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I. OBJETIVOS

El trabajo de investigacién presentado en esta Memoria Doctoral se ha centrado
en el estudio del contenido y caracterizacién de los compuestos polifendlicos,
especialmente taninos, presentes en la madera, corteza y hojas de las especies de
Eucalyptus: E. camaldulensis, E. globulus y E. rudis.

En Espaiia se cultivan extensivamente varias especies de Eucalyptus, principalmente
E. globulus y E. camaldulensis, en orden a su utilizaciéon como fuente de materia prima
para la fabricacién de pasta de celulosa y de papel. Se cultivan ademas en fase de

experimentacion en arboreto otras especies, entre las que se encuentra E. rudis.

Como consecuencia de los trabajos llevados a cabo en el INIA acerca de la aptitud
de la madera de diversas especies de Eucalyptus para la obtencién de pasta de celulosa,
se ha llegado a establecer que la madera de E. globulus es la que presenta mejores
propiedades para dicha industria, seguida de la de E. camaldulensis y E. rudis, aunque,
por otra parte, se ha comprobado que la calidad varia considerablemente dentro de una
misma especie en razén de la procedencia, e incluso se ha encontrado variabilidad a nivel
de individuo dentro de una misma poblacién (Bustamante Ezpeleta y Santos Viqueira,
1983).

La calidad de la madera, para el citado uso en la industria de la celulosa, ha sido
establecida en base a ciertas propiedades quimicas, como son los contenidos en humedad
y cenizas, solubilidades en agua fria, en agua caliente y en sosa, €l rendimiento extractivo
en alcohol-bencenoy los contenidos en ligninas, holocelulosas y pentosanos. Sin embargo,
también la composicién en productos del metabolismo secundario, tales como polifenoles,
entre los que se incluyen los taninos, puede condicionar la idoneidad de la madera de

una especie determinada para la fabricacién de pasta de celulosa.
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Se considera que, en general, la madera de Eucalyptus spp. contiene una importante
proporcién de compuestos polifenélicos no deseables para la produccién de pasta de
celulosa y que, en ocasiones, han sido la causa del rechazo de maderas originarias de
Australia, para dicha aplicacién. Una elevada cantidad de este tipo de compuestos tiene
efecto negativo, no sélo porque disminuyen €l rendimiento en pasta, debido a la
reduccién de la penetracion de los reactivos de coccién aumentando asi su COnsumo, sino
porque también, al poder reaccionar por un lado con el sistema de coccién y por otro con
los componentes de la pared celular vegetal, pueden afectar ademis del rendimiento la
calidad de la pasta de celulosa. Concretamente, en relacién con este filtimo aspecto, se
ha constatado que los taninos afectan considerablemente el color de 1a pasta, siendo su

efecto superior al producido por la lignina (Hillis, 1986).

El conocimiento de los niveles y composicién de los polifenoles de la madera de
Eucalyptus spp., y de su variacién en funcién de la especie y el origen, proporcionaria una
base muy 1til a partir de la cual la industria podria llegar a determinar las causas de
algunos de los numerosos problemas que se presentan al modificar los procesos de

fabricacién y/o la materia prima empleada.

Dada la abundancia y amplia distribucién de los taninos en los vegetales y su
particular naturaleza quimica, la cual les confiere la capacidad de complejarse con
proteinasy otras moléculas celulares, y también la amplisima gama de posibles reacciones
quimicas en las que pueden intervenir, y dada, por otra parte, la importancia de las
funciones bioldgicas que se les atribuyen, como son actividad reguladora del crecimiento
y las acciones antidepredadora, insecticida y antimicrobiana (fungicida, bactericida,
ecétera), estos compuestos son especialmente interesantes para su utilizacién en la
industria quimica y farmacéutica, en muy diversos aspectos; por ejemplo, en la obtencién
de adhesivos para conglomerados y laminados de madera, o como productos para la
proteccion de la madera o la conservacién de alimentos. En este sentido, no sélo la

madera de Eucalyptus spp., sino también la corteza, hojas, ramillas y otros productos de
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desecho de la industria papelera, podrian ser fuente de taninos con tales fines.

Los principales problemas inherentes a Ia utilizacién industrial y farmacolégica de
los taninos derivan, precisamente, de la falta de informacién bésica sobre la diversidad
de sus estructuras quimicas y de las correspondientes propiedades, tanto quimicas como
biolégicas, asi como del desconocimiento acerca de los mecanismos de su biosintesis y
del papel fisiolégico de estos polimeros en el vegetal. El esclarecimiento de estos y otros
aspectos haria posible un mejor conocimiento de las posibilidades de sus -aplicaciones
industriales y farmacolégicas, y la mejora y adaptacién de los actuales procesos
industriales de transformacién, y proporcionaria al mismo tiempo criterios para la
seleccién de las especies y de los tratamientos silvicolas apropiados, e incluso para el
posible control de la biosintesis de estos productos del metabolismo secundario del

vegetal.

Asi, en muchas ocasiones, las diferencias en la estructura de los taninos presentes
en distintas especies vegetales se han correspondido con una considerable diferencia de
reactividad, lo que es de primordial interés en la orientacién de la utilizacién industrial
de Ios taninos. Tal es el caso, por ejemplo, de los taninos condensados de quebracho y
acacia, con anillos A de tipo resorcindlico, y los procedentes de coniferas, con anillos A
de tipo floroglucinélico, los cuales presentan importantes diferencias de reactividad que
condicionan su utilizacién y, en concreto, los procesos quimicos industriales aplicados en

la sintesis de adhesivos para madera.

Por otro lado, la utilizacién industrial de los taninos, al igual que la de cualquier
otra sustancia natural, requiere una disponibilidad continuada de la materia prima y el
mantenimiento de su calidad, ademais de otros requerimientos relativos a los costos. Por
ello, Ia investigacidn, el desarrollo y, finalmente, un control estricto de la calidad, haran
posible que los productos naturales sean competitivos frente a otros productos de sintesis

quimica.
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Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones, en esta Tesis Doctoral se han

establecido los siguientes objetivos.

1- Puesta a punto de técnicas de extraccién y de anilisis que permitan la
valoracién de los contenidos globales y de los diversos tipos de taninos en
distintos tejidos vegetales, asi como la caracterizacién de sus estructuras

moleculares.

2- Estudio comparativo de la composicién de los polifenoles poliméricos de la
madera, corteza y hojas de las especies de Eucalyptus cultivadas en Espaiia: E.
globulus, E. camaldulensis y E. rudis, centrandonos en el analisis de los taninos

condensados o proantocianidinas y de los taninos hidrolizables o elagitaninos.

3- Establecimiento de perfiles de composicién de los taninos, segin la especie de
eucalipto o incluso segiin taxones subespecificos (quimiotipos), y estudio de las

posibilidades que presentan estos compuestos como marcadores taxondmicos.
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1. Clasificacién botanica y descripcion morfolégica de las especies de

Eucalyptus estudiadas.

1.1 Clasificacién botéinica.

El género Eucalyptus L’ Her. pertenece a la familia botanica Myrtaceqe dentro del
Orden Mpyrtales. Esta familia contiene, aproximadamente, 100 géneros y alrededor de
3000 especies de diverso porte, desde matas y pequeiios arbustos hasta enormes arboles

como los de algunas especies de Eucalyptus (Heywood, 1985).

Las mirtaceas habitan, principalmente, en las areas tropical y subtropical del
planeta, con dos centros de dispersion: uno en América y otro en el este y suroeste de

Australia.

Las especies agrupadas en esta familia se distribuyen en dos subfamilias: Myrtoideae
y Leptospermoideae (Penfold y Willis, 1961), diferencidndose en esta tiltima subfamilia dos
tribus: Leptospermeae y Chamaelaucieae. Dentro de las Leptospermeae, a su vez, se
reconocen seis subtribus: Backhousiinae, Metrosiderinae, Leptosperminae, Calothamninae,

Baeckeinae y Eucalyptinae.

La subtribu Eucalyptinae, como su denominacién sugiere, incluye las especies del

género Eucalyptus y, también, las del género Angophora.

Los sistemas de clasificacion del género Eucalyptus, mas extendidos, se han
establecido en funcién de la morfologia de sus anteras, dado que los demas caracteres
morfolégicos varian tan ampliamente que no hacen posible su utilizacién en la taxonomia

de este género.
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Estas clasificaciones reconocen seis secciones principales {de A a G), alguna de

ellas con diversas subsecciones, las cuales se dividen, a su vez, en series:

A. Renantherae
a. Alpinae
b. Brachyandrae
B. Renantheroideae
C. Porantheroideae
D. Terminales
E. Plathyantherae
a. Graciles
b. Pyriformes
F. Macrantherae
a. Tereticornes
b. Longiores

G. Macrantherae (Normales)

Dos de las tres especies de Eucalyptus objeto de este estudio, E. camaldulensis y
E. rudis, se encuadran dentro de la seccidn Macrantherae, en la subseccién Tereticornes
y serie Exsertae, una de las tres series que componen dicha subseccidn. La otra especie
estudiada, E. globulus, se clasifica en diferente seccién, Macrantherae (Normales),

concretamente en la serie Globulares que, junto con otras cinco mas, constituyen esta

seccidn.
1.2 Morfologia.

Los especimenes del género Eucalyptus se caracterizan por presentar una enorme
variabilidad en tamaiio, desde los pequeiios arbustos llamados "mallees" o "marlocks",
hasta los grandes arboles (Penfold y Willis, 1961).
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Presentan hojas simples, generalmente opuestas (algunas veces alternas),
persistentes, coridceas y enteras, sin estipulas y con punteaduras diafanas, las cuales son
debidas a la presencia de glandulas subepidérmicas, también encontradas sobre los tallos
jbvenes, piezas florales y frutos y que segregan aceites esenciales (Heywood, 1985).

.

Sus flores son bisexuales, regulares y suelen presentarse en inflorescencias, con
frecuencia cimosas unas pocas veces racemosas y también, aunque rara vez, pueden ser
solitarias. Tienen, por lo general, 4 6 5 sépalos casi siempre libres, 0 a veces mas o menos
soldados formando una caperuza que se desprende al abrirse la flor; en todo caso, suelen
ser muy reducidos o, incluso, virtualmente ausentes. Los pétalos, en niimero de 4 6 5, son
libres, pequefios y redondos; los estambres son numerosos (rara vez se presentan en
pequeiio niimero) y libres u ocasionalmente dispuestos en manojos opuestos a los pétalos
y con anteras versitiles; e] ovario es, por lo general, infero con miltiples cavidades (a
menudo 2-5), cada una con dos o mas 6vulos asentados sobre placentas axilares (rara vez
parietales); el estilo es largo y simple y el estigma capitado (Heywood, 1985; Polunin,
1977).

El fruto es, generalmente, una baya carnosa, una cipsula o una nuez y las semillas

presentan muy poco o nada de endospermo.

Madera y corteza

Los componentes de la madera de las especies lefiosas se originan a partir de una
capa de células, llamada cambium, que se extiende desde las ramas hasta las raices. El
cambium posee gran capacidad de division celular, siendo asi capaz de producir
continuamente nuevas células; las que se originan hacia dentro del tronco forman la
madera o xilema, y las que se originan hacia fuera, forman la corteza interna o floema.
El xilema se encarga de la conduccidn de agua y solutos desde las raices hasta las hojas,

y el floema, del transporte de los compuestos orgénicos, sintetizados en las hojas, al resto
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de la planta. Ademas, dispuestos de forma radial, existen unos grupos de células
conocidas con el nombre de haces medulares, que sirven para conectar horizontalmente

las diferentes capas de la madera con el floema.

La madera puede considerarse constituida o dividida en:
- Albura: es la parte externa y de color mas claro. Se trata de la parte viva de la
madera.

- Corazon o duramen: es por el contrario la parte interna y mas oscura de la madera.

IL.a madera de los eucaliptos esta clasificada dentro del grupo de las maderas de
frondosas, tipo de madera que se diferencia de la de coniferas por la presencia de unos
vasos o poros semejantes a las caracteristicas traqueidas de éstas G&ltimas plantas, pero
que, en el caso de las frondosas, estdn formados por una serie de células de paredes finas

en las que la pared transversal se ha roto dando lugar a un tubo méis o menos continuo.

Basandose en la estructura de la madera, concretamente en la distribucién del
parénquima (tejido fundamental) y en el agrupamiento de los vasos, se han reconocido
dos grupos de especies de Eucalyptus (Ingle y Dadswell, 1953); el grupo A incluye la
mayoria de los eucaliptos, mientras que el grupo B incluye las series Corymbosae-Peltatae

y Corymbosae.

En lo que se refiere a la composicién quimica de la madera, hay que destacar que,
junto a los dos componentes principales, lignina y celulosa, existe una gran variedad de
componentes minoritarios tales como aziicares, almidén, resinas, ceras, polifenoles,

aceites esenciales, minerales y "kinos" (materiales resinosos que contienen taninos).

Dentro del género Eucalyptus se da una gran variedad de tipos de corteza, aunque

la mayor parte se pueden clasificar dentro de seis grupos principales:

10
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- Teseladas ("Bloodwoods")

- Lisas ("Gums")

- Fibrosas ("Boxes")

- De fibra corta y estrecha ("Peppermints”)
- De fibra larga ("Stringbarks"}

- Oscuras, con grandes fisuras ("Ironbarks").

Hojas

En relacién al desarrollo del follaje, los eucaliptos muestran dos caracteristicas
importantes. En primer lugar, cada arbol produce diferentes tipos de hojas en las distintas
etapas de su ciclo vital. Y en segundo lugar, las hojas de la copa se originan con una
inusual rapidez, lo que es debido a la presencia de brotes desnudos que capacitan al arbol
para desarrollar una gran cantidad de ramas en pocas semanas. Incluso si la copa se ha
destruido parcial o totalmente, el sistema de reserva de brotes permite el crecimiento de

las hojas en un corto periodo de tiempo.

Los tipos de hojas correspondientes a las distintas etapas de evolucién del arbol
son, en orden a su desarrollo:
1) Hojas de los cotiledones
2) Hojas juveniles
3) Hojas intermedias

4) Hojas adultas

Durante la germinacién las semillas de los eucaliptos desarrollan dos cotiledones,
lo que es caracteristico de las especies de las dos series, dentro de las que se encuadran

las especies bajo estudio, y que puede pues servir como marcador de diagnéstico.

Las hojas juveniles son opuestas, ligeramente pecioladas, a menudo glaucas; en los
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arboles adultos muchas veces se forman en respuesta a una lesién. El paso de hojas
juveniles a adultas no suele ser brusco, sino que tiene lugar a través de una serie de
formas que muestran una transicion gradual y a las que se les denomina hojas

intermedias.

Las hojas adultas suelen ser alternas, pecioladas, resistentes, rigidas, con una vena

intermarginal ancha.

Flores y frutos

Las flores son solitarias o agrupadas en umbelas, con pétalos y sépalos soldados,
. formando un casquete u opérculo sobre el botén, el cual se desprende cuando la flor se

abre. Presentan numerosos estambres. El ovario tiene 2-8 16culos, y el estilo es alargado.

El fruto se presenta en capsula enmarcada por valvas que se describen como
abiertas cuando se proyectan hacia el borde de la capsula o cerradas cuando se dirigen
hacia el centro.

Las caracteristicas particulares de las especies objeto de nuestro estudio son:
Eucalyptus camaldulensis Dehnh.

Los miembros de esta especie son arboles que pueden alcanzar una altura de 40
m, con tronco corto, macizo y copa extendida. Consiguen su 6ptimo desarrollo en suelos

profundos, fangosos con subsuelo arcilloso.

En la figura 1.1 se representan los caracteres morfolégicos y la distribucién en
Espaiia de esta especie (De La Lama Gutierrez, 1976).

12
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- Hojas juveniles. Opuestas, 6-9 x 2,5-4 cm, desde lanceoladas anchas a ovadas, glaucas,

pecioladas, sesiles, abrazadoras.

- Hojas adultas. Alternas, 12-22 x 0,8-1,5 cm, desde lanceoladas estrechas a lanceoladas,

acuminadas.

- Inflorescencias. En umbelas de 5-10 flores en un pediinculo de 6-15 mm. Brotes de 6-10

x 4-5 mm, en largos pedicelos. Opérculo rostrado o cénico.

- Frutos. Pedicelados, de 7-8 x 5-6 mm, hemisféricos, con valvas abiertas.

- Corteza, Lisa, moteada con manchas amarillas y grises. Se descorteza formando tiras

o placas.

Por otra parte, E. camaldulensis es una especie maderera de un relativo valor
comercial, que produce un excelente carbénm, y estd incluida en el grupo 3¢ de la
clasificacién de Bustamante Ezpeleta y Santos Viqueira (1983). Crece rapidamente y se
regenera bien. Es muy ornamental, sobre todo la variedad "péndula”. Tiene también gran
interés apicola, porque presenta floracién casi permanente y por la buena miel que

produce.

Eucalyptus globulus Labill.

Se trata de arboles que, en Australia, pueden alcanzar una altura de 55 m, mientras
que en Espaiia sobrepasan frecuentemente los 60 m, conociéndose ejemplares de hasta
67 m.

En la figura 1.2, se representan los caracteres morfoldgicos y la distribucion de esta
especie en Espaiia (Penfold y Willis, 1961; De La Lama Gutierrez, 1976).

14
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FIGURA I.2  Caracteres morfoldgicos y distribucién en Espafia de Eucalypius globulus Lebill.
(tomado de Penfold y Willis, 1961, y De La Lama Gulierrez, 1976),
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- Hojas juveniles. Opuestas para un gran niimero de pares, de 7-16 x 4-9 cm, lanceoladas

anchas, ovaladas, cordiformes, glaucas y concoloras.

- Hojas adultas. Alternas, de 10-30 x 3-4 cm, falcadas, verdes oscuras, concoloras,

coriaceas y pecioladas.

- Inflorescencias. Axilares, solitarias, ocasionalmente en umbelas de 3 flores, con

pediinculo corto o rudimentario. Brotes de 30 x 20 mm, glaucos. Opérculo hemisférico.

- Frutos, De 10-15 x 15-30 mm, de forma desde globular a cénica ancha, con 4 bordes

principales; las valvas suelen estar cubiertas por un disco.

- Corteza. La corteza del tronco es, en un principio, blanquecina, plateada o azul-
pruinosa y lisa; se torna luego grisicea, amarillenta y finalmente, pardo-grisacea. Cae
anualmente en largas bandas coridceas abarquilladas, las cuales cuelgan algiin tiempo de
la parte alta del tronco y del arranque de las primeras ramas. En las patillas de la cepa
y en la base del tronco, la corteza es persistente, gris-oscura, aunque a veces, se hiende

en placas longitudinales (Ruiz De La Torre, 1979).

La madera de esta especie se usa comercialmente. Su celulosa es la mejor entre las
de los eucaliptos de Europa (grupo 12 de la clasificacion de Bustamante Ezpeleta y
Santos Viqueira, 1983). Su blanqueo es fcil, ya que requiere bajo consumo de cloro.
Junto con algunos congéneres de maderas claras, da la mejor pasta noble (pasta quimica
para disolver) de todas las frondosas; mucho mejor que la del haya, antafio la maés
utilizada. En la obtencién de pasta quimica para papel es una madera més ventajosa que
la de E. camaldulensis por su mas facil coccion, por la libertad de eleccion de proceso y
por suministrar una pasta homogénea y clara y de mejores caracteristicas quimicas y
mecanicas. E. globulus da un mayor porcentaje de corteza que E. camaldulensis, pero la

de aquélla puede ser incorporada, en ciertas condiciones, al proceso de obtencion de

16
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pasta sin merma de las cualidades mecénicas de la misma, y resultando superior a la de
otras frondosas o a las de paja, por su fibra méas larga, su mayor resistencia al desgarro,
y también por su blancura. Tratadas al bisulfito, se obtienen pastas para papel de calidad
y al sulfato, pastas para kraft, mezclandose siempre con pasta de coniferas. En Espaila,

se obtiene pasta blanca para textil.
Las hojas de E. globulus se destilan para la obtencién de aceites esenciales. Esta

especie se utiliza también como arbol ornamental, por los contrastes de color entre sus

hojas juveniles y adultas.

Eucalyptus rudis Endl.

Es un arbol de altura aproximada a 15 m, con tronco corto y ramas extendidas.

La figura 1.3 muestra los caracteres morfolégicos y la distribucion de esta especie
en Espafia (De La Lama Gutierrez, 1976).

- Hojas juveniles. Opuestas para 4 o mas pares, de 10 x 7,5 cm, desde ovadas a

orbiculares, ligeramente glaucas, con cortos peciolos.

- Hojas adultas. Alternas, de 10-15 x 1-4 cm, desde lanceoladas estrechas a anchas,

falcadas, concoloras, pecioladas.

- Inflorescencias. Umbelas de 4-10 flores, con pedinculo de 10-15 cm. Brotes de 9-12 x

5-9 mm, pedicelados. Opérculo cénico o rostrado.

- Frutos. Pedicelados, de 5-9 x 10-12 mm, hemisféricos o campanulados. 4 6 5 valvas

abiertas con disco ancho, plano o convexo.

- Corteza. Rugosa y persistente en el tronco y lisa en las ramas; facilmente descortezable

17
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FIGURA I.3
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en las ramas.

Su madera marrén-rojiza, correspondiente al grupo 42 de la clasificacién de
Bustamante Ezpeleta y Santos Viqueira (1983), presenta peores caracteristicas que la de

E. camaldulensis.

2. Taninos.

2.1 Definicién y clasificacién.
(Ribereau-Gayon, 1968; Haslam, 1989; Porter, 198%a; Hagerman, 1991)

Tal y como tradicionalmente se utiliza en quimica vegetal, el término tanino hace
referencia a una numerosa serie de compuestos propios de las plantas, que presentan
determinadas propiedades fisicoquimicas y funcionales comunes, pero no necesariamente

estructuras quimicas analogas.

Seguin, en 1797, fue el primero en utilizar el término tanino al designar el
componente quimico de la nuez de agalla capaz de transformar la piel fresca de los
animales en cuero imputrescible y poco permeable. Poco después fue esclarecida la
naturaleza quimica de aquél y otros supuestos agentes del curtido: al tratarse de
sustancias susceptibles de oxidacion por permanganato en frio y de coloracién por sales
de hierro, se incluyd, bajo dicha denominacién, al numeroso conjunto de constituyentes
vegetales que presentaban las reacciones propias de los fenoles, afin cuando su aptitud
para el curtido de pieles, en muchos casos, no hubiera sido demostrada ni atin siquiera
sometida a estudio. Asi pues, si bien durante un relativamente largo periodo de tiempo
los taninos fueron considerados como los extractos vegetales ricos en fenoles y titiles para
el curtido de pieles, ante el descenso continuado de su uso en esta industria, y sobre

todo, ante la puesta en evidencia de que muchos de los compuestos, considerados
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actualmente como taninos, han resultado inadecuados o inefectivos en el proceso del
curtido, el concepto de tanino ha sido a menudo sometido a revisién, y atin hoy en dia

persiste cierta confusion.

En repetidas ocasiones ha sido aconsejada la adopcion de designaciones basadas
Unicamente en la naturaleza quimica de este tipo de compuestos, tales como la de
polifenoles de plantas u otras incluso més correctas desde el punto de vista quimico,
aunque en ningiin caso del todo satisfactorias; por ejemplo, la citada denominacién de
polifenoles incluiria compuestos adicionales, que no presentan las propiedades

caracteristicas y tnicas de los taninos.

En la practica, se sigue utilizando el término tanino en un sentido general y un
tanto impreciso. Sin embargo, en sentido estricto, para que un determinado compuesto
pueda ser actuaimente considerado como tanino debe presentar las siguientes
caracteristicas quimicas y funcionales: debe tratarse de una molécula oligomérica,
constituida por unidades estructurales repetidas, conteniendo grupos fenélicos que en su
mayoria deben de estar libres y no sustituidos. Se establece, ademas, un peso molecular
minimo de alrededor de 500 sin que haya sido fijado el limite superior, habiendose

descrito moléculas con valores incluso superiores a 20.000 (Williams et al., 1983a).

Por otra parte, es importante sefialar que entre los metabolitos de plantas de
naturaleza fenélica y de alto peso molecular, sdlo los taninos son capaces de complejarse
con proteinas y carbohidratos, propiedad que les hace itiles tanto en la mencionada
industria del curtido de pieles como en otras también de gran interés, como es la de
obtencién de adhesivos. Esta capacidad de los taninos, para formar complejos con tan
importantes componentes celulares, constituye la base fisico-quimica de las acciones

biolégicas que se les atribuyen.

Teniendo en cuenta la naturaleza quimica, los taninos de las plantas superiores se
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han distribuido principalmente en dos grandes grupos: los "taninos hidrolizables" y los
"taninos condensados". Los taninos hidrolizables son ésteres de glicidos y acidos fendlicos
y como su propio nombre indica, son ficilmente hidrolizables en condiciones 4cidas o
basicas o por la accién de enzimas, (esterasas), mientras que los taninos condensados son
oligébmeros y polimeros de flavanoides unidos por enlaces C-C, y no son susceptibles de

hidrélisis.

2.2 Estructura quimica.

2.2.1 Taninos hidrolizables.
(Haslam, 1989; Porter, 1989a; Hagerman, 1991; Okuda et al., 1990; 1993)

Los taninos hidrolizables son ésteres oligoméricos en los que la unidad estructural
bésica es un poliol, normalmente D-glucosa, cuyos grupos hidroxilos estin esterificados
por 4cidos polifenolcarboxilicos, tales como el Acide gilico®, el 4acido
hexahidroxidifénico® (fig. II.1) y/o sus anélogos. A su vez estos 4cidos pueden unirse
oxidativamente, mediante uniones C-C y/o C-O, a otras unidades galoilo produciéndose

una amplia variedad de estructuras monoméricas y oligoméricas.

Segiun la estructura de los monémeros que los constituyen, podemos considerar dos
diferentes clases de taninos hidrolizables: los taninos que poseen sélo grupos galoilo{(G)
llamados galotaninos, y los que poseen el grupo hexahidroxidifenoilo (HHDP, GG 6 D),

llamados elagitaninos.

El tipo mis comin de galotaninos tiene como unidad estructural bésica la 3-penta-
O-galoil-glucopiranosa®, en la que los cinco grupos hidroxilos de la glucosa estin
esterificados por el 4cido gélico (fig. II.1). En estructuras mas complejas, otros grupos

galoilo adicionales pueden estar esterificando en mea a los hidroxilos de alguno de los
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grupos galoilo de ]a citada unidad basica (uniones depsidicas), hasta llegar a una media
de 6 a 9 grupos galoilo por molécula® (fig. I1.1). Una mezcla de galotaninos es

precisamente el 4cido tanico disponible comercialmente.

En los elagitaninos mas comunes, los grupos galoilo que esterifican hidroxilos
adyacentes del poliol se unen a su vez entre si oxidativamente mediante enlaces C-C,
para formar ésteres de 4cido hexahidroxidifénico®™. Por hidrélisis, este tipo de
elagitaninos forman 4cido hexahidroxidifénico®, el cual, espontineamente, se convierte
en la forma lactona o Acido elagico™ (fig.I1.1). Estas formas de elagitaninos son ésteres
derivados de (a)- 6 (8)-penta-O-galoil-D-glucosa que, mediante el acoplamiento oxidativo
C-2/C-2 entre los grupos galoilo, pueden formar, a su vez, (R)- 6 (8)-hexahidroxidifenoil
(HHDP)® ésteres (fig. 11.1).

En los elagitaninos de este tipo, los hidroxilos glucosidicos, esterificados por los
grupos galoilo son, con frecuencia, los de las posiciones C-2/C-3 y/o C-4/C-6, como se
puede observar en el caso de pedunculagina® y tellimagrandina I® (fig. I1.2); pero

también pueden estar esterificados los de otras posiciones.

Se han descrito, por otra parte, elagitaninos en los que la glucosa se presenta en
Ja forma conformacional axial, en vez de la ecuatorial, y asi se pueden producir
acoplamientos oxidativos entre grupos galoilo de posiciones alternas en el anillo

glucosidico, por ejemplo C-2/C-4 y C-3/C-6, como ocurre en la geraniina® (fig. I1.2).

La mayoria de los taninos hidrolizables son elagitaninos de los tipos hasta aqui
descritos. Sin embargo, existen también otros tipos, como son los dehidroelagitaninos y
los taninos C-glicosidicos. Los dehidroelagitaninos presentan el grupo
dehidrohexahidroxidifencilo (DHHDP) en su molécula. Como ejemplo, podemos
considerar la geraniina® (fig. I1.2) que, como se desprende de su estructura molecular,

es tanto un dehidroelagitanino como un elagitanino.
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En cuanto a los elagitaninos C-glucosidicos, éstos se forman por la apertura del
anillo de la glucosa y posterior C-glucosilacién. La casuaniina®, la casuarinina® y otros
ampliamente distribuidos en Fagaceas, Mirticeas, Rosiceas y otras familias de

dicotiledéneas, son posiblemente biosintetizados a partir de pedunculagina® (fig. 11.2).

Por altimo, se consideran los "taninos complejos" que son polifenoles constituidos
por una unidad de tanino hidrolizable (frecuentemente de tanino C-glucosidico) y otra
de tanino condensado, unidas entre si mediante enlaces C-C, formados entre el C-1 del
anillo de glucosa de la unidad de tanino hidrolizable, y el C-8 6 el C-6 del flavan-3-ol de
la unidad estructural basica del tanino condensado (Okuda et al., 1993). Un ejemplo de

dicha clase de taninos es el cameliatanino B"? (fig. I1.2).
2.2.1.1 Taninos hidrolizables oligoméricos.

La mayoria de los numerosos taninos hidrolizables que han sido descritos hasta
ahora son mondmeros, de estructura quimica diversa, u oligémeros constituidos por la
repeticién de unidades basicas, que alcanzan pesos moleculares en el rango entre 2.500
y 5.000.

Desde el punto de vista biosintético, los taninos hidrolizables diméricos son
productos del acoplamiento oxidativo entre uno de los hidroxilos fendlicos de un
monémero y un carbono del anillo aromético del otro monémero; y los oligbmeros
superiores, el producto de la repeticion de dicho acoplamiento oxidativo. Cuando tales
uniones se¢ dan dentro de una misma molécula, pueden también formarse estructuras

macrociclicas.

Atendiendo a la estructura molecular de la parte de los monémeros que participa
en e] acoplamiento oxidativo, los oligdmeros aislados hasta ahora han sido clasificados

en cinco tipos diferentes, los cuales son expuestos en la figura I1.3 (Okuda et al., 1990).
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* Oligémeros del tipo GOG vy GOGOG (tipo 1). La unidad estructural basica de

estos tipos de oligémeros es bien un grupo dehidrodigaloilo (DHDG), o bien un grupo

helinoilo, constituidos, respectivamente, a partir de dos o tres grupos galoilo (G) unidos
mediante enlace éter (fig. I1.3). Dicho enlace éter puede realizarse entre un hidroxilo en
posicién meta o para de uno de los grupos galoilo y el carbono en orto de otro galoilo,
pudiéndose pues originar oligbmeros meta o para. Los de tipo m-GOG con grupos
dehidrodigaloilo en su molécula, son los més frecuentemente encontrados, y en ellos los
grupos DHDG estan esterificados generalmente por el hidroxilo del carbono anomérico
(C-1) de los dos anillos de glucosa, como sucede con la agrimoniina® (tipo mGOG(1-
1)), compuesto identificado en algunas Roséceas (fig. IL.4). Se han descrito también
elagitaninos en los que los hidroxilos de la glucosa que esterifican al grupo DHDG
ocupan otras posiciones diferentes. Un ejemplo es la tamarixinina A (tipo m-GO-m-
GOG(1,2-2")), identificada en flores de Tamarix pakistanica (fig. 11.4), en la que los
hidroxilos en posicién 1 y 2 de una glucosa y el hidroxilo 2’ de la otra son los

participantes de las uniones éster.

