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RESUMEN

Las plantas a lo largo de la historia han sido un recurso al alcance del ser humano
utilizado para su alimentacion y curacion de sus enfermedades, considerandose asi
parte de la medicina natural. Producen diversos tipos de compuestos que se han
clasificado en dos grandes grupos: metabolitos primarios (clorofila, aminoacidos,
nucleotidos, carbohidratos simples y lipidos de membrana), encargados de los
procesos de fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, translocacion, asimilacion
de nutrientes y diferenciacion; y los metabolitos secundarios (terpenos, compuestos
fenolicos y compuestos nitrogenados), los cuales no parecen tener una funcion directa
en el crecimiento y desarrollo de la planta (Avalos & Pérez; 2009). Sin embargo,
muchos metabolitos secundarios no estdn aln bien caracterizados y entendidos.
Estudios recientes han demostrado las actividades bioldgicas relevantes de compuestos
fenolicos con actividad antioxidante (Mufioz et al., 2007). Esto lo relacionan con su
estructura quimica ya que les confiere propiedades redox. Para ampliar esta
informacion, en este trabajo nos centraremos en el andlisis, identificacion y
caracterizacion de compuestos fendlicos de dos especies de plantas de interés

medicinal.

El estudio se ha llevado a cabo partiendo de muestras de Bidens aurea (Aiton) Sherff

y Daphne gnidium L. donde se analiza el contenido en acidos fendlicos, flavonoides y
otros compuestos fendlicos (cumarinas, lignanos) de las hojas, flores y tallo de ambas
plantas. Para ello se ha desarrollado un método por HPLC para la separacion de los
distintos compuestos que combinado con espectrofotometria de diodos vy
espectrometria de masas, ha permitido la identificacion de la mayor parte de los
compuestos presentes en las muestras. Los resultados obtenidos mostraron que la
composicion fendlica de las muestras de B. aurea esta fundamentalmente
caracterizada por la presencia de derivados de &cidos hidroxicinamicos y flavonoides,
mientras que las cumarinas son mayoritarias en las muestras de D. gnidium L. A su
vez se puede destacar que los compuestos encontrados fueron diferentes entre las
distintas partes de la misma planta. Las hojas mostraron mayor composicion fendlica

respecto a las otras muestras en ambas plantas.
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ABSTRACT

Plants throughout history have been a human resource available to be used for food and
feeding and treatment of diseases, thus being considered part of natural medicine.
They produce various types of compounds that have been classified into two main
groups: primary metabolites (chlorophylls, amino acids, nucleotides, simple
carbohydrates and membrane lipids), responsible for the processes of photosynthesis,
respiration, solute transport, translocation, nutrient assimilation and differentiation;
and secondary metabolites (terpenes, phenolic compounds and nitrogen compounds),
which do not seem to have a direct function in the growth and development of the
plant. Furthermore, the secondary metabolites are not well characterized and
understood. Recent studies have shown the relevant biological activities of phenolic
compounds with antioxidant activity, which is related to their chemical structure that
gives them redox properties. To expand this information, in this work we will focus on
the analysis, identification and characterization of phenolic compounds of plant
species of medicinal interest.

The study has been carried out starting from samples of Bidens aurea (Aiton) Sherff
and Daphne gnidium L. They have been explored for their composition in phenolic
acids, flavonoids and other phenolic compounds (coumarins, lignans) in flowers,
leaves and stems of both plants. With this aim, an HPLC method for the separation of
the different compounds has been developed, which combined with diode array
spectrophotometry and mass spectrometry allowed the identification of most of the
compounds present in the samples. The obtained results showed that the phenolic
composition of B. aurea samples was mainly based on the presence of
hydroxycinnamoyl derivatives and flavonoids, whereas coumarins predominated in the
samples of D. gnidium L. It can be note that the compounds found were different
between the different parts of the same plant. The leaves showed greater phenolic

composition with respect to the other samples in both plants.
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1. INTRODUCCION

1.1. El género Bidens

Se trata de hierbas o arbustos perennes que pueden ser peludos o lampifios y erectos
o trepadores. Los tallos son angulosos o cilindricos, a veces acanalados. Las hojas son
opuestas, enteras y dentadas, pueden ser simples o pinnadas. Las flores se agrupan en
capitulos radiados que son heterogamos (presentan flores hermafroditas y también otras
flores masculinas o femeninas). Las flores periféricas son femeninas, liguladas,
zigomorfas, de color amarillo claro y con el apice denticulado, mientras que las
centrales son tubulosas, hermafroditas, actinomorfas, pentdmeras y de color amarillo
mas oscuro. Tienen un involucro acampanado formado por bracteas dispuestas en dos
series: las exteriores foliaceas y las interiores iguales entre si, blancas o amarillas. Los
frutos son cipselas o aquenios, secos, indehiscentes, con el pericarpio no soldado a la
semilla, de forma prismatica; pueden ser glabros, peludos o aristados (Sherff, 1937;
Paray, 1957).

Las caracteristicas mas significativas que sirven para distinguir las distintas especies

de este género se resumen de la siguiente manera (Sherff, 1937; Paray, 1957):

e Hojas irregularmente biternadas, segmentos lineares, bracteas 3 o0 4 > B.
lemmoni.

e Hojas no irregularmente biternadas, segmentos no lineares, bracteas méas de 4 >
B. pilosa

¢ Hojas pinnadas, segmentos angostos = B pilosa variedad bimucronata

e Cabezuelas de menos de 1 centimetro de ancho -> B. bigelovii variedad
pueblensis

e Cabezuelas de 1 a 1.5 cm de ancho = B. pilosa variedad calcicola

e Planta verde, ligulas blancas - B. pilosa variedad radiata

e Planta palido-azulosa, ligulas rosadas = B. pilosa variedad bimucronata

e Hojas abrazadoras - B. laevis

e Planta sarmentosa de 10 a 25 cm de altura = B. anthemoides

e Planta no sarmentosa de 25 a 70 cm de altura ->B. triplinervia variedad
maerantha

e Hojas no pinnadas de 1.5 a4 cm - B. triplinervia
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e Hojas simples y pinnadas en la misma planta. Las simples de 4 a 15 cm de largo
- B. aurea

e Segmentos de los foliolos de 1 a 3 mm de ancho - B. ferulaefolia

e Hojas tripartidas - B. ostruthioides

e Hojas no tripartidas pero si variadas = B. serrulata

1.1.1. Compuestos principales

Apenas se han encontrado estudios fitoquimicos realizados en el género Bidens. La
informacion que se ha podido recopilar revela la posible presencia de fitoesteroles,
taninos del tipo catecol, polisacaridos, carotenos y flavonoides, aminas, terpenos,
azUcares reductores y compuestos poliacetilénicos (Ferdinand et al., 1983; Gonzélez,
1993)

La especie mas estudiada es Bidens pilosa, conocida como Amor seco (Wang et al.,
1997). Se ha detectado la presencia de aminas, esteroles y esteroides, terpenos,
flavonoides (0,60-2,31%), glicésidos de aurona y chalconas, cuyas geninas mas
comunes son okanina, lanceolina y buteina. Algunos compuestos concretos destacables
son:

= Okanina-p-D-glucopiranosiloxi-3-hidroxi-6(E)-tetradecen-8,10,12-triino

= (2)-7-O-B-D-glucopiranosil-6,7,3,4-tetrahidroxiaurona

= (2)-6-0O-(6-O-p-cumaroil-B-D-glucopiranosil)-6,7,3,4-tetrahidroxiaurona
= (2)-6-O-(6-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-6,7,3,4-tetrahidroxiaurona

= (2)-6-O-(3",4",6"-triacetil-B-D-glucopiranosil)-6,7,3',4'-tetrahidroxiaurona
= (2)-6-O-(2",4",6"-triacetil- D -glucopiranosil)-6,7,3',4'-tetrahidroxiaurona
= Okanin-4'-O-B-d-(4",6"-diacetil)-glucopiranosido

= |sookanin 7-O-B-D-(2",4",6"-triacetil)-glucopirandsido

= Quercetin-3,4'-dimetiléter-7-O-rutindsido.

En cuanto a acidos fenolicos, el acido nicotinico, acido tanico y acido p-cumarico,
son los méas abundantes. También se han detectado compuestos poliacetilenos benzoides
(fenil heptatrina y a-tertienil), fitoesteroles (B-sitosterol, estigmasterol) fitosterina B,
proteinas (albumina); un alcohol alifatico (hentrianocontanol) y algunos aceites
esenciales (Gbashi et al., 2016).
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1.2. Bidens aurea (Aiton) Sherff

1.2.1. Descripcion boténica

Es una hierba erecta, anual o perenne, que presenta un tallo cuadrangular, verde y
algo purpureo de 0,5 a 1 m de alto. Las hojas son submembranaceas, a veces sencillas,
lineares o lanceoladas, oblongas, aserradas tri o quinquepartidas o bipinnadas,
pecioladas, con peciolos mas o menos alados de 0,2 a 4 cm de largo. Los capitulos son
radiados y tienen entre 2 y 5 cm de didmetro. Las flores periféricas, 5 o 6, son liguladas
y de color amarillo claro y tienen forma ovada, con el apéndice entero o irregularmente
dentado, de 1 a 3 cm de largo. Los frutos llamados cipselas son cuneados-lineares, algo
cuadrangulares, negros y sedosos de 4 a 7 mm de largo, terminados en dos aristas
amarillas de 1,5 a 3 mm de largo (Sherff, 1937).

Figura 1: Muestra de un tallo con inflorescencias vivo (a) y seco (b) de la planta Bidens
aurea (Aiton) Sherff (imagenes propias).

1.2.1.1. Nombres vulgares

Té moruno, té de huerta, té americano, té de México, té de Canarias, té bravio, té de

campo, té fino, té sembrado.
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1.2.1.2. Clasificacion taxondmica

Para Bidens aurea (Aiton) Sherff la clasificacion taxonémica se muestra en la Tabla 1:

Tabla 1: Clasificacion taxondmica de Bidens aurea (Aiton) Sherff

[ |

REINO: PLANTAE
DiVISION ANGIOSPERMAE
CLASE EUDICOTYLEDONEAE
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
SUBFAMILIA ASTEROIDEAE
TRIBU HELIANTHEAE
GENERO: BIDENS
ESPECIE: B. AUREA

1.2.2. Ecologiay fenologia

Es una planta de origen centroamericano, que se ha extendido como nedfito por el
sur de Europa. (D’Arcy, 1975). Vive en lugares himedos en casi toda Espafia (Figura
2). Se encuentra dispersa por diferentes provincias, en mayor proporcion en las costas
mediterranea y cantabrica y por el archipiélago canario, aunque también aparece en
localidades continentales, alejadas del mar, como el oeste de Castilla y Leodn, en
Extremadura y en el interior de Andalucia, etc. Puede estar cultivada y asilvestrada.

ar 5
.' ‘w@ ﬂ

ey
|

Figura 2: Distribucion de Bidens aurea (Aiton) Sherff en Espafia (tomado de
Anthos.es).
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Crece en lugares soleados y tiene preferencia por los suelos ricos en materia organica
de zonas himedas, bordes de zanjas y canales de riego, junto a cultivos asi como en
orillas de rios y arroyos (Paray, 1957). Aunque suele florecer en octubre, a veces lo hace
mas tarde o incluso no florece. Las partes mas Utiles son las hojas, que se recogen en

septiembre.

1.2.3. Composicion quimica

No se conoce con exactitud la composicion fendlica de Bidens aurea (Aiton) Sherff,

aungue se ha reportado la presencia de flavonoides. (Alarcén et al., 1997).

1.2.4. Estudios fitoquimicos y actividad bioldgica

La mayoria de las especies conocidas como “té” poseen ingredientes activos con
propiedades farmacoldgicas beneficiosas para el sistema digestivo. (Gonzalez-Tejero,
1990; Mulet, 1991; San Miguel, 2004; Blanco & Cuadrado, 2000; Blanco, 2002 ). Se
han realizado estudios con extractos de flavonoides de la misma, obteniendo resultados

positivos en la curacion de Ulceras de rata (Alarcon et al., 1997).

1.2.5. Conocimientos y usos tradicionales

Pardo de Santayana et al. (2005) en la obra Plants known as té in Spain: An ethno-
pharmaco-botanical review, estudiaron esta especie desde un punto de vista

etnobotanico y recopilaron los siguientes usos tradicionales de la misma.

> Medicina humana

+«»Sistema respiratorio
Se ha utilizado como anticatarral: para ello se preparaba una coccion, en agua o en
vino, de una mezcla de orégano, hierbabuena, té, poleo, presta de burro (Mentha

suaveolens) e higos secos. Se tomaba con miel o con manteca para suavizar.

+»Sistema digestivo
En algunos lugares de Espafia se utiliza como un té digestivo, sin excitantes,

incluso como relajante.
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Para su aprovechamiento, se secan las hojas y se cuecen para tomarlas
posteriormente en infusion. Las zonas de Espafia en las que predomina este uso, se

muestran en la Figura 3.

O locally Q) frequently O regionally

Figura 3: Areas donde Bidens aurea (Aiton) Sherff es utilizada como infusion en
Espafia (tomada de Pardo de Santayana et al., 2005).

También se han encontrado casos de su uso para dolencias estomacales.

En otras zonas, se creia que ayudaba a adelgazar.

1.3. El género Daphne

Se trata de arbustos o subarbustos glabros o con pelos adpresos o patentes. Los tallos
pueden variar de erectos a postrados, siendo mas o menos ramificados, con cicatrices
foliares. Las hojas son simples, enteras, persistentes y coriaceas, 0 caducas y mas o
menos tiernas, esparcidas a lo largo de los tallos y concentradas en los apices. Las
inflorescencias se presentan en fasciculos mas o menos capituliformes o formando
racimos o0 paniculas muy condensados. Las flores son vistosas, olorosas y
hermafroditas. Presentan 4 sépalos petaloideos, de los cuales 2 son més estrechos, de
colores blanco, crema, amarillento palido, verdusco, rosa o purpura y carecen de corola.
Los estambres en numero de 8 tienen filamentos muy cortos. El estilo es corto. El fruto
es bacciforme, monospermo, con pericarpio carnoso, de color rojo, anaranjado,

pardo/amarillento o negro. (Castroviejo et al., 1997).
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Las caracteristicas mas significativas y que sirven para distinguir las distintas plantas

de este genero se resumen de la siguiente manera:

Con hojas caducas, mas 0 menos tiernas:

® Planta que florece antes de que las hojas se hayan desarrollado, hojas glabras,
sépalos obtusos de color rosa, fruto glabro - D. mezereum

® Planta que florece cuando las hojas ya se han desarrollado, hojas uniformemente
pubescentes en ambas caras, sepalos agudos y blancos, fruto peloso >D. alpina

Con hojas persistentes, coriaceas:

- Inflorescencia en racimo axilar o en panicula terminal

® Planta glabra, hojas grandes de apice entre sub-agudo y redondeado, fruto
maduro negro, inflorescencias en racimo axilar muy condensado con 3-7 flores
—>D. laureola

® Planta con pelos adpresos en tallos jovenes e hipanto, hojas pequefias y
acuminadas, fruto maduro rojo, inflorescencias en panicula terminal, 10-60
flores = D. gnidium

- Inflorescencia en fasciculo terminal, mas o menos capituliforme:

® |[nflorescencias con 6-12 flores, tallos postrados o decumbentes, hipanto 7-12
mm, sépalos de color rosa o purpura = D. cneorum

® Hojas con pelos rectos en el margen, tallos con ramas laterales cortas y
subpungentes, sépalos obtuso, inflorescencias en fasciculos terminales
- D. rodriguezii

® Hojas glabras, tallos sin ramas laterales subpungentes, sépalos agudos o
acuminados, inflorescencias en fasciculos terminales=> D. oleoides

1.3.1. Compuestos principales

Mas de 250 constituyentes quimicos (Figura 4, Figura 5 y Figura 6) se han descrito
en el género Daphne (Xu et al., 2011). Estos compuestos han sido clasificados en cinco
grupos: cumarinas, flavonoides, lignanos, terpenoides y otros. Hasta ahora, al menos 19
cumarinas monomeéricas, 22 biscumarinas y 4 cumarinas triméricas han sido aisladas y

clasificadas en este género, asi como hasta 70 flavonoides y casi 30 lignanos. Por su
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parte, los terpenoides son los compuestos mas predominantes con alrededor de 80

diferentes. El resto de compuestos encontrados se encuentran entre distintos derivados

fenolicos, esteres acidos, acidos grasos, y alcaloides.

