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Capitulo V:

INVESTIGACION DE SALVIA LA-
VANDULIFOLIA VAHL SUBSP. LA-
VANDUL IFOLIA.

1. Extracedin.

2. Estudio def extracto "eftern de
petrofeo”.

3. Estudio del extracto clLorofdrmi-
co.

4., Estudio def extracto metandlfico.

5 Determinaciin estructwial de Las
substanclas aisladas.






V.1.- EXTRACCION.

El material de partida han sido las hojas desecadas de Salvia
lavandulifolia Vahl subsp. lavandulifolia (muestra n220 en la tabla
III-1) recolectada en Bujaraloz (Z) en junio de 1983, constituyendo
ejemplares de herbario testigo los depositados en los pliegos BCF 30780
y M 4267.

La extraccion ha sido efectuada a partir de 100 g de las mismas,
con disolventes de polaridad creciente (éter de petroleo, cloroformo y

metanol) segin se indica en la figura V-1, con el rendimiento siguiente:

Extracto "éter de petrdleo" ........ 6,4 g
Extracto cloroférmico .ev.veeveve... 10,5 g

Extracto metandlico «...eevveeene... 14,0 g

100 g de hojas desecadas

- 3X 1000 ml éter dé petrdleo
(40-602) a reflujo con agi-
tacion, 1,5 h cada vez.

- Filtrar.

Extracto Marco
“éter de petroleo"

Secar al aire.

3X 1000 ml CHC1l, a reflu-
jo con agitacion, 1,5 h
Extracto cada vez.

- Concentracion,
rotavapor.

]

“eter de petrdleo” - Filtrar
seco (6,4 g).
Marco Extrécto
cloroformico
- Secar al aire. i
- 3X1000 ml MeOH - §§2§$2;§i°‘°n’
a reflujo con
agitacion. Extracto
- Filtrar. clorofdérmico
seco (10,5 g).
EXtracto e Marco
metanolico
- Concentracion,
rotavapor.
Extrécto
metanolico
seco (14 g).

FIGURA V-1: Proceso extractivo seqguido para las hojas de Salvia lavan-

dulifolia subsp. lavandulifolia.



Seguidamente, se estudiaron separadamente los extractos obtenidos,

en la forma que se indica en los apartados que siguen.

V.2.- ESTUDIO DEL EXTRACTO "ETER DE PETROLEO".

El analisis por TLC de este extracto muestra la existencia de dos
flavonoides, uno mayoritario y un segundo en pequefia cantidad. El pro-
ceso seguido para aislarlos se esquematiza en la figura V-2. En primer
lugar, el "extracto éter de petroleo" seco se tratd con metanol. La
fraccién soluble en metanol, mediante "flash chromatography" y sucesi-
vas purificaciones por cromatografia en columna de Sephadex LH-20 y
cromatografia en papel Whatman-3, proporciondé 30 mg de la substancia A,
que se cristalizo en metanol y fue posteriormente identificada como
salvigenina, y una cantidad inferior a 1 mg de la substancia G, identi-
ficada mas tarde como 5-OH-7,4'-(0Me),-flavona.

Extracto "éter de petrdleo”
6,4 g

- 4 x50 ml MeOH, con agi-
tacion, 5 min y decan-
tando cada vez.

Extracto "éter de petroleo"
soluble en MeOH (4 g).

Marco

"flash chromatography" Silicagel

C13CH a C13CH:MeOH (99:1) en dos veces.
2 4
103 mg 551 mg
LH-20
MeQH .
l LH-20
MeOH
PC W-3
AcOH 30%
I cristalizacion (MeOH)
LH-20
MeOH
Substancia Substancia
G A
{1 mg 30 mg

FIGURA V-2: Proceso seguido en el tratamiento del extracto "éter de pe-
tréleo de Salvia lavandulifolia subsp. lavandulifolia.
LH-20: Columna de Sephadex LH-20. PC W-3: Cromatografia en
papel Whatman 3.



V.3.- ESTUDIO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO.

a

El analisis del extracto cloroférmico por TLC mostré que contenia,
al menos, cuatro flavonoides. Fue fraccionado por "flash chromatography"
en once fracciones, las cuales, mediante purificaciones por cromatogra-
fia en columna de poliamida, silicagel o Sephadex LH-20, cromatdgrafia
-en capa fina centrifuga y cromatografia en papel (en la forma en que se
indica en la figura V-3), proporcionaron cinco aglicones flavonicos.
Las cantidades obtenidas y el resultado de la identificacion posterior,
fueron los siquientes:

Substancia A (5 mg): Salvigenina
Substancia B (26 mg): Eupatorina
Substancia C (30 mg): Cirsimaritina
Substancia D (2 mg): Hispidulina
Substancia E (2,5 mg) : Genkwanina

Extracto cloroférmico
10 g

"Flash chromatography"- Silicagel

Cl.CH:MeOH (99:1 a 90:10), en dos veces.-

3

11 fracciones

2 3 4 7 10 11
147 mg 416 mg 104 mg 160 mg 100 mg 628 mg
S7¢1.CH: cLe PL/MeOH:H,0
S/Ctég?i?eOH ACOEL :E.P. :MeOH (8:2) a MeOH
— —_ - (70:30:1) —_ —I—'
cLe PC ¥-3
ACOEt:E.P. :MeOH AcOH 50% LH-20
—d . (70:30:1) T MeOH
Acon 50n T I
AcQH 50%
: PC W-3
AcOH 0%
o — e 1
C1,CH:EtOH:MeCOEL :Me,CO CLC ¥ieO
(40:20:5:1) AcOEt:E.P. — .
(40:60) LH-20
- ———— MeOH
LH-20
MeOH
T Cristalizacion $/C1,CH:MeOH
{AcOEt/Heptano) (95:5)
Cristalizacion LH-20 Cristalizacion LH-20
(MeOH) MeOH (MeQH/C1,CH) MeOH
i 1
Substancia Substancia Substancia Substancia Substancia
A £ B C D
5 mg 2,5 mg 26 mg 30 mg 2 mg

FIGURA V-3: Esquema del aislamiento de los flavonoides del extracto clo-
roformico de S. lavandulifolia subsp. lavandulifolia. CLC:
cromatografia en capa fina centrifuga de silicagel. LH-20:
columna de Sephadex LH-20. PC W-3:Cromatografia en papel What-
man 3. PL : columna de poliamida Cy- S: columna de silicagel.
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V.4.- ESTUDIO DEL EXTRACTO METANOLICO.

Una parte (7 g) del extracto metandlico fué fraccionado por croma-
tografia contra-corriente en gotas (método ascendente) utilizando como
fases movil y estacionaria, las fases superior e inferior respectivamen-
3CH:MeOH: ProH:H,0 (5:6:1:4). E1 eluato se dividio en

doce fracciones (1-12) y al vaciar la fase estacionaria del cromatografo,

te de la mezcla Cl

ésta se separo en dos nuevas fracciones (A y B). El rendimiento del pro-
ceso fué aproximadamente del 94%. Subsiguientes purificaciones por cro-
matografia en columna de poliamida y Sephadex LH-20, cromatografia en
capa fina centrifuga y cromatografia en papel Whatman 3 y Whatman 1,
permitieron aislar 8 substancias, cuya identificacidn posterior resultd

como sigue:

Substancia F (2 mg): Apigenina

Substancia H (7 mg): Luteolina

Substancia I (130 mg): Acido rosmarinico

Substancia J (15 mg): 7-0-#-D-glucosil-luteolina
Substancia K (2 mg): Nepetina

Substancia L (10 mg): 3-0-B-D-glucosil-quercetina
Substancia M (10 mg): 4'-0-diglucuronil-luteolina
Substancia N (12 mg): 7-0-(6-0-x-L-ramnosil-p-D-glucosil)-

luteolina

En la figura V-4 se esquematiza el proceso de aislamiento de estas
substancias.



7 g extracto metandlico
DCCC ascendente
C1,CH:MeOH: PrOH:H,0
(5:6:4:1)
1 2 3 4 5 [ 7 8 2 10]711 12 A 3
2,14 |1,68] {294} (230 224 290 1001293} {283] | 257} |158 157 139 32%
g 9 mg g mg mg mg|(mg||mgjimg| |mg mg mg mg
LH-20 LH-20 LH-20 LH-20 PC W-3 PC W-3
MeOH MeOH MeOH MeOH AcOH 50%aq. AcOH 2%aq.(*)
AcOH 50%aq.
PC Ww-3 PC w-1
AcOH 15%aq. AcOH 15%aq.
CLC PL/AcOEL: PL/C1,CH:
AcOEL :MeOH:H, 0 MeCOEL:H,0:He,CO EtOH:MeCOEE:
(21:4:3) {25:15:10:10) Me,C0{40:20:5:1)
LH-20 LH-20 LH+20 LH-20 LH-20 LH-20 LH~20 LH-20
MeOH MeOH MeOH MeQH MeOH MeOH MeOH_ MeOH
Substanciaj {Substancia} |Substancial { Substancial {Substancia Substancial {Substancial |Substancia
I M N J L H K F
130 mg 10 mg 12 mg 15 mg 10 mg 7 mg 2 mg 2 mg

FIGURA V-4: Proceso de aislamiento seguido a partir del extracto metand-
lico de S. lavandulifolia subsp. lavandulifolia. CLC: croma-
tografia en capa fina centrifuga en placas de silicagel. DCCC
cromatografia contra-corriente en gotas. LH-20: columna de
Sephadex LH-20. PC W-3: cromatografia en papel Whatman 3.
PC W-1: cromatografia en papel Whatman 1. PL: columna de po-
liamida CCé. -

(*): Se eluyd primeramente con AcOH 2%aq. a fondo perdido du-
rante dos dias para eliminar acidos fenoles, seguidamente la
separacion se efectud eluyendo con AcOH 50%aq.

V.5.- DETERMINACION ESTRUCTURAL DE {AS SUBSTANCIAS AISLADAS.

V.5.1.- COMPORTAMIENTO CROMATOGRAFICO.

Las caracteristicas cromatograficas (Rf en diversos sistemas y re-
velado) de las substancias aisladas a partir de las hojas de Salvia la-
vandulifolia subsp. lavandulifolia se reunen en la tabla V-1 para los
aglicones flavonicos, tabla V-2 para los heterdsidos flavénicos, tabla
V-3 para los aglicones liberados en la hidrdlisis (HCl1 2N, 120 min,
1002C) de los heterdsidos y tabla V-4 para la substancia I frente al

acido rosmarinico.



Las abreviaciones utilizadas para el revelado son las siguientes:

A = Amarillo ALF = Azul-lila fluorescente
AB = Amarillo brillante A0 = Amarillo oscuro
AC = Amarillo claro AV = Amarillo verdoso
ACF = Amarillo claro fluorescente N = Naranja
AF = Azul fluorescente VO = Violaceo oscuro

Y para los sistemas cromatograficos en capa fina:

CL-1 = Celulosa/AcOH 50%aq. S-1
CL-2 = Celulosa/AcOH 30%aq. S-2

Silicagel/Cl3CH:MeOH (93:7)
Silicagel/Benceno:Dioxano:AcOH (90:25:4)

CL-3 = Celulosa/HZO S-3 = Silicagel/ClBCH:Hexano:MeOH (40:40:5)
S-4 = Silicagel/AcOEt:MeCOEt:PcOH:HZO (5:3:1:1)
S-5 = Silicagel/Cl,CH:MeOH:H,0 (65:45:12)
REVELADO o RF X 100 TLC
Subs-  UV366nm NHy/9%. ALCL /Y Neu/Y¥ o CL-l cL-2 -1 S-2 S-3
tancia —
A VO VO VO VO 92 46 72 58 52
B VO VO VO VO 87 46 56 39 24
C VO VO VO VO 89 49 40 35 16
D VO VO VO VO 79 37 29 33 10
E VO A A A 81 29 42 41 19
F . v AO A AV 70 28 26 25 7
Api.. VO AO A AV 70 27 25 25 7
G VO VO A A 81 26 73 65 58
MeG VO VO A A 81 26 73 65 58
H VO A A N 56 21 16 13 &
Lut. VO A A N 55 21 15 13 &
K VO VO VO N 65 28 19 18 5

TABLA V-1: Caracteristicas cromatograficas de los aglicones flavonicos
aislados de las hojas de Salvia lavandulifolia subsp. lavan-
dulifolia. Api. = apigenina; Lut.= luteolina; MeG = 4'-0-Me-
genkwanina (5-OH—7,4‘—(OMe)Z-flavona). Para otras abreviatu-
ras, ver texto.
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REVELADO Rf X 100 TLC

g:g;a Uv3eenm NHy /Y A1C13/366 NEU/gzé CL-2 CL-3 S-4 S-5
J VO A A N 35 25 42 50
L VO A A N 63 25 43 48
M VO VO A AV 51 0,3% 17 29
N VO A A N 55 25 19 26
76Lu. VO A A N 36 25 42 50

. TABLA V-2: Caracteristicas cromatograficas de los heterdsidos flavonicos

- aislados de las hojas de Salvia lavandulifolia subsp. lavandu-
lifolia. 7GLu.: 7-glucosil-luteolina. Para otras abreviaturas
ver texto.

REVELADO . Rf X 100 TLC
i:gi;a Uv3éénm NH3/366nm AlClB/366 m NEU/366nm CL-1 CL-2 S-1 §-2 S-3
J-A Vo A A N 57 22 16 13 4
M-A VO A A N 56 21 15 13 4
N-A VO A A N 56 21 15 13 4
Lut. \ A A N 56 21 16 13 4
Api. Vo AO A AV 70 28 26 25 7
L-A A AB AB N 42 13 11 20 3
Quer. A AB AB N 43 13 11 20 3
Kae. A | AB AB N 39 10 9 19 2

TABLA V.3: Caracteristicas cromatograficas de los aglicones liberados por
hidrélisis (HCl 2N, 120 min, 1002C) de los heterdsidos aisla-
dos de las hojas de Salvia lavandulifolia subsp. lavandulifo-
lia. La letra del heterosxdo seguida de A indica el aglicon
correspodiente. Lut. luteolina; Api.: apigenina; Quer.:
quercetina; Kae.: kaempferol. Para otras abreviaturas, ver
texto.



Substancia Acido
I rosmarinico

Uv3éénm AF AF

8 NH3/UV366nm ACF ACF
<

S | ALC1,/uv366nm ALF ALF
o

=1 NEU/UV366nm AC AC

CL-1 84 84

CL-2 78 78
3)

= S-1 0 0

= $-2 2 2
p—t

=< 5-3 0 | 0
G
x

S-4 87 86

S-5 29 29

TABLA V-4: Caracteristicas cromatograficas de la substancia I, frente al

acido rosmarinico. Para abreviaturas, ver texto.

V.5.2.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA A.

Aislada de los extractos "éter de petrdleo" y cloroférmico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla V-1.
Punto de fusion (Kofler): 188-1899C. Bibliografia: 187-1882C [ULUBELEN
& UYGUR, 1976].

Espectroscopia ultravioleta-visible: figura V-5.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura V-6.

Espectroscopia de LR figura V-7.

El comportamiento cromatogrifico es el de una flavona altamente me-
toxilada. El pico molecular del espectro de masas (m/z=328) corresponde
a una formula molecular C18H1606’ indicando que se trata de una hidroxi-

trimetoxiflavona.

El espectro UV-visible corresponde a una 5-0OH-flavona substituida



en la posicion 6 (banda I no desdoblada en AlCl3+HCl y AAan A1C13+HC1
respecto a MeOH de 21 nm) y metoxilada en la posicion 7 (ausencia de
AAII batocrémico entre NaAcO y MeOH) monosubstituida en el anillo B.

En el espectro de masas, los picos a 132, 133, 117 y 135, corres-
pondientes a BI'y derivados y Bg indican la existencia de un solo me-
toxilo en el anillo B, que gracias al espectro de lH-NMR puede situarse

en la posicion 4'.

El anillo A debe contener, pues, un hidroxilo y dos metoxilos. La
facil pérdida de un radical metilo por el ion molecular, provocando un
intenso M-15 a m/z = 313 indica un metoxilo en 6 o en 8. Ya que la es-
pectroscopia UV-visible nos ha delatado un 5-OH libre y una substitucion
en 6, resultara que en esta posicion habra un metoxilo y que el segundo

metoxilo del anillo A es el que substituye la posicion 7.

La lH-NMR confirma la estructura propuesta, que corresponde a la
5-0H-6,7,4'~(0Me)3—flavona (salvigenina o psatirotina) , cuyo punto de

fusion es similar al de la substancia A.

Substancia A: 5-0H-6,7,4'-(OMe)3-flavona (salvigenina o psatirotina).
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FIGURA V-5: Espectros UV-visible de

la substancia A.

- ——=— Na0OMe

MeOH

——— NaOAc

MeOH
o~ em —— = NaQAc + H,B0,

- — — AlC1,

MeOH
=== AlICl, + HC1

inflexion.

Datos espectrales: A en nm, i

329

276
293
291
290
273

MeOH:

NaOMe
AlCl,

AlCl, + HCl:

3701
35

3201
298
297
328
329

5

350

NaOAc

NaOAc + H,BO0,

270
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FIGURA V-6: Espectro EI-MS y fraceionamiento de la substancia A.
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FIGURA V-7: Espec;trov lH—NMR (80 MHz, CDC13) de la substancia A.




V.5.3.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA B.

Esta substancia ha sido aislada a partir del extracto cloroférmico.

Datos analiticos:

- Comportamiento cromatografico: tabla V-1.

- Punto de fusién (Kofler): 191-1949C. Bibliogrdfico: 1952C [RODRIGUEZ
et al.,1974], 196-1982C [KUPCHAN et al., 1969].