* Oligémergs del tipo DOG (tipo 2). Son aquellos que presentan un grupo valoneoilo
o tergaloilo en su unidad estructural basica, segiin se trate de los tipos m- o p-DOG

respectivamente. Biosintéticamente son considerados como productos del acoplamiento
oxidativo entre un oxigeno del grupo hexahidroxidifenoilo (HHDP, GG 6 D) de uno de
los monémeros y un carbono del grupo galoilo del otro mondémero (fig. II.3). Se ha
descrito una amplia gama de subtipos, segiin las posiciones de los hidroxilos de los anillos
de glucosa esterificados por los grupos galoilo y HHDP. Como ejemplo de elagitanino
del tipo m-DOG consideramos el nobotanino B®? (m-DOG(3,2-4)) (fig. IL4), en el que
el HHDP esta esterificando los hidroxilos en posicién 3 y 2 de una molécula de glucosa
y el grupo G, el hidroxilo en posicién 4 de otra glucosa. La eucalbanina C%® (fig. I1.4),
aislada de frutos de Eucaliptus alba es del tipo p-DOG(4,6-2), ya que el grupo HHDP
esterifica los hidroxilos de las posiciones 4 y 6 de una glucosa y el grupo G, el C-2 de la

otra molécula de glucosa.
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* Oligémeros del tipa GOD (tipo 3). En esta clase de elagitaninos, la unidad

estructural basica tiene el grupo sanguisorboilo (fig. I1.3), en el cual el oxigeno del enlace

éter pertenece al hidroxilo del grupo galoilo de uno de los monémeros. Entre el escaso
nimero de elagitaninos descritos con este tipo de estructura, todos han resultado ser
meta, como por ejemplo la sanguiina H-67), encontrada en hojas y frutos de Rubus spp.
y la roshenina B®®, identificada en varias especies del género Rosa; ambos taninos son
del subtipo m-GOD (1-4’,6°) (fig. IL4).

* Oligémeros-del-tipo-D{OG), (tipo 4). La molécula oligomérica de un elagitanino

de este tipo tiene dos hidroxilos del grupo HHDP (D) formando ambos enlaces éter con

sendos grupos galoilo. Se han descrito dos tipos de isémeros, segiin la posicién de los
enlaces éter respecto del grupo HHDP: m,m’-D(0G), y m,p-D(OG), (grupo euforbinoilo
en fig.I1.3). Ejemplos son la oenoteina A™ (m,m’-D(0G), (4-2,6'-2’)+m-DOG(4,6-2’))
y euforbina C® y D® (m,p-D(0G),(3,6-2"-1")) identificadas en hojas de Oenothera
biennis y Euphorbia spp., respectivamente (fig. 11.4).

enlaces C-C (tipo 5). En este caso, los monémeros del tipo C-glucosidicos se unen
mediante enlaces C-C entre el C-1 del monémero C-glucosidico y bien un C de un grupo
HHDP 6 G del otro monémero (tipo CD 6 CG); o bien a través de un residuo flavan-3-
ol (tipo CFC). En fig. I1.4 se muestra un ejemplo de cada tipo: la alienanina B® del tipo
CD, aislada de hojas de Quercus aliena y la anogeisinin® de tipo CFC, de corteza de

ciertas Combretaceas.

2.2.2 Taninos condensados.
(Porter, 198%9a; Hemingway, 1989a; Haslam, 1989; Hagerman, 1991; Porter, 1992)

Los taninos condensados son oligémeros y polimeros de flavanoles, los cuales estan
formados generalmente por cadenas de unidades flavan-3-0l®®, unidas entre si mediante

enlaces carbono-carbono (C-4/C-8 6 C-4/C-6) no susceptibles de hidrélisis. Cuando este
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tipo de taninos se calientan en medio fuertemente 4cido y en presencia de iones
metalicos, los cuales actiian como catalizadores, la unién interflavanica se rompe

oxidativamente, dando antocianidinas como productos de degradacién (fig. ILS).

Por ello los taninos condensandos son designados también como proantocianidinas,
término sustitutivo del antiguo de leucoantocianidinas. Esta tltima denominacidén esta
reservada actualmente para nombrar a los flavonoides monoméricos flavan-3,4-diol®y
flavan-4-0l®), compuestos, por otra parte, muy poco frecuentes en la naturaleza y que son
altamente reactivos, transformandose por tratamiento acido y por autooxidacidn, sin
calentamiento, en antocianidinas® y 3-desoxiantocianidinas®, respectivamente
(Watterson y Butler, 1983). Por el contrario, los monémeros flavan-3-ol o catequinas no
se transforman en antocianidinas bajo dichas condiciones y, por tanto, no son

considerados Jeucoantocianidinas.
2.2.2.1 Variaciones estructurales en las proantocianidinas oligoméricas.

Patrones de hidroxilacién. Las proantocianidinas son clasificadas segiin los patrones

de hidroxilacién de sus anillos arométicos A y B (fig. I1.6). Las propelargonidinas,
procianidinas y prodelfinidinas llevan anillos A floroglucinélicos en las unidades
monoméricas més ampliamente representadas en la cadena polimérica, y se nombran
segin la antocianidina generada por el tratamiento con acido. Los 5-desoxianilogos
respectivos, por tanto, con anillo A de tipo resorcinol, son las denominadas
proguibourtinidinas, profisetinidinas y prorrobinetidinas, segiin sea la variante del flavan-
3,4-diol constituyente de la cadena oligomérica. Existen, ademds, otras clases de
proantocianidinas, como las proteracacidinas, promelacacidinas, proapigenidinas y

proluteolinidinas las cuales son muy rara vez encontradas en la naturaleza.

Los taninos aislados de la mayoria de las plantas corresponden casi siempre a uno

o varios de los tipos de las citadas proantocianidinas, siendo, con diferencia, las
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FIGURA Il.6

(24) R,=0H R,=0H flavan-3,4-dicl

{(25) R,=H R,=0H flavan-4-ol

(26) R,=0OH R,=H flavan-3-0!: R,=H catequina
R;=0H galocatequina

(27) R,=0H antoclanidina : R,=H cianidina
R,=0H delffinidina
(28} R,=H 3-desoxiantocianidina

.
HO Ox
o R|
HO

FIGURA I1.5 Estructura general de los flavanoles y antocianidinas.

Unidad Clase de Patrén de

monomérica proantocianidina hidroxilacién
Afzelequina Propelargonidina 34'57
Catequina Procianidina 33457
Galocatequina Prodelfinidina 334557
Guibourtinidaol Proguibourtinidina 34'7
Fisetinidol Profisetinidina 3,347
Robinetinidol Prorrobinetinidina 3.3'3.5.7
Critina Proteracacidina 3478
Prosopina Promelacacidina 33478
Apigeniflavan Proapigeninidina 4'87
Luteofiflavan Protutedlinidina 3'4'57

Estructura general de los flavanoles y patrones de hidroxilacién de las principales

clases de proantocianidinas.
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procianidinas y prodelfinidinas las més abundantes y frecuentes.

Estereoquimica. Las unidades estructurales de las proantocianidinas presentan tres
atomos de carbono asimétricos C-2, C-3 y C-4, haciendo asi posible la existencia de
diferentes formas estereoisémeras que complican el estudio de la estructura de estos

compuestos.

El sistema de nomenclatura empleado es similar al sistema IUPAC para
polisacéridos. La unidad monomérica en este tipo de polimeros es nombrada segiin el
flavan-3-ol constituyente de la cadena polimérica. En la figura II.6 se especifican las
denominaciones correspondientes a las unidades flavan-3-ol més comunes, en su forma
estereoquimica absoluta (2R, 3S). Los correspondientes estereoisémeros (2R, 3R) se
diferencian anteponiendo el prefijo "epi" al nombre de cada monémero, en figura I1.7,
catequina® y epicatequina®. Por lo general, la configuracién absoluta 2R es la més
frecuente, pero se han descrito también unidades monomeéricas y sus correspondientes
proantocianidinas de configuracién 2S. Se ha acordado distinguir el enantiémero 2S

anteponiendo el prefijo ent- a la correspondiente denominacién de la forma 2R (fig. I1.7).

OH OH

©OH '©OH

Catequina Epicatequina

R,=H R,=0OH entcatequina
R,=0OH R,=H entepicatequina

FIGURA I1.7 Estructura de las formas estereoquimicas de flavanoles.

33



Introduccién

La esteroquimica del enlace interflavinico (« 6 ), lleva también a la formacion de
diferentes estereoisémeros (fig. 11.8) y depende, en gran parte, de los patrones de
hidroxilacién del anillo A. En las 5-desoxiproantocianidinas®® es comiin la existencia de
los estereoisémeros 3,4-trans (3S, 4R) 6 (3R, 45) y 3,4-cis (35, 45) 6 (3R, 4R), en la
misma proporcién, pero, sin embargo, la formacién de los enlaces interflavanicos en
procianidinas " *) y prodelfinidinas ®® es muy estereoselectivo y concretamente las

formas 3,4-cis (3R, 4R) estan muy desfavorecidas.

Enlaces interflavinicos. Las unidades de las proantocianidinas se unen entre si
mediante enlaces interflavanicos entre el carbono 4 del anillo Cy el carbono 6 6 el 8 del
anillo A (fig. 11.8). En el caso de procianidinas y prodelfinidinas el enlace C-4/C-8 es el
més comiin®"3%3* pero también suele estar presente el C4/C-6 en una proporcién relativa

de 1:3 siendo los polimeros generalmente lineales.

En lo que concierne a las 5-desoxiproantoanidinas, profisetinidinas y
prorrobinetinidinas, 1a unién C-4/ C-6 es la més favorecida® y los polimeros son de tipo

angular.

Otra variante estructural relativamente comtin de las proantocianidinas con anillo
A del tipo floroglucinol, es la formacién de un segundo enlace interflavanico surgido del
acoplamiento oxidativo C-O entre el C-2 de una unidad y el O-5 u O-7 de la otra® (fig.
I1.8).

Existen otros productos oligoméricos resultantes del acoplamiento oxidativo de
flavan-3-ol. Asi, en los dimeros (catequina), las uniones se realizan entre el anillo B de
la unidad superior y €l A de la otra unidad estructural, mediante enlaces éter®® (fig. IL8).
Por ejemplo, de C-2' a C-8; de C-6" a C-8; de C-2’a C-6 y otros.

Derivados de proantocianidinas. Las proantocianidinas pueden encontrarse en los
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(31) R=H (33)
(32) R=OH

x

CH OH

OH
0
34
= (34)
(35)
HO OH
W 0
HO
OH
L
HO 0 \“\‘
o OH
(36)
{31) epicatequina-(48—»8)-catequina o procianidina 8-1
{32) epigalocatequina-(48—8)-galocatequina
{33) ent-epicatequina-(4f—»8)-ent-catequina

(34) fisetinidal-{4a~B8)-catequina-(6—4b)-fisetinidol
(35) epicatequina-(4—+8; 28—+0—7)-catequina A-2
(36) catequina-(3'—0-+8)-catequina

FIGURA ).8 Estructura de los esterecisémeros de proantocianidinas.
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vegetales formando diferentes tipos de derivados. Se han descrito recientemente O-y C-
glicosidos, derivados C- y O-metilados y galatos de proantocianidinas. Ademas se ha
aislado una serie de productos de condensacién o sustitucién en los carbonos 6 y 8 de
los anillos A de las proantocianidinas, que se forman como consecuencia del elevado

caracter nucledfilo de los anillos de tipo floroglucinol y resorcinol.

2.3 Propiedades quimicas

2.3.1 Taninos hidrolizables.

La determinacion de la estructura de los taninos hidrolizables oligoméricos se ha
basado, en gran medida, en sus posibilidades de degradacién quimicay en el estudio de
los productos obtenidos, mediante técnicas espectroscépicas. Las principales reacciones

degradativas, propias de los taninos hidrolizables son las siguientes:

Hidrélisis. Los taninos hidrolizables son compuestos facilmente hidrolizables,
debido a su estructura de ésteres. Mediante calentamiento a reflujo en medio 4cido o
basico se produce la ruptura completa de los enlaces éster, con liberacion del poliol y de
los 4cidos gélico, eldgico u otros, integrantes de la molécula (Porter, 1989a). Hay que
tener en cuenta que las condiciones y el tiempo necesarios para la hidrélisis van a
depender considerablemente de los acidos fendlicos constituyentes. Incluso se puede
conseguir la especificidad de ruptura de los diferentes enlaces éster, variando las
condiciones de reaccién. Por ejemplo, los enlaces O-1-éster en dimeros del tipo
dehidrodigaloil o valoneoil han podido ser hidrolizados selectivamente por calentamiento
en agua a 60°C durante 2-3 dias (Hatano et al., 1986). De la misma manera, el equipo
de Nishimura (1986) obtuvo la hidrdlisis selectiva del enlace éster 4,6-HHDP a partir del
tanino estenofinina A (catequin 8-C-B8-D-bis-(2,3:4,6-(S)-HHDP-glucopiranésido) por
tratamiento con agua a 20° C durante 24 horas, y Okuda ef al. (1982) consiguieron la
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escisién hidrolitica del enlace Q-1-galoilo con 4cido trifluoroacético.

Por otra parte, la metilacién de los grupos hidroxilo fendlicos, anterior a la
hidrélisis, puede aportar, en ocasiones, informacién adicional acerca de la estructura de
estos taninos. Asi, los enlaces O-1-éster de los dimeros de tipo dehidrodigaloilo o
valoneoilo son particularmente susceptibles a la hidrélisis bajo dichas condiciones
(Hatano et al., 1986) .

Hidrélisis con el enzima tanasa. La hidrélisis mediante el enzima tanasa de

Aspergilus niger, obtenida del hongo cultivado en medio enriquecido con écido ténico, es
una reaccién que se da tanto en taninos hidrolizables como en proantocianidinas. Dicho
enzima rompe especificamente los galatos, para producir 4cido gilico y un poliol, en el
caso de los taninos hidrolizables, o un flavanol, en el caso de las proantocianidinas. La
reaccién se ha utilizado para medir la proporcién de unidades galoilo por unidad de

poliol en los taninos hidrolizables (Haslam, 1982).

Metanolisis. En medio alcalino, esta reaccioén conduce a productos de degradacién
fendlicos metilados y se utiliza, en ocasiones, para romper especificamente enlaces éster
depsidicos, los cuales son extremadamente débiles debido a la proximidad de los grupos

hidroxilo de los niicleos aromaticos galoilo (Haslam, 1982).

2.3.2 Taninos condensados.

Las reacciones quimicas de los taninos condensados vienen determinadas por la
estructura de los anillos arométicos A y B integrantes de las unidades basicas flavan-3-ol
(fig. IL9). La reactividad del anillo A es de primordial importancia en la labilidad del
enlace interflavanico y, por otra parte, en la utilidad de los taninos condensados para la
fabricacién de adhesivos; mientras que a la estructura del anillo B esta asociada la

capacidad de formar complejos con metales y propiedades antioxidantes de los taninos.
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HO

R,

Anillo A
R,=R,=H resorcinol
R,=0H R,=H floroglucina!

R,=H R,=0H pirogdlico

R,
OH
R,
OH
Anillo B
R =R',=H fenal

R',=0H R’,=H catecol

R',=R’,=0H pirogalo!

FIGURA 1.9 Patrones de hidroxilacién de los anillos A y B de las proantocianidinas.

2.3.2.1 Reacciones en el anillo A de las proantocianidinas.

Los patrones de hidroxilacién del anillo A de las proantocianidinas son,
generalmente, del tipo resorcindlico (7-hidroxi), floroglucinélico (5,7-dihidroxi) o
pirogélico (7,8-dihidroxi) (fig. I1.9), y condicionan, en gran medida, no sélo la naturaleza
y facilidad de las reacciones quimicas del propio anillo A, sino también de los enlaces

interflavanicos y del anillo B.

Las reacciones mas comunes que se dan en el anillo aromético A son sustituciones
arométicas electréfilas, influidas por los efectos electrénicos y estéricos de los grupos
hidroxilo. Estos hidroxilos fendlicos son potentes donadores de electrones, y producen
un incremento de la densidad electrénica del anillo A o, lo que es lo mismo, el aumento
del caracter nucledfilo de dicho anillo; lo que supone la estabilizacién de los
carbocationes resultantes del ataque electréfilo en las posiciones orto y para respecto de
los grupos hidroxilo (McGraw, 1989; Tobiason y Hoff, 1989).
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Las posibles reacciones de sustitucién electréfila en el anillo A de las
proantocianidinas son numerosas, pero las investigaciones en esta linea se han orientado,
principalmente, hacia aquellas que han suscitado interés desde los tres puntos de vista
siguientes: utilidad en la industria quimica (condensacién con aldehidos), utilidad en la
elucidacién de la estructura quimica de los taninos (halogenacién, alquilacién, y otras)
y, por iltimo, por tratarse de reacciones que tienen lugar en la naturaleza, ya sea

implicando a taninos o a sus precursores (C- y O-glicosilacién) (McGraw, 1989).
Asi entre las reacciones mas importantes a considerar estan:

Halogenacién. Este tipo de reaccién es utilizada en el estudio de la reactividad de
los sistemas aromaticos y, concretamente en el caso de los taninos condensados, para la
determinacién de los puntos de unién o enlaces entre las unidades flavanicas. Por
ejemplo, Hundt y Roux (1978) utilizaron la bromacién degradativa para determinar el
lugar de unién en los 4-flavanil-flavan-3,4-dioles. Los dimeros tienen una unidad superior
resorcindlica y una inferior floroglucindlica y el bromo entra en el anillo A
floroglucindlico en el lugar de unién de la unidad inferior produciéndose el

desplazamiento de dicha umdad.

Reaccién con aldehidos: formaldehido. La importancia de este tipo de reacciones
radica en que los taninos pueden ser utilizados como sustitutos del fenol en la obtencién
de las resinas adhesivas fenol-formaldehido. Asi, en la sintesis de estas resinas, el
formaldehido u otros aldehidos, son adicionados al tanino, en medio 4cido o basico,
produciéndose entrecruzamiento, via grupos metileno, entre los anillos A de las unidades
flavanicas, tal y como ocurre en la obtencién de las clasicas resinas fenol- o resorcinol-

formaldehido.

Existe una considerable diferencia de reactividad entre los anillos A de tipo

resorcinélico y los de tipo floroglucinélico, siendo mucho mayor la de estos dltimos. La
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extremada reactividad de los taninos de tipo floroglucinélico limita, en gran medida, su
utilizacién como sustitutos del fenol en los sistemas de adhesivos, resultando mas
adecuados los taninos de tipo resorcinol (Hillis y Urbach, 1959; Roux et al., 1975;
Hemingway y McGraw, 1978; Porter, 1989b).

Las dificultades asociadas a la utilizacién del formaldehido, especialmente con los
taninos de tipo floroglucinol, han llevado a la investigacién de las posibilidades de una
amplia variedad de aldehidos en cuanto a su capacidad de entrecruzamiento. El
furfuraldehido, por ejemplo, reacciona con bastante lentitud con los taninos de tipo
floroglucinol (Pizzi et al., 1980; Pizzi, 1992).

Alquilacién. Entre este tipo de reacciones cabe destacar las de condensacién con

metilolfenoles y flavanilos.

- Metilolfenoles: estos compuestos han merecido especial atencién en la fabricacién
de adhesivos como agentes de entrecruzamiento de taninos condensados, tanto de
tipo resorcinélico como de tipo floroglucindlico (Pizzi, 1983 y 1992). Es de sefialar
que las condensaciones de los metilolfenoles en los sistemas de floroglucinol son

significativamente mas lentas que la condensacién con formaldehido.

- Flavanilos: la alquilacién de flavanoles con grupos flavanilo ha sido utilizada para
la sintesis de flavanoles oligoméricos y también en la elucidacion de la estructura
de los taninos condensados (Botha er al., 1981, 1982; Viviers et al., 1983). La
reacci6én de alquilacién supone la generacién de los grupos electrofilos flavanil-4-
carbocation, a partir de flavan-3,4-diol, bajo condiciones de acidezy temperatura
ambiente. Estos grupos electréfilos alquilan a los nucleéfilos flavan-3-ol de tipo

floroglucinélico o resorcindlico.

La reaccién de alquilacién presenta una alta selectividad de posicién y
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estereoselectividad, de forma que se favorecen unas posiciones e isémeros determinados,
segin el tipo de anillo A de que se trate. En la figura I1.10, se muestra como ejemplo la
sintesis, por condensacidn en medio etanol acido, de un oligémero de melacacidina, que
es un flavan-3,4-diol que contiene un anillo A de pirogalol (Foo, 1985). El ataque del

flavan-4-carbocation a la posicién C-6 del anillo A conduce a la formacién del polimero.

OH

A
Ho 0 ““\
HCE
%, — i———
” OH

£tOH

s

H

{=)=Malacacldina

ne 465

FIGURA 1.10 Condensacién de melacacidina, catalizada por acido. n=4 6 5

Reacecion de sustitucion, Una de las reaccicnes de sustitucion a considerar es la

referente al intercambio de hidrégeno por deuterio en el anillo A. Esta viene catalizada
por una base e implica tautomeria cetoendlica, llevandose a cabo con facilidad tanto en
anillos A de tipo resorcinol, como floroglucinol (Furlong y Nudlemann, 1983; Kiehlmann
et al., 1988).

Acoplamiento oxidativo. El acoplamiento oxidativo a través de los anillos A de (+)-
catequina y (+)-mesquitol, en presencia de K;[Fe(CN),] ha posibilitado la sintesis de
biflavanoles o triflavanoles (fig. II.11) (Young et al., 1987), compuestos que ya habian
sido aislados previamente de fuentes naturales (Jacobs et al., 1983). Resulta pues evidente
la preferencia del acoplamiento del C-5 del (+)-mesquitol con el C-8 de la (+)-catequina,
lo cual se atribuye a la facilidad de generacion de radicales en el C-5 del anillo A del
(+)-mesquitol, con el consiguiente aumento de nucleofilia, a la vez que en la (+)-

catequina queda reducido el impedimento estérico del C-8 respecto del C-6.
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puede esperar la existencia de una amplia variedad de productos naturales derivados de

proantocianidinas o de flavan-3-oles, ya que los anillos A integrantes de sus moléculas
pueden sufrir con facilidad sustituciones por grupos electréfilos y, por ello,
condensaciones en los carbonos o en los oxigenos fenélicos de) anillo A en cuestién. Asi,
son frecuentes, por un lado, los derivados metilados en los hidroxilos del anillo A, y, por
otro, los O-glicdsidos derivados de flavanoles y de proantocianidinas, a su vez diversos,
dependiendo de la parte hidrocarbonada y del lugar de unién entre ésta y la proantocia-
nidina. Entre los aziicares mas comunes presentes en estos glicésidos estin glucosa,
xilosa, arabinosa y apiosa (Nonaka et al., 1983a; Kashiwada et al., 1986). Se ha postulado
que el mecanismo de condensacidn podria consistir en el ataque nucleéfilo del hidroxilo

fendlico al carbono hemiacetilico del azicar.

Han sido identificados también derivados C-glicosilados en el anillo A de catequina

y epicatequina (Kashiwada ez al., 1986).
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2.3.2.2 Reacciones del anillo B de las proantocianidinas.

En las proantocianidinas existen tres tipos de anillo B, segiin que el patrén de
hidroxilacion sea tipo fenol, catecol o pirogalol (fig. I1.9). Las propiedades quimicas de
las proantocianidinas debidas al anillo B son las propias de fenoles, y, por lo general, la
reactividad y también la complejidad de las reacciones se incrementa con el niimero de
grupos hidroxilo. Si comparamos fenol, catecol y pirogalol, se da, en este orden, un
aumento del caracter acido, de la reactividad con grupos electréfilos en las reacciones de

adicion y sustitucidn, y del poder reductor.

Las caracteristicas quimicas de los taninos condensados debidas al anillo B han sido
estudiadas, por lo general, tomando como referencia flavanoles monoméricos modelo,

tales como catequina, y asi se consideran como principales las siguientes (Laks, 1989a):

Qxidacién, La oxidacién es un aspecto muy importante de la quimica de todos los
fenoles, incluidos los poliflavonoides. En las plantas, las rutas biosintéticas de muchos
metabolitos complejos implican etapas de acoplamiento oxidativo, lo cual explica la

importancia de estas reacciones.

Los productos que se forman por oxidacién de fenoles varian dependiendo de la
naturaleza y de los sustituyentes del anillo aromatico B y del tipo de agente oxidante
utilizado. En general, fenoles con las posiciones orto y para libres reaccionan con el
oxidante (un e7) para dar radicales aroxilo, que se estabilizan por resonancia. La
oxidacién puede posteriormente continuar, dando lugar, bien al acoplamiento C-C, o
bien a la formacién de enlaces éter (fig. I1.12). Catecol y pirogalol pueden ser oxidados
de la misma manera que el fenol, pero, ademis, por pérdida de dos e pueden
transformarse en la ortoquinona correspondiente y por acoplamiento oxidativo C-C o C-

O formar productos complejos, como se muestra en la fig. I1.13 83940540,
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FIGURA I1.12 Mecanismo de oxidacién de fenol.
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FIGURA 11.13 Productos del acoplamiento oxidativo de catecol y pirogalol.

44



Introduccion

La mayoria de los fenoles pueden oxidarse también dando productos poliméricos,
particularmente en presencia de 6xidos metilicos, y algunas de las reacciones ocurren

también si se trata de flavonoides.

Ha sido descrita la induccién de la oxidacién de poliflavonoides por la luz (Duran
et al., 1985). En la corteza de Pinus radiata los polifenoles de elevado peso molecular
resultaron rapidamente oxidados por fotélisis en presencia de oxigeno. Los productos de
la oxidacién presentaron un alto contenido de O, y de grupos carboxilicos, estos Gltimos

formados, posiblemente, por ataque del oxigeno a los anillos aromaticos del flavonoide.

Bajo condiciones oxidantes, el anillo B de la catequina puede formar una
ortoquinona, la cual puede reaccionar con nucledfilos como floroglucinol dando
productos de adicién (acoplamiento oxidativo), como se menciond anteriormente para
fenoles simples. Sin embargo, en ausencia del nucledfilo adicional, el anillo A de una
segunda molécula de catequina puede reaccionar con el anillo B de la ortoquinona dando

lugar a polimeros distintos (fig. I1.14) (Ahn y Gstirner, 1970; Weinges et al, 1971).

Formacién de complejos con metales. La formacién de quelatos por complejacién

de flavonoles con iones metilicos ha sido utilizada en la determinacién de una amplia
variedad de metales, asi como también, en la determinacién de la estructura y
concentracién de flavonoides (Sekhon ef af, 1983; Slabbert, 1992).

En el caso de las proantocianidinas se han descrito complejaciones con Al (III), Fe
(II1} y Cu (II) (Kennedy y Powell, 1985a, b; Slabbert, 1992). Particularmente en las
poliméricas, la formacion de precipitado se hace evidente a partir de un tamaiio

molecular determinado (aproximadamente 15 unidades).

A pesar de las grandes lagunas que hay en la quimica bésica de las interacciones

metal-proantocianidinas, se han investigado y llegado a patentar numerosas aplicaciones
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de los taninos, basadas en las propiedades de quelacion de dichos compuestos. Asi, se
han desarrollado protectores de madera basados en quelatos de cobre con taninos
sulfonados extraidos de pino, o de otros varios metales con taninos de quebracho y acacia
(Laks et al., 1988).

Randall ez al. (1974) han estudiado las posibilidades de utilizacién de cortezas de
especies arbdreas con alto contenido en taninos, con objeto de eliminar metales pesados
de aguas residuales industriales. Este autor contempla la regeneracién del tanino,
mediante tratamiento con Acido, basandose en el hecho de que la estabilidad de los

complejos de metales con 3,4-dioles se incrementa con la alcalinidad.

Otras reacciones del anillo B. Una reacciéon que puede darse tanto con los
flavonoides como con las proantocianidinas, con anillos B de tipo catecol, es la formacién
de cetales “? (fig. I1.15), compuestos a los que se han atribuido importantes propiedades

antibacterianas y fungicidas.

Por otra parte, el anillo B de las proantocianidinas ejerce una importanté influencia
sobre la reactividad del carbono 2 del anillo de pirano. En medio alcalino e] anillo puede
abrirse mediante una adicién inversa de Michael, para dar un intermedio quinénico ©**
) (fig. 11.15) (Kennedy et al., 1984). Este intermedio puede reaccionar con una amplia
variedad de nucledfilos, tales como éacido sulfhidrico, resorcinol, floroglucinol y tioles,
produciendo aductos cuya estructura basica es la 45 (fig. I1.15) (Mayer y Merger, 1959;
Laks y Hemingway, 1987).

2.3.2.3. Reacciones en el enlace interflavanico de proantocianidinas.
Una de las caracteristicas mas importantes a tener en cuenta en el analisis de
estructuras de las proantocianidinas poliméricas y, también en la sintesis de derivados de

taninos de interés industrial, es la extraordinaria labilidad de los enlaces interflavanicos
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FIGURA 11.14 Reacciones de acoplamiento oxidativo enzimatico de catequina, sin la presencia de
nucledfilo adicional.
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FIGURA I1.15 Ejemplos de estructuras derivadas de la reactividad del anillo B de los flavanoles. (42)
cetal. (43, 44) quinonas.
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de las proantocianidinas con anillos A de tipo floroglucinol, respecto de la labilidad de

los de tipo resorcinol (Heminway, 1989b).

Ruptura catalizada por écido:

Formacién de antocianidinas. Se considera que una de las reacciones propias de
los taninos condensados mas importante es la formacién de antocianidinas, mediante
ruptura del enlace interflavanico, llevada a cabo en medio alcohélico y en presencia de
oxigeno (Swain y Hillis, 1959; Riberean-Gayon, 1972; Porter et al., 1986) (fig. I1.16). Los
taninos condensados con anillo A de tipo floroglucinol son particularmente susceptibles

a dicha hidrdlisis.

La conversién de taninos condensados en antocianidinas, aunque no €s una
reaccion cuantitativa, se ha considerado como uno de los métodos de anailisis mas
convenientes, y es ampliamente utilizada en la estimacién de proantocianidinas en tejidos
vegetales (Porter et al., 1986). Estos autores propusieron la utilizacién de sulfato férrico
aménico como catalizador, logrando aumentar asi el rendimiento en antocianidinas y la

reproducibilidad del ensayo.

Tidlisis. Son también importantes las reacciones de los taninos condensados con
acidos débiles, en presencia de diversos nucledéfilos, entre ellos los tioles, como método
de anilisis de taninos condensados. En este caso se mantiene la estereoquimica de los
carbonos C-2 y C-3 de la unidad basica del polimero (fig.I1.17), produciéndose flavan-4-
y proantocianidin-4-tioéteres oligoméricos (Betts et al., 1967; Sears y Casebier, 1968;
Kolodziej, 1990; Rigaud et al., 1991).

La debilidad de los enlaces interflavanicos de las proantocianidinas depende de su
estructura, lo que es de suma importancia para la interpretacion de los resultados. Por

ejemplo, polimeros con unidades flavanicas de configuracion axial (enlaces 43—8), suften
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FIGURA I.16 Mecanismo de formacion de antocianidinas a partir de taninos condensados,
propuesto por Porter (1886).
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Cuando el anillo A es:
R=H, R’=H no hay reacci6n.
R=H, R’=0H bajo rendimiento a 120° C.
R=0H, R’=H bajo rendimiento a 1208 C.
R=0H, R’=0H rendimiento del 30% a 105° C.
Cuando la unidad superior tiene estereoquimica:
2,3-cis; aducto 3,4-trans
2,3-trans; aducto 3,4-trans > 3,4-cis

FIGURA I1.17 Tidlisis de taninos condensados.
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tidlisis mas rapidamente que los que presentan unidades flavdnicas de configuracién

ecuatorial (enlaces 4a—8).

