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RICERCHE SUI FLAVONOIDI DI MATRICARIA
CHAMOMILLA L. (COMPOSITAE)

Riassunto — Vengono riferite le ricerche chimiche per l'identificazione dei flavo-
noidi effettuate sui fiori ligulati di Matricaria chamomilla raccolta nel Monferrato.

Tali ricerche hanno consentito di mettere in evidenza la presenza di apigenina
e di tre suoi derivati glucosidici: 1'apigenina-7-glucoside e due glucosidi non identi-
ficati presenti in scarsa quantita. Viene segnalata anche la presenza di un flavonoide
non descritto in letteratura (di cui & presente anche un derivato glucosidico), che
mediante analisi spettrofotometriche si & appurato avere le caratteristiche degli iso-
flavoni e la cui struttura sara oggetto di future ricerche.

Viene illustrato un nuovo metodo per la determinazione dell’apigenina totale.

Vengono infine discussi i risultati ottenuti anche mediante un confronto con
quelli riportati in letteratura relativi a piante raccolte in altri paesi europei.

Abstract — Chemical investigation on Matricaria chamomilla flavonoids. Che-
mical analyses for the identification of flavonoids have been carried out on ligulate
florets of Matricarin chamomilla, collected in Monferrato. These analyses have pointed
out the presence of Apigenin and of its three glucosidic derivatives that is Apigenin-
7-glucoside and small quantities of two non identified glucosides.

The presence of a flavonoid never before described has been noted and spectro-
photometric analyses have revealed that such a flavonoid (of which also a glucosidic
derivative is present) has same characteristics of the isoflavones: its structure will
be studied in the near future.

A new method for the determination of total Apigenin is described. These results
obtained are discussed and compared to those already known for plants collected
in other European countries.

Key words— Matricaria chamomilla; flavonoids.

L’'infuso dei capolini di Matricaria chamomilla L., come é&
noto, ha molteplici azioni terapeutiche e, tra queste, una azione
spasmolitica (R. HEGNAUER, 1964) dovuta a derivati flavonici pre-

(*) Istituto di Botanica dell’'Universita di Siena,
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senti in forma glicosidica. I composti fino ad oggi identificati nei
capolini sono flavonoli e precisamente: apigenina-7-glucoside, pa-
tuletina-7-glucoside, quercetina-7-glucoside, luteolina-7-glucoside nei
fiori tubulosi gialli e apigenina-7-glucoside nei fiori ligulati bianchi.
Altri flavonoidi sono stati identificati nella pianta intera (H. GREGER,
1977).

Da ricerche sui flavonoidi dei capolini in campioni di camo-
milla raccolti in Germania, in Ungheria e in Inghilterra (E. TyrHAk
et al., 1962; L. HORHAMMER et al., 1963; W. POETHKE e P. BULIN, 1969;
J. B. HARBORNE et al., 1970; J. B. HARBORNE, 1977) emergono risultati
talvolta contrastanti che, in certi casi, possono essere dovuti alle
differenti tecniche usate; perd risultati contrastanti sono riportati
anche da Autori diversi che hanno adoperato tecniche fra loro equi-
valenti. Cio fa supporre che esistano differenze nei campioni sotto-
posti alle analisi, tenendo conto anche che la biogenesi e il meta-
bolismo dei flavonoidi sono influenzati dalla luce (P. DELAVAU, 1968)
anche se meno degli olii essenziali (J. HoLzL e G. DEMUTH, 1975).

Poiché dalla letteratura non risultano analisi di flavonoidi ef-
fettuate su piante cresciute in Italia, almeno sulla base delle nostre
indagini bibliografiche, & emersa 'opportunita e 1'utilita di effettuare
analisi chimiche in piante italiane secondo un programma di ricerca
inteso ad approfondire da un lato la conoscenza dei flavonoidi con-
tenuti nei capolini e dall’altro il confronto tra piante di diversa
provenienza e quindi tra habitat e composizione.

Oggetto della presente nota sono alcune prime significative
risultanze di ricerche chimiche e metodologiche, intraprese inizial-
mente nell’ambito di tale programma, sui fiori ligulati.

MATERIALI E METODI

I fiori ligulati sono stati separati da capolini di Matricaria cha-
momilla raccolti al momento della fioritura nelle colline del Mon-
ferrato (Piemonte) ed essiccati all’aria e all’ombra.

