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Identyfikacja niektérych skladnikéw chemicznych
w Melittis melissophyllum L.*

’

UnenTudpuraua HEeKOTOPBIX XMMUYECKUX KOMIIOHEHTOB B Melittis melissophyllum L.

Identification of some Chemical Components in Melittis melissophyllum L.

Melittis melissophyllum L. (miodownik melisowaty) jest byling roz-
powszechniong w Polsce i calej prawie Europie (5). W medycynie ludo-
wej stosuje sie ziele miodownika (Herba Melittidis) w leczeniu choréb
wrzodowych przewodu. pokarmowego oraz jako Srodek przeciwzapalny
i moczopedny (6). Miodownik wykazuje réwniez dzialanie przeciwskur-
czowe i uspokajajgce.

Sklad chemiczny miodownika byl juz czeSciowo badany. Z lisci wy-
odrebniono kumaryne (8), z calego ziela — glukozydy irydoidowe (4,
9-—12).

Celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie dalszych skladnikéw mio-
dowmnika, gléwmnie z grupy fenoli (kwasy fenolowe, flawonoidy), ktére
dotychczas nie byly badane w tym gatunku.

CZESC DOSWIADCZALNA

Rosliny do badan pochodzily ze stanowiska naturalnego (las w okolicy Majdanu
k. Lublina), zbierane byly w okresie kwitnienia (maj-—czerwiec). Materiat badany
stanowily: a) ziele (lodyga z lisémi i kwiatami), b) liScie — wymienione materiaty

* Cze$¢ rozprawy doktorskiej dra Jana Chybowskiego.
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suszono na wolnym powietrzu, po czym srednio rozdrobniono (FP IV), c) czeSci pod-
ziemne (klgcze z korzeniami), po wysuszeniu miatko rozdrobnione, d) kwiaty (su-
szone i bardzo miatko rozdrobnione), e) owoce, zebrane w stanie dojrzaltym, wysu-
szone i grubo sproszkowane,

AN

1. WYODREBNIANIE I BADANIE FRAKCJI KWASOW FENOLOWYCH Z ZIELA

1 kg ziela odtluszczono eterem naftowym (Soxhlet) i wyekstrahowano dwukrot-
nie po 6 godz. 85% wrzacym etanolem (5 1). Z ekstraktu oddestylowano etanol, po-
zostalo$§é rozcienczono goracg woda (1 1) i odstawiono na 12 godz. w temperaturze
pokojowej. Wydzielony chlorofil i inne balasty oddzielono (Bilichner). Z roztworu wod-
nego wyodrebniono, przy uzyciu eteru etylowego i 5% NaHCO,, frakcje kwaséw
fenolowych w znany sposéb (15). Uzyskano 0,32 g frakcji A w postaci oleistego jasno-
z6ltego produktu.

Roztwor wodny po wyekstrahowaniu frakeji A podzielono na dwie réwne czgsci
(po ok. 0,5 1). Jedng cze$¢ zhydrolizowano 1 M HCI w ciggu 1 godz., w temperaturze
wrzenia lazni wodnej. Z hydrolizatu wyekstrahowano (eter etylowy, 5% NaHCOy)
frakcje kwasow fenolowych (mazisty, brunatny produkt, ilo§é 0,35 g) — frakcje B.

Druga cze$é roztworu wodnego poddano 6-godzinnej hydrolizie 1 M NaOH
w temperaturze chlodni (ok. 4°C). Z hydrolizatu, po uprzednim zakwaszeniu (HCI),
wyodrebniono frakcje kwasow fenolowych C w postaci jasnozéttego oleju,
ilo$¢ 0,26 g.

1.1. Analiza chromatograficzna

Frakcje A, B i C rozpuszczano w 2 cm3 metanolu i badano na drodze chroma-
tografii bibulowej (Whatman 1) dwukierunkowej. Plamy identyfikowano na pod-
stawie chromatogramu wykonanego dla mieszaniny odpowiednich kwasoéw wzorco-
wych., Wyniki analizy przedstawiono na ryc. 1.