Aplicaciones practicas de la ruptura del enlace interflavanico. El futuro mas
prometedor en el aprovechamiento de los taninos condensados de tipo floroglucinélico,

estriba en el manejo de la labilidad especifica de sus enlaces interflavanicos.

La mayoria de las procianidinas y prodelfinidinas encontradas en los extractos de
productos naturales han podido ser sintetizadas. Para ello se han utilizado las mismas
condiciones de la reaccién de tidlisis explicadas anteriormente, con la diferencia de que,
en este caso, el nucledfilo es un flavan-3-ol. Un ejemplo practico de interés es el de la
sintesis de diastereoisdmeros de procianidinas, obtenidos a partir de taninos de palmera,
mediante ruptura acida y en presencia de epicatequina y ent-epicatequina (Foo y Porter,
1983).

Se ha estudiado también la posibilidad de sintetizar aductos procianidin-(43—4)-
resorcinol, mediante reaccién de taninos, extraidos de corteza de pino, con acido acético
y resorcinol. Aunque el resorcinol no es tan buen nucleéfilo como el anillo A
floroglucinélico de los taninos, se producen los aductos epicatequin-(48-—+4)-resorcinol
y procianidin-(48—4)-resorcinol, debido a que estos compuestos son comparativamente
mas estables que las procianidinas poliméricas con enlaces interflavanicos. Dichos aductos
pueden ser, en muchos casos, directamente utilizados como sustitutos del resorcinol en
los adhesivos para el encolado en frio de ]aminados de madera (Kreibich y Heminngway,
1985).

La sintesis de derivados de taninos, como 4-alquilsulfuro, pueden tener también

interés por su actividad como biocidas (Laks, 1987).

Hidrogenolisis. La ruptura reductiva del enlace interflavinico o hidrogenolisis,
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realizada sobre paladio o con borohidruro en medio alcalino, ofrece importantes
posibilidades en la produccién de flavan-3-oles y proantocianidinas de bajo peso
molecular, a partir de procianidinas poliméricas. Al mismo tiempo transforma el grupo
aldehido de Ios carbohidratos en un alcohol evitando, de este modo, la interferencia de
estos componentes en la adherencia de los adhesivos tanino-base (Foo, 1982). Es
conocido que uno de los principales problemas en el uso de taninos de coniferas en estos
adhesivos es el alto contenido de carbohidratos coextraidos, los cuales interfieren

seriamente en la capacidad adhesiva de estos preparados.

Sulfonacién. Las proantocianidinas oligoméricas (por ejemplo, 5,7-dihidroxi-)
reaccionan con ién sulfito produciéndose la ruptura del enlace interflavanico, formando
flavan-4- o proantocianidin-4-suifonatos (Foo ef al., 1983). Sin embargo, en el caso de la
(+)-catequina la sulfonacién se produce por apertura del anillo piranilo y formaci6n del
grupo Acido sulfénico en el carbono a del anillo B (Sears, 1972), siendo esta reaccion el
ejemplo clasico de los errores que se pueden cometer al generalizar las reacciones

propias de los flavan-3-ol a los taninos condensados oligoméricos.

El hecho de que la sulfonacién de las 5,7-dihidroxiproantocianidinas conlleve la
ruptura del enlace interflavanico, y no la formacién de sulfonatos poliméricos, tiene
implicaciones importantes para la utilizacion de esta clase de taninos. La sulfonacion
puede ser aplicada para reducir el peso molecular de los taninos y obtener productos de
condensacién con aldehidos, de aplicacién como adhesivos de madera (aldehido-tanino-
base).

Ruptura de los taninos condensados por catilisis basica. Los enlaces interflavanicos
de las proantocianidinas con anillos A de tipo floroglucinol son también altamente

susceptibles a la ruptura en medio alcalino. En presencia de un nucleéfilo como el
toluen-a-tiol, se produce la ripida ruptura del emlace interflavanico acompafada,

generalmente, de la ruptura del anillo piranilo con la subsiguiente isomerizacién y
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formacion de nuevos anillos piranilo, representados por el acido catequinico (Laks, 1987;
Kiatragrajai er al., 1982). Ya que la mayoria de las formulaciones para adhesivos tanino-
base suponen la solubilizacién en un medio de pH alto, estas reacciones de ruptura son
particularmente importantes. El aspecto més importante de estas reacciones que tienen
lugar en el desarrollo de adhesivos, es la facilidad de ruptura del enlace interflavanico,
y posterior recondensacién que pueden suponer redistribuciones y cambios de pesos
moleculares y en el caso de las procianidinas y prodelfinidinas, pérdidas de funcionalidad
del anillo floroglucindlico por la nueva disposiciéon. En el caso de profisetinidinas y
prorrobinetinidinas, la isomerizacién de los anillos podria inducir un incremento de
reactividad con los aldehidos (Laks et al., 1987).

2.4 Complejacién de los taninos.

La singularidad de los taninos vegetales respecto de otros metabolitos secundarios
radica no sélo en su naturaleza fendlica, sino también en la amplia variedad de tamafos
moleculares que presentan. Ambas caracteristicas determinan en gran medida la
capacidad que tienen los taninos en cuestién para complejarse fuertemente con otros
metabolitos de la planta, como proteinas (Haslam, 1989; Hagerman, 1989) y
carbohidratos (Haslam, 1989, Ya et al., 1989). Otros compuestos, entre ellos los
alcaloides, pueden unirse también a dichos taninos, pero los efectos fisiolégicos mas
importantes en el vegetal atribuidos a los taninos tienen que ver sobre todo con su

capacidad de interaccién con las proteinas.

Estid claro pues, que el estudio de las propiedades de complejacién de los
polifenoles y, en particular, el relativo a la especificidad de la interaccién con proteinas
y carbohidratos, debera aportar informacioén esencial acerca del confuso papel de estas

sustancias en el metabolismo de las plantas superiores.
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Tales estudios son también de gran significacién en muy diversos aspectos fuera del
ambito de la fisiologia vegetal, como en el establecimiento de la importancia ecolégica
de los taninos y de su utilidad practica. Por ejemplo, se reconoce que los taninos
vegetales juegan un papel decisivo en la formacion del humus y, en general, en el
desarrollo del perfil de los suelos y, por otra parte, la astringencia, propiedad de los
productos de plantas que contienen polifenoles influye notablemente en la aceptacién y
el valor nutricional de alimentos y bebidas. También depende de las propiedades de
astringencia, la capacidad de curtido de pieles de animales, caracteristica propia de los

extractos vegetales que contienen taninos (Haslam, 1989; Hagerman, 1989).

2.4.1. Interaccién con proteinas.

La formacién de complejos tanino-proteina es la forma més comin de interaccién
entre estos dos tipos de compuestos. Ello implica la aparicién de enlaces de hidrégeno
entre los grupos carbonilicos peptidicos de la proteina y los grupos hidroxilo fenélicos del
tanino, sin la intervencién de enlaces idnicos o covalentes (Gustavson, 1954; Loomis y
Battaile, 1966; Hagerman y Butler, 1981). Esta interaccién debida a enlaces de hidrogeno
viene reforzada por las interacciones hidrofébicas entre regiones no polares de ciertos
aminoécidos de las proteinas, como la fenilalanina, y las regiones no polares arométicas
del tanino (Oh ez al, 1980; Mc Manus et al., 1985).

La interaccién tanino-proteina se caracteriza por su especificidad, determinada
tanto por la proteina (Hagerman y Butler, 1981) como por el tanino (Asquith y Butler,
1986).

Esta interaccion especifica depende en primer término de la naturaleza quimica de
ambos componentes, resultando ser determinantes no solo las estructuras quimicas
primarias (presencia de grupos reactivos) sino también otras caracteristicas moleculares,

como el tamaiio y estructura secundaria o tridimensional, las cuales pueden resultar
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factores decisivos en la formacién de los complejos con la proteina.

Los taninos y las proteinas son multivalentes en cuanto que presentan en sus
moléculas varios posibles lugares susceptibles de formacién de enlaces de hidrégeno o
de interacciones hidrofébicas. En lo que a las proteinas se refiere, éstas difieren
considerablemente en su afinidad por un determinado tanino y, precisamente, el tamafo
relativo y/o la estructura abierta y flexible de algunas proteinas podrian explicar Ia

considerable mayor afinidad que presentan por el tanino.

Por otra parte, en la formacién del complejo tanino-proteina resultan también
decisivas las condiciones de la reaccion como pH, temperatura, composicién del
disolvente y tiempo de reaccién. Por ejemplo, la precipitacién de proteinas por taninos
es dependiente del pH, existiendo un pH 6ptimo, que coincide aproximadamente con el
punto isoeléctrico, PI, de dicha proteina (Hagerman y Butler, 1978). Esta dependencia
apoya la hipétesis de la implicacion de enlaces de hidrégeno en la interaccién tanino-
proteina; asi como también esta de acuerdo con el hecho de que la composicion del
disolvente puede ser un factor determinante en la formacién de] complejo tanino-
proteina. Estos complejos no pueden ser disociados por tratamientos con tampones
acuosos, pero si por detergentes, inhibidores de enlaces de hidrégeno, o disolventes
hidréfobos (Hagerman y Butler, 1980b; Martin y Martin, 1984). Ademas, cuando la
proporcién tanino/proteina y el pH son 6ptimos, los complejos que se forman son de
elevado peso molecular e insolubles en solucién acuosa (Calderon et al., 1968; Hagerman
y Butler, 1978 y 1980a).

En cuanto a la influencia de la composicién en aminodcidos de la proteina
destacaremos que las ricas en prolina, tales como el colidgeno y las prolaminas, son las
que presentan mayor afinidad por los taninos, ya que la prolina tiene un nitrégeno amino
secundario y asi el oxigeno adyacente es un buen aceptor del enlace de hidrégeno. El

colageno y sus derivados, tales como gelatina, son de importancia obvia en el fendmeno
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de curtido de pieles y las prolaminas, en la fabricacion de cerveza. Estas Gitimas proteinas
son solubles en alcohol y estan presentes en el grano de ciertos cereales incluyendo sorgo
y cebada, los cuales a su vez contienen taninos que, bajo ciertas condiciones, se unen a
las proteinas ricas en prolina (Asano ez al., 1982). Un tercer grupo de proteinas de
reconocido interés, son las proteinas de la saliva, también ricas en prolina. Su alta
afinidad por los taninos condiciona el consumo, por parte de los mamiferos, de las

plantas que los contienen (Mehansho ez al., 1987).

Como se ha mencionado, la estructura del tanino puede influir también en la
interaccion tanino-proteina. Una de las caracteristicas de las que cabria esperar una
mayor influencia es la forma tridimensional de dicho tanino (McManuset al., 1981, 1985).
Sin embargo, en algunas ocasiones, se han atribuido afinidades de proteinas similares por
ambos grupos de taninos, hidrolizables y condensados, a pesar de sus diferentes
estructuras tridimensionales (Martin y Martin, 1983; Hagerman y Klucher, 1986). Tanto
Ias moléculas de taninos condensados como hidrolizables llevan grupos orto-
dihidroxifendlicos con alta afinidad por las proteinas, pero la estructura molecular de los
elagitaninos es plana y redondeada, con los grupos fendlicos situados en la parte exterior,

mientras que la de los taninos condensados presenta disposicién en cadenas helicoidales.

El tamafio molecular del tanino si es, sin embargo, un factor determinante de la
interaccién con la proteina y asi, por ejemplo, los oligbmeros de flavanoles deben

contener al menos tres subunidades para ser efectivos como agentes curtientes (Roux,
1972).

En general, los estudios realizados sobre la interaccién tanino-proteina se han
llevado a cabo con compuestos purificados y han proporcionado importante informacién
sobre la naturaleza de las interacciones y los factores que las afectan. Sin embargo, en
muchos casos, estos estudios no son del todo satisfactorios y los resultados no pueden

extrapolarse a otras condiciones. En el medio natural, debe considerarse la posibilidad
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de efectos sinérgicos y antagénicos que se producirian al estar preséntes mezclas de
compuestos fendlicos en mezclas de proteinas. Asi, por ejemplo, la velocidad de reaccion
en las interacciones tanino-proteina se ha visto influida considerablemente por la
heterogeneidad del preparado ténico (Hagerman y Robbins, 1987). Por otra parte, las
condiciones de reaccién utilizadas en el laboratorio puede que no hayan sido, en muchas
ocasiones, las adecuadas para una completa y global reproduccion de las interacciones
tanino-proteina, producidas en sistemas naturales o industriales. Asi, durante el proceso
de fabricacién de bebidas alcohélicas, la polimerizacién oxidativa de fenoles hace que el
tipo de compuéstos fendlicos presente esté en constante variacion (Asano et al., 1984).
También en aquellos sistemas biolégicos en los que el tanino actia reduciendo la
digestibilidad, la interaccién real de éstos con las proteinas es muy variable ya que a lo
largo de su tramsito por el tracto gastrointestinal los taninos estin sometidos a amplia
variacién de factores tales como pH y presencia de sustancias detergentes entre otros

determinantes de la interaccion tanino-proteina (Martin et al., 1985).

2.5 Biosintesis.

Las plantas vasculares terrestres sintetizan, ademas de polimeros estructurales
mayoritarios como celulosa y lignina, una amplia gama de otros productos del
metabolismo secundario: lignanos, acidos fendlicos, taninos, alcaloides, terpenoides etc.,

cuya funcién en el vegetal para la mayoria de ellos es atin desconocida.

Se considera que, en términos generales, los productos del metabolismo secundario
de las plantas tienen papeles importantes en su crecimiento y desarrollo, asi como en sus
mecanismos de respuesta a condiciones ambientales desfavorables. En particular, los
taninos, aunque considerados inicialmente como meros productos de desecho, hoy en dia
son contemplados, principalmente, como parte del mecanismo de defensa general de los

vegetales.
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Flagitaninos y proantocianidinas son compuestos que presentan semejanza en
muchas de sus propiedades bioldgicas, quiz4 en razén de que ambos tienen en comiin el
ser capaces de precipitar proteinas, pero es obvio que sus rutas biosintéticas no tienen
por qué ser coincidentes y, de hecho, son muy diferentes. Asi, el precursor de los
elagitaninos, el 4cido gélico, parece ser biosintetizado directamente a partir del 4cido
siquimico, y sin embargo, las proantocianidinas son productos de las rutas biosintéticas
generales: fenilpropanoides y malonil CoA. Por su implicacion en el metabolismo general
de los fenilpropanoides, se considera a dichas proantocianidinas como uno de los
metabolitos mayoritarios mas costosos para la célula vegetal, junto con la lignina y las
proteinas, ya que a su formacién se destina una parte significativa de la energia
fotosintética. Por otra parte, la ruta de los fenilpropanoides, a la vez que lleva a la
formacién de las proantocianidinas, juega un papel importante en procesos metabdlicos
generales: asi, la actividad de dicha ruta contribuye al mantenimiento de los niveles de
nitrégeno inorgénico disponible, bajo condiciones limitantes de nitrégeno o de alta
relacién C/N. En la figura IL.18 se ilustran las relaciones metabdlicas de los taninos
condensados y elagitaninos con otros biopolimeros mayoritarios de los vegetales (Lewis

y Yamamoto, 1989).

2.5.1 Ruta biosintética de los acidos siquimico y corismico.

La biosintesis de los 4cidos siquimico y corismico (fig. I1.19) tiene lugar a partir de
los metabolitos precursores fosfoenol-piruvato (PEP) y D-eritrosa-4-fosfato (E-4-P),
productos de la glicdlisis y del ciclo de las pentosas-fosfato, respectivamente. Estos
intermediarios metabélicos se unen para dar el primer producto propio de esta ruta, el
acido 3-desoxi-D- arabinoheptulosénico-7-fosfato (DAHP), en una reaccién catatizada por
DAHP sintetasa (DS). El DAHP se transforma en 3-deshidrosiquimato (3-DHS) via 3-
deshidroquimato (3-DHQ). En las siguientes transformaciones se producen,
sucesivamente, acido siquimico (SA), siquimil-3-fosfato (S3-P), S-enolpiruvilsiquimato-3-
fosfato (5-EPSP), y 4cido corismico (CA) (Dewick, 1985; Ganem, 1978; Floss, 1986).

57



Introduccion

co,H,o [mrsacmms]
mews / I:CIDOS NUCLEICOS] NH,
TANINOS RUTA /
Sacarosa = ;':::’;: HDROLIZABLES FENLALANNA.-
me CINAMATO
r Acido géfico )
Ruta -~ — -
Gicollica E 4-p / ~
pép — N RUTA | FPhe _| \
SIGLMATO Tor
) . |
| s affatico / &dldo
inoécid
| e ami Ds\ EROTEIHLAE‘_T] p-cumérico
Acetll CoA
S malonil CoA —_— I
-~ Flavanol uniones
Ciclo [LPDoS] | Steres
ca
ficiddo mevaldnico E’GN‘”‘@
co
Yy [seerru]
polisoprenoides

FIGURA 1.18 Relacién metabdlica entre proantocianidinas y taninos hidrolizables, y otros
biopolimeros {Lewis y Yamamoto, 1989).

Todas estas reacciones ocurren aparentemente en el compartimento plastidico de
plantas superiores, pero también el citosol puede contener los enzimas responsables,

aunque en niveles inferiores.

2.5.2 Ruta del 4cido p-cumdrico via fenilalanina y tirosina.

La formacidn del 4cido cumarico supone el punto de partida de la ruta general de

los fenilpropanoides como se ilustra en la figura I1.20.

La ruta de sintesis del dcido cumérico se conoce s6lo en parte. Asi, se sabe que el
acido corismico sufre una reordenacion 3,3’ sigmatropica catalizada por corismato mutasa,
para dar acido prefénico (Ganem, 1978; Dewick, 1985; Floss, 1986; Singh y Connelly,

58



Introduccion

CH,
HO,C kQ(@ Com HO, 4C0.H COo.H
PEP (i) o Boc o (1) . () *Q
CHO Hoj\,}ou LN 0P,
OH OH OH OEH
oH
Ho® DAHP 3-DHQ 3-DHS
E-4-P
(iv)
CH,
HO,C l\0@)
coM coH COH cCoM
Ol g N
. o)'\co,u (v||)®0\\\\ y OJKCO?H (vi) @™ Vo (v) e YoH
OH OH GH OH
CA 5-EPSP S-3-P SA

() Acido 3-desoxi-D-arabinoheptulosénico-7-fosférico, (DAHP sintetasa)
(If) 3-Deshidrosiquimato sintetasa
(ill} 3-Deshidrosiquimato deshidratasa

(v} Siguimato deshidrogenasa

(V) Siquimato quinasa

(V) 5-Enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintetasa

{Vll} Corismato sintetasa

FIGURA 11.19 Ruta biosintética de los 4cidos siquimico y corismico (Lewis y Yamamoto, 1989).

1985). Pero sobre el mecanismo de las siguientes transformaciones, que dan lugar a la

fenilalanina y tirosina, existe aiin una cierta confusién. En general, ha sido més o menos

aceptado que en las plantas el acido prefénico se transforma en fenilalanina y tirosina via

transaminacion de fenilpiruvatoy 4-hidroxifenilpiruvato, respectivamente, aunque, muchas

plantas herbiceas utilizan otra via, a través de arogenato. El 4cido cumarico se produce

finalmente, por desaminacién de los anteriores aminoacidos, bien sea directamente, o

bien via 4cido cindmico (Lewis y Yamamoto, 1989) y, en cualquier caso, el nitrégeno de

dicha desaminacién puede ser reutilizado en otros procesos del metabolismo primario.
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FIGURA 11.20 Ruta biosintética del &cido p-cumérico a partir del acido corismico (Lewis y Yamamoto,
1989).

2.5.3 Biosintesis de los galotaninos.

La ruta biogénica que conduce a la sintesis del 4cido gélico es, en parte, atin
desconocida, habiendo sido propuestas las tres rutas diferentes que se resumen en la
figura I1.21 (Haslam, 1989; Lewis y Yamamoto, 1989). Las rutas a y b suponen la sintesis
del acido galico a partir de fenilalanina. En el primer caso (via a) se postula una ruptura,
por B-oxidacion, de Ia cadena lateral del aminoicido dando un supuesto intermedio,
acido 3,4,5-trihidroxicinamico, que no ha sido encontrado nunca como producto natural
en los vegetales (Zenk, 1964). De la ruta alternativa b, propuesta por El-Basyoani et al.
(1964), es importante destacar que la serie de transformaciones que incluye: dcido
cinamico—acido caféico—4cido protocatéquico—»acido galico, no han sido puestas en

evidencia en una misma especie vegetal.
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FIGURA 11.21 Rutas biosintéticas propuestas para el acido gélico (Lewis y Yamamoto, 1989).

Anteriormente, Conn y Swain (1961) habian sugerido que el 4cido gélico se
formaba directamente a partir del 4cido siquimico via 4cido deshidrosiquimico (ruta c).
Las posteriores investigaciones de Dewick y Haslam (1969), Saijo (1983) y Amrhein ez
al. (1984), apoyan también la idea de la biosintesis del 4cido galico a partir del 4icido

siquimico y no de la fenilalanina como se acaba de exponer.

Las etapas posteriores a la formacién del dcido gélico en la biosintesis de los
galotaninos se esquematizan en la figura I1.22. Se ha establecido que el 4cido gélico es
activado por transesterificacion, en la que interviene UDP-D-glucosa, y no derivados de
CoA, para producir 8-O-glucogalina® (Haddock ez al., 1982a,b,c; Haslam, 1982). La 8-O-

glucogalina sirve como donador y aceptor de electrones en las etapas siguientes de la
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sintesis de B-glucopentagalina (Gross, 1983; Schmidt et al., 1987). Los enzimas

responsables de la catélisis son diferentes para cada etapa de la biosintesis.

La informacién sobre la formacién de enlaces meta-depsidicos en la biosintesis de
los galotaninos es escasa y poco concluyente. Parece ser que en este caso la activacion

del 4cido galico puede ocurrir via el éster de CoA correspondiente (Gross, 1989).

OH oG*
HORL- O, s L. ko O\ o5 & _
HO 2 -Glc HO -Glc
3 OH OH
p-O-glucogalina
oG . 0G
HO/&/ o6 - - Ho/ﬂ, oG ..:_E(_;_..
* -Gle
HO e GO oG
|
oG c=0
* (o}
GOGO oG G=
OH

$-glucopantagalina

FIGURA I1.22 Ruta biosintética de 8-glucopentagalina. G =#-O-glucogalina (Lewis y Yamamoto,1988).

2.5.4 Biosintesis de elagitaninos y estructuras relacionadas.

Se desconocen, por el momento, los mecanismos implicados en el acoplamiento del
grupo galoilo para formar el 4cido hexahidroxidifénico, intermedio en la formacion de
una amplia gama de elagitaninos. Se ha sugerido que dicha biosintesis se hace via ruptura

del anillo aromatico seguida de procesos de oxidacién y/o reduccién (Hillis, 1985). La
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enzimologia de estos procesos y la secuencia de intermedios también son desconocidos

en la actualidad.

En la figura I1.23 se ilustran algunos de los metabolitos mas comunes con D-

glucosa como poliol (Porter, 1989a).
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FIGURA 11.23 Relacion estructural y biosintética entre galotaninos y elagitaninos.G=galoilo, G-
G =(S)-hexahidroxidifencilo,4 =8-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glucosa,5=2,3,4,6-tetragaloil-
D-glucosa, 6=eugeniina, 7=casuarictina, 8=tellimagrandina |, 9=pedunculagina,
10=casuariina, 11=castalagina (Porter, 1989a).

2.5.5 Biosintesis de taninos condensados.

La unidad bésica de las proantocianidinas y de los flavan-3-ol relacionados consiste
en una molécula flavanoidea C,-C,-C; que es sintetizada mediante una ruta biosintética
doble que parte de malonil-CoA y 4-cumaroil-CoA (fig. I1.24). Los grupos hidroxilo del
anillo A proceden de las unidades acetato del malonil-CoA, mientras que los

correspondientes a los anillos B y C proceden de hidroxilaciones especificas. Dos formas
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estereoquimicas son cominmente encontradas, ¢l isémero 2,3-tfrans (2R, 3S) y el isémero
2,3<cis (2R, 3R), debidas a la estereoquimica del C-3. Aunque se han detectado
compuestos de configuracion 25, la presente discusion sobre la biosintesis se limitara para
las formas 2R que son las mas comunes. Ademas, se pondra mas énfasis en la ruta
biosintética mas usual y conocida, la referente a la biosintesis de proantocianidinas con

anillo A 5,7-dihidroxi y con uniones interflavanicas 4-8.

Por lo que respecta a las unidades de flavan-3-ol, éstas son sintetizadas segin las
siguientes etapas (fig. I1.24): a) condensacién de tres unidades C, procedentes de malonil-
CoA con una unidad de 4-cumaroil-CoA (C,-C,) para formar la molécula flavanoidea
base C,-C;-C,, seguida de una isomerizacion que cierra el anillo C y estabiliza la
esteroquimica de] anillo B en el C-2; b) hidroxilacién de las posiciones 3y 3, y en
algunos casos de la 5°; c) reduccidon de la 3-hidroxiflavanona al 3,4-diol
(leucoantocianidina), seguida de una bifurcacion de la ruta metabdlica; d) algunas de las
unidades 3,4-diol son reducidas a flavan-3-ol, mientras, ¢) otras se transforman en
unidades de "extensidn"; finalizindose con f) condensacién en el C-4 de una o més
unidades de "extensi6n", con el C-8 de una cadena preexistente o un flavan-3-ol iniciador
de una nueva cadena (Grisebach, 1985; Heller y Forkmann, 1988; Stafford, 1989 y 1993).

Se conoce en la actualidad la enzimologia, in vitro, de la biosintesis de los 2,3-
transflavan-3-oles y de las proantocianidinas oligoméricas 2,3-frans excepto para la etapa

de condensacidn final que conduce a la formacién de los oligémeros.

La ruta de biosintesis hasta 3,4-dioles (leucoantocianidinas) se solapa con la de las
antocianidinas, y se ha postulado que la regulacion de las rutas de flavan-3-ol y
proantocianidinas corre a cargo de la primera etapa: la sintesis de la unidad C,-C;-C4 por
la accion de calcona sintetasa. Los responsables de la regulacién parecen ser complejos
multienzimaticos asociados con las vesiculas del reticulo endoplasmico (Hrazdina y
Wagner, 1985; Ryder et al., 1987).
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FIGURA I1.24 Ruta biosintética de flavan-3-cles y proantocianidinas. R=H o OH; u.i.=unidad inicial;
u.e.=unidad de extensién (Stafford, 1988).

Las etapas exclusivas para la ruta biosintética de flavan-3-oles y proantocianidinas,
mostradas en la figura I1.24, son las correspondientes a la formacion de flavan-3-oles por
la accion de reductasas dependientes de NADPH (Stafford y Lester, 1985) y las etapas

postuladas de condensacidon para formar los oligdbmeros (Roux y Ferreira, 1985;
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Hemingway y Laks, 1985). Se asume que el desconocido enzima condensante, que cataliza
la dltima etapa de la biosintesis de los oligbmeros con su correspondiente
estereoisomeria, contiene lugares de reunién para las dos formas de flavan-3-ol, unidad
inicial y terminal de la cadena, y para el carbocatién quinénico intermedio, derivado de
los 3,4-dioles.

2.6 Significacién biolégica de los taninos.

La importancia biolégica de los taninos se extiende, al menos, en dos amplios
aspectos: a) el correspondiente a su funcién como metabolitos especializados del vegetal,
y b) aquellos relativos a los efectos reales y potenciales que produce la planta que los
contiene, segin ésta vaya a ser ingerida por los animales o, una vez recogida, procesada
de alguna manera para su utilizacién como alimento o como material renovable, entre

otros usos.

Al contrario de lo considerado hasta ahora, los taninos son mucho més que meros
productos de desecho del vegetal, ya que se trata de componentes activos de ]as plantas,
tanto en condiciones fisiol6gicas normales como en las desfavorables para su desarrolio.
Concretamente, se piensa que los taninos condensados e hidrolizables podrian jugar
papeles importantes en la regulacién del crecimiento, y en la adaptacién y defensa de las
plantas frente a condiciones o agentes tales como estrés medioambiental, lesiones,

enfermedades y ataques de depredadores.

La significacién relativa de los taninos en las citadas funciones viene sugerida por
su localizacién en el vegetal, ya que se presentan, por un lado, en zonas de activo
crecimiento y, por otro, en las envueltas externas del vegetal (Chalker-Scott y Krahmer,
1989). La mayoria de los taninos se encuentran en la pared celular, pero también con

frecuencia se hallan almacenados en vacuolas, desde donde, ante condiciones adversas
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ocasionadas tanto por agentes abidticos como bidticos, se produce su liberacién, seguida
de la disociacién enzimitica de sus enlaces éster. Este proceso puede coincidir con la
modificacién rdpida de ciertos componentes celulares tales como enzimas y otras

proteinas.
2.6.1 Funciones de los taninos en las plantas.
2.6.1.1 Regulacion del crecimiento.

Como ya se ha adelantado, hoy en dia ]a idea mas aceptada sobre la funcién de los

taninos en el vegetal es la de su implicacion en la regulacién del crecimiento vegetal.

En primer lugar, hay que considerar la razon de la presencia de estos compuestos
en las semillas. Los compuestos fenélicos inhibidores del crecimiento, localizados en sus
capas mas externas podrian servir para prevenir la germinacién prematura de las semillas
o la germinacién en condiciones desfavorables para el desarrollo del embrion.
Concretamente, en la inhibicién de la germinacién parecen estar implicados distintos
procesos de produccién enzimética de suberina impermeable, de taninos condensados y
de ligninas, entre otros compuestos (Espelie ez al., 1980; Aastrup et al, 1984; Egley et al.,
1985; Aparicio-Tejo et al., 1986). Esto no sélo lograria impermeabilizar al agua la
cubierta de la semilla, si no también restringir el intercambio de gaseé a su través, y asi
conseguir la proteccién del embrién frente al estrés ambiental y también frente a los

agentes de enfermedad.

Por otra parte, la presencia de compuestos fendlicos en ciertos tejidos vegetativos
y reproductores de los vegetales sugiere que pueden tener un papel activo en su
crecimiento y desarrollo. Dependiendo de la reactividad potencial con ciertas proteinas
y enzimas, los compuestos fenélicos de las plantas se clasifican en “inhibidores" o

"estimuladores del crecimiento”. Los estimuladores, derivados de o-dihidroxi- y

67



Introduccion

trihidroxifenoles, como el acido caféico, que poseen grupos hidroxilo altamente reactivos,
pueden inactivar el enzima acido indolacético oxidasa (IAA oxidasa), inhibiendo asi la
descarboxilacién de la fitohormona. Por el contrario, los monohidroxifenoles, como el
acido p-cumarico, y los 4cidos cindmicos no hidroxilados, que carecen, por tanto, de
grupos hidroxilo contiguos, no inhiben la actividad IAA-oxidasa y son considerados

inhibidores del crecimiento (Beckman et al., 1974).

Los estudios realizados sobre yemas y otras partes vegetativas de las plantas
corroboran, en general, la idea de la participacion activa de los compuestos fenélicos en
el crecimiento, pero hay controversia en cuanto a si su accién es propiamente reguladora.
Aunque algunos de estos supuestos reguladores enddgenos fendlicos se encuentran fuera
de la vacuola, en compartimentos donde podrian actuar sobre las rutas metabdlicas, se
cuestiona si la concentracién de estos compuestos in vivo llega a ser suficientemente
elevada como para funcionar de una manera reguladora. No obstante, ante la enorme
cantidad de experiencias al respecto, parece posible que estos compuestos fendlicos
actiien como estimuladores o inhibidores no hormonales del crecimiento (Kefeli y
Dashek, 1984).