L’estrazione dei flavonoidi & stata effettuata dai fiori ligulati
(0,30 g), mediante macerazione con alcool metilico. Il preparato
cosli ottenuto & stato omogenizzato e riscaldato a 60°C per 10’. Dopo
raffreddamento, filtrazione e evaporazione sotto vuoto, il residuo
¢ stato ripreso con alcool metilico in modo da avere 1 mg di cam-
pione per ml,
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L'isolamento e l'identificazione dei glicosidi flavonici dalla solu-
zione sono stati effettuati mediante cromatografia su carta Whatman
n. 1, usando come eluenti (J. B. HARBORNE, 1973) BAW (n-butanolo,
acido acetico, acqua, 4:1:5) e Forestal (acido cloridrico concen-
trato, acido acetico, acqua, 3:30:10) e su strato sottile Polygram
Sil G (M.N. Duren) usando come eluenti benzolo: piridina: ac.
formico (36:9:5; L. HORHAMMER et al., 1964). Come rivelatori sono
stati usati la luce UV, vapori di ammoniaca e luce UV, soluzione
di AICIL; al 5% in alcool etilico e luce UV.

L’isolamento e lidentificazione degli agliconi flavonici e degli
zuccheri sono stati effettuati dalla soluzione metanolica, portata a
secco, ripresa con acqua e idrolizzata con HCl 1 N a b.m. a 60°C per
90’. Dopo raffreddamento, la soluzione ¢ stata trattata con etere eti-
lico per separare gli agliconi (fase eterea) dagli zuccheri (fase
acquosa).

La fase eterea & stata cromatografata con le tecniche dette
sopra; la fase acquosa con il metodo di J. B. HARBORNE (1973) su
strato sottile.

L’analisi qualitativa degli agliconi & stata effettuata mediante
spettroscopia in ultravioletto e in risonanza magnetica nucleare.

— Analisi UV - Le macchie dei flavonoidi ottenuti mediante
cromatografia su strato sottile sono state estratte con metanolo
caldo; la soluzione & stata evaporata sotto vuoto e il residuo, ripreso
con metanolo e qualche goccia di HCI diluito, ¢ stato sottoposto
agli esami UV con spettrofotometro Perkin-Elmer 124. Sono stati
effettuati spettri in metanolo, metanolo-cloruro di alluminio e me-
tanolo-metilato sodico (T.J. MaBRy, 1969; T.J. MABRY et al., 1970).

— Analisi RMN - Dalla cromatografia su strato sottile prepa-
rativa Kiesegel F 254 dell’estratto metanolico ¢ stata estratta la
macchia A con metanolo caldo. La soluzione & stata evaporata sotto
vuoto e la sostanza ¢ stata disciolta in dimetilsolfossido deuterato
ed analizzata (T.J. MaBRrY, 1969; T.J. MABRY et al., 1970) allo spet-
trofotometro RMN Hitachi Perkin-Elmer R.20 B.

Per l'analisi quantitativa dell’apigenina & stato da noi messo
a punto un metodo, qui segnalato e proposto per la prima volta,
che, sfruttando il complesso che 1'apigenina forma con la piridina,
permette di valutare rapidamente I'aglicone.

I fiori ligulati, pesati esattamente, sono stati estratti con me-
tanolo: per avere una estrazione quantitativa le cellule sono state
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frantumate con un apparecchio ad ultrasuoni. La soluzione, dopo
essere stata filtrata, & stata idrolizzata con HCl, come descritto in
precedenza, perd per un tempo pil lungo e controllando che l'idro-
lisi dei glicosidi dell’apigenina fosse completa. E’ stata quindi ese-
guita una cromatografia su strato sottile (eluente: benzolo: piri-
dina: ac. formico) e la macchia F, corrispondente all’apigenina,
estratta con piridina, ¢ stata sottoposta ad analisi quantitativa spet-
trofotometrica, dopo aver appurato che il valore massimo del com-
plesso apigenina-piridina si trova a 340 nm (K 108).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Identificazione dei flavonoidi

Le risultanze della cromatografia su strato sottile prima e dopo
idrolisi sono riportati nella tab. 1.

Sono visibili 6 macchie prima dell’idrolisi e 2 macchie dopo
idrolisi che all’'osservazione in luce UV mostrano una fluorescenza
tendente al giallo (eccetto le macchie D e E); tutte queste macchie
si rivelano, sempre alla luce UV, pill intensamente dopo trattamento
con una soluzione di AICl; o con vapori di NH;. Tali colorazioni,
caratteristiche dei flavonoidi, non si riscontrano nelle 4 macchie az-
zurro-violette o rosse ad R¢ alto che, pertanto, non vanno riferite
a questa classe di composti.