- Espectroscopia UV-visible: figura V-9. °

- Espectrometria de masas: figura V-10(EI-MS y fraccionamiento) y figura
V-8 (CI-HS, NHy). -

- Espectroscopia LR : figura ¥-11.

Dados sus elevados Rf en la mayoria de sistemas cromatograficos y
el hecho de que no se revele con ninguno de los reactivos empleados (NH3,

AlClB, NEU), debe ser una flavona metoxilada.

La espectrodcopia UV-visible revela una estructura de 5-OH-flavona
6-substituida (A)\I en AlC13+HCL respecto al MeOH de 23 nm y banda
I no desdoblada en AlCl3+HCl) con una agrupaciom o-hidroxilo-metoxilo en

el anillo B (A)I en A1C13+HC1 respecto a AlCl3 de -9 nm).

El peso molecular de 344 (M™ en EI-MS y (M+H)" a m/z = 345 en
CI-MS) corresponde a una formula molecular C18H1607’ es decir una dihi-
droxitrimetoxiflavona. Los fragmentos B{'(m/z = 148) y derivados (m/z =
149, 133 y 134) y Bg (m/z = 151) indican un anillo B monohidroxilado y
monometoxilado. Por los datos lH—NMR (protones del anillo B) y UV-visi-
ble (4'-0H substituido, ya que no se observa un desplazamiento superior
a 40 nm de la banda I en NaOMe respecto al MeOH) permiten situar el hi-

droxilo en la posicidon 3' y el metoxilo en la 4'.

La elevada intensidad de los fragmentos a M-15 (m/z = 329) tanto en
EI-MS como en CI-MS es caracteristica de la presencia de un -OMe en la
posicidon 8 y/o 6, que por los datos UV-visible podemos situar en 6. El
anillo A debe contener, ademis, un hidroxilo (el de la posicion 5) y un
metoxilo, que ocupa la posicion 7, ya que el espectro UV-visible no in-

dica substitucion en 8.

La estructura propuesta queda confirmada por la coincidencia de los
puntos de fusion de la substancia B y la eupatorina, asi como por los

datos espectrales de lH—NMR.



La substancia B es, pues, la eupatorina o 5,3'—(OH)2—6,7,4'—(OMe)3—

flavona.

Substancia B:

5,3'—(0H)2—6,7,4'-(0Me)3-

flavona (eupatorina).

T 169
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FIGURA V-8: Espectro CI-MS (NHB) de la substancia B.



FIGURA V-9: Espectros UV-visible de

la substancia B.
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FIGURA V-10: Espectro EI-MS y fraccionamiento de la substancia B.
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FIGURA V-11: Espectro lH-NMR (200 MHz, CDC13) de la substancia B.
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V.5.4.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA C.

La substancia C ha sido aislada del extracto cloroformico.

Datos analiticos:
- Comportamiento cromatografico: tabla V-1.
- Punto de fusion (Kofler): 254-2562C. Bibliografico: 255-257°C [BRIES-
KORN & BIECHELE, 1969].
- Espectroscopia UV-visible: figura V-13.
- Espectrometria de masas: figura V-14 (EI-MS) y figura V-12 (CI-MS, NH3L
- Espectroscopia L-NMR: figura V-15.

La substancia C tiene un comportamiento de flavona metoxilada rela-
tivamente apolar, y el espectro UV-visible correspondiente a una 5-0H
flavona 6 substituida (AAI en AICL;+HCL respecto al MeOH de 22 nm y ban-
da I no desdoblada en AlCl3+HCl), monosubstituida en el anillo B (una
sola banda entre 250 y 275 nm en el espectro metanolico) por un hidroxi-
lo libre en 4’ (AxXI en NaOMe respecto al MeOH de 50 nm) y con un
7-0R (ausencia de AAII en NaOAc respecto al MeQOH y.AAI en NaOAc/MeOH >
AAI en NaOMe/MeOH).

Su formula molecular, %7Fh406’ correspondiente a unpeso molecular
de 314 (M en EI-MS, y (MsH)® a m/z = 315 en CI-MS) es la de una dihi-
droxidimetoxiflavona. E1 anillo B contiene Unicamente un hidroxilo libre
en 4' (BF; (Bl+H)+, By (BZ—CO)+ am/z =118, 119, 121 y 93 respectiva-
mente) y por tanto el anillo A debe contener un hidroxilo (el de
la posicidon 5) y dos metoxilos. Dada la intensidad de M-15 (m/z = 299)
en el espectro EI-MS, podemos situar uno de los metoxilos en la posicidn

6. E1l segundo metoxilo del anillo A es el que substituye la posicion 7.

El espectro lH—NMR corrobora la deduccidn: los protones del
anillo B dan un sistema simétrico tipico de benceno p-disubstituido y se
observan, también, los protones de las posiciones 3 y 8 y dos sefiales
metoxilicas a 3,75 y 3,92 ppm, correspondientes a los de las posiciones
6y7.

El punto de fusion de la substancia C es, también, similar al de la
cirsimaritina, por lo que se concluye que dicha substancia es la 5,4'-

(OH)2-6,7—(OMe)2-flavona (cirsimaritina o escrofuleina).
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Substancia C: 5,4'-(OH)2-6,7~(0Me)2-flavona

(cirsimaritina o escrofuleina).
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FIGURA V-12: Espectro CI-MS (NH3) de la substancia C.
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FIGURA V-13: Espectros UV-visible de ]
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FIGURA V-14: Espectro EI-MS y fraccionamiento de la substancia C.
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A: Ampliacion de la zona entre 6,76 y 8,12 ppm.
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V.5.5.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA D.

La substancia D ha sido aislada del extracto cloroformico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla V-1.

Espectroscopia UV-visible: figura V-16.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura V-17.

Espectroscopia Lo MR figura V-18.

El comportamiento cromatografico de esta substancia es el de

una flavona metoxilada, no muy apolar.

Sus espectros UV-visible nos indican que se trata de una 5-0H-fla-
vona substituida en la posicién 6 (banda I no desdoblada en A1C13+HC1
y LXAI en AlCl3+HCl respecto al MeOH de 18 nm) monosubstituida en
el anillo B (un solo maximo entre 250 y 275 nm en el espectro metandlico)
por un hidroxilo libre en la posicion &' (AAI en NaOMe respecto al MeOH
de 55 nm, y sistema de seflales simétrico, caracteristico de bencenos

p-disubstituidos, provocado por los protones del.anillo B en lH—NMR).

La substancia D tiene un peso molecular de 300 (M" en EI-MS), con
una formula molecular C16H1206’ correspondiente a una trihidroximetoxi-

flavona. Los fragmentos Bl y B, a 118 y 121 respectivamente corroboran

que solo un hidroxilo se encdintra en el anillo B. El espectro EI-IIS
muestra, ademds, un M-15 importante, lo que permite situar el unico me-
toxilo de la molécula en la posicion 6. El anillo A contiene dos
hidroxilos mas, dados los valores de m/z a 167, 139 y 111 para Al-15,

Al-43 y Al-77, que son los que ocupan las posiciones 5y 7.

Los protones de las posiciones no substituidas del anillo A (posi-
cion 8) y C (posicidon 3) se aprecian claramente en el Ly_NMR en forma de

singulete a 6,76 ppm y 6,58 ppm, respectivamente.
La substancia D resulta ser, pues, la S,7,4'-(0H)3-6-0Me-flavona o

hispidulina o dinatina.

Substancia D: 5,7,4'-(0H)3-6-OMe—

flavona (hispidulina o dinatina).
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V.5.6.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA E,

La substancia € ha sido aislada del extracto clorofodrmico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla V-1.

]

Espectroscopia UV-visible: figura V-19.

Espectrometria EI-MS: figura V-20.

Espectroscopia L R figura V-21.

El comportamiento cromatogridfico de la substancia E indica que se
trata de una flavona mas apolar que la apigenina, en cuanto a movilidad,
sin embargo se revela con AlCl3, lo cual augura una ausencia de substi-

tucion en la posicion 6.

El analisis por espectroscopia UV-visible muestra una estructura
de 5-OH-flavona no substituida en 6 (A)\I en AlC13+HCl respecto al MeOH
de 41 nm y banda I desdoblada en A1C13+HC1), con un hidroxilo libre en &'
(AAI en NaOMe respecto al MeOH de 48 nm) y el hidroxilo de la posicidn 7
substiuido (ausencia de AXII batocromo en NaQAe respecto al MeOH y AAI

en NaOAc respecto a MeOH del mismo orden que con NaQMe).

El espectro de masas da un M a m/z = 284, correspondiente a una

formula molecular C16H1205 y por tanto una dihidroximetoxiflavona.

Con estos datos, la estructura de la substancia E queda establecida
como la de la genkwanina o 5,4'—(OH)2-7-OMe~flavona, lo que vieQe con-
firmado por la fragmentacion por EI-MS y por el andlisis por “H-NMR.
Este, muestra un sistema simétrico caracteristico para los protones del
anillo B, un doblete integrando 1 H (J = 2,5 Hz) a 6,38 ppm correspon-
diente al H-6, que acopla con el H-8, el cual aparece como un doblete a
6,56 ppm, con el singulete del H-3 sobrepuesto. Los protones metoxilicos

aparecen como singulete a 3,87 ppm.

Substancia E: 5,4'-(0H)2-7—(0Me)-

flavona (genkwanina).




- 110 -

FIGURA V-19: Espectros UV-visible de

la substancia E.
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FIGURA V-21: Espectro lH—NMR (80 MHz, CDCl3 + d-MeOH) de la substancia E.
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V.5.7.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA F.

Esta substancia ha sido aislada del extracto metanolico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla V-1.

Espectroscopia UV-visible: figura V-22.

Espectrometriade masas (EI-MS): figura V-23.

Espectroscopia L R: figura V-24.

El comportamiento cromatogrifico de la substancia F es idéntico al
de la apigenina. Efectivamente, sus espectros UV-visible corresponden a
una 5-0H-flavona, con hidroxilos libres en las posiciones &' y 7, obser-
vandose la ausencia de grupos o-dihidroxilos y de substitucion en la po-
sicion 6.

El espectro de masas presenta un M™a m/z = 270, correspondiente a
una formula molecular ClSHlOOS’ caracteristica de las trihidroxiflavonas.
La existencia de un solo hidroxilo en el anillo B y dos en el anillo A
viene confirmada, respectivamente, por los wvalores de m/z de los
fragmentos BI'(llS), Bz (121), 82—28 (93) vy Ai'(lSZ), Al+l (153), Al-28

(124) y A;-56 (96).

También, en el espectro de lH—NMR se aprecia la estructura propues-

ta:

- Ausencia de sefiales de protones metoxilicos.

- Protones del anillo A en dos dobletes (J = 2,5 Hz) integrando 1 H cada
uno, centrados a 6,18 ppm (H-6) y 6,46 ppm (H-8).

- Protones del anillo B en un sistema simétrico formado por dos dobletes
(3 = 9 Hz), que integran dos protones cada uno, y centrados a 6,91 ppm
(H-3" y H-5') y 7,92 ppm (H-2' y H-6').

- E1 H-3, dnico proton del anillo C resona como singulete a 6,75 ppm.

La estructura de la substancia F es, pues, la de la apigenina o
5,7,4'-(OH)3-flavona.

Substancia F: 5,7,4'-(0H)3-flavo-

na {(apigenina).
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FIGURA V-22: Espectros UV-visible de

la substancia F.
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FIGURA V-24: Espectro de 1H-NMR (80 MHz, d6—DMSO) de la substancia F.
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V.5.8.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA G.

La substancia G ha sido aislada a partir del extracto "éter de

petroleo” en una cantidad muy pequefia, inferior a 1 mg.

Datos analiticos:
- Comportamiento cromatografico: tabla V-1.
- Espectroscopia UV-visible: figura V-25.

- Espectrometria de masas (EI-MS): figura V-26.

El comportamiento cromatografico de la substancia G es idéntico al
de la 5—0H—7,4'—(OMe)Z—flavona.

El analisis por espectroscopia UV-visible muestra una estructura de

5-0H-flavona {(espectro en AlCl,+HCl constiutido por cuatro bandas y AAII

en A1C13+HC1 respecto al MeOHBde 41 nm), monosubstituida en el anillo B
(banda II en el espectro metanolico con un solo pico entre 250 y 275 nm),
con las posiciones 7 y 4' metoxiladas (ausencia de desplazamientos de
las bandas en NaOAc respecto al espectro metanolico). También se

observa la ausencia de grupos o-dihidroxilo y de-substitucién en 6 y 8.

El espectro EI-MS no es de buena calidad debido a la poca cantidad
de substancia aislada. Permite ver, Unicamente, el M™ a m/z = 298,
correspondiente a una formula molecular Cl7Hl405’ que es caracteristica

de una hidroxidimetoxiflavona.

Sin embargo, la informacidén reunida sobre la substancia G, permite

afirmar que se trata de la 4'-0-Me-genkwanina o 5-0H-7,4'-(OMe)2~flavona.

Substancia G: 5—0H—7,4"(0Me)2-flavona

(4'-0-Me-genkwanina).
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FIGURA V-26: Espectro EI-MS de la substancia G.
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V.5.9.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA H.

La substancia H ha sido aislada a partir del extracto metanodlico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla V-1.

Espectroscopia UV-visible: figura V-27.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura V-28.

Espectroscopia Ly-NMR: figura V-29.

El comportamiento cromatografico de la substancia H es idéntico al
de la luteolina. El estudio espectroscopico confirma que la substancia
H es la luteolina o 5,7,3',4'-(0H)4~flavona.

De los espectros en AlCl3 y AlC13+HCl se deduce que se trata de una

5-0H-flavona con un grupo o-dihidroxilo es el anillo B, confirmado tam-

bién por el espectro en NaOAc + HyBO3. EL espectro en NaOAc demuestra

la existencia del hidroxilo libre en 7.

El espectro EI-MS confirma el peso molecular a 286 (Clskﬁo(%),
correspondiente a wuna tetrahidroxiflavona, y la distribucion de
los hidroxilos en los anillos A y B (fragmentos AE} Al+l, Al—28, Al~56,

Bf‘y B a 152, 153, 124, 96, 134 y 137, respectivamente).

En el espectro lH-NMR los protones en 6 y 8 aparecen como sistema
meta caracteristico en 2 dobletes con una J pequefia (2Hz) a 6,16 ppm
(H-6) y 6,36 ppm (H-8). E1 H-3 se presenta como singulete a 6,64 ppm.
El protdn H-5' aparece como doblete (J = 9 Hz), centrado a 6,89 ppm, por
su acoplamiento orto con el H-6'. Este forma un multiplete junto con el

H-2' centrado a 7,41 ppm.

Substancia H: 5,7,3',4'-(0H)2-flavona

(luteolina).
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V.5.10.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA I,

Esta substancia ha sido aislada a partir del extracto metanolico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla V-4.

Espectroscopia UV-visible: figura V-30.

Espectrometria FAB-MS: figura V-31.
lH—NMR: figura V-32 y tabla V-5.
13C-NMR: figura V-33 y V-34 y tabla V-5.

Espectroscopia

Espectroscopia

La substancia I tiene un comportamiento cromatografico idéntico al
del acido rosmarinico. el estudio espectroscopico realizado (UV-visible,
FAB-MS, H-nMR y 12

corresponde, en efecto, al acido rosmarinico.

C-NMR) confirman que la estructura de la substancia I

Su espectro UV-visible en solucion metanéiica es caracteristico de
los derivados hidroxilados del acido cinamico, con maximos cercanos
a los que presenta el acido cafeico. E1 desplazamiento provocado tanto
por la adicidon de NaOMe como de NaOAc indican la presencia de hidroxilos
fenélicos libres. E1 desplazamiento provocado por el AlCl3 y la
regeneracion del espectro metandlico al afadir HCl, caracterizan grupos
0-(0H),, como Gnicos formadores de quelatos de la molécula. La presencia
de éstos se confirma también por el desplazamiento provocado por el

N o)
i\aOAv + H3803.

En el FAB-MS de iones negativos se aprecia un (M-H) a 359, lo que
confirma el peso molecular de 360 para la substancia I. Los iones a m/z
superiores se deben en su mayoria a la formacion de complejos metalicos
(con Na y K) de la molécula y su dimero, aductos con moléculas de
glicerol de la matriz y complejos metdlicos de éstos (fig. V-31). En el
FAB-MS aparecen, ademas, los iones caracteristicos de la rotura de la
molécula por su enlace éster y los correspondientes a la pérdida de ra-

dicales por los fragmentos formados (fig. V-31).

El espectro lH-NMR muestra claramente diferenciados los protones de
los dos sistemas bencénicos 1,3,4 trisubstituidos, que dan sistemas del
tipo AMX. Los protones unidos a los carbonos del doble enlace (C7=C8)
resonan como sendos dobletes con una J de 16 Hz, lo que caracteriza un
doble enlace trans-disubstituido. Por JUltimo, los tres protones
de los carbonos C7, y CB' forman un sistema ABX. Las asignaciones, mul-

tiplicidad y constantes de acoplamiento se relacionan en la tabla V-5,
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En el espectro 13

C-NMR se aprecian 18 sefiales correspondientes
a los 18 carbonos de la molécula. La asignacion (tabla V-5) se ha
efectuado en base a la comparacion de los espectros con desacoplamiento
total y parcial ("off resonance") de protdn, para distinguir entre C,
CH, CH2 y CHS’ y los trabajos de ANDARY et al. (1982, 1985a y 1985b) y
BECKER et al. (1982a) sobre derivados del acido caféico y del 2-(3',4'-

(OH)Z—fenil)-etanol.

Substancia I: acido rosmari-

nico.