2.6.1.2 Inhibicién de depredadores, parasitos y competidores

En las plantas se han descrito mecanismos de antidepredacion tanto activos como
pasivos. Se entiende por mecanismo activo al proceso de defensa que se desencadena en
respuesta al ataque del depredador. Un ejemplo es el de la resistencia de la planta de
lechuga a los 4fidos de raiz, que es atribuido al incremento de la sintesis de compuestos
fendlicos, puesto de manifiesto en las plantas atacadas por el depredador (Cole, 1984).
Por el contrario, se tratard de un mecanismo de defensa pasivo cuando los factores
responsables de la antidepredacién se encuentran ya presentes en el vegetal, en el lugar
de accién, con anterioridad al ataque del depredador: como tal podria considerarse el

frecuente almacenamiento de taninos que se observa en vacuolas (Hendry, 1986).

68



Introduccion

La antidepredacion se ha podido correlacionar, a menudo, con el alto contenido
'en compuestos fendlicos presentado por algunas especies vegetales potencialmente
susceptibles de pasto; lo que podria actuar, entre otras cosas, como elemento disuasorio
para los herbivoros. Ademis, debido a que estos compuestos fendlicos tienen posibilidad
de reaccionar facilmente con proteinas y enzimas de la saliva del animal, los taninos
podrian formar parte del mecanismo quimico general de defensa de las plantas contra
la depredacion y asi, también ser factor determinante de la coevolucién planta-animal
(Beart et al., 1985; Clausen y Reichardt, 1992). Asi, ha sido referido que un relativamente
alto contenido en taninos condensados reduce la palatabilidad de hojas de Barteria
(Waterman er al., 1984), Machaerium (Yokoyama y Hackey, 1987) y Quercus (Scalbert y
Haslam, 1987).

A pesar de la cantidad de datos de que se dispone por el momento, se desconoce
realmente e] mecanismo o mecanismos por los que los taninos condensados reducen o
inhiben la depredacién. Varias teorias son contempladas, todas ellas, basadas en la
disminucién, bien de la ingestién, o bien de la asimilacion del alimento por el animal
(Butler, 1992).

Por otra parte, existe también interés sobre la relacion entre los taninos y la
depredacién de tejidos vegetales por insectos o més concretamente sobre la implicacion
de los taninos en los mecanismos de resistencia quimica de las plantas contra los insectos
(Schultz, 1989). Por el momento, estos aspectos no han sido suficientemente estudiados
y faltan, sobre todo, los bioensayos decisivos para poder llegar a atribuir a un compuesto,
en este caso a los taninos, las propiedades insecticidas o atrayentes que segiin los casos
se les asignan. Se acepta que los flavonoides de muchas plantas, debido a su coloracion,
juegan un papel esencial como atrayentes para los insectos polinizadores y asi serian un

factor primordial en la evolucién insectos-plantas.

Pero, por otra parte, a pesar de que las antocianidinas parecen presentar efectos
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beneficiosos en los mamiferos, se sugiere la idea de que estos compuestos podrian formar

parte del mecanismo de defensa de las plantas frente a los insectos.

En cuanto a las propiedades insecticidas de los taninos, los pocos ejemplos
descritos se refieren a flavonoides y por otra parte adolecen por lo general de una
demostracién inequivoca de su toxicidad en insectos. Sin embargo, estos taninos, por su
sabor amargo, serian un factor de antidepredacién frente a los insectos, al igual que en

el caso de los herbivoros .

2.6.1.3 Resistencia a enfermedades.

Aunque se desconoce, por el momento, casi todo acerca de los mecanismos de
resistencia de las plantas a las enfermedades, es un hecho constatado la gran longevidad
relativa alcanzada por las especies arboreas, la cual parece deberse a la alta resistencia
a muy diversos agentes patdgenos, en lo que parecen estar implicados mecanismos de
defensa tamto activos como pasivos. La idea mds generalizada es la de que los
mecanismos activos de defensa se dan sélo en las partes vivas del drbol, en respuesta a
ciertos tipos de estimulos como son las lesiones o ataques por hongos. En este iltimo
caso, en las llamadas "zonas de reaccién” se producen compuestos téxicos denominados
fitoalexinas, y, como consecuencia final de esta respuesta activa, tiene lugar la
compartimentacién de la zona infectada con la creacidn de barreras fisicas y/o quimicas

que evitan la extension del hongo (Kemp y Burden, 1986; Laks, 1988).

Barreras similares de resistencia a diversas enfermedades han sido descritas en
respuesta a lesiones o infecciones producidas por otros patégenos. En numerosas especies
arboreas como haya (Ostrofsky er al., 1984), Prunus (Feucht er al., 1986; Biggs, 1986) y
pino (Walkinshaw, 1989), se ha puesto de manifiesto con frecuencia el incremento del
contenido de compuestos fendlicos en las paredes celulares como respuesta a la lesién

o infeccién, lo cual induce, en muchos casos, la inmunizacién contra la enfermedad (Kuc,
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1982; Ostrofsky et al., 1984).

Por otro lado, se han descrito casos de resistencia de especies arbéreas o de tejidos
especificos a enfermedades diversas por mecanismos pasivos. Parece ser que dicha
resistencia se relaciona con un contenido inherente mayor de compuestos fenélicos; por
ejemplo, las raices de especies resistentes a la podredumbre como pacana, kaki y
maracuya, tienen un contenido mayor de dichos compuestos que especies susceptibles,
tales como manzano, almendro y melocotonero (Sztejnberg et al., 1983); y en variedades
de tomates (Bhathia et al., 1972), rosales (Conti et al, 1986) y algodoneros (Mace y
Howell, 1974; Mace et al., 1978), resistentes a diversas enfermedades, se encontraron

mayores concentraciones de taninos y de sus precursores que en variedades susceptibles.

Mas concretamente, las bases bioquimicas de la resistencia podrian consistir, a
veces, en la activacién de enzimas responsables de la sintesis de compuestos fenélicos,
ya que se ha observado que ciertas actividades enziméticas son, a menudo, superiores en
los hospedadores resistentes que en los sensibles (Friend, 1981). Parece ser que enzimas
como la fenilalanina amonio-liasa (PAL), polifenol oxidasa (PPQ), difenil oxidasa (DPO)
y peroxidasas tienen que ver con la resistencia a ciertas enfermedades (Venere, 1980;
Friend, 1981; Bell, 1981), y precisamente tales actividades enzimaticas estan implicadas
en la formacién de compuestos fendlicos, tales como taninos o, mis en general,
flavonoides oxidados. Estos compuestos podrian llegar a formar parte de tejidos
impermeabilizantes del vegetal, y por otra parte, por su caricter astringente (inhibicién
enzimatica), presentar propiedades antimicrobianas (Mace y Bell, 1978; Mace y Howell,
1974; Howell et al., 1976; Scalbert, 1991).

2.6.1.4 Respuesta a estrés.

Existe una considerable variacién cualitativa y cuantitativa en los compuestos

fendlicos de las plantas sometidas a diversos tipos de estrés. A parte del efecto ya
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comentado, producido por el atagque de agentes bidticos, podemos considerar que el
contenido de compuestos fendlicos puede venir determinado por muchos y diversos

factores ambientales.

En general, cualquier tipo de lesién mecéanica puede conducir al incremento de la
sintesis de estos compuestos y/o a su acumulacion especifica en las paredes celulares

(Biddington, 1985; Feucht et al., 1986).

También se ha observado que el estrés nutricional tiene un importante efecto en
los niveles de compuestos fendlicos en los tejidos vegetales. Deficiencias en nitrégeno,
fosfatos, potasio y otros elementos producen su acumulacién ademias de provocar
procesos de lignificacidn y suberinizacién (Gershenzon, 1983; Dicosmo y Towers, 1983;
Tiarks ef al., 1989).

Por 1ltimo, entre los agentes causantes de la acumulacién de compuestos fenélicos
hay que incluir: toxicidad de elementos metélicos como cadmio (Fuhrer, 1982), shock
térmico (Stermer y Hammerschmidt, 1984), estrés hidrico (Pizzi y Cameron, 1986) y
exceso de radiacion UV (Caldwell et al.., 1983). Debido a sus propiedades antioxidantes
y a su capacidad de captacion de radicales libres, los polifenoles y los oligbmeros
relacionados podrian ser los metabolitos de respuesta generalizada en los vegetales a
diversos tipos de estrés, produciendo un efecto protector por estabilizacién de las

membranas citoplasmaticas.

2.7 Aplicaciones en la Industria Quimica y Farmacéutica.

La abundancia y la amplitud de distribucién de los taninos en los vegetales ha
motivado el continuo interés acerca de su posible utilizacién en la industria quimica y

farmacéutica; sin embargo, por otro lado, la variedad de poliflavanoles y elagitaninos
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presentes en las plantas, y su frecuente asociacién con otros constituyentes celulares asi
como las dificultades existentes para su aislamiento y purificacién, son inconvenientes
para su aprovechamiento. El futuro de la aplicacion de estos compuestos en la industria

quimica depende, en gran medida, de como lleguen a resolverse estas limitaciones.

Las fuentes principales de taninos son la corteza y madera de los arboles y las
cascaras de frutos. La mayoria de los taninos utilizados en la industria son los obtenidos
de la corteza y de la madera de acacia y de quebracho, procedentes de Surafrica y
Suramérica. Sin embargo, es preciso considerar que la corteza o madera, tanto de otras
especies arbéreas como de otras localizaciones, y disponibles en gran cantidad, podrian

llegar a ser también atiles como fuentes potenciales de taninos.

Una de las aplicaciones principales de los taninos ha sido en la industria del curtido
de pieles para la obtencién de cuero, en la que los taninos procedentes de acacia y
quebracho son considerados de muy buena calidad, ya que penetran rapidamente en la
piel y dotan de un color luminoso al producto final. Aunque Ia tecnologia del curtido de
pieles tiene una larga historia, el conocimiento sobre los mecanismos de interaccién entre
taninos y proteina animal es reciente y por ahora limitado. Se sabe que la estructura
quimica de] flavanol, la capacidad de penetracién del tanino y la capacidad de fijacion
en la piel animal son los factores méas importantes, que condicionan la calidad del cuero
obtenido (Bliss, 1989; Pauckner, 1992; Krisper et al., 1992).

Otra importante utilidad de los taninos, en particular de los taninos condensados,
esti en la industria de obtencion de adhesivos, especialmente para madera de
conglomerado. Han sido descritas una amplia variedad de formulaciones de adhesivos
derivados de taninos condensados, en las que estas sustancias son frecuentemente

utilizadas como coaductos junto con otros polimeros sintéticos, para conseguir adhesivos
efectivos (Pizzi, 1983, 1992 y 1993).
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La aplicacién mas prometedora de los taninos de coniferas esta en la obtencién de
adhesivos para laminados de encolado en frio, donde los taninos son utilizados en
sustitucién del fenol o resorcinol, en un sistema resorcinol-formaldehido (Kreibich y
Hemingway, 1989; Kreibich, 1989; Tisler, 1992). Otras formulaciones, como los sistemas
tanino-isocianato, son de interés al no emitir o emitir muy poca cantidad de
formaldehido, satisfaciendo asi las rigurosas exigencias para materiales compuestos de

madera, en cuanto a la emision de formaldehido se refiere (Dix y Marutzky, 1989).

Debido a las propiedades antimicrobianas de los taninos (Laks, 1987; Scalbert,
1991), estos compuestos son contemplados en la investigaci6én actual de 4reas tan diversas
como, por ejemplo, la conservacion de alimentos y la proteccién de la madera,
habiéndose obtenido, especialmente en esta dltima faceta, buenos resultados (Laks,
1989b; Tisler, 1992). Numerosos estudios han demostrado que las formulaciones basadas
en complejos poliﬂaﬁanoles—cobre son eficaces protectores de madera. Su utilizacién
presenta numerosas ventajas debido al reducido impacto ambiental durante la fabricacién
y aplicacidn, y también ante la mayor seguridad que presentan para el personal dedicado
al tratamiento de maderas, frente a otros tratamientos mas convencionales, derivados de
la petroquimica (Laks, 1989b).

Ademés, a los taninos se les ha atribuido importantes propiedades de insecticidas
y biocidas en general. La toxicidad para los escarabajos de los taninos condensados de
las cubiertas de las semillas de legumbres ha sido demostrada en el caso de Vicia faba,
cuyos taninos inhibieron el desarrollo de Callosobruchus maculatus (Boughdad et al.,
1986). El crecimiento de las larvas de Heliothis virescens resulté fuertemente inhibido por
cianidin-3-glucésido (Hedin et al., 1993).

Otras muchas actividades biolégicas de los taninos los hacen potencialmente ttiles
en la industria farmacéutica: actividad antiviral, actividad antitumoral, inhibicion de la

peroxidacion de lipidos, disminucién de capacidad mutagénica o disminucion del
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contenido de urea en sangre, entre otras actividades (Miyamoto et al.., 1987, Okuda et

al., 1989).

En general, los taninos hidrolizables o elagitaninos han resultado ser los
responsables de las multiples actividades bioldgicas atribuidas a un buen niimero de
plantas medicinales. Elagitaninos tales como oenoteina B, rugosina E, rugosina D, gemina
Ay coriariina A han mostrado importantes propiedades antitumorales, y parece que esta
propiedad depende de que los elagitaninos en cuestién posean una estructura dimérica,
con varios grupos galoilo unidos al anillo de glucosa (Miyamoto ef al.., 1987; Okuda et
al., 1989b).

2.8 Andlisis de los taninos.

Se han desarrollado muy numerosos y diferentes ensayos para dar respuesta a la
necesidad de estimar el contenido de taninos en productos naturales destinados a la

industria, o bien por simple interés cientifico.

Los métodos de valoracion de taninos difieren considerablemente, tanto en la
reaccién quimica en que se basan como en el grado de especificidad. A pesar de ello,
como es usual, no se dispone de métodos mas o menos universales, validos para cualquier
tipo de muestra. Asi, en una gran parte de los casos, se hace dificultosa la seleccién del
ensayo mas apropiado (Okuda et al., 1989a; Hagerman y Butter, 1989; Waite, 1991;
Scalbert, 1992).

Ante la posibilidad de eleccién para el analisis de taninos entre un método quimico
o un método de precipitacion de proteinas, el principio general a considerar es, que los
primeros son particularmente tutiles para su valoracién cuantitativa o el esclarecimiento

de sus estructuras quimicas; mientras que los métodos basados en la complejacién con
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proteinas informan, sobre todo, acerca de la actividad biolégica potencial del tanino en

una muestra dada.

2.8.1 Analisis cuantitativo.

2.8.1.1 Métodos quimicos.

Ensayo de fenoles totales. Los taninos son compuestos ricos en grupos fendlicos,
de tal forma que los métodos itiles para la determinacion de fenoles pueden ser
utilizados también satisfactoriamente en el anélisis de taninos. Los métodos mas comunes
para la determinacién de fenoles totales son el método de Folin (Folin y Denis, 1915;
Singleton y Rossi, 1965) y el del Azul de Prusia (Price y Butler, 1977), basados ambos en
las propiedades redox de los fenoles. Hay que tener en cuenta que estos métodos no
diferencian entre fenoles tinicos y no tédnicos; o incluso entre compuestos fendlicos y

otros no fendlicos facilmente oxidables, como el acido ascérbico.

El método de Folin se basa en la oxidacion de los fenoles, en medio basico,
mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de complejos de los 4acidos
fosfowolframico y fosfomolibdico), produciéndose, por reduccién del reactivo, una mezcla

de complejos de wolframio y molibdeno que presenta una coloracion azul caracteristica.

En el caso del método del Azul de Prusia, se produce, en primer lugar, una
reduccion del i6n férrico a i6n ferroso a la vez que Ia oxidacion del fenol, seguidas de la

formacién del complejo iénico ferricianuro ferroso (Azul de Prusia).

En la determinacién de taninos, la formacién de complejos fenol-metal coloreados
también tiene utilidad. En particular, la diferente coloracion de los complejos formados
por el ién férrico en medio neutro, con los taninos hidrolizables y con los taninos

condensados ha sido considerada, en algunos casos, como criterio o caracteristica
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diferencial importante en la distincién de ambas clases de taninos (Mole y Waterman,

1987a), aunque no siempre haya sido posible dicha distincién (Grove y Pople, 1979).

M¢étodos especificos de taninos condensados.

Método del butanol-dcido. Se trata de un método especifico de analisis de
proantocianidinas, siempre y cuando se optimicen las condiciones de reaccion (Swain y
Hillis, 1959; Bate-Smith, 1973a; Porter et al., 1986). El método se basa en la valoracion,
mediante espectrofotometria UV-VIS, de las antocianidinas procedentes de la ruptura
oxidativa de los enlaces interflavanicos de las proantocianidinas poliméricas, reaccion que

es llevada a cabo por calentamiento en medio butanol-acido (fig. II.16).

Los flavanoles monoméricos no son detectados en las citadas condiciones de
reaccion apropiadas para polimeros. Sin embargo, modificando dichas condiciones, por
ejemplo, con la supresion del calentamiento, las leucoantocianidinas pueden ser valoradas

por este mismo método (Watterson y Butler, 1983).

La principal limitacién del método del butanol-acido es que el rendimiento es
generalmente bajo, aunque puede ser mejorado dependiendo de la estructura de las

proantocianidinas y de las condiciones de reaccién (Porter et al., 1986).

Método de la vainillina. Es un método selectivo, sensible y sencillo para la
valoracion de flavanoles y proantocianidinas (Sakar y Howarth, 1976). Asi pues, puede
ser 1til en la determinacién de taninos condensados en presencia de taninos hidrolizables
u otros fenoles (Makkar y Becker, 1993; Price ef al., 1978; Broadhurst y Jones, 1978).

El método consiste en la valoracidon por espectrofotometria UV-VIS de los
productos de adicién, croméforos, resultantes de la reaccion de los aldehidos aromaticos,

tales como la vainillina, con las proantocianidinas.
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Métodos especificos de taninos hidrolizables.

Método de la Rodanina (Inoue y Hagerman, 1988). El método se basa en la
reaccion de la rodanina (2-tio-4-cetotiazolidina) con los grupos hidroxilo adyacentes del
acido galico, para dar un croméforo, con maximo de absorcion a 518 nm. La reaccion es
especifica de acido gélico libre y no se da ni con sus ésteres, ni con el acido elagico, por
lo que, en el caso del anilisis de los galotaninos, se hace necesaria una hidrolisis previa

llevada a cabo en medio acido.

Método del dcido nitroso para elagitaninos (Bate-Smith, 1972). Este método es
ampliamente utilizado, a pesar de sus inconvenientes. Los ésteres del Aacido
hexahidroxidifénico o elagitaninos reaccionan con el dcido nitroso para dar complejos
coloreados que, bajo condiciones especiales como atmdésfera de nitrégeno, pueden ser lo

suficientemente estables como para ser utilizados en la valoracién de elagitaninos.

Sin embargo, este método presenta los inconvenientes de la interferencia del acido
gélico en la valoracién de los elagitaninos (Scalbert ef al, 1989) ademas de las dificultades

de manipulacién en el laboratorio (Mole y Waterman, 1987b).

El método desarrollado por Wilson y Hagerman (1990) determina el 4cido eldgico
liberado por hidrdlisis acida de los elagitaninos, mediante valoracién espectrofotométrica
de las nitrosil-oximaquinonas del 4cido elagico, derivados croméforos formados bajo

condiciones especiales de nitrosilacion.

2.8.1.2 Métodos basados en la complejacion con proteinas.

Aunque los taninos son capaces de unirse ademas de a las proteinas a otros
compuestos diversos, como alcaloides, hidratos de carbono e iones metalicos, la mayoria

de los analisis de taninos basados en reacciones de complejacién, se refieren a la
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formacién de precipitados con proteinas (Mole y Waterman, 1987b; Makkar, 1989). Este
tipo de métodos presentan la ventaja, frente a los quimicos clasicos, de proporcionar
informacién adicional sobre la actividad bioldgica de los taninos; pero, sin embargo, hay
que tener en cuenta que, ante la complejidad de la interaccion tanino-proteina, se hace
necesario extremar las precauciones en la interpretacion de los resultados, los cuales
ademas deben ser comparados s6lo con datos obtenidos bajo las mismas condiciones de

ensayo.

Los precipitados de proteina-tanino hidrolizable o proteina-tanino condensado,
pueden ser valorados, directamente en el precipitado,” mediante la formacién de
complejos coloreados con ién férrico (Hagerman y Butler, 1978) o por el método del
Azul de Prusia (Price y Butler, 1977). Ambos métodos son sencillos y recomendables en

la mayor parte de las situaciones.

- En la determinacién de complejos tanino-proteina insolubles, el método de difusién
radial es también simple y adecuado ( Hagerman, 1987). Su fundamento es el siguiente:
la solucién conteniendo los taninos se deposita en los orificios practicados en una matriz
de agar, la cual contiene la proteina. La difusion de los taninos a través del gel da lugar
a la complejacion con la proteina y a la formacién de un anillo visible de precipitacién,

siendo el drea de dicho anillo proporcional a la cantidad de tanino en la muestra.

Es preciso considerar que algunos complejos tanino-proteina pueden permanecer
en solucién y, por ello, la actividad bioldgica de los taninos en esos casos no mostrara
correlacién con los resultados obtenidos en la valoracién por métodos de precipitacién
de proteinas. En la actualidad se estan desarrollando nuevos métodos, tanto para la
optimizacién de la precipitacion de los complejos tanino-proteina como para cuantificar

los complejos solubles (Hagerman y Butler, 1989).
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2.8.2 Anilisis cualitativo. Métodos cromatograficos.

Los taninos se suelen presentar en el vegetal como mezclas complejas de
polifenoles, cuya separacién y analisis por técnicas cromatograficas supone un especial
reto. Al tratarse de compuestos que presentan enlaces de hidrogeno intra e
intermoleculares se asocian facilmente con proteinas, hidratos de carbono y metales. La
fortaleza de tales asociaciones puede afectar considerablemente la conformacion
molecular y las propiedades quimicas y, por consiguiente, su comportamiento
cromatografico. Los métodos de separacién deben también tener en cuenta éstas y otras
caracteristicas reactivas, como susceptibilidad a la oxidacion, labilidad térmica y
descomposicién o reactividad en medio acido o basico. En resumen, nos enfrentamos a

separaciones y anélisis complicados que requieren a menudo un tratamiento especifico.

La mayoria de los trabajos con resultados satisfactorios se han realizado con
taninos oligdbmeros de bajo peso molecular. El reto futuro esta, pues, en la separacién y
analisis de oligébmeros mas grandes, y también mas complejos, en los que, por ejemplo,
puedan ponerse de manifiesto las diferencias entre distintas formas estereoquimicas de
las unidades monomeéricas, como las 3,4-cis y 3,4-trans, o los distintos tipos de enlaces

interflavanicos del oligdmero (Karchesy et al., 1989; Okuda et al., 1989a, 1990).

Los trabajos de Karchesy et al. (1989) y de Okuda et al. (1989a, 1990) presentan

amplias descripciones y discusiones sobre las diferentes técnicas cromatogrificas.

Cromatografia en columna. Ha sido la técnica mas comin para el aislamiento

preparativo de proantocianidinas oligoméricas y elagitaninos, utilizando como relleno,
concretamente, Sephadex LH-20 y como eluyentes, etanol o etanol-agua (Nonaka et al.,
1983b; Hsu et al., 1985; Kashiwada et al., 1986; Morimoto ez al., 1988). A medida que se
ha ido poniendo en evidencia la complejidad de los taninos, los métodos de

fraccionamiento en columna han ido evolucionando hacia la utilizacién de otros
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materiales de relleno alternativos al Sephadex LH-20, como geles MCI (copolimeros
estireno-divinilbenceno, altamente porosos) (MCI, 1984; Nonaka et al., 1983b; Foo y
Wong, 1986; Sun et al., 1987), Bondapak C,i/ Porasil B (Morimoto et al., 1986 a,b;
Morimoto et al., 1988) y Fractogel TSK (Sun er al, 1987; Delcour ef al., 1985). Por otra
parte, para llegar a obtener sustancias puras, a menudo se requieren fraccionamientos
sucesivos con alternancia de distintos tipos de geles. Es preciso considerar que los taninos
condensados y los elagitaninos tienen la misma solubilidad y las mismas caracteristicas

de movilidad en Sephadex, por lo que eluyen conjuntamente (Foo y Porter, 1980).

Cromatografia en contra corriente (CCC). Esta técnica consiste en una

cromatografia de reparto liquido-liquido, en ausencia de fase estacionaria sélida. Frente
a otras técnicas de cromatografia presenta, en particular a escala preparativa, la ventaja
de la ausencia de soporte sélido, el cual es a menudo el causante de pérdidas de taninos
de alto peso molecular. Sin embargo, con esta técnica existen limitaciones en cuanto a
la disponibilidad de mezclas de disolventes que cumplan las condiciones adecuadas de
selectividad para el reparto. Por ello, se ha utilizado generalmente para la separacién
preliminar en fracciones del extracto bruto de taninos (Putman y Butler, 1985; Zhang et
al., 1988).

Con objeto de aumentar la eficacia y disminuir el tiempo requerido para la
separacion se han desarrollado algunas variantes de este método cromatografico. Asi, por
ejemplo, la cromatografia de particién por centrifugacion ha sido 1til, en particular, en
la separacion preparativa de taninos hidrolizables oligoméricos (Okuda et al., 1986;
Yoshida et al., 1989).

Cromatografia en papel v en capa fina. [.a cromatografia bidimensional en papel

ha sido una valiosa herramienta para el analisis cualitativo de elagitaninos y
proantocianidinas de bajo peso molecular (Roux y Ewelyn, 1958; Roux, 1959; Haslam

1966; Thompson et al., 1972; Malan y Roux, 1975), pero actualmente es reemplazada por
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la cromatografia en capa fina (CCF), bien sea bidimensional en celulosa (Hemingway et
al., 1982; Foo, 1984; Foo y Wong, 1986; Sun et al., 1987, Mueller-Harvey et al., 1987;
Conde er al., 1992), o bien en gel de silice (Thompson et al., 1972; Hemingway et al.,
1982; Viviers et al., 1983; Delcour et al., 1985; Young ef al., 1985, 1986; Conde ez al.,
1992). Las ventajas principales de la CCF frente a la cromatografia en papel son: una
sensibilidad mayor, mais fiexibilidad en el empleo de eluyentes y la mayor rapidez en su
desarrollo. Se ha demostrado la eficacia de la CCF en la separacién de mezclas complejas
de taninos condensados y elagitaninos, siempre y cuando sean de peso molecular bajo,

mientras que los polifenoles poliméricos tienden a quedar inmovilizados en CCF.

Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR). Actualmente esta técnica

cromatogrifica es la que presenta mejores perspectivas, tanto en el analisis de taninos
como en su aislamiento y purificacién. Por el momento los sistemas méas usados y que
tienden a generalizarse, ya que han dado mejor resolucién, constan de columnas de fase

inversa y de eluyentes acidificados, tales como metanol-agua y acetonitrilo-agua.

Las revisiones de Daigle y Conkerton (1983) y de Karchesy et al. (1989), junto con
los trabajos realizados por Lea (1979, 1980, 1982), Van de Castecle et al. (1983), Mueller-
Harvey et al. (1987) y Putman y Butler (1989), nos aportan una amplia informaci6n sobre
los tipos de columnas y métodos de elucién utilizados en la separacion de flavonoides,
y en particular de proantocianidinas, por CLAR. Ademas, es preciso mencionar también
los trabajos de Hatano et al. (1988a), Okuda et al. (1989a) y Scalbert et al. (1988, 1990)
ya que ponen de manifiesto la utilidad en el analisis de taninos hidrolizables, de los

mismos sistemas cromatograficos antes descritos.

La forma tradicional de deteccion de taninos por CLAR ha sido con los detectores
de UV-VIS: siendo las longitudes de onda de maxima absorciéon para elagitaninos y
proantocianidinas, 255 y 280 nm, respectivamente. El reciente desarrollo de los detectores

de diodos, los cuales permiten la obtencién del espectro UV de cada pico cromatografico
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(Hatano et al., 1986; Putman y Butler, 1989; Bailey et al., 1990), ha facilitado la distincién

entre los diferentes tipos de taninos, flavonoides y otros compuestos fenélicos.

Por otra parte, la cromatografia liquida de alta resolucién presenta también
importantes limitaciones en el anilisis de taninos, en especial de proantocianidinas
poliméricas, las cuales tienden en ocasiones a asociarse de forma irreversible con la fase

sélida, bloqueando asi el flujo de eluyente a través de la columna.

Por cromatografia liquida de alta resoluciéon (CLAR) en fase inversa ha sido
obtenida una excelente resolucién en la separacion de mondmeros y oligémeros de
proantocianidinas, pero hay que tener en cuenta que el orden de elucién no se
corresponde con el grado de polimerizacion (Lea, 1980, 1982; Van de Casteele et al.,
1983; Mueller-Harvey et al., 1987; Pérez-Ilzarbe et al., 1992), ya que, por el contrario, las
formas poliméricas eluyen al final del cromatograma sin llegar a resolverse, dando un
pico ancho (Putman y Butler, 1989; Ricardo da Silva et al., 1991). Sin embargo, por
CLAR en fase normal si se ha conseguido la separacién de proantocianidinas
oligoméricas eluyendo en razén de sus pesos moleculares, aunque de nuevo en este caso
las poliméricas salen en la parte final del cromatograma como un pico ancho y no
resuelto (Rigaud et a/., 1993). |

También el anélisis de elagitaninos por CLAR presenta limitaciones. Por ejemplo,
aquellos que tienen un grupo hidroxilo libre en carbono anomérico, dan en CLAR en
fase inversa un doble pico correspondiente a los anémeros a y B. Otro tipo de
complicacién se muestra en el caso de la cromatografia de taninos hidrolizables con uno
o miés grupos dehidrohexahidroxidifencilo (DHHDP), ya que cuando son inyectados
como solucién alcohélica se eluyen dando picos complejos, lo que posiblemente sea
debido a la formacién de acetales en medio alcohdlico (Hatano er al., 1988a; Okuda et
al., 1989a).
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Cromatografia de permeabilidad por geles (CPG). Entre las diferentes técnicas de

cromatografia de exclusion, la mas sencilla y por lo general mas utilizada para el anilisis
de taninos es la cromatografia de permeabilidad por geles (CPG) (Samejima y
Yoshimoto, 1979; Foo et al., 1982; Williams et al., 1983a; Koupai-Abyazani ez al., 1993).
En su versi6bn en "fase normal", opera con eluyentes orginicos y la separacién
cromatogrifica depende tnica y exclusivamente de la magnitud molecular de los
polimeros, sin la intervencién de otros procesos como adsorcidn, particién o iénicos
(Garcia de Marina y del Castillo, 1988). Es, asi un método rapido, sencillo y adecuado
para el estudio de la distribucién de pesos moleculares de moléculas poliméricas, en

general, y por ello muy valioso en el analisis de taninos poliméricos.
2.8.3. Anilisis estructural.

El estudio de la estructura quimica de los taninos ha sido considerablemente
facilitado por el reciente desarrollo de las técnicas espectroscépicas, particularmente la

espectrometria de masas y la espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

Espectrometria de masas. Cualquiera de las técnicas de espectrometria de masas

existentes: de impacto electrénico (Mabry y Markham, 1975; Mabry y Ulubelen, 1980},
de ionizacion quimica (Itokawa et al., 1982; Bankova et al., 1986; Mabry y Ulubelen,
1980) y de desorcién de campo (Schulten y Games, 1974; Karchesy et 4/.,1976; Nonaka
et al., 1983b) han sido ampliamente empleadas en la elucidacién de la estructura de los
taninos. Sin embargo, sélo se han conseguido resultados satisfactorios, en general, en el
caso de mondmeros o dimeros, y no con oligdmeros, debido a la escasa volatilidad y

estabilidad presentada por estos iltimos.