Le risultanze di tabella 1 si riferiscono ad analisi effettuate
circa 20 mesi dopo la raccolta del campione. In prove effettuate
a poche settimane, a 6, a 12 mesi dalla raccolta non comparivano
le macchie A e F.

E’ stato possibile identificare la macchia F come apigenina,
presente in tracce prima dell’idrolisi e nettamente dopo idrolisi, e
la macchia B, presente solo prima dell’idrolisi, come apigenina-7-glu-
coside. Tali identificazioni sono state effettuate sia con il confronto
dell’R¢ della cromatografia su carta, sia usando standard di riferimen-
to, sia con esami spettrofotometrici nelle condizioni riportate in lette-
ratura (J. B. HARBORNE, 1967; T.J. MaBry, 1969; T.J. MABRY et al.,
1970).

Dalle macchie C ed E, estratte e idrolizzate separatamente, si
libera apigenina, dimostrando che i composti che danno le macchie
C ed E, presenti in scarsa quantitd, sono glicosidi dell’apigenina.

La macchia A probabilmente ¢ dovuta ad un aglicone poiché &
presente sia prima che dopo idrolisi; su carta ha un R¢ piuttosto



RICERCHE SUI FLAVONOIDI DI MATRICARTA CHAMOMILLA L. (COMPOSITAE) 57

alto mentre su strato sottile ha un R¢ molto basso. L'R; e le colo-
razioni non corrispondono a nessun flavonoide descritto in lettera-
tura. Dalla cromatografia dopo idrolisi della macchia D si rivela la
macchia A, dimostrando che la macchia D & dovuta ad un glicoside
dell’aglicone A.

Nell'intento di stabilire la natura del flavonoide A, la macchia
relativa ¢ stata sottoposta ad analisi spettrofotometriche in varie
condizioni e gli spettri sono stati interpretati secondo quanto ripor-
tato in letteratura (J. B. HARBORNE, 1967; T.J. MaBry, 1969; T.J.
Magry et al., 1970). Lo spettro in metanolo (fig. 1) mostra un solo
massimo a 255 nm, il che dimostra che si tratta di un isoflavone.
Non puo infatti essere un flavonone o un diidroflavanolo, anche se
i loro spettri sono simili a quelli degli isoflavoni per la mancanza
di coniugazione dell’anello B con la funzione carbossilica in C-4,
in quanto il massimo di tali spettri si trova tra 270 e 295 nm.

Lo spettro UV del flavonoide A, con l'aggiunta di NaOMe, mo-
stra uno spostamento batocromico assai piccolo (4 3 nm), il che
dimostra scarsa acidita.

Lo spettro UV in presenza di AlICl; (fig. 1) mostra tre massimi
e questo presuppone la presenza di un gruppo ossidrilico libero in
posizione 5 al quale ¢ dovuta la formazione del complesso con AlCL.

Poiché gli esami spettrofotometrici non hanno permesso un
sicuro riconoscimento della classe dei flavonoidi a cui dovrebbe
appartenere il composto A, si & ritenuto opportuno sottoporre que-
sta sostanza all'esame RMN. La scarsa quantita a disposizione non
ha consentito di preparare un campione a concentrazione tale da
dare segnali chiaramente individuabili. Nello spettro non si vedono
segnali di protoni di tipo aromatico in quanto non vi ¢ nessun se-
gnale intorno a 6-8 ppm. Nella zona 3-4 ppm vi sono segnali dovuti
a protoni di gruppi metossilici e di gruppi ossidrilici; cid & stato
evidenziato aggiungendo acqua pesante alla soluzione. Nella zona
intorno a 2 ppm vi sono segnali dovuti probabilmente a gruppi
acetilici.

I risultati delle analisi sopraesposte possono essere cosi rias-
suntivamente espressi:

Flavonoide A

Dati cromatografici:

— Valori R¢: su carta 0,72 (BAW); 0,77 (Forestal) su strato sottile
0,068 (benzolo : piridina : acido formico)
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Fig. 1 - Spettro UV del flavonoide A in MeOH ————
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— Colore della macchia: Giallo-Arancio (UV; UV/AICL); Giallo-
Sole (UV/NH,)

Dati spettrofotometrici:

— UV (umax nm): Me OH 255; MeOH + NaOMe 258; MeOH + AlICl:
250, 317, 363.