12..Wyodrebnianie kumaryny

Roztwory eteru etylowego, pozostale po oddzieleniu frakcji A i B przy uzyciu
" 5% NaHCO,, potaczono, odparowano, pozostalos¢ wymyto wrzacym eterem nafto-
wym (25 cm?). Z roztworu eteru naftowego, po ochtodzeniu, wydzielit sie osad
krystaliczny D, ktory odsaczono, przemyto rozpuszczalnikiem. Ilo§é osadu: 0,49 g,
temperatura topnienia 67-—68°C. Mieszanina osadu D z oryginalng prébka kumaryny
(firmy Schuchardt) nie wykazuje depresji temperatury topnienia. Tozsamo$¢ osadu
D (15 10—4% roztwér w metanolu) potwierdzono metoda spektrofotometryczng w nad-
fiolecie (Beckman, model 26) — tab. 1.

13. Analiza spektrofotometryczna
niektdéorych sktadnikéw frakcji kwaséw fenolowych

Z dwéch chromatogramdéw dwukierunkowych, wykonanych dla frakeji B, wy-
cieto krazki bibuly w miejscach odpowiadajacych plamom nr 4 i 5 (ryc. 1). Polo-
zenie i zabarwienie tych plam wskazywalo, ze moga one pochodzi¢ od kwasu o-ku-
marowego i melilotowego (3-(o-hydroksyfenylo)-propionowego) — zwigzkow rzadko
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Ryc. 1. Chromatogram bibulowy
frakcji kwaséw fenolowych A, B Frakcje A,B,C
i C; kierunek I: benzen—kwas octo- @@ @
’ f
L

wy—woda (6:7:3); kierunek II:
mrowczan sodowy—kwas mréwko- 08
wy—woda (10:1:200); wywolywa-

cze: 1) zdwuazowany kwas sulfani- @

lowy w 10% Na,CO, ¢=KS), 2) zdwu- 0 &) @
azowana p-nitroanilina w 10% %29

Na,C0O,; (=NA); numery plam: 1 —

kwas kawowy, 2 — p-hydroksyben- o4t @
z0esowy, 3 — p-kumarowy, 4 — o- !

-kumarowy (zabarwienie w UV zie- @ )
lonozo6ite, z KS — czerwonopoma-

o O g
ranczowe, z NA — fioletowoczerwo- 2 b @g
ne), 5 — melilotowy (z KS zéttopo- @
maranczowe, z NA — wisniowoczer- T @ @G @
wone), 6 — wanilinowy, 7 — ferulo- I —» 0'2 0',4 0‘,6 ' 0.8
wy, 8 — syryngowy, 9 — kumaryna ¥ ! !
(w UV zielone); zabarwienie pozostalych plam — patrz pi$miennictwo (13); apostro-

fem oznaczono forme cis kwasu; a—g — plamy nie zidentyfikowane, fluoryzujgce
w UV niebiesko (a) lub fioletowo (b, ¢, d, f); plama e z KS czerwona, g z NA
fioletowa

Paper chromatogram of phenolic acid fractions A, B and C (see text), deteloped in:
I benzene—acetic acid—water 6:7:3, II sodium formate—formic acid—water
10 :1:200, observed in UV and after application of diazotized sulphanilic acid in
10% Na,CO; (=KS) or diazotized p-nitroaniline in 10% Na,CO; (=NA). 1 — caffeic,
2 — p-hydroxybenzoic, 3 — p-coumaric, 4 — o-coumaric (in UV green-yellow, with
KS red-orange, with NA violet-red), 5§ — melilotic (with KS yellow-orange, with
NA cherry-red), 6 — vanillic, 7 — ferulic, 8 — syringic, 9 — coumarin (in UV green);
colours of remaining spots — see literature (13). Cis isomers denoted with an apo-
strophe; a—g — unidentified spots, in UV blue (a) or violet (b, ¢, 4, f). Spot e with
KS red, g — with NA violet

spotykanych w roslinach. Z krazkoéw wyeluowano substancje metanolem (5 c¢md).
Eluaty analizowano w nadfiolecie (patrz wyzej). Wyniki analizy podano w tab. 1.

Nalezy zaznaczyé, ze kwas melilotowy, w odroéznieniu od kwasu o-kumarowego,
nie wykazuje przesuniecia batochromowego pod wplywem AlCl,, co jest zgodne z da-
nymi piSmiennictwa (7).