Compound class and name Source Compound class and name Source
Coumarins 53 Apigenin 5-O-fi-pD-glucopyranoside D. genkwa
1 Daphnetin D. tangutica 54 Apigenin 8-O-rhamnopyranosyl-(1— 2)-glucopyranoside D. tangutica
2 Daphnoretin D. tangutica 55 Luteolin D. genkwa
3 Daphneticin D. tangutica 56 Luteolin 7-O-glucoside D. gnidium
4 7-Hydroxy-8-methoxycoumarin D. tangutica 57 Luteolin 7-methyl ether D. genkwa
5 Umbelliferone D. tangutica 58 Luteolin 7-methyl ether 5-O-f-p-glucopyranoside D. koreana
6 Daphnin D. acutiloba 59 Velutin D. genkwa
7 Daphnetin 8-O-f-p-glucopyranoside D. oleoides 60 Grantioidin D. oleoides
8 8-Hydroxy-7-methoxycoumarin D. tangutica 61 7-Methoxyacacetin D. genkwa
9 7.8-Dimethoxycoumarin D. koreana 62 Orientin D. gnidium
10 Daphneside D. giraldii 63 Isoorientin D. gnidium
11 Daphnetin 8-O-f-p-glucopyranosyl-( 1 — 6)-f-p-glucopyrano-  D. giraldii 64 Quercetin D. gnidium
side 65 Isoquercitrin D. pedunculata
12 Acetylumbelliferone D. gnidium 66 Genkwanin D. genkwa
13 Umbelliferone 7-0--p-glucopyranoside (= skimmin) D. marginata 67 Genkwanin 5-0--p-glucopyranoside D. genkwa
14 7-Methoxycoumarin ( = herniarin) D. pedunculata 68 Genkwanin 5-O-f-p-primveroside D. genkwa
15 Cichoriin D. oleoides 69 Galuteolin D. pedunculata
16 Virgatenol D. oleoides 70 Luteolin 7,3'-dimethyl ether 5-O-f-p-glucoside D. pedunculata
17 Virgatol D. oleoides 71 Yuanhuanin (= luteolin 7-methyl ether 5-0-f-p-glucoside) D. pedunculata
18 5-Hydroxy-7-methoxycoumarin 8-O-f-p-glucopyranoside D. pseudo-mezere 7 Kaempferol D. odora
19 Daphkoreanin D. koreana 73 Kaempferol 5-O-f-p-glucopyranoside D. pedunculata
20 Ethyl 3-{2-hydroxy-4-[ (7-hydroxy-6-methoxy-2-oxo-2 H-chro- D. pedunculata 74 2,5.7.4"-Tetrahydroxyisoflavanol D. gnidium
men-3-yl)oxyJphenyl}propanoate 75 4 5-Dihydroxy-3',7-dimethoxyflavone D. giraldii
21 5-Demethoxydaphneticin D. holosericea 76 Diosmetin 7-O-f-p-xylopyranosyl(1 — 6)f-n-glucopyrano- D. pseudo-mezereum
2 Isodaphneticin D. enidium side
23 Demethoxyisodaphneticin D. giraldii 77 Sakuranin D. giraldii
24 Daphneticin 4"-O-«-p-glucopyranoside D. oleoides 78 (—)-Afzelechin D. holosericea
25 Daphgilin D. giraldii 79 5-O-Methylafzelechin D. giraldii
26 G}xlsam'anm D. ”{“"df-" 80 (=)-7-O-p-p-Glucopyranosylepiafzelechin D. giraldii
27 Giraldoid A D. giraldii 81 (—)-5-Methoxy-7-f-p-glucopyranosylafzelechin D. giraldii
28 2”‘0'Ace‘y'lgi'ald°id A D. feddei 82 8-( Ethoxycarbonyl)-5.7.4"-trihydroxyflavan D. odora
29 Edgeworoside C D. remsa 83 Daphneflavan B D. tangutica
30 Edgeworin D-holoseria 84 8-(Ethoxycarbonyl)-57,4"trihydroxyflavanol D. genkwa
; : stxgi:::;g::in g : :“)"I",:S‘::;'c‘ 85 Daphneflavan C D. tangutica
33 7.7-Dihydroxy-68'-bicoumarin (=bicoumol) D. giraldii 86 g;zzfi;"“y“'bmy')'5'(“'hyd’°°"’b°“’°y oxy)Thpdeosy-:  Doghelal
34 Daphnoretin 7-O-f-p-glucopyranoside D. koreana R
35 7-0%/%-D-Gluoopyranciyl]-6‘zydroxy-3-[(2-oxo-2H~l-benzo- D. olevides 8. ()& Ethoxycarbonyl)-5-(4-kydromybonzoyloxy)-7-{(2:3,5- D. giraldl
7 trihydroxybenzoyl)oxy Jafzelechin
pyran-7-y1)-2H-1-benzopyran-2-one o 88  (—)-5-[(4-Hydroxybenzoyl)oxy]-8-(methoxycarbonyl)-7- D. giraldii
36 Rutarensin D. giraldii [(2.3,5-trihydroxybenzoyl Joxy|afzelechin
37 6-(f-Glucopyranosyloxy )-7- (2-oxo-2H-1-benzopyran-7- D. feddei 89 N e(;ch amaejasmin B D. feddei
yl)oxy]-Z!{.-]-benzopyran-2-onc 5 g 90 Isoneochamaejasmin A D. feddei
38 Daphnogitin D. giraldii 91 Isochamaejasmin D. holoseric
39 Daphnogirin D. giraldii 92 Daphnodorin A D. odora
40 6-0-a-L.-Rhamnnopyranosyldaphnogirin D. giraldii 93 Daphnodorin B D. odora
41 6-0-f-p-Apiofuranosyldaphnogirin D. giraldii 94 Daphnodorin C D. odora
42 Daphjamilin D. oleoides 95 Genkwanol A D. genkwa
43 Daphnolin D. giraldii 9 Daphnodorin D, D. odora
44 Daphwazirin ( = 7-hydroxy-8-[2-ox0-2H-1-benzopyran-7-(0-  D. oleoides 97 Wikstrol A D. feddei
a-L-thamnosyl)-6"-yl]-2H-1-benzopyran-2-one) 98 Daphnodorin D, D. odora
45 3-({6-[ (8-p-Glucopyranosyl)oxy]-2-oxo-2H-1-benzopyran-7- D. oleoides 99 Wikstrol B D. feddei
yljoxy)-7-methoxy-2 H-1-benzopyran-2-one 100 Daphnodorin E D. odora
46 Feddeiticin D. feddei 101 Daphnodorin F D. odora
47 8-{7-[ (a-n-Fucopyranosyl)oxy]-2-ox0-2H-1-benzopyran-8- D. oleoides 102 Daphnodorin G D. odora
yl}-7-hydroxy-3-[ (2-ox0-2H-1-benzopyran-7-yl Joxy]-2H-1- 103 Daphnodorin G 3"-methyl ether D. genkwa
benzopyran-2-one 104 Daphnodorin H D. odora
48 8-{7-[ (a-p-Fucopyranosyl )oxy]-2-oxo-2H-1-benzopyran-8- D. oleoides 105 Daphnodorin H 3-methyl ether D. genkwa
yl}-7-methoxy-3-[(2-ox0-2H-1-benzopyran-7-yl Joxy]-2H-1- 106 Daphnodorin H 3"-methyl ether D. genkwa
benzopyran-2-one 107 Daphnodorin I D. odora
19 Edgeworoside A D. retusa 108 Daphnodorin J D. odora
50 7'-Hydroxy-22"-dioxo-3'-[(2-0x0-2H-chromen-7-yl Joxy]- D. retusa 109 Bihydrodaphnodorin B D. odora
2H,2'H-8,8-bichromen-7-yl 3-p-glucopyranoside 110 Daphnodorin K D. odora
Flavonoids 111 Daphnodorin L D. odora
51 Avisenin Divenkoie 112 Daphnodorin M D. acutiloba
P &
52 Apigenin 7-O-f-p-glucuronide D. genkwa i Qonkysnol B o
i 114 Daphnodorin N D. acutiloba

Figura 4: Compuestos quimicos encontrados en el género Daphne (tomada de Xu et al., 2011).
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Compound class and name
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Compound class and name Source

115 Stelleranol D. holosericea
116 Genkwanol C D. genkwa
nz "-Methoxydaphnodorin C D. feddei
118 2"-Methoxy-2-epidaphnodorin C D. feddei
119 Daphnogirin A D. giraldii
120 Daphnogirin B D. giraldii

Lignans
121 (1R 25,5R,6R)-6-(3-Ethyl-4-hydroxy-5-methoxyphenyl)-2- D. oleoides

(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-3,7-dioxabicyclo[ 3.3.0]oc-

tane
122 (1R 28,5R,65)-2,6-Bis(3-ethyl-4-hydroxy-5-methoxyphenyl)- D. oleoides

3,7-dioxabicyclo[3.3.0]octane
123 (+)-Pinoresinol 4-0-f-p-glucopyranoside D. oleoides
124 (+)-Medioresinol D. olevides
125 (=)-Pinoresinol 4-0-f-n-glucopyranoside D. giraldii
126 Genkdaphin D. genkwa
127 (=)-Piperitol D. tangutica
128 Pinoresinol D. odora
129 (—)-Pinoresinol di-O-glucoside D. pseudo-mezereum
130 Syringaresinol D. tangutica
131 Syringaresinol 4-0-f-p-glucopyranoside D. tangutica
132 (+)-Syringaresinol 4,4'-0-bis-f-p-glucopyranoside D. giraldii
133 (-)-Lariciresinol D. odora
134 (—)-Lariciresinol 4-0-f-p-glucopyranoside D. giraldii
135 Daphneligin D. oleoides
136 4-(f-p-Glucopyranosyloxy)-9-hydroxy-3,3',4'-trimethoxy- D. oleoides

7' 9-epoxylignan
137 (+)-Secoisolariciresinol D. odora
138 9-Butoxy-4.4-dihydroxy-3,3'-dimethoxy-9.9"-epoxylignan D. feddei
139 9-Ethoxy-4.4'-dihydroxy-3,3'-dimethoxy-9,9 -epoxylignan D. feddei
140 Isocubebin D. feddei
141 (—)-Dihydrosesamin D. tangutica
142 (+)-Taxiresinol D. oleoides
143 (+)-Matairesinol D. odora
144 (+)-Wikstromol D. edora
145 (—)-Epinortrachelogenin D. holosericea
146 Isosalicifolin D. giraldii
147 Eudesmine D. oleoides
Terpenoids
148 Anabsinthin D. oleoides
149 Seemarin D. oleoides
150 Yuanhuacine (= gnidilatidin) D. genkwa
D. oleoides
151 Yuanhuadine D. genkwa
152 Yuanhuafine D. genkwa
153 Yuanhuatine D. genkwa
154 Yuanhuajine D. genkwa
155 Yuanhuagine D. genkwa
156 Yuanhuahine D. genkwa
157 Yuanhualine D. genkwa
158 Yuanhuapine (= 1,2-dihydroyuanhuafine) D. genkwa
159 Daphnetoxin D. tangutica
160 Genkwadaphnin (= 12-benzoyldaphnetoxin) D. oleoides
D. genkwa

161 12-Hydroxydaphnetoxin D. giraldii
162 Gniditrin D. tangutica
163 Gnidicin D. tangutica
164 Gnidicin-20-palmitate D. oleoides
165 Gnidilatidin-20-palmitate D. oleoides
166 Gnidilatin D. oleoides
167 Gnidilatin-20-palmitate D. oleoides
168 Genkwadaphnin-20-palmitate D. oleoides
169 Excoecariatoxin D. tangutica
170 Tanguticacin D. tangutica
171 Tanguticadin D. tangutica
172 Tanguticafin D. tangutica
173 Tanguticagin D. tangutica
174 Tanguticahin (= 15,16-dihydrodaphnetoxin) D. tangutica

175 Tanguticakin (= 1,2-dihydrodaphnetoxin) D. tangutica
176 Tanguticalin D. tangutica
177 Tanguticamin D. tangutica
178 Daphnegiraldicin D. giraldii
179 Daphnegiraldin (= 12-lauroyloxydaphnetoxin) D. giraldii
180 Daphnegiraldifin D. giraldii
181 1,2-Dihydrodaphnegiraldifin D. tangutica
182 Mezerein D. mezereum
183 12p-Acetoxy-5f-hydroxyresiniferonol-9,13,14-triyl or- D. genkwa
tho[ (2E)-dec-2-enoate]
184 Genkwanine A D. genkwa
185 Genkwanine B D. genkwa
186 Genkwanine C D. genkwa
187 Genkwanine D D. genkwa
188 Genkwanine E D. genkwa
189 Genkwanine F D. genkwa
190 Genkwanine G D. genkwa
191 Genkwanine H D. genkwa
192 Genkwanine [ D. genkwa
193 Genkwanine J D. genkwa
194 Genkwanine K D. genkwa
195 Genkwanine L D. genkwa
196 1,2a-Dihydro-20-palmitoyldaphnetoxin D. tangutica
197 Genkwanine M D. genkwa
198 Genkwanine N D. genkwa
199 Genkwanine O D. genkwa
200 Yuanhuaoate A D. genkwa
201 Yuanhuaoate B D. genkwa
202 Yuanhuaoate C D. genkwa
203 1,2a-Dihydro-5p-hydroxy-6a 7« -epoxyresiniferonol-14-ben- D. tangutica
zoate
204 1,24-Dihydro-54-hydroxy-6a,7a-e poxyresiniferonol-14-ben- D. tangutica
zoate
205 Vesiculosin D. tangutica
206 Isovesiculosin D. tangutica
207 12-0-Benzoylphorbaol-13-nonanoate D. aurantiaca
208 12-0-Benzoylphorbol-13-octanoate D. aurantiaca
209 Oleodaphnal D. oleoides
210 Oleodaphnone D. olevides
211 Guaia-4,11-dien-3-one D. aurantiaca
212 Dauca-3,11-diene-2¢,15-diol D. aurantiaca
213 3-Oxoguai-4-ene-11,12-diol D. aurantiaca
214 de, 51,80, 11 H-Te-Hydroxy-3-oxoguai-1(10)-en-12 8-olide D, aurantiaca
215 da, 501,80, 113 H-T4-Hydroxy-3-oxoguai-1(10)-en-12,8-olide D. aurantiaea
216 la,8a-Dihydroxy-4a 5FH-guaia-9.7(11)-dien-12,8-olide D. aurantiaca
217 dar, SceH-1a Ba-Dihydroxyguaia-9,7(11)-dien-12,8-olide D. aurantiaca
218 Oleanolic acid D. oleoides
219 Acetyl c-amyrin D. tangutica
220 Lup-20(30)-ene-3¢z,29-diol D. oleoides
221 Lup-20(30)-ene-34,29-diol D. oleoides
222 Lupenone D. aurantiaca
223 Betulin D. oleoides
224 Lup-20(28)-en-3-ol D. aurantiaca
225 Lup-20(29)-enyl acetate D. aurantiaca
226 Stigmasterol glucoside D. oleoides
227 p-Sitosterol D. pedunculata
228 Daucosterol D. pedunculata
Others
229 Methyl 4-hydroxybenzoate D. tangutica
230 4-Ethoxybenzoic acid D. oleoides
231 4-Hydroxybenzoic acid D. oleoides
232 3.4.5-Trimethoxybenzoic acid D. tangutica
233 1-(4-Hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)propane-1,2-dione D. giraldii
234 Daphneolon D. tangutica
235 Daphnolon D. giraldii
236 Daphnenone D. odora
237 (+)-(S)-3-Hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-phe- D. giraldii
nylpentan-1-one
238 (+)-(8)-3-Hydroxy-1-(4-methoxyphenyl)-5-phenylpentan-1- D. giraldii
one
239 Sinapaldehyde D. holosericea