H  &(multiplicidad, 3) | H & (multiplicidad, 3J) A

2 7,06 (d, 2) 2! 6,67 (d,2)
5 6,75 (d,8) 5¢ 6,63 (d,8)
6 6,96 (dd, 8,2) 6' 6,49 (dd, 8,2)
7 7,39 (d, 16) 7" 2,75 (dd, 14,9)
3,00 (dd, 14,3)
8 6,19 (d, 16) 8! 4,87 (dd, 9,3)
B
C § (multiplicidad)| C 6(multiplicidad)”£_ - §(multiplicidad)
1 125,47 (s) 7 144,61 (d) 4 143,64 (s)
2 115,01 8 116,01 5! 115,43
3 145,79 (s) 9 166,04 (s) 6' 119,72 (d)
4 148,57 (s) 1! 129,16 (s) 7! 36,92 (t)
5 114,39 2! 116,68 8" 75,00 (d)
6 120,92 (d) 3 164,88 (s) 9! 172,45 (s)

TABLA V-5: Asignacion de sefiales de los espectros de lH-NMR (A)
y 13C-NMR (B). Oen ppm respecto a TMS, J en Hz.
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FIGURA V-30: Espectros UV-visible de

la substancia I.

MeOH — — — AlC1, ———— MeOH ——— NaOAc
————— AlCl, + HC1 —-——~— NalAc + H,B0,

Datos espectrales: A en nm, i = inflexidn.

MeQH: 240i 290 319
NaOMe: 263 300 365 (descomposicidn)
AlCl,: 260 3001 364
AlCl, + HCl: 240i 290 319
NaOAc: 284 335 370
NaQAc + H,B0,: 2551 292 345
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FIGURA V-31:

Espectrpmetria FAB-MS de la substancia I. A: Espectro FAB
-MS de iones negativos. B: Principales iones formados por
complejacion. C: Principales iones formados en la frag-

mentacion.
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FIGURA V-34: Ampliaciones de la zona entre 110 y 150 ppm del espectro
13

de C-NMR (50,29 MHz, d6DMSO) de la substancia I. A: Es-

pectro normal. B: Espectro "off resonance".
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V.5.11.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA J.

La substancia J ha sido aislada a partir del extracto metandlico.

Datos analiticos:

- Comportamiento cromatografico: tabla V-2 (heterdsido) y tabla
V-3 (aglicon).

- Espectroscopia UV-visible: figura V-35 (heterdsido) y figura V-36
(aglicon).

- Espectrometria FAB-MS: figura V-37.

- Espectroscopia Ly-NMR: figura V-38.

- Espectrometria EI-MS del aglicon: figura V-39.

El comportamiento cromatografico de la substancia J es idéntico al
de la 7-glucosil-luteolina. Por hidrdlisis &cida libera glucosa (iden-
tificada por HPTLC) y un aglicon que se identifica cromatograficamente,
por espectroscopia UV-visible y EI-MS como la luteolina. Del analisis
por espectroscopia UV-visible de J resulta que la cadena glicosidica
substituye el 7-0H. -

El FAB-MS de la figura V-36 corresponde a una mezcla de las subs-
tancias J y L, ya que fué registrado antes de que éstas fueran separa-
das. Permite distinguir perfectamente, sin embargo, los (M-H)~ de cada
una de ellas, a m/z = 447 (J) y m/z = 463 (L).

El peso molecular de J (448) indica que se trata de un monoglicé-
sido. La pérdida de 162 observada en el FAB-MS (M-H-162 a m/z = 285,

correspondiente al aglicon) confirma que el azlcar es una hexosa.

El espectro lH—NMR de J corrobora que es un monoglicosido de la
luteolina. Efectivemente, el doblete a 5,07 ppm (J aprox. 7 Hz) del H-1
del azucar integra un proton. Su constante de acoplamiento indica que

la union del azucar al aglicon esf .

Por tanto, la substancia J es la 7-0-f-D-glucosil-luteolina (cina-

rosido).

Substancia J: 7-0-4-D-glu-

cosil-luteolina (cinardsido).
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l1a substancia 3J.

FIGURA V-35: Espectros UV-visible de

=~ ——— Na(OMe

MeOH

~——=— NalAc

MeOH
- —=—=— NaOAc + H,B0,

— — - AlCl,

MeOH
- —=—= AlCl, + HCl

inflexion.

Aen nm, i

Datos espectrales:

347

264
402

254
267
271

MeOH:
NaOMe:

424
384

330
357
423

2931

AlCl,;:

AlCl, + HCL:

2931

271
267

3251

NaOAc:

NaOAc + H;BO,:

367

258
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FIGURA V-36: Espectros UV-visible del

aglicon de la substancia

e = —=  NaQMe

e NaOAc

MeOH
—— — —— NaOAC + H}BO;

- —— AlCl,

MeOH
———-= AlCl, + HC1

inflexion.

Datos espectrales: A en nm, i

253 266 290 349
404

MeOH:
NaQMe:

271
271
260
269

297i 3291 420
270

405
372

AlCl,:

AlCl, + HCl:

356 384

2911

NaOAc:

NaOAc + H,;B0,:

4201

272
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FIGURA V-38: Espectro 1H-NMR (80 MHz, d6‘DMSO) de la substancia J.
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FIGURA V-39:

Espectro EI-MS del aglicon de la substancia J.
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V.5.12.- ESTRUCTURA DE SUBSTANCIA K.

Esta substancia ha sido aislada del extracto metanolico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla V-1.

Espectroscopia UV-visible: figura V-40.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura V-4l.

Espectroscopia LoNMR: figura V-42.

La substancia K se comporta cromatograficamente como una flavona

relativamente polar, probablemente metoxilada en la posicidn 6 u 8.

Sus espectros UV-visible indican que es una 5-0H-flavona, 6-substi-
tuida, con un grupo o-dihidroxilo libre en el anillo B y un hidroxilo

libre en 7.

+-e
El EI-MS presenta un M a m/z = 316 (C16H1207

una tetrahidroximetoxiflavona. Los iones Bz, B,+1, q; y B,-28, respecti-

)}, correspondiente a

vamente a m/z = 134, 135, 137 y 109, caracterizan un anillo B con dos
hidroxilos, que gracias al espectro lH-NMR podemos situar en las posi-

ciones 3 y 4°'.

El anillo A contiene 2 hidroxilos y un metoxilo (Al—lS, Ay -43y
Al-7L1 a m/z = 167, 139 y 111 respectivamente). Este se situa en
la posicion 6 ya que en el EI-MS se aprecia un pico intenso a m/z = 301,
correspondiente a M-15. Los dos hidroxilos son los que ocupan las posi-

ciones 5y 7.

El espectro lH-NMR confirma que la substancia K es la nepetina o
eupafolina o 5,7,3',4'—(OH)4-6—OMe-flavona.

Substancia K: 5,7,3’,4’-(OH)4-6-OMe-flavona

(nepetina o eupafolina).
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FIGURA V-40: Espectros UV-visible de

la substancia K.
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FIGURA V-4l1: Espectro EI-MS y fraccionamiento de la substancia K.
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FIGURA V-42: Espectro lH—NMR (80 MHz, d6—DMSO) de la substancia K.
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V.5.13.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA L.

La substancia L ha sido aislada a partir del extracto metandlico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tablas V-2 (heterdsido) y V-3 (aglicon)

Espectroscopia UV-visible: figura V-43 (heterdsido) y V-44 (aglicon).
Espectrometria FAB-MS: figura V-36 (apartado V.5.11).
Espectroscopia LR figura V-45.

La hidrdolisis de L proporciona glucosa (identificada por HPTLC) y
quercetina, cuya estructura ha sido establecida por cromatografia

y por espectroscopia UV-visible.

Del analisis del compuesto L por espectroscopia UV-visible, se de-
duce que la cadena osfdica se halla unida al hidroxilo de la posicidn 3

de la quercetina.

El peso molecular de 464 ((M-H)  a m/z = 463) y la pérdida de 162

unidades de masa, dando un (M-H-162)" a m/z = 30l correspondiente a la

il

quercetina, observados en el FAB-MS, indican que J es un monoglicdsido
y confirman que el azucar es una hexosa.

En el lH-NMR, el H-1 del azucar aparece como doblete deformado ca-

racteristico (centrado a 5,43 ppm), integrando un solo protdn, lo cual
corrobora que se trata de un monoglicosido. Su constante de acoplamien-

to (J aprox. 7 Hz) es caracteristica de uniong.

Todo lo expuesto permite concluir que el compuesto L es la isoquer-

citrina o 3-0-f-D-glucosil-quercetina.

Substancia L: 3-0-#-D-gluco-

sil-quercetina.
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FIGURA V-43: Espectros UV-visible de

la substancia L.
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FIGURA V-44: Espectros UV-visible del

aglicén de la substancia
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FIGURA V-45: Espectro lH-NMR (80 MHz, d6-DMSO) del compuesto L.
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V.5.14.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA M.

El compuesto M ha sido aislado del extracto metandlico.

Datos analiticos:
- Comportamiento cromatografico: tablas V-2 (heterdsido) y V-3 (aglicon).
- Espectroscopia UV-visible: figura V-46 (heterosido) y V-47 (aglicon).
- Espectroscopia Lo NMR: figura V-43.

El aglicon liberado por la hidrolisis de la substancia M es la
luteolina, lo cual se deduce tanto de sus caracteristicas cromatografi-

cas como espectroscopicas UV-visible.

El andlisis de M por espectroscopia UV-visible revela que lleva una

sola cadena glucosidica unida al hidroxilo de la posicion &4'.

El espectro lH-NMR confirma la situacion de la cadena osidica en &'
y una estructura tipo luteolina para el aglicon. El multiplete situado
entre 4,7 y 5,1 ppm integra 2 protones, correspondientes a dos protones
H-1 de sendos monosacadridos, lo cual indica que la substancia M es

un 4'-diglicdésido de la luteolina. -

Después de la hidrolisis de M durante 2 h con HCl 2N aq., no
se detecta ningin azucar. A partir de este hecho y de su alto Rf en capa
fina de celulosa eluida con HZO’ se induce que probablemente se trate de
un glucuronido. Para comprobarlo, se practica una hidrolisis parcial
(60 min a reflujo con HCl 2N aq. y MeOH a partes iguales), lo que
proporciona 4cido glucurénico (identificado por HPTLC), un solo heterd-

sido intermediario (M') y una pequefia cantidad del aglicon.

M' se purifica por una columna de Sephadex LH-20 eluyendo con MeOH.
Su espectro UV-visible es idéntico al de M y su hidrdlisis (60 min a
reflujo con HCl 2N aq.) proporciona luteolia y dcido glucuronico (iden-

tificado por HPTLC). Por tanto, M' es la 4'-0-glucuronil-luteolina.

De lo expuesto se deduce finalmente que M es la 4'-0-diglucuronil-

luteolina.

o ACIDO  _ o  ACIDO
GLUCURONICO™ 9~ GLUCURONICO

Substancia M: #4#'-0-diglucuronil-lu-

teolina.
2
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FIGURA V-46: Espectros UV-visible de

la substancia M.
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FIGURA V-47: Espectros UV-visible del

aglicon de la substancia
M.
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de protones
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FIGURA V-48: Espectro lH—NMR (80 MHz, d6-DMSO) de la substancia M.
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V.5.15.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA N,

Este compuesto ha sido aislado del extracto metandlico.

Datos analiticos:
- Comportamiento cromatografico: tablas V-2 (heterdsido) y V-3 (aglicon)
- Espectroscopia UV-visible: figuras V-49 (heterosido) y V-50 (aglicon).
- Espectroscopia LR figura V-51.

La hidrélisis de la substancia N proporciona luteolina (identifi-
cada cromatograficamente y por espectroscopfa UV-visible) y dos

monosacaridos, glucosa y ramnosa (identificados por HPTLC).

El estudio por espectroscopia UV-visible de N revela la existencia

de una sola cadena osidica, unida al hidroxilo de la posicion 7.

En el lH-NMR se aprecian dos sefiales de H-1 osidico que integran
un proton cada una, lo cual permite afirmar que N es un diglicosido.
El H-1 de la glucosa aparece como doblete deformado con una J de apro-

ximadamente 7 Hz (uniénp ), entre 4,9 y 5,1 ppm.

El H-1 de la ramnosa se presenta como ‘doblete a 4,5 ppm con
una J de unos 2 Hz, caracteristica de su union x. El metilo de la ram-
nosa aparece a algo mas de 1 ppm, parcialmente sobrepuesto a sefales

debidas a impurezas de la muestra.

El azucar unido directamente al aglicén es la glucosa, ya que su
H-1 aparece a campos mas bajos que el de la ramnosa. Finalmente, la si-
tuacion de las sefiales de estos protones en el espectro lH-NMR es carac-
teristica de ramnoglucdsidos con unidén 1-6, correspondiente al rutind-

sido.

Todo lo expuesto permite concluir que la substancia N es 1la 7-0-

(6-0-«-L-ramnosil-p-D-glucosil)-luteolina o luteolina-7-rutinosido.

OH Substancia N: 7-0-
(6-0-x-L-ramnosil-p
“OH -D-glucosil)-luteo-

lina.
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FIGURA V-49: Espectros UV-visible de - 7 i
la substancia N. L= . . }
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FIGURA V-50: Espectros UV-visible del

[N
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FIGURA V-51: Espectro lH—NMR (80 MHz, d6~DMSO) de la substancia N.
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VI.1.- EXTRACCION.

El material utilizado han sido las hojas desecadas de Salvia can-
delabrum Boiss. (muestra n2l9 de la tabla III-1), recolectada en
junio de 1980 en la subida al Puerto de Albufiol (Granada). Un ejemplar
testigo se halla depositado en el herbario BCF (pliego n2 32.591).

La extraccion se ha efectuado mediante disolventes de polaridad
creciente a partir de 194 g de material, tal como se ilustra en

la figura VI-1l. El rendimiento ha sido el siguiente:

Extracto "éter de petrdéleo™ ............. 11,11 g
Extracto cloroformico ..... Creeseeeea ... 22,36 g
EXEracto etéreo ...eeeeserienencennnens ... 2,109g

Extracto "acetato de etilo + butanol™ ... 16,40 g

El analisis por cromatografia en capa fina de los extractos obteni-
dos ha dirigido la investigacion hacia el aislamiento de las substan-
cias de los extractos cloroformico, etéreo y "acetato de etilo + buta-

nol”, en la forma que se expone en los apartados que siguen.

VI.2.- INVESTIGACION DEL EXTRACTO CLOROFORMICO.

Los 22,36 g de este extracto se someten primeramente a un des-
clorofilado parcial mediante cinco extracciones sucesivas con 100 ml de
1eOH cada vez, en frio y con agitacion. La fraccidn del extracto cloro-
Formico soluble en MeOH fué de 10 g. El marco se desechd una vez com-

srobada en é1 la ausencia de flavonoides.

Los 10 g de extracto soluble en MeOH se fraccionan en una columna
le poliamida CCé eluyendo con la siguiente serie de disolventes de pola-

~idad creciente:

Hexano:CHCl3 (99:1) a CHClB.
CHC13:MeCOEt (9:1).
CHC13:MeOH:MeCOEt:MeZCO {(40:5:5:1 a 40:20:5:1 a 10:20:5:1).

MeOH:MeCOEt:MeZCO (40:5:1 a 40:5:10).

Se obtienen 18 fracciones, cuya purificacion por cromatografia
:n columna de silicagel y Sephadex LH-20, y cromatografia en papel

Vhatman 3 (ver fig. VI-2), proporciona tres substancias.
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194 g hojas trituradas

- Concentrar hasta
eliminacion del
MeOH.

Extracto acuoso

- 4x600 ml CHC1

3
Fase amsd—e Fase acuosa
clorofdrmica
(descartada) - 8x500 ml éter

etilico.

Fase acuosa Fase etérea =

- 3x2,5 1 éter de petro-
leo a reflujo, 1,5 h
cada vez.
Extracto Marco
"éter de petroleo"
11,1l g - 3x2,5 1 CHC1, 3 reflujo,
1,5 h cada véz.
Marco Extracto
cloroférmico
- 3x2,5 1 MeQH en ca- 22,36 ¢
liente, 1,5 h cada
vez.
Extracto Marco
metanglico
~ 2x2,5 1 MeOH:H_ O (1:1)
- +500 ml H,0 en frio, 12 h cada vez.
Marco Extracto
(descartado) hidrometanolico

- Concentrar hasta eli-
minacion del MeOH.

Extracto
acuoso

- 7x500 m} eter etilico.

Fase etérea —w—wdm——. Fase acuosa

- 3x300 ml - Desecado con
AcOEt. NaZSOQ anhidro.
- 12x400 ml
- 12x600 ml Extracto etéreo BuCH.
BuCH. 2.1
1+ g

Fase "AcOEt+BuOH"

Fase butandlica Fase acuosa

Fase acuosa
(descartada)

(descartada)

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

- Liofilizar la solu-

cion acuosa.

Extracto "AcOEt + BuOH"
16,4 g

FIGURA VI-1: Pauta de extraccion seguida para las hojas de Salvia

labrum Boiss.

cande-
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Las substancias aisladas del extracto cloroformico se identifican
posteriormente como sigue:
Substancia B (3 mg): 7-0-Me-luteolina
Substancia E (5 mg): Genkwanina
Substancia F (140 mg): 11,12,14-trihidroxi-abie-
ta-8,11,13-trien-3,7-diona.