— RMN: gruppi metossilici, ossidrilici, acetilici.

Identificazione degli zuccheri

Nella fase acquosa degli idrolizzati ottenuti dagli estratti delle
macchie B, C, D ed E, esaminati separatamente, & stato evidenziato
un solo zucchero che, per confronto con campione noto, & risultato
essere glucosio. Pertanto l'analisi di tali macchie dimostra che si
tratta di quattro glucosidi.

Determinazione quantitativa dell’ apigenina

La determinazione quantitativa dell’apigenina secondo il me-
todo da noi individuato e positivamente sperimentato permette di
ottenere la quantita totale di questo aglicone indipendentemente
dal tipo e numero degli apigenina-glucosidi presenti e in maniera
piu rapida della tradizionale analisi mediante estrazione da croma-
tografia su carta. Infatti la cromatografia su strato sottile & assai piu
rapida della cromatografia su carta e nel caso specifico consente di
sfruttare 1’eluente piridina in quanto questa forma un complesso con
I'apigenina. Dalle analisi dei fiori bianchi effettuate con tale metodo
emerge che il contenuto in apigenina & di 270 mg per cento grammi di
peso secco, corrispondente a 432 mg di apigenina-7-glucoside. Dal
confronto di questi dati con quelli riportati in letteratura e cioe 420-
526 mg di apigenina-7-glucoside per cento grammi di capolini secchi
(L. HORHAMMER, 1961; W. POETHKE e P. BULIN, 1969) risulta che la
camomilla da noi analizzata rientra nella media.

Concludendo nei fiori ligulati oggetto delle nostre ricerche sono
presenti: l'isoflavone A e il suo derivato glucosidico (macchia D),
tracce di apigenina (macchia F) e i suoi derivati apigenina-7-gluco-
side (macchia B) in una buona quantita e 2 apigenina-glucosidi non
identificati presenti in quantitd minime (macchie C e E).

Nelle analisi effettuate nei primi mesi dopo la raccolta non era-
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no presenti i due agliconi liberi: successivamente, dopo circa due
anni dalla raccolta, sono comparsi prima l'isoflavone A e poi l'api-
genina. La comparsa di questi due agliconi puo essere attribuita
all'idrolisi enzimatica dei rispettivi glucosidi probabilmente per
invecchiamento dei campioni o per una loro cattiva conservazione.
La presenza dell'isoflavone A, il cui glucoside & certamente piu sen-
sibile all’idrolisi enzimatica, potrebbe servire come indice del grado
di invecchiamento della droga che, per legge, non puo essere posta
in vendita al dettaglio dopo due anni dalla raccolta. Naturalmente
per assumere la sua presenza come parametro per la determina-
zione della commerciabilita della camomilla si dovrebbero eseguire
ulteriori verifiche su campioni conservati per periodi diversi in va-
rie condizioni ambientali.

I fiori bianchi della camomilla italiana studiati presentano un
numero minore di glucosidi flavonici rispetto agli stessi fiori di
camomille straniere: infatti nell’estratto acquoso dei fiori bianchi
di campioni ungheresi (E. TYIHAK et al., 1962) sono stati riscontrati
6 glicosidi che furono ritenuti derivati dell’apigenina, unico aglicone
messo in evidenza; nell’estratto metanolico dei fiori bianchi della
razza « Bodegold » tedesca, W. POETHKE e P. BULIN (1969) stabili-
rono la presenza di sette glicosidi di cui ¢ stata identificata solo
apigenina-7-glucoside. Nei fiori bianchi di una camomilla raccolta
a Reading ¢ stato anche trovato un isomero dell’apigenina-7-gluco-
side (J. B. HARBORNE et al., 1970).

Nella cromatografia dopo idrolisi riportata da W. POETHKE e
P. BUuLIN (1969), eseguita in condizioni confrontabili con le nostre,
sono presenti due agliconi di cui uno ¢ stato identificato come api-
genina e l'altro non & stato identificato. Questo ultimo, che ha un
Rt simile alla nostra macchia A, potrebbe essere il flavonoide che noi
abbiamo appurato avere le caratteristiche degli isoflavoni e la cui
struttura sara oggetto di future ricerche, quando, disponendo di
ben maggiori quantita del flavonoide stesso, sara possibile effet-
tuare anche analisi allo spettrometro di massa e all'infrarosso.
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