Los compuestos flavonicos detectados cuya identificacion no fue posible por
HPLC fueron aislados mediante HPLC semipreparativo y se realizo su espectro de absorcién
UV/VIS siguiendo la técnica correspondiente.

1I1.2.2.4.- Espectroscopia de RMN

El espectrémetro utilizado fue un Bruker 250 AC (250 MHz, 'H), (62.5 MHz,

*C). Como solvente se empled metanol deuterado (CD,OD).

Del compuesto sin identificar se realizaron espectros de 'H, de "C,

experimentos bidimensionales de correlacion H-H y espectros NOE de diferencia.
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IV.- RESULTADOS



IV.L.- Rendimientos de los extractos

La tabla 4.1 recoge el porcentaje (en peso) de cada uno de los extractos

obtenidos de las distintas especies.
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P,

TABLA 4.1

incarcy

ESPECIE Hexénico Etéreo Acetato de | Butandl Acuoso
L etilo
Efoerens 0,82 2,89 0,72 0,96 4,64
Ehu’eola 1,16 3,65 0,78 0,91 2,98
Em’meriensis 1,00 0,50 1,00 0,25 4,25
ﬁhfr.suta 3,60 0,20 0,30 0,50 0,50
S.lencantha var 2,40 0,50 1,10 0,50 8,60
| serratifolia

S.biflora 1,00 0,50 0,50 2,00 7,80
Slencantha ssp 1,50 1,00 1,50 2,50 4,50
incana var
_greria'fonalfs

S.bourgeana 0,50 1,50 1,50 6,00 4,00
S.pusilla ssp 1,50 2,00 0,50 2,50 4,00
almeriensis

S.pusilla ssp 1,66 2,33 3,60 2,33 4,00
pusilla var

granalensis

S.ibanyezii 0,50 1,50 2,00 3,00 6,50
S.leucantha var 1,00 1,50 3,00 8,50 6,00
incana

S.cillensis 2,00 1,50 2,00 6,50 9,50
S.pusilia 2,00 3,50 2,00 5,50 4,50
S.glauca 0,50 0,50 0,50 1,00 4,00

| S.incana ssp 0,50 0,50 0,50 2,50 6,50
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IV.I - Cromatografia en Capa Fina

Para el estudio de los distintos extractos, una pequefia cantidad de cada

muestra fue disuelta en Metanol para cromatografia. Para optimizar la separacién de las

manchas se emplearon distintas fases moviles:

FM,
FM,
FM,
FM,
FM,

: Benceno:Metanol:Acido acético (45:3:2)

: Acetato de Etilo:Acido formico:Acido acético:Agua (100:11:11:27)
: Benceno:Piridina:Acido férmico (72:18:10)

: Acetato de Etilo:Acido formico:Acido acético:Agua (100:11:11:10)
: Butanol:Acido acético:Agua (40:10:50) fase superior (BAW)

Una vez desarrollado el cromatograma, las placas fueron sometidas a vapores

de amoniaco y visualizadas a la luz ultravioleta, Posteriormente se revelaron con una solucion
de NEU (NP/PEG) o AICI, .

A continuacién se recogen los resultados obtenidos tras el andlisis de los

patrones bajo las distintas fases méviles (Rf y coloracion al UV después de revelar con NEU).
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FM COLOR TRAS NEU

FLAVONOIDE 1 2 3 4 5 254nm | 366nm
[soscut.-7- 0,00 0,12 0,01 0,45 0,60 Amarill Oscuro
glucosido

Hypolaetina 8- 0,00 0,17 0,03 0,76 | 0,45 Amarill Naranj
glucdsido

Luteolina 0,17 0,89 0,23 1,00 | 0,85 Am-Nar Oscuro
Crisoeriol 0,38 0,90 0,55 1,00 0,83 Amarill Oscuro
Apigenina 0,35 0,92 0,51 1,00 | 0,84 Amarill Oscuro
Sideritofla 0,38 0,86 0,68 1,00 | 0,80 Naranja Oscuro
Xantomicrol 0,58 0,93 0,78 1,00 0,83 Oscuro Oscuro
Gardenina D 0,64 0,92 0,79 1,00 | 0,80 Oscuro Oscuro
8-MeO- 0,66 0,92 0,79 1,00 | 0,81 Oscuro Oscuro
cirsilineol

Desmetil- 0,80 0,99 0,85 1,60 | 0,86 Naranja Oscuro
nobiletina
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El nimero de compuestos flavénicos detectados en cada especie, asl como su
Rf bajo las distintas Fases Méviles empleadas y la coloracién obtenida tras su revelado, se

recogen en las tablas 4.2 a 4.17
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TABLA 4.2

=T

Sideritis foetens
EXTRACTO Rf Color tras NEU Flavonoide
_ 366 nm 254 nm
r Hexanico 0,44 Amaritlo Oscuro
Etéreo 0,20 Amarillo Oscuro Luteolina
0,25 Amarillo Oscuro
0,39 Amarillo Oscuro Crisoeriol
0,44 Amarillo Oscuro
0,58 Oscuro Oscuro
0,82 Qscuro Oscuro Luteolina
1,00 Amarillo Oscuro Desmet.nob
0,00 Amarillo Oscuro Isoscutel.
0,68 Oscuro Oscuro
Acetato Et 0,25 Amarillo Oscuro

| 0,40 Amatrillo QOscuro Crisoeriol
0,46 Amarillo _Oscuro
0,68 Naranja Oscuro

; 0,71 Naranja Oscuro
0,75 Naranja Oscuro
0,28 Naranja Naran.
0,33 Naranja Naran.
0,39 Naranja Naran.
0,43 Naranja Naran. Isoscutel.
0,50 Naranja | Oscuro
0,63 WNaranja Verde
0,79 Naranja Oscuro Hypolaet.

| Butandlico 0,60 Amarillo Oscure

| 0,66 iaranja Oscuro

|__Acuoso 0,55 Oscuro | Oscure
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TABLA 4.3

Sideritis lureola

EXTRACTO FM Rf Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254 nm
Hexénico 1 - -
Etéreo 1 0,25 Amarill Oscuro - A
0,40 Amarill Oscuro Crisoeriol
0,46 Amarill Oscuro
2 0,60 Oscuro Oscuro
1,00 Amarill Oscuro Desmetilnob
3 0,00 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,03 Oscuro Oscuro Hypolaetina
0,79 Amarill Oscuro Gar.D u 8-MeO-
cirsil
Acetato Et 2 0,71 Oscuro Oscuro L
0,73 Naranja Oscuro a
0,76 Oscuro Oscuro
0,91 Amarill Oscuro Crisoeriol
0,97 Amarill Oscuro Desmetilnob
4 0,44 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,49 Oscuro Oscuro
0,51 Oscuro Oscuro
Butandlico 2 - ,
Acuoso 2 0,55 Oscuro Oscuro |

169



TABLA 44

Sideritis almeriensis

EXTRACTO FM Rf Color tras NEU Flavonoide
o 366 nm 254 nm
Hexanico _-1_—_ 0,55 Oscuro Oscuro Xantomicrol
0,80 Amarill Oscuro Desmetilnob
Etérec 2 1,00 Amarill Oscuro Desmetilnob
Acetato Et 2 0,71 Oscuro Oscuro
0,71 Verde Oscuro
“ 0,74 Naranja QOscuro
0,76 Verde Oscuro
0,83 Ama-Ver Ama-ver
| 0,97 Naranja Oscuro Desmetilnob
4 0,59 Naranja Oscuro
0,62 Oscuro - Oscuro
0,75 | Naranja Oscuro L Hypolaetina
0,93 Oscuro Oscuro Xantomicrol
0,97 Naranja Oscuro Desmetilnob
Butandlico 2 0,54 Amarill Oscuro
0,61 Amarill Oscuro
0,64 1 Amarill QOscuro
0,77 { Oscuro Oscuro
Acuoso 2 0,55 | Oscuro Oscuro
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TABLA 4.5

Sideritis hirsuta
EXTRACTO | FM Rf Color tras NEU ALCl, | Fiavonoide
366 nm 254nm |
Hexénico 1 0,55 Oscuro _O—S:L;;—_ - Xantomic
Etéreo 2 1,00 Amarill Oscuro Desmetnob
3 0,10 Amarill Oscuro
0,63 Amarill Oscuro
0,91 Oscuro Oscuro Desmetnob
Acetato Et 2 0,69 Naranja Oscuro
0,74 Naranja Oscuro
0,79 QOscuro Oscuro
0,86 Am-Verd | Oscuro Luteol o
Sideritof
0,97 Naranja Naranj Desmetnob
4 0,45 Naranja Oscuro Isoscutel
i 0,57 Naranja Oscuro
0,63 Oscuro Oscuro
0,71 Naranja Oscuro
0,75 Naranja Oscuro Hypolaet
0,79 Naranja Oscuro
0,90 Naranja Oscuro
0,97 Naranja Oscuro Desmetinob
Butandlico 2 0,50 Amarill Oscuro
0,52 Naranja Oscuro
0,54 Amaril] Oscuro
0,61 Amarill Oscuro
0,64 Oscuro 1 Oscuro
ACu0so 2 0,51 Naranja Oscuro Nar’
0,55 Oscuro Oscuro Amar
0,65 - - Amar

|
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TABLA 4.6

Sideritis leucantha var serratifolia

EXTRACTO | FM Rf Color tras NEU AICl, | Flavonoide
366 nm 254 nm
Hexanico 1 0,00 Amarill Oscuro Isoscut o
Hypolaet
1,00 Oscuro Oscuro
Etéreo 2 1,00 Amarill Oscuro Desmetnob
3 0,10 Amarill Oscuro
Acetato Et 2 0,75 Verde Oscuro
0,78 “ Oscuro Oscuro
0,81 Naranja { Naranj
0,86 Ama-Ver Oscuro Luteolina
0,94 Verde Oscuro
0,97 Oscuro Oscuro Gar.D u 8-
“ MeO cirsilin
0,98 Naranja Oscuro Desmetnob
4 0,56 Naranja Oscuro
0,59 Oscuro Oscuro
0,69 Naranja Oscuro
0,73 Amarill Oscuro Hypolaet
0,78 Oscuro Oscuro
0,85 Naranja Oscuro
B 0,90 Naranja Oscuro
Butandlico 2 L 0,61 Amarill Oscuro
0,66 Oscuro Oscuro