Fraccion soluble en metanol
del extracto cloroformico
10 g

PL (*)

T

18 fracciones

9 10 13
1,2 ¢g 300 mg 150 mg
LH-20 LH-20 TA-20
MeOH MeOH MeOH
—_— —_— —_—
S/CHClB:MeOH
(9971)
PC w-3
AcOH 30%aq.
S/AcOEt:
Eter de petrodleo
(70:30)
LH-20 LH-20 LH-20
MeOH MeoH_ _MeOH_
Substancia Substancia Substancia
F E B
140 mg 5 mg 3 mg

FIGURA VI-2: Aislamiento de las substancias B,E y F, a partir del extrac-
to clorofdérmico de las hojas de Salvia candelabrum Boiss.
LH-20: columna de Sephadex LH-20.PC W-3:cromatografia en papel
Whatman 3. PL: columna de poliamida. S: columna de silicagel.
(*): Para elucion , ver texto.
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VI.3.- INVESTIGACIGN DEL EXTRACTO ETEREOQ.

El extracto etéreo (2,1 g) se fracciona en una columna de poliamida

CC6 utilizando la serie de eluyentes siguiente:

CHC13:MeCOEt:Me2CO (40:5:1)
CHClB:EtOH:MeCOEt:MeZCO (40:5:5:1 a 40:20:5:1)
CHC13:Et0H:MeCOEt:MeZCO (35:20:5:1)

Se obtienen ocho fracciones, cuyas substancias se purifican por cro-
matografia en columna de Sephadex LH-20 y cromatografia en papel Whatman

3, siguiendo el esquema de la figura VI-3.

Extracto etéreo
2,1 g

PL/(*)

1

8 fracciones

2 3 4 5
50 mg 55 mg 25 mg 20 mg
PC w-3 PC w-3 LH-20
AcOH 30%aq. AcOH 15%ag. MeOH
I 1 T L 2 1
LH-20 LH-20 LH-20 = LH-20
MeOH MeOH MeOH MeOH
1T 1 I 1T
Substancia Substancia Substancia Substancia Substancia
C D E A B
5 mg 1 mg 6 mg 15 mg 3 mg

FIGURA VI-3: Esquema del aislamiento de las substancias A, B, C, Dy E a
partir del extracto etéreo de las hojas de Salvia candela-
brum Boiss. LH-20: columna de Sephadex LH-20. PC W-3: cro-
matografia en papel Whatman 3. PL: columna de poliamida.

(*): Para elucion, ver texto.
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De esta forma, se aislan del extracto etéreo cinco substancias, mas

tarde identificadas como sigue:
Substancia A (15 mg): Luteolina
Substancia B (3 mg): 7-0-Me-luteolina
Substancia C (5 mg): Apigenina
Substancia D (<1 mg): 5,4'-(OH)2-7,3'-(OMe)z-flavona (?)

Substancia E (6 mg): Genkwanina

VI.4.- INVESTIGACION DEL EXTRACTO "ACETATO DE ETILO + BUTANOL".

Para el aislamiento de las substancias de este extracto, 15,2 g del
mismo se fraccionan en una columna de poliamida CCé con mexclas hidrome-
tanélicas de concentracion alcohélica creciente. Se obtienen doce
fracciones, que previa purificacion por cromatografia en columan de Se-
phadex LH-20 y silicagel y cromatografia en papel Whatman 3 proporcionan

tres substancias que, una vez identificadas, resultaron ser las siguien-

tes:
Substancia G (13 mg): 7-0-A-D-glucosil-luteolina
Substancia H (20 mg): 7-0-diglucuronil-luteolina
Substancia I (17 mg): 7-0-(glucosil-glucuronil)-apigenina
Extracto "AcOEt + BuQH"
15,2 g
PL/MeOH:H,0
(4:6) a MeOH
—12 fracciones
5 11
532 mg 236 mg
Lh-Z0 FIGURA VI-4: Aislamiento de
< S/CHCL, :MeOH:H,0 .
(80:30:1 aeso:30:1 las substancias G, He I a par-
PC -3 60:30:5
AcOH 30% aq. & ) tir del extracto "AcOEt+BuQH"
T30 TH-20 Th0 de las hojas de Salvia cande-
MeOH MeOH HeQH labrum Boiss. LH-20: columna
de Sephadex LH-20. PL: colum-
Subst i Substanci Substanci
summla 1 N Scanc 2 na de poliamida CCé6. S: co-
20 mg 17 mg 13 mg ..
lumna de silicagel.
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VI.S.- DETERMINACION ESTRUCTURAL DE LAS SUBSTANCIAS AISLADAS.

VI.5.1.- COMPORTAMIENTO CROMATOGRAFICO.

En las tablas VI-1 (aglicones flavdnicos y substancia F), VI-2 (he-

terosidos flavonicos) y VI-3 (aglicones liberados en la hidrdlisis de

los heterdosidos con HC1 2N, 120 min a 100°C) se resumen las caracteris-

ticas de revelado y Rf de las substancias aisladas de las hojas de Sal-

via candelabrum.

Las abreviaturas utilizadas para el revelado, son las siguientes:

A = Amarillo AV = Amarillo verdoso N = Naranja
A0 = Amarillo oscuro VO = Violaceo oscuro

Y para los sistemas cromatograficos:

CL-1 = TLC celulosa/AcOH 50%agqg. CL-2 = TLC celulosa/AcOH 50%ag.
CL-3 = TLC celulosa/HZO

PC-1 = Cromatografia en papel Whatman 1/AcOH 50%aq.

PC-2 = Cromatografia en papel Whatman 1/AcOH 30%aq.

S-2 = TLC silicagel/Benceno:Dioxano:AcOH (90:25:4)

S-4 = TLC silicagel/AcOEt:MeCOEt:AcOH:HzO (5:3:1:1)
S-5 = TLC silicagel/CHClB:MeOH:H20 (65:45:12)
S-6 = TLC silicagel/Tolueno:MeOH:AcOH (40:3:2)
S-7 = TLC silicagel/Hexano:CHClB:MeOH (40:40:3)
REVELADO Rf X 100
subsc  UVsenm N /S Alcly/NY o MEUEC L oPe-l pe-2 cLel cL-2 5-6 57
A VO A A N 47 20 48 22 5 0
Lut. Vo A A N 46 19 48 21 5 0
B Vo A A N 52 21 60 2 29 7
c Vo A0 A AV 60 30 64 30 10 &
Api. 0] A0 A AV 60 30 65 30 10 4
D VO - A - -~ - - 36 - -
E vo A A A 68 34 72 39 34 46
F A N N AV 88 82 8 59 31 31

TABLA VI-1: Caracteristicas cromatograficas de los aglicones flavonicos

y la substancia F aislados de S. candelabrum. Api.: apigeni-

na.

Lut.: luteolina. Para otras abreviaciones, ver texto.
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REVELADO RFf X 100 TLC
i’;‘ﬁiia Uvs6nm NH/Sy.  ALCLy/SY.  NEU/SY.  CL-2 CL-3 S-4 S-S
c VO A A N 35 25 42 50
7CLu. VO A A N 36 25 42 50
H VO A A N 38 35 17 25
1 VO AV A AV 53 51 24 31

TABLA VI-2: Caracteristicas cromatograficas de los heterdsidos flavéni-
cos aislados de Salvia candelabrum. 7GLu: 7-glucosil-luteoli-

na. Para otras abreviaturas, ver texto.

REVELADO Rf X 100 TLC
igﬁz;a uv3iéeéenm NH3/366nm AlC13/366nm NEU/366nm CL-1 CL-2 S-2 i:i
G-A VO A A N 56 21 1 1
Lut. VO A A N 56 21 14 1
H-A VO A A N 56 21 14 1
I-A VO AO A AV 70 29 26 3
Api. Vo A0 A AV 70 28 26 3

TABLA VI-3: Caracteristicas cromatograficas de los aglicones liberados
por hidrolisis (HCl 2N, 120 min, 100°C) de los heterdsidos
aislados de Salvia candelabrum. La letra del heterdsido se-
guida de A indica el aglicén correspondiente. Api.: apigeni-

na. Lut.: luteolina. Para otras abreviaturas, ver texto.
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VI.5.2.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA A,

El compuesto A ha sido aislado del extracto etéreo.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla VI-1.

Espectroscopia UV-visible: figura VI-5.
- Espectrometria de masas (EI-MS): figura VI-6.

Espectroscopia L NMR: figura VI-7.

Su comportamiento cromatografico, idéntico al de la luteolina, y el
analisis espectroscépico indican que la estructura del compuesto A corres-
ponde a la de este aglicon flavonico. La deduccion se ha efectuado de
forma similar a la de la substancia H de Salvia lavandulifolia subsp.
lavandulifolia expuesta en el apartado V.5.9., por lo que nos limitare-

mos aqui a dar los datos espectroscopicos.

Substancia A: 5,7,3',4'-(0H)4-flavona

{luteolina).
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FIGURA V-5: Espectros UV-visible de

la substancia A.
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N %
H:0 N AN DMSO

10 9 8 7 3 s 4 Y 2 1 0 ppm

FIGURA VI-7: Espectro lH-NMR (80 MHz, d_-DMS0Q) de la substancia A.

6
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VI.5.3.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA B.

Esta substancia ha sido aislada tanto del extracto cloroformico

como del etéreo.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla VI-1.

Espectroscopia UV-visible: figura VI-8.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura VI-9.

Espectroscopia Ly NR: figura VI-10.

El comportamiento cromatografico de B es el de una flavona mas apo-
lar que la luteolina y del mismo orden o algo mas apolar que la apigeni-

na.

El analisis por espectroscopia UV-visible permite deducir que
se trata de una 5-0OH-flavona, con el 7-OH substituido y con un grupo
o—(OH)2 en el anillo B. Se aprecia también la falta de substitucion en 6

y 8.

El M a m/z = 300 en el EI-MS responde a una formula molecular
C16H1206’ correspondiente a una trihidroximetoxiflavona. Llos picos a
m/z = 285, 271 y 257 (M-15, M-29 y M-43, respectivamente), caracteristi-
cos de flavonas metoxiladas, tienen baja intensidad, lo cual indica que
el grupo -OMe no se encuentra en 6 ni en 8. Dado que los picos a
m/z = 166 y 167 (A;'y Al+l.respectivamente) demuestran que el grupo me-
toxilo se encuentra en el anillo A, y que por espectroscopia UV-visible

se observa que el 5-0OH estd libre, el -OMe debe ocupar la posicion 7.

El anillo B debe contener dos hidroxilos, que gracias al lH—NMR po-
demos situar en las posiciones 3' y 4'. En éste no se aprecia el

metoxilo porque queda incluido en la sefial debida al HZO y al MeCOH.

La estructura resultante es, pues, la de la 7-0-Me-luteolina o
5,3',4'-(OH)3-7~OMe—flavona.

Substancia B8: 5,3',4'—(OH)3'7-OMe—

flavona (7-0-Me-luteolina).




FIGURA V-8: Espectros UV-visible de

la substancia B.