2, WYODREBNIANIE I ANALIZA FRAKCJI FLAWONOIDOW

100 g ziela ekstrahowano dwukrotnie wrzgcym metanolem (po 0,5 1). Z ekstrak-
tu oddestylowano metanol, pozostatosé¢ (27 g) wymyto goragca woda (0,4 1). Roztwér
wodny uwolniono od chlorofilu (jak w pkt 1), nastepnie wyekstrahowano kolejno
eterem etylowym i octanem etylu. Z ekstraktu eterowego i octanowego usunieto
kwasy fenolowe przez 5-krotne wyirzasanie z 5% NaHCO,, po czym przemyto go
wodg, wysuszono (NagSQOy,), odparowano rozpuszczalnik. Uzyskano frakcje flawo-
noidéw: E z wyciggu eterem etylowym (z6ltozielony gesty produkt 0,03 g) i F z wy-
ciggu octanowego (ciemnozielona mazista masa, 0,07 g).
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Probke (5 cm?®) roztworu wodnego, pozostalego po ekstraké¢ji frakeji E i F, od-
parowano do sucha, Otrzymang péistala pozostalo$é (0,02 g) oznaczono jako frakcje H.

2.1, Analiza chromatograficzna

Frakcje E, F i H rozpuszczono w 2 cm? metanolu i badano metodg chromato-
grafii bibulowej (Whatman 3) dwukierunkowej. Rc’)wnoczeénie. chromatografowano
flawonoidy wzorcowe, ktérymi dysponowano: luteoline i 7-0-glukozyd luteoliny. Wy-
niki analizy przedstawiono na ryc. 2.

\
Ryc. 2. Chromatogram bibulowy
| frakeji flawonoidowej E, F, H z zie-
Frakcye EJF,H la; kierunek I: III rz. butanol—kwas
3 octowy—woda (3:1:1); kierunek II:
- L

08 kwas octowy—woda (15 : 85); zabar-
) ’ wiénie plam po wylowaniu 1% AICl,
J w metanoclu: w $wietle dziennym

06 zielonozétte, w UV — 2otte; L — lu-
, @

/ teolina, 1 — 7-0-glukozyd luteoliny,

@h h—m — plamy nie zidentyfikowane

@k @ Paper chromatogram of flavonoid

0st m fraction E, F, H from herba I —

@ III-butanol—acetic acid—water 3:

:1:1, II acetic acid—water 15:85

02t Colours of spots after spraying with

1% AICly in methanol: green-yellow,

T in UV yellow, L. — luteolin, 1 —

. L .\ 7-0-luteolin-glucoside, h—m — un-
) ) ) identified spots

22. Analiza spektrofotometryczna

Z trzech chromatograméw dwukierunkowych, wykonanych dla frakcji E, F,
wzorcowej luteoliny i 7-o-glukozydu luteoliny, wycieto krazki odpowiadajg¢e po-
lozeniu plam L i 1 (ryc. 2) oraz wymienionych wzorcéOw i wyeluowano analogicznie,
jak opisano w pkt 1.3. Eluaty badano metodg spektrofotometryczng. Wyniki ze-
stawiono w tab. 1.

3. WYODREBNIANIE I BADANIE FRAKCJI IRYDOIDOW

Z materialéw w ilosciach: li§cie — 50 g, kwiaty — 20 g, czeSci podziemne —
5 g i owoce — 1 g, izolowano frakcje irydoidow w nastepujacy sposoéb. Material
ekstrahowano dwukrdtnie po 2 godz. wrzacym 80% etanolem. Ekstrakt oddestylowa-
no, pozostalo$é rozcienczono gorgca wodg. Z roztworu wodnego, po ochlodzeniu, usu-
nieto zanieczyszczenia (sgczenie, ekstrakcja eterem naftowym). Oczyszczony roztwor
wodny chromatografowano na tlenku glinu obojetnym (stopien I aktywnos$ci wg
Brockmanna) na kolumnie, eluujgc woda. Eluat wodny zageszczono pod zmniejszo-
nym cisnieniem do objetosci 5—0,5 cm3 (w zalezno$ci od ilo$ci uzytego materialu
roslinnego), zmieszano z weglem aktywnym (50—5 g), pozostawiono na 24 godz. w
temperaturze pokojowej. Wegiel odsaczono (Biichner), przemyto woda, zawieszono
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Tab. 1. Polozenie pasm absorpcji eluatéw z chromatogramu, osadu D oraz substancji

¢ wzorcowych
Position of absorptive bands of eluate from chromatogram, substance D and standard
substances , ‘
Substancje badane Maksima absorpcji w nm
L.p. i wzorce *** Maximum absorbtions in nm
No. Analyzed substances
and standards *** MeOH MeOH+AICIg***

Kwasy fenolowe
Phenolic acids
1. Eluat plamy nr 4 * 217, 274, 320 220, 280, 334
\ Eluate of spot No. 4¢*
2. Kwas o-kumarowy
o-Coumaric acid 217, 274, 321 220, 281, 335