0,73 Amarill QOscuro

Acuoso 2 0,55 Oscuro Oscuro Amar
0,65 Amar
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TABLA 4.7

Sideritis biflora

EXTRACTO FM Rf Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254 nm
Hexénico 1 0,55 Oscuro Oscuro Xantomicrol
0,80 Amarill Oscuro Desmetilnob
Etéreo 2 0,82 Naranja Oscuro Sideritofla
1,00 Amarill Oscuro Desmetilnob
3 0,06 Naranja Oscuro
0,40 Oscuro Oscuro
0,57 Oscuro Oscuro Crisoeriol
0,67 Oscuro Oscuro Sideritofla
0,76 Oscuro Oscuro Xantomicrol
0,79 Amarill Oscuro Gardenina D
Acetato Et 2 0,39 Amarill Oscuro |
0,44 Naranja Oscuro
0,46 Naranja Oscuro
0,49 Naranja Oscuro
0,55 Oscuro Oscuro
0,61 Ver-Am Oscuro
0,66 Ver-Am Oscuro
0,69 Naranja Oscuro
0,76 Naranja Oscuro
0,90 Amarill Oscuro Crisoeriol
4 0,54 Naranja Oscuro
0,58 Naranja Oscuro
0,63 Oscuro Oscuro
0,74 Amarill Oscuro Hypolaetina
0,81 Amariil Amar
0,97 _Amarill Oscuro Desmetilnob
Butandlico 5 0,13 Naranja Naranj
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0,37 Naranja Oscuro

0,44 Amari]l Oscuro Hypolaetina

0,53 Naranja Oscuro

0,60 Amarill Oscuro Isoscutelar

0,75 Am-Ver Oscuro

0,78 Naranja Oscuro Sideritofla
Acuoso 0,00 Naranja Oscuro

0,13 Naranja Naranj

0,50 Amarill Naranj
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TABLA 4.8

Sideritis leucantha ssp incana var meridionalis

TRACTO FM Rf Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254nm
inico 1 0,55 Oscuro Oscur Xantomicrol
20 2 1,00 Amarill Oscur Desmetilnob
3 0,09 Naranja Oscur Hypolaetina
0,40 Oscuro Oscur
0,57 Oscuro Oscur Crisoeriol
0,67 Oscuro Oscur Sideritofla
0,76 ‘ Oscuro Oscur Xantomicrol |
0,78 Amarill Oscur Gardenina D
ato Et 2 0,46 | Naranja Oscur
0,51 Oscuro Oscur B
0,60 Ver-Am Oscur
0,66 Ver-Am Oscur
0,90 Amarill - | Oscur Crisoeriol
4 0,56 Am-Ver Oscur
0,61 Oscuro Oscur
0,73 Verde Oscur
0,98 Naranja Oscur
nélico 5 0,10 Oscuro Naran
0,37 Naranja Oscur
0,44 Naranja Naran
0,50 Oscuro Oscur
0,60 Amarill Oscur Isoscutelar
0,75 Am-Ver Oscur
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A 1050 5 0,37 Naranja Oscur

0,60 Amarill Oscur Isoscutelar
0,75 Am-Ver Oscur
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TABLA 4.9

P
L Sideritis bourgeana
EXTRACTO FM Rf Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254 nm
M.,
_‘_‘_I:Iexénico 1 0,55 Oscuro Oscuro Xantomicrol
0,81 Amarill Oscuro Desmetilnob
o 0,86 Oscuro Oscuro
_Etéreo 3 0,00 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,03 Oscuro Oscuro Hypolaetina
0,06 Naranja Oscuro
0,09 Naranja Oscuro
0,68 Naranja Oscuro Sideritefla
0,71 Oscuro Oscuro
0,79 Amarill Oscuro Gar.D u 8-MeO-
- cirsilin
Acetato Et 2 0,38 i Amarill Oscuro
0,46 Naranja Oscuro
0,48 Naranja Oscuro
0,49 Naranja Oscuro
0,53 Oscuro Oscuro
0,60 Ver-Am Oscuro
0,66 Ver-Am Oscuro
0,76 Naranja Oscuro Sideritofla
0,90 Amarill Oscuro Crisoeriol
4 0,57 Naranja Oscuro
0,62 Oscuro Oscuro
0,74 Amarill QOscuro Hypolaetina
0,82 Naranja Oscuro
L~
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Hypolaetina

Butandlico 0,12 Am-Ver Oscuro
0,33 Naranja Oscuro
0,36 Am-Ver " Oscuro
0,39 Oscuro Oscuro
0,49 Naranja Oscuro
0,55 Oscuro Oscuro
0,77 Naranja Oscuro Sideritofla
0,16 Naranja Oscuro
0,38 Naranja Oscuro
0,43 Naranja Oscuro Hypolaetina
0,49 Naranja Oscuro
0,51 Naranja Oscuro
0,54 Naranja Oscuro
0,59 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,62 Verde Oscuro
0,69 Am-Ver Oscuro
Acuoso 0,00 Amarill Oscuro
0,36 Amarill Oscuro
0,64 Am-Ver Oscuro
0,15 Amaril! Oscuro
0,59 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,63 Am-Ver Oscuro

118




TABLA 4.10

Sideritis pusilla ssp almeriensis

EXTRACTO FM Rf Color tras NEU Flavonoide

366 nm 254 nm
I Hexanico 1 0,86 Oscuro Oscuro Oscuro
Etéreo 3 0,00 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,03 Oscuro Oscuro Hypolaetina

0,05 Naranja Oscuro
0,08 Naranja Oscuro
0,10 Naranja Oscuro

0,68 Naranja Oscuro Sideritofla
0,71 Oscuro Oscuro
Acetato Et 2 0,48 Naranja Oscuro
0,50 Oscuro Oscuro
0,60 Ver-Am Oscuro
0,66 Ver-Am Oscuro

0,90 Amarill Oscuro Crisoeriol

4 0,47 Oscuro Oscuro Isoscutelar
0,56 Oscuro Oscuro
0,67 Oscuro _ QOscuro
0,78 Oscuro Oscuro

Butandlico 2 0,12 Amarill Oscure Isoscutelar
0,34 Am-Ver Oscuro
0,51 Naranja Oscuro
5 0,14 Naranja “Oscuro
0,5t Verde Oscuro
Acuoso 2 0,00 Naranja Oscuro
0,64 Am-Ver Oscurb
5 0,00 Oscuro Oscuro
0,09 Amarill Oscuro
0,56 Oscuro Oscuro
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TABLA 4.11

Sideritis ibanyezii

EXTRACTO FM Rf Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254 nm
Hexanico 1 0,26 Naranja Naranj
0,31 Naranja Naranj Sideritofla
0,40 Azul Oscuro
0,46 Amarill Oscuro
Etéreo 3 0,40 Oscuro Oscuro
0,57 Amarill Oscuro Crisoeriol
0,68 Naranja Oscuro Sideritofla
0,76 _ Oscuro Oscuro Xantomicrol
Acetato Et 2 0,46 Amarill Oscuro
0,50 Oscuro Oscuro
0,52 Oscuro Oscuro
0,60 . Ver-Am Oscuro
0,66 Amarill - Oscuro
0,66 Ver-Am Oscuro
0,90 Amarill Oscuro Crisoeriol
4 0,57 Oscuro QOscuro
0,60 Oscuro Oscuro
0,71 Naranja Naranj Hypolaetina
0,79 Oscuro Oscuro Gar D u 8-MeO-
cirslinineol
Butandlico 2 0,13 Amarill Oscuro Hypolaetina
0,38 Am-Ver Oscuro
0,48 Am-ver Oscuro
0,55 Verde Oscuro
0,68 Amarill Oscuro
5 0,14 Naranja Oscuro
0,31 Verde Oscuro
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|

0,52 Amaril] Oscuro
0,61 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,71 Verde Oscuro
Acuoso 0,00 Naranja Oscuro
0,50 Amarill QOscuro
0,65 Am-Ver Oscuro
0,00 Oscuro Oscuro
0,56 Amarill Oscuro
0,60 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,82 Oscuro Crisoeriol

Amarill

12}




TABLA 4.12

Sideritis pusilla ssp pusilla var granatensis

EXTRACTO | FM Rf Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254 nm
Hexanico 1 0,00 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,01 Naranja Oscuro Hypolaetina
0,31 Naranja Oscuro Sideritofla
0,86 Oscuro Oscuro Desmetilnob
Etéreo 3 0,68 Naranja Oscuro Sideritofla
0,76 Oscuro Oscuro Xantomicrol
0,80 Oscuro Oscuro Gar D u 8-MeO-
cirsilineol
Acetato Et 2 0,55 Oscuro Oscuro
0,64 Amarill Qscuro
0,50 Amarill Oscuro Crisoeriol
4 0,57 Oscuro Oscuro Isoscutelar
0,66 Naranja Oscuro
0,76 Naranja Oscuro Hypolaetina
0,80 QOscuro Oscuro Gar D u 8-MeQO-
cirsilineol
Butandlico 2 0,12 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,38 Naranja Oscuro
0,43 Oscuro Oscuro
0,49 Am-Ver Oscuro
0,55 Oscuro Oscuro
0,72 Naranja Oscuro
5 0,14 Amarill Oscuro
0,46 Amarill Oscuro Hypolaetina
0,61 Verde Oscuro
0,65 Verde Oscuro
I 0,71 Am-Ver Oscuro
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Acuoso 0,00 Naranja Oscuro
0,38 Naranja Oscuro
0,65 Am-Ver Oscuro
0,00 Oscuro Oscuro
0,55 Oscuro Oscuro
- 0,59 Amarill Oscuro Isoscutelar
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TABLA 4.13 ’