- 165 -

kT

i
p
1y

e 265 '/ [ (1 \
_ A p, =y E‘ -1
\\ SN N
\bsde | /1, AL X
AL N
\ ko // \I ‘ ! N
N -] \ oo
r's - \ A
N ..---—“— t L, ! ‘—_‘ \ 'y
| i I\'\“\ N
' . T g
MeOH == NaOMe
i | ‘ l. .}ﬁ.' -{- 4- 4 ’1' T;..,. -} .t's b
Ll lr o i b
! 1
- — ‘e 4 - P o eep ] g Lo
FERERE 1 1
P [ - — - * [ U S PSP, -
m ! . \ $70 - '
\! /"\\m RERE-ERRERERERNEREN R SE 11 e '!T_‘Tw T
3 B ] YA r
p TN S 1
i e L ' A QL AN C sz | /'/ \
‘ 9 ‘_P‘ o | ¥ A A ! T i‘\\},‘: \ 7
"/ \ \1“. /l;'r L ' ‘ :/! :\'\ /] /(\l-‘l AN
! \ \\ ! { y N ( ; : :\J ) 4 —‘A \\": H
- \ YAV b REED / JAMLN \
1 BT T e
IR N R I RN
R A -1 1= C A N -
: :J-...\:; 1N Sl pd o N
p O O 1 A s BN - il S NN
M T ELEOTRASA PR T SEEal :—.g*jjx—:\:f\,
MeOH - ——— Al1Cl, MeOH = NalOAc
~~~~~ AlCl, + HCl == ——= NaOAc + H,B0,

NaOAc + H,BO0O,:

MeQH: 252

NaOMe: 266
AlCl;: 272

AlCl, + HCl: 262
NaOAc: 270

260

Datos espectrales: A en nm, i = inflexidn.

265  290i
327 400
2951 360i
274 2953
3201 410
2901 362

346

414
356

383




- 166 -

198 1
80:
66:
s0

1 €9

20443  s5 95 153 147
79 198 123 135 18 185 208

mg_;;}lh! ILL;I IS0 TR WUV K T PO | i1 nm o) il
| e t t Y T t T -y ) T T

—
20 39 69 89 109 122 149 158 132 293
] 309

88

68

<

40 4

20 4 229
{213 243 l
o [

Y T R WA S

K N i t v M | i L1
229 248 269 239 396 329 34 350

m/z 136
OH M-+

—a_ A

3
o} n/z 272
M-29 % _ _CO-CHs
w/z 271 M-15 Ly

- wn/z 285 m/z 300 M-71
’ IRDA mz 229
M-4y4 [
n/z 257 . - OH
At -—— ¢ OH
\\C . ]
m/z 167 0 “c‘ OH o
®
OH CH
MY w/z 166 B,* B,*
‘-CO n/z 134 m/z 137
CH3° -]-!--
~CH, aus =0 o oaen
OH \0 miz 123 m/z 95
A -28
ml/z 138

FIGURA VI-9: Espectro EI-MS y fraccionamiento de la substancia B.




- 167 -

N
d

H.0 + MeOH
+ 7-0CH;

7\

N
QCETONA

o1
[Tr
F-3

W4

FIGURA VI-10: Espectro

cia B.

1o NMR (80 MHz, CD

3OD

+ acetona) de la substan-




- 168 -

VI.5.4.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA C.

Este compuesto ha sido aislado del extracto etéreo.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla VI-1.

Espectroscopia UV-visible: figura VI-12.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura VI-13.

Espectroscopia L NMR: figura VI-1l.

De forma similar a como se ha explicado para la substancia F de
Salvia lavandulifolia subsp. lavandulifolia, se deduce que el compuesto C
de Salvia candelabrum, por sus caracteristicas cromatograficas vy

espectrales, es la apigenina o 5,7,4'—(0H)3-flavona.

Substancia C: 5,7,4'-(0H)3-fla-

vona (apigenina)

10 9 8 7 [ 5 4 3 2 1 0 ppm

FIGURA VI-11: Espectro lH~NMR (80 MHz, d6-DMSO) de la substancia C.
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VI.5.5.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA D.

El compuesto D ha sido aislado a partir del extracto etéreo.

Datos analiticos:
- Comportamiento cromatografico: tabla VI-1.

- Espectroscopia UV-visible: figura VI-14.

La substancia D se comporta cromatograficamente como una flavona

mas apolar que la apigenina.

El analisis por espectroscopia UV-visible permite deducir las si-
guientes caracteristicas estructurales:

- 5-QOH-flavona, ya que el espectro en ALCl,+HCl esta constituido por

cuatro bandas y el desplazamiento de 1la baida I en AlCl3 respecto al
MzOH (39 nm) se conserva al afiadir HCl.

- 4'-0H libre, por el desplazamiento de la banda I producido al afiadir
NaOMe a la solucion metandlica de D.

- Anillo B disubstituido (forma de la banda II en el espectro metandlico)
por un grupo o-hidroxilo-metoxilo, por el .pequefio desplazamiento
hipsocromo producido en la banda I al afadir HCl, respecto al espectro
registrado en AlClB.

- 7-0OH substituido, ya que no existe desplazamiento de la banda II al
afladir NaOAc a la solucidn metandlica de D.

- Ausencia de substitucion en 6 y 8, por la forma de los espectros en

AlCl3 (banda I) y metandlico (banda II), respectivamente.

Debido a la poca cantidad de substancia aislada, no ha sido
posible registrar sus espectros lH—NMR y EI-MS que permitirian confirmar
la estructura, por lo que la estructura del compuesto D se mantiene a

nivel de propuesta como la de la 5,4'-(OH)2~7,3'-(OMe)Z-flavona.

5,4'-(OH)2-7,3'—(OMe)Z—flavona
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VI.5.6.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA E,
El compuesto E ha sido aislado tanto del extracto etéreo como del
clorofoérmico.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla VI-1.

Espectroscopia UV-visible: figura VI-15.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura VI-16.

Espectroscopia L NMR: figura VI-17.

El analisis cromatografico y espectroscopico de esta substancia
permite deducir, de forma similar a como se ha efectuado para la
substancia E de Salvia lavandulifolia subsp. lavandulifolia en el apar-
tado V.5.6., que el compuesto E de Salvia candelabrum es la genkwanina o
5,4'-(0H)2-7-OMe~flavona.

Substancia E: 5,4'-(OH)2-7~OMe-flavona

(genkwanina).
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FIGURA VI-16: Espectro EI-MS y fraccionamiento de la substancia E.
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1< DMSO

FIGURA VI-17: Espectro 1H—NMR (80 MHz, d6-DMSO) de la substancia E.
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VI.5.7.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA F.

Esta substancia no flavonica fue aislada del extracto clorofdormico
y reclamo nuestro interés por aparecer cuantitativamente importante en

los analisis cromatograficos de dicho extracto.

Datos analiticos:
- Comportamiento cromatografico: tabla VI-1.
- Punto de fusion (Kofler): 224-22629C.
- Composicion elemental por combustion: 68,89% C, 7,5% H y ausencia de N.
- Espectroscopia infrarroja: figura VI-18.
- Espectroscopia UV-visible: figura VI-19.
- Espectrometria de masas (EI-MS): figura VI-20.
- Espectroscopia lH—NMR: figura VI-21 (CDClB), figura VI-22 (simulacion),
figura VI-23 (bidimensional) y tabla VI-4 (asignacion).
- Espectroscopia 13
rimento SEFT).

C-NMR: figuras VI-24 (espectro normal) y VI-25 (expe-

El peso molecular de F es, segin el EI-MS, de 346. No se aprecian en
el espectro sefiales caracteristicas de halégenés que, por otra parte,
son elementos raros en los compuestos organicos naturales, ni azufre.
Atendiendo a ello y al andlisis por combustién, se obtiene para la subs-
tancia F una férmula molecular C20H2605’ con uno porcentajes teoricos
del 69,32% de C, el 7,55% de H y el 23% de 0, similares a los valores
experimentales obtenidos en el analisis elemental (68,98% de C, 7,5% de

Hy 23,61% de 0).

El compuesto presenta ocho insaturaciones. Este numero y la
situacidn de las bandas en el espectro UV-visible descartan la posibili-

dad de que se trate de un flavonoide.

En el espectro infrarrojo las principales bandas son las siguientes:
3.250 cm_l ancha (alargamiento -0H), 2.970 em (alargamiento C-H alifa-
tico), 1.690 en! (alargamiento C=0) y 1.600 em! (alargamiento C=C aro-

matico).

En el espectro UV-visible los desplazamientos de la banda metandlica
a 289 nm, al afiadir NaOMe (AA= 51 nm) y NaOAc (AX= 44 nm), sugieren la
existencia de hidroxilos acidos ionizables de caracter fendlico. El des-
plazamiento batocromico de las bandas al afiadir A1Cl, indica la existen-

3
cia de grupos formadores de quelatos, normalmente 0—(0H)2 0 un grupo
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carbonilo suficientemente cercano a un hidroxilo (tipicamente & o 3 car-

bonilicos).

El espectro de masas presenta un pico base, coicidente con el
molecular, a m/z = 346, y otro muy intenso (76,5%) a m/z = 331 (M-15),
lo cual indica la presencia de grupos metilo. Se observan, ademas, di-
ferencias de 14 y 28 unidades de masa, debidas a pérdidas de metilos y
carbonilos. El M-43 (m/z = 303) es caracteristico, también, de la pérdi-

da de un grupo isopropilo.

En el espectro 1H—NMR registrado en CDCl3 (fig. VI-21) se aprecia:

- Tres sefiales hidroxilicas, puesto que desaparecen al afiadir DZO (debido
al intercambio con el medio), que integran un protdén cada una.
Sus desplazamientos quimicos a 5, 5,9 y 13,5 ppm indican que son hi-
droxilos aromaticos y que el Ultimo de ellos esta formando un puente
de hidrégeno. i

- Tres sefales a 1,15 ppm (6-H), 1,3 ppm (3-H) y 1,4 ppm (6-H), debidos
a cinco grupos metilicos.

- Dos multipletes centrados a 2,6 y 3,25 ppm que integran ocho protones
alifaticos.

- Ausencia de protones aromaticos, de lo que se deduce que, de haber un

anillo aromatico, debe estar totalmente substituido.

En el espectro lH—NMR registrado en metanol (ver parte superior de
la figura VI-23) los grupos metilicos aparecen a 1,15 ppm (6-H, singule-
te), 1,44 (3-H, singulete) y 1,30 (6-H, doblete, J = 7 Hz). La irradia-
cion a 3,15 ppm colapsa este Ultimo doblete a singulete, lo cual con-

firma la existencia de un grupo isopropilico.

El espectro de 13C-NMR (fig. VI-24) presenta dos sefiales carbonilicas
(a 205,17 y 219,5 ppm) y seis caracteristicas de carbonos aromaticos,
entre 100 y 170 ppm, lo que confirma la existencia de un anillo bencéni-
co totalmente substituido. Este y los dos carbonilos suponen seis insa-
turaciones, restando dos mas, que deben asignarse a la existencia de
otros dos anillos en la molécula, ya que ésta no da sefiales de insatura-

ciones no aromaticas.

En la zona entre 10 y 60 ppm aparecen los doce carbonos restantes.
En el experimento SEFT (fig. VI-25) éstos proporcionan seis sefiales
con fases positivas (una de las cuales es doble) correspondien-

tes a los cinco metilos y dos carbonos metinicos, y cinco negativas, de-
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bidas a dos carbonos cuaternarios (sefiales debiles) y tres grupos CH2

(seflales intensas).

Lo expuesto hasta ahora, atendiendo ademas al tipo de substancias
diterpénicas descritas por otros autores en especies de Salvia L. (ver
tabla VIII-2), nos permitid proponer para la substancia F la estructura
de la 11,12,14-trihidroxi-abieta-8,11,13-trien-3,7-diona. Esta ha podi-
do ser confirmada gracias a un estudio mas profundo de la molécula por
lH~NMR a 400 MHz y por lH—NMR-ZD a 250 MHz.

La zona de protones metilénicos y metinicos del espectro lH--NMR,
dada su complejidad, no es interpretable, incluso ni a 400 MHz. Por
ello, la disposicidon de estos protones en la molécula (a excepcion del
H-15 del -CH isopropilico) ha debido ser confirmada mediante simulacion
(fig. VI-22), utilizando el programa PANIC. Con este fin, se ha introdu-
cido en el ordenador el sistema formado por los protones H-1 &« y @& y
H-2 « y #, mas el formado por los H-5x y H-6 & y 3. El espectro creado
en estas condiciones por el ordenador es similar al experimental, como

se muestra en la figura VI-22.

Por Ultimo, el espectro NMR bidimensional (COSY) homonuclear de
protén de F (figura VI-23) confirma la conectividad de los protones de

la molécula. Las asignaciones del lH-NMR (CDBOD) figuran en la tabla VI-&4.

La estructura de la substancia F queda asi establecida como la de la
11,12,14-trihidroxi-abieta-8,11,13-trien-3,7~diona.

Substancia F: 11,12,14-trihidroxi-
abieta-8,11,13~trien-3,7-diona.

Este compuesto, con estructura diterpénica derivada del abietano,
segun nuestros conocimientos, no habia sido aln descrita en la naturale-

Za.
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H ) (*) Acoplamientos
1p 3,40 (m) 31/3,10« = 13,9 Hz 36ﬂ,6u= 16,6 Hz
1l 2,0]. (m) k| = 5,3 Hz 3
= 5,3 H )
2p 2,64 (m) 16,2p 15,15(CH,), = 7,0 Hz
4-(CHy), 1,15 (s) Jm’zp = 8,6 Hz
& 2,42 (m) Iy ox = 853 Hz
6/ 2,78 (m) ’
6% 2,45 (m) o 20 = 142 Hz
10-CH, 1,44 (s) 35«,6p = 14,6 Hz
15 3,33-3,50 (m) Sy g = 209 Hz
15-(CHy), 1,30 (d) ’

. 1
TABLA VI-4: Asignaciones de los protones de la substancia F en “H-NMR
(400 MHz, CDBOD). d en ppm. (*): multiplicidad.
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FIGURA VI-18: Espectro IR (pastilla de KBr) de la substancia F.
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FIGURA VI-20: Espectro EI-MS de la substancia F.
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FIGURA VI-21: Espectro 1H-NMR (80 MHz) de la substancia F disuelta en CDCl
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FIGURA VI-22: Espectro “H-NMR (400 MHz, CDy0D) de la substancia

F entre 1,9 y 3,5 ppm. E: expérimental. S: Simulado por
ordenador.
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FIGURA VI-23: Espectro de lH-NMR bidimensional (COSY) (250MHz, CD,0D)

de la substancia F.
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FIGURA VI-24: Espectro 13C-NMR (100, 57 MHz, CDBOD) de la substancia F.
A: ampliaciones.
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FIGURA VI-25: Experimento SEFT en 12C-NMR (20,14 MHz, CD40D) realizado

sobre la substancia F en la zona de 0 a 80 ppm.
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VI.5.8.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA G,

El compuesto G ha sido aislado del extracto "AcOEt + BuQH".

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tablas VI-2 (heterdsido) y VI-3 (aglicdn)

Espectroscopia UV-visible: figuras VI-26 (heterdsido) y VI-27 (aglicon)

Espectroscopia L R figuras VI-28 (heterodsido) y VI-29 (aglicon).

Espectro de masas (EI-MS) del aglicon: figura VI-30.

El andlisis cromatografico y espectroscopico de G y sus productos
de hidrolisis permite concluir que su estructura es la de la 7-0-A-D-glu-

cosil-luteolina.

La estructura del compuesto G ha sido deducida de forma similar a
la de la substancia J de Salvia lavandulifolia subsp. lavandulifolia
(apartado V.5.11). Para el registro del lH—NMR del aglicdn obtenido
por la hidrdlisis de G, se purifico previamente por una pequefia columna
de Sephadex LH-20.

Substancia G: 7-0-f-D-glucosil-luteolina
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de la substancia G.

FIGURA V-26: Espectros UV-visible
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FIGURA VI-28: Espectro lH-NMR (80 MHz, d6-DMSO) de la substancia G.
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FICURA VI-30: Espectro EI-MS del aglicon de la substancia G.




- 192 -

VI.5.9.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA H.

El compuesto H ha sido aislado a partir del extracto "AcOEt + BuQH".

Datos analiticos:
- Comportamiento cromatogrifico: tablas VI-2 (heterdsido) y VI-3 (aglicon).
- Espectroscopia UV-visible: figuras VI-31 (heterdsido) y VI-32 (aglicon)
- Espectroscopia Li_MMR del heterdsido: figura VI-33.

El aglicon liberado por la hidrélisis de la substancia H es
la luteolina (identificada cromatograficamente y por espectroscopia UV-

visible).

El analisis espectroscépico UV-visible y por L_MMR de H indica que
la cadena osidica esta unida al hidroxilo de la posicion 7.

En el 1H—NMR del heterdosido se observa un doblete deformado

(5,0-5,2 ppm) caracteristico del H-1 osidico que integra 2 protones. Se

trata, pues, de un diglicodsido.

Su alto Rf en capa fina de celulosa/HZO y la no deteccidn de
azucar después de la hidrolisis total indica que, probablemente,

se trate de un glucurdnido.

Esto se comprueba de forma similar a como se ha explicado para
la substancia M de Salvia lavandulifolia subsp. 1lavandulifolia (ver
apartado V.5.14), mediante hidrdélisis parcial, aislamiento del heterosi-
do intermediario (cuyo espectro UV-visible es idéntico al de H) e hidro-
lisis de éste, que permiten configurar la estructura de la cadena

osidica como diglucuronil.

Por tanto, la substancia H es la 7-0-diglucuronil-luteolina.

~OH
ACIDO , Substancia H: 7-0-diglu-
GLUCURONICO ~O Z50H  curonil-luteolina.
9 6 3
ACIDO OH 3

GLUCURONICO
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FIGURA V-31: Espectros UV-visible de

la substancia H.
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FIGURA V-32: Espectros UV-visible del

aglicon de la substancia
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FIGURA VI-33: Espectro lH-NMR (80 MHz, d6—DMSO) de la substancia H.
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VI.5.10.- ESTRUCTURA DE LA SUBSTANCIA I.

Esta substancia ha sido aislada del extracto "AcOEt + BuQH".

Datos analiticos:
- Comportamiento cromatografico: tablas VI-2 (heterdsido) y VI-3 (aglicén)
- Espectroscopia UV-visible: figuras VI-34 (heterdsido) y VI-35 (aglicon)