Figura 5: Compuestos quimicos encontrado en el género Daphne (continuacion).
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Compound class and name

Source

Compound class and name

Source

122 Lupenone D. aurantiaca
223 Betulin D. oleoides
224 Lup-20(28)-en-3-0l D. aurantiaca
225 Lup-20({29)-enyl acetate D. aurantiaca
226 Stigmasterol glucoside D. oleoides
227 f-Sitosterol D. pedunculata
228 Daucosterol D. pedunculata
Others
229 Methyl 4-hydroxybenzoate D. tangutica
230 4-Ethoxybenzoic acid D. oleoides
231 4-Hydroxybenzoic acid D. oleoides
232 34,5 Trimethoxybenzoic acid D. tangutica
233 1-(4-Hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl )propane-1,2-dione D. giraldii
234 Daphneolon D. tangutica
235 Daphnolon D. giraldii
236 Daphnenone D. edora
237 (+)-(8)-3-Hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-phe- D. giraldii
nylpentan-1-one
238 (+)-(5)-3-Hydroxy-1-(4-methoxyphenyl)-5-phenylpentan-1- D. giraldii
one
39 Sinapalde hyde D. holosericea
240 ( £)-Ferulic acid D. tangutica
241 Isoferulic acid D. tangutica
242 Syringinoside D. arisanensis

261

Syringin

Icariside H,

Coniferin

Conferinoside

Daphnenoside

Undecyl 34-dihydroxycinnamate
Tridecyl 3,4-dihydroxycinnamate
Caffeic acid octadecyl ester

Caffeic acid icosanyl ester
Caffeic acid docosanyl ester
a-Tocopherol
Armaosigenin
Daphneresinol
18-Hydroxylferruginol
Physcion

Loliolide

Glyceryl tristearate
Hexacosanoic acid
Octacosan-1-o]
Octacosanoic acid
Tetratriacontan-1-ol
Pyrimidine-2,4-diol
Aurantiamide acetate

D. arisanensis
D. tangutica
D. olevides
D. oleoides
D. oleoides
D. oleoides
D. oleoides
D. tangutica
D. giraldii
D. tangutica
D. odora

D. gnidium
D. feddei
D. feddei
D. tangutica
D. tangutica
D. aurantiaca
D. tangutica
D. odora

D. odora

D. rangutica
D. rangutica
D. odora

D. genkwa

Figura 6: Compuestos quimicos encontrado en el género Daphne (continuacion 2).

1.4. Daphne gnidium L.

1.4.1. Descripcion botanica

Se trata de un arbusto de entre 0,5 y 2 m de altura, muy ramificado con tallos

densamente foliosos y cubiertos en gran parte de pelos cortos y adpresos con la corteza

de un color pardo/rojiza de jovenes que se torna grisacea al envejecer. Las hojas de 20-

30 x 3-7 mm son alternas, de linear a linear-oblanceoladas, acuminadas, atenuadas en la

base, persistentes, coridceas, glabras y punteadas por el envés. Las inflorescencias son

terminales, paniculadas, multifloras, constituidas por un racimo apical y varios axilares.

Con flores de unos 5-6,5 mm de longitud, hipanto de unos 3-4 mm, poco persistente, y

con pelos adpresos y densos por el exterior. Tiene 4 sépalos de color crema, pubérulos

por fuera. El fruto tiene un tamafio de unos 7 mm y es carnoso, globoso, de un rojo

brillante y presenta una semilla ovoidea. (Nieto Feliner, 1997; Valdés et al., 1987).

Figura 7: Muestra de un tallo vivo (a) y seco (b) de la planta Daphne gnidium L. (iméagenes
propias).
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1.4.1.1. Nombres vulgares

Castellano: altrobisca, chorvisca, escrifios, granilla, lentisco, mafiusquera, matagallina,
matapollero, matapollos, ojo pollo, tafios, tobico, tolvihca, tolvisco, tofia, torbisco,
torbizca, torbizco, torobisco, torovisco, torovizco, torvihca, torvisca, torvisco, torvisco
macho, torvisquera, torvizco, trobisca, trobisquera, trovisca, trovisco, trubisca,
truvisca, truvisco, truvisquera, turbico, turbisco, uva de perro.

Catalan: baladre bord, herba pollera, laureola, matagallina, matapoll, matapollera, teade
mata, tei, tintorell, torvisco.

Gallego: chorovisco, churvisco, matapulgas, torvisca, trovisco, turvisco.

1.4.1.2. Clasificacion taxonémica

Para Daphne gnidium L. la clasificacion taxondmica se muestra en la Tabla 2

Tabla 2: Clasificacion taxonémica de Daphne gnidium L.

[esrorconcemies ]

REINO: PLANTAE
DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE: RosIDAE
ORDEN: MALVALES
SUBORDEN MYRTALES

FAMILIA: THYMELAEACEAE
GENERO: DAPHNE

ESPECIE: D. GNIDIUM

1.4.2. Ecologiay fenologia

Esta especie crece en encinares, coscojales, alcornocales, pinares y en matorrales de
sustitucion (especialmente tras incendios). Se distribuye por la region mediterranea,
desde la Peninsula Ibérica, archipiélagos canario y balear hasta Grecia y norte de Africa.
Se puede encontrar en alturas entre 0 y 1400 m. Florece de Junio a Noviembre. (Verdd
y Garcia-Fayos, 1998; Nieto Feliner, 1997).
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1.4.3. Composicion quimica

Se han realizado andlisis fitoquimicos y de la actividad antioxidante de extractos de
metanol con hojas y tallos de la planta Daphne gnidium L. (Cottiglia et al., 2001;
Deiana et al., 2003; Nowik, 2005), describiéndose la presencia de cumarinas
[daphnetina (Cabrera & Garcia-Granados, 1981), daphnina (Cabrera & Garcia-
Granados, 1981), acetilumbeliferona (Ulubelen et al., 1986), daphnoretina (Cordell,
1984)], flavonoides [apigenina, luteolina (Cabrera & Garcia-Granados, 1981; Harborne
& Mabry, 1994), orientina (Cabrera & Garcia-Granados, 1981; Harborne & Mabry,
1994), isoorientina (Cabrera & Garcia-Granados, 1981; Harborne & Mabry, 1994),
apigenina 7-O-glucésido (Cabrera & Garcia-Granados, 1981; Harborne & Mabry,
1994), genkwanina (Wagner et al., 1976; Harborne & Mabry, 1994), 5-O-B-D-
primeverosil genkwanina (Ragot et al., 1988; Garcia-Granados & Saenz de Buruaga,
1980)] y a-tocoferol. En otro estudio se menciona también el 2, 5, 7, 4’-
tetrahidroxiisoflavanol (Wang et al., 1997). La estructura de estos compuestos, salvo el

ultimo mencionado, se recogen la Figura 8.

Rz
R0 O 0 HG © a0
© = CH3O = D 0
14 4 @ =

513 14
K Ry R, B, Rs Ry By
1 daphnetin H QH
2 daphnin glucosyl OH
3 acetylumbelliferan COCH, H
4 daphnaoretin
5 apigenin H H H H H OH H
6 luteolin H H H H OH OH H
7 quercetin H H H H OH CH OH
§ orientin H H H glucosyl OH OH H
9 iscarientin H glucosyl H H OH OH H
10 luteolin 7-0 -glucoside H H glucosyl H OH OH H
11 apigenin 7-0 -glucoside H H glucosyl H H OH H
12 genkwanin H H CH; H H OH H
13 5-0-f-o-primeverosyl  xvloglucosyl H CH; H H OH H
genkwaning

14 c-tacopheral

Figura 8: Sustancias fitoquimicas encontrados en Daphne gnidium L. (tomada de
Deiana et al., 2003).
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1.4.4. Estudios fitoquimicos y actividad bioldgica

En diversos estudios realizados con partes de esta planta y relacionados en el
apartado bibliogréfico, se ha demostrado su capacidad antioxidante (Deiana et al.,
2003), asi como antibacteriana y antimicética. Para demostrar esta Ultima se han
realizado estudios con resultados positivos contra Bacillus lentus y Escherichia coli.
(Cabrera & Garcia-Granados, 1981; Ragot et al., 1988).

1.4.5. Conocimientos y usos tradicionales

Se han descrito numerosos usos de esta planta en medicina popular. Rodriguez
Franco (2018) en la obra Inventario espafiol de los conocimientos tradicionales
relativos a la biodiversidad, estudia esta especie desde un punto de vista etnobotanico y

recopila los siguientes usos tradicionales de la misma.

» Alimentacién animal

El fruto se ha usado como alimento de pajaros, gallinas y perdices haciéndose una
grana roja. También es apreciado por las cabras. Ha sido Gtil ademas como cebo en

trampas para la caza de aves.

» Medicina humana

+ Sistema circulatorio
Se ha utilizado como antihemorrégico aplicando la parte interior de la corteza sobre
el corte a modo de torniquete. También para el tratamiento de hemorroides lavando la

zona afectada con el caldo resultante de cocer la planta.

+ Sistema digestivo

La infusion de hojas y tallos, aplicada en forma de enema, se ha usado como
laxante.

Existe la creencia que atar la corteza a la cintura favorece un efecto astringente.

La parte de la planta resultante de separar la corteza del tallo, se utilizaba como
remedio para dolores de vientre tras aplicarse externamente sobre el vientre. Para estos
mismos sintomas otro remedio era comer el fruto crudo.

Se ha usado la planta cocida para combatir la inflamacion del apéndice a modo de

cataplasma.
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Tuvo un uso muy extendido a lo largo de parte de Espafa para el tratamiento de
problemas de inflamaciones e infecciones de boca y dientes. Para ello se hacian
enjuagues bucales o gargarismos con el cocimiento de la parte aérea o bien, masticando

la parte externa del tallo o la raiz.

*»Sistema genito-urinario
La planta tomada antes de las comidas ha servido de diurético y ha ayudado a

prevenir las piedras en el rifion.

“+Concepcion, embarazo y parto
La corteza se ha usado puntualmente para favorecer la expulsion de la placenta
atando una correa al cuello de las mujeres. Incluso se ha tratado con ella el corddn

umbilical de los recién nacidos.

+»+Sistema respiratorio
En el tratamiento contra los ronquidos, se inhalaba el vapor generado tras hervir la
planta. Para problemas asmaticos se han usado las plantas fumadas en forma de

cigarrillo.

“*Musculatura y esqueleto

Con la corteza reblandecida en agua durante un dia y aplicada externamente, se
consegui aliviar los dolores musculares y atdndola a una zona afectada, se trataban los
desgarros musculares.

Otro remedio utilizado consistia en trenzar jirones del tronco y atarlos al cuerpo

buscando un efecto antiinflamatorio o bien inmovilizar huesos y articulaciones.

“+Piel y tejido celular subcutaneo

Su uso para el tratamiento de verrugas se extendié a varias zonas de Espafa. Para
ello, se restregaban las hojas, los frutos y/o un emplasto de los brotes tiernos sobre la
verruga o bien aplicando la raiz hervida.

Otros usos dermatologicos asociados a la planta son como cicatrizante vy
desinfectante, tras hacer un torniquete con la parte interior de la corteza. O bien, como
rubefaciente cociendo la planta en vinagre o en tisana. Los juanetes se trataban

restregando las hojas.

¢ Sistema nervioso y enfermedades mentales

Se ha utilizado como calmante sin especificar el modo
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s*Enfermedades infecciosas y parasitarias
Se le atribuyen propiedades antisepticas. En algunos lugares el decocto de la
corteza se ha utilizado como locién antipiojos. Otros usos asociados son el tratamiento

de la sarna, la malaria, las fiebres tercianas y el herpes asociado al paludismo.

+* Intoxicaciones y envenenamientos
Contra la picadura de animales venenosos como escorpiones, alacranes y viboras,
se machacaban las hojas, ramas y corteza y se untaba el emplasto en la zona. Otra forma

era atar la corteza.

> Veterinaria

+»Sistema circulatorio

La corteza se ha utilizado para detener hemorragias en el ganado.

++Sistema digestivo
Su uso mas conocido fue para cortar episodios de diarrea usando ramas enteras sin
hojas o bien jirones de corteza atados a diferentes partes de los animales (cuello, rabo,

patas, etc.)

++Sistema genito-urinario

La corteza se ha usado como ayuda a la hora de capar animales, atandola para
evitar la bajada de los testiculos y hemorragias.

También para evitar el celo atando una tira de corteza de los tallos jovenes al cuello

del animal.

s+Concepcion, embarazo y parto

Al igual que para los humanos, esta planta ayudaba en la expulsion de la placenta.

¢ Sistema respiratorio
Trenzas de la corteza atadas al cuello han servido para tratar infecciones de las vias
respiratorias de animales domeésticos. También se ha utilizado para controlar el

moquillo en perros.

“*Musculatura y esqueleto
Las fracturas dseas y las torceduras se trataban con las ramas o incluso la corteza de

la planta.
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“Sentido de la vista
Para curar los ojos infectados se ataba un collar de la planta al cuello.

“»Piel y tejido celular subcuténeo
En el tratamiento de heridas, ufieros y granos, o se daba a beber el cocimiento de la

planta, o se aplicaba topicamente. También se podia aplicar la corteza machacada.

ssEnfermedades infecciosas y parasitarias
Para actuar contra los parésitos, se servian de collares. Estos también servian para
eliminar las sanguijuelas que se agarraban a la garganta.
Con el agua de macerar la raiz, se lavaban las heridas infectadas con larvas de

mosca.

“+Sintomas y estados de origen indefinido
Un uso conocido del macerado de la raiz de esta planta ha sido como tonico

estimulante cuando las gallinas estaban enfermas.

» Efectos toxicos y nocivos

Un uso continuado de la corteza de la planta irrita la garganta y se ha de cortar seca
para evitar dermatitis de contacto en 0jos y boca.
Tiene cualidades venenosas aprovechadas como repelente de pulgas, ratas y topos.

Incluso se ha utilizado para pesca furtiva provocando la asfixia de los peces.

» Otros usos no alimenticios

Su madera ha servido como lefia y la corteza para atar haces de romero que se
utilizaban para ahumar el interior de las colmenas o bien para atar las distintas partes
de la construccion de la casa de los pastores

Sumergiendo la ropa en su cocimiento, se conseguia teiir la tela.

Las tiras de su corteza también han servido en la fabricacién de herramientas y
utensilios como escobas, balayos, redes de pesca asi como correas y cuerdas. Las
ramas por su lado se usaban en la construccion de jaulas y cestos.

Otro uso popular fue como sustitutivo del tabaco.
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1.5. Compuestos fenodlicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen un
grupo fenol (Figura 9). Los compuestos fendlicos son un grupo muy variado
estructuralmente que abarcan desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos, hasta

moléculas més complejas como los taninos.