A
~— Sideritis leucantha ssp incana
ExTRACTO FM Rf Color tras NEU Flavonoide
—~ 366 nm 254nm
Ef_xénico 1 0,64 Oscuro Oscuro Gardenina D
—_— 0,81 Ver-Am Oscuro Desmetilnob
E’ﬁreo 1 0,00 Amarill Oscuro Isoscutela
0,04 Amarill Oscuro Hypolaetina
0,11 | Verde QOscuro
0,16 Naranja Oscuro Luteolina
0,19 | Naranja | Oseuro
0,33 Oscuro Oscuro Sideritofla
0,43 Oscuro Oscuro
5 0,80 Am-Nar Oscuro Sideritofla
0,85 Naranja Oscuro Hypolaetina
0,87 Naranja Oscuro Desmetilnob
0,89 Amarill Oscuro
Acetato Et 4 0,56 Naranja Oscuro Isoscutelar
0,67 Naranja Oscuro Hypolaetina
Butandlico 2 0,12 Amarill Oscuro [soscutelar
0.47 Naranja Oscuro
0,49 Naranja Oscuro
0,56 Oscuro r Oscuro
0,71 Naranja Oscuro
5 0,14 Amarill Oscuro
0,39 Naranja Oscuro
0,45 Naranja Oscuro Hypolaetina

0,47 Naranja Oscuro

0,50 Naranja Oscuro
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0,53 Naranja Oscuro

0,56 Oscuro Oscuro

0,57 Naranja Oscuro

0,61 Am-Nar Oscuro Isoscutelar
0,63 Am-Ver Oscuro

0,67 Am-Ver Oscuro

0,71 Am-Ver Oscuro

Acuoso 0,45 Amarill Oscuro Hypolaetina

0,50 Naranja Oscuro

0,57 Naranja Oscuro

0,63 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,71 Am-Ver Oscuro |
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TABLA 4.14

Sideritis cillensis

EXTRACTO FM Rf Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254 nm
Hexanico 1 0,00 Amarill Oscuro Hypolaet o
' Isoscutelar
0,01 Amarill Oscuro Hypolaet o
Isoscutelar
0,59 Oscuro | Oscuro Xantomicrol
0,64 Oscuro Oscuro Gardenina D
0,81 Ver-Am Oscuro Desmetilnob
0,87 Oscuro Oscuro
Jtéreo 1 0,00 Amaril] Oscuro Hypolaet ¢
Isoscutelar
0,04 Amarill Oscuro
0,08 Verde Oscuro
0,10 Verde Oscuro
0,14 Amarill Oscuro Luteolina
0,26 Oscuro - Oscuro
0,35 Amarill Oscure Apigenina
0,38 Naranja Oscuro Sideritofla
0,44 Oscuro Oscuro
5 0,75 Naranja Oscuro
0,87 Naranja Oscuro Desmetilnob
0,89 Amarill Oscuro
0,93 Naranja Oscuro
\cetato Et 4 0,55 Oscuro Oscuro Isoscutelar
0,61 Oscuro Oscuro
0,68 Naranja Oscuro
0,71 Naranja | Oscuro
0,77 Naranja Oscuro Hypolaetina
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. 0,86 Amarill Oscuro
__Butandlico 0,12 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,22 Naranja Oscuro
0,27 | Naranja Oscuro
0,33 Naranja Oscuro
0,43 Naranja Oscuro
0,53 _ Verde Oscuro
0,55 Naranja Oscuro
0,66 Amarill Oscuro
0,91 Verde Oscuro
0,14 Amarill Oscuro
0,39 Naranja Oscuro
0,46 Amarill Oscuro Hypolaetina
0,50 Verde Oscuro
0,58 Verde Oscuro
0,61 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,64 Verde Oscuro
0,71 Am-Ver Oscuro
_Acuoso 0,46 Amarill Oscura Hypolaetina
0,61 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,71 Am-Ver Oscuro
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TABLA 4.15

Sideritis pusilla

EXTRACTO FM Rf Celor tras NEU Flavonoide
366 nm 254 nm

Hexénico 1 0,59 Oscuro Oscuro Xantomicrol
I 0,65 Oscuro Oscuro Gar D u 8-MeO-
cirsilineol
L 0,88 Oscuro Oscuro
Etéreo 1 l 0,00 Amarill Oscuro Isoscutel o
Hypolaetina
0,04 Verde Oscuro
0,08 Verde Oscuro
| 0,10 Verde Oscuro

0,14 Amarill Oscuro

0,19 Naranja Oscuro Luteolina

0,20 Amarill Oscuro

0,33 Oscuro Oscuro
0,45 Oscuro Oscuro
3 0,71 Naranja Oscuro

0,75 Naranja Oscuro

0,80 Naranja Oscuro Sideritofla

0,86 Naranja Oscuro Desmetilnob

0,90 Naranja Oscuro

Acetato Et 2 0,45 Oscuro Oscuro

0,61 Am-Ver Oscuro

0,69 Amarill Oscuro

0,70 Amarill Oscuro

0,81 Amarill QOscuro

0,88 Amarill Oscuro Sideritofla

Butandlico 2 0,37 Am-Ver Oscuro

0,41 Verde Oscuro
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0,49 Verde Oscuro
0,55 Oscuro Oscuro
0,14 Amarill Oscuro
0,53 Am-Ver Oscuro
0,57 Am-Ver Oscuro
0,61 Amarill | Oscuro Isoscutelar
0,63 Am-Ver Oscuro
0,71 Am-Ver Oscuro
Acuoso 0,00 Naranja Oscuro
0,00 QOscuro Oscuro
0,09 Amarill Oscuro
0,56 Oscuro Oscuro
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TABLA 4.16

Sideritis glauca

EXTRACTO FM Rf Color tras NEU Flavonoide
366 nm 254 nm

I Hexanico 1 0,00 Amarill Oscuro Isoscutel o
Hypolaetina
0,61 Oscuro Oscuro Gardenina D
0,88 Osuro Oscuro
Etéreo 1 0,00 Naranja Oscuro Isoscutel o
Hypolaetina
0,08 Verde Oscuro
5 0,64 Naranja Oscuro
0,70 Oscuro Oscuro
0,89 Naranja Oscuro
Acetato Et 2 0,45 Oscuro Oscuro

0,59 Am-Ver Oscuro

Butandlico 2 0,42 Oscuro Oscuro

0,48 Amarill Amar

0,55 Naranja Oscuro
0,66 Oscuro Oscuro
5 _ 0,58 Oscuro Oscuro
0,61 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,64 Qscuro Qscuro

0,71 Am-Ver Oscuro

0,76 Oscuro Oscuro
Acuoso 2 0,00 Naranja Oscuro
0,40 Oscuro Oscuro
0,53 Oscuro Oscuro
5 0,14 Amarill -~ | Oscuro
0,58 Am-Ver QOscuro
0,61 Amarill Oscuro Isoscutelar
0,68 Oscuro Oscuro
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TABLA 4.17

Sideritis incana ssp incana

EXTRACTO FM Rf Color tras NEU Flavonoide
g 366 nm 254 nm
Hexanico 1 0,00 Amarill Oscuro Isoscutel o
Hypolaetina
0,80 Oscuro Oscuro Desmetilnob
0,88 Oscuro Oscuro
Etéreo 1 0,00 Naranja | Oscuro | Isoscutel o
Hypolaetina
0,04 Amarill Oscuro Isoscutel o
Hypolaetina
I 0,06 Verde Oscuro
0,16 Verde Oscuro
0,19 Amarill Oscuro Luteolina
] 3 0,55 Naranja Oscuro
0,62 Am-Nar Oscuro Isoscutelar
0,75 Amarill Oscuro
0,79 Amarill Oscuro
0,86 Amarill Oscuro Desmetilnob
0,89 Amarill Oscuro
0,92 Amarill Oscuro
0,95 Amarill Oscure
Acetato Et 2 0,00 Naranja Oscuro
0,20 Naranja | Oscuro
0,29 Naranja Oscuro
0,35 Amarill Verde
0,67 Am-Ver Oscuro
0,79 Amarill Oscuro Crisoeriol
0,84 Naranja Oscuro Sideritofla
0,91 Naranja Oscuro
Butandlico 2 0,18 Amarill Oscuro Hypolaetina
0,26 Naranja Oscuro
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0,29 Naranja Oscuro
0,31 Naranja Oscuro
0,38 Am-Ver Oscuro
0,44 Naranja Oscuro
0,53 Oscuro Oscuro
0,56 Oscuro Oscuro
0,91 Oscuro Oscuro Gar D u 8-MeO-
cirsilineol
0,53 Naranja Oscuro
0,59 Am-Nar Oscuro Isoscutelar
0,63 Naranja Oscuro
0,65 Verde Oscuro
0,73 Verde Oscuro
0,78 Amarill Oscuro
N 0,83 Amarill Oscuro Crisoeriol
A.cuose 0,00 Naranja Oscuro
0,50 Naranja Naran]
0,15 Amarill Oscuro
0,50 Naranja Oscuro
0,54 Naranja Oscuro
0,61 Am-Nar Oscuro Isoscutelar
0,71 Am-Ver Oscuro
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IV.II - Cromatoprafia Liquida de Alita Resclucidn

r

IV.2.1.- Patrones

La tabla 4,19 recoge las propiedades y reproducibilidad de los patrones de
flavonoides disponibles con las condiciones de anslisis indicadas anteriormente, El tiempo
muerto {t,) es de 1,10 min a un flujo de Iml/min y cada valor de tiempo de retencién (tg) es

la media de 10 valores + Desviacién Standard (DS).