Los taninos oligoméricos pueden ser analizados por las técnicas de impacto
electrénico o de ionizacién quimica, siempre y cuando puedan ser derivatizados y asi

incrementada su volatilidad y estabilidad. Desafortunadamente, los métodos de
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derivatizacion de estos compuestos presentan problemas; ya que, dado el elevado niimero
de grupos hidroxilo y grupos fendlicos que contienen, su derivatizacién supone un
importante incremento del peso molecular, y se reduce asi considerablemente el limite
superior de tamafio molecular del compuesto que puede ser analizado en una
espectrometro determinado. Sin embargo, el problema principal radica en que los taninos
de tamafio superior al correspondiente a los dimeros no dan ién molecular por la técnica
de impacto electrénico y dan i6n molecular poco intenso mediante ionizacién quimica
(Mabry y Ulubelen, 1980; Barofsky, 1989). En esta tltima técnica, la fragmentacion es
también lo suficientemente escasa como para dar informacién sobre la estructura del

oligédmero.

El método de desorcion de campo, incluido en el grupo de técnicas de ionizacién
por desorcién, ha sido la primera técnica de espectrometria de masas que no requiere la
derivatizaciéon de los flavonoides y da un espectro con buen rendimiento del i6n
molecular. Sin embargo, ésta presenta la desventaja de su dificultad practica y aunque la
moderna instrumentacién ha facilitado su uso, s6lo ha sido utilizada ocasionalmente en
el estudio de la estructura de los taninos (Biswas et al., 1978; Geiger y Schwinger, 1980;

Domon y Hostettman, 1985).

El desarrollo de la espectrometria de masas de ionizacién por bombardeo con
atomos rapidos (FAB-MS), ha proporcionado una poderosa herramienta para el estudio
de las estructuras de los biopolimeros (Williams et al., 1983b, 1987, Cochram, 1986;
Barofsky, 1989), ya que esta técnica no requiere tampoco derivatizacidon quimica previa
al andlisis espectral y presenta la ventaja sobre la de desorcién de campo, de una facil

manipulacién y produccién de iones.

La FAB-MS pertenece al grupo de técnicas espectrométricas de ionizacidén por
desorcidn, pero se diferencia en dos aspectos fundamentales: 1) como particulas primarias

se utilizan dtomos neutros y 2) el compuesto problema se disuelve o suspende en una
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matriz liquida. Es esta iltima caracteristica la que le confiere una importante utilidad
analitica (Williams et al., 1987, Fenseleau y Cotter, 1987). Mediante este método se han
estudiado las estructuras quimicas de numerosas proantocianidinas y elagitaninos
oligoméricos (Yoshida et al., 1983; Karchesy et al., 1986; Self et al. 1986; Okuda et al.,
1989a; Isobe et al., 1989; Karchesy y Foo, 1989).

Para el analisis de mezclas de compuestos polifendlicos, los métodos ideales serian
los cromatogréficos acoplados a los espectrométricos, en particular el acoplamiento
CLAR/EM. El objetivo del acoplamiento CLAR/EM no es solamente disponer de un
detector universal para la cromatografia liquida, sino también que sirva para obtener
informacién estructural de los compuestos analizados. Por otra parte, a pesar de que
existen una amplia variedad de interfases de acoplamiento de ambas técnicas, el
problema del acoplamiento en si no estd ain resuelto satisfactoriamente. Hasta el
momento, parece que las interfases de transporte son las mis iitiles y permiten diversas
formas de ionmizacién: impacto electronico, ionizacién quimica o ionizacién por

bombardeo con dtomos rapidos (Martinez Verges, 1989).

Espectrometria de resonancia magnética nuclear. Tanto ]a RMN de protén como

la de carbono-13, combinadas con técnicas de separacién y purificacién, son el mejor

medio para el estudio de taninos de estructuras complejas.

Cada una de las técnicas de RMN presenta distintas ventajas segin el problema al
que sea aplicada. La mayor ventaja de la RMN de protén es que proporciona
informacién directa de la estereoquimica, en particular de las conformaciones del poliol
de los taninos hidrolizables (Gupta er al., 1982; Haddock et al., 1982b; Okuda et al.,
1989a; Yoshida er al., 1992a) y del anillo C de las unidades flavan-3-ol de las
proantocianidinas (Porter et al., 1986a; Porter, 198%a; Kolodziej, 1992) y, ademas, sobre
los patrones de sustitucién en ambas clases de taninos. Su desventaja es la dificultad de

interpretacién de los espectros en el caso de moléculas grandes (dimeros, trimeros, etc),
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debido a los efectos de solapamiento y ensanchamiento de las sefales.

La RMN de carbono-13, por el contrario, da informacién definitiva sobre las
estructuras de moléculas grandes incluyendo oligbmeros y polimeros. Hasta el momento
se han conseguido espectros ttiles de proantocianidinas con un niimero aproximado de
hasta 20 unidades (Okuda et al., 198%a; Porter, 1989a).

Los recientes avances experimentados por las técnicas de RMN, estén facilitando
considerablemente la elucidacion de estructuras y conformaciones de taninos
excepcionalmente complejos. Nos referimos, por ejemplo, al anilisis por RMN de
muestras en estado sélido, a las técnicas de RMN acopladas a la cromatografia, a la
RMN microscopica, a las nuevas técnicas de supresion de disolventes, a la utilizacién de
niicleos diferentes al *C para establecer acoplamientos heteronucleéres, etc. La RMN en
estado sélido ha resultado muy ventajosa para el estudio de superficies y puede ser un
método con excepcionales aplicaciones en el estudio de taninos complejos (Ferreira y
Brandt, 1989; Newman y Porter, 1992).

2.9 Distribucién de los taninos en el género Eucalyptus.

Se puede decir que los taninos, en cualquiera de sus formas quimicas, se hallan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal sobre todo en plantas superiores y, en
particular, en las dicotiledéneas. La mayoria de las especies mas importantes productoras
de taninos pertenecen a las familias Leguminosae (Acacia), Anacardiaceae (quebracho),
Combretaceae (chuglan), Rhizophoraceae (mangle), Myrtaceae (eucaliptos) y Polygonaceae
(acedera). Acacia, quebracho, mangle y chuglan son originarias de climas tropicales o
subtropicales, aunque otras especies ricas en taninos también se dan en zonas templadas
(Haslam, 1989).

87



Introduccion

En cuanto a la distribucién en el vegetal, en general, cualquiera de las partes de
la planta, corteza, madera, hojas, frutos, raices, e incluso, semillas, puede acumular

taninos.

La presencia generalizada de taninos en las dicotiledéneas se cumple solamente en
lo que se refiere a los taninos condensados, ya que parece que los taninos hidrolizables,
tanto monoméricos como oligoméricos, se restringen a las Choripetalae, no habiendo sido
descritos en las Sympetalae. La distribucién de oligbmeros es aiin mas limitada. Por
ejemplo, dentro de la familia Rosaceae los taninos hidrolizables se encuentran presentes
en las especies herbaceas y arbustivas, pero no en las lefiosas (Okuda et al., 1992 y 1993).
Sin embargo, en la familia Fuphorbiacea se dan tanto en especies herbaceas como
lefnosas, € incluso algunas familias, formadas principalmente por especies de porte lefioso,
estan consideradas como importantes productoras de taninos hidrolizables oligoméricos.
Como ejemplo tenemos Fagaceae, Betulaceae, Cornaceae, Combretaceae, Tamaricaceae,
Nyssaceae, Hamamelidaceae y Theaceae (Okuda et al., 1993).

El género Eucalyptus comprende alrededor de 500 especies, variedades y
subespecies que crecen bajo un amplio rango de condiciones ambientales. Entre ellas,
algunas estin consideradas como plantas de alto contenido en taninos, en especial en
taninos hidrolizables (Hillis, 1972; Haslam, 1989).

Existen pocas referencias sobre la composicién polifendlica de los eucaliptos; la
mayoria corresponden a estudios globales sobre composicién quimica de la madera, en
los que se valoran, pof lo general, cenizas, extractos totales, lignina, celulosa y pentosanos
(Bland, 1985; Pereira, 1988); y solo en algunas casos el contenido en fenoles totales,
como un indice de la riqueza en compuestos polifenélicos (Scalbert et al., 1989; Fechtal
y Riedl, 1991).

A continuacién se resume la escasa informacién de que se dispone hasta el
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momento sobre la composicién de los taninos encontrados en el género Eucalyptus. Se
ordena teniendo en cuenta la localizacién de los mismos en el arbol, ya que el objetivo
y naturaleza de los estudios realizados difiere considerablemente segiin la utilizacién

potencial de la corteza, madera, hojas y frutos.

2.9.1 Madera.

La madera de Eucalyptus spp. presenta una importante riqueza en extraibles; en
especies de color palido se han descrito en la madera de duramen de baja densidad
contenidos del 25% o mas de compuestos extraibles. Estos extractos son ricos en taninos
hidrolizables, los cuales, junto con los dcidos galico y elagico, se consideran responsables
de muchos de los problemas que surgen en la fabricacion de pasta de papel de Eucalyptus
spp. (Hillis, 1972 y 1986). Hillis y su equipo han puesto de manifiesto la presencia de casi
una veintena de elagitaninos en diferentes especies de Eucalyptus. Estos autores han
analizado tanto los extractos metandlicos y etanélicos como los "exudados” de la madera
mediante cromatografia bidimensional en papel, y para ello han puesto a punto varios
métodos de revelado especificos de elagitaninos. El aislamiento de los elagitaninos fue
realizado por cromatografia en columna de Sephadex y la identificacion mediante
hidrélisis y RMN de los hidrolizados obtenidos. A partir de madera del duramen de E.
delegatensis Jograron aislar e identificar los siguientes elagitaninos: 2,3-HHDP-glucosa (D-
1), 4,6-HHDP-glucosa (D-4), pedunculagina (D-2), 3,6-HHDP-glucosa y corilagina; y
pusieron de manifiesto, ademads, la presencia de otros elagitaninos (D-3, D-6, D-12, D-13)

de estructura desconocida (Seikel y Hillis, 1970).
Los elagitaninos encontrados posteriormente en extractos metandlicos de E. regnans

y E. globulus resultaron ser muy similares: D-1, D-2y D-6 en E. globulus y D-3, D-6 y D--
13 en E. regnans (Yazaki y Hillis, 1976).

En extractos de E. sideroxylon, que resultaron también ser ricos en otros
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compuestos polifendlicos, se detectaron varios elagitaninos de estructura desconocida.
Ademas, en esta especie, fueron identificados derivados metilados y glicosilados del 4cido
elagico (acido 3,3’-di-O-metilelagico-4’-glucésido y 4cido 3,3’,4-tri-O-metilelagico-4'-
glucésido) (Hillis ez al., 1974).

Yazaki et al. (1993), en su anélisis sobre la composicién polifenélica de los extractos
en agua caliente de madera de E. pilularis, revelan la presencia de D-1, D-4, D-6, D-13
y de otros tres elagitaninos de estructura desconocida, utilizando CLAR en fase inversa

y acetonitrilo-agua-acido fosférico como eluyente.

En lo que concierne a las proantocianidinas, es de destacar en primer lugar que,
mientras éstas estin presentes s6lo en pequefias proporciones en especies de madera de

color pélido, en las de color rojo pueden encontrarse en elevadas proporciones.

La presencia de proantocianidinas ha sido puesta de manifiesto en varias especies
de Eucalyptus: mediante tratamiento con calor en medio butanol/HCl se produjo
cianidina en los extractos de E. fascinata y E. marginata (Robinson y Robinson, 1993), y
delfinidina en los de E. sieberi (Hillis, 1956 y 1962). Mas recientemente Nisi y Panizzi
(1966) aislaron una procianidina dimérica de madera de E. camaldulesis, que da cianidina
por tratamiento con 4cido. En la misma especie se aisld otra proantocianidina
considerada octamérica, detectada también en E. globulus, que da delfinidina por el

mismo tratamiento acido (Nissi, 1969 y 1970).
En los "kinos" (exudados polifendlicos) de E. sieberi (Hillis y Carle, 1964) y de E.

hemiphloa (Hillis y Carle, 1963) se han encontrado polimeros de leucodelfinidina y de

catequina, respectivamente.
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2.9.2 Corteza.

La informacién acerca de la composicién en taninos de la corteza de Eucalyptus es
reducidisima. El {inico trabajo encontrado es ¢l de Yazaki y Hillis (1976), en el que se
estudia la composicién de polifenoles en los extractos metandlicos de corteza de E.
regnans y E. globulus. En ambas especies se detectaron los elagitaninos D-1, D-2, D-6 y
D-13, derivados metilados y glicosilados del 4cido elagico (3-Me-AE ramnésido y 3-Me-
AE glucésido) y los propios 4cidos elagico y géilico. Ademas asocian alguna de las
manchas obtenidas en la cromatografia en capa fina, con polimeros de catequina. En E.

regnans se identificé también e] elagitanino D-4.

Fechtal y Riedl (1991), estudiaron los productos de la hidrélisis 4cida de extractos
de taninos de cortezas de cuatro especies de Eucalyptus (E. astringens, E. cladocalyx, E.
occidentalis y E. sideroxylon), detectando acido gélico y, 4cido elagico y catequina entre

otros, ademas de los aziicares glucosa, arabinosa y ramnosa.
2.9.3 Hojas y frutos.

Se considera que las hojas de Eucalyptus contienen una amplia variedad de
compuestos fendlicos, de acuerdo con los resultados de las numerosas investigaciones
publicadas sobre la composicién en flavonoides. Sin embargo, no hay practicamente

trabajos que estudien, concretamente, la fraccién de taninos.

En hojas de E. rostrata, ha sido identificada una amplia variedad de compuestos
fendlicos, todos ellos con grupos galoilo y notable actividad antioxidante (Okamura er al,
1993). Entre estos compuestos estin los taninos hidrolizables 1,2,6-tri-D-galoil-8-D-
glucosa (Nonaka e al., 1981; Wilkins, 1988) y tellimagrandina (Wilkins y Bohm, 1976;
Hatano er al., 1988b). Ha sido descrita también la presencia de 4cido elagico en hojas de
E. globulus (Osawa y Namiki, 1985).

91



Introduccion

En lo que al contenido de taninos en frutos se refiere, Yoshida y colaboradores
(1992b) han aislado de E. alba tres nuevos taninos hidrolizables no descritos hasta
entonces, las eucalbaninas A, B y C, y ademas han detectado otros, aislados antes por
otros autores a partir de diferentes 6rganos y especies vegetales: casuarinina, casuariina,
pedunculagina (Okuda ef al., 1983), tellimagrandina I (Okuda ez al., 1983; Wilkins y
Bohm, 1976), gemina D (Yoshida ez al., 1985), cornusiina B (Hatano et al., 1989), 2,3-(S)-
hexahidroxidifenoil-D-glucosa (Seikely Hillis, 1970), penta-O-galoil-3-D-glucosa (Schmidt
et al., 1967) y oenoteina B (Hatano ef al., 1990). Es de destacar que las eucalbaninas B
y Cy la oenoteina B fueron los primeros taninos hidrolizables diméricos encontrados en

especies de Myrtaceae.

En el mismo trabajo Yoshida y colaboradores (1992b) aislan e identifican el tanino
condensado, procianidina B-7 identificado ya anteriormente por Nonaka y Nishioka

(1981).
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III. MATERIAL VEGETAL.

1. Seleccion de muestras.

Para los ensayos previos de puesta a punto de los métodos de extraccién y anélisis
de los diferentes taninos, objeto de este trabajo, fueron utilizadas muestras tipo, de
madera y corteza de Eucalyptus globulus, procedentes de Galicia (sin especificacién del
origen exacto) y suministradas por el Laboratorio de Pastas del Area de Industrias
Forestales de] CIFOR-INIA.

Los estudios sistematicos objeto de esta tesis se han realizado en madera, corteza
y hojas de tres especies del género Eucalyptus: E. globulus, E. camaldulensis y E. rudis,
utilizando muestras recogidas en dos estaciones, localizadas en las provincias de Huelva

y Pontevedra, con caracteristicas edafoclimaticas muy diferentes.

En Huelva, se seleccioné inicialmente el arboreto de "El Villar", donde se cultivan
ejemplares de las tres especies. No obstante, al observar que la poblacién de E. globulus
estaba afectada de phoracantha, se tomaron sélo muestras de E. camaldulensis y E. rudis;
y el muestreo de E. globulus se tuvo que realizar en el arboreto de "Bodegones" (La
Soldana) a unos 20 Kms del anterior. Todas las muestras de Pontevedra fueron recogidas

en el arboreto de "Lourizan".

La figura III.1 recoge las caracteristicas fitoclimaticas de las zonas de ensayo. Los
datos proceden de las estaciones meteoroldgicas mas préximas a cada uno de los
arboretos muestreados. Lourizdn y El Villar poseen estacién meteoroldgica propia,
mientras que la estacién mis cercana a Bodegones es la del arboreto de Cabezudos,
contiguo a éste. De acuerdo con la clasificacion fitoclimatica de Allue (1990), el arboreto
de Lourizan pertenece al subtipo climatico nemoral VI(V); y los de El Villar y

Bodegones, a los subclimas mediterrdneos IV, y IV, —»IV,, respectivamente.
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FITOCLIMATOLOGIA DE LAS ZONAS DE ENSAYO

ESTACIONES METEOQOROLOGICAS ESTUDIADAS:
PONTEVEDRA: LOURIZAN
HUELVA: CABEZUDOS, EL VILLAR

SUBTIPOS
FITOCLIMATICOS

{ALLUE.1990}

DESERTICOS
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MEDITERRANEOS
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4 1Vz
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Situocién de los ESTACIONES estudiodos en el mopo de SUBREGIONES FITOCLI-
MATICAS DE ESPANA (ALLUE ANDRADE,!1990) y climodiagramas correspondientes.
FACTORES ESTACIONES |y oyrizan ! caBeEzuDOS | EL viLLAR
P,  precipitacién anual 1703 782 749
p..  precipitacion en cada mes (i) medic an climod] medir en climodiag,| medir en climodiog.
A, periodo seco {meses} W7 5,0 4,3
T,  iwemperatura media anual L4010 17,7° 17,29
i, icmperatura media de cada res (i) medir en climod] medir en climodiag. | madir en tlimediag.
if, temperatura media mensval mds baja B,9° 9,7° 10,7°
Tm, temperatura media de las minimas de! mes de media mids baja 8,29 &,1° 6,0°
Tm, temperatura minima absoluta del penodo -4,0° -7,0° -6,0°
Hs, meses dg helada segura (en Jos que Tm < 0%) ] o) [+
Hp, meses de helada probable (en los que Tin > 0° pero TM < 0% [ 3 3
T, temperaturd media mensual mas ala 19,97 25,00 26,1°
TM, temperatura media de las maximas de! mes de media mds alta 28,0° 34,99 34,0%
TM, temperatura mdxima absoluta del perfodo 37,0° 48,0° 44,0°
Osc, media anual de la oscilacién 1érmica diaria 9,0° 13,0° 12,8°
DIAGNOSIS FiTOCLIMATICA VI{V) [ IV2—iVa IV2

FIGURA IIl.1 Fitoclimatologia de las zonas de ensayo.
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De cada zona y para cada especie bajo estudio se seleccionaron, al azar, varios

individuos de entre todos aquellos arboles con caracteristicas morfoldgicas semejantes.

Asi, para que las muestras fuesen lo mas homogéneas posible, se seleccionaron
ejemplares de aproximadamente la misma edad, con didmetro de tronco semejante y
ramas accesibles. Este criterio no pudo mantenerse con E. rudis de Pontevedra, cuyo
escaso desarrollo, debido a la deficiente aclimatacion, obligd a escoger ejemplares menos

robustos y mas jovenes.

De cada uno de los individuos seleccionados se recogieron muestras de la corteza
del tronco y de las ramas completas, para obtener posteriormente de estas dltimas, por
un lado Ias hojas y por otro la madera, después de la eliminacién de su corteza. Asi pues,
se optd por utilizar la madera de las ramas, en lugar de la del tronco, ante la

imposibilidad de talar arboles para la realizacién de este estudio,

Por el contrario, elegimos la corteza del tronco, en lugar de la de las ramas, ya que
la primera presenta una mayor diferenciacion celular y por tanto la consideramos mas

representativa.

2. Preparacion de las muestras.

2.1 Molienda y tamizado.

Para los ensayos preliminares de puesta a punto del método de extraccién de
taninos, las muestras de madera y corteza fueron troceadas, respectivamente, de forma
mecénica y manual. Posteriormente, la madera fue sometida a un astillado de tipo cerilla
con un desfibrador de discos Sprout-Waldron, equipado con un disco de pias, modelo

C-2976-1. No se hizo asi en el caso de la corteza ya que la textura de las fibras no
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permite la utilizacién de este desfibrador.

Finalmente, tanto las astillas de madera como los trozos de corteza asi obtenidos
se molieron en un molino de martillo, modelo D-Mat/ Typ ECZF, F230, con una placa

de rejilla ndmero 3 (de 3 mm de didmetro de poro).

Para los ensayos sistematicos, las muestras de madera y corteza se trataron de la
misma forma, siendo troceadas mecinicamente y trituradas en el molino, sin astillado
previo. En cuanto a las hojas, después de cortadas manualmente, fueron molidas en un

molino tipo "Turmix".

2.2 Determinacién de humedad.

Como paso previo a la extraccion de los taninos, se determiné la humedad de todos
los tipos de muestras, de acuerdo con la norma Tappi T 208 om-89, segiin se detalla a

continuacion:

Se pesan 10 g de muestra, en matraz de 500 ml, se afiaden 200 ml de xileno-
tolueno (195:5) y Ia mezcla se destila durante 4 h. El destilado, que esta formado por una
mezcla gaseosa azeotrépica de xileno-tolueno y agua, al condensarse se separa en dos
fases, organica y acuosa, las cuales se recogen en un recipiente graduado, situado entre
el matraz y el refrigerante. La fase acuosa, més pesada, queda debajo, y su volumen
puede medirse directamente en ml con ayuda de la escala graduada. El porcentaje de

humedad se calcula a partir de esta lectura, multiplicando por 10.
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TIV. METODOLOGIA.

1. Extraccién.

1.1 Antecedentes bibliograficos.

Las consideraciones acerca del disolvente mas idoneo para la extraccién de taninos
de tejidos vegetales, se basan en un nimero muy limitado de estudios, realizados,
ademds, en muy pocas especies de plantas y de los que no siempre se desprenden
conclusiones concordantes. Se podria decir que los disolventes més recomendados para
la extraccioén de taninos han sido las mezclas metanol-agua, metanol-icido y acetona-
agua, pero, en la mayoria de los casos, estas recomendaciones no se apoyan en estudios

estimativos de la eficacia de la extraccion.

En particular, ha sido cuestionada la utilidad del metanol como disolvente para la
extraccion de taninos hidrolizables (Haslam et al., 1961; Swain, 1979) y su capacidad para
extraer taninos condensados de ciertas especies de plantas; y también, por sus bajos
rendimientos (Bate-Smith, 1973a; 1975; Foo y Porter, 1980). El metanol, no obstante, ha
sido utilizado por algunos investigadores en la extraccion de polifenoles monoméricos y
poliméricos de madera y corteza de Eucalyptus y otras especies arboreas (Hillis ez al.,
1974, Yazaki y Hillis, 1976; Foo y Karchesy, 1989).

Por otra parte, la mezcla acetona-agua ha sido usada con més frecuencia para
extraer taninos condensados y taninos hidrolizables, de madera y corteza (Ohara y
Hemingway, 1989; Sun et al., 1987; Nonaka et al., 1985) asi como de hojas (Mueller-
Harvey ef al., 1987, Nonaka et al, 1991), que la mezcla metanol-agua (Fechtal y Ried],
1991; Scalbert et al., 1988, 1990). Sin embargo, dicha mezcla acetona-agua no ha dado

tasas de recuperacion elevadas con todas las plantas ensayadas (Martin y Martin, 1984;

99



Metodologia

Stafford y Cheng, 1980), cuestionandose la estabilidad de los taninos condensados en la
misma (Cork y Krockenberger, 1991).

Hay que tener en cuenta que la presencia de agua en los disolventes organicos
puede aumentar el rendimiento de extraccion de los polifenoles, pero también facilita su
degradacion después de la extraccion (Swain, 1979; Lindroth y Pajutee, 1987) y, en este
sentido, la eleccién del contenido de agua de la mezcla disolvente parece que, por lo

general, ha sido arbitraria.

Otros parametros, como el tiempo de extraccion, han sido ain menos
sistematicamente estudiados, siendo muy pocas veces cuantificado el grado de extraccién
o de degradacién de los taninos. Asi, en las extracciones de taninos han sido empleados
tiempos que varian desde unos pocos minutos hasta uno o varios dias. Los periodos de
extraccién cortos tienden a minimizar la degradacion quimica de los taninos extraidos,
y los tiempos prolongados, por el contrario, a incrementar la extraccién. De la misma
forma, las metodologias publicadas, generalmente tampoco incluyen recomendaciones
sobre la temperatura, la exposicién a la luz, u otros factores que pueden afectar

considerablemente a la estabilidad de los polifenoles.

Por otra parte, aunque son frecuentes las revisiones y trabajos publicados sobre
metodologia quimica y bioquimica para el analisis de taninos, las referentes a la

preparacion de muestras para los anlisis quimicos, son muy escasas.

Recientemente, Hagerman (1988) y Cork y Krockenberger (1991) han abordado
la problematica de la extraccién de taninos de hojas y han investigado sobre las
condiciones ptimas para la extraccién de éstos y otros compuestos fenélicos, a partir de
Eucalyptus spp. Se han centrado, en particular, en el estudio de los métodos de secado
de las hojas, de los disolventes de extraccién y del efecto de la luz y la temperatura en

la eficacia de la extraccion, considerando }a estabilidad de los taninos condensados y los
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niveles de fenoles totales. Estos autores concluyen que la acetona acuosa es mejor
disolvente que el metanol acuoso para taninos condensados y fenoles totales, aunque la
estabilidad de los primeros resultase ser menor en dicha acetona acuosa, y se viese

también afectada por la temperatura y la exposicion a la luz.

1.2 Método de extraccién.

Al seleccionar el método de extraccion, nuestro objetivo primordial ha sido mimar,
vigilar y preservar la estabilidad de los compuestos a analizar, atn en detrimento del
rendimiento de extraccién y, por ello, elegimos la mezcla metanol-agua como disolvente

de extraccién.

El procedimiento de extraccién empleado se ha basado fundamentalmente en los
métodos descritos por Hillis er al. (1974), Yazaki y Hillis (1976), Scalbert e¢ al. (1988,
1989), Cork y Krockenberger (1991) y Fechtal y Riedl (1991).

El esquema del método seguido para la extraccién de los taninos de madera,
corteza y hojas de Eucalyptus spp., asi como las etapas posteriores de preparacién de los
extractos para su andlisis, se recoge en la figura IV.1. A continuacién, se amplia la

informacién con los siguientes comentarios aclaratorios:

- El disolvente de extraccion MeOH-H,0 (4:1) fue elegido como el més apropiado

después de ensayarse otras proporciones.
- Todas las operaciones se realizaron a temperatura ambiente y evitando la luz

directa, con el objeto de proteger a los polifenoles de reacciones de degradacion,

isomerizacién o polimerizacidn, a ]Jas que son tan susceptibles.
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MADERA (10 g)
CORTEZA (5 g)
HOJAS (10 g)

300 ml MeOH-H,O (80:20)
t2 ambiente 24 h

Extracto metandlico

30 ml
250 ml
Sequedad
Rendimiento
Concentracién en rotavapor
a menos de 30°C para eliminar MeOH
Extracto acuoso (50 ml)
(Filtracion en el caso de hojas)
5mi 45 ml
Determinacion:
Fenoles totales Extraccién con éter (3 x 20 ml)
Proantocianidinas
Elagitaninos
Fase acuosa Fase etérea

Eliminar éter

Liofilizar

Fase acuosa
liofilizada

FIGURA V.1 Esquema de extraccion,
CLAR, CPG...
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- Enla extraccion a partir de hojas, durante el proceso de concentracion aparece un
precipitado, posiblemente ceras, clorofilas y grasas, que es separado por filtracién,
antes de la extraccion con éter. El analisis de este precipitado demostré la ausencia

de polifenoles y por eso no se toma en consideracion.

- La extraccion con éter etilico del extracto acuoso concentrado, se realizé con el
objeto de extraer los fenoles de bajo peso molecular, tales como los acidos galico
y eldgico, catequina y, en general, los aglicones de los flavonoides, que podrian

interferir en el andlisis de las proantocianidinas y elagitaninos.

- En algunos casos, la extraccién con éter etilico genero unas fuertes emulsiones. La
adicién de NaCl facilitdé su eliminacién, pero, al disolverse en la fase acuosa,

imposibilité el calculo del rendimiento de liofilizado.

Las fases acuosas finales, inico objeto de estudio en la Tesis, por encontrarse en
ellas la casi totalidad de los taninos solubles: proantocianidinas y elagitaninos, fueron

sometidas a liofilizacion para su conservacion hasta la realizacién de los analisis.

2. Analisis cuantitativo de los diferentes tipos de taninos.

Las valoraciones del contenido de fenoles totales, proantocianidinas y elagitaninos
se han llevado a cabo en los extractos brutos de MeOH-H,O de madera, corteza y hojas,
una vez realizada la fase de concentracién para la eliminacién del metanol (ver esquema

de extraccion de la fig. IV.1).

2.1 Método de determinacién de fenoles totales de Folin-Ciacalteu.

El reactivo de Folin-Ciocalteu es una solucién 4cida de polimeros complejos de los
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acidos fosfomolibdico y fosfowolframico. Este reactivo, de color amarillo, oxida los
fenolatos, reduciéndose los 4cidos del reactivo, para dar lugar a un complejo azul de
molibdeno-wolframio. En este proceso se produce una reduccién parcial del estado de
valencia de Mo y W de +6 a +5. Una reduccién completa, a la valencia mas baja,

destruye el color. La naturaleza de estos complejos no se conoce bien (Singleton y Rossi,
1965).

Los fenoles sdlo son oxidados rapidamente en un medio suficientemente alcalino.
Pero, en estas condiciones, el reactivo oxidante y el pigmento azul son inestables. Por
ello, el reactivo debera encontrarse en exceso, para que, ain a pH alcalino, se conserve
al menos una fraccién inalterada durante el tiempo necesario para reaccionar con todos

los fenoles.

El método utilizado en este trabajo esti basado en el de Singleton y Rossi (1965).
Estos autores estudiaron las caracteristicas diferenciadoras de los reactivos de Folin-Denis
y Folin-Ciocalteu, y modificaron éste tltimo en orden a incrementar su sensibilidad y
selectividad frente a los fenoles. En este trabajo se selecciona una longitud de onda de

760 nm, como éptima para la lectura de la absorcién del complejo azul.

Estos autores recomiendan la utilizacion de una serie de compuestos como
patrones, para la obtencién de curvas de calibracion. Entre ellos, hemos seleccionado el

4cido gélico.