OH

Figura 9: Estructura de fenol

Existen dos rutas de sintesis (Figura 10) para estos compuestos: la ruta del &cido
shikimico y la ruta del acido maldnico. Esta Gltima, importante para hongos y bacterias,
es poco empleada en plantas. (Garcia & Pérez, 2009)

€Oy
1 Fotosintesis

Metabolismo primario del Carbono
Eritrosa-4-fosfato / \ 3- Fosfoelicerato
Fosfoenolpiruvato i g
P Piruvato (3-PGA)
Ciclo de los dcidos i
tricarboxilicos Acetil-CoA
Aminodcidos alifaticos
L 4 L ] w
Via del dcido Via del dcido Via del dcido Via MEP
shikimico maldnico mevalonico
Aminodcidos
aromaticos 1 ¥
Productos secundarios
nitrogenados
, | | L L
#|Compuestos Terpenos

fendlicos

Figura 10: Metabolismo primario del carbono: posibles rutas de sintesis para los
compuestos fendlicos (tomada de Garcia y Pérez, 2009).
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La ruta del &cido shikimico, que parte de eritrosa-4-fosfato y de &cido
fosfoenolpirtvico hasta dar el esperado acido, es la ruta responsable de la biosintesis de
la mayoria de los compuestos fendlicos. Posteriormente, la fenilalanina, aminoécido
derivado del &cido shikimico, sirve como precursor para el resto de compuestos

fendlicos (Figura 11).

Via del &cido shikimico

O
CoASJ\/H @1 ——— Sintesis de proteinas
Acetil-CoA COOH
HN

l Fenilalanin amonio liasa

2
oL O

Malonil-CoA )
Acido cinamico

l Acido cinamico 4 hidroxilasa

SN

Acido p-cumarinico

Acetil-CoA
Acido cinamico CoA ligasa

H
: \ECO- SCoA

Cumaril-SCoA

Flavanona

Figura 11: Biosintesis de compuestos fendlicos (tomada de Garcia & Pérez, 2009).
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Los &cidos trans-cindmico y p-cumarico se metabolizan para formar otros dos &cidos
(ferdlico y cafeico) precursores de otros derivados como cumarinas, lignina, taninos,

flavonoides e isoflavonoides.

Para este trabajo resultan interesantes los derivados de acidos cindmicos, las
cumarinas y los flavonoides, ya que son los compuestos esperados para las plantas

escogidas.

Los &cidos cindmicos son un grupo de fenoles caracterizados por una cadena
insaturada de tres atomos de carbono (Figura 12). Ejemplos descritos de ellos son el

acido cafeico, el clorogénico (el mas abundante en plantas) y sus isémeros.

O/\/CDDH

acido cindmico

R2
H dcido para-cumarico
OH H acido cafeico
HO OCH3 H acido ferilico
OCH3 OCH3 acido sindptico

By %, -COOH

Rz

Figura 12: Acido cinamico y derivados.

Como ya se habia mencionado, a partir de estos se sintetizan otros derivados como

las cumarinas y los flavonoides (Figura 13).

Q/w COOH

acido cinamico

1 0

Cumarinas
flavonoides

DH
acidos hidroxicindmicos  acidos benzoicos

Figura 13: Familias de compuestos derivados del &cido cinamico en la biosintesis de plantas.
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Las cumarinas (Figura 14) son una amplia familia de lactonas fenilpropanoides

(ésteres ciclicos) del &cido o-hidroxi-cindmico (2H-1-benzopiran-2-onas).

CUMARINAS SIMPLES

QX

cumarina (] -benzopirona)

R1 = R3 = H,R2 = OH; umbeliferona

R1 =R3=H, R2=0CH3; herniarina

R1 = R2 = OH, R3 = H, esculetina

R1 = O(H3, R2 = OH, R3 = H, escopoletina
R1 = OGlc, R2 = OH, R3 = H, esculina

ostol (cumarina C-prenilada) aurapteno (cumarina O-prenilada)

-~ FURANOCUMARINAS

SeoNFeeNes oot

psoraleno angelicina chalepensina
(linear) (angular) (linear, prenilada)
PIRANOCUMARINAS
O
000CH,

xantiletina (linear) Sooataty it

visnadina (angular)

CUMARINA DIMERICA

OH OH

: O :OO; O: j

dicumarol

CROMONA

o ; 0

o 3
oa,

quelina (furanocromona)

Figura 14: Estructura de diferentes cumarinas (tomada de la pagina web:
guimica.laguia2000.com).
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Por otro lado, los flavonoides son compuestos fendlicos importantes en las plantas
(Margo et al., 2008). Su esqueleto carbonatado contiene 15 carbonos dispuestos en un
anillo bencénico unido a una cadena de 3 carbonos que hace de enlace con otro anillo
bencénico. Los anillos son denominados A, B y C. Para nombrar a los atomos de
carbono se utilizan numeros ordinarios para los anillos A 'y C y nimeros primos para el
anillo B.

Los flavonoides naturales mas habituales suelen presentar al menos tres hidroxilos
fenolicos y se encuentran generalmente combinados con azucares en forma de
glicdsidos, aunque también se presentan con relativa frecuencia como agliconas libres.
Se biosintetizan en todas las plantas terrestres o embriofitas, y pese a compartir la via
biosintética central, poseen una gran variabilidad en la composicion quimica de sus
productos finales, por lo que la composicion y concentracion de flavonoides es muy
variable entre especies y en respuesta al ambiente.

Se clasifican en funcién del grado de oxidacién de la cadena de 3 carbonos en
diferentes grupos: las chalconas, las flavonas, los flavonoles, las isoflavonas,

los flavanoles, las antocianinas, las flavanonas y los taninos condensados (Figura 15).

oy o ol

chalcona flavona flavonol
(=]
) L CC O
1] - e
isoflavona 2R/53R/5-flavanol flavanonol

antocianidin flavanona

taninos condensados

Figura 15: Estructuras de diferentes grupos de flavonoides (tomada de Marco et al., 2008.).

La primera etapa de la ruta de biosintesis de flavonoides consiste en la condensacion
de 3 moléculas de malonil-CoA con una de p-cumaril-CoA, catalizado por la enzima
chalcona sintasa. Esto da lugar a naringerina chalcona, que es precursora de flavonoles

y antocianinas.
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Las antocianinas por su parte, son glicésidos que poseen resto de azUcar
normalmente en posicion 3, pero que también pueden tenerlo en otras posiciones. Si
carecen de este azucar se llaman antocianidinas.

En cuanto a los taninos condensados son polimeros de unidades flavan-3-ol unidas
por enlaces carbono-carbono que pueden ser oxidados para dar antocianidinas, por lo
que también se denominan proantocianidinas.

Las flavonas y flavonoles, estan presentes en muchos vegetales y son los flavonoides
mas comunes. Estan ampliamente distribuidos en las plantas siendo responsables del
color amarillo de algunas flores.

Las flavanonas y flavanonoles existen en muy pequefias cantidades comparados con
los otros flavonoides. Son incoloros o ligeramente amarillos. Los flavonoides tienen el
anillo bencénico B en posicion 2 del heterociclo central, mientras que en los
isoflavonoides el anillo B ocupa la posicion 3.

Las isoflavonas son incoloras y estan mucho menos distribuidas en las plantas.

1.5.1. Funciones de los flavonoides en plantas

Los flavonoides cumplen diferentes funciones en las plantas de las cuales algunas de

ellas son:

e Proteger al organismo del dafio producido por agentes oxidantes como los rayos
ultravioletas y la polucién ambiental (Harborne & William, 2000), y contra
agentes agresores externos como bacterias, hongos e insectos, otros animales
herbivoros y las otras plantas (efecto alelopatico). (Aoki et al., 2000).

e Actuar como sefiales quimicas o marcadores florales que guian a las abejas y otros
insectos polinizadores hacia el néctar, indicando asi que la planta es apropiada
para su alimentacion, o bien para depositar sus huevos. Facilitan asi de forma
indirecta la polinizacion. (Cook et al., 1996).

e Son los responsables de los colores de muchos frutos, particularmente por la
presencia de antocianos, variando segun la acidez del medio y las interacciones
con otras sustancias presentes. Un medio basico o débilmente &cido suele
desplazar la coloracién a tonos azules, mientras que medios mas acidos produce
tonalidades maés bien rojizas (Cartaya et al., 2001).

e Controlan los niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacion

de las plantas.
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1.5.2. Caracterizacion fendlica: antecedentes bibliograficos

Los flavonoides son metabolitos secundarios de origen vegetal que se ubican
principalmente en las hojas y las partes aéreas de las plantas, apareciendo solo rastros de

ellos en las partes de la planta por debajo de la superficie del suelo.

En la actualidad, la razon por la que resultan tan interesantes los flavonoides es
porque contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo
fendlicos y por ello, presentan excelentes propiedades de quelacién del hierro y otros
metales de transicién, y una gran capacidad antioxidante. Esta actividad antioxidante
depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacion
estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica. Esta estructura basica
permite una multitud de patrones de sustitucion y variaciones en el anillo C (Martinez-
Flores et al., 2002)

Para su estudio, la extraccién de los diferentes flavonoides se realiza a partir del
material vegetal fresco o bien seco, siempre y cuando el proceso de secado no altere la
composicion de los flavonoides. Moliendo el material se facilita la extraccion de los
compuestos, ya que presentan una alta solubilidad en una gran variedad de solventes
organicos. Por ejemplo, los flavonoides que poseen un gran ndmero de grupos
hidroxilos o azlcares son considerados compuestos polares, y resultan moderadamente
solubles en solventes polares (etanol, metanol, acetona, agua, etc). En cambio, las
agliconas menos polares como isoflavonas y flavanonas tienden a ser méas solubles en
solventes mas apolares (éteres, cloroformo, etc).

La siguiente etapa a seguir es la separacion e identificacion de los flavonoides
presentes en el extracto. Con este objetivo se pueden utilizar diferentes técnicas
cromatograficas: la cromatografia de papel (CP), la cromatografia de capa fina (CCF),
la cromatografia de columna (CC) y especialmente la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Siendo esta ultima muy usada para la separacion, determinacion
cuantitativa e identificacion de flavonoides, por su altos niveles de resolucion y

sensibilidad.
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2. OBJETIVOS

1) Adaptar un método de HPLC en fase reversa que permita la correcta separacion de los

compuestos fendlicos presentes en las muestras objeto de estudio.
2) Establecer, mediante HPLC-DAD-MS el perfil de compuestos fendlicos

caracteristicos de las partes aéreas (tallo, hojas e inflorescencias) de las especies
Bidens aurea (Aiton) Sherff y Daphne gnidium L.
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Il. MUESTREO



1. RECOLECCION DE MUESTRAS DE BIDENS AUREA (AITON)

SHERFF Y DAPHNE GNIDIUM L.

Las muestras de las plantas, tanto de Bidens aurea (Aiton) Sherff como de Daphne
gnidium L. fueron recogidas durante el otofio de 2017, en los meses de Octubre y
Noviembre.

Ambas muestras fueron herborizadas en el nordeste de la provincia de Caceres,
concretamente en la comarca de La Vera, como se muestra en las Tabla 3 y Figura 16.
Una muestra testigo de cada una se incluyd en el Herbario de la Universidad de

Salamanca, cuyo acrénimo en el Index Herbariorum es SALA.

Tabla 3: Informacién sobre la recogida de las plantas

FECHA DE COORDENADAS  N°PLIEGO
MUESTRA E— LOCALIDAD UTM SALA
Daphne gnidium L. 01/10/2017  Jaraiz de la Vera 30TTK6832 163350
Bidens aurea (Aiton) Talaveruela de la
Sherff 16/11/2017 Vera 30TTK8544 163349
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\ @ TEJEOR
- OE TIETAR de la Vera

Figura 16: Mapa de la comarca donde fueron recogidas las muestras.

Las muestras fueron obtenidas en estado fresco y secadas al aire sin ningun tipo de

tratamiento.
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2. ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de las plantas una vez desecadas se conservaron a -18 °C hasta su

utilizacion.

Para realizar los ensayos se trataron independientemente muestras de tallos, hojas e
inflorescencias de ambas plantas, identificandolas con los cddigos reflejados en la
Tabla 4:

Tabla 4: Codigos asignados a las distintas muestras analizadas.

Planta Parte de la planta Cddigo identificativo
Daphne gnidium L. Tallos DGT
Daphne gnidium L. Hojas DGH
Daphne gnidium L. Inflorescencias DGF
Bidens aurea (Aiton) Sherff Tallos BAT
Bidens aurea (Aiton) Sherff Hojas BAH
Bidens aurea (Aiton) Sherff  Inflorescencias BAF
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I1l. CARACTERIZACION DE FLAVONOLES Y
FLAVONAS PRESENTES EN LAS ESPECIES
BIDENS AUREA (AITON) SHERFF Y DAPHNE

GNIDIUM L.



1. MATERIAL Y METODOS
1.1. Reactivosy soluciones de trabajo
Equipo

- Balanza analitica “Sartorius” Extend ED124S con aproximacion de 0,1 mg
- Agitador orbital con incubacién “VWR”
- Sistema de purificacion de agua ultrapura Direct-QTM “Millipore”
- Microcentrifuga “Thermo scientific” Heraeus Fresco 17
- Centrifuga “Kokusan” H-103N Series
- Equipo de evaporacion rotatorio “Biichi” formado por:
e Controlador de vacio V-850
e Rotavapor R-210
e Bario calefactor B-491
- Equipo cromatografico “Agilent Technologies” 1200 Series Binary SL constituido
por:
e Desgasificador
e Bomba binaria
e Columna con termostato
e Inyector automatico

e Detector de haz de fotodiodos

- Espectrometro de masas “Applied Biosystems” 3200 Q TRAP® LC/MS/MS System

- Matraz en forma de corazén (25 mL) “Alamo”

- Pipetas Pipetman ClassicTM P10 mL (100 - 1000 uL) “Gilson”

- Pipetas Pipet-Lite XLS (500 -5000 uL) LTS® “Rainin”

- Puntas de pipeta universal (100 - 1000 pL) “Daslab”

- Puntas de pipeta BioClean (500 - 5000 uL) LTS® “Rainin”

- Microtubos de centrifuga graduados de fondo redondo (2 mL) “Eppendorf ™

- Tubos de centrifuga graduados de polipropileno (15 mL)

- Viales de cristal con tapdn de rosca con septum de silicona para inyeccion de muestras
en HPLC
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Reactivos v disolventes especificos

a) Empleados para la extraccion de compuestos fenolicos
- Agua ultrapura Quantum EX Ultrapure Organex Cartridge “Millipore”
- Metanol calidad HPLC “Lab-Scan”

b) Empleados para el analisis de compuestos fenolicos
- Acetonitrilo HiPerSolv CHROMANORM®, calidad gradiente para HPLC
- Acido férmico (Panreac)

1.2. Método de extraccion y analisis

1.2.1. Extraccion.

Para llevar a cabo el proceso de extraccion de los compuestos fendlicos,
aproximadamente 5 g de cada una de las muestras (flores, tallo y hojas) fueron
finamente pulverizados y extraidos con 100 mL de una mezcla de metanol/agua
(75:25). Las muestras se tuvieron en agitacion 24 h, transcurridas las cuales se
centrifugaron, se separaron los sobrenadantes, en los que estaban los compuestos de
interés, y los precipitados se sometieron dos veces mas al proceso descrito.

Posteriormente se juntaron todos los sobrenadantes correspondientes a cada
muestra y el metanol se eliminé por evaporacién con vacio a temperaturas no
superiores a 40 °C. A continuacion, la fase acuosa resltante se enraso hasta 100 mL y

se mantuvo en refrigeracion hasta el momento de su analisis.

1.2.2. Deteccidn e identificacion

Se empez6 a utilizar HPLC para el andlisis de compuestos fendlicos en torno a
1970 (Adamovics & Stermitz, 1976; Wulf & Nagel, 1976), y desde entonces, se ha
convertido la técnica de eleccion para el anélisis individual, tanto cualitativo como

cuantitativo, de todas las clases de flavonoides.
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No hay un método universal de uso del HPLC que se puede aplicar para la
separacion de compuestos fenolicos en cada situacion, por eso los laboratorios tienden
desarrollar sus propios métodos de acuerdo a sus necesidades analiticas particulares.