- Espectroscopia lH-NMR del hetrosido: figura VI-36.

El aglicon liberado por la hidrolisis del compuesto I, una vez
estudiado cromatograficamente y por espectroscopia UV-visible, resulta

ser la apigenina.

Del analisis por espectroscopia UV-visible de I, se deduce que la
cadena glicosidica se halla unida a través del hidroxilo de la posi-
cion 7.

El lH—NMR de I confirma este punto e indica que se trata de

un diglicdsido (doblete deformado entre 4,9 y 5,2 ppm que integra 2H

correspondientes a H-1'' y H-1"''"}).

La hidrolisis total proporciona glucosa (identificada por HPTLC)
como uUnico azucar. Sin embargo, el comportamiento cromatografico de I
permite sospechar que contiene un acido uronico. Por ello, la molécula
se estudia utilizando la misma secuencia hidrolitica que para la
substancia M de Salvia lavandulifolia subsp. lavandulifolia (ver
apartado V.5.14). La primera hidrolisis libera glucosa y un heterdsido
intermediario (I'). Este presenta un espectro UV-visible idéntico
al de I, y su hidrélisis proporciona apigenina y acido glucuronico. I' es,
pues, la 7-0-glucuronil-apigenina, por lo que la estructura de I debe

ser la de la 7-0-(glucosil-glucuronil)-apigenina.

GLU%OSA
7
. SUbstancia I: 7-0-(glu-
ACID
GLUCURO%ICO AN OH cosil-glucuronil)-api-

genina.
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FIGURA V-34: Espectros UV-visible de

la substancia I.
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FIGURA V-35: Espectros UV-visible del

aglicon de la substancia
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FIGURA VI-36: Espectro lH-Nl‘\1R (80 MHz, d,-DMSO) de la substancia I.
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VII.1.- INTRODUCCION.

En el presente capitulo se realiza un analisis comparativo por cro-
matografia 1lfquida de alta resolucion (HPLC) y diversos sistemas
de cromatografia en capa fina (TLC) de la composicidon en aglicones fla-
vonicos libres, acido caféico y acido rosmarinico de diversos taxones

del género Salvia.

Para ello, los extractos de las hojas, obtenidos y purificados en
la forma expuesta en el apartado VII.2., se analizan cromatograficamente
en los sistemas descritos en el apartado VII.3., frente a substancias
patron cuya estructura y procedencia se resumen en la tabla VII-1.

No se ha podido incluir entre las mismas la 7-0-Me-luteolina (substan-
cia B, aislada de Salvia candelabrum) debido a la degradacion que

sufrié en las etapas de estudio de su estructura.

Se han analizado, también, los extractos de Salvia lavandulifolia
subsp. lavandulifolia y Salvia candelabrum, cuyo estudio mas profundo se
describe en los capitulos V y VI, respectivamente, para apreciar el ni-

vel de deteccion de los sistemas y condiciones utjilizados.

VII.2.- OBTENCION Y PURIFICACION DE EXTRACTOS.

Los extractos han sido obtenidos a partir de 10 g de hojas deseca-
das, segin la pauta esquematizada en la figura VII-1, tomada de MARTINEZ-
VERGES (1980) y modificada. En sintesis, se trata de efectuar una
extraccion hidrometandlica, eliminar el metanol y fraccionar la solucion
acuosa asi obtenida con éter de petrdleo y éter etilico. Este uUltimo
extracto se divide en dos porciones iguales, una de las cuales se
fracciona con bicarbonato sddico, que ioniza los acidos fenoles y
se consigue, asi, eliminarlos con la fase acuosa. Todos los extractos se
purifican, finalmente, por filtracion, a través de un cartucho de
fase inversa C-18, que retiene la mayoria de clorofilas y gran parte
de las substancias mas apolares que entorpecen el analisis cromatografi-
co. Los cartuchos se acondicionan previamente pasando unos 15 ml de
MeOH 90% aq. y después de cada filtrado se lavan con unos 20 ml de
CHClB:MeOH (2:1) y unos 15 ml de MeOH 90% aq. dejandolos listos para

un nuevo filtrado.
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A)Flavonas

R6 R7 RB' RQ, Nombre trivial Procedencia

1 -H -0OH -H -0H Apigenina 1, 2, 3
2 -H -OCHB -H -0H Genkwanina 1, 2
3 -H -OCH3 -H —OCH3 3g§§ﬁg?ilgenk- 3

4 -H -0H -0OH -0H Luteolina 1, 2, 3
5 -H -OH -OH -OCH3 Diosmetina 4

6 -H -OH -OCH3 -0H Crisoeriol 5

7 -OCH3 -0H -H -OH Hispidulina 1

8 -OCH3 -OCH3 -H -0H Cirsimaritina 1

9 -OCH3 -OCH3 -H -OCH3 Salvigenina 1, 3
10 —OCH3 -OH -OH -0H Nepetina 1
11 -OCH3 —OCH3 -0H -OCH3 Eupatorina 1

B) Acidos fenoles.

12 Ac. caféico 6
~OH
> - 2'3'Cﬂf

13 HO= 6 Ac. rosmarinico 1, 7

TABLA VII-1: Estructura y orfgen de las substancias patrén utilizadas en
el estudio comparativo de especies de Salvia. 1: Aislado
de la muestra n220 (Salvia lavandulifolia subsp. lavanduli-
folia). 2: Aislado de la muestra n?l9 (S. candelabrum). 3:
Aislado de S. verbenaca [CANIGUERAL, 1982]. 4: SarsyntexR.
5: Dr. Wagner (Munich). 6é: Flukaf. 7: Dr. Andary (Montpellier).
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Hojas desecadas y trituradas

10 ¢

- 4x100 ml MeOH 60%aq., 10 min
cada vez con agitacién.

Extracto hidrometandlico

Extracto

Fase acuosa

- Filtrar {papel).

- Evaporar el MeOH.
acuoso

- 2x75 ml éter de petrdleo 40-602,

- 4x20 ml éter etilico

Fase etérea

Fase acuosa

(descartada)

- Dividir en 2 partes
iguales
Fase etérea I
- 60ml NaHCO3 0,5M aq.
Fase acuosa Fase etérea

(descartada)

- Lavar 2 6 m3s veces
con 35 ml de H,0 des~
tilada hasta pH neu-
tro.

Fase acuosa
(descartada)

Fase etérea

- Desecar con Nazsoq
anhidro.

Extracto etéreo I

MeOH 90%aq.

fase reversa C-18 (Sep-pack,
Waters) pasando 3 ml mds de
MeOH 90%aq.

Extracto etéreo 1
purificado

concentracion aprox. de 10
mg/ml.

|Extracto EE~II

«——Disolver en aprox. 1 ml de——w—e=

w~—Filtrar por un cartucho de ——o

««— Concentrar a residuo seco.,m———s

Extracto
purificado

«+—Disolver con MeOH hasta una ———e

Extracto "éter

Fase etérea I1

- Desecar con NaZSOA
anhidro.

- Filtrar y concen-
trar a residuo se-
co.

Extracto etéreo II

etéreo II

I Extracto EE-II l

Extracto "éter

Fase "éter de petrdleo"

- Desecar con Na

SO
anhidro. 4

2
- Filtrar y concentrar
de petrcoleo”

- Disolver en aprox. 1
ml MeOH 90%aq.

~ Filtrar por un cartu-
cho de fase inversa
C-18 (Sep-pack de Wa-
ters ) pasando 4 ml
mas de MeOH 90%ag.

- Concentrar a residuo
seco.

de petrdleo™
purificado

- Disolver con Me(H has-
ta una concentracion
de aprox. 10 mg/ml.

I Extracto EP [

FIGURA VII-1: Obtencion y purificacidn de extractos para el anilisis

comparativo de salvias.
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No puede despreciarse el extracto "éter de petréleo", que algunos
autores utilizaban Unicamente para desengrasar y desechaban, porque en
nuestro caso extrae los aglicones flavonicos mas apolares. Hemos obser-
vado que este extracto concentra de forma bastante selectiva la salvige-
nina y la 5—0H-7,4'—(OMe)Z-flavona.

En el casﬁ del extracto etéreo, el tratamiento de parte del
mismo con NaHCO3 es interesante por dos motivos:

- Permite eliminar substancias acidas (principalmente 4cidos fenoles)
que podrian interferir en los analisis por TLC. Resulta (til cromato-
grafiar paralelamente los extractos tratados y no tratados.

- En los analisis por HPLC, la notable disminucidon de intensidad e in-
cluso eliminacion de un pico en el cromatograma del extracto tratado
con NaHCOj respecto al del no tratado, es un elemento diagnostico mas
sobre 1la estructura acida de las substancias correspondientes,
resultando de gran ayuda en la interpretacion de los andlisis (ver fi-
gura VII-3).

VII.3.- ANALISIS DE LOS EXTRACTOS.

Los extractos han sido analizados por cromatografia en capa

fina y cromatografia liquida de alta resolucion.

Los sistemas utilizados en cromatografia en capa fina han sido los
siguientes:
CL-1: Celulosa/AcOH 50%aq.
CL-2: Celulosa/AcOH 30%agq.
S-1: Silicagel/CHClB:MeOH (93:7)
5-2: Silicagel/Benceno:Dioxano:AcOH (90:25:4)
S-3: Silicagel/CHC13:Hexano:MeOH (40:40:3)

El desarrollo cromatogrdfico ha sido de 18-19 cm en las placas

de celulosa y de 8-9 cm en las de silicagel.

En cada placa, paralelamente a los extractos se han sembrado las
substancias patron. En la tabla VII-2 se dan las caracteristicas de re-

velado y Rf de los patrones utilizados.

Para cada extracto se han efectuado 2 (extractos EP) o 3 {(extractos
EE-I y EE-II) siembras contiguas con distintos volumenes de extracto

(aproximadamente, 10 a lOO/ﬂl).
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REVELADO Rf X 100 TLC HPLC
UV366nm ALC1/3) CL-1 CL-2 5-15-2 5-3 tr (min)
1 Apigenina VO A 70 28 26 25 7 19,96
2 Genkwanina VO A 81 29 42 41 19 25,79
3 5-0H-7,4'-(0Me)2-
flavona VO A 81 26 73 65 58 27,45
4 Luteolina VO A 56 21 16 13 4 15,62
5 Diosmetina VO A 67 25 32 29 10 21,70
6 Crisoeriol Vo A 67 26 31 32 10 21,03
7 Hispidulina VO VO 79 37 29 33 10 21,03
8 Cirsimaritina VO Vo 89 49 40 35 16 24,13
9 Salvigenina VO \0) 92 46 72 58 52 26,47
10 Nepetina VO VO 65 28 19 18 5 17,01
11 Eupatorina VO VO 87 46 56 39 24 24,66
12 Acido caféico AF AF 75 6—8 5 17 0 2,30
13 Acido rosmarinico  AF ALF 84 78 0 2 0 6,27

TABLA VII-2: Comportamiento cromatografico de las substancias patron.
A: Amarillo; AF: Azul fluorescente; ALF: Azul-lila fluores-

cente; VO: violdceo oscuro. Para los sistemas de TLC y con-
diciones de HPLC, ver texto.

Las placas ya eluidas se han observado a la luz UV de 2% nm y 366 nm

y a 366 nm después de revelar con AlCl, & H,0 al 6% en MeOH.

3
Los andlisis por HPLC se han llevado a cabo en las siguientes con-
diciones:
- Columna: 250 x 4,6 mm, rellena de Spherisorb 0DS-2 (fase inversa
tipo C-18) de 5 m.
- Eluyente: Bomba A: MeOH
Bomba B: AcOH 5% en HZO
- Eluciodon: Temperatura: 402C
Flujo: 2,4 ml/min
Presion de trabajo: entre 3700 psi (inicial) y 1700 psi (final)
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0-8 min 30% A, isocratica.

8-9 min gradiente de 9%A/min.

9-15 min isocratica (39% A).

15-16 min gradiente de 9%A/min.

16-20 min isocratica (48% A)

20 min gradiente de 9%A/min hasta llegar al 99% A, (aprox.
t = 25,67 min), momento en el que se mantiene la isocrati-

ca hasta el final del cromatograma.

Duracion del cromatograma: 30 min.

- Deteccion: 340 nm.

- Volumen inyectado: 3-5> ul (extracto EP) y 5-10 ul (extractos EE-I y

EE-IT). Las muestras han sido filtradas, previamen-
te a su inyeccion, a través de filtros Millipore de

0,45 m de didmetro de poro.

%A/A+B
99
]

80+
704
60

50+

Caf

Api Caf: acido caféico

(%) Ros: acido rosmar{-
Cri MeG nico

His Lut: luteolina
Ros Nep: nepetina
Api: apigenina
Cri: crisoeriol
His: hispidulina

Dio: diosmetina

Cir: cirsimaritina

30

MeG: 4'-0-Me-genkwa
l nina -

U Eup: eupatorina
Gen: genkwanina
Sal: salvigenina

T T T T T 1 tiempo
10 15 20 25 30 35 (min.)

FIGURA VII-2: Cromatograma HPLC de las substancias patron y composicidn

del eluyente durante el mismo. A: MeOH; B: AcOH 5% en H,O0.
(*): Crisoeriole hispidulina dan un solo pico en HPLC, pe-
ro se distinguen una de otra en TLC, principalmente por su
revelado.
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inmbiemnayweinin 1
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]
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e His
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30
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35 (min.)

]

Caf:
Ros:

Lut:

Acido cafeico
Acido rosmarinico.

Luteolina

i: Apigenina

Hispidulina

i: Crisoeriol

Sal:

MeG:

: Eupatorina

Genkwanina
Salvigenina

4'-0-Me-genkwanina

FIGURA VII-3: Cromatogramas HPLC de

eE-I (C) de Salvia argentea L. subsp. patula (Desf.) Mai-

re (muestra n? 4).

Caf

Ros

His
+*
Cri

Sal

C

— °Ty

1 tiempo
35 (min.)

los extractos EP (A), EE-II (B) y



- 210 -

En la tabla VII-2 se resumen los tiempos de retencidn de las
substancias patron en las condiciones analiticas descritas. En 1la
figura VII-2 se muestra el cromatograma de las substancias patron y la
composicion del eluyente durante el mismo, y en la figura VII-3, los
cromatogramas de los tres extractos analizados de Salvia argentea subsp.
patula (muestra n%). En €l se observa como:

- La salvigenina y la 5-0H-7,4'-(0Me)2-flavona se concentran especialmen-
te en el extracte EP, donde la cantidad de otras flavonas apolares es
muy reducida o inapreciable.

- Los picos de los acidos caféico y rosmarinico, apreciables en el
cromatograma del extracto EE-II, disminuyen y casi desaparecen en
el del EE-I, debido al tratamiento con NaHCOB.

VII.4.- RESULTADOS.

Los resultados del analisis de los taxones relacionados en la
tabla III-1 (capitulo III) se resumen en la tabla VII-3.

Para cada taxon, la presencia de una substancia determinada se
indica con un nidmero de cruces (de 1 a 5) que dan una idea de la abundan-
cia de la misma, juzgada por el area del pico correspondiente en el
cromatograma de HPLC y por la intensidad de la fluorescencia de 1la

mancha que se observa en TLC.

TABLA VII-3: Resultados del estudio comparativo de la composicidn polife-
nélica de taxones del género Salvia L. En los nombres bota-
nicos se han omitido los autores de las subespecies por ra-
zones de espacio; pueden consultarse, sin embargo, en la ta-
bla I1I-1. Api: apigenina; Gen: genkwanina; MeG:4'-0-Me-genk-
wanina (5-0H-7,4'-(0Me),-flavona); Lut: luteolina; Dio: dios-
metina; Cri: crisoeriolj His: hispidulinaj; Cir: cirsimaritina;
Sal: salvigenina; Nep: nepetina; Fup: eupatorina; Caf: acido
cafeico; Ros: acido rosmarinico. -: no detectado; + @ +++++:
detectado en cantidades de menor a mayor. (*): Se han detecta
do otros flavonoides, de los cuales no disponiamos de patro-
nes.
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1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12 13
Api Gen MeG  Lut Dio Cri His Cir Sal  Nep Eup Caf Ros
Seccion Aethiopis Bentham
1 S. aethiopis L. ++ 4t +44 ++ - - + - PG 4+ PN 4
2 S. argentea L. + s ++ ++ - ++ + - hrd - ++ e +
3 S. argentea L. ++ + + ++ - ++ + - 4 - + P S e
4 S. argentea L. subsp.
patula ++ ++ L S S 2 - ++ + - *ree - ++ + ++
5 S. phlomoides Asso ++ + - ey - + - - + - - U
6 S. sclarea L. +4+ + e - + - - 4 - - e et
Seccion Hemisphace Bentham
7 S. verticillata L. ++ + + -+ - + - + et - 4 - -
8 S. verticillata L. ++ + ++ + - + - - -+ - + e ey
Seccion Horminum Dumort
9 S. viridis L. ++ - - ++ - et - - + - - - +
Seccién Hymenosphace Bentham
10 S. canariensis L. + + - +rer - PO - + - + + +
Seccién Plethiosphace Bentham
11 §. bicolor Lam. ++ + + ey - - - - + - - PUTy s
12 S. pemorosa L. + + + + - - - + ++ - + ooy FUTU
13 S. nemorosa L. + + + + - - - + et - + ++ e
14 S. verbenaca L. + + +44 + - - - - U - 44+ Fuwere
15 S. valentina L. + ++ + ++ - - - +(?7) 4+ - -+ P
16 S. virgata Jacq. + - + + - - - - RS o . + +++ it
17 S. viscosa Jacq. ++ + + 4 - ++ - + A4t - ++ PO .
Seccién Potiles
18 S. hispanica L. (*) + - + + - - - - + - - P PO
Seccidn Salvia (Eusphace Bentham)
19 S. candelabrum Boiss. ++ e+ - ++ - - - - - - - + ++
20 S. lavandulifolia Vahl
subsp. lavandulifolia ++ + + ++ - + + 4+ 44t + ++4 ++ P
21 S. lavandulifolia Vahl
subsp. oxyodon + + + ++ - + + -+ et 4 + ++4 ooy
22 S. lavandulifolia Vahl
subsp. oxyodon + + - ++ - + + + P ++ - 4
23 5. lavandulifolia vahl
subsp. oxyodon + e + ++ - - + 4t by 4 ++ ey TEet
24 S. lavandulifolia vahl
subsp. oxyodon + ++ + ++ - + + [y rebe + ++ ++ FRowes
25 S. lavandulifolla vahl
subsp. pyrenaeorum + + - ++ - + + e b+ P PO
26 S. lavandulifolia Vahl
subsp. gallica + ++ + e - + + +es e+ ++4 ++ ++
Seccion Tiliffoliae
27 S. tillifolla Vahl (*) - - - - - - - +(?) - - ++ +
TJABLA VII-3: Resultados del estudio comparativo. Ver leyenda en la pagi-

na anterior.
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VIII.1.- INTRODUCCION.

Para la discusidén de los resultados sera Util conocer los trabajos
realizados por otros autores sobre la composicidén flavénica de especies
del género Salvia L., que se resumen en la tabla VIII-1. Las estructuras
de los aglicones flavdnicos que en ella se mencionan quedan recogidos en
la tabla VIII-3 del apartado VIII-5.

La discusion de los resultados va a efectuarse siguiendo el

orden en que han sido expuestos en la parte experimental.

VIII.2.- INVESTIGACION DE SALVIA LAVANDULIFOLIA VAHL SUBSP. LAVANDULIFO-
LIA.

Se han aislado de las hojas de esta subespecie, cuyos polifencles