Concretamente, el método aplicado fue el siguiente: a 0,5 ml del extracto acuoso
(ver figura IV.1), se anaden 2,5 ml de una solucién acuosa al 10% del reactivo Folin-
Ciocalteu y 2 ml de Na,CO, al 7,5%. La mezcla se mantiene durante 5 minutos en baiio
maria a 50°C. Después se enfria, y se centrifuga si se observa aparicién de precipitado.
Se mide la absorbancia a 760 nm. El extracto acuoso debe diluirse de tal forma que los

productos de reaccién den unos valores de absorbancia inferiores o iguales a (,5.
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La curva de calibracidn se realizé con soluciones acuosas de acido galico de 2,5-40
pg/ml, sometidas al mismo tratamiento que las muestras y fue elaborada a partir de tres
repeticiones para cada concentracion, aplicando el método de minimos cuadrados para
el ajuste de los valores obtenidos. La recta cumple la ecuacién de Lambert-Beer cuando
la absorbancia es inferior a 0,5. El coeficiente de extincién molar para el acido galico
result6 ser de 22,3.10° y el r* de la recta 0,998.

2.2 Determinacién de proantocianidinas mediante el método de la vainillina-dcido.

Como ya se ha discutido ampliamente en el apartado I1.2.8 de la introduccidn, los
flavanoles monoméricos y los taninos condensados reaccionan facilmente con los
aldehidos. Asi, con la vainillina en medio &cido dan productos de condensacién
croméforos, con un maximo de absorbancia alrededor de 500 nm. En el caso particular
de las proantocianidinas, la condensacién no supone la ruptura del polimeroy la reaccion

tiene lugar como se esquematiza en la figura IV.2.

Este método de la vainillina-acido ha sido utilizado ampliamente para la valoracién
de los flavanoles y proantocianidinas, ya que proporciona un método selectivo, sensible
y relativamente sencillo para dicha valoracién (Swain y Hillis, 1959; Broadhurst y Jones,
1978; Price et al., 1978; Makkar y Becker, 1993).

Con objeto de obtener otros croméforos con coeficientes de absorcion superiores,
se han ensayado otros aldehidos aromaticos en lugar de vainillina (Putman y Butler,
1985); sin embargo, los métodos que utilizan esta Gltima han resultado mas adecuados

para la mayoria de las aplicaciones.

El medio de reaccién es diverso segiin los distintos métodos que se han descrito.

Mientras que Swain y Hillis (1959) utilizan la vainillina en acido sulfirico al 70%, otros
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investigadores (Broadhurst y Jones, 1978; Price et al., 1978) prefieren, en lugar de este
acido, la mezcla MeOH-HCl. Parece ser que este iltimo método da valores de
absorbancia considerablemente inferiores a los obtenidos con el del acido sulfirico, lo
que pudiera ser debido a la inestabilidad de los iones carbonio en medio clorhidrico
(Swain y Hillis, 1959; Scalbert et al., 1989). Por otra parte, en la valoracién de catequinas
utilizando 4cido sulfirico al 70% se han obtenido curvas estandar lineales (Scalbert ez al.,
1989), mientras que en los métodos que usan 4cido clorhidrico en MeOH no ha sido
observada linealidad (Price ef al., 1978). Estos inconvenientes han llevado al estudio de
otros medios de reaccién como el acido acético glacial (Butler et al., 1982), pero sin
embargo, el MeOH ha sido el disolvente mds ampliamente elegido en la determinacién
de proantocianidinas, ya que la reaccion se hace menos sensible a unidades monoméricas,

tales como catequinas, que a los taninos poliméricos.

vainillina

H_‘o
CH30:©,C
HO

T
H', HAt. no agua

FIGURA IV.2 Reaccién de conjugacion de los taninos condensados con vainiilina.
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El método utilizado por nosotros fue basicamente el de Swain y Hillis (1959),
teniendo en cuenta las optimizaciones descritas por Scalbert ef al. (1989) y se detalla a

continuacién.

A 1 ml de extracto acuoso, se aiiaden 2 ml de una solucién, recién preparada, que
contiene 1 g de vainillina en 100 ml de H,SO; 70%. La reaccién se lleva a cabo en bafio

de agua a 20+ 1°C durante 15 minutos. A continuacidn, se mide la absorbancia a 500 nm.

Para la obtencién de la recta de calibrado, en este caso se utilizd catequina como
patron. Se prepararon soluciones acuosas de catequina en un rango de 2,5-40 ug/mly se
sometieron a los mismos tratamientos que las muestras, realizando tres repeticiones por
cada concentracién. Los valores de absorbancia obtenidos para cada una de las
concentraciones ensayadas, se ajustaron, mediante ¢l método de minimos cuadrados, a
una recta que cumplié la ley de Lambert-Beer. El coeficiente de extincion molar de la
catequina fue 34,3.10° y el * de la recta 0,998.

2.3 Método de determinacion de elagitaninos.

La valoracion de los elagitaninos se llevd a cabo mediante la determinacién por

CLAR del acido elagico liberado, después de su hidrdlisis acida.

2.3.1 Hidrélisis acida.

La hidrdlisis acida de elagitaninos se realizé utilizando el método descrito por

Wilson y Hagerman (1990), con algunas modificaciones, segiin se describe a continuacién.

A muestras de 0,5 m] de extracto bruto acuoso concentrado (ver figura IV.1.), se

les afiadi6 0,5 ml de H,SO, 4N. Esta mezcla, una vez congelada, se cerré al vacio en un
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liofilizador y posteriormente se calenté a 100°C durante 24 h. Cuando la hidroélisis se di6
por finalizada, las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se les afiadié 1
ml de MeOH, con objeto de facilitar la redisolucion del 4cido elagico y otros compuestos
que pudieran haber quedado en suspensién. Finalmente, se procedid a la valoracion del

acido eldgico por CLAR después de filtrar 1a solucién a través de filtros de 0,45 pm.
2.3.2 Valoracién del acido elagico por CLAR.

La separacién cromatografica del acido elagico se llevé a cabo bajo las condiciones
descritas en el apartado 3.1.2, siendo el gradiente de elucién utilizado el n2 2. La longitud

de onda especifica para la deteccion de acido elagico es 255+2 nm.

Para la cuantificacién del acido elagico, se utilizé como referencia una recta de
calibrado obtenida con soluciones patrén de dcido eldgico en metanol, en el rango de
concentracién de 1-40 ug/ml, las cuales se analizaron por CLAR en las mismas
condiciones que las muestras. La ecuacién de la recta de regresion, obtenida por
ajuste de minimos cuadrados, fue y=6,86.10"°x+3,78.10*, donde y es la concentracién
de dcido elagico expresada en pug/ml y x el 4rea del pico cromatogrifico, expresada en

unidades de integrador, resultando un coeficiente de correlacién r* de 0,999.

3. Anailisis por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR).

3.1 CLAR en fase inversa.
3.1.1 Bases tedricas.

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) se ha desarrollado

espectacularmente en los Gltimos afios, gracias a los avances de la instrumentacién, sobre
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todo en la calidad de los sistemas de bombeo, y en la mejora de la sensibilidad de los
detectores y, por otra parte, en la variedad de material y tamafio de particula de los
rellenos de las columnas. Cominmente, es conocida como HPLC, siglas inglesas de "High

Performance Liquid Chromatography".

La parte fundamental de un cromatégrafo de liquidos consta de la columna
cromatografica, a través de la cual circula la fase mévil, liquida, en contacto con la fase
estacionaria contenida en la columna. El mecanismo de separacién se basa en la diferente
afinidad que presentan los solutos por las dos fases, que determina su distribucién entre
ambas. Aquellos solutos que sean méas afines a la fase mévil, seran eluidos mas
rapidamente, y los més afines a la fase estacionaria serdn mas retenidos, y por tanto

tardaran mas en salir de la columna.

La cromatografia liquida de alta resolucién en fase inversa (o fase reversa) se basa
en la utilizacién de una fase estacionaria de caricter apolar y una fase mévil polar. La
fase estacionaria consiste en un relleno de silice, modificado mediante el bloqueo de sus
grupos activos con alquilsilanos de cadena lineal (octadecilsilano, Cy; u octilsilano, Gy),
o fenilsilanos. Las columnas C,; son las més frecuentemente utilizadas (Van de Casteele
et al., 1983; Verzele et al., 1986; Mueller-Harvey et al., 1987, Dhingra y Davis, 1988;
Hatano et al. 1988a; Putman y Butler, 1989; Scalbert ez al., 1990), aunque algunos trabajos
describen la utilizacidon de columnas C, (Lea, 1980; Harborne, 1985; Hostettmann y
Marston, 1986).

En el anilisis cromatografico de polifenoles los eluyentes utilizados con mas
frecuencia han sido mezclas de metanol-agua, generalmente acompaiados de acidos como
formico (Van de Casteele ef al., 1983), acético (Mueller-Harvey et al., 1977; Treutter,
1989) o fosforico (Scalbert ez al., 1990). Estos 4cidos facilitan la separacién, impiden la
formacién de colas en los picos y evitan la disociacién proténica de los hidroxilos

fendlicos.
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En lo que concierne al régimen de elucién, lo mas recomendable es el empleo de

gradientes lineales o curvos.

En la cromatografia liquida en fase inversa, lJos compuestos son adsorbidos,
inicialmente, por la fase estacionaria mediante interaccién hidrofébica, y, después, son
eluidos por la fase mévil polar, debido al establecimiento de puentes de hidrégeno entre
dicha fase mévil y los compuestos. Por ello, para comprender la secuencia de elucion
debe considerarse tanto la capacidad donadora como la aceptora de protones de cada
compuesto, decisivas en la formacién de puentes de hidrégeno, asi como por su influencia

en la interaccion hidrofébica.

3.1.2 Método empleado.

En este trabajo se utiliz6 CLAR en fase inversa para el anélisis de diferentes tipos

de muestras:

* En primer lugar, se analizaron por esta técnica las fases acuosas liofilizadas de
los extractos de Eucalyptus spp. (ver figura IV.1), en las cuales se encuentran la
préctica totalidad de las proantocianidinas y elagitaninos solubles. Para ello, 200
mg de material liofilizado, se disolvieron en 1 ml de MeOH/H,0 (1:1) y se

filtraron luego a través de filtros de 0,45 um.

* Por otro lado, se emple6 también la técnica de CLAR en fase inversa para el
analisis de los productos de la hidrdlisis de elagitaninos (apartado 2.3.2 y 4.2);

asi como de los hidrolizados de proantocianidinas (apartado 5.3).

El cromatégrafo empleado para los andlisis por CLAR fue un Hewlett-Packard
mod. 1050 M, con sistema de bombeo cuaternario, inyector automatico, detector de

fotodiodos mod. 1040 M y estacién de tratamiento de datos.
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El detector se programé estableciendo distintos canales de adquisicion de
informacién, a cada uno de los cuales se le asign6 un rango de longitudes de onda. El de
aplicacién general (de longitud de onda 325 nm, con un ancho de banda de 150 nm)
permite el reconocimiento y obtencién del espectro UV de todos aquellos compuestos
que presenten absorcién en este rango de longitudes de onda. Asi mismo, se
establecieron canales especificos de deteccion: a 2802 nm, caracteristico de catequinas,
proantocianidinas y galotaninos; 255+2 nm y 3752 nm, de 4cido elagico y elagitaninos;

y 535+10 nm, de antocianidinas.

La columna utilizada fue de acero inoxidable, con relleno Hypersil ODS, de 200x4
mm d.i., de 5 um de tamaiio de particula y protegida con una precolumna con relleno de

las mismas caracteristicas.

En cuanto a los sistemas eluyentes, se ensayaron distintas composiciones y
gradientes. Se modificé el agente acidificante, probando los &cidos férmico, acético y
fosférico. Ademas, se comprobd la necesidad de acidificar por igual los dos componentes
de la mezcla eluyente, es decir el MeOH y el H,O, ya que al utilizar detector de
fotodiodos, si se acidifica sélo el H,0, se produce una variacién en la concentracién de
4cido a lo largo del gradiente y, por tanto, de la absorcién UV de la mezcla eluyente, lo

que provoca desajuste en el detector.

Fl sistema de eluyentes con el que se obtuvieron mejores resultados fue el formado
por A: MeOH-H,PO, (999:1) y B: H,O-H,PO, (999:1) y se emplearon diferentes
gradientes segiin el tipo de compuestos a los que se pretende aplicar el analisis

cromatogréafico:

* El gradiente 1 se caracteriza por el lento incremento de la proporcién de metanol
y asi, es apropiado para la separacién de muestras con componentes mas polares,

como es el caso de las fracciones acuosas liofilizadas (fig. IV.1), ricas en
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proantocianidinas y elagitaninos.

Gradiente 1:

t(min) A:B
0 0:100

&0 60:40
90 100:0
95 100:0
100 0:100
105 0:100

* El gradiente 2, més corto y con un incremento més rapido de la proporcién de
metanol, fue aplicado para el anilisis de los productos de la hidrélisis u otras

reacciones degradativas de elagitaninos y proantocianidinas.

Gradiente 2:

t(min) A:B
0 20:80
40 100:0
45 100:0
50 20:80
55 20:80

En todos los analisis el flujo se mantuvo a 1 ml/min, la temperatura del horno

cromatografico se fijé en 30°C y el volumen de inyeccién programado fue de 20 pl.

Para ]a preparacién de los eluyentes, se utilizaron disolventes organicos de calidad

CLAR, agua bidestilada purificada mediante un sistema Milli Q® de Millipore y H,PO,
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puro. Tanto los eluyentes como las muestras a analizar se filtraron a través de filtros de
0,45 pm.

3.1.3 Identificacién directa de compuestos fenélicos por CLAR.

La posibilidad de trabajar con detector de fotodiodos y librerias de espectros UV
de patrones facilita notablemente la identificacién de compuestos fendlicos, al poder
comparar los espectros obtenidos en nuestros picos problema con los existentes en la
libreria de espectros de patrones. Sin embargo, el problema principal es la falta de
patrones comercializados. El estudio del espectro UV correspondiente a cada pico
cromatografico ha constituido la base para la clasificacion de los taninos en

proantocianidinas y elagitaninos.

Las identificaciones directas por CLAR se han utilizado para el analisis de algunos
de los productos de la hidrélisis de proantocianidinas y elagitaninos. En general, se ha

procedido en todos los casos de la siguiente manera:

1 Obtencién del espectro UV del pico cromatografico problema para su comparacién

con los existentes en libreria.

2 Comprobacién de la semejanza de los tiempos de retencién (tg) del patrén y del

compuesto en cuestion utilizando el gradiente habitual.

3 Aplicacién del método de enriquecimiento de pico, aiiadiendo una pequeiia
cantidad del patrén a la muestra, lo cual debera producir un aumento del tamafo
del pico del compuesto problema. Esta mezcla se analiza nuevamente por CLAR
utilizando los eluyentes habituales y dos gradientes diferentes, comprobado si el
pico patrén-compuesto problema se desdobla o permanece como un tnico pico en

los dos gradientes.
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3.2 Cromatografia de permeabilidad por geles (CPG).

3.2.1 Bases tedricas.

Las técnicas de cromatografia de exclusion por tamaiio se vienen utilizando desde
hace tiempo en el estudio de la distribucién de pesos moleculares de polimeros y, dada
su naturaleza de técnicas cromatograficas, se han incorporado recientemente al campo
de la CLAR. Hoy en dia, casi toda la cromatografia de exclusién se realiza por CLAR.
La conjuncién de ambas técnicas se conoce como cromatografia de exclusion por tamaiio
de alta resoluciéon (Anderson, 1976; Billingham, 1976; Garcia de Marina y del Castillo,
1988; Yau et al., 1979).

La cromatografia de exclusién se basa en la penetrabilidad diferencial de las
moléculas, en los poros de las particulas del relleno de una columna. Cuanto menor sea
el tamafio de la molécula mayor serd su penetrabilidad y mayor la retencién en la
columna. Asi, es posible separar de una muestra componentes de tamafios moleculares
suficientemente diferentes. La denominacién de cromatografia de exclusién se debe al
hecho de que moléculas muy grandes, que en otros tipos de CLAR eran muy retenidas

o erosionaban la columna, en este caso, al no entrar en los poros, eluyen en primer lugar.

La fase mévil o eluyente idéneo debe estar constituido por moléculas pequeiias, en
general menores que las de la muestra a analizar, y por ello sale en dltimo lugar de la
columna. La fase estacionaria consta de particulas porosas e irregulares formando geles
rigidos, que son resistentes a las altas presiones aplicadas usualmente en este tipo de

cromatografia.

La cromatografia de exclusién, segin se opere en fase normal (con eluyentes
orgénicos, para muestras lipofilas) o bien en fase inversa (con eluyentes acuosos, para

muestras hidréfilas), recibe, respectivamente, la denominacién de cromatografia de
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permeabilidad por geles o cromatografia de filtracién por geles.

La cromatografia de exclusién es una técnica sencilla y que no requiere gran
precisién. Otra de sus ventajas frente a otras técnicas cromatogréficas es que los tiempos
de retencién dependen sélo del tamaiio de las moléculas a separar sin la intervencion de
procesos de adsorcion, particién o i6nicos; aunque es preciso sefialar que no se da una
retencién propiamente dicha, si no un alargamiento del camino recorrido por los

compuestos en la columna.

Asi, esta técnica es de utilidad para la resolucién de mezclas complejas de
sustancias con tamafios moleculares distintos. Se ha aplicado muy especialmente para
obtener informacién sobre distribucién de pesos moleculares de biopolimeros y, entre
ellos, mezclas complejas de taninos (Samejima y Yoshimoto, 1979; Foo et al, 1982;
Williams ef al., 1983).

Debido a la presencia de grupos hidroxilo en las moléculas de los taninos, éstos
pueden estar sometidos a fenémenos de adsorcién en el gel o bien tender a formar
asociaciones intermoleculares mediante enlaces de hidrégeno, lo que, en ambos casos,
lleva a una estimacién errénea de los pesos moleculares. Tanto los mencionados
fenémenos de adsorcién en el gel como las asociaciones intermoleculares pueden ser
eliminados, o por lo menos minimizados, mediante la utilizacién de fases méviles muy
polares, como dimetilsulféxido (DMSO) o dimetilformamida (DMF), que forman enlaces
de hidrégeno con los polimeros, y llegan a solvatarlos completamente (Brown, 1967,
Kristersson et al., 1983). El tetrahidrofurano (THF) también puede eliminar asociaciones

débiles o enlaces de hidrdgeno, sin producir una excesiva solvatacién (Yau et al., 1979).

Otro procedimiento para disminuir dichos fenémenos, es bloquear los grupos
hidroxilo mediante la preparacién de derivados acetilados (Lange et al., 1981; Faix et al.,
1980, 1981; Foo et al., 1982; Williams et al., 1983), metilados (Karchesy y Hemingway,
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1980; Samejima y Yoshimoto, 1981), o sililados (Mansson, 1981).

A pesar de que las técnicas de CPG se han utilizado con cierta frecuencia en el
andlisis de otros tipos de productos vegetales complejos, las referencias a taninos son muy
escasas y la mayor parte de la metodologia utilizada se ha basado en los estudios
realizados con ligninas, pudiéndose considerar que, en este caso, la metodologia de CPG
que ha dado los mejores resultados es la que se sirve de los derivados acetilados como

muestras y como eluyente THF.

Concretamente, se han realizado estudios sobre caracterizacién de taninos en
corteza de pino por CPG (Karchesy y Hemingway, 1980; Samejima y Yoshimoto, 1981),
en los que se utilizan los derivados metilados de los taninos, obtenidos por tratamiento
con diazometano. Sin embargo, habria que sefialar que la metilacién de
polihidroxiflavanoles con diazometano, a menudo, es muy variable y da grados muy
diferentes de derivatizacién, mientras que la acetilacién que conduce a derivados
peracetilados, en el caso de proantocianidinas, ha dado los mejores resultados para el
estudio de distribucion de pesos moleculares por CPG (Foo et al., 1982; Williams et al,
1983; Koupai-Abyazani et al., 1993; Rigaud et al., 1993).

Por otro lado, la utilizacién conjunta de un eluyente como THF y de los derivados
acetilados, en el andlisis por CPG de taninos y otros biopolimeros, minimiza las
interacciones debidas a enlaces de hidrégeno entre polimero y disolvente (Faix et al.,
1980, 1981; Lange ez al., 1981, 1983; Meier y Schwweers, 1981, Foo et al., 1982; Williams
et al., 1983), las cuales podrian conducir a una sobreestimacién del tamafio molecular
(Philip y Anthony, 1984), debido a los grupos hidroxilo libres del biopolimero, que
forman enlaces de hidrégeno con el THF. El uso de derivados acetilados previene este

tipo de asociaciones.
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3.2.2 Métodos empleados.

3.2.2.1 Preparacion de las muestras para el analisis por CPG.

Los analisis de CPG se llevaron a cabo en la fase acuosa liofilizada (fig. IV.1), en
Ia que los taninos fueron acetilados siguiendo bésicamente el método descrito por

Williams ez al. (1983), segiin se describe a continuacién.

Muestras de 5-10 mg fueron disueltas en 2 ml de una mezcla de piridina-anhidrido
acético (1:1). Después de una noche a temperatura ambiente, la mezcla fue vertida sobre
10 ml de H,O destilada y sometida a agitacién durante una hora. El precipitado obtenido,
formado por los derivados peracetilados de los taninos, se recuperé por filtracién a vacio,
o mediante extraccién con éter etilico, en el caso de muestras en las que no se habia
obtenido precipitado visible. Una vez lavado con H,O destilada, el precipitado se sec
a vacio y se disolvi6 en su totalidad, 2-5 mg, en 1ml de THF. La disolucién se filtré a

través de filtros de 0,60 um, para ser inmediatamente analizada por CPG.

El control de la eficacia de la acetilacién fue realizado por CLAR, utilizando el

gradiente de elucién n? 2 descrito en el apartado 3.1.2.

3.2.2.2 Analisis por CPG.

Los anilisis de CPG, se realizaron en el mismo cromatdgrafo utilizado para la
CLAR y descrito en el apartado 3.1.2. En este caso, el detector de diodos fue
programado con tres canales de adquisicion de informacién: uno general para
proantocianidinas y elagitaninos, con una longitud de onda de 270 nm y un ancho de
banda de 30 nm, otro especifico de proantocianidinas a 280+2 nm y un tercero,

especifico de elagitaninos, a 255+2 nm.
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La columna utilizada fue una columna HP-PL gel Mixed-D, protegida con

precolumna del mismo material y las condiciones de anilisis las siguientes:

eluyente THF
flujo 1 ml/min
temperatura 30°C
volumen de inyeccion 20 pl
tiempo de analisis 15 min

La calibracién de la columna fue realizada mediante patrones de poliestireno de
un rango de pesos moleculares de 162 a 22.000, sometidos a las mismas condiciones de
CPG que las muestras. Se inyectaron 20 ul de cada solucién patrén de 1-2 mg/mi de

concentracion.

Los calculos estadisticos de los pesos moleculares medios se hicieron mediante el

"GPC Software" suministrado con el cromatdgrafo Hewlett-Packard utilizado.

4, Caracterizacion de los tanines hidrolizables.

La caracterizacidn de los taninos hidrolizables o elagitaninos se realizé en la fase
acuosa liofilizada (fig. IV.1). En primer lugar, estos liofilizados fueron sometidos a una
hidrolisis acida, y a continuacion se procedié a la identificacién de los productos de la

hidrolisis de los elagitaninos, concretamente compuestos polifenélicos y aziicares.

4.1 Hidrdlisis dcida.

En esencia, se procedié como ha sido descrito en el apartado 2.3.1, con la
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introduccion de ligeras adaptaciones. La hidrdlisis se llevé a cabo con 5-10 mg de muestra
seca a la que se le afadié 1 ml de H,SO, 2N, a 100°C, durante 24 h y en vacio. Después
de la adicién de MeOH y del filirado habitual, la muestra se analizé por CLAR con el

fin de identificar los compuestos fendlicos.

Este procedimiento de hidrélisis se modificé para las muestras cuyo destino fue el
analisis de azicares por CG-EM. En este caso, el H,SO, 2N fue sustituido por HCI 6N,
acido més volatil, lo que facilita el secado del hidrolizado, paso previo indispensable a
la preparacién de los trimetilsilil (TMS) derivados de los azicares para su anélisis por
CG-EM.

4.2 Anilisis por CLAR de los polifenoles generados en la hidrélisis.

Los hidrolizados, obtenidos segiin el método que se acaba de describir, fueron
analizados por CLAR bajo las condiciones especificadas en el apartado 3.1.2., gradiente
2. En este caso los canales de adquisicion seleccionados fueron el general, de 325+75 nm,

y el especifico de elagitaninos, de 255+2 nm.

Los compuestos polifendélicos producto de Ia hidrélisis de los taninos hidrolizables,
fueron identificados directamente por CLAR por su espectro UV y su tiempo de
retencion, en el caso de los compuestos existentes en la libreria de patrones (apartado
3.1.3).

La cuantificacién de los compuestos fendlicos se realizd, para aquellos compuestos
de los que se disponia de patrdn, en base a las areas de los picos obtenidos a 325+75 nm
y mediante la utilizacién de rectas de calibrado. En el caso de compuestos de los que no
disponiamos de patrén, la cuantificacion se hizo en base a un patrén estructuralmente

relacionado y suponiendo la semejanza de los coeficientes de absorcién molar.
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Los patrones seleccionados fueron acido galico y dcido elagico y las ecuaciones de
las rectas de calibracién correspondientes, considerando el canal de adquisicion de datos

de 325+75 nm, las siguientes:

Acido gilico y=9,6.10"%-2,85.10% (12=0,991) (0,02-0,6 mg/ml)
Acido elagico y=3,3.10°x+8,10.10° (12=0,999) (0,002-0,04 mg/ml)

donde, x es el area del pico cromatografico expresado en unidades de integrador, e y la

concentracién de patrén en mg/ml.

4.3 Anilisis de aziicares por cromatografia de gases-espectrometria de masas.

4.3.1 Bases teoricas.

La enorme difusidon de la aplicacién de la espectrometria de masas al analisis
organico ha sido debida, principalmente, al desarrollo de aspectos tan diversos como el
acoplamiento de la espectrometria de masas a la cromatografia de gases, a la
introduccién de métodos quimicos de derivatizacién por los que se consigue el
incremento de volatilidad y la estabilizacién de moléculas térmicamente inestables, y al

desarrollo de los sistemas de procesado de datos.

Existe una amplia gama de técnicas de espectrometria de masas, pero todas ellas
incluyen procesos que en esencia estan dirigidos a conseguir la produccion de iones en
fase gaseosa, la posterior descomposicion de los iones en fragmentos cargados y la

separacién de éstos en funcién de la relacién masa/carga.

Por otra parte, la complejidad de los equipos de espectrometria de masas es

variable y tiene que ver, como antes sefialamos, con los sistemas o técnicas empleados
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para la produccién de iones y el método de separacion de los mismos, asi como con el
sistema de inyeccién de muestras y en menor medida, con el de deteccién de dichos iones
(Harvey, 1992).

La técnica clasica de espectrometria de masas de impacto electrénico, en la que la
produccién de iones se realiza mediante bombardeo de la muestra con un haz de
electrones de alta energia, viene siendo ampliamente utilizada, desde hace tiempo, en el
andlisis de hidratos de carbono, en particular. Se trata de una técnica especialmente

efectiva cuando se acopla a la cromatografia de gases.

Tanto por su inestabilidad térmica como por la dificultad para volatilizarlos en su
estado natural, los azicares, incluso los monosacaridos, deben ser derivatizados a la
forma de metil-, acetil- o trimetilsilil- (TMS-) éteres, para que puedan, asi, ser analizados
por cromatografia de gases (Harvey, 1992; Pierce, 1993). Concretamente, los metiléteres
han sido muy utilizados en los andlisis por espectrometria de masas, aunque su
preparacion resulta relativamente dificultosa, debido al hecho de que la molécula de estos
derivados aumenta s6lo en 14 unidades de masa por cada grupo funcional, frente a las
42 y 72 unidades de los acetil- y trimetilsilil- derivados, respectivamente. Los TMS-
derivados, por el contrario, presentan buenas caracteristicas para el analisis por
cromatografia de gases ya que son térmicamente muy estables, aunque también, pueden
dar lugar a varios picos cromatograficos al presentarse en solucidn los anémeros a y 8
de las dos formas de anillos, furanésido (5 eslabones) y piranésido (6 eslabones); sin
embargo, esta situaciéon puede evitarse con la utilizacion de las formas alditol (Klock et
al., 1981; Oshima et al., 1983). A pesar de todo ello, los TMS-derivados dan espectros
de masas de ionizacién por impacto electrénico muy valiosos e informativos, que pueden

ser utilizados para la identificacién de los monosacéridos (Harvey, 1992).

La espectrometria de masas, como técnica de deteccién, presenta también ciertas

ventajas cuando el analisis cromatografico no resulta satisfactorio, ya sea porque la
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separacion es insuficiente, o porque existen dudas acerca de la identificacién de los picos
cromatograficos. Asi, una deteccién selectiva de iones permite distinguir los picos
procedentes de azicares y de los de compuestos fenélicos. También aporta informacién
acerca del tamaiio del anillo de ciclacion de los aziicares (Radford y de Jongh, 1972). Asi,
el espectro de masas de los TMS-piranésidos presenta un pico base de m/z 204
{[(CH,);Si-O-CH=CH-0-8i (CH,);]*}, mientras que los TMS-furanésidos lo tienen a m/z
217 {{(CH;),Si-O=CH-CH=CH-O-Si (CH,);]*}. Sin embargo, los espectros de masas de

las formas a y B no resultan diferentes.

Volviendo a las técnicas de derivatizacién en relacién con la cromatografia de
gases, es preciso, en primer lugar, tener en cuenta algunas consideraciones generales,
como las siguientes: los silil-derivados se obtienen por sustitucion de hidrégenos activos
de A4cidos, alcoholes, tioles, aminas, cetonas enolizables y aldehidos por grupos
trimetilsililo. El término sililacién se usa tanto como abreviatura de trimetilsililacién,
como para referirnos a la unién con otros grupos sililo, como dimetilsilil {-SiH(CHS,),],
t-butildimetilsilil [-Si{CH,),C(CH,),]y clorometildimetilsilil [-Si{CH,)Cl (CH,),] (Pierce,
1968; Knapp, 1979). Los trimetilsilil derivados presentan la ventaja de la alta estabilidad
térmica, como ya se ha sefialado; sin embargo, el agua descompone tanto los reactivos
como los TMS derivados. Dado que los reactivos de sililacién reaccionan con dtomos de
hidrégeno activos, deben evitarse todos los disolventes que los contengan, o que sean
capaces de generarlos. Asi se suelen usar, como disolventes, piridina, dimetilformamida,

dimetilsulféxido y acetonitrilo (Pierce, 1993).

En cuanto a la obtenciéon de TMS derivados de azicares son varios los reactivos
disponibles o descritos en la bibliografia. Sweeley et al. (1963) desarrollaron un método
que utiliza hexametildisilazano-trimetilclorosilano-piridina (2:1:10) y que ha sido aplicado
posteriormente por Arpino et al. (1977), por Garcia-Raso et al. (1987, 1989) y Martinez-
Castro ef al. (1989). Markham (1982) usa una mezcla de los anteriores reactivos, pero en

distintas proporciones. Hay también referencias del empleo de trimetilsililimidazol

122



Metodologia

(Pierce, 1993; Goémez-Cordovés, 1993, comunicacién personal; Garcia-Raso et ai,
1987,1992).