Todos los métodos de analisis en HPLC de flavonoides se han basado
principalmente en la deteccion de UV-vis a longitudes de onda especificas. La
deteccion a 280 nm indica la presencia de flavonoides. Sin embargo, las distintas
subclases de flavonoides poseen formas de espectros caracteristicas con maximos de
absorcion a longitudes de onda concretas y especificas que ayudan a su identificacion.
Las isoflavonas suelen exhibir su méximo a 255-265 nm, catequinas a 270-280 nm,
flavanonas a 280-290 nm, flavonas a 330-350 nm y 250-270 nm, flavonoles a 330-380
nm y 250-270 nm, chalconas a 340-390 nm y antocianinas a 500-530 nm y 270-280
nm (Markham, 1982).

1.2.2.1. Andlisis por HPLC-DAD-MS

El andlisis de los compuestos fendlicos se realizd6 mediante cromatografia liquida
de alta eficacia en fase reversa, utilizando una doble deteccion en linea mediante

espectrofotometria de diodos y espectrometria de masas (HPLC-DAD-MS).

La separacion se llevo a cabo en una columna Agilent Poroshell 120 EC-C18 (2,7
pm, 150 mm x 4,6 mm) termostatizada a 35 °C, utilizando como fase moévil acido
férmico 0,1% (eluyente A) y acetonitrilo (eluyente B) y fijandose un flujo de trabajo
de 0,5 mL/min. El gradiente de elucion empleado fue el siguiente: se comienza con un
15 % de acetonitrilo que se mantiene constante hasta el minuto 5, posteriormente se
incrementa hasta alcanzar un 20% en 5 minutos, del 20-35% en 10 minutos, 35-50%
B en 10 minutos, 50-60% B en 5 min, y después permanece isocratico al 60% B
durante 5 minutos mas, procediéndose posteriormente a un re-equilibrado de la

columna a condiciones iniciales antes de realizar una nueva inyeccion (Tabla 5)

Previo a la inyeccion la muestra fue centrifugada durante 5 min a 10000 rpm, el
volumen de inyeccion fue de 100 puL y la deteccidon espectrofotométrica se realizéd

seleccionando como longitudes de onda preferentes 280 y 360 nm.
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Tabla 5: Gradiente de elucion utilizado para el método en HPLC.

(;Iiir:t% c;) % Eluyente A % Eluyente B
0 85 15
5 85 15
10 80 20
20 65 35
30 50 50
32 40 60
37 40 60
40 85 15

El analisis de masas se llevé a cabo operando con ionizacion en modo negativo a
una temperatura de 400 °C y registrando los espectros entre m/z 100 y m/z 1500. Para
el secado del eluyente se utiliz6 aire Zero como gas nebulizador (30 psi) y gas turbo
(400 °C, 40 psi), y nitrégeno como gas cortina (20 psi) y gas de colision. Los espectros
de masas se registraron entre m/z 100 y 1500. El método de deteccion seleccionado
fue full scan de alta sensibilidad (Enhanced MS, EMS) con un voltaje del capilar -
4500 V, declustering potential (DP) -50 V, potencial de entrada (EP) -6 V, y energia
de colisién (CE) -10 V. Seguido de este analisis se llevd a cabo otro en modo
Enhanced Product lon (EPI) para obtener la fragmentacion caracteristica del ién
mayoritario obtenido en el primer experimento. En este caso las condiciones
empleadas fueron: DP -50 V, EP -6 V, CE -25 V y collision energy spread (CES) 0 V.

La identificacion de los compuestos fendlicos se realizé en base a los criterios de

tiempos de retencidn observados en los cromatogramas, los espectros UV — visible y

los datos de MS y MS" obtenidos en el espectrometro de masas.
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2.  RESULTADOS Y DISCUSION
2.1. Informacion preliminar

La espectroscopia UV-Vis es una técnica atil para la caracterizacion e
identificacion de compuestos fendlicos ya que los maximos de absorcion de sus
espectros UV-Vis sufren desplazamientos segun algunos patrones de sustitucion,
medio disolvente y adicion de algunos reactivos (Markham, 1982).

En el caso de los flavonoides, la posicion de las bandas depende de la naturaleza del
anillo C y de la posicién del grupo fenilo (anillo B: sustituyente del C*> o C?). El
numero y posicién de los sustituyentes sobre los anillos aromaticos provocan cambios

en la absorcion y por tanto en la apariencia del espectro.

La absorcion de los distintos flavonoides en la regién de 300-560 nm se designa
como banda | y se asume que es originada por el anillo B y su conjugacion con el
grupo carbonilo en C* cuando éste existe (flavonas, flavonoles y dihidroflavonas). La
posicion de esta banda puede favorecer la identificacion del tipo de flavonoide y su
patron de sustitucion. Por otro lado, la banda Il es se situa en la region de 240-280 nm
y se debe al anillo A, siendo caracteristica de todas las familias de compuestos
fendlicos.

En las Figura 17 y Figura 18 se muestran la estructura general de las bandas 1 y Il
para los flavonoides y la comparacion de la longitud de onda a la que aparecen las

mismas en los distintos tipos de flavonoides (mismo patrén de oxigenacion).

Bandalll Bandal

N ™

Figura 17: Esquema del perfil de absorcion en UV- Vis para las bandas | y Il en
flavonoides.
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Figura 18: Comparacion de los espectros de UV-Vis en diferentes tipos de flavonoides con
el mismo patron de oxigenacién (tomada de Markham, 1982).

Se observa como flavanonas, dihidroflavonoles e isoflavonas tienen una banda | de
muy baja intensidad, casi inapreciable y esto se debe a que no hay conjugacion entre
los anillos A y B. En cambio, otros tipos de flavonoides como flavonas, flavonoles,
chalconas, auronas y antocianinas presentan una marcada banda I, con maximos de

absorcion a longitudes de onda crecientes.

El resumen de las longitudes de onda a las que aparecen las bandas | y Il queda
reflejado en la Tabla 6

Tabla 6: Distintos tipos de flavonoides y las longitudes de onda a las que aparecen sus

bandas I y II.
__ T rBandal@m) HBadallQm)

Flavonas 310-350 250-280
Flavonoles (3-OH-sustituidos) 330-360 250-280
Flavonoles (3-OH-libres) 350-385 250-280
Isoflavonas 310-330 (hombro) 245-275
Flavanonas y Dihidroflavonoles  300-330 (hombro) 275-295

Chalconas 340-390 230-270 (baja intensidad)

Auronas 380-430 230-270 (baja intensidad)
Antocianidinas y antocianinas 465-560 270-280
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->Efecto de los sustituyentes en el espectro UV-Vis

Con el aumento de la oxigenacion en el anillo B se produce un efecto batocromico
(desplazamiento hacia longitudes de onda mayores) en la banda | por cada
sustituyente. Con los dos primeros sustituyentes el efecto es notablemente alto,
mientras que con el tercero no se ve tan afectada la posicion de la banda I. En cuanto a
la banda 11, segun el patron de oxigenacion del anillo B, puede mostrar uno o dos picos
(la'y 1lb), siendo el pico Ila el de mayor longitud de onda.

En cambio, el incremento de la hidroxilacion en el anillo A causa el efecto

batocromico en la banda Il y no tanto en la banda | (Markham, 1982).

->Efecto de la metilacion v glicosilacion

Si un grupo hidroxilo de las posiciones 3, 5, 0 4' se metila o glicosila se aprecia un
efecto hipsocromico (desplazamiento hacia longitudes de onda menores)
especialmente en la banda | de unos 12-17 nm e incluso puede alcanzar hasta 22-25
nm en flavonoles que no tienen un OH en el C°.

La sustitucion de grupos OH en posiciones diferentes a 3, 5 y 4' no tienen o tienen

poco efecto en el espectro UV-Vis.

- Efecto de la acetilacion

La acetilacién de los grupos fendlicos anula el efecto de este grupo sobre el
espectro UV-Vis., es decir, anula el efecto batocrémico que produce el grupo hidroxilo
en las bandas del anillo aromatico ya que se afecta la conjugacién entre el atomo de

oxigeno y el anillo aromatico.

2.2. Resultados obtenidos

La identificacion de los distintos compuestos fue posible tras analizar minuciosa y
exhaustivamente los datos referidos a los tiempos de retencion observados en los
cromatogramas, los espectros UV — vis y los datos de MS y MS" obtenidos en el

espectrémetro de masas.
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En cuanto al formato de trabajo, se realizaron paralelamente dos investigaciones

con las mismas muestras sometiendo a las mismas a distintas condiciones:

e En un primer caso, se mantuvieron todo el tiempo las extracciones de las
muestras a temperatura ambiente en botes cerrados.
e En el segundo caso, se conservaron refrigeradas a una temperatura de unos

4 °C, en botes similares a los anteriores.

Se descubrié asi que eran sensibles a la temperatura, pues las muestras que
estuvieron a temperatura ambiente todo el proceso, mostraron signos de que los

compuestos se habian degradado con el paso del tiempo.

1.2.1. Resultados obtenidos para la muestra de Bidens aurea (Aiton) Sherff

En las Figura 19, Figura 39 y Figura 41 se recogen los cromatogramas de HPLC
registrados a longitudes de onda de 280 y 360 nm con los perfiles de compuestos
fenolicos de las tres diferentes muestras de Bidens aurea (Aiton) Sherff (BAF, BAH,
BAT).

En los cromatogramas se han numerado aquellos picos para los que se pudo obtener
datos para su identificacion definitiva o provisional. La identificacién de compuestos,
como se ha mencionado, se hizo basandose en su comportamiento cromatografico en
HPLC, espectros de absorcién obtenidos con el detector de espectrofotometria de
diodos (DAD) y datos obtenidos de la deteccion por espectrometria de masas (ion
pseudomolecular y patron de fragmentacion).

Se puede observar que las tres muestras presentan un perfil distinto, como cabia
esperar, pero todas tienen en comun que predominan los compuestos menos polares,

que eluyen a tiempos de retencion mas largos.

->Muestra BAF:

En la Figura 19 se representa el cromatograma correspondiente a la muestra BAF a
las longitudes de onda de 360 y 280 nm.
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Figura 19: Cromatograma de los extractos fendlicos de las flores de Bidens
aurea (Aiton) Sherff (BAF).

Como se puede observar, se consideraron un total de 23 picos de interés, siendo los
mayoritarios los picos 1, 2, 3, 12, 13, 14, 15, 17, 18 y 22. Méas adelante, en la Tabla 7

se recogen las caracteristicas espectrales, tanto de absorcion UV-Vis como de masas,
de los mismaos.

Los picos 1, 3, 4, 5, 7, 14, 15 y 17 presentan espectros de absorbancia similares,
con un maximo en torno a 320-330 nm y un hombro a 290-300 nm (Figura 20). Con
estos datos se pudieron asociar a derivados hidroxicinamicos.
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Figura 20: Espectro UV del pico 1.

Los picos 1, 3 y 4 tienen un ién pseudomolecular [M-H] con relacion m/z de 707

(doble de 353), que origina tres fragmentos distintos, de m/z 191, 179 y 135 en el
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espectro MS. EI fragmento 191 podria corresponder al ion [M-H]" del acido quinico y
el fragmento 179, al del acido cafeico, siendo también 135 un fragmento caracteristico
correspondiente al &cido cafeico descarboxilado (Khoza et al., 2016). Estos datos
indican que se trata de acidos cafeoilquinicos (acidos clorogénicos).

Basandose en datos recogidos en la bibliografia sobre el orden de elucion y
fragmentos caracteristicos en el analisis de masas, el pico 1 podria corresponderse con
el &cido 3-O-cafeoilquinico (Figura 21), mientras que los picos 3 y 4 podrian asignarse
a los &cidos 5-O-cafeoilquinico y 4-O-cafeoilquinico, respectivamente (Clifford et al.,
2003; Solis et al., 2005).

o-I

O
i
Figura 21: Acido 3-O-cafeoilquinico (imagen tomada de pubchem).

El pico 5, que también pertenece a esta familia, presenta un i6n pseudomolecular
[M-H]" con relacion m/z de 367, que origina tres fragmentos distintos, de m/z 191, 175
y 135 en el espectro MS?. El fragmento de m/z 191 al igual que antes hace referencia

al &cido quinico. Se puede tratar de un acido feruoilquinico (Figura 22)

| i
0 Kr)J\o o
| H
0 = n
'-I| .
Figura 22: Acido 3-O-feruoilquinico (imagen tomada de pubchem).

El pico 7, con caracteristicas UV similares en su espectro un ion pseudomolecular
[M-H]" con relacion m/z de 677, y fragmentaciones de 515, 353, 179 y 135,
corresponderia con un derivado del &cido cafeoilquinico unido a dos &cidos cafeicos

maés resultando el &cido tricafeoilquinico (Figura 23).
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Figura 23: Estructura del acido 3,4,5-tricafeoilquinico (imagen tomada de
pubchem).

Los picos 14, 15 y 17 presentan un i6n [M-H] de m/z 515 y fragmentos
caracteristicos de acido cafeico a m/z 179 y 135, lo que podria asociarlos a acidos

dicafeoilquinicos (ejemplo: Figura 24). Se trataria, por tanto, de distintos isomeros de

este tipo de &cidos.
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Figura 24: Acido 1,3-O-dicafeoilquinico (imagen tomada de pubchem).

Los picos 8, 9, 11, 12 y 16 presentan espectros de absorbancia similares entre si,
con maximos en torno a 340-350 nm y a 265-270 nm (Figura 25). Estas caracteristicas

permiten asociarlos a la familia de las flavonas (Markham, 1982).
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Figura 25: Espectro UV del pico 8.
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El pico 12 presenta un i6n pseudomolecular [M-H]" con relacion m/z de 447.
Ademas se pueden observar fragmentos con m/z 285, 269, 153 y 135 en el espectro
MS?. Estas fragmentaciones son coherentes con la flavona luteolina (Lv et al., 2013),
lo que hace pensar que el pico corresponde a un derivado con una hexosa (285+162
um). ElI compuesto luteolina-7-O-glucésido (cinarosido; Figura 26) se encuentra
descrito en el género Bidens (Deiana et al., 2003), por lo que el pico 12 se ha asociado

al mismo de manera tentativa.

o o
H O/I ;r
- g
3 i o
H 2 H
H

Figura 26: Estructura del cinardésido (luteolina-7-O-glucésido) (imagen tomada de
pubchem).

El pico 8, a su vez, presenta un ion pseudomolecular [M-H]" con relacién m/z de
609 con un patron de fragmentacion similar al caso anterior, lo que hace pensar en un
derivado con dos hexosas unidas a la luteolina, concretamente podria tratarse de
luteolina-7-O-B-D-glucopiranosil-(1—6)-B-D-galactopirandsido, también descrito en
el género Bidens (Saltos et al., 2015). A diferencia del anterior, el pico 9, que presenta
un io6n pseudomolecular [M-H] con relacion m/z de 593 y también con un fragmento
de m/z 285, de acuerdo con su masa podria ser un derivado de luteolina unido a restos
hexosa (162 um) y desoxihexosa (146 um); el hecho de que no se observen fragmentos
correspondientes a la pérdida de cada uno de estos restos sugiere que ambos azlcares
se encuentran unidos entre si, por lo que se identifica tentativamente como luteolina-

rhamno-glucosido, posiblemente luteolina-rutinosido (Figura 27).

Hg Ho o

Figura 27: Estructura de luteolina 7-O-rutinésido (imagen tomada de pubchem).
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El pico 16, aparece con un ion pseudomolecular [M-H] con relacion m/z de 431 y
también las fragmentaciones caracteristicas de la luteolina, puede corresponder de
acuerdo con la pérdida de un resto de 146 um a un luteolin-rhamnosido (Figura 28).