no habian sido investigados anteriormente, 14 substancias: 9 aglicones
flavonicos (luteolina, apigenina, genkwanina, 4'-0-Me-genkwanina, salvi-
genina, cirsimaritina, eupatorina, nepetina e hispidulina), & heterosi-
dos (7-0-$-D-glucosil-luteolina, 3-0-{3-D-glucosil-quercetina, 7-0-(6-0-
X-L-ramnosil- (3 -D-glucosil)-luteolina, y &'-0-diglucuronil-luteolina) y

un derivado del acido caféico, el acido rosmarinico.

Los 9 aglicones habian sido citados ya en otras especies de Salvia
(ver tabla VIII-1); algunos, en pocas ocasiones. Asi, la eupatorina, que
anteriormente habia sido hallada en S. lavanduloides HBK por RODRIGUEZ
et al. (1974), es la segunda vez que se aisla en el género. La &4'-0-Me-
genkwanina (5—0H—7,4'-(OMe)Z—flavona), que fue obtenida por primera vez
de Salvia en nuestro laboratorio a partir de las hojas de S. verbenaca
[CANIGUERAL, 1982; CAMARASA et al., 1982], fue aislada posteriormente de
S. palestina Bentham por MISKI et al. (1983). También, la hispidulina
habia sido obtenida de especies de Salvia solamente en dos ocasiones:
de S. officinalis L. DBRIESKORN & BIECHELE, l97la] y de S. plebeia
[TSANG-HSIUNG & KUO-TUNG, 1972].

Por lo que se refiere a los tipos de substitucion de estas flavonas,
cabe seflalar que siguen los rasgos caracteristicos de las flavonas de
la familia Labiatae, descritos por ADZET & MARTINEZ-VERGES (1981): me-
toxilaciones (7 de las 9 flavonas de S. lavandulifolia subsp. lavanduli-
folia presentan radicales de este tipo) y 6-0R substitucion (5 de

los 9 tienen un grupo metoxilo en la posicidn 6).
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ESPECIE

FLAVONOIDE

REFERENCIA

.- S. aethiopis L.

2.- S. argentea L.
3.- S. coceinea

4.- S. deserta

5.- S. fruticosa Miller
= S. triloba L. Tl.)

—~
[l

6.- S. glutinosa L.

7.- S. grandiflora Etlinger
(S. tomentosa Mill.)

8.- S. heerii

2.~ S. kopetdaghensis

10.- S. kopolnol

1l.- S. lavanduloides HBK

Salvigenina
5-0H-7,3',A'-(OMe)3-flavona

Ausencia de flavonoides
Luteolina

7-0-glucosil-luteolina
7-0-8-D-glucosil-crisoeriol
7-0-0-D-x{losil-apigenina
7-0-4-D-xilosil-crisoeriol

Salvigenina

Jaceosidina
7-0-glucosil-apigenina
7-0-glucosil-luteolina
7-0-glucosil-hispidulina
7-0-glucosil-nepetina
7-0-glucuronil-apigenina
7-0-glucuronil-luteolina
7-0-glucuronil-hispidulina
7-0-glucuronil-nepetina
7-0-glucuronil-crisceriol
7-0-diglucosil-luteolina
7-0-glucuronil-3'-0-glucosil-luteolina
6,8-di-C-glucosil-apigenina

Apigenina
Genkwanina
Isokaempferidonina
kumatakenina
Aianina

Retusina

Cirsimaritina

Luteolina

Diosmetina

Nepetina

Jaceosidina

Eupatilina

Cirsilineol
5-0H-6,7,3‘,h'-(OMe)“~flavona
7-0-glucosil-luteolina
7-0-glucosil-nepetina
7-0-(3-D-glucosil-6-0H~1uteolina
5-0-f-D-glucos11-6-0H-luteolina

Apigenina
Luteolina

Apigenina

Luteolina
7-0-glucosil-apigenina
7-0-glucosil-luteolina
7-0-f-D-glucuronil-crisoeriol
7-0-f-D-xilosil-apigenina
7-0-ﬂ-0-x1losil-crlsoeriol
Apligenina

Luteolina

7-0-glucosil-luteolina

fupatorina
5-0H-6,7,3',B'-(OMe)“-flavona

ULUBELEN & UYGUR, 1976
ULUBELEN & UYGUR, 1976

SEMRAU, 1958
SEMRAU, 1958

SMIRNOVA et al., 1974
SMIRNOVA et al., 1974
SMIRNOVA et al., 1974
SMIRNOVA et al., 1974

ULUBELEN et al., 1968
BRIESKORN & BIECHELE, 1971b
ABDALLA et al., 1983
ABDALLA et al., 1983
ABDALLA et al., 1983
ABDALLA et al., 1983
ABDALLA et al., 1983
ABDALLA et al., 1983
ABDALLA et al., 1983
ABDALLA et al., 1983
ABDALLA et al., 1983
ABDALLA et al., 1983
ABDALLA et al.. 1983
ABDALLA et al., 1983
ABDALLA et al., 1933

1974
1974
1974
1974
1974
1974

WOLLENWEBER,
WOLLENWEBER,
WOLLENWEBER,
WOLLENWEBER,
WOLLENWEBER,
WOLLENWEBER,

ULUBELEN et al.,
ULUBELEN et al.,
ULUBELEN et al.,
ULUBELEN et al.,
ULUBELEN et al.,
ULUBELEN et al.,
ULUBELEN et al.,
ULUBELEN et al.,
ULUBELEN et al.,
ULUBELEN et al.,
ULUBELEN et al.,
ULUBELEN et al.,

1979
1979
1981b
1979
1979
1981b
1981b
1979
1979
1979
1981b
1981b

SEMRAU, 1958
SEMRAU, 1958

SMIRNOVA et al..
SMIRNOVA et al.,
SMIRNOVA et al.,
SMIRNOVA et al.,
SMIRNOVA et al., 1974
SMIRNOVA et al., 1974
SMIRNOVA et al., 1974

1974
1974
1974
1974

SACDULLAEVA & KHAZANOVICH, 1972
SACDULLAEVA & KHAZANOMICH, 1972
SACDULLAEVA & KHAZANOVICH, 1972

RODRIGUEZ et al., 1974
RODRIGUEZ et al., 1974

TABLA VIII-1: Antecedentes en el estudio de
del género Salvia L.

flavonoides de especies

o
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ESPECIE FLAVONOIDE REFERENCIA
12.- S. limbata Apigenina SHAMSUDINOV & DZHUMYRKO, 1979
Luteolina SHAMSUDINOV & DZHUMYRKO, 1979

13.- S. nemorosa L.

14.- S. nutans

15.- S. officinalis L.

16.- S. palestina Bentham

17.- S. patens

18.- S. pinnata L.

19.- 8. plebela

20.- S. pomifera L.

7-0-9lucosil-apigenina
7-0-glucesil-luteclina

Apigenina
Luteolina
7-0-glucosil~luteolina

Luteolina
Diosmetina

Apigenina
Luteolina

Genkwanina

Hispidulina
Cirsimaritina
S,6,7,k'-(0Ne)“-flavona
Nepetina

Cirsiliol

Heterésido de luteolina

Heterdsido de apigenina

Heterosido de nepetina

Heterosido de 5,3',4°~(0H) 3-7-OMe-flavona

Heterdsido de 6-OH-luteolina

Apigenina

tuteolina

Genkwanina
5-0H-7,h'-(0He)2-flavona
Salvigenina

Eupatilina

Pillofna

Cirsimaritina
6,7,3',&'-(0He)“-flavona
Crisoeriol
7-0-glucosil-apigenina
7-0-glucosil-luteolina
7-0-glucosil-crisoeriol
7-0-~glucuronil-apigenina
7-0-glucuronil-luteolina
7-0-glucuronil-crisoeriol

Apigenina
Luteolina

Apigenina

tuteolina

Nepetina
7-0-glucosil-luteolina
7-0-glucosii-apigenina
3-0-glucosil-quercetina

Hispldulina

Salvitina

Nepetina
7-0-glucosil-hispidulina
7-0-glucosil-nepetina

Apigenina

(= S. calycina Sibth. & m.) Luteolina

SHAMSUDINOV & DZHUMYRKO, 1979
SHAMSUDINOV & DZHUMYRKO, 1979

SAGDULLAEVA & KHAZANOVICH, 1972
SACDULLAEVA & KHAZANOVICH, 1972
SAGDULLAEYA & KHAZANOVICH, 1972

GELLA & PROKOSHEVA, 1970
GELLA & PROKOSHEVA, 1970

SEMRAU, 1958

SEMRAY, 1958

BRIESKORN & BIECHELE, 1971a
BRIESKORN & BIECHELE, 1971a
BRIESKORN & BIECHELE, 197]a
BRIESKORN & BIECHELE, 1971a
BRIESKORN & KAPADIA, 1979
BRIESKORN & BIECHELE, 1971a
BRIESKORN & BIECHELE, 1971a

LALLEMENT-CUILBERT & BEZANGER-
BEAUQUESNE, 1970

BRIESKORN & BIECHELE, 1971a

LALLEMENT-CUILBERT & BEZANCER-
BEAUQUESNE, 1970

BRIESKORN & BIECHELE, 1971a
BRIESKORN & BIECHELE, 1971a
BRIESKORN & BIECHELE, 1971a

MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
KISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983
MISKI et al., 1983

SEMRAU, 1958
SEMRAY, 1938

ULUBELEN & TOPGU, 1984
ULUBELEN & TOPQU, 1984
ULUBELEN & TOPGU, 1984
ULUBELEN & TOPQU, 1984
ULUBELEN & TOPQU, 1984
ULUBELEN & TOPGU, 1984

TSANG-HSIUNG & KUO-TUNG, 1972
GCUPTA et al., 1975

TSANG-HSIUNG & KUO-TUNG, 1972
TSANC-HSIUNG & KUO-TUNG, 1972
TSANC-HSIUNG & KUO-TUNG, 1972

DOCGANIS, 1971
DOGANIS, 1971

TABLA VIII-1 (continuacion): Antecedentes en el estudio de flavonoi-

des de especies del género Salvia L.
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ESPECIE , FLAVONOIDE REFERENCIA
21.- S. pratensis L. Existencla de 2 compuestos antocianicos SAVIN & IVANIC, 1973
22.- S. sclarea L. Apigenina SEMRAU, 1958
SAGDULLAEVA & KHAZANQVICH, 1972
Luteolina SEMRAU, 1958
SAGDULLAEVA & KHAZANOVICH, 1972
7-0-glucosil-luteolina SAGDULLAEVA & KHAZANOVICH, 1972
23.- S. seravschanica tuteolina SMIRNOVA et al., 1974
7-0-glucosil-luteolina SMIRNOVA et al., 1974
7-0-glucosil-apigenina SMIRNOVA et al., 1974
7-0{-D-glucosil-crisoeriol SMIRNOVA et al., 1974
7-0-f-D-glucuronil-luteolina SMIRNOVA et al., 1974
7-0-p-D-glucuronll-crisoeriol SMIRNOVA et al., 1974
7-0-{1-D-x110s11-apigenina SMIRNOVA et al., 1974
7-0-p-D-xilosil-crisoeriol SMIRNOVA et al., 1974
24.- S. splendens Luteolina SEMRAU, 1958
Pelargonidina ASEN, 1961
SHIBATA et al., 1966
Cianidina ASEN, 1961
SHIBATA et al., 1966
Delfinidina ASEN, 1961
" SHIBATA et al., 1966
3,5-0-diglucosil,malonil-delfinidina SHIBATA et al., 1966
3,5-0-diglucosil,p-cumaroil-delfinidina SHIBATA et al., 1966
3,5-0-diglucosil,p-cumaroil-cianidina SHIBATA et al., 1966
3,5-0-diglucosil,p-cumaroil-pelargonidina: SHIBATA et al., 1966
25.- S. verbenaca L. Apigenina CARICUERAL, 1982
Luteolina CANICUERAL, 1982
5-0H-7,h'-(OMe)2-flavona CARIGUERAL, 1982
Salvigenina CANIGUERAL, 1982
Cirsiliol SALEM & NAZMI, 1980
5-0-glucosil-cirsiliol SALEH & NAIMI, 1980
26.- S. verticillata L. Existencia de 2 compuestos antocianicos SAVIN & IVANIC, 1973
Cirsimaritina ULUBELEN & TOPGU, 1984
7-0-glucosil-luteolina ULUBELEN & TOPCU, 1984
5-0--glucosil-6-0H-1uteolina ULUBELEN & TOPQU, 1964
27.- S. viridis L. Quercetina CORNU & PAYNOT, 1969
(S. horminum L.) Kaempferol CORNU & PAYNOTY, 1969
3-0-(p-cumaroil-glucosil)-5-O-glucosil-pelargonidina CORNU & PAYNOT, 1969
3-0-(pcumaroil-glucosil)-5-0-glucosil-cianidina CORNU & PAYNOT, 1969

3-0-(pcumaroil-glucosil)-5-O-glucosil-delfinidina CORNU & PAYNOT, 1969
3-0-(pcumaroil-glucosil)-5-0-glucosil-petunidina CORNU & PAYNOT, 1969
3-0-(p-cumaroil-glucosil)-5-0glucosil-malvidina CORNU & PAYNOT, 1969
3-0-(pcumaroil-glucosil)-5-0qlucosil-paconidina CORNU & PAYNOT, 1969

28.- S. virgata Jacq. Salvigenina ULUBELEN & AYANOGLU, 1975
5-0H-7.3',k'-(OMe)B-flavona ULUBELEN & AYANOCLYU, 1975
5-0-glucosil-salvigenina ULUBELEN & AYANOGLU, 1975

TABLA VIII-1 (continuacion): Antecgdentes en el estudio de flavonoi-
des de especies del genero Salvia L.
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En cuanto a los heterosidos flavonicos, la 7-0-p-D-glucosil-luteo-
lina es el mas frecuente no solo en el género Salvia, sino en la

familia Labiatae.

La 3-0-4-D-glucosil-quercetina es la segunda vez que se aisla de.espe-
cies de Salvia, ya qgue recientemente lo ha sido por ULUBELEN & TOPCU
(1984) de S. pinnata L.

Sin embargo, en el presente trabajo se identifican por primera vez
en el género Salvia la 7-0-(6-0-x-L-ramnosil-{-D-glucosil)-luteolina y
la 4'-0-diglucuronil- luteolina, si bien la primera ha sido citada en
otros géneros de Labiatae (Mentha aquatica, Mentha longifolia, Satureia

obovata, Teucrium gnaphaloides y Sideritis montana [BARBERAN, 1986]).

En cambio, la &4'-0-diglucuronil-luteolina, no figura en la reciente
revision de flavonoides de Labiatae de BARBERAN (1986) ni en las listas
de heterdsidos de flavonas y flavonoles conocidos de HARBORNE & WILLIAMS
(1975 y 1982). Se trata, pues, de un nuevo heterdsido para esa familia y
quizas de un nuevo producto natural, hecho que debera ser confirmado,
en su caso, por una profunda revision de los heterdsidos descritos en

-

los Ultimos afios en otras familias.

Por Ultimo, el acido rosmarinico, presente en muchas Labiadas hasta
el punto de ser llamado el "tanino de las Labiadas", fue ya descrito por
Herrmann en S. officinalis L., que lo contiene en proporciones del 2 al
3% [HERRMANN, 1960] .

VIII.3.- INVESTIGACION DE SALVIA CANDELABRUM BOISS.

Nueve polifenoles, a saber, ocho flavonoides {(cinco aglicones y
tres heterdsidos) y un diterpeno abietanico, han sido aislados por noso-
tros de esta especie, de la cual, hasta ahora, solo habia sido parcial-
mente estudiada su esencia [GARCIA-VALLEJO et al., 1975].

De los cinco aglicones, cuatro han sido identificados como luteo-
lina, apigenina, genkwanina y 7-0-Me-luteolina. Los tres primeros son
ya conocidos en otras especies de Salvia (ver tabla VIII-1) y su
presencia es frecuente en Labiatae, principalmente la luteolina y la

apigenina.

La 7-0-Me-luteolina, s$in embargo, es la primera vez que se

obtiene en forma libre en el género y la segunda en la familia (la
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primera recientemente en Thymus membranaceus Boiss. [FERRERES.et al.,
1985], aunque un heterosido de la misma fue aislado de Salvia officina-
lis L. por BRIESKORN & BIECHELE (197la).

La estructura que se propone para el quinto aglicon es la 5,4'-
(OH)2—7,3'-(OMe)Z—flavona. Sin embargo, su confirmacién precisara un

nuevo aislamiento.

Los heterdsidos se han identificado como la 7-0-f-D-glucosil-luteo-
lina, la 7-0-diglucuronil-luteolina y la 7-0-(glucosil— glucuronil)-api-

genina.

El primero, la 7-O—p—D—glucosil—luteolina,‘esté ampliamente distri-

buido en la familia Labiatae.

En cambio, la 7-0-diglucuronil-luteolina es nueva para el género
Salvia, aunque no para las Labiadas, donde ha sido citada en una
dnica ocasién por Husain et al. [citado en BARBERAN, 1986] en especies

de Origanum.

Por lo que se refiere a la 7-0-(glucosil-glucuronil)-apigenina,
atendiendo a la revision de BARBERAN (1986), es nuevo para la familia
Labiatae, y dado que no figura en las listas de heterodsidos de flavonas
y flavonoles conocidos de HARBORNE & WILLIAMS (1975 y 1982), bien podria
tratarse de un nuevo producto natural. Existen pocos heterdsidos
que contengan la combinacion azucar-acido urdnico, siendo la mas
frecuente la ramnosil-glucuronil-. Por lo que se refiere a la de
nuestro heterodsido, Unicamente conocemos la 7-glucosil-glucuronil-luteo-
lina (hallada en Digitalis purpurea) y el 7-p-cumaroil-glucosil-glucuro-
nil-crisoeriol (aislado de Tanacetum corymbosum) [HARBORNE & WILLIAMS,
1975 y 1982].

Finalmente, el diterpeno abietanico ha sido identificado como el
11,12,14-trihidroxi-abieta-8,11,13-trien-3,7-diona, resultando ser a la
luz de nuestros conocimientos a partir de una profunda blsqueda biblio-

grafica, un nuevo producto natural.

Numerosos diterpenos se han hallado en especies de Salvia. Sus es-
queletos son diversos: pimarano, clerodano, neoclerodano, abietano; sien-
do los dos (ltimos los mas frecuentes. En la tabla VIII-2 se resumen
las especies de Salvia donde se habian citado diterpenos de nicleo abie-

tanico. Muchos de ellos presentan un anillo aromatico hidroxilado (son
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S. aethiopis L.

S. canariensis L.

S. fruticosa Mill.
= S. triloba L.)

S. lanata Roxb.

S. lonigera Poir

S. lavandulifolia Vahl
subsp. oxyodon
(= S. oxyodon)

S. moorcraftiana Wall.

S. officinalis L.

S. phlomoides Asso
S. pratensis L.

S. tomentosa Mill.

S. ballotaeflorae Benth.

BOYA & VALVERDE (1981)
RODRIGUEZ et al. (1984)

DOMINGUEZ et al. (1976)
TAIRA & WATSON (1976)
WATSON et al. (1976)

GONZALEZ et al. (1973 y 1975)
SAVONA & BRUNO (1983)
FRAGA et al. (1985 y 1986)

- ULUBELEN et al. (1968)

- MUKHERJEE et al. (1981 y 1983)

AL-HAZIMI et al. (1984)
ESCUDERO et al. (1983)

MICHAVILA et al. (1986)
ESCUDERO et al. (1983)

BAKSHI et al. (1984)

BRIESKORN & FUCHS (1962)
LINDE (1964)

BRIESKORN et al. (1964)
BRIESKORN (1973)
DOBRYNIN et al. (1976)

HUESO-RODRIGUEZ et al. (1983)
BRIESKORN (1973)

ULUBELEN et al. (198la)

TABLA VIII-2: Especies de Salvia de las que se han aislado diterpenos

abietanicos. Ademds, la presencia de roileanonas (fenan-

trenquinonas de ndcleo abietdnico) en 39 especies de Sal-

via, ha sido puesta de manifiesto por PATUDIN et al. (1974).
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pues, substancias fenolicas o polifenolicas), que con frecuencia se
halla en forma diquindnica (caso de las roileanonas, por ejemplo), tan-
to orto- como para- . En nuestro caso, sin embargo, la forma hidroxilica
estd estabilizada por la existencia de un puente de hidrogeno entre el
14-0H y el carbonilo de la posicion 7 [RUEDI & EUGSTER, 1981].

Un isomero de posicion del diterpeno aislado de S. candelabrum fue
obtenido de otra labiada, el Plectranthus myrianthus, por MIYASE et al.
(1977). Se trata del coleon V 6 11,12,14-trihidroxi-abieta-8,11,13-trie-
no-6,7-diona, que difiere de aquél por la posicidén del grupo carbonilo,
situado en 6 en el coleon V y en 3 en el diterpeno de S. candelabrum,

que en consecuencia es un isocoleon V.

VIII-4: ESTUDIO COMPARATIVO.

Los resultados de este estudio son los que figuran en la tabla
VII-3, a partir de la cual resultan interesantes los siguientes comenta-
rios:

A) NUEVAS APORTACIONES A LA COMPOSICIGN FLAVONICA DE TAXONES DE SALVIA L.

Se dan, por primera vez, datos sobre la composicion flavonica de
diez taxones: S. phlomoides, S. canariensis, S. bicolor, S. valentina,
S. viscosa, S. hispanica, S. lavandulifolia subsp. oxyodon, S. lavandu-
lifolia subsp. pyrenaeorum, S. lavandulifolia subsp. gallica y S. tilii-
folia, ademas de los dos ya estudiados en los capitulos V y VI: S. lavan-

dulifolia subsp. lavandulifolia y S. candelabrum.

Por lo que se refiere a los demas taxones analizados, cabe destacar