3. Eluat plamy nr 5*
Eluate of spot No. 5* 215, 275 215, 275
4. Kwas melitowy
Melilotic acid 215, 274 215, 274
Kumaryny -
Coumarins
«5. Osad D
Substance D 211, 274, 312 211, 274, 312
6. Kumaryna

Coumarin v 211, 274, 312 211, 274, 312
Flawonoidy
Flavonoids

7. Eluat plamy L**

Eluate of spot L** 255, 268, 292, 350 274, 302, 328, 427
8. Luteolina

Luteolin 253, 267, 291, 350 274, 300, 328, 426
9. Eluat plamy 1**

Eluate of spot 1** 255, 267, 348 274, 298
10. 7-0-glukozyd luteoliny

Luteolin 7-0-glucoside 254, 266, 348 273, 297, 328, 431
* Patrz ryc. 1.
**  Patrz ryc. 2.
*** Do roztworu metanolowego (MeOH) o objetosei 2 em?® w kuwecie (1=1 cm)
dodawano 2 krople 1% AICl; w metanolu.
* See Fig. 1.
**  See Fig. 2.

*** Twe drops of 1% AICl; in methanol were added to 2 em3 of methanol
(MeOH) solution in test-tube (1=1 cm). ;

329, 432

-w 96% etanolu i pozostawiono na 12 godz., czesto mieszajgc. Oddzielono wegiel (sg-
czenije) i odrzucono, przesgcz oddest)l'lowano (zmniejszone ci$nienie) uzyskujac oleista,
z0ltawg pozostalo$é w ilosci: z lisci — 0,5 g, z kwiatéw — 0,2 g, z cze$ci podziem-
nych — 0,05 g, z owocow — 0,01 g. Sg to frakcje zawierajgce glukozydy irydoidowe.

31. Analiza chromatograficzna

Frakcje z glukozydami irydoidowymi rozpuszczono w ok. 0,5 cm3 metanolu i ba-
dano metoda chromatografii bibutowej dwukierunkowej (Whatman 3). Plamy na
chromatogramie rozpoznawano na podstawie rownocze$nie wykonanych chromato-
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gramdéw dla odpowiednich irydoidéw wzorcowych *. Obraz chromatogramu wyko-
nanego dla frakcji z liSci G przedstawiono na ryc. 3. Analiza frakcji z pozostalych
organdéw roslinnych wykazala, Ze zespdt wystepujacych w nich irydoidéw jest iden-
tyczny, jak we frakcji z lisci.

] Ryec. 3. Chromatogram bibutowy
frakcia G frakcji glukozydéw irydoidowych
‘ z lisei G, wywolany odczynni-
o8l kiem Godina (2); kierunek I:
4 %r n-butanol-—kwas octowy—woda
* (4:1:5); kierunek II: n-butanol
06 @p —pirydyna--woda (45 : 25 : 40);
odl numer plamy: 1 — melitozyd, 2 —
monomelitozyd, 3 — harpagid,
4 — ajugol, 5 — octan harpagi-
04t du; plamy n—r — nie zidenty-
9 fikowane; zabarwiénie plam: 1,
2 — brunatne, 3, 5 — czerwone,

0,2"' 4, n, o, p, r — rézowe
T Paper chromatogram of irideid
[ @n fraction from leaves G, develop-

. — d with Godin reagent (2). I n-

R 04 06 08 €
Y 02 g ’ ! -butanol—acetic acid—water 4:
:1:5, II n-butanol—pyridine—water 45 : 25 : 40. 1 — melitoside, 2 — monomelitoside,

3 — harpagide, 4 — ajugol, 5 — acetylharpagide. Spots n—r — unidentified. Colour
of spots: 1, 2 — brown, 3, 5 — red; 4 n, o, p, r — pink

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Ziele krajowego gatunku Melittis melissophyllum L., jak wynika z na-
szych badan, zawiera kwasy fenolowe: p-hydroksybenzoesowy, wanili-
nowy, syryngowy, o-kumarowy, p-kumarowy, kawowy, ferulowy i me-
lilotowy; flawony: luteoling i 7-0-glukozyd luteoliny oraz pie¢ innych,
nie rozpoznanych substancji o charakterze flawonoidéow; kumaryne; glu-
kozydy irydoidowe: melitozyd, monomelitozyd, harpagid, octan harpa-
gidu, ajugol oraz cztery skladniki dajgce reakcje barwne wlasciwe iry-
doidom.