En lo que concierne al analisis por cromatografia de gases de los TMS-derivados
de azicares, hay que tener en cuenta un conjunto de consideraciones. En primer lugar,
la afinidad que manifiestan los reactivos de sililacion y los TMS-derivados por los &tomos
de hidrogeno activos, condiciona la eleccién de la columna; asi, las que contengan fases
estacionarias con ese tipo de grupos pueden verse daiadas irreversiblemente por estos
productos. Por ejemplo, no se recomienda el empleo de polietilenglicoles, como el
Carbowax, siendo las siliconas las fases estacionarias més utilizadas para el analisis de los
TMS-derivados. La alta estabilidad térmica, tanto de dichas fases estacionarias como de
los reactivos y derivados, permiten trabajar en un amplio rango de temperaturas. En
orden creciente de polaridad, las siliconas mas empleadas son: metilsiliconas - SE-30
(Garcia-Raso et al.,1987, 1989), OV-1 (Markham, 1982) y OV-101 (Arpino ef al., 1977);
las fenilmetilsiliconas - OV-17 y OV-25 (Arpino et al., 1977, Garcia-Raso et al., 1987,
1989, 1992), y cianopropilmetilsiliconas y cianopropilfenilmetilsiliconas (Garcia-Raso ef

al., 1987, 1989).

También es de destacar que debe evitarse el empleo de inyectores de acero
inoxidable; se recomienda el empleo de inyectores de vidrio o, simplemente, la inyeccién

directa en columna (Pierce, 1993).
4.3.2 Metodologia empleada.
4.3.2.]1 Preparacién de la muestra.
El analisis, mediante CG-EM, de los azicares constituyentes de los elagitaninos

hubo de realizarse en el extracto en acetato de etilo, obtenido a partir de una solucién

acuosa del liofilizado; ya que, en la puesta a punto del método, habia sido observada la
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resencia de azucares libres en el liofilizado, antes de ser sometido a hidrdlisis acida. Se

procedié segiin el esquema de la figura IV.3.

20 mg material liofilizado + 1 ml H,0O

Extraccion con acetato de etilo
(3x1ml

Fase acuosa Fase acetato de etilo
Secado sobre Na,SO, anh.

Eliminaciéon de disolvente

Residuo

Hidrélisis acida
HCI 6N (apartado 1V.4.1)

AzUcares libres + compuestos polifendlicos

Lievar a sequedad a vacio
a menos de 30°C

Residuo

Preparacion de derivados

TMS-derivados de azlcares

Andlisis CG-EM

FIGURA IV.3 Esquema de los métodos de preparacién de las muestras y de la hidrdlisis para el
andlisis de azGcares por CG-EM.
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4.3.2.2 Preparacion de los trimetilsilil derivados.

El método seguido fue basicamente el desarrollado por Gil-Alberdi (1987), con las
modificaciones introducidas por Conde (1994}. Se seleccioné este método, en lugar de
otros mas especificos de azicares, con e} fin de obtener no sélo los TMS-derivados de
los azicares, sino también, los de los polifenoles que pudieran estar presentes en la

solucién de hidrolisis. Se utilizaron los siguientes reactivos:

* N, O-bis (trimetilsilil)-acetamida, BSA (Fluka).
* Trimetilclorosilano, TMCS (Fluka).
* Piridina anhidra, preparada mediante destilacién sobre hidréxido sédico y

dimetilsulféxido.

Para ]a obtencion de los TMS-derivados, se afiade a 1 mg de muestra 0,2 ml de
BSA, 0,2 ml de piridina anhidra y 0,1 ml de TMCS. La mezcla se mantuvo en vial
cerrado 2 h, a 60°C. Una vez frio, el producto de la reaccién se inyecta directamente en
el sistema CG-EM.

4.3.2.3 Anilisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas.

El equipo de CG-EM utilizado consta de un cromatégrafo de gases Hewlett-
Packard, modelo 5890, serie II, acoplado a un detector selectivo de masas Hewlett-
Packard 5971. Este detector incluye una fuente de ionizacién por impacto electrénico y

un filtro de masas de cuadrupolo. La energia de ionizacién fue 70 eV.

Se empled una columna capilar HP-1 de metilsilicona (12 m x 0,2 mm y 0,33 um
de espesor de pelicula de fase), y se trabajé bajo las siguientes condiciones
cromatograficas: temperatura inicial de 75°C y temperatura final de 325°C, con un

gradiente de 10°C/min. El sistema se mantuvo a la temperatura final durante 15 minutos.
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La temperatura del detector se fijé a 335°C y la del inyector a 300°C.

El volumen y la forma de inyeccién se establecieron de acuerdo con la

concentracion de cada muestra.

Las identificaciones se realizaron por comparacién del espectro de masas del
compuesto problema con los de la libreria de espectros NBS54K, incluida en el equipo,

y/o con los encontrados en la bibliografia.

Para diferenciar los picos de los azicares de los correspondientes a otros
compuestos con H activos, fundamentalmente polifenoles, se hizo un registro selectivo

de los iones m/z 204 y 217.

5. Caracterizacion de las proantocianidinas.

5.1 Hidrélisis en n-BuOH-HCI.

Una técnica habitual en la investigacion de la composiciéon de polimeros de
proantocianidinas es el estudio de los productos de su degradacién oxidativa. Asi, la
proporcién relativa de antocianidinas y su estereoquimica han sido parametros
frecuentemente considerados por los investigadores en el estudio y caracterizacion de las

proantocianidinas (Jones et al., 1976; Foo et al., 1982; Koupai-Abyazani et al., 1993).

La degradacién oxidativa de las proantocianidinas, que las transforma en
antocianidinas, se ha realizado tradicionalmente por calentamiento del polimero en n-
BuOH-HCI (95:5, v/v). Este método fue descrito originalmente por Swain y Hillis (1959)
y, posteriormente, Bate-Smith (1973a,b) contribuyd a su difusién. La reaccién que tiene

lugar se esquematiza en figura I1.16 de la introduccion.
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Sin embargo, este procedimiento tiene importantes inconvenientes. Algunos
investigadores han puesto de manifiesto la dificultad para reproducir los rendimientos en
antocianidinas, y también la dificultad para relacionar el rendimiento en antocianidinas
con la concentracién inicial de proantocianidinas. Asi, se han sugerido algunas
modificaciones del método, siendo quizis la mas aceptada la de Porter e al. (1986). Estos
autores realizan un estudio sobre el mecanismo de la reaccién conservando el mismo
medio que Swain y Hillis (1959), pero introduciendo ligeras modificaciones que han

permitido incrementar tanto la reproducibilidad como el rendimiento de la reaccién.

La hidrdlisis de proantocianidinas a antocianidinas se produce mediante una
autooxidacién seguida de la ruptura de los enlaces interflavanicos, catalizada por el acido
(fig. I1.16.). El rendimiento en antocianidinas viene considerablemente afectado por la
presencia de trazas de iones de metales de transicion y, ademds, depende de la
concentracién de agua en la mezcla de reaccién. Es conveniente pues, la adicién de sales

de hierro en dicho medio de reaccidn.

Nosotros hemos utilizado este tipo de reaccién para determinar los niveles relativos
de antocianidinas, producto de la oxidacion de unidades flavan-3-ol constituyentes de las

cadenas poliméricas de las proantocianidinas.

El método empleado ha sido, basicamente el método de Swain y Hillis (1959), con

las modificaciones recomendadas por Porter y colaboradores (1986).

A 20 mg de extracto acuoso liofilizado se le afiadié6 1 ml de n-BuOH-HCI
concentrado (95:5, v/v) y 40 ul de una solucién de reactivo férrico (NH,Fe(SO,),.12H,0
en HCl 2M, de concentracién 2% en p/v). La reaccién se llevd a cabo en tubos cerrados
a 95°C, durante 1 h.

Una vez dada por finalizada la hidrélisis, las muestras se llevaron a sequedad total,
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en vacio. El residuo se redisolvié en 1 ml de MeOH acidificado con HCI (0,1%),
procediéndose posteriormente a su filtracién a través de un filtro de 0,45 pm para su
analisis por CLAR.

5.2 Anilisis por CLAR de los productos de degradacién. Antocianidinas.

Las antocianidinas se analizaron por CLAR en fase inversa, utilizando el
instrumental descrito en el apartado 3.1.2. En este caso, el canal principal de adquisicién
de datos se programé a una longitud de onda de 53510 nm, especifica para
antocianidinas. Las condiciones de separacién cromatografica aplicadas fueron, asi mismo,

las descritas en el apartado 3.1.2., utilizando el gradiente de elucién 2.

Laidentificacién de las antocianidinas se realiz directamente por CLAR, mediante
comparacidn de los espectros UV y los tiempos de retencién de los picos cromatogréficos
de las muestras hidrolizadas, con los de los patrones existentes en la libreria, segin se

especifica en el apartado 3.1.3.

Las antocianidinas han sido valoradas mediante rectas de calibrado realizadas con
patrones. Se prepararon soluciones, en metanol acidificado (0,1% HCI), de cianidina y
de delfinidina, en un rango de concentracién de 2 a 40 ug/ml, analizandose por CLAR,
bajo las mismas condiciones que las muestras. Los valores de las dreas de los picos
cromatograficos, obtenidos para cada una de las concentraciones, se ajustaron a una recta
de regresion, mediante el método de minimos cuadrados. Las ecuaciones obtenidas
fueron: y=2,56.10*+1,6.10°x, e y=1,96.10*+1,8.10"x, respectivamente para cianidina y
delfinidina; donde y es la concentracién expresada en mg/ml y x, el area del pico
cromatografico, expresada en unidades de integrador. Se calculd después la proporcién

relativa de las antocianidinas identificadas.
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6. Reconocimiento de glic6sidos fendlicos.

La identificacién de los glicdsidos flavonoidicos de las hojas se llevd a cabo
mediante el anélisis de los aglicones y aziicares constituyentes. Para ello, a partir del
extracto en acetato de etilo, obtenido como se detall6 en la figura IV.3, se aislé por
cromatografia en capa fina preparativa la fraccién flavondlica de los extractos de hojas,

la cual se sometid a hidrdlisis acida.

6.1 Aislamiento de los flavonoles por cromatografia en capa fina.

El aislamiento de la fracciébn o fracciones de flavonoles se acometié por
cromatografia preparativa en capa fina, utilizindose placas de celulosa Sigmacell
microcristalina tipo 20 (Merck), de 20 pm de tamaio de particula, preparadas segin se
detalla a continuacién. Se mezclaron 15 g de dicha celulosa con 60 ml de agua destilada
y 0,2 g de indicador de Fluorescencia F,5, para CCF (Merck), v la mezcla se extendi6
sobre placas de 20x20 cm, con un espesor de capa de 0,25 mm, siendo desecadas
posteriormente en estufa a 110°C. Las cubetas utilizadas fueron Camag tipo estandar. El
desarrollo de la cromatografia fue monodimensional, utilizandose como eluyente AcOH
30% y llevandose a cabo el revelado, solamente en una seccién de la placa, con reactivo
A de Neu (solucién de éster B-aminoetilico del 4cido difenilbérico en MeOH 0,6%). Las
fracciones que expuestas a la luz UV (254 nm) dieron un color amarillo propio de los

flavonoles fueron extraidas de la celulosa con MeOH.

6.2 Hidrélisis de los glicésidos flavonélicos.

Con el objeto de evitar la degradacién de los aglicones producidos por la hidrélisis

de los glic6sidos flavondlicos se aplicd, en este caso, una hidrélisis acida suave en vacio,

129



Metodologta

y utilizando 4cido trifluoroacético (TFA), ya que éste presenta, frente a otros acidos, la
ventaja de una elevada volatilidad, lo cual facilita considerablemente su posterior
eliminacién del extracto, requisito indispensable para el anélisis de los aztcares. El

procedimiento de hidrdlisis seguido fue el siguiente:

Muestras de 1-2 ml de las fracciones flavonoidicas se llevaron a sequedad y se les
anadi6 0,5 ml de TFA 2N. La mezcla, después de congelada, se cerrd al vacio en un
liofilizador y posteriormente se someti6 a calentamiento a 100°C durante 30 min. Una
vez dada por finalizada la hidrélisis, y después de su enfriamiento a temperatura
ambiente, se afiadi6 a las muestras 1ml de MeOH, se filtraron, y por dltimo se dividieron
en dos partes, con objeto de destinar una al anlisis de aglicones mediante CLAR

(apartado 3.1.2) y la otra al analisis de aziicares por CG-EM (apartado 4.3).

7. Analisis numérico.

7.1 Anilisis descriptivo.

El analisis descriptivo incluye los parametros estadisticos de cada variable en
particular, los de centralidad (media aritmética) y los de dispersion (coeficiente de

variacion y desviacién estandar).
7.2 Andlisis univariante.

Se trata de un analisis de comparacién de medias a través de un modelo de
variable simple, por el que se pretende conocer si existen diferencias significativas para

cada una de las variables dependientes de la especie y de la procedencia.

Se ha empleado en el analisis de la varianza la técnica de modelo factorial de dos
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factores (especie y procedencia):
y =m + E + P, + EP; + E,
donde:
m= media del indice considerado,
E,= efecto de 1a especie,
P;= efecto de la procedencia (lugar de plantacion),
EP;= interaccion entre especie y procedencia y
E,= error experimental o efecto debido al individuo K dentro de la especie i y de la

procedencia j.

7.3 Analisis multivariante.

La técnica de anilisis multivariante aplicada fue un andlisis discriminante canénico,

en el que se consideraron todas o algunas de las variables dependientes, segun los casos.

El analisis discriminante canénico consiste en el calculo de las demominadas
funciones discriminantes, las cuales tienen numerosas aplicaciones en el campo de la
clasificacion de individuos de determinadas poblaciones. En general, la clasificacién se
resuelve por medio de determinadas funciones matematicas de m variables, seleccionadas

entre las n variables analizadas (funciones discriminantes).

Los programas estadisticos utilizados nos han permitido obtener la representacion
candnica de las muestras analizadas, lo cual consiste en proyectar los puntos del espacio
eucledjano R"y representarlos geométricamente en dos dimensiones. Esta representacion
goza de notables propiedades: las variables candnicas estan correlacionadas entre si, son
ortogonales y las distancias geométricas entre los puntos son idénticos a las distancias
estadisticas; por lo que se facilita extraordinariamente la representacién geométrica de

los estadisticos.

131



V. RESULTADOS Y DISCUSION

132



V. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estudios preliminares.

1.1 Ajuste de las condiciones de extraccién.

En el andlisis de taninos objeto de este trabajo nos hemos planteado en primer

lugar la optimizacién de las condiciones de su extraccién.

Dada la susceptibilidad tanto de los taninos hidrolizables como de los condensados
a reacciones de hidrélisis, isomerizacion y polimerizacién, hemos centrado este estudio
preliminar sobre los efectos que las condiciones de extraccion pudieran tener en estas

reacciones, favoreciéndolas en mayor o menor medida.

Asi, en particular, se ha estudiado la influencia del] tipo de disolvente y su
contenido en agua, asi como del tiempo de maceracién, en el rendimiento total de la
extraccion y en el contenido de fenoles totales, utilizando el método de extraccion
descrito en el apartado IV.1.2 y tanto con madera como con corteza de Eucalyptus
globulus (apartado II1.1).

Partiendo de la base de que la luz y la alta temperatura tienen un efecto
considerablemente negativo en la estabilidad de los taninos (Cork y Krockenberger,
1991), hemos realizado todos los ensayos a temperatura ambiente y preservando los

extractos de la tuz directa.

En la tabla V.1-1 se muestran los rendimientos en peso seco del extracto bruto, asi
como el contenido en fenoles totales, obtenidos a partir de madera o corteza, utilizando
los dos disolventes mas comiinmente citados en la literatura, metanol al 80% y acetona

al 70% y, también metanol al 40%, con el objeto de determinar si una mayor proporcién

133



Resultados y discusion

de agua favorecia la extraccién de los taninos.

De los resultados obtenidos se puede deducir que un rendimiento extractivo mayor,
no siempre supone un mayor contenido en polifenoles. Asi, a partir de madera, el
superior rendimiento global obtenido en e] caso de la extraccién con MeOH 40% en
comparacién con MeOH 80% (mé&s del doble), no se corresponde con un mayor
contenido en fenoles totales, lo que sugiere que la extraccién de compuestos més solubles
en H,0O, como azficares, y que no forman parte de la fraccién polifendlica de la madera,
se ve més favorecida. Sin embargo, en corteza no ocurrié lo mismo, posiblemente porque
los compuestos favorecidos en la extraccion con MeOH 40% son taninos, los cuales estian

incluidos en la fraccion de fenoles totales.

Es preciso considerar que el aumento del contenido de agua de los disolventes
puede favorecer la extraccién de taninos pero también a la vez producir su degradacién
hidrolitica (Lindroth y Pajutee, 1987), pudiendo no resultar incrementado el contenido

en fenoles totales del extracto, todo lo que cabria esperar.

La utilizacién de acetona al 70% frente a metano) al 80% supuso el incremento
tanto del rendimiento extractivo como de su contenido en fenoles totales, en ambos casos
de madera y corteza, siendo particularmente en ésta Gltima el incremento de los fenoles
totales mas acusado (tabla V.1-1). Por el contrario, los niveles de proantocianidinas, en

este caso de extraccién con acetona 70%, resultaron inferiores (tabla V.1-2).

La idoneidad de las mezclas acetona-agua o metanol-agua como disolventes en la
extraccion de taninos varia probablemente con la especie y el tejido vegetal de que se
trate (Hagerman, 1987), pero, a pesar de todo se han formulado algunas generalizaciones.
La capacidad extractiva del metanol parece disminuir a medida que aumenta el tamafo
de los polimeros ténicos a extraer (Goldstein y Swain, 1963; Foo y Porter, 1980), mientras

que tal efecto aparentemente no se da con la acetona (Jones ez al., 1976; Foo y Porter,
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1980). Parece ser que la acetona rompe o impide las asociaciones tanino-proteina,

mientras que el metanol no lo hace (Foo y Porter, 1980; Hagerman y Robbins, 1987).

TABLA V.1-1
Efecto del disolvente de extraccién en el rendimiento total de extraccidn
y en el contenido de fenoles totales.

Rend. % total' Fenoles totales?
MADERA MeCH 80% 2,25 €9 (1.1)
MeOH 40% 4,93 6,2 (0,1)
Me,CO 70% 3,23 8,8 (0,8)
CORTEZA | MeOH 80% 9,65 27,9 (0,9)
MeOH 40% 10,79 29,9 (0,3)
Me,CO 70% 11,82 41,3 (0,5)

17 g de residuc seco por 10U g de mataria seca.

2) Expresados en mg de écido gélico por g de materia seca.
Los valores son media de dos repeticiones y las cifras entre paréntesis corresponden a la desviacién
estandar.

TABLA V.1-2
Efecto del disolvente y del tiempo de extraccién en el contenido de fenoles
totales y proantocianidinas.

24 Horas 72 Horas
Fenoles Proant.? Fenoles Proant.?
totales' totales'

MADERA | MeOH 80% 6,107 | 1,402 | 4106 | 2402
Me,CO 70% | 7,2(0,2) | 0,8(0,02) | 7,0(0,3) | 0.2 (0,02)
CORTEZA | MeOH 80% | 259 (0,9) | 89 (0,4) | 249 (0,4) | 9.6 (0,3)

Me,CO 70% | 34,6 (1,3) | 66 (0,3) | 32,4 (0,8) | 66 (0,3)

1) Expresado en mg de acido galico por g de malefia seca

2) mg/g, calculados en catequins, referides a materia seca

Los valores son media de dos repeticiones y las cifras entre paréntesis representan las desviaciones
estandar,

Hagerman (1988) y Cork y Krockenberger (1991) obtuvieron rendimientos algo
superiores en fenoles totales y proantocianidinas, cuando utilizaban acetona acuosa frente
a metanol acuoso para la extraccién de taninos de hojas de Eucalyptus spp. y otras

especies vegetales. Sin embargo, otros autores han referido rendimientos iguales o
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mayores en la extraccién de taninos de madera, corteza y hojas de varias especies cuando

utilizan metanol acuoso (Julkunen-Tiito, 1985; Scalbert et al., 1989).

En lo que a nuestros datos se refiere, el aumento del rendimiento en fenoles
totales, obtenido al utilizar como disolvente acetona-agua frente a metanol-agua (tabla
V.1-2), estaria de acuerdo con la sugerida superior capacidad extractiva de la acetona-

agua para los polifenoles poliméricos.

Por otra parte, la reduccion antes sefialada en el rendimiento en proantocianidinas,
cuando utilizamos como disolvente de extraccién acetona-agua (tabla V.1-2) podria
deberse a varias razones. En primer lugar, los datos de niveles de proantocianidinas,
obtenidos mediante el método de la vainillina-cido, utilizado por nosotros, y el método
del BuOH-HC], utilizado por Hagerman (1988) y Cork y Krockenberger (1991), no son
siempre comparables. Ello es debido a las posibles diferencias estructurales de las
proantocianidinas segin la muestra, ya sea en relacién con su grado de polimerizacion,
tipo de unién interflavanica o naturaleza de las unidades monoméricas entre otras causas
(Goldstein y Swain, 1963; Butler ef al., 1982; Porter et al., 1986).

Mientras que la vainillina reacciona con los flavanoles terminales de las
proantocianidinas, con la formacién de un croméforo, sin producirse despolimerizacidn,
por lo que este método supone la valoracién preferentemente del contenido en
polimeros, la valoracién de proantocianidinas con BuOH-HCl se basa en la determinacién
de las antocianidinas producidas por la ruptura oxidativa de los polimeros, y por tanto,
en este caso, el rendimiento en dichas antocianidinas seria proporcional a la

concentracién de flavanoles no terminales del polimero.

Por otra parte, se ha demostrado que los taninos condensados son menos estables
en acetona acuosa que en metanol acuoso (Cork y Krockenberger, 1991), y asi el

contenido menor en proantocianidinas, obtenido de los extractos realizados con acetona-
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agua, podria deberse también a la degradacién de dichas proantocianidinas. Se ha
considerado que un tiempo de maceracién de 24 horas es suficientemente largo, como
para que puedan tener lugar fenémenos de degradacién, con efectos significativos en el

contenido en taninos.

En lo que respecta al efecto del tiempo de maceracién en la extraccién, es de
destacar que su prolongacién desde 24 a 72 horas no dio como resultado e! incremento
de los niveles de fenoles totales extraidos, ni en madera ni en corteza, y con ninguno de
los dos disolventes estudiados (tabla V.1-2). En cuanto a los niveles de proantocianidinas,
tanto en el caso de madera como de corteza, sdlo se han visto incrementados en la
extraccion con metanol-agua, observindose en la extraccién con acetona-agua incluso una
reduccién considerable de estos valores después de 72 horas de maceracién frente a los
obtenidos al tiempo menor de 24 horas. Estos resultados apoyan también la idea de la

mayor labilidad de las proantocianidinas en acetona-agua que en metanol-agua.

A pesar de la importancia de los elagitaninos en el género Eucalyptus, no hemos
realizado los respectivos anélisis cuantitativos de estos compuestos en esta puesta a punto
del método de extraccién, por no disponer de métodos quimicos de valoracién sencillos.
Sin embargo, si se han considerado los elagitaninos en los anilisis cualitativos

complementarios realizados por CLAR.

Asi, con el objeto de completar la informacién sobre las caracteristicas extractivas
de los disolventes bajo estudio, MeOH-H,0 (80% y 40%) y Me,CO-H,0 (70%), se han
analizado por CLAR los distintos tipos de taninos de las fases acuosas liofilizadas de los
extractos de madera o corteza, siguiendo la metodologia especificada en el apartado
IV.1.2 y utilizando el gradiente de elucién nimero 1. De los resultados obtenidos del

andlisis por CLAR se puede concluir que:

- En lo que a los elagitaninos se refiere, no se han observado diferencias
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cualitativas entre los extraidos por los tres disolventes ensayados, tanto a
partir de madera como de corteza. Sin embargo, el extracto mas rico en
elagitaninos ha resultado el obtenido con metanol-agua al 80% para los dos

tipos de muestras.

- En cuanto al analisis por CLAR de los otros tipos de taninos es de sefalar
que se confirma el menor contenido en proantocianidinas de los extractos en
acetona. Asi, los cromatogramas de los extractos obtenidos de madera y
corteza en acetona-agua han presentado menor niimero de picos con maximo

de absorbancia a 280 nm, propio de proantocianidinas.

Como consecuencia de los resultados obtenidos en este estudio previo, se han
seleccionado las siguientes condiciones de extraccién para el analisis sistematico de los
taninos de eucaliptos objeto de esta Tesis: disolvente MeOH-H,O al 80%, tiempo de
maceracién 24 h y temperatura ambiente, segiin se ha descrito en el apartado 1.2 de

metodologia.

2. Rendimientos de extraccion y niveles de taninos de los extractos.

El estudio sistemético del contenido en polifenoles de la madera, corteza y hojas
de las tres especies de Eucalyptus consideradas, se ha llevado a cabo mediante la
determinacion del rendimiento global del extracto en MeOH-H,O (80:20) y la valoracién
del contenido en fenoles totales, asi como del contenido de los diferentes grupos de

taninos del extracto bruto acuoso.

La estimacidn del contenido polifendlico de los extractos se realizé utilizando el
método de Folin-Ciocalteu descrito en el apartado IV.2.1. Los resultados se han

expresado en mg de 4cido gélico por g de material seco extraido. El coeficiente de
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extincion molar obtenido para el acido gdlico ha sido de 22,3x10° valor que esta en
consonancia con los publicados por Singleton y Rossi (1965), de 23,3x10°, y por Scarbert
et al. (1989), de 25,2x10°.

En cuanto a los niveles de los taninos condensados, se han determinado por
reaccion de condensacién de las proantocianidinas con vainillina, segiin hemos descrito
en el apartado IV.2.2. Los valores se dan en mg de catequina por g de material vegetal

seco. Para la catequina hemos obtenido un coeficiente de extincién molar de 34,3x10%.

Tanto las determinaciones de los fenoles totales como las de proantocianidinas, se
han realizado por triplicado, ya que los métodos quimicos utilizados se basan en
reacciones de formacion de grupos croméforos, las cuales dependen considerablemente
del tiempo, la temperatura y el disolvente empleados, entre otras muchas variables que

determinan velocidades y rendimientos de reaccidn.

Los elagitaninos han sido valorados también en los extractos acuosos concentrados.
Estos extractos se sometieron a hidrdlisis, en medio acido, como se ha descrito en el
apartado IV.2.3.1, y el 4cido elagico liberado se valoré por CLAR (apartado IV.2.3.2),

dandose por tanto los valores en mg de 4cido eldgico por g de material vegetal.

A continuacién se comentan y discuten ampliamente estos resultados en los

subapartados correspondientes a madera, corteza y hojas, por este orden.
2.1 Madera.

Los resultados correspondientes a las determinaciones del contenido en los
diferentes grupos de taninos, para las muestras de madera de E. camaldulensis, E.

globulus y E. rudis, se recogen en la tabla V.2-1. y el correspondiente anélisis univariante
en la tabla V.2-2.
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TABLA V.2-1

Rendimiento en extracto total y contenido en fenoles totales, proantocianidinas y
elagitaninos de madera de £ camaldulensis, E. globulusy E. rudis.

Extracto en
Muestra MeOH-H,0 Fenoles totales® Proantoclanidinas® | Elagitaninos®
(%)

HEC1 10,03 21,06 {0,11) 9,10 (0,04) 0,34
HEC2 3,51 9,85 (0.22) 2,49 (0,25) 0,40
HEC3 8,07 12,04 (0,22) 3,72 (0,25) 0,52
HEC4 8,48 18,31 (0,29) 6,59 0,17) 0,38
HECS 7,14 26,21 (0,44) 10,08 (0,10 0,35
PEC1 2,40 6,43 {0,40) 4,56 (0,30) 0,36
PEC2 2,84 534 {0,37) 4,54 (0,04} 0,22
HEG1 3,61 9,55 (0,47) 2,00 (0,08) 0,65
HEG2 3,43 9,61 (0,07) 2,41 (0,25) 0,55
HEG3 2,71 9,14 (©,71) 2,21 (0,13) 0,36
HEG4 3,83 18,29 (0,18) 5,21 {0,68) 0,26
HEG5 3,84 19,6 (1,14) 4,82 {0,60) 0,37
PEG1 5,65 16,92 @,11) 0,64 (0,19) 0,98
PEG2 2,79 8,01 (0,34) 0,35 (0,03} 0,16
PEG3 3,92 8,85 {0,65) 0,40 (0,03) 0,16
PEG4 3,76 10,98 (0,64) 0,71 {0,24) 0,27
PEGS 3,17 7,26 (0,22) 1,50 {0,15) 0,28
HERt 3,41 7,79 (0,88) 1,43 (0,42) 0,19
HER2 4,31 12,71 {0,50) 3,57 (0,01} 0,17
HER3 4,98 13,04 {0,57) 4,08 {0,09) 0,13
HER4 4,17 13,89 (0,36) 3,39 (0,68) 0,18
HERS 6,02 9,43 (0,32) 2,37 (0,19) 0,39
PER1 4,47 8,28 (0.29) 1,68 (0,17) 0,28
PER2 5,6 18,76 (0,91) 4,84 (0,36) 0,4

PER3 3,55 9,62 {0,66) 1,73 (0,29) 0,13
PER4 3,156 12,22 (0,84) 2,19 (0,04) 0,07

- H=Huelva. P=Pontevedra. EC=E. camaldulensis. EG=E. globulus. ER=E. rudls.
- % en peso.
- Los datos de a, b y ¢ vienen dados en mg por g de peso seco de madera; siendo

expresados respectivamente para a) en base a écido galico, para b) en base a catequina

y para c) en acido elagico

- Los valores de a y b son media de tres repeticiones y los valores encerrados entre

paréntesis representan las desviaciones estandar correspondientes.
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TABLA V.2-2 Analisis univariante de los rendimientos en extracto total y contenido en taninas deilos extractos de madera de Eucalyptus spp.

I E. camaldulensis | E. globulus | E. rudfs I
PROCEDENGIA I H | P | H | P | H I p | Especie | Procedencia |
Inter.
| x J oo x| o]ov] x Jo|ov|x|o]ov]| x |o |ov| x [ o |ov | Diisigiagup | Ditsigingue |
Exiracto en 745 | 243 | a9 | 262 | 031 | 12 | 349 Jo4a7 | 13 J3es 101 | 20 | 458 |oga | 21 | 419 | 108 | 26 [ no | wro- | | PH an
MeOH-H,0
Fenoles totales 1751 [663 [ 38 {580 |o77 | 3 | 132 [ 523 |40 [ 104 [390 | 37 [ 418 [262 | 23 | 122 {aes |38 |no | cen- | = | PH .
Proantocianidines | 858 [ 256 | 54 | 465 601§ « | 233 [155 ] 47 |o072 |o46 | 84 | 297 [106 {36 | 26t {150 | s8 |+ | er<c | » | PH NO
Elagitaninos 0,40 007 18 0,29 Q.09 32 0,44 0,16 l 38 0,37 0,34 83 0,21 0,10 49 0,22 0,15 68 * R-C-G NC -PH- NQ
X= media.

o= desviacion estandar.

CV= coeficiente de variacion.

Dif.sig./Agrup.= diferencias significativas/agrupamiento entre especies o procedencia por semejanza.
Inter.= interaccion.

10%=*=5%, 5%=**=1%, 1%=***,

C= E camaldulensis. G= E. globulus. R= E. rudis. H= Huelva. P= Pontevedra.
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2.1.1 Eucalyptus camaldulensis.

En esta especie, los rendimientos globales de extraccion y los niveles de fenoles
totales han resultado superiores en las muestras procedentes de Huelva (x: 7,45% y 17,51
mg/g respectivamente) que en las de Pontevedra (x: 2,62% y 5,89 mg/g). Se puede
deducir ademés que existe una cierta proporcionalidad entre ambos parimetros, lo que
sugiere una importante contribucién de los compuestos polifenélicos al rendimiento

extractivo.