TABLA 4.19
FLAVONOIDE tp(min) (ZDS) Kk’ o
Isoscutelare{n-7-O-alosil-B-D-glucdsido 1,897(+0.085) 0,66 -
| Luteolina 2,670(+0.093) 1,34 2,03
i Hypolaetina-8-0-p-D-glucésido 3,788(£0.037) 2,39 1,78
Crisoeriol : 8,029(+0.618) 6,92 2,89
Apigenina 9,143(x0.335) 7,40 1,06
Sideritoflavona 11,349(+0.430) 9,69 1,30
XKantomicrol 12,648(+0.380) | 10,06 1,03
Gardenina D 13,139(x0.276) [ 11,12 1,10
8-metoxicirsilineol 13,391(20.154) | 11,16 1,003
| Desmetilnobiletina 14,591(£0.045) | 12,16 1,09
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La tabla 4.20 muestra las distintas concentraciones de patrones empleadas para

realizar la curva de calibracidn, asi como las dreas obtenidas de cada una de ellas.
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TABLA 4.20

PATRON CONCENTRACION AREA
(mg/ml)
Isoscutelarein-7-glucésido 0,010 30752
0,020 88718
) 0,040 108677
|| Luteolina 0,027 19190
0,055 26442
0,073 63173
0,550 76663
1,100 148348
Hypolaetina-8- 0,0001 30520
il glucdsido 0,010 212454
0,385 864383
Crisoeriol 0,060 84044 .
0,080 148962
0,120 155912
0,240 376238
Apigenina 0,225 1033926
| 0,450 1733129
0,900 3195611
Sideritoflavona 0,0006 785
0,001 5021
0,003 17569
Xantomicro! 0,004 13861
0,009 22836
0,022 55355
Gardenin D 0,006 37916
0,013 55524
0,032 233711
8-metoxicirsilineol 0,005 10546
0,020 11696
0,040 12104
0,100 60778
Desmetilnobiletina 0,695 344747
1,390 641917
3,475 2078032
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Con estos datos se ha realizado la curva de calibrado de cada uno de los

compuesios patron.
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CURVAS DE CALIBRADO DE PATRONES
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IV.2.2.- Extractos de Sideritis

Las figuras 1 a 19 recogen los cromatogramas obtenidos para distintos
extractos de varias especies analizadas con las condiciones de analisis citadas en el

apartado correspondiente.

En las tablas 4.21 a 4.25 se muestran los flavonoides presentes en los
distintos extractos de las dieciséis especies analizadas, asi como su contenido, expresado en

unidades de area.
12

'FLLAVONOIDES:

1.- Isoscutelarein-7-O-[alosil (1—2) glucdsido]
2.~ Luteolina
3.- Hypolaetina-8-0-p-D-gluctsido
4.- Crisoeriol
5.- Apigenina
6.- Sideritoflavona
7.~ Xantomicrol
8.- Gardenina D
9.- 8-metoxi-cirsilineol
10.- Desmetilnobiletina

*ESPECIES:

1.- Sideritis foetens

2.- Sideritis luteola

3.~ Sideritis almeriensis

4.~ Sideritis hirsuta

5.~ Sideritis leucantha var serratifolia

6.~ Sideritis biflora

7.- Sideritis leucantha ssp incana var meridionalis
8.- Sideritis bourgeana

9.- Sideritis pusilla ssp almeriensis

10.- Sideritis ibanyezii

11.- Sideritis pusilla ssp pusilla var granatensis
12.- Sideritis leucantha var incana

13.- Sideritis cillensis

14.- Sideritis pusilla

15.- Sideritis glauca

16.- Sideritis incana ssp incana
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Figura 2 Sideritis biflora Exto hexanico
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Figura 4  Sideritis pusilla ssp almeriensis Exto hexanico



Figura 5 Sideritis luteola Exto etéreo
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Figura 6  Sideritis leucantha var incana Exto etéreo
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Figura 10 Sideritis pusilla ssp pusilla var granatensis Exto acetato de etilo
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Figura 16  Sideritis almeriensis Exto acuoso
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[esm—

FLAVONOIDE ( Area)

s 1s 15 s 171

| espECIE | 1 | 2 I [ | 9 | 10
1 | sasa1 [s694 | | | | | | | | |
I - | 25143 |32486 | | 3534 | | | | 1053 | | [
3 | ssa21 | 37503 | | 58950 ° | | | | 825250 | | I
4 | 3617|2817 | | | | I | 35867 | | I
5 3142 | | | 3247 | | | | 18019 |43543 | 18516 |
6 35838 | 4329 | | | | | | | 13179 | |
7 24623 | 38875 | | 3781 | l | | 70165 | 28219 | 32068 |
8 460 | I I l | I | 612 |
9 54114 | 117 5200 | l | I | 138876 | I
10 2148 | 82216 55632 | | | | 120656 | | 22190 |
11 43372 | 73028 31913 | 13848 | 3549 | 3040 | 2378 | | 7735 |
12 111037 | 125993 | 14159 | 25877 |s411 | 655 | 13357 | 11267 | l [
13 61874 | 65667 51005 | 16198 | 130347 |s4sos  |26091 | | -
14 1996 | 26409 | | | l | |
15 17587 | 109272 I | l | | [
" 16 25848 | 79250 7248 I | | 34477 | I I




FLAVONOIDE ( Area)

N

ESP. | 1 | 2 | 3 | 4 | s | 6 | 7 | s l 9 11w |
1 |28738  |200548 |19754 | l | | | | 105838 | |

| 2 la17572  |4s0a80 |[s3275 | | | | | | 111838 | 28844 |
3| | 124058 | 97533 | [ | | | | | s3621 |
b4 | ! 211880 | 695 | 2000 | ] | | | |
s |o017888 | 215587 |oee2s | 421356 | 379505 | | 204730 | | | |

| 6 lism18  [310516 |e0437  |sge76a | | | 1026796 | | | i
| 7 liss243  |o81872  |370000 | 486687 | 369050 | 113641 | | l | 68523 |
| 8 | | 332826 | 194687 |235787 | | 181301 |103976 | o3s075 | | |
| o |is2414 | | 30870 | I I | | ] | 270302 |
| 10 | | 210002 | 173427 6212 |soom | | | ] | 307057 |
| 11 |i20050  [35670  |30a00  |se730  [30687 2001 | 2899 | 44136 | 17726 | {
| 2 | | 1852 | | 35243 12274 | 55 | 4506 | 153488 | 80070 | 246200 |
13 |122162 37207 | | | | | | | | -,

| 14 |122105 6762 |1a655 | 271805 | | 20166 | | 69546 | 30720 | |
| 15 |ius2 |296301 |s98s6  |esss7 | [ 70337 | 19090 | 76018 | | 35637 |
|16 |308223 |3110a6 |32454 | 131803 | 26668 | 20079 | |s22ss  |se7  |ss7 |




TABLA 4.23 Flavonoides presentes en los extractos acetato de etilo

FLAVONOIDE (Area)

lesp | 1

| 2

[ 5

4

| s

| 6

| s

| | 7 K | 10 |

| 1 |3se013 |728675 | 72206 | | | | | 16100 | | 2035 I
| 2 |s238 |118046 | 119226 | | | I | | | 138438 |
| 3 [316925 |23sa96 112827 | 96537 [1s2861 |43030 |2228 | 100422 | | 24720 i

| 2 |is7285 |230860 | | 96418 | | 177269 | 105292 | 246480 | | |

| s la412s86 |719702 | 171689 | 153754 |s7387  [sse2  |sos2  |2237 | | |

6 | | 11005 | | 41577 | | osso  [2550 | 2053 | 2387 | |

|7 |7068 | |ssuur |so3 12777 |12336 467 | 22603 | | 30949 |

| 8 |s23748 |1172000 |210609 | 121334 | | 36117 | | 83483 | | I

| o |e6o4051 ]782343 | | 73351 | 71566 | | | | I |

N0 |essr17 | 792642 | | 122482 | | 42061 18550 | 143108 | | 226801 |
l11 |193276 | 1353152 | 249079 | | | | | | | I

|12 |369863 |6s99s2  |76431  |13912 | | | I | | I

[ 13 280097 404938 | 145005 | 130009 |3as10 | 40761 | 12879 | 13884 | l |

lia |10s390 |esoesa  [1sis8s  |os7a6  |sseos |sis | | 50275 | | ||

|15 |s9546 | 206654 | 43200 | 7085 | I | | | | |

|16 |siss10 |e9as17  |si674 | 32086 | | 12732 | | | I |




TABLA 4.24 Flavonoides presentes en los extractos butandlicos

FLAVONOIDE (Area)

ESPECIE [ 1 | 2 | 3 | 4 s |6

17 |8 |o |10 ]