Kwasy fenolowe wystepuja w suchym zielu, zar6wno w stanie wol-
nym, jak i zwigzanym, wykryliSmy je bowiem w ekstrakcie przed i po
przeprowadzonej hydrolizie.

*  Autorzy dziekujg prof. C. Trogolowi i prof. M. L. Scarpatiemu (z Uniwersy-
tetu w Rzymie) za otrzymane wzorce melitozydu, monomelitozydu, harpagidu i octa-
nu harpagidu; prof. O. Sticherowi (z Instytutu Farn;xaceutycznego‘w Zurychu) za
wzorzec ajugolu.
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Kumaryna i glukozydy irydoidowe byly juz znane w tym gatunku.
WykazalisSmy, ze w organach podziemnych (w klgczach z korzeniami)
i nadziemnych (w lisciach, kwiatach, owocach) wystepuje zespoét irydo-
idow o identycznym skladzie jakoSciowym (por. ryc. 3).

Interesujace jest wystepowanie w miodowniku kwasu o-kumarowego,
melilotowego i kumaryny. W $wiecie roslin znane sg dotychczas nieliczne
gatunki (z rodziny Papilionaceae), w ktérych znaleziono wymienione trzy
zwigzki wystepujace obok siebie (3). Tworza one wzajemnie powigzany
uklad metaboliczny w roslinie. O wystepowaniu kwasu melilotowego w
roslinach z rodziny Labiatae nie bylo dotad wzmianek.

Wilasciwoscei lecznicze miodownika (antyseptyczne, uspokajajgce) mo-
ga pochodzi¢ od skladnikéw z grupy irydoidow i kwaséw fenolowych.
Znane jest na przyklad dzialanie antybiotyczne niektérych zwigzkow
nalezacych do wymienionych grup (14), a takze wlasciwosci uspoka]a]ace
kwasu syryngowego (1).
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PE3IOME

TIpu noMoIlM XpoMaTOorpaduieckux U CHeKTPOhOoTOMETPHMYECKMX METOAOB B Tpa-
Be Melittis melissophyllum L. obuapyzxeno cieanyiomye (heHONOKUCIOTbI: II-0KCHU-
Gen3oiiHas, BaHMJIMHOBAf, cUpeHeBad, I-KyMapoBas, O-KyMapoBad, kodeitnad, de-
pyJI0OBafA, MeJIMIMTOBafA, a TaKxKe (DJIaBOHbI: JyTeOdMH, T-0-raukKo3uyp JyTeoJuHa
u 5 HeMAeHTHM(OULMPOBAHHBLIX COEIMHEHMII O XapaKTepe ¢naBoHOUAOB. OOHapyKeHO
TOXEe NPUCYTCTBUE KYMapPMHOBBIX M MDUAOUIOBBIX TJIMKO3UAOE — MEJIUTO3UJA, MO-
HOMENMUTO3UAA, Taplaruia M ero auerara ¥ awproja. ¥ CTAHOBJIEHO, YTO XUMMYECKUMR
COCTAaB KOMIIJIEKCA MPUAOMIOB, WM30JMPOBAHHBIN M3 pa3HbIX BETeTATUBHBLIX dacTell
pacTeHus, KakK: M3 KOPHOBMILA C KODHEM, JAMCTLHA, LBETOB M IJOJOB ABJIALTCA OIU-
HaKOBLIM. IIpefJIOKeHO INPUHATL NPUCYTCTBME KyMapMHB], O-KyMapoOBOM ¥ MeEJINJIN-
TOBOM KMCJOT KaK BajXKHBI TakKcoHOMMUecKui dakTop ansa Melittis melissophyllum L.

SUMMARY

In the herbs of Melittis melissophyllum L. growing in Poland the presence of
phenolic acids such as p-hydroxybenzoic, vanillic, syringic, p-coumaric, o-coumaric,
caffeic, ferulic and melilotic acids; flavones: luteolin and luteolin 7-0-glucoside as
well as five unidentified compounds of flavonoid nature have been demonstrated
by means of chromatographic and partly by spectrophotometric methods. Occurrence
of coumarin and iridoid glucosides: melitoside, monomelitoside, harpagide, acetyl-
harpagide and ajugol have been confirmed. It was found that the composition of
iridoid complex isolated from rhizoma with roots, from leaves, flowers and fruits
of M. melissophyllum L. was the same. The co-occurrence of coumarin, o-coumaric
and melilotic acids was recognized as characteristic for this species.