Figura 28: Estructura de la luteolina 7-O-rhamnosido (imagen tomada de
pubchem).

El pico 11 presenta un ion pseudomolecular [M-H] con relacion m/z de 463 y
fragmentaciones m/z 301, 287, 271, 245, 151, 135. Estos resultados permiten asociarlo
a un hexosido derivado de un aglucén flavonoide de m/z 301, como podria ser la
flavona tricetina o el flavonol quercetina. Existen referencias (Uysal et al., 2018) de
identificacion de quercetina 3-O-galactosido (hiperdsido) en el género Bidens, por lo

que a falta de méas informacion se asocia tentativamente esa identidad.

Los picos 2, 6 y 21, presentan similitudes en su espectro UV, teniendo un maximo
de absorcion en 279-287 nm y un hombro a 325-335 nm (Figura 29), sugiriendo que
podria tratarse de compuestos de la misma familia. Estos podrian ser o bien

dihidroflavonoles o bien dihidroflavonas (flavanonas) (Markham, 1982).
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Figura 29: Espectro UV del pico 2.
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El pico 2 muestra un i6n pseudomolecular [M-H] con relacion m/z de 465, asi
como fragmentos de m/z 303, 275, 179 y 153. Con estos datos podria identificarse
como el dihidroflavonol dihidroquercetina (m/z 303) (Figura 30) unido a un resto

hexdsido (162 um), descrito en el género Bidens (Li et al., 2008).
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Figura 30: Estructura de taxifolina (dihidroquercetina) (imagen tomada de
pubchem).

El pico 6 presenta un ién pseudomolecular [M-H] con relacion m/z de 463, asi
como fragmentos con m/z 301, 287, 267 y 151. Con estos datos podria corresponder a
un hexosido de las flavanonas hesperetina u homoeriodictiol (m/z 301), sin que se
pueda concluir a cual de ellos de manera definitiva.

El pico 21, con un i6n pseudomolecular [M-H] con relacién m/z de 287 um y
fragmentos de m/z 151, 135 y 125 um podria tratarse de la flavanona isookanina

(Figura 31), que se encuentra descrita en Bidens (Wolniak et al., 2007).

Figura 31: Estructura de isookanina (imagen tomada de pubchem).

El pico 10 es el unico que aparece en esta muestra con un espectro UV como el que
se muestra en la Figura 32, con maximos a 329 y 413 nm. Este tipo de espectro sugiere
gue puede pertenecer a la familia de las auronas (Markham, 1982). Como presenta un
i6n pseudomolecular [M-H] con relacion m/z de 447 um y fragmentos de 285 y 269
nm, podria tratase de un hexdésido de la aurona maritimetina (3°,4°,6,7-

tetrahidroxiaurona; Figura 33), descrita en Bidens (Tomczykowa et al., 2017).
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Figura 32: Espectro UV del pico 10.

Figura 33: Estructura de maritimetina-7-O-glucésido (imagen tomada de
pubchem).

Los picos 13, 18, 19, 20 y 23 tienen espectros UV con similitudes entre ellos,
presentando maximos de absorcién alrededor de 380-385 nm (Figura 34), que

podrian corresponder a compuestos de la familia de las chalconas (Markham, 1982).
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Figura 34: Espectro UV del pico 13.

El pico 13, que muestra en el espectro de masas un ion pseudomolecular [M-H] con
relaciéon m/z de 461 um y fragmentos con m/z 451, 285, 151 y 135, podria tratarse de
un derivado glucoronido de la chalcona 4-O-metilbuteina (m/z 285) (Figura 35), que se

encuentra descrita en el género Bidens (Lv et al., 2013). La masa del compuesto
permite asociarlo a un derivado glucurénido (176 um).
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Figura 35: Estructura de 4-O-metilbuteina (imagen tomada de pubchem).

El pico 18 muestra un i6n pseudomolecular [M-H] con relacién m/z 463 um y
fragmentos de m/z 445, 301, 287, 165 y 135 um. La existencia del fragmento de m/z
301 (-162 um) sugiere que podria tratarse de un derivado hexdsido de la chalcona 4-O-
metilokanina (Figura 36), descrita en Bidens (Thien et al., 2017). La observacion del
fragmento de m/z 287 (301-14 um) confirmaria la existencia de un sustituyente metilo

en el aglucon, apoyando la estructura indicada.

Figura 36: Estructura de okanina-4-metiléter-3'-O-glucésido (imagen tomada de
pubchem).

Los picos 19 y 20 presentan el mismo fragmento mayoritario de m/z 287 um,
patrones similares de fragmentacion con fragmentos de m/z 269, 169, 151, 135 y 123,
indicando que ambos son derivados del mismo aglucon, que podria ser la chalcona
okanina. En el caso del pico 19, de acuerdo a su i6n pseudomolecular [M-H] con
relacion m/z 491, podria tratarse del compuesto okanina 4’-O-(6’-O-acetil-b-D-
glucopirandsido) (Figura 37), que se encuentra descrito en Bidens (Lv et al., 2013).
Sin embargo, el ién pseudomolecular [M-H] del pico 20 (m/z 349) no permite

asociarlo a ningin compuesto conocido ni especular sobre su posible identidad.
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Figura 37: Estructura de okanina 4°-O-(6’-O-acetil-p-D-glucopiranosido. (imagen
tomada de pubchem).

El pico 22 posee un ion pseudomolecular [M-H] de m/z 533 (491+42 um), que
podria corresponder a un derivado acetilado del pico 19, es decir a okanina-diacetil-
glucosido; la existencia de varios fragmentos comunes en ambos casos (m/z 473, 287,
269, 151, 135) parece apoyar esta identidad, que se ofrece de manera tentativa, aunque
su espectro de absorcion (Figura 38), con un maximo a 354 nm inferior al del pico 9y
de otras chalconas detectadas en esta muestra, y un hombro en torno a 295 nm, parece

maés propio de una flavona o un flavonol.

Narm

a0 2zl SO0 550 nm

Figura 38: Espectro UV del pico 22.

Por altimo, el pico 23 también posee un espectro de absorcion caracteristico de una
chalcona, pero sus caracteristicas de masas (ién pseudomolecular [M-H] de m/z 519 y
fragmentos con m/z 459, 417, 375, 331, 161, 143, 125, 113) no han permitido

asignarle una identidad concreta.

En la Tabla 7 se resumen los datos obtenidos del analisis de HPLC-DAD-MS de la

muestra BAF y las identificaciones realizadas en base a los mismos.

Pagina | 52



Tabla 7: Resultados obtenidos para los picos de la muestra BAF

4,8 297sh, 325 353,191, 179, 161, 135 Acido 3-O-cafeoilquinico

1

2 5,4 285, 333sh 465 447, 303, 287, 275, 179, 153, 135  Dihidroquercetina hexésido

3 6,1 298sh, 324 707 353,191, 179, 161, 135 Acido 4-O-cafeoilquinico

4 6,3 297sh, 324 707 353, 191, 179, 161, 135 Acido 5-O-cafeoilquinico

5 6,8 292sh, 324 367 191, 175, 135 Acido feruoilquinico
Hexdbsido de

6 11,6 279, 325sh 463 445, 301, 285, 269, 165, 151, 135 homoeriodictiol/hesperetina

7 12,7 293sh, 321 677 515, 353, 191, 179, 135 Acido tricafeoilquinico

8 15 266,288,350 609 595, 299, 265, 269, 151, 135 Luteolina-glucosil-
galactosido

9 15,2 267, 343 593 463, 285 Luteolina rutinosido

10 15,7 329, 413 447 287, 269 Maritimetina-hexosido

11 16,2 294, 344 463 449, 301, 287, 271, 245, 151, 135  Quercetina-3-O-galactosido

12 164 266, 343 447 327, 285, 151, 135 Luteolina-7-O-glucésido

13 16,6 370 461 451, 285, 151, 135 ORIl
glucuronido

14 17,8 295sh, 325 515 353, 335, 191, 179, 173, 161, 135 Acido dicafeoilquinico

15 18,8 298sh, 328 515 353, 191, 179, 161, 135, 127 Acido dicafeoilquinico

16 19,6 267, 336 431 285, 269 Luteolina rhamnésido

17 20,1 299sh, 327 515 353, 317, 255, 191, 179, 173, 135 Acido dicafeoilquinico

18 209  322sh, 382 463 445,301, 287, 268, 241, 165, 135 Hexosido de 4-O-

metilokanina

473, 449, 431, 413, 329, 311, 287,

19 223 320sh, 382 491 269, 169, 151, 135, Okanina-acetilglucosido
20 22,8 315sh,380 349 287, 269, 169, 151, 135, 123 Chalcona
21 27,2 287, 335 287 151, 135, 125 Isookanina

515, 491, 473, 455, 397, 337, 287, . . . .
22 27,6 269, 352 533 269, 151, 135 Okanina-diacetilglucésido
23 357  316sh, 380 sy Aol d ﬁ% o, 108, ) Chalcona
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->Muestra BAH:

En la Figura 39 se representa el cromatograma correspondiente a la muestra BAH

registrado a las longitudes de onda de 360 y 280 nm.
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Figura 39: Cromatograma de los extractos fendlicos de las hojas de Bidens
aurea (Aiton) Sherff (BAH).

Para esta muestra, se han detectado un total de 20 picos de interés, siendo los
mayoritarios los picos 3, 4, 5y 9. Como se puede ver es bastante similar a las muestra

BAF, por lo que la mayoria de los compuestos coinciden.

Los picos 1, 3, 4, 5, 9 y 12 presentan un maximo de absorcion en torno a 325 con
un hombro a 300 nm, lo que les ubica en la familia de los derivados hidroxicindmicos.
Los picos 1, 3y 9 son equivalentes a los picos 1, 3y 4 de la muestra BAF. El pico 12 a
su vez, es equivalente a los picos 14 y 15 de la muestra BAF. En cambio, los picos 4 y
5 son ligeramente diferentes, muestran en el espectro de masas un ion
pseudomolecular [M-H]" con relacion m/z de 621 (doble de 311) um y fragmentos con
m/z 311, 179, 161, 149 y 135. Asumiendo que el i6n de m/z 311 corresponde al
compuesto, estos picos podrian asociarse a isomeros del acido cafeoil-tartarico, donde
los fragmentos de m/z 179 y 149 corresponderian respectivamente a los &cidos cafeico
y tartarico. Este tipo de derivados fueron identificados en Bidens pilosa por Khoza et
al. (2016).
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El pico 2 presenta en el espectro UV un maximo a 279 nm con un hombro a 315
nm, lo que permite asociarlo a una flavanona o un dihidroflavonol. Muestra un ién
pseudomolecular [M-H] con relacion m/z 653 y fragmentos con m/z 477, 315, 203,
185, 159, 143, 115. La peérdida consecutiva de 176 um y 162 um para dar los
fragmentos de m/z 477 y 315 lleva a suponer que el compuesto posee restos de acido
glucuronico y hexosa. El aglicon de m/z 315 podria corresponder a una dimetoxi-

dihidroxiflavanona

El pico 6 muestra maximos de absorcion a 265 y 356 nm, apuntando a que se trata
de un flavonol. Su i6n pseudomolecular [M-H] con relacion m/z 609 y fragmentos con
m/z 301, 191, 179 y 135 permiten asociarlo quercetina 3-O-rutinésido (rutina; Figura
40), cuya presencia ha sido descrita en diversas especies del género Bidens (Chiang et
al., 2004; Cortes-Rojas et al., 2010; Uysal et al., 2018).

Figura 40: Estructura de rutina (quercetina-3-O-rutinésido) (imagen tomada de
pubchem).

Los picos 7 y 8 tienen un ion pseudomolecular [M-H] " con relacion m/z de 463 y
fragmentos con m/z de 449, 301, 287, 179, 151, 135, caracteristicas que son similares a
las del pico 11 en la muestra BAF. En ese caso se habia discutido la posibilidad de que
se tratase de un hexoxido de la flavona tricetina o del flavonol quercetina, ambos con
m/z 301. Como se indicé anteriormente, la presencia de quercetina-3-O-galactosido
(hiperosido) estéa descrita en el genero Bidens, aunque los maximos de absorcion de los

compuestos, a 340 nm, parecen apuntar mas a una identidad como flavonas.
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Los picos 10 y 11 presentan también maximos de absorcion caracteristicos de
flavonas (335 nm) y la presencia de los fragmentos de m/z 447 y 285 sugiere que
podrian ser derivados de luteolina-hexosido, aunque su ién pseudomolecular [M-HTJ,

con una relacion m/z 551, no pudo ser asignado a ningiin compuesto especifico.

Los picos 13, 14, 17, 18 y 20 presentan un espectro UV parecido al pico 10 de la
muestra BAF, con maximos de absorcion en torno a 330 y 410-415 nm, que como se
ha comentado podrian corresponder a auronas. Los picos 13 y 14 tienen un ion
pseudomolecular [M-H]" con relacion m/z 489 y fragmentos con m/z 447 (-42 um) y
285 (-42-162 um), lo que apunta a que podria tratarse de derivados acetilados de
maritimetina-hexosido. Los picos 18 y 20 presentan un ion pseudomolecular [M-H]
con relacién m/z 573 y también el fragmento con m/z 285, que podria también
corresponder a maritimetina, aunque sus datos de masas no han permitido asignarles
una identidad concreta. Para el pico 17 no se han podido obtener datos de masas para

su identificacion.

Los picos 15 y 16 muestran el mismo i6n pseudomolecular [M-H]™ (m/z 533) y
patrén de fragmentacion. Estas caracteristicas de masas son similares a las del pico 22
de la muestra BAF, que, como se habia discutido podria corresponder a la chalcona
okanina-diacetil-glucésido. En todo caso, los espectros de absorcién de estos dos
picos, con maximos a 313-412 nm (pico 15) y 376 nm (pico 16), son distintos entre si,

lo que plantea dudas sobre su pertenencia a la misma familia

Para el pico 19 no se han podido obtener datos de masas aunque su espectro de

absorcion indica que se puede tratarse de una chalcona.

En la Tabla 8 se resumen los datos obtenidos del analisis de HPLC-DAD-MS de la

muestra BAH vy las identificaciones realizadas en base a los mismos.
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Tabla 8: Resultados obtenidos para los picos de la muestra BAH

[1 4.8 298sh, 324 706 353, 191, 179, 161, 135 Acido 3-O-cafeoilquinico
2 56 279,315h 653 477, 315, 203, 185, 159, 143, 115 D'mgﬁ%’éhgg:ffe’ggﬁ‘éznona
3 6,3 301sh, 326 353 191, 173, 161, 135 Acido 5-O-cafeoilquinico
4 7,9 302sh, 326 621 311, 179, 161, 149, 135 Acido cafeoil tartarico
5 9 302sh, 326 621 311, 179, 161, 149, 135 Acido cafeoil tartarico
6 148 265, 346 609 301, 191, 179, 135 Quercetina 3-O-rutinésido
7 16,1 269, 340 463 449, 301, 285, 271, 179, 151, 135 Tricetina/quercetina hexdsido
8 16,5 269, 340 463 449, 301, 2875 271, 179, 151, 135 Tricetina/quercetina hexdsido
9 18,8  305sh, 326 353 191, 179, 135 Acido cafeoilquinico
10 19,7 273, 335 551 489, 447, 429, 285, 151 Derivado de luteolina-hexésido
11 19,9 273, 335 551 489, 447, 429, 285, 151 Derivado de luteolina-hexdsido
12 20,2  300sh, 325 515 489, 353, 285, 191, 179, 173, 155, 135 Acido dicafeoilquinico
13 21 337, 412 489 447,431, 285 Maritimetina acetilhexésido.
14 22,3 331, 412 489 473, 447, 431, 285, 269, 151 Maritimetina acetilhexdsido.
15 274 331, 412 533 515, 473, 337, 287, 271, 151, 135 Okanina-diacetil-glucésido
16 27,9 376 533 515, 473, 337,287, 271, 151, 135 Okanina-diacetil-glucésido
17 28,3 330, 415 - - Aurona
18 349 330, 414 573 531, 513, 471, 453, 429, 411, 351, 285 Derivado de maritimetina
19 35,6 325, 383 - - Chalcona
20 371 328, 409 573 557,531, 513, 471, 285, 269, 151, 135 Derivado de maritimetina

- Muestra BAT:

En la Figura 41 se representa el cromatograma correspondiente a la muestra BAT

registrado a las longitudes de onda de 360 y 280 nm.
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Figura 41: Cromatograma de los extractos fendlicos del tallo de Bidens aurea

(Aiton) Sherff (BAT).
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Como se observa, se han detectado un total de 14 picos de interés, siendo los
mayoritarios los picos 1, 3, 6, 9, 11, 14. También para esta muestra hay similitud de
picos con BAF y BAH. Asi, los picos 1, 3, 4, 5, y 14 muestran espectros UV
semejantes a los picos 1, 3,4, 5,9y 12 de la muestra BAHyalos 1, 3,4,5,14,15y
17 de la muestra BAF.