1 | 740091 | 440344 | 41906 | l | | | l l I
2 | 618800 | 271116 | | | | | | | | "
3 | 223691 | 568301 | ! | I | | I l |
4 | 822816 | 1046337 | f | | | | | | “
5 |333437  |4775724 | ees3s | | | | | l | |
6 | 752083 | 8oagey | | 12331 | | | | l | |
7 |33212  |[s36775 | | | | | | | | |
8 | 203502 | 501614 | | | | | o | |
9 | sg0701 | 302135 | | | | I I I I l
10 | 705896 | 790418 | | l | | ] | | "
i1 | s20888 | 692400 | ] | | | | | | I
12 | 35170 | 1447938 | | | | | | | | "
13 | 1166278 | 850781 | 37751 | | | | "
14 | 817203 | 1046373 | | l | | | | | I
15 | se0600 | sasgos | | | | | | | | "

| | | | |

16 | 1276221 | 1742651




TABLA 4.25 Flavonoides presentes en los extractos acuosos
FLAVONOQIDE (Area)

| 16 | 520783 | 258248

| esprciE | 1 | 2 15 s s |s [7 | | |10 |
| | se7354 | 296796 | ] ] ||
| | 335040 | 301965 | | ] | |
E | 418660 | 247545 | | | | | | | | |
| | 203027 | 184453 | I I | | | | | |
E | ss3057 | 200145 | | | | | | | | |
I s | 127550 | 304247 | | I | | | | f I
| 7 | 148835 | 146283 | | | | | | L
| s | 345714 | 252021 | | | | | | | | |
K | 123245 | 146300 | I | | l | | | |
I 10 | 41510 | 190781 | | | | | | | | "
| | 480939 | 235552 | | | . | |
| 1 | s22376  |3som17 | | | | | |

I 13 | 953078 | 221357 | | | | | | | | |
| 14 | 200652 | 114221 | | ] I | | | |

| 15 | 230131 | 176233 | | | | | | | } "

| ] 1




Partiendo de las areas obtenidas para cada compuesto, realizamos la extrapolacién
de estos datos de la curva de calibrado de pationes, obteniendo asi las concentraciones (en
mg/ml) de cada uno de los flavonoides en los diferentes extractos analizados. Estos valores

se recogen en las tablas 4.26 a 4.35
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TABLA 4.26

ESPECIE Exto Exto Exto acetato | Exto Exto
hexénico etéreo de etilo butanélico acuosc

1 0,027 0,003 0,141 0,307 0,238
2 0,002 0,167 0,026 0,170 0,133
3 0,014 - 0,125 0,252 0,167
4 tr - 0,070 0,338 0,161
5 tr 0,843 0,165 0,131 0,224
6 0,006 | 0,070 - 0,308 0,045
7 0,001 0,058 tr 0,134 0,054
g tr - 0,212 0,115 0,137
9 0,014 0,055 | 0,246 0,194 0,043
10 tr - | 0,272 0,289 0,166
11 0,009 | 0,042 0,072 0,215 0,194
12 0,038 - 0,147 0,217 0,211
13 0,017 0,042 0,113 0,483 0,393
14 tr 0,042 0,037 0,336 0,079
15 tr 0,063 0,016 0,227 0,088
16 0,002 0,121 0,210 0,529 0,211
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TABLA 427

FLAVONOIDE: Luteoli
I ESPECIE Exto Exto Exto acetato | Exto Exto

hexénico etéreo de etilo butandlico acuoso

1 tr 0,164 0,698 0,405 0,259

2 tr 0,446 0,079 0,233 0,265

3 tr 0,084 0,200 0,535 0,209

4 tr 0,030 0,202 1,021 0,145

5 - 0,177 0,689 0,443 0,253

6 tr 0,273 tr 0,867 0,267

7 tr 0,244 - 0,808 0,106

8 - 0,296 1,148 0,467 0,214

9 tr - 0,753 0,265 0,107

10 0,041 0,172 0,763 0,761 0,152

11 0,032 tr 1,332 0,661 0,197

12 0,086 tr 0,628 1,429 0,316

13 0,025 tr 0,461 0,822 0,183

14 tr 0,027 | 0,658 1,021 0,074

15 0,069 0,259 0,168 0,818 0,137

16 0,038 0,274 0,664 1,720 0,220

173




TABLA 4.28

FLAVONOQIDE: Hypolaetina-8-O-glucdsido

ESPECIE Exto Exto Exto acetato | Exto Exto
hexanico etéreo de etilo butandlico ACU0SO
1 - tr tr tr -
2 - tr tr - tr
3 - tr tr - -
4 - 0,039 - - -
5 - 0,066 0,019 tr -
6 - tr - - -
7 - 0,119 0,211 - -
8 - 0,031 _ 0,038 - -
9 - tr - - -
10 - 0,020 - - :
B 11 tr tr 0,058 - -
- 12 tr - tr - -
L 13 tr - 0,006 tr -
14 - tr 0,009 - -
15 - tr tr - -
16 - tr tr - -
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TABLA 4.29

FLAVONOIDE: Crisoeriol
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ESPECIE Exto Exto Exto acetato | Exto Exto
hexanico etéreo de etilo butanolico acuoso
1 - - - -
2 0,004 - - - -
3 0,040 - 0,64 - .
4 tr 0,002 0,064 . -
5 0,004 0,273 0,100 - -
6 0,572 0,028 0,010 -
7 0,004 0,315 0,034 - -
8 - 0,153 0,800 - -
9 0,005 |- 0,049 - -
10 0,037 0,042 0,080 - -
11 0,022 0,038 - - -
12 0,018 0,024 0,011 - -
13 0,034 - 0,091 - -
14 0,176 0,065 - -
15 0,046 0,006 - -
16 0,006 0,086 0,022 - -




TABLA 4.30

FLAVONOIDE: Apigenina
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[ESPECIE Exto Exto Exto acetato | Exto Exto
hexanico etéreo de etilo butanélico acuoso
1 - - - . -
2 - - - - -
3 - - tr - -
I 4 - tr - - -
5 - 0,024 tr - -
6 . . - - -
7 - 0,020 tr - -
8 - . - - -
9 - - tr - -
10 - tr - - -
]| tr ir - - -
12 tr tr - - -
13 tr - tr - -
14 - . tr - -
15 - . - - -
|16 0,015 tr - - -




TABLA 4.31

FLAVONOIDE: Sideritofl
PE_SPECIE Exto Exto Exto acetato | Exto Exto
hexénico etéreo de stilo butandlico acuoso
1 - - - - -
9 n - - - -
3 - - 0,080 - -
4 - - 0,049 - -
5 - tr 0,006 - -
6 - - 0,014 - -
7 - 0,219 0,019 - -
8 - 0,353 0,066 - -
9 . . . - -
10 . - 0,078 -
11 0,002 0,036 . - .
12 tr tr - - -
13 0,055 - 0,075 - -
14 - 0,052 tr - -
15 - 0,015 - - -
16 0,017 0,052 0,020 -
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TABLA 4.32

FLAVONOIDE: Xantomicrol

ESPECIE Exto Exto Exto acetato | Exto Exto
hexanico etéreo de etilo butandlico acuoso

1 . - - - -

2 - - - - -

3 - - 0,008 - -

4 - - 0,042 - -

5 - 0,097 0,002 - -

6 - 0,410 0,0008 - -

7 - - 0,001 - -

8 - 0,041 - - -

9 - - - - -
10 - - 0,007 - -
11 0,001 0,011 - - ]
12 0,005 0,001 - - -
13 0,010 - 0,005 - -
14 - - - - -
15 - 0,007 - - -
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TABLA 4.33

FLAVONOIDE: Gardenina D

—a};—"— Exto Exto Exto acetate | Exto Exto
hexénico etéreo de etilo butandlico Acu0s0
- - 0,004 - -
tr - - - -
0,115 - 0,015 - -
0,006 - 0,035 - .
0,004 - 0,002 - -
- - 0,002 - |
0,011 - 0,005 - -
- 0,130 0,013 - -
0,018 - 0,021 - -
0,002 0,008 - - -
0,003 0,022 - - -
. . 0,003 | - -
- 0,011 0,010 . -
- 0,012 - - -
0,006 0,009 - - -

179



TABLA 4.34

FLAVONOIDE: 8- icirsilj

tESPECIE Exto Exto Exto acetato- | Exto Exto
hexénico etéreo de etilo butandlico acuoso

1 - 0,187 - - -

2 - 0,198 - - -

3 - - - - -

4 . - - - -

S 0,076 - - - -
6 0,022 . 0,003 : ; ]‘

7 0,049 - - - .

8 - . - - -

9 0,246 - - - .
10 i ] i ] ] A

_ - 0,030 - - -
12 - 0,141 - - - H

13 - - - - -

14 - 0,053 . - -

15 . - - - .

16 - tr - - -
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TABLA 4.35

FLAVONOIDE: Desmetilnobiletina

ESPECIE Exto Exto Exto acetato | Exto Exto
hexénico etéreo de etilo butanélico acuoso

1 - - 0,074 - -
2 - 0,086 0,135 - .
3 tr 0,085 0,084 - -
4 - - - - .
5 0,081 - - - -
6 - - . . -
7 0,087 0,095 0,087 - -
8 0,073 - - - -
9 - 0,195 - - -

10 0,083 0,211 0,175 - -

11 0,076 - - -

12 - 0,184 - -

13 - - - -

14 - - - . -

15 - 0,089 - - -

16 0,257 0,007 - - -

18]




l l .
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TABLA 4.36 CONCENTRACION (mg/ml)

e r—

IESPECIE Ism ( Apig Sider ’Xant ’Gar—D | 8McO- | Desmetil- |
cirst nobilet
| 1 loos  |2022 | &« & | | - - looos  Joisr  [ozs6 |
| - loa9s  |1700 | o looso | - | - ] | - | 0,198 | o800 |
I 3 losss 1406 | & looss | '« | 0080 | o008 log20 | - 0292 |
I 4 losss 1632|0039 |ooss | « | 0000 Jooe2  Joour | - | - |
|5 [1363 |39  [ooss (03 | o4 | 0005 | o009 [o00s [0 Jo2s2 |
| 6 loa2o  |1270 | - losto | - Toots |oan | 0,002 | 0,025 | - |
B lo247  loms o330 [o3s3 | 0020 | 0238 |ooot  [oo16 | o049 | o604 |
I s lo4ss  |1359 | o006 10383 | - |oa9 oo |04 | - Clozssa |
| o los2  |uer | - loosa | « | - | - | - | 0,246 |o676 |
| 10 lo27 J2m7 oo  [o1s0 | | 0078 fo007 |00z | - | 1622 |
| 11 losss |17 looss | o060 | &« Jooms |ooz ool | 0,030 lo26s |
I 12 los1s  |1792 | & looss | « | w [0006  Joo2s o4 lo639 |
I 13 [1oss  [3050 |ooos |oost | w | 0130 [o0s7  |oos | - |- |
| 14 loass 1519 fooos  Jo2e1 | & | 0052 | - lo212 | 0053 | I
1 lozos |17 | o loos2 | - Joos Jooor ooz | - oo |
| 16 | 1073|2130 | « oo | &« [oose |- o024 | & lo2sa |