Por otra parte, los niveles de proantocianidinas han resultado excepcionalmente
variables en las maderas procedentes de Huelva (CV=54, tabla V.2-2), obteniéndose
valores particularmente elevados en algunas muestras, HEC1 y HECS (tabla V.2-1), las
cuales también presentaron los correspondientes niveles de fenoles totales muy
superiores. Se aprecia cierta correspondencia entre valores de taninos condensados y de
fenoles totales. No se puede decir lo mismo para los elagitaninos, ya que las variaciones
en las muestras de madera no han resultado proporcionales a las obtenidas para los
niveles de fenoles totales. Es preciso considerar que los niveles de elagitaninos han sido
estimados en base al 4cido eldgico liberado mediante la hidrélisis 4cida de dichos
elagitaninos y asi, el rendimiento en acido eldgico puede venir considerablemente
afectado por la estructura de los elagitaninos, en particular por el contenido de 4cido

elagico por molécula de elagitanino.

2.1.2 Eucalyptus globulus.

En este caso de E. globulus los rendimientos globales de extraccién han resultado
muy semejantes, con independencia de si las muestras de madera eran procedentes de
Huelva (media, 3,49%) o de Pontevedra (media, 3,86%) (tabla V.2-1y V.2-2), con la

excepcion de la muestra PEG1 de Pontevedra que dio el maximo rendimiento (5,65%).
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En lo que concierne a los niveles de fenoles totales, en esta especie es de destacar
su notable variabilidad en las maderas procedentes de las dos localizaciones y la falta

total de relacién con los valores correspondientes del rendimiento global extractivo.

Por otra parte, los niveles de proantocianidinas han sido considerablemente
superiores en las maderas de Huelva (x: 3,33 mg/g), caracterizandose por el contrario las
muestras de Pontevedra por su bajisimo contenido en proantocianidinas (x: 0,72 mg/g)
y asi, los altos niveles en fenoles totales, obtenidos en las maderas de Pontevedra,
parecen deberse a la extraccidn de polifenoles de naturaleza no tanica. Las maderas de
E. globulus procedentes de Pontevedra han presentado, también, niveles de elz;gitaninos,
en general, inferiores a las de Huelva (x: Pontevedra 0,37 mg/g, Huelva 0,44 mg/g), con

la excepcién de la muestra PEGI.

En la literatura existe un trabajo publicado por Scalbert ez al. (1989), en el que se
determinan los niveles de polifenoles de madera de cinco especies de gymnospermas y
doce de angiospermas, incluyendo entre éstas Eucalyptus globulus. La madera de esta
especie, segin el contenido en fenoles totales (24,0 mg/g en 4cido galico) ocupa el cuarto
lugar, el sexto segiin el nivel de proantocianidinas (0,24 mg/g en catequina) y el tercero
en cuanto al contenido en elagitaninos (21,3 mg/g en 4,6-hexahidroxidifenoil-glucosa). A
pesar de que los valores de fenoles totales y proantocianidinas dados por Scalbert et al.
(1989), se basan sélo en el estudio de una muestra de madera, es preciso sefalar que
estan de acuerdo con los obtenidos por nosotros. En particular, los datos sobre fenoles
totales dados por estos autores se acercan mas a nuestras estimaciones en maderas
procedentes de Huelva (9,55-19,60 mg/g en 4cido gélico), mientras que el contenido en
proantocianidinas estd mas acorde con los correspondientes a los datos de maderas
procedentes de Pontevedra (0,35-1,50 mg/g en catequina). Ademas, es preciso considerar
que tanto los resultados correspondientes a los fenoles como a las proantocianidinas son
susceptibles de ser comparados, puesto que en ambos trabajos, se ha utilizado la misma

metodologia y el mismo compuesto de referencia. No ocurre lo mismo, en el caso de la
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valoracién de los elagitaninos, por lo que los resultados de Scalbert ef al. y los nuestros

no pueden ser en absoluto comparables.

Otros autores han considerado también la madera de E. globulus como una de las
ricas en elagitaninos (Yazaki y Hillis, 1976), aunque se limitan a realizar sélo el
aislamiento e identificacién de algunos de ellos, sin haber llegado a la valoracién de sus

niveles.

2.1.3 Eucalyptus rudis

En las muestras de madera de E. rudis no se han observado importantes diferencias
dependientes del origen ni en el rendimiento de la extraccién, ni en el nivel de fenoles
totales ni en el de proantocianidinas. Pero las muestras procedentes de Pontevedra se han
caracterizado por una gran variabilidad en los contenidos de elagitaninos, habiéndose
obtenido valores desde 0,07 mg/g a 0,40 mg/g, correspondientes a las muestras PER4 y
PER2 respectivamente, y un CV para la poblacién de 68 (tablas V.2-1 y V.2-2).

2.1.4 Analisis numérico.

Analisis univariante

La tabia V.2-2 recoge los resultados de los andlisis univariantes relativos a los
rendimientos de extraccién, y a los niveles de fenoles totales, proantocianidinas y
elagitaninos de los extractos de madera de las tres especies de Eucalyptus estudiadas. Se
incluyen medias, desviaciones estindar y coeficientes de variacién, asi como las
diferencias significativas y los agrupamientos por especies y por procedencias, respecto

de cada una de las variables. Se da asi mismo la interaccién entre especie y procedencia.

De la comparacién de los resultados obtenidos en los analisis univariantes, se puede

144



Resultados y discusién

deducir la existencia de diferencias significativas entre las tres especies de Eucalyptus, en
cuanto al contenido en elagitaninos del extracto de madera. Los rendimientos globales
y los niveles de fenoles totales no han resultado significativamente diferentes en las
maderas de las tres especies y los contenidos en proantocianidinas han sido
significativamente superiores en las de E. camaldulensis, respecto de las de E. globulus
y E. rudis.

En cuanto al andlisis realizado considerando la procedencia, es de destacar su
influencia en el rendimiento global de extraccidn, en el contenido de fenoles totales y en
el de proantocianidinas. En los niveles de elagitaninos, por el contrario, no se han

obtenido diferencias significativas en relacioén con el origen.

Por otra parte, se ha obtenido una considerable interaccién entre especie y origen
para la variable rendimiento extractivo, lo que significa que el origen va a influir en

menor o mayor grado sobre el rendimiento extractivo, segin la especie considerada.

Analisis multivariante

Con el objetivo de determinar si el conjunto de las variables estudiadas en los
extractos de madera de Eucalyptus, rendimiento extractivo, contenido en fenoles totales,
en proantocianidinas y en elagitaninos, hacian posible la diferenciacién de las muestras
segun la especie a la que pertenecen o segin la procedencia, se realizdé un analisis

discriminante canénico, considerando dichas variables.

Enla figura V.2-1 se muestra la representacion candnica de las muestras de madera
estudiadas, en el plano definido por las dos funciones canénicas de mayor poder de
discriminacion, las cuales explican el 92,9% de la varianza total y presentan coeficientes
de correlacién con las variables consideradas de 0,9122 y 0,8022 (tabla V.2-3). Como

podemos observar, se produce un considerable solapamiento entre las especies E. globulus
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TABLA V.2-3  Analisis discriminante canénico para las variables rendimiento extractivo, contenido en
fenoles totales, en proantocianidinas y en elagitaninos de los extractos de madera de

Eticalyptus spp.
ANALISIS DISCRIMINANTE
Funcién dis- Porcentaje Correlacion
criminante (FD) Autovalor relativo Candnica
1 4,9562044 68,11 0,91220
2 1,8055133 24,81 0,80222
3 0,4274231 5,87 0,54721 )
4 0,0880009 - 1,21 0,28440

COEFICIENTES ESTANDARIZADOS DE LAS FUNCIONES DISCRIMINANTES
Variable FDA FD2 FD3 FD4
Rend. extractivo -0,50014 -1,17032 -0,32953 -0,46719
Fenoles totales -2,13831 0,02875 0,78282 0,79006
Proantocianidinas 2,62716 0,11332 -0,04333 0,14649
Elagitaninos 0,92267 0,48586 0,79482 -0,52870

La representacion candnica correspondiente se muestra en la figura V.2-1.
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FIGURA V.2-1 Anélisis discriminante candnico, para las variables: rendimiento extractivo, contenido
en fenoles totales, en proantocianidinas y en elagitaninos, de los extractos de madera
de Eucalyptus spp. 1=HEC, 2=PEC, 3=HEG, 4=PEG, 5=HER, 6=PER.
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y E. rudis, en las cuales, por otra parte, no se han podido discriminar las dos poblaciones

procedentes de Huelva y de Pontevedra. La especie E. camaldulensis es la que se ha

presentado mas distante respecto de las otras dos y en ella se han podido diferenciar a

su vez dos grupos de individuos, relacionados con la procedencia.

V.1.5 Conclusiones.

1-

La madera de las especies de Eucalyptus: E. camaldulensis, E. globulus y E. rudis
de dos localizaciones diferentes de la Peninsula, Huelva y Pontevedra, presenta
una gran variabilidad en cuanto al contenido de taninos, como se deduce de la
elevada dispersion en los valores de las cuatro variables analizadas: rendimiento

extractivo, niveles de fenoles totales, de proantocianidinas y de elagitaninos.

De las tres especies de Eucalyptus estudiadas, 1a madera de E. camaldulensis es
la que ha presentado contenidos en proantocianidinas mayores, mientras que
la de E. globulus ha resultado ser la mas rica en elagitaninos, seguida de E.
camaldulensis y de E. rudis. Sin embargo, en lo que respecta al rendimiento
global de extraccion y contenido en fenoles totales, las maderas de las tres

especies han resultado similares.

En general, se ha observado en las maderas E. carmaldulensis, E. globulus y E.
rudis una cierta relacién de proporcionalidad entre el rendimiento extractivo,

contenido en fenoles totales y contenido en proantocianidinas.

Considerando por un lado el conjunto de las maderas procedentes de Huelva
y por otro el de las de Pontevedra, las primeras han presentado, en general,
contenidos de fenoles totales y proantocianidinas superiores, asi como valores

superiores en el rendimiento global de extraccidn.
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5- El rendimiento extractivo, el contenido en fenoles totales y el contenido en
proantocianidinas han resultado influidas principalmente por la procedencia de
las maderas, mientras que el contenido en elagitaninos ha resultado mas

relacionado con la especie a la que pertenecfan las maderas en estudio.

6- De los resultados obtenidos en los andlisis estadisticos univariante y
discriminante candnico, se puede concluir que las variables consideradas,
rendimiento extractivo, contenido en fenoles totales, en proantocianidinas y en
elagitaninos en los extractos de madera, no sirven como factores discriminantes

ni entre especies ni entre procedencias.

2.2 Corteza.

Los resultados correspondientes a las estimaciones de los rendimientos de
extraccion y de los niveles de fenoles totales, proantocianidinas y elagitaninos, en
extractos de corteza de E. camaldulensis, E. globulus y E. rudis, se encuentran en la tabla

V.2-4 y el correspondiente anélisis univariante, en la tabla V.2-5.

2.2.1 Eucalyptus camaldulensis

Las cortezas de E. camaldulensis procedentes de Huelva han resultado ser mas ricas
en extraibles (media, 17,88 mg/g) y en fenoles totales (media, 93,30 mg/g), que las de
Pontevedra (media,2,88 mg/g y 2,58 mg/g), al igual que habia ocurrido en madera. Los
niveles de proantocianidinas y elagitaninos también han sido considerablemente
superiores en los extractos de corteza procedentes de Huelva (media, 39,21 mg/g y 0,87
mg/g) frente a los de Pontevedra (media, 0,49 mg/g y 0,10 mg/g). Es de destacar ademis,
la notable variabilidad en los rendimientos de extraccion y en los niveles de polifenoles

y de taninos en las muestras de Huelva (CV=71-86, tabla V.2-5).
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TABLA V.2-4

Rendimiento en exiracto total y contenido en fenoles totales, proantocianidinas y
elagitaninos de corteza de £ camaldulensis, E. globulusy E. rudis.

Extracto en
Muestra MeOH-H,0 Fenoles totales® Proantocianidinas® Elagitaninos®
(%)
HECH 18,22 85,97 {0,23) 38,94 (1,19) 0,76
HEC2 8,73 50,51 (3,56) 17,03 (0,30) 0,23
HEC3 36,16 195,21 (10,07) 86,42 (3,42) 1,31
HEC4 3,69 17,62 (0,45) 4,70 (0,13} 0,14
HECS 22,61 117,18 (3,95) 48,95 (0,20) 1,93
PECH 2,77 2,20 (0,02) 0,40 (0,01) 0,11
PEC2 2,87 2,97 (0,07) 0,58 {0,03) 0,09
HEG1 12,27 33,97 (©,30) 12,13 {0,20) 0,56
HEG2 7,78 33,16 (0,15) 11,63 (1,086) 0,49
HEG3 4,47 11,50 {1,43) 3,09 (0,18) 0,07
HEG4 8,23 19,56 (0,26) 6,15 (0,29) 0,60
HEGS5 6,08 15,96 (0,10) 4,18 (0.33) 0,98
PEG1 9,91 36,82 {0,50) 9,64 (0,16) 2,65
PEG2 2,80 8,61 (0,09) 1,40 (0,05) 0,94
PEG3 4,13 9,67 {0,01) 2,38 (0,11) 0,86
PEG4 3,89 9,29 (0,12) 1,97 (0,09) 0,76
PEGS5 2,80 6,58 (0,12) 1,00 (0,09) 0,40
HER{ 3,18 2,83 (0,05) 0,43 {0,03) 0,07
HER2 2,03 4,93 (0,19) 0,65 {0,05) 0,03
HER3 1,33 1,99 (0,19) 0,23 (0,02) 0,04
HER4 2,40 4,53 (0,10) 0,56 (0,03) 0,07
HERS5 2,27 3,15 {0,02) 0,46 (0,01) 0,09
PER1 6,77 7,81 (0,06} 2,34 (0,09) 0,03
PER2 6,36 7,64 {0,04) 3,25 (0,02) 0,02
PERS 3,53 1,53 (0,08) 0,53 (0,02) 0,03
PER4 4,72 8,52 (0,36) 2,23 (0,08) 0,03

- H=Huelva. P=Pontevedra. EC= £. camaldulensis. EG=E. globulus. ER= E. rudis.
- % en peso.
- Los datos de a, b y ¢ vienen dados en mg por g de peso seco de corteza; siendo

expresados respectivamente para &) en base a écido galico, para b) en base a catequina

y para c) en écido elagico

- Los valores de a y b son media de tres repeticiones y los valores encerrados entre
paréntesis representan las desviaciones estandar correspondientes.
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TABLA V.2-5 Analisis univariante de los rendimientos en extracto total y contenido en taninos de los extractos de corteza de Eucalptus spp.

| E. camaldulensis l E. globuius | E. rudls |
PROCEDENCIA | H | P | H | P | H | P | Eseece | Procedencia |Imar.
| x | a | oV | x | o | o | x | o Jov i x l o | oV | x | o I cv | % | o |cv | Dit sig/Agrup. |D‘sf.siglAgrup |
Extracto en 1708 | 1268 | 7+ | 282 Joor | 2 | 777 | 293 | a8 ] 470 | 207 | & | 22¢ |o67 | 30 | 534 [1s0| 28 [ NO | -RaC | NO | H- | o+

MeOH-H,0
Fenoles totales 93,30 68,13 73 2,58 0,55 21 22,83 10,21 45 14,19 12,70 80 3,49 1,22 35 6,37 3,28 51 * R-G-C bl P-H n*

Proantocianidinas | 39,21 31,65 81 0,49 0,13 28 7.43 4,21 14 3,28 3,59 110 0,47 | 0,16 34 208 1,13 | 54 * R-G-C b P--H hid

Elagitanines 0,87 0,75 78 0,10 0,01 14 0,54 033 60 1,10 c.e4 76 0,08 | 0,02 40 003 | 001 18 - t R-C-G NO -PH- -

x= media.

g= desviacion estandar.

CV= coeficiente de variacion.

Dif.sig./Agrup.= diferencias significativas/agrupamiento entre especies o procedencia por semejanza.
Inter.= interaccion.

10%2*25%, 5%=**=21%, 1%=***,

C= £ camaldufensis. G= E. globulus. R= E. rudis. H= Huelva. P= Pontevedra.
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Sin embargo, se ha observado una cierta proporcionalidad entre las cuatro variables
estudiadas, lo que sugiere que la contribucién al contenido de fenoles totales y

rendimiento extractivo de los polifenoles poliméricos del tipo tanino es méxima,

2.2.2 Eucalyptus globulus

Las cortezas de arboles de E. globulus, procedentes de Huelva, también, han
presentado, como en el caso de E. camaldulensis, extractos con valores superiores en
rendimiento de extraccion, en fenoles totales y en proantocianidinas, frente a las muestras
procedentes de Pontevedra con la excepcion de la muestra PEG1 que ha sido con

diferencia la mas rica en fenoles totales, proantocianidinas y elagitaninos.

Los niveles de elagitaninos por el contrario son, en general, inferiores en las
muestras de corteza procedentes de Huelva, siendo de destacar el valor especialmente
bajo obtenido para la muestra HEG3 (0,07 mg/g frente a la media de la poblacién de
Huelva de 0,54 mg/g) y por otro lado, el valor especialmente alto obtenido para la
muestra PEG1 (2,55 mg/g frente a la media de la poblacién de Pontevedra de 1,10 mg/g).

2.2.3 Eucalyptus rudis

Los extractos de corteza de E. rudis se caracterizan por el bajo contenido, tanto en
extraibles totales como en fenoles totales y en proantocianidinas, de las muestras
procedentes de Huelva, resultado que esta en contraposicién con los de las otras dos
especies estudiadas, en las que las muestras de Huelva resultaron més ricas en polifenoles
en general (tabla V.2-4 y V.2-5).

Ademés, son de considerar los bajisimos niveles de elagitaninos obtenidos en las

cortezas de esta especie, con independencia del origen de las muestras (0,02-0,09 mg/g).
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Por otro lado, se ha observado una importante diferenciacién morfolégica en las
cortezas, asi como en Ias maderas, de los arboles de distinta procedencia, haciéndose

evidente una deficiente adaptacién de esta especie a las condiciones climéticas de Galicia.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, las variaciones en los contenidos en
polifenoles segiin el origen de las muestras, en general, podrian estar relacionadas con
los mecanismos de adaptaci6n a las condiciones medioambientales, especialmente a las

condiciones de estrés ambiental.

2.2.4 Analisis numérico.

Analisis univariante

Los resultados de los analisis univariantes relativos a los rendimientos de extraccion
y a los niveles de taninos en los extractos de corteza de Eucalyptus spp. se muestran en
la tabla V.2-5.

En el caso del anilisis univariante segin las especies, se han obtenido
agrupamientos semejantes en cuanto a los niveles de fenoles totales y de
proantocianidinas, siendo significativamente superiores en las cortezas de la especie E.
camaldulensis, respecto de E. globulus y E. rudis. No ocurre lo mismo para los niveles de

elagitaninos, los cuales han sido significativamente superiores en la especie E. globulus.

Por otra parte, considerando el anélisis segiin el origen se puede decir que las
cortezas procedentes de Huelva, contempladas en su comjunto, han resultado
significativamente mas ricas en fenoles totales y proantocianidinas que las de Pontevedra;
no encontrindose diferencias significativas en los niveles de elagitaninos, asi como

tampoco en el rendimiento extractivo, entre las muestras de las dos procedencias.

153



Resultados y discusion

En lo que respecta a la interaccién entre especie y procedencia, ésta ha resultado

positiva para las cuatro variables consideradas en este estudio.

Analisis multivarjante

Los resultados obtenidos para el analisis discriminante canénico, realizado
considerando las variables rendimiento extractivo, niveles de fenmoles totales, de
proantocianidinas y de elagitaninos, de los extractos de corteza de Eucalyptus spp., se

presentan en Ia tabla V.2-6 y en la figura V.2-2.

Se puede observar un solapamiento entre las diferentes especies de Eucalyptus més
acusado aiin que el obtenido para las muestras de madera. Sin embargo, dentro de cada

una de las especies, los individuos se han agrupado segiin la procedencia.

2.2.5 Conclusiones.

1- Entre las tres especies de Eucalyptus en estudio, las cortezas de E. camaldulensis
y de E. globulus, en comparacién con la madera, se han caracterizado por sus
altos contenidos en fenoles totales, proantocianidinas y elagitaninos, asi como
por sus altos rendimientos globales de extraccién. Por el contrario, la corteza
de E. rudis, ha presentado niveles de taninos, en general, inferiores a los

correspondientes de madera.

2- La corteza de E. camaldulensis ha presentado los valores mas altos de
rendimiento extractivo, de contenido en fenoles totales y proantocianidinas,

mientras que la de E. globulus ha resultado la mas rica en elagitaninos.

3. Las cortezas de E. camaldulensis procedentes de Huelva han resultado ser, con

diferencia, mas ricas en extracto global, fenoles totales y proantocianidinas que
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TABLA V.2-6  Andlisis discriminante canénico para las variables rendimiento extractivo, contenido en
fenoles totales, en proantocianidinas y en elagitaninos de los extractos de corteza de

Eucalyplus spp.
ANALISIS DISCRIMINANTE
Funcién dis- Porcentaje Correlacién
criminante (FD) Autovalor relativo Canbdnica

1 2,8354130 53,81 0,85881
2 1,6748781 31,78 0,79130
3 0,7058011 13,39 0,64325
4 0,05338H 1,01 0,22513

COEFICIENTES ESTANDARIZADOS DE LAS FUNCIONES DISCRIMINANTES
Variable FD1 FD2 FD3 FD4
Rend. extractivo 3,19680 -4,32550 -2,51349 0,84330
Fenoles totales -7,72986 -3,78020 -3,86919 -8,93007
Proantocianidinas 3,80991 6,90116 6,49568 - 8,38557
Elagitaninos 0,20572 1,52387 0,35108 0,70578

La representacién candnica correspondiente se muestra en la figura V.2-2.
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FIGURA V.2-2 Anilisis discriminante canénico para las variables: rendimiento extractivo, contenido
en fenoles totales, en proantocianidinas y en elagitaninos, de los extractos de corteza
de Eucalyptus spp. 1=HEC, 2=PEC, 3=HEG, 4=PEG, 5=HER, 6=PER.
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las del resto de las poblaciones estudiadas, no siendo asi en lo que respecta a
los elagitaninos para los que las cortezas de E. globulus procedentes de

Pontevedra han resultado ser las mds ricas.

4. Esde destacar la gran proporcionalidad puesta de manifiesto entre rendimiento
globai de extraccidon, contenido en fenoles totales y contenido en

proantocianidinas de las cortezas de las tres especies de Eucalyptus estudiadas.

5. De los anélisis estadisticos se deduce que en las cortezas las variables
rendimiento extractivo, contenido en fenoles totales, en proantocianidinas y en
elagitaninos, no se pueden considerar como caracteres diferenciadores entre

especies de Eucalyptus.

2.3 Hojas.

Los rendimientos de extraccion, los niveles de fenoles totales, de proantocianidinas
y de elagitaninos, obtenidos en los extractos metandlicos de hojas de E. camaldulensis,
E. globulus y E. rudis, se muestran en la tabla V.2-7 y el correspondiente analisis

univariante en la V.2-8.

2.3.1 Eucalyptus camaldulensis.

Los extractos de hojas de E. camaldulensis han presentado en general valores del
rendimiento de extraccién y de niveles de fenoles totales muy superiores a los de corteza

y de madera.

En lo que se refiere a los taninos, las hojas de E. camaldulensis se caracterizan por

un alto contenido de elagitaninos (1,29-7,53 mg/g) y bajos niveles de proantocianidinas
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TABLA V.2-7

Rendimiento en extracto total y contenido en fenoles totales, proantocianidinas y
elagitaninos de hojas de £ camaldulensis, E. globulusy E. rudis.

Muestra Extracto en
MeOH-H,O Fenoles totales® Proantoclanidinas® Elagltaninos®
(%)
HECA 36,32 87,61 (0,72) 2,39 (0,07) 7.53
HEC2 32,86 7517 (0,18) 2,71 (0,14) 5,55
HECS3 41,21 75,76 (5,13) 3,52 (0,15) 3,80
HEC4 36,62 96,40 (1,52) 3,61 (0,09) 7,10
HECS 36,23 94,46 (0.,89) 2,52 (0,12) 3,81
PECA 21,41 46,72 {2,92) 4,33 (0,21) 1,29
PEC2 26,70 37,40 {2,23) 4,36 (0,21) 2,07
HEGH 23,52 56,27 {0,69) 2,02 (0,16) 3,99
HEG2 26,36 51,69 0,17) 3,13 (0,13) 4,38
HEG3 27,70 63,02 {4,45) 4,38 {0,15) 4,03
HEG4 26,02 74,33 (3,39) 5,08 (0,04) 2,74
HEGS5 24,72 51,01 (1,44) 2,87 {0,23) 3,22
PEG1 21,59 44,99 (0,72) 0,95 {0,08) 3,33
PEG2 19,48 31,14 (0,98) 1,02 (0,14) 1,26
PEG3 24,94 54,08 {(0,80) 1,79 {0,13) 6,69
PEG4 35,40 70,58 (0,52) 4,41 (0,16) 4,01
PEGS 22,10 54,23 (1.07) 2,57 (0,23) 3,61
HER1{ 29,44 63,22 (1,17) 1,41 {0,40) 4,65
HER2 30,66 56,40 (1.29) 1,51 (0,43) 2,87
HER3 17,33 55,13 (1,79) 1,13 (0,32) 1,85
HER4 26,35 64,62 (0,34) 3,09 {0,88) 3.74
HERS5 32,76 67,24 (1,73) 1,53 (0,43) 7.57
PER1 26,87 65,07 (1,82) 1,82 (0,54) 8,13
PER2 28,41 76,41 (3,67) 1,21 (0,34) 5,76
PER3 25,50 48,19 (0,35) 1,99 {0,56) 3,12
PER4 30,11 67,38 (1,47) 2,27 (0,64) 4,43

- H=Huelva. P=Pontevedra, EC= £ camaldilensis. EG=E. globulus. ER=E, rudis.
- % en peso.
- Los datos de a, b y ¢ vienen dados en mg por g de peso seco de hojas; siendo expresados
respectivamente para a) en base a acido gélico, para b) en base a catequina y para c) en
acido elagico
- Los valores de a y b son media de tras repeticiones y los valores encerrados entre
paréntesis representan las desviaciones estandar correspondientes.
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TABLA V.2-8 | Andlisis univariante de los rendimientos en extracto total y contenido en taninos de los exiractos de hojas de Fucalyptus spp.

I E. camaldulensls | E. globulus I E. rudis |
PROCEDENCIA | H | P ' H | P I H P | Eopece | Procedencia |lnter
| x | o Jov | x | o |ov| x | o Jov ] x | o |Jov | «x | @ |ev| x | o |ov| orsgagus. | oitsgague | '
Extracto en ages | 298 | 8 | 2206 | 274 | 16 | 2567 | 180 | 6 | 270 | 620 | 25 | 2731 |60a |22 |22 e | 7| + |aRc | o ] pn | e
MeOH-H,0
Fenoles totales es588 | 1005 | 12 | 4208 | 650 | 16 | 5044 | 978 | 18 | 5198 | 1440 | 28 | 6192 |52 | o |eazs | 1178 | 18 | no | aro | e | pn | s
Proantocianidinas | 295 | 857 | 19 | 434 | o002 | 1+ | as0 | 122 | 35 | 245 | 143 | 66 | 174 |o78 | 45 | 185 | 0as | 24 | e [ Rgc [ NO | on | -
Elagitarincs ss6 | 176 | a2 | 168 | o055 | = | s67 | o067 [ 18 | 378 | 194 { 51 | 416 | 216 |52 | 538 | 214 | a0 | no | cam [ wOo | o |
X= media.
o= desviacion estandar.

CV= coeficiente de variacion.

Dif.sig./Agrup.= diferencias significativas/agrupamiento entre especies o procedencia por semejanza.
Inter.= interaccion.

10%=*25%, S5%=**=1%, 1%=***,

C= £ camaldulensis. G= E. globulus. R= E. rudis. H= Huelva. P= Pontevedra,
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(2,39-4,36 mg/g), respecto de E. globulus y E. rudis, como se puede deducir de las tablas
V.2-7y V.2-8.

Una vez mas, como en el caso de madera y corteza, las hojas procedentes de
arboles de Huelva resultaron ser més ricas en extraibles que las de Pontevedra, en
particular en fenoles totales (x: Huelva 85,88 mg/g, Pontevedra 42,06 mg/g) y en
elagitaninos (x: Huelva 5,56 mg/g, Pontevedra 1,68 mg/g). Las proantocianidinas, sin
embargo, resultaron més abundantes en las procedentes de Pontevedra (x: Huelva 2,95
mg/g, Pontevedra 4,34 mg/g).

Por otra parte, se ha puesto de manifiesto una cierta proporcionalidad entre los
niveles de proantocianidinas y de elagitaninos, y los niveles de fenoles totales, aunque

no con los rendimientos de extraccion.

2.3.2 Eucalyptus globulus.

En cuanto al analisis de los resultados correspondientes a los extractos de hojas de
E. globulus, se podrian establecer generalizaciones semejantes a las comentadas para FE.
camaldulensis. Se puede decir que no presentan ninguna particularidad con respecto a los
de E. camaldulensis. No obstante, hay que seiialar que el contenido en fenoles totales y
el rendimiento extractivo fue en la especie que nos ocupa ligeramente inferior y, por otra
parte, se ha puesto de manifiesto la proporcionalidad entre el conjunto de las

proantocianidinas y elagitaninos, y el contenido en fenoles totales (tablas V.2-7y V.2-8).

2.3.3 Eucalyptus rudis.

Al igual que ocurrié en las especies E. camaldulensis y E. globulus, en los extractos
de hojas de E. rudis se han obtenido rendimientos de extraccién, niveles de fenoles y de

taninos considerablemente superiores a los obtenidos en madera y corteza. A pesar de
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que la madera y corteza de esta especie (tablas V.2-1 y V.2-3), frecuentemente,
presentan los niveles minimos de proantocianidinas y elagitaninos, en las hojas se han
encontrado niveles equiparables a los de las otras dos especies estudiadas (tablas V.2-7
y V.2-8).

Por otro lado, no han sido observadas diferencias en los contenidos de fenoles
totales y proantocianidinas en relacién con la procedencia de las muestras, mientras que
los niveles de elagitaninos resultaron algo superiores en las muestras correspondientes

a Pontevedra.
2.3.4 Analisis numérico.
Analisis univariante

Los resultados de los andlisis univariantes, relativos a los rendimientos extractivos
y a los niveles de taninos de los extractos de hojas de E. camaldulensis, E. globulus y E.

rudis se resumen en la tabla V.2-8.

Cuando se consideran las distintas especies, el andlisis pone de manifiesto
agrupamientos diferentes para cada una de las variables. Se observa una cierta
correspondencia entre rendimiento extractivo y contenido en fenoles totales, ya que las
especies se han ordenado de forma similar, aunque para la segunda variable, contenido
en fenoles, las diferencias entre especies no hayan resultado significativas. El
agrupamiento obtenido para la variable contenido en proantocianidinas refleja que en
hojas de E. camaldulensis y E. globulus los valores son significativamente superiores
respecto de los de E. rudis; sin embargo, no se han obtenido diferencias significativas
entre las tres especies de Eucalypius, en lo que respecta al contenido en elagitaninos de

las hojas.
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Tomando en consideracién la diferente procedencia de las muestras, hay que
sefialar que este factor tiene influencia significativa en las variables rendimiento extractivo
y fenoles totales, siendo los valores significativamente superiores en las hojas procedentes
de Huelva, al igual que ha ocurrido en madera y corteza. Por el contrario, los niveles de
proantocianidinas y de elagitaninos no han diferido significativamente, considerando en

conjunto ias muestras procedentes de Pontevedra y de Huelva.

Por otro lado, es preciso resaltar que la significacion de la interaccién entre especie
y origen es considerable y, asi, los resultados