El pico 2, corresponde al mismo compuesto que el pico 2 de la muestra BAH, ya

que tiene el mismo espectro UV y los mismos datos de masas.

Los picos, 6 y 11 tienen espectros UV con méximos en torno a 260 y 350 nm y el
mismo ion pseudomolecular [M-H]" con relacion m/z 609 que libera un fragmento con
m/z 301. El primero de ellos coincide en sus caracteristicas con el pico 6 de la muestra
BAH, identificAndose como rutina (quercetina 3-O-rutindsido). EIl pico 11 podria
corresponder a otro derivado de quercetina donde el resto de rutinosa se localiza sobre
otra posicién del aglucon, pero también a un neohesperidésido de quercetina (Figura
42) o0 a quercetina con otro tipo de sustituyente glicosilado que contenga una hexosa y

una desoxihexosa.
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Figura 42: Estructura de quercetina 3-O-neohesperidésido (imagen tomada de
pubchem).

El pico 7 también posee un ién pseudomolecular [M-H]" de m/z 609, aunque su
espectro de absorcion es distinto a los anteriores, con maximos a 335 y 412 nm, lo que
sugiere que podrian corresponder a una aurona. La existencia de un fragmento de m/z
463 parece relacionarlo con el pico 18 de la muestra BAF, correspondiente a un
hexdsido de 4-O-metilokanina. La diferencia de masa entre los dos compuestos (146
um) sugiere la existencia de un resto desoxihexosa adicional, por lo que el pico se

identifica tentativamente como 4-O-metilokanina desoxihexosil-hexdésido.
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El pico 10 tiene un espectro de absorcion similar al pico 7, con maximos en 340 y
410 nm, lo que sugiere que también corresponde a una aurona. Este pico presenta
caracteristicas similares al pico 13 de la muestra BAF en cuanto a ion
pseudomolecular ([M-H]" de m/z 461), fragmento de m/z 285 y tiempo de retencion,
por lo que se identifica tentativamente como la misma sustancia (4-O-metilbuteina

glucurdénido).

Por ultimo, los picos 9, 8, 12 y 13, tienen el espectro tipico de la familia de las
flavonas con maximos de absorcion en torno a 265 y 335-345 nm. Se pueden

relacionar con los picos 7, 8, 10 y 11 de la muestra BAH y los picos 8, 9, 11, 12 y 16

de la BAF, por lo que se han aplicado criterios similares para su identificacion.

En la Tabla 9 se resumen los datos obtenidos del analisis de HPLC-DAD-MS de la

muestra BAT Yy las identificaciones realizadas en base a los mismos.

Tabla 9: Resultados obtenidos para los picos de la muestra BAT

1 4,7 297sh, 324 353 191, 179, 161, 135 Acido 3-O-cafeoilquinico
5 5.7 280, 321sh 653 477, 315, 203, 185, 159, 143, DlmetOX|-d|h|QrOX|fI§yanona
115 glucuronil-hexosido
3 6 298sh, 324 353 191, 179, 161, 135 Acido 4-O-cafeoilquinico
4 6,3 298sh, 326 353 191, 179, 161, 135 Acido 5-O-cafeoilquinico
5 6,8 297sh, 326 367 193, 173, 149, 135, 117 Acido feruoilquinico
6 14,9 261, 353 609 593, 343, 301, 285, 271 Rutina
7 158 335,412 609 463, 341, 299, 285, 271 4-O-metilokanina
desoxihexosil-hexosido
8 16,2 269, 345 461 301, 285, 271, 255, 179, 151 Tricetina/quercetina hexo6sido
9 16,6 269, 345 461 357, 327, 301, 285 Tricetina/quercetina hexo6sido
10 16,8 344, 411 461 299, 285, 269 4-O-metilbuteina glucurénido
11 177 257,348 609 545 505, 463, 301 Quercetina-desoxihexosil-
hexosido
12 19,7 265, 334 447 357, 315, 299, 285, 271, 243 Luteolina-hexésido
515, 447, 429, 353, 285, 203, . . L .
13 19,9 269, 335 579 101, 179, 173, 161, 135 Luteolina-pentosil-hexdsido
489, 429, 353, 299, 285, 203, < . S
14 20,2 298, 329 515 101 179, 173, 161, 135 Acido dicafeoilquinico
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1.2.2. Resultados obtenidos para la muestra de Daphne gnidium L.

En las Figura 43, Figura 60 y Figura 64 se recogen los cromatogramas de HPLC
registrados a 280 nm con los perfiles de compuestos fendlicos de las tres diferentes
muestras de Daphne gnidium L. (DGF, DGH, DGT) analizadas por HPLC-DAD-MS.

Al igual que para el caso anterior, se han numerado aquellos picos en los
cromatogramas para los que se pudo obtener datos para su identificacion definitiva o
provisional.

Para esta planta la mayoria de los compuestos relevantes detectados pertenecen a

las familias de las cumarinas.

- Muestra DGF

En la Figura 43 se representa el cromatograma correspondiente a la muestra DGF

registrado a 280 nm.
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Figura 43: Cromatograma de un extracto fendlico de las flores de Daphne
gnidium L. (DGF).

Como se observa, se han detectado un total de 21 picos de interés, siendo los

mayoritarios los picos 2, 3, 4, 5, 12, 13 y 19. Mas adelante, en la Tabla 10 se recogen
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las caracteristicas, tanto de absorcion como de masas, de los picos numerados en el
cromatograma, asi como la identificacion propuesta para los mismos de acuerdo con la

discusién que se realiza a continuacion.

Los picos 1, 4, 5,7, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 21 se asocian a

cumarinas en funcion de sus caracteristicas espectrales y de masas.

El pico 4 ([M-H] de m/z 177), cuyo espectro UV se recoge en la Figura 44, se
identifica como daphnetina (Figura 45), cuya presencia en Daphne gnidium L. se
encuentra bien documentada (Cottiglia et al., 2001; Deiana et al., 2003; Nowik, 2005).
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Figura 44: Espectro UV del pico 4.
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Figura 45: Estructura de daphnetina (imagen tomada de pubchem).

El pico 1, con un ion pseudomolecular [M-H] de m/z 339, es coherente con un
daphnetin-glucosido, también citado en D. gnidium por los mismos autores.

Existen dos posibles glucésidos de daphnetina, daphnetina-7-O-glucosido
(daphnina) y daphnetina-8-O-glucosido. De acuerdo con las caracteristicas de espectro
UV recogidas por Nowik (2005) para ambos compuestos, el pico detectado en nuestro
caso podria corresponder a daphnetina-8-O-glucosido (Figura 46), para el que se
indica un maximo UV de 322 nm, del mismo orden al observado por nosotros (324
nm), mientras que para daphnetina-7-O-glucésido Nowik recoge un maximo de 310

nm.
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Figura 46: Estructura de daphnetina-8-O-glucdésido (imagen tomada de
pubchem).

Los picos 5, 9, 10 y 14 muestran similar espectro UV, con maximo de absorcion a
320-324 nm (Figura 47), y poseen el mismo ion pseudomolecular [M-H] de m/z 483.
Liberan también un fragmento de m/z 321. Esta masa puede asociarse a dihidroxi-
biscumarinas. Un compuesto de este tipo, denominado daphnogitina (Figura 48), fue
identificado en hojas y tallos de Daphne giraldii por Liao et al. (2005). Esto sugiere
que podria tratarse de distintos hexosidos de esa cumarina, aunque se plantea la duda

de si se trata de diferentes hexosas o estdn unidas por diferentes posiciones a la
molécula de la daphnogitina.
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Figura 47: Espectro UV del pico 5.
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Figura 48: Estructura de la daphnogitina glucésido (imagen tomada de
pubchem).
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Por otra parte, el patrén de fragmentacion MS? del pico 14 difiere de los otros tres,
por lo que es posible que pueda corresponder a otra estructura de tipo dihidroxi-
biscumarinas, en las que la union entre las dos unidades se realiza a través de
posiciones diferentes (Figura 49) a las de daphnogitina, pudiendo ser asi el pico 14 un

hexésido derivado de éstas.

Figura 49: Posibles estructuras para dihidroxi-biscumarinas (imagen
propia).

Los picos 11 y 18 poseen el mismo ion pseudomolecular ([M-H] de m/z 321),
aunque distinto patron de fragmentacion. Al igual que en el grupo de picos anterior, el
patrén de fragmentacion del pico 18 sugiere la existencia de dos cumarinas unidas
mediante un enlace C-C, ya que no se libera ningun fragmento que pueda asociarse a
una unidad cumarina, mientras que en el caso del pico 11 se observa un fragmento de
m/z 177, correspondiente a una dihidroxicumarina. Esto apunta a que el pico 11 puede
tratarse de daphnogitina, mientras el pico 18 seria una dihidroxi-biscumarina unida por
un enlace C-C, del tipo a las mostradas en la Figura 49.

Los picos 12 y 13 tienen el mismo ion pseudomolecular ([M-H]" de m/z 515) e
idéntico patron de fragmentacion. Liberan un fragmento de m/z 353, que puede
asociarse a una biscumarina, concretamente podria tratarse de una tetrahidroxi-
biscumarina con enlaces C-C o bien C-O-C. Los picos 12 y 13 podrian corresponder,
asi, a hexadsidos de tetrahidroxi-biscumarina. En la Figura 50 se recogen dos posibles

estructuras que encajarian con la masa de los compuestos.
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Figura 50: Posibles estructuras para tetrahidroxi-biscumarinas (imagen propia).
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El pico 15 ([M-H] de m/z 853) presenta en su espectro MS? un fragmento de m/z
351, que podria corresponder a la cumarina daphnoretina, aunque no se ha podido
asignar a la masa del compuesto ninguna estructura concreta derivada de esa
cumarina. La presencia del fragmento de m/z 515 parece emparentarlo con los
compuestos 12 y 13. Este fragmento deriva de la pérdida desde el ion pseudomolecular
de un resto de 162 um (que da lugar al fragmento de m/z 691) y de otro de 176 um,
apuntando hacia la existencia en su estructura de posible restos hexosa y acido
hexurénico. El pico podria, asi, corresponder a un glucuronil-dihexdsido de

tetradihidro-biscumarina.

El pico 21 ([M-H] de m/z 351) posee una masa coherente con la de daphnoretina
(Figura 51), una cumarina repetidamente reportada en D. gnidium (Cottiglia et al.,
2001; Deiana et al., 2003; Nowik, 2005) y en otras especies del género Daphne
(Badawi et al., 1983; Liao et al., 2005; Pan et al., 2010).
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Figura 51: Estructura de daphnoretina (imagen tomada de pubchem).

El pico 17 ([M-H] de m/z 499), posee una masa coherente con la del compuesto
desmetildaphnoretina-7-O-glucésido (edgeworthin glucésido; Figura 52) identificado
en especies de Daphne (Lin et al., 1983; Liao et al., 2005). La observacion del
fragmento MS? de m/z 337 (-162 um), correspondiente a la pérdida del resto glucosa,
avalaria esta identidad.

Figura 52: Estructura de desmetildaphnoretina-7-O-glucésido (edgeworthin
glucésido) (imagen tomada de pubchem).
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El pico 19 posee un ion pseudomolecular [M-H]" de m/z 657 que podria asociarse a
la cumarina rutarensin (Figura 53).

Este compuesto ha sido identificado en el género Daphne (Kreher et al., 1990;
Slntar et al., 2014).

0
0
0
0
=
0
o 0 ™o
o O o
H
0 )
H H
0

Figura 53: Estructura de Rutarensin (imagen tomada de pubchem).

Con respecto al pico 7, la presencia de un fragmento de m/z 161, seria coherente
con umbeliferona (Figura 54), una cumarina citada en especies de Daphne (Pan et al.,
2010; Juskovic et al., 2012). Particularmente, en Daphne gnidium L. se ha descrito la
presencia de acetilumbeliferona (Cottiglia et al., 2001; Deiana et al., 2003; Nowik,
2005).

Sin embargo, el ion pseudomolecular del pico no se ha podido asociar a una
estructura concreta, por lo que el pico se marca simplemente como un posible derivado

de umbeliferona.

T

H.
0 0 0

Figura 54: Estructura de umbeliferona (imagen tomada de pubchem).

Por Gltimo, el pico 16 ([M-H] de m/z 785) tiene patrén de fragmentacién MS? que
indica la liberacion sucesiva de dos restos hexosa (162 um; fragmentos de m/z 623 y
461) y de un posible resto hexurénico (176 um) para dar un fragmento MS? de m/z
285, que podria asociarse a luteolina. Estas observaciones sugeririan que el pico podria
ser un derivado luteolina-glucuronil-diglucésido. No obstante, su espectro UV

(maximo a 322 nm) no parece caracteristico de esa flavona y, ademas, su elucion
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retrasada (menor polaridad) con respecto al pico 9 (luteolina-glucosido) tampoco seria
coherente con esa estructura. Por otra parte, en su fragmentacion se producen sefiales
de m/z 339 y 177, coherentes con daphnetina-glucésido, por lo que el pico podria
contener una unidad de este tipo, sin que pueda descartarse que el compuesto contenga
también una unidad de luteolina, lo que justificaria el fragmento de m/z 285. En base a
estos comentarios, el compuesto se asocia de manera tentativa a un hibrido flavona-
cumarina, formado por luteolina y daphnetina unidos a dos restos hexosido. La
existencia en el espectro MS? de un fragmento de m/z 461, coincidente con el ion
pseudomolecular del pico 9 en la muestra DGH (ver comentarios posteriormente)
puede constituir un elemento adicional en apoyo de esta identidad. La elucion del pico
16 a un tiempo de retencién inferior al del pico 9 de DGH indica su mayor polaridad,
como corresponderia a un derivado con restos de azucar en su estructura de los que
careceria el pico 9 de la muestra DGH. La presencia de hibridos flavona-cumarina esta

documentada en Timelaceas (Franke et al., 2002).

Los picos 2, 6 y 20 se han asociado a lignanos. En la Figura 55 se muestra el
espectro UV del pico 2.

Norm

400 I\

300 350 400 450 500 550 nm

Figura 55: Espectro UV del pico 2.

De acuerdo con su masa, este pico ([M-H] de m/z 357) podria corresponder a
pinoresinol (Figura 56), previamente descrito en otras especies de Daphne (Li et al.,
2010; Malafronte et al., 2012).
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Figura 56: Estructura de pinoresinol (imagen tomada de pubchem).

El pico 6, con un ién pseudomolecular [M-H] de m/z 523, podria corresponder a
secoisolariciresinol hexosido (Figura 57). La presencia del fragmento de m/z 361 (-162
um), coherente con secoisolariciresinol, avalaria esta identificacion. En nuestro
conocimiento, un derivado hexosido de este lignano no se encuentra descrito en
especies de Daphne, aunque si lo esta, por ejemplo, en especies de Cistus (Tomas-
Menor et al., 2013) y en extractos de semillas de lino (Popova et al., 2009),

presentando caracteristicas similares a las del compuesto aqui detectado.