A partir de estas concentraciones se hg obtenido el porcentaje final de cada
1 de los flavonoides en planta seca (TABLA 4.37):
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] Cniso

ESPECIE | Isosc Luteo Hypol Apig Sider Xant Gar-D 8-MeO- Desmet-
cirsil nobilet
1 | 1.00 1,37 tr tr - - - 0,005 | 0,002 0,002
2 0,66 1,02 fr 0,05 - - - - 0,26 1,06
3 0,005 | 1,02 tr 0,08 tr 0,08 0,01 0,15 - o036
4 | 0,39 0,94 0,02 0,04 fr 0,03 0,03 0,03 - -
5 2,83 1,49 0,16 0,72 | 0,04 0,01 0,02 0,01 0,14 0,55
6 2,05 1,40 - 2,86 - 0,06 1,90 0,01 0,10 -
7 0,37 LIS [o46 o4 |oos 0,37 0,001 0,02 0,07 0,93
8 092 |212 o4 | 1,80 ; 0,80 0,08 0,28 ; 0,40
9 081  |112 | - | 0,07 tr ; . - 0,36 0,99
10 138|190  |ooes  |os30 tr 0,15 0,001 0,07 - 2,08
|1 |12 222 Joni o tr 0.80 0,02 0,02 0,05 0,50
| 12 169|240 | & | 0,10 w tr 0,01 0,06 0,39 1,70
I 13 1208 J210  Joor o030 | @ | 0.3 0,17 0,04 - -
I 14 120 f210  Joo2  Jos7 | o2 | - 0,05 0,12 -
| 15 037 120 | « |oos | - |01 Jooos |00 . 0,28
I 16 | 1,58 230 | & lois | « | 0,13 | - 0,03 . 036




Al realizar el analisis por HPLC de los distintos extractos, se obtuvo un
compuesto flavonico con un tiempo de retencion de 2,780 mim;tos (F1) que no se
carrespondia con ninguno de los patrones; por lo tanto, decidimos aislarlo e identificarlo

Fn la tabla 4.38 se recogen las dreas correspondientes al mismo en cada uno de los

extractos, v en la tabla 4.39, la concentracion en mg/ml a que corresponden por

extrapolacién de la curva de calibrado de F1
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TABLA 4.38

rESPECIE Exto Exto Exto acetato | Exto Exto
hexanico etéreo de etilo butandlico acuoso
[ 18389 202548 136418 63439
2 2868 480480 30768 50263 20644
3 5900 119918
4 18579 786431 50000
5 94478 1215060 138011 25358
6 4328 251947 806597 82590 2098
7 3228 242449 81143 198455
8 875231 83418
9 11766
10 95008 171672
11 17954 287074 255308 416722
12 243902 189855
13 tr 240269 925805 209334
14 187525 64372 | 255908
15 12610 352265 864290
16 772524 | 1212098 372942
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TABLA 4.39

CONCENTRACION DE F1 (mg/ml)

ESPECIE

Exto Exto Exto acetato | Exto Exto Cont.
hexdnico etéreo de etilo butanél acuo total

1 0,014 0,068 0,049 0,027 ' 0,158

2 0,010 0,148 0,018 0,024 0,015 0,215 j

3 0,011 0,044 0,055

4 0,014 0,237 0,024 0,275

5 0,03 | 0,362 0,049 0,016 | 0,463

6 0,010 0,082 0,243 0,033 0,010 0,378

7 0,010 0,079 0,033 0,067 0,189

8 0,263 0,033 0,296

9 0,013 0,013

10 0,037 0,059 0,096

11 0,014 0,092 0,083 0,130 0,319 "

12 0,080 0,064 0,144

13 0,079 0,278 0,070 0,427

14 0,063 0,028 0,083 0,174

15 0,013 0,111 0,260 0,384

16 0,233 0,361 0,117 0,711
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Por lo tanto, el contenido total de F1 en cada especie, expresado en % en

peso de planta seca, es el siguiente:

ESPECIE F1 (%)
1 0,002
2 0,20
3 0,06
4 0,13
5 0,78
6 1,50
7 0,31
8 0,60
9 0,02

10 0,19
11 0,64
12 0,38
13 1,25
14 0,48
15 0,37
16 1,01
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IV 4.- Elucidacién estruetural-deF

1V.4.1.- CCF

En primer lugar se realizé la hidrélisis 4cida del compuesto en placa.
ruidamente se procedi¢ al desarrollo cromatogréfico de la misma con las condiciones de
z movil y fase estacionaria anteriormente citadas, y empleando como patrones los

cares glucosa, xilosa, rhamnosa y arabinosa,

Se obtuvieron dos manchas a Rf 0,28 y 0,38, ambas de color 0sCure, ¥ que

ciden con los valores obtenidos para glucosa y xilosa.

Por lo tanto, podemos sugerir que el compuesto F1 es un heterésido cuya

€ azucarada estd formada por glucosa y xilosa,
IV .4.2.- Espectro de absorcién UV/VIS

Llevamos a cabo el espectro de absorcién UV/VIS del mismo compuesto,

niéndose los maximos de absorcién con los distintos reactivos a las siguientes A:

REACTIVO A MAXIMA

MeOH 203, 273, 302

NaOMe 212, 273, 368

NaOMe tras 5’ 212, 280, 368

I AlCl, 205, 279, 320, 347

AICL+HCI 201, 275, 318

NaOAc 218, 266, 379

NaOAc tras 5’ 219, 269, 379
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Tras la interpretacion de los espectros obtenidos, encontramos cuatro posibles

estructuras para la molécula, recogidas en la figura 20.

CH
OH 5
‘ OH
CH '
OH O

I- 6-HIDROXILUTEOLINA II.-5,6,8,4",5,PENTAHIDROXIFLAVONA

OH
OH 0
N OH
OH
oM o)
1II.- LUTEOLINA Iv.- 5,7,8,4,5' PENTAHIDROXIFLAVONA

Figura 20
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La posicién de unién més probable para el resto azucarado es el grupo

hidroxilo en posicién 7.

Tras la revisién bibliografica realizada sobre flavonoides del Género
Sideritis, no se encontré ninguna molécula con grupo hidroxilo en posicién 5°, por lo que

consideramos més proximas a la estructura real las moléculas I y III que las demss.
IV.4.3.- Espectroscopia de RMN

Tras realizarse los espectros de RMN del compuesto F1 con las condiciones

citadas en el apartado correspondiente, se obtuvieron los resultados recogidos en las tablas
4.40 y 4,41
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TABLA 4.40

Datos espectroscdpicos de *C-RMN (CD,0D) del compuesto |

AGLICONA AZUCARES

2 166,8 Xilosa

3 106 | 1o 103,7
4 84,5 | 2. . . . 84,0
S e 1520 | 3 ... 73,1
6. 10L7 L 4. 68,5’
T e e 1541 | S . . 65,0
- 129,7

T 148,1
¢ 107,7 Glucosa
o 1232 | 1. 102,
2 1298 | 2. . . . 72,6
3 1170 | 3 .. . 77,5
e A, 163,0 | 4. ... 70,7
S 17,0 | 5. .. . . 78,5

................... 62,2

6 129,8

Los valores sefialados con un asterisco (") pueden ser intercambiados.
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TABLA 4.41

Datos especiroscépicos de 'H-RMN (CD,0OD) del compuesto 1®

AZUCARES
Xt ... ... . 5.03 d (6.9) Glul ......... 5.15d (8)
Xil2 ..., ... 3.83 m® Glu2 ......... 3.55 dd (8; 2.9)
Xil 3 3.75 m®™ Gu3 ......... 4.2 dd (2.9; 2.9)
Xild ..., .., 3.58 dd (5.5; 2) Glud ......... 3,73 m®
Xils ..., 3.85 m® Glus ......... 4.13 ddd (10;4.9;2)
4.05 dd (12; 2) G]ulﬁ ......... 4.35 dd (4.9; 12)
4,40 dd (12; 2)
AGLICONA
| H Jatititieccee et eese s on s eemsesss sttt st sesrsrs s s s 6,74 s
H 6. cevreeernnnn6,88 S
H 2,67 ettt esevsss sttt sasssb e ss s st 8,02 d (8,3)
H 37,57 et e cervss sttt ses st et e sn s b ni 7,03 d (8,3)

@) las sefiales fueron asignadas por estudios COSY 'H-'H. Los valores de

desplazamientos quimicos se expresan en ppm a partir de TMS,

y los valores de la

constante de acoplaminento, J, en Herzios, se presentan entre paréntesis.

®) ¢] acoplamiento no estd claramente definido o se encuentra oscurecido

por superposicién.
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La estructura de isoscutelareina (8-hidroxiapigenina) se confirmé con el
espectro de 'H-RMN, en el que se observan dos dobletes indica;tivos de un acoplamiento
orto (J=8,3Hz) a 8,02 y & 7,03 que se asignan a los protones 2°,6” y 3°,5’,
respectivamente. Adicionalmente se observan dos singletes a & 6,88 y 8 6,74,
correspondientes a los protones 6 y 3. Los desplazamientos quimicos de los protones 2° y

3" hacia 8 8,02 y § 7,03 son indicativos de un agrupamiento hidroxilo libre no unido a

azicar en posicién 4’

La comparacién de los datos del espectro *C (Tabla 4.40) con los datos de
§-hidroxiapigeninas glicosiladas en posicion 7, permite sugerir una localizacién del resto

azucarado en dicha posicidn 7.