que en uno de ellos, S. argentea, SEMRAU (1958) habia sefialado explici—
tamente la ausencia de flavonoides. En el presente trabajo se demuestra
la existencia de, al menos, ocho aglicones flavonicos libres en esta es-

pecie y en su subsp. patula.

Por Gltimo, se realizan nuevas aportaciones a la composicidn de
siete taxones, que habfan sido estudiados con anterioridad de forma par-
cial: S. aethiopis, S. sclarea, S. verticillata, S. viridis, S. nemorosa,

S. verbenaca y S. virgata.
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B) PERFIL POLIFENOLICO DEL CONJUNTO DE ESPECIES ESTUDIADAS.

En conjunto, los taxones estudiados mantienen una composicidn
polifendlica relativamente homogénea. Los acidos caféico y rosmarinico
aparecen, en proporciones diversas, en todos ellos, lo que apoya
la presencia general en el dgenero del segundo y la ubicuidad del

primero.

Ninguna flavona aparece en la totalidad de taxones; sin embargo,
luteolina, apigenina y salvigenina han sido hallados en 20 de los 21 es-

tudiados.

Dos especies rompen, en este sentido, la homogeneidad del conjunto:
S. tiliifolia, que si bien contiene una pequefia cantidad de salvigenina,
no se han detectado en ella luteolina ni apigenina, flavonas practica-
mente omnipresentes en el género Salvia, y, en menor grado, S. candela-
brum, en la que no se ha detectado ningin aglicén libre substituido en
la posicidon 6, lo que podria replantear la inclusidn de esta especie en
la seccidn Salvia (Eusphace Bentham), en cuyas especies (S. lavandulifo-
lia, S. officinalis, S. fruticosa, S. pinnata, S. grandiflora) es gene-
ral la presencia de este tipo de flavonas. S. candelabrum contiene, ade-
mas, el diterpeno abietanico isomero del coleon V, y otras substancias
de caracteristicas cromatogrificas similares que no han sido detectadas
en ninguno de los taxones estudiados, si hacemos excepcidon de la
muestra n223, que se comenta mas adelante, junto con las subespecies de

S. lavandulifolia.

Por otra parte, el establecimiento de diferenciaciones claras entre
las secciones a partir de la dotacion flavonica de sus especies,
requerirfa, a nuestro entender, el aumento tanto del nimero de especies
estudiadas de cada seccidon y poblaciones de las mismas, como de los

caracteres quimicos estudiados.
C) SECCION AETHIOPIS BENTHAM.

En esta seccién se aprecian dos grupos de especies por su dotacidn
flavonica, segun la presencia o ausencia de hispidulina y eupatorina:
S. aethiopis y S. argentea (incluida la subsp. patula) contienen
estas dos flavonas, mientras que no han sido detectadas en S. phlomoides
y S. sclarea. Estas Ultimas, a su vez, se diferencian por la ausencia en

la primera y presencia en la segunda de la S-OH-7,4‘—(OMe)Z—flavona.
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D) SECCION HEMISPHACE BENTHAM.

Se han investigado dos muestras de una sola especie de esta seccion,
S. verticillata. Se observa una composicidon flavénica idéntica, a excep-
cion de la presencia de cirsimaritina en una de ellas, flavona ya
citada por ULUBELEN & TOPCU (1984) en S. verticillata.

E) SECCION PLETHIOSPHACE BENTHAM.

Lo mas notable entre las especies estudiadas de esta seccion es la

abundancia de crisoeriol en S. viscosa, que la distingue del resto.

F) SECCION SALVIA (EUSPHACE BENTHAM).

Ya se ha comentado en el apartado B 1la situacion especial de

S. candelabrum.

Hemos tenido ocasion de estudiar, ademds, las cuatro subespecies
europeas de S. lavandulifolia. Estas presentan, salvo pequefias diferen-
cias en algunas flavonas minoritarias (posiblemente debidas a los
limites de deteccion de los andlisis), una dotacion flavonica similar.
Este hecho avala la situacion de estos taxones como subespecies de S. la-
vandulifolia y no como especies separadas, segun se habia propuesto, por

ejemplo para la subsp. oxyodon (S. oxyodon Webb & Heldrich).

Es interesante sefalar el caso especial de la muestra n223, clasi-
ficada por el Dr. Lippert como S. lavandulifolia subsp. oxyodon. Esta
muestra, si bien presenta una dotacion flavonica similar a otras
de este taxon, sus cromatogramas en capa fina reflejan la existencia de
substancias de comportamiento cromatografico parecido al del diterpeno
abietanico de S. candelabrum. Todo ello apunta que pueda tratarse de un
hibrido de los dos taxones, que se encuentra ya descrito y es S. hegel-
maieri Porta & Rigo (1891). La localidad clasica de este hibrido se
encuentra en la Sierra de Alcaraz (Albacete) y la muestra n223 fue reco-
lectada en Fuente Higueras, en la carretera que se dirige hacia dicha
sierra, a wunos 15 Km de la misma. Seria necesaria una nueva revision
del material de herbario para confirmar la adscripcion taxondmica de es-
ta muestra, asi como un estudio mas profundo de su fraccion diterpénica

y de la de S. candelabrum para confirmar las similitudes quimicas.
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Por Gltimo, la presencia de cantidades importantes de salvigenina
en todas las subespecies de S. lavandulifolia, considerada en ocasiones
como una subespecie de S.officinalis, marca una clara separacion entre
ambas ya que S. officinalis carece de la misma [BRIESKORN & BIECHELE,
l97lb]. Estos mismos autores, precisamente proponen un método de
diferenciacion entre S. officinalis y S. fruticosa (= S. triloba) o de
reconocimiento de adulteraciones de la primera por la segunda, basado en
la deteccion de esta flavona, presente en S. fruticosa y ausente

en S. officinalis.

G) SECCIONES POTILES Y TILIIFOLIAE.

Se trata de dos secciones monotipicas americanas, cuyas especies
(S. hispanica y S. tiliifolia, respectivamente) se hallan sistematica-
mente muy aisladas de las del Viejo Mundo (I.C.HEDGE, comunicacién per-
sonal). Los resultados fitoquimicos obtenidos corroboran esta idea,
para S. tiliifolia, en la que no se ha detectado ninguna de las flavonas
mas comunes de las Labiadas, luteolina y apigenina. Estas dos especies
contienen, ademas otros flavonoides distintos de los utilizados en el
analisis comparativo efectuado, cuyo estudio seguramente podria aportar
nuevos caracteres diferenciales respecto a las demas especies de

Salvia.

VIII-5.- CARACTERISTICAS FLAVONICAS DEL GENERO.

Atendiendo a los datos aportados por otros autores, que figuran en
la tabla VIII-l, y los resultados obtenidos en el presente trabajo, he-
mos confeccionado la tabla VIII-3. En ella se relacionan los aglicones
flavonicos identificados hasta el momento en el género Salvia (ya
en forma libre, ya heterosidica), sus estructuras, el nimero de especies

en que se han determinado y el porcentaje sobre las estudiadas.

Dado que solamente se han investigado un 4% de las especies
del género y la gran dispersion sistematica de los datos recopilados,
resulta dificil establecer consideraciones quimiotaxonomicas definitivas.
Sin embargo, es posible establecer a grandes rasgos la tendencia del gé-
nero Salvia en cuanto a tipos de estructuras y substituciones de

sus flavonoides. En este sentido, efectuaremos algunas puntualizaciones.
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A) FLAVONAS.
N2 de % sobre las
-0H -OMe Nombre especies estudiadas
1 5,7,4' - Apigenina 30 81
2 5,4 7 Genkwanina 16 43
3 5 7,4’ 4'-0-Me-genkwanina 14 38
4 5,7,3',%° - Luteolina 34 92
5 5,3',4' 7 7-0-Me-luteolina 2 5
6 5,7,3' 4! Diosmetina 2 5
7 5,7,4°' 3! Crisoeriol 15 4]
8 5,3 7,4 Pilloina 1 3
2 5 7,3",4" - 2 5
10 5,7,4 6 Hispidulina (= Dinatina) 6 16
11 5,47 6,7 Cirsimaritina (= Escrofuleina) 8 22
12 5 6,7,4' Salvigenina (= Psatirotina) 19 51
13 - 5,6,7,4' - 1 3
14 - 6,7,3",4' - 1 3
15 5,8,4' 7 Salvitina 1 3
16 5,6,7,3',4' - 6-0H-luteolina 1 3
17 5,7,3',4" 6 Nepetina (= Eupafolina) 6 16
18 5,7,4' 6,3' Jaceosidina 2 5
19 5,3',4' 6,7 Cirsiliol 2 5
20 5,7 6,3',4' Eupatilina 2 5
21 5,3 6,7,4' Eupatorina 11 30
22 5,4 6,7,3" Cirsilineol (= Anisomelina) 1 3
23 5 6,7,3,4" - 2 5
TABLA VIII-3: Estructura y frecuencia de los aglicones flavonicos

encontrados hasta el momento en Salvia L.
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B)

24
25
26
27
28

29

C)

30
31
32
33
34

35

FLAVONOLES.

N2 de % sobre las
-0H -0Me Nombre especies estudiadas
3,5,7,4!' - Kaempferol 1 3
5,7,4°' 3 Isokaempferidonina 1 3
5,4 3,7 Kumataquenina 1 3
3,5,7,3',4! - Quercetina 3 8
5,3 3,7,4 Aianina 1 3
5 3,7,3',4' Retusina 1 3
ANTOCTANIDINAS.

N2 de % sobre las
-0H -0Me Nombre especies estudiadas
3,5,7,4' - Pelargonidina 2 5
3,5,7,3',4! - Cianidina 2 5
3,5,7,4° 3! Paeonidina 1 3
3,5,7,3",4',5" - Delfinidina 2 5
3,5,7,4',5' 3! Petunidina 1 3
3,5,7,4' 3',5! Malvidina 1 3

TABLA VIII-3 (continuacién): Estructura y frecuencia de los aglicones

flavonicos encontrados en Salvia L.
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1l.- Es constante la presencia de flavonoides en las especies de Salvia.
Se ha comprobado en el presente trabajo que S. argentea, la Unica es-
pecie en la que se habia explicitado la ausencia de flavonoides [SEM-

RAU, 1958], posee este tipo de substancias.

2.- La clase de flavonoides mas abundante es la de las flavonas {(65%),
seguidas a distancia por flavonoles y antocianidinas. Es interesante
sefialar que solo se han encontrado flavonoles en 4 especies de
las estudiadas. Segun ADZET & MARTINEZ-VERGES (1981), aproximadamente
el 65% de los aglicones flavonicos conocidos en Labiatae son flavonas,
porcentaje idéntico al que hemos indicado para el género Salvia. Este
sigue, pues, en el aspecto comentado, la tendencia de la familia a la
que pertenece, que parece propia de angiospermas herbaceas superiores,
segin HARBORNE & WILLIAMS (1971). No se han encontrado, hasta
el momento, en el género, flavanonas, dihidroflavanonas, dihidroflavo-

noles, auronas ni chalconas.

3.- Entre las flavonas, las mas frecuentes en Salvia son la luteolina y
la apigenina, que se han detectado en un 92% y un 81% respectivamente
de las especies estudiadas. Las siguen la salvigenina (51%) vy
el crisoeriol (41%). La frecuencia predominante de luteolina y apige-
nina es un factor de coincidencia con Labiatae en general, no
asi para el caso de la salvigenina, ya que en la prelacion frecuen-
cial correspondiente a la familia, el tercer lugar corresponde, segun
ADZET & MARTINEZ-VERGES (1981) a la escutelareina, flavona que

no ha sido detectada todavia en Salvia.

4.- Por lo que se refiere al tipo de substituciones de las flavonas de

Salvia, podemos sefialar lo siguiente:

a) Unicamente se ha sefalado una flavona substituida en la posicion 8,
la 5,8,4’-(OH)3-7—0Me-flavona (salvitina), que se ha encontrado
en S. plebeia [GUPTA et al., 1975], sin que se haya encontrado en
ningin otro género de Labiatae.

b) La metoxilacién es un tipo de substitucion muy frecuente en
el género Salvia. Aproximadamente el 87% de sus flavonas presentan
este tipo de substitucion, porcentaje muy parecido al encontrado
en Labiatae (ver tabla VIII-4).

c) Un 57% de las flavonas identificadas en Salvia son 6-0OR substitui-
das. Entre ellas, la mas abundante es la salvigenina. En Labiatae
este porcentaje representa un 60% tal como se muestra en la
tabla VIII-4.



- 229 -

d) La presencia de flavonas con tipos de substitucidon poco frecuentes,
como 6-0R derivaciones y 4'-metoxilaciones, en Tubuliflorae, fue
sefialado por HARBORNE en 1967. Posteriormente, MARTINEZ-VERGES
(1980) indicé que un 31% de las flavonas de Labiatae preé%tan un
metoxilo en 4'. Nosotros hemos observado que el porcentaje para es-
te tipo de substitucion en el género Salvia es de un 43%, sensible-

mente mayor que en las Labiadas en general.

% respecto al % respecto al
n? absoluto en total en total en

Salvia L. Salvia L. Labiatae Juss.
Flavonas metoxiladas 20 87 85 (1)
Flavonas 6-0R derivadas 13 57 60 (1)
Flavonas con 4'-0OMe 10 43 31 (2)

(1) ADZET & MARTINEZ-VERGES (1981)
(2) MARTINEZ-VERGES (1980)

TABLA VIII-4: Abundancia relativa de diversos tipos de substitucion en las

flavonas de Salvia, comparando con los de Labiatae.
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Se aportan, por primera vez, datos sobre la composicidn flavénica de
doce tdxones del género Salvia L.: S. phlomoides Asso, S. canariensis
L., S. bicolor L., S. valentina L.,S. hispanica L.,S. candelabrum
Boiss., las cuatro subespecies europeas de S. lavandulifolia Vahl
(subsp. lavandulifolia, subsp. oxyodon (Webb & Heldr.) Rivas-Goday &
Rivas-Martinez, subsp. pyrenaeorum Lippert y subsp. gallica Lippert) y
S. tliifolia Vahl. Se efectuan, ademas, nuevas aportaciones a
la composicion de siete taxones: S. aethiopis L., S. sclarea L.,
S. verticillata L., S. viridis L., 5. nemorosa L., S. verbenaca L. y

S. virgata Jacqg.

Todas las especies investigadas contienen los acidos caféico y rosma-

rinico.

Contrariamente a lo indicado por SEMRAU (1958), S. argentea contiene
compuestos flavonicos, caracteristica general de las especies
del género.

Los flavonoides del género Salvia L. pertenecen, en su mayoria, a la
clase de las flavonas, siendo las mds frecuentes luteolina y apigeni-
na, seguidas a cierta distancia por salvigenina y crisoceriol. Entre
las flavonas, un 87% son metoxiladas, un 43% presentan un 4'-OMe y un
31% son 6-0R substituidas. Efectivamente, se ha detectado la presencia
de luteolina, apigenina y salvigenina en 20 de los 21 taxones investi-

gados en el presente trabajo y crisoeriol en 12 de los 21.

Se aislan e identifican en las hojas de Salvia lavandulifolia Vahl
subsp. lavandulifolia catorce substancias polifendlicas: acido rosma-
rinico, luteolina, apigenina, genkwanina, 4'-0-Me-genkwanina, salvige-
nina, cirsimaritina, eupatorina, nepetina, hispidulina, 7-0-$-D-gluco-
sil-quercetina, 7-0—(6—«-L-ramnosil~@—D—glucosil)—luteolina y 4'-0-di-
glucuronil-luteolina. Las dos ultimas, segun nuestro criterio, son
particularmente interesantes, ya que no habian sido descritas ante-
riormente en el género. Ademas, la 4'-0-diglucuronil-luteolina es nue-
va para la familia Labiatae Juss. y, quizas, se trate de un nuevo pro-

ducto natural.
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La dotacion flavonica de las cuatro subespecies europeas de S. lavan-
dulifolia Vahl es coherente con su situacién sistematica como
tales. Por tanto, no aparece plenamente justificada la consideracion
de Salvia oxyodon Webb & Heldrich como especie independiente de S. la-

vandulifolia Vahl, segin han propuesto algunos autores.

La neta diferencia fitoquimica entre S. lavandulifolia Vahl y S. offi-
cinalis L., apoya su situacion en especies separadas y no la supedita-

cion de la primera a la segunda, como subespecie.

Queda demostrada la presencia de nueve substancias polifendlicas en
las hojas de S. candelabrum Boiss., que han sido aisladas, y ocho to-
talmente identificadas. De ellas, cuatro son aglicones: luteolina,
apigenina, genkwanina, 7-0-Me-luteolina, citada ésta por primera vez
en forma libre en el género.

Tres presentan estructura heterosidica: 7-0-f-D-glucosil-luteoli-
na; 7-0-diglucuronil-luteolina,nueva para el género Salvia L., y
7-0-(glucosil-glucuronil)-apigenina, no descrita anteriormente en la
familia Labiatae Juss. y posible nuevo producto natural.

El Gltimo compuesto identificado es un diterpeno abietanico, la
11,12,14-trihidroxi-abieta-8,11,13-trien-3,7-diona, que constituye

una nueva molécula natural.

Se propone replantear la situacion de S. candelabrum Boiss. en
la seccion Eusphace Bentham, atendiendo a las discrepancias fitoquimi-

cas observadas con respecto a las demas especies de la seccion.

Los aglicones 1luteolina y apigenina no han sido detectados en
forma libre en S. tiliifolia Vahl. Este hecho avala su aislamiento

sistematico respecto al resto de especies de Salvia L.

Desde un punto de vista metodoldgico en la investigacidon de flavonoi-
des, el doble fraccionamiento con solventes de polaridad creciente,
utilizado en S. candelabrum Boiss., resulta ser el método extractivo
de eleccion. En la fase de aislamiento, la DCCC, la CLC y la cromato-
grafia en columna de Sephadex son las técnicas preparativas que dan
mejores resultados en cuanto a rendimiento, capacidad de separacion y

tiempo invertido.
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