Figura 57: Estructura de secoisolariciresinol monoglucdésido.

El pico 20 cuyo pseudoion molecular [M-H]  tiene una relacion m/z de 355, podria
tratarse del lignano dihidrosesamina (Figura 58), cuya presencia se encuentra descrita

en algunas especies de Daphne (Zhuang et al., 1986; Liao et al., 2006).
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Figura 58: Estructura de dihidrosesamina (imagen tomada de pubchem).

El pico 8 tiene unas caracteristicas diferentes a los anteriores pero es semejante a
los picos 8, 9,12 y 16 de la muestra BAF de Bidens aurea (Aiton) Sherff,
anteriormente comentada. Su espectro de absorcion, con maximos en torno a 270 y
330-340 nm, es caracteristico de flavonas, y su pseudoion molecular ([M-H] de m/z
447) y la liberacién de un Unico fragmento de m/z 285, apunta a que puede tratarse de
un hexosido de luteolina. La presencia de luteolina-7-O-glucésido ha sido descrita en
Daphne gnidium L. por distintos autores (Cottiglia et al., 2001; Deiana et al., 2003;

Nowik, 2005), por lo que se asigna al pico esa identidad.

Finalmente, el pico 3 ([M-H] de m/z 593 presenta un patrén de fragmentacion
caracteristico de C-glicosilflavonas, con fragmentos derivados de pérdidas de 30, 60 y
90 um (Cuyckens & Claeys, 2004), siendo su masa coherente con la del compuesto
apigenina-6,8-C-diglucésido (vicenin-2; Figura 59), que se encuentra citado en

especies de Daphne (Ulubelen et al., 1986)

Figura 59: Estructura de apigenina-6,8-C-diglucésido (imagen tomada de
pubchem).

En la Tabla 10 se resumen los datos obtenidos del andlisis de HPLC-DAD-MS de la

muestra DGF y las identificaciones realizadas en base a los mismos.
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Tabla 10: Resultados obtenidos para los picos de la muestra DGF.

1 5 324 339 177, 149 Daphnetin-glucésido
2 6,2 313 357 315, 151 Pinoresinol
3 6,9 323 593 503, 473, 413, 383, 353 Apigenina-6,8-C-diglucdsido
4 10,8 323 177 149, 133, 121 Daphnetina
5 11,8 319 483 321, 277, 233, 143 Daphnogitina hexosido
6 13 334 523 361, 346, 315, 165 Secoisolariciresinol hexdsido
7 15,4 314 261 241, 199, 189, 171, 161 Posible derivado de umbeliferona
8 16,6 263, 344 447 285 Luteolina-7-O-glucésido
9 17,1 322 483 321, 277, 143 Daphnogitina hexosido
10 17,8 322 483 321, 277, 143 Daphnogitina hexosido
11 18,2 322 321 277, 249, 233, 215, 177 Daphnogitina
12 18,9 315 515 353, 339, 205, 177 Hexosido de tetrahidroxi-biscumarina
13 19,3 315 515 353, 339, 205, 177 Hexosido de tetrahidroxi-biscumarina
14 19,7 324 483 321, 291 Hexosido de dihidroxi-biscumarina
15 201 315 853 691, 529, 515, 351, 323, Glucuronll-dlh'ex03|do.de tetradihidro-
177 biscumarina
16 20,4 322 785 623, 461, 339, 285, 177 Derivado de daphnetina-glucésido
17 21,1 325 499 337, 309, 281, 191, 165 Desmetildaphnoretina-7-O-glucésido
18 23,3 322 321 303, 277, 259, 231 Dihidroxi-biscumarina
19 27,3 336 657 393, 361, 351, 335, 161 Rutarensin
20 32,5 320 355 175, 147, 121 Dihidrosesamina
21 39,1 341 351 335, 191, 163 Daphnoretina
- Muestra DGH
En la Figura 60 se representa el cromatograma correspondiente a la muestra DGH
registrado a 280 nm.
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Figura 60: Cromatograma de un extracto fendlico de las hojas de Daphne gnidium L.
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Como se observa, se han marcado un total de 12 picos de interés, siendo los
mayoritarios los picos 1 y 2. Mé&s adelante, en la Tabla 11 se recogen las
caracteristicas espectrales, tanto de absorcion UV-Vis como de masas, de los mismos.

Para esta muestra, los picos 1, 3, 4, 5y 10 se han asociado a cumarinas en funcion
de sus caracteristicas espectrales y de masas. El pico 3 ([M-H]" de m/z 177)
corresponde al pico 4 de la muestra DGF, identificandose como la cumarina
daphnetina. El pico 1 ([M-H] de m/z 501) libera un fragmento de m/z 177, que podria
resultar de la pérdida de dos unidades hexosa (324 um), asocidndose asi a un derivado
dihexdsido de daphnetina. El pico 4 presenta caracteristicas similares a los picos 5, 9 y
10 de la muestra DGF en cuanto a ion pseudomolecular ([M-H]™ de m/z 483),
fragmento de m/z 321 y tiempo de retencién, por lo que se identifica tentativamente
como la misma sustancia (daphnogitina hexoésido). Igualmente, el pico 10 ([M-H] de
m/z 657) coincide con el pico 19 de la muestra DGF, lo que permite identificarlo como
rutarensin.

El pico 5 ([M-H] de m/z 593) se identifica como una cumarina, en base a su
espectro UV, similar a daphnetina, sin embargo, no se ha podido asociar la masa del
compuesto a una estructura concreta, por lo que recoge como una cumarina no

identificada.

El pico 9 muestra un i6n pseudomolecular [M-H] de m/z 461 y libera fragmentos
de m/z 417, 399, 371, 361, 307, 283. La masa del compuesto coincidiria con la suma
de las masas de la flavona luteolina y de la cumarina daphnetina. La existencia de un
resto cumarina parece avalada por la produccion de un fragmento derivado de la
pérdida de 28 um (m/z 551 a 533), considerada caracteristica de cumarinas (Franke et
al., 2002). Por otra parte, la presencia de hibridos flavona-cumarina esta reportada en
especies de la familia de las Timelaceas (Franke et al., 2002). En base a estas
observaciones, el pico 9 se ha asignado tentativamente como un hibrido luteolina-

daphnetina. Una posible estructura para el mismo se recoge en la Figura 61.

Figura 61: Posible estructura para el pico 9 de la muestra DGH (imagen

propia).
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Los picos 6 ([M-H] de m/z 503), 7 ([M-H] de m/z 447) y 8 ([M-H] de m/z 461)
tienen en comun un fragmento de m/z 285 que puede asociarse a la flavona luteolina.

La masa del pico 8 coincide con la del pico 9 discutido en el parrafo previo, aunque
sus patrones de fragmentacion son distintos, denotando que se trata de compuestos con
diferente estructura. De acuerdo con sus masas, los picos podrian corresponder
respectivamente a los compuestos luteolina-acetilglucuronido, luteolina-hexésido y
luteolina-glucurdnido. La presencia de luteolina-7-O-glucésido est4d documentada en
Daphne gnidium L. (Cottiglia et al., 2001; Deiana et al., 2003; Nowik, 2005). No
obstante, esta identidad plantea algunas dudas, ya que las caracteristicas de sus
espectros de absorcion no coinciden en cuanto a sus maximos de absorcion, aunque si
en su forma, como se puede comprobar en la Figura 62, donde se hace una
comparacion entre los espectros UV del pico 7 y el del pico 8 de la muestra DGF,
identificado tentativamente como luteolina-7-O-glucdsido. Por esta razén, el pico se

asigna simplemente como luteolina hexdsido.

Espectra UV pars Luteclin- gheodsids

Ecpectro UW obtenido para =] pico 7

Figura 62: Comparativa espectros UV del pico 7 vs luteolina-7-O-glucosido.

El pico 2 ([M-H] de m/z 593) coincide en sus caracteristicas con el pico 3 de la
muestra DGF, por lo que se identifica como apigenina-6,8-C-glucésido (vincenin-2).
Por su parte, los espectros UV y de masas del pico 12 ([M-H]" de m/z 269) permiten
asociarlo al aglucon, apigenina (Figura 63). La presencia de esta flavona se encuentra
descrita en diversas especies de Daphne, incluyendo Daphne gnidium L. (Deiana et
al., 2003; Nowik, 2005)
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Figura 63: Estructura de apigenina (imagen tomada de pubchem).

Finalmente, las caracteristicas de espectro de absorcion y de masas ([M-H] de m/z

593) del pico 11 permiten identificarlo como luteolina, compuesto también descrito en
Daphne gnidium L. (Cottiglia et al., 2001; Deiana et al., 2003; Nowik, 2005).

En la Tabla 11 se resumen los datos obtenidos del analisis de HPLC-DAD-MS de la

muestra DGH vy las identificaciones realizadas en base a 1os mismos.

Tabla 11: Resultados obtenidos para los picos de la muestra DGH.

1 5,2 264, 320 501 177 Daphnetina dihexdsido

2 6,8 269, 325 593 503, 473, 383, 365, 351, 327 Apigenina-6,8-C-diglucdsido
3 10,9 323 177 149, 133, 121 Daphnetina

4 11,9 317 483 339, 321, 277, 233, 177 Daphnogitina hexosido

5 14,7 310 593 551, 533, 485, 387, 371, 161 Cumarina no identificada

6 20 321 503 489, 463, 449, 327, 303, 285 Luteolina-acetilglucurénido
7 22,5 323 447 285, 241 Luteolina- hexdsido

8 23 322 461 285, 213, 187, 159 Luteolina-glucurénido

9 25,8 326 461 417, 399, 371, 361, 307, 283 Hibrido daphnetina-luteolina
10 26,9 325 657 393, 361, 351, 335, 305, 125 Rutarensin

11 279 268, 344 285 217, 201, 175, 151, 133 Luteolina

12 34,2 265, 337 269 225, 201, 159, 151, 117 Apigenina

- Muestra DGT

En la Figura 64 se representa un cromatograma correspondiente a la muestra DGT

registrado a 280 nm.
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Figura 64: Cromatograma de un extracto fenélico del tallo de Daphne
gnidium L. (DGT).

Como se observa, se han marcado un total de 8 picos de interés, siendo los
mayoritarios los picos 1 y 2. Mas adelante, en la Tabla 12 se recogen las
caracteristicas espectrales, tanto de absorcién UV-Vis como de masas, de los mismos.

El pico 1 tiene un i6n pseudomolecular [M-H] de m/z 417, masa que coincide con
la de siringaresinol (Figura 65), un lignano descrito en Daphne (Pan et al., 2010), por
lo que se le asigna tentativamente esta identidad.

Figura 65: Estructura del siringaresinol (imagen tomada de pubchem).

El pico 2 ([M-H] de m/z 177) puede identificarse como la cumarina daphnetina en
base a sus datos de masas, como ya se ha comentado para las muestras DGF y DGH.
Lo mismo ocurre con los picos 5 ([M-H] de m/z 515), 6 ([M-H] de m/z 657) y
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8 ([M-H]. de m/z 321), que presentan caracteristicas similares en cuanto a ion
pseudomolecular, patron de fragmentacion, espectro UV y tiempo de retencion a
compuestos ya discutidos para las muestras DGF y DGH, por lo que se les asigna la

misma identidad.

Sin embargo, no se ha podido asignar una identidad concreta a los picos 3 ([M-H]
de m/z 367), 4 ([M-H] de m/z 413) y 7 ([M-H] de m/z 337). En el caso del pico 3 se
observa la presencia de un fragmento de m/z 321 que puede asociarse a una dihidroxi-
biscumarina, como las detectadas en la muestra DGF, por lo que se le asocia
tentativamente como un derivado de ese tipo de estructura. Los picos 4 y 7 parecen
relacionados entre si, ya que comparten fragmentos comunes en sus espectros de
masas y similar espectro UV. La observacion en el espectro MS? del pico 7 de
fragmentos resultantes de la pérdida de 28 um (m/z 265 a 237, y m/z 165 a 147)
sugiere una posible identidad como cumarina (Franke et al., 2002). Por otra parte, la
presencia del fragmento de m/z 321 parece indicar, como se ha sefialado, una
estructura de tipo dihidroxi-biscumarina, aunque en este caso el espectro UV no
presenta las mismas caracteristicas que las del pico 3 de esta muestra y otras posibles
biscumarinas detectadas en la muestra DGF. Por esta razén, el pico se asigna
simplemente como cumarina no identificada. Finalmente, el pico 4, con un fragmento

de m/z 337, podria ser un derivado del pico 7.

En la Tabla 12 se resumen los datos obtenidos del analisis de HPLC-DAD-MS de la
muestra DGT vy las identificaciones realizadas en base a los mismos.

Tabla 12: Resultados obtenidos para los picos de la muestra DGT.

1 5,3 264 417 209, 195, 177, 161 Syringaresinol
2 10,9 322 177 149, 133, 121 Daphnetina
339, 321, 305, 295, 283, 279, . . . -
3 11,8 317 367 267,239 195, 167 (Bis)cumarina no identificada
4 18 283, 328 413 337, 309, 295, 265 (Bis)cumarina no identificada
Hexosido de tetrahidroxi-
5 18,9 316 515 353, 339, 177 biscumarina
6 26,9 332 657 393, 365, 351, 335, 305, 161 Rutarensin
321, 309, 293, 281, 265, 237, . . . e
7 29,7 281, 318sh 337 200, 191, 165, 147, 119 (Bis)cumarina no identificada
8 38 341 351 335, 323, 279, 251, 191, 135 Daphnoretina
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3. CONCLUSIONES

Se han analizado las plantas Bidens aurea (Aiton) Sherff y Daphne gnidium L.
herborizadas en el nordeste de la provincia de Caceres, en la comarca de La Vera. Para
ambas plantas se han hecho analisis de la composicion fendlica las hojas, flores vy el
tallo, designando como muestras BAF, BAH y BAT para las muestras de Bidens aurea
(Aiton) Sherff y DGF, DGH y DGT para las muestras de Daphne gnidium L.

No se han hecho analisis cuantitativos para poder calcular la proporcién presente de
cada compuesto, pero si se ha podido establecer la influencia de la temperatura en los
mismos ya que sufren degradacion si se conserva los macerados a temperatura
ambiente.

Tras los resultados obtenidos se puede concluir que para Bidens aurea (Aiton)
Sherff, los compuestos fendlicos predominantes son acidos fendlicos, flavonas y
flavonoles, aunque también se detectan auronas y chalconas. Para Daphne gnidium L.
en cambio los compuestos predominantes son cumarinas, aunque también se detectan
algunos lignanos y flavonas. Basandose en los resultados obtenidos en analisis de
HPC-DAD-MS se ha podido realizar la identificacion tentativa de la mayoria de los
compuestos detectados. En particular, se han podido obtener informacion sobre 23
compuestos entre los detectados en la muestra de las flores de Bidens aurea (Aiton)
Sherff (BAF), 20 compuestos en las hojas (BAH) y 14 compuestos en el tallo (BAT),
y en el caso de Daphne gnidium L., de 21 compuestos para las flores (DGF), 12 para
las hojas (DGH) y 8 para el tallo (DGT). Varios de los compuestos detectados no
habian sido descritos anteriormente en estas especies. Por otro lado, se observo que
algunos de los compuestos encontrados en una de las partes de las partes de las
plantas, no estaban presentes en otras mientras que otros aparecian en todas. Las hojas
fueron las que mostraron mayor composicién fendlica respecto a las otras muestras en
ambas plantas. Una posible explicacion a este hecho es la importancia del papel de las
hojas en la fotosintesis de las plantas y las reacciones quimicas que tienen lugar

durante este proceso.
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