La sefial en el espectro ’C a & 84 corresponde al carbono 2 de un resto
xililo y es indicativa de la presencia de un disacérido en el cual el carbono anomérico del

resto xililo estd unido a la aglicona, mientras que su carbono 2 est4 unido a una segunda

unidad glicosidica.

Los valores de "*C para el carbono anomérico tanto del! resto xililo como del

otro resto glicosidico a § 103,7 y § 102,9 sugieren para ambos esqueletos un sistema de
piranosa con uniones tipo . Esto se confirma con el espectro 'H, en el cual se observan
dos dobletes para los protones anoméricos hacia § 5,15 (glucosa) y 8 5,03 (xilosa), con

constantes de acoplamiento grandes, de 8,3 y 6,9 Hz, respectivamente.

La asignacién de las sefiales glicosidicas del espectro 'H-RMN est4 basada

€n experimentos de correlacidn bidimensional H-H (COSY H-H).

La posicién de los aziicares y su forma de unién se pudieron confirmar con

experimentos NOE de diferencia, reflejados en la figura 21, como sigue:
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a) Se observaron efectos NOE entre el protén anomérico del resto xililo
(8 5,03) y el protén de la posicién 6 de la 8-hidroxiapigenina (6 6,88); ello es indicativo

de que la xilosa se une al oxigeno del carbono 7 de la 8-hidroxiapigenina, como azicar

interno.

b) Se observaron efectos NOE entre el protén & 3,8, correspondiente a la

posicion 2 de la xilosa, y el protén anomérico de la glucosa; ello confirma que el

disacdrido es una glucopiranosil (1-2) xilopiranosa,
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De los datos anteriormente expuestos, se confirma que nuestra molécula se

trata de un Isoscutelarein-7-0-[8-D-glucopiranosil (1-2) 8-D-xilopirandsido}.

Su estructura quimica se representa en la Figura 22

H OH

Figura 22
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V.- DISCUSION



{.- Al abordar el estudio del contenido en flavonoides en las dieciséis especies
_ del Género Sideritis, se intentd, como primer paso, encontrar el mejor procedimiento de
extraceién, es decir, aquel con el que se consiguieran extraer la mayor cantidad de los

flavonoides presentes en las especies, tanto en su variedad como ¢n su porcentaje.

Después de analizados cuidadosamente los diferentes procedimientos resefiados
en la bibliografia y con nuestra experiencia personal, decidimos realizar una extraccion

secuencial.,

El fraccionamiento de cada una de las especies en cinco extractos por
disolventes de polaridad creciente permite un anélisis mds completo del contenido en
flavonoides, ya que estos se van separando segin su mayor 0 menor polaridad y, por tanto,

afinidad por determinado solvente.

Los extractos hexanicos contienen como flavonoides principales todos aquellos
que poseen grupos metoxilo y que son, por tanto, muy apolares: crisoeriol, gardenina D,
B-metoxicirsilineol y desmetilnobiletina, aunque no aparecen en todas las especies. También
presentan pequefias cantidades de los flavonoides polares isoscutelarein-7-O-alosil {12}
glucdsido y luteolina, probablemente debido a una extraccion demasiado prolongada con €l

disolvente,

El extracto etéreo de las dieciséis especies es muy rico en flavonoides
metoxilados  (sideritoflavona, xantomicrol, gardenina D, 8-metoxicirsilineol y
desmetilnobiletina), aunque, al igual que en los extractos anteriores, aparecen pequefias

cantidades de los flavonoides polares isoscutelarein-glucésido, luteolina e hypolaetina-8-

glucésido.

Todos los extractos acetato de efilo contienen isoscutelarein-7-[O-alosil (1-2}]
glucosido, luteolina y F1 (este Gltimo no esta presente en Sideritis biflora vy Sideritis pusilla
ssp almeriensis), siendo luteolina el que se encuenira en mayor proporcién en todas las

especies. En aquellas especies cuyos extractos etéreos contenian flavonoides apolares, se

observan trazas de los mismos en estos extractos.
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El estudio de los extractos butanlico y acuoso revela que ambos son similares
cualitativamente, siendo la concentracién de flavonoides més elevada en el primero. En ambos

casos, los Unicos flavonoides que aparecen son isoscutelarein-7-glucésido, luteolina y F1.

Estos resultados nos llevan a proponer una secuencia de extraccion mds corta
el cuanto al nimero de disolventes; partiremos de un disolvente apolar como el hexano,
siguiendo con un disolvente de mayor polaridad como el éter etilico y finalizando la

extraccion con un disolvente muy polar como butanol o metanol.

2.~ Si la eleccién de solventes es fundamental en la extraccién de principios
activos, otro punto que es necesario considerar es la temperatura a Ja cual debe realizarse la
misma. En general, la extraccidn con calor favorece el arrastre de compuestos, ademas de
acortar notablemente el tiempo del proceso; sin embargo, se corre el riesgo de perder aguellos
compuestos termolédbiles que, con una elevada sensibilidad al calor, sufren transformaciones

o-degradaciones bajo la accién de temperaturas elevadas,

En nuestro caso, hemos comparado los resultados obtenidos tras la extraccion
en frio (en percolador con maceracion) y caliente (en soxhlet) de las drogas. Comprobamos,
tras el analisis realizado por CCF, que el extracto obtenido en frio presenta mayor variedad
de compuestos que el segundo, con un porcentaje de los mismos que es equivalente, por lo

cual es el método de extraccién elegido para este estudio.

3.. Es de destacar la utilidad de la cromatografia en capa fina como técnica
de andlisis previo de los extractos, ya que nos da una idea, tanto de su composicion

(naturaleza de los principios activos) como de la riqueza e identidad (por comparacién con

los Rf de patrones puros) de los compuestos flavonicos presentes.

Asi, variando las fases mdviles y utilizando distintos patrones puros, se obtiene

una aproximacion bastante exacta a la composicion real de los diferentes extractos.

Aunque el método utilizado sélo es cualitativo, también nos ofrece una idea de

la proporcién en que las distintas sustancias se encuentran en cada extracto (atendiendo a la
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intensidad de las manchas resueltas).

4.- Partiendo de los métodos de anélisis de flavonoides por HPLC recogidos
en la bibliografia, se han realizado una serie de modificaciones con el objeto de mejorar la

resolucidén de los mismos.

Asf, se comenzd probando una elucién isocratica con los solventes A: Agua:
Acido férmico (98:2) y B: Acetonitrilo; sin embargo, la similitud entre las polaridades de
varios flavonoides impedfa su correcta separacién. De este modo, pasamos a utilizar una
elucion en gradiente, comenzando con el 70% de A y terminando con el 30% en 20 min, lo

que permitié una mejor resolucién de los picos mas préximos.

En los primeros andlisis se empled un detector de luz UV de longitud de onda
variable operando a 360 nm; posteriormente pasamos a utilizar un detector diodo array a 254
nm por sus mayores prestaciones, tales como la evaluacion de la pureza de los picos eluidos
por superposicion de los espectros obtenidos correspondientes al inicio, altura maxima y final
de cada pico. Ademads, este detector permite evaluar la eficacia del método en la correcta
separacion de todos los componentes, ya que la lectura de la absorbancia de los espectros nos

indica si estos corresponden a un solo compuesto y, por lo tanto, éste es puro.

Sin embargo, a 254 nm el icido formico presentaba una elevada absorbancia
que interferfa con ia de los compuestos flavénicos de las muestras, Por lo tanto, decidimos
introducir el 4cido acético en vez del 4cido férmico como modificador 4cido, ya que resulta
tan eficaz como el segundo en cuanto a la supresién de la cola de los picos y supone la

ventaja de no interferir en el andlisis por no presentar absorcién a esta longitud de onda.

Por altimo, en sucesivos andlisis y comenzando con una proporcidn del solvente
A del 10% y aumentdndola hasta un 100%, se realizaron variaciones en e! gradiente hasta
obtener una composicion final, que fue aquella con la cual se obtuvo mejor resolucién de los

picos y se emple6 para el estudio final de los extractos.
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Las mismas condiciones de analisis por HPLC analitica, con la tinica variacion
del flujo y volumen inyectado, fueron empleadas para el estudio por HPL.C semipreparativa
del extracto acetato de etilo de Sideritis luteola, con el fin de obtener cantidad suficiente del

flavonoide denominado F1 para su posterior elucidacién estructural por RMN.

El método de analisis puesto a punto nos ha permitido, con una composicidn
de la fase mévil sencilla y econémica, obtener una buena resolucién de los flavonoides en
estudio; esto, unido a un corto tiempo de anélisis (20min) y a una alta reproducibilidad, hace
que el método sea Optimo para el andlisis de extractos vegetales, tan complejos y dificiles de
resolver, siendo clave para el estudio de especies del Género Sideritis, género tan

controvertido en su clasificacién por la gran cantidad de hibridaciones que presenta,

5.~ Se ha aislado por HPLC semipreparativa a partir del extracto acetato de

etilo de Sideritis luteola el compuesto denominado FI: 8-hidroxiapigenin-7-O-[B-D-

glucopiranosil (1—2)-B-D-xilopirandsido], compuesto no descrito con anterioridad
Yy presenie en todas las especies estudiadas excepto en Sideritis biffora y Sideritis pusilla ssp

almeriensis.

Dadas las caracteristicas del compuesto aislado y su similitud estructural con
aquelios flavonoides con probada accién antiinflamatoria, consideramos interesante proponer

el estudio farmacodindmico de] mismo, con objeto de comprobar si éste también posee esta

actividad,

6.- Hemos conseguido, tras el andlisis por HPLC de todos los extractos, aportar
por primera vez para estas especies, tanto la distribucion de los flavonoides que contiene cada
una de ellas, como ¢l porcentaje total de cada uno en la planta, Este dato tan tmportante nos
permite diferenciar claramente dos grupos dentro de las dieciséis especies estudiadas; en el
primero se incluyen aquellas que contienen fundamentalmente flavonoides polares,
encontrandose Unicamente trazas de las apolares: Sideritis foetens, Sideritis luteola, Sideritis

leucantha var incana, Sideritis cillensis, Sideritis pusilla, Sideritis glauca y Sideritis incana
sSSP incana.
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En el segundo grupo se encuadran las especies Sideritis almeriensis, Sideritis
hirsuta, Sideritis leucantha var serratifolia, Sidevitis biflora, Sideritis leucantha var incana
Ssp meridionalis, Sideritis bourgeana, Sideritis pusilla ssp almeriensis, Sideritis ibanyezii y
Sideritis pusilla ssp pusilla var granatensis, las cuales, atin presentando mayor riqueza en

flavonoides polares, poseen una cantidad apreciable de los apolares.

Esta divisién coincide plenamente con la encontrada en la bibliografia y que
atribuye una mayor abundancia de uno u otro tipo de flavonoides a las distintas especies segtin

la subseccion (dentro de la seccién Sideritis) a 1a que correspondan.

Ademas, los resultados obtenidos nos permiten corroborar la importancia desde
el punto de vista quimiotaxondmico, ya expuesta por algunos autores, del estudio de los
flavonoides de excrecién del vegetal, compuestos apolares que no se arrastran en la extraccién
mas general de los flavonoides (realizada con metanol o etanol) y que, sin embargo, son

cruciales a la hora de la clasificacién botanica de la planta,

7.- De acuerdo con la revision bibliografica realizada, Sideritis almeriensis
Pau. es sindnimo de Sideritis pusilla ssp almeriensis (Pau.) H.T. Malagarriga. Sin embargo,
los analisis realizados por nosotros por HPLC de ejemplares de ambas plantas, nos permiten
afirmar que este dato es erréneo, ya que su composicién en flavonoides es distinta tanto cuali
como cuantitativamente: Sideritis almeriensis posee mucha menor cantidad de isoscutelare{n-7-
glucésido que Sideritis pusilla ssp almeriensis, y presenta cantidades apreciables de
sideritoflavona, xantomicrol y gardenin D, compuestos que no aparecen en la segunda especie;
ademas, Sideritis almeriensis no contiene 8-metoxicirsilineol, flavonoide bastante abundante

en Sideritis pusilla ssp almeriensis. El contenido en desmetilnobiletina es bastante més elevado

en Sideritis pusilla ssp almeriensis que en Sideritis almeriensis.

Estas importantes diferencias en su composicidn quimica nos llevan a concluir
que ambas especies no son la misma, por lo que seria necesario realizar una nueva

clasificacion de las mismas.
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8.- Asi mismo, Sideritis biflora Porta et Rigo se encuentra como sinénimo de
Sideritis bourgeana Boiss. et Reut. en la bibliografia consultada, Al igual que en el caso
anterior, su andlisis fitoquimico nos permite diferenciar ambas especies; Sideritis biflora
presenta un mayor contenido de isoscutelarein-7-glucésido, crisoeriol y xantomicrol, y mucho
menor en luteolina; ademds, no contiene hypolaetina-8-glucésido ni desmetilnobiletina,
flavonoides presentes en Sideritis bourgeana. Esta tltima no contiene 8-metoxicirsilineol,

presente en Sideritis biflora.

Nuevamente, la precisién de la metodologia utilizada nos ha permitido detectar

errores en la clasificacidén ya establecida.

9.- El dltimo objetivo propuesto para este trabajo de Tesis Doctoral era el de
Justificar el empleo popular de diversas especies del Género Sideritis como antiinflamatorio
¥ antiulceroso atendiendo a la riqueza en su composicién quimica de diversos flavonoides con

actividad antiinflamatoria comprobada por diversos métodos experimentales.

A nivel popular se utiliza la parte aérea de la planta para realizar una infusién
que serd posteriormente ingerida, Una vez conocida la naturaleza de los flavonoides presentes
en estas especies, podemos afirmar que los compuestos contenidos en este proceso de
extraccidn acuosa en caliente serdn aquellos flavenoides de mas elevada polaridad, es decir,
isoscutelarein-7-[O-alosil (1-52)] glucdsido, luteolina, hypolaetina-8-O-B-D-glucésido y F1.
Existen diversos trabajos que confirman la accién antiinflamatoria y antiulcerosa de
isoscuielarein--7-glucdsido e hypolaetina-8-glucésido, asi como la accién vasodilatadora de
luteolina y apigenina; por lo tanto, aquellas especies que presenten mayor contenido en estos

flavonoides, serdn las probablemente posean una accién mds acusada.

Por lo tanto, podemos justificar el empleo popular de la infusion de Sideritis
Joetens, Sideritis hirsuta, Sideritis leucantha var serratifolia, Sideritis bourgeana, Sideritis
ibanyezii vy Sideritis pusilla por su elevado contenido en los flavonoides anteriormente citados,
proponiendo, por el mismo motivo, las especies Sideritis biflora, Sideritis leucantha var

meridionalis, Sideritis pusilla ssp pustlla var granatensis y Siderifis cillensis como posible

fuente de los mismos.
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VI.- CONCLUSIONES



1.- Tras el andlisis de los resultados obtenidos para los diferentes extractos objeto
de este estudio, se propone una optimizacién del método de extraccién que consiste en una
magceracion y percolacién en frio con disolventes de polaridad creciente, empezando con un
disolvente apolar como el hexano, seguido de uno de polaridad intermedia como el éter etilico

y finalizando la extraccién con un disolvente muy polar como el butanol o el metanol.

Es de resaltar la utilidad de la Cromatografia en Capa Fina como técnica de apoyo
en el andlisis de los extractos vegetales, proporcionando una aproximacién bastante exacta a su

composicién real.

2.- El método de analisis por Cromatograffa Liquida de Alta Eficacia puesto. a
punto nos ha permitido, con una composicidn de la Fase Moévil sencilla y econdémica (Solvente
A: Agua:Acido acético (98:2) y Solvente B: Acetonitrilo, en una combinacién de elucién en
gradiente e isocrético), obtener una buena resolucién de los flavonoides en estudio; esto, unido
a un corto tiempo de andlisis (20min) y a una alta reproducibilidad, hace que el método sea
Optimo para el andlisis de extractos vegetales, tan complejos y dificiles de resolver, y, asi mismo,
es clave para el estudio de las especies del Género Sideritis, género ten controvertido en su

clasificacidn por la gran cantidad de hibridaciones que presenta.

3.- Se ha aislado, por HPLC semipreparativa, un nuevo flavonoide cuya estructura
ha sido elucidada por técnicas espectroscdpicas de absorciéon UV/VIS y de Resonancia Magnética
Nuclear tanto de 'H como de °C,; este compuesto no ha sido descrito con anterioridad, y esta

presente en la mayoria de las especies estudiadas, siendo su estructura quimica la siguiente:

Isoscutelarein-7-O-[B-D-glucopiranosil (1—2) B-D-xilopirandsido].
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4.- Consideramos como flavonoides marcadores en las especies estudiadas:
[soscutelarein-7-O-alosil-B-D-glucésido, Luteolina, Hypolaetina-8-0-f-D-glucésido, Cerisoeriol,
Sideritoflavona, Gardenina D y Desmetilnobiletina, por encontrarse en practicamente la totalidad

de las especies estudiadas y, casi siempre, en cantidad apreciable.

Esto nos permite:

a) Establecer una diferenciacion de las dieciséis especies estudiadas en dos grupos,

seglin su mayor 0 menor abundancia en los distintos tipos de flavonoides.

En el primero se incluyen aquellas que contienen fundamentalmente flavonoides
polares, encontrdndose Unicamente trazas de las apolares: Sideritis foetens, Sideritis luteolq,
Sideritis leucantha var incana, Sideritis cillensis, Sideritis pusilla, Sideritis glauca y Sideritis

incana ssp incana.

En el segundo grupo se encuadran las especies Sideritis almeriensis, Sideritis
hirsuta, Sideritis leucantha var serratifolia, Sideritis biflora, Sideritis leucantha var incana ssp
meridionalis, Sideritis bourgeana, Sideritis pusilia ssp almeriensis, Sideritis ibanyezii y Sideritis
pusilla ssp pusilla var granatensis, las cuales, aun presentando mayor riqueza en flavonoides

polares, poseen una cantidad apreciable de los apolares,

b) Afirmar que la especie Sideritis almeriensis Pau. no es sinénimo botanico de

Sideritis pusilla ssp almeriensis (Pau.) H.T. Malagarriga

¢} Afirmar que la especie Sideriris biflora Porta et Rigo no es sinénimo botdnico

de Sideritis bourgeana Boiss. & Reut,

Una vez mds, se pone de manifiesto la importancia del estudio quimiotaxonomico

de las especies como contribucién a la determinacién botdnica de las mismas,
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5.- Justificamos el empleo popular de las especies Sideritis jfoetens, Siaeritis
hirsuta, Sideritis leucantha var serratifolia, Sideritis bourgeana, Sideritis ibanyezii 'y Sideritis

pusilla atendiendo a su contenido en flavanoides con probada accidn antiinflamatoria.

Creemos necesaric reseflar la conveniencia de comprobar la correlacion entre €l
contenido en flavonoides y el de terpenoides y la actividad farmacolégica de estas especies, de
manera que, en un futuro, mediante un simple anélisis fitoquimico de la planta, se pueda conocer

de antemano su potencia de accion farmacologica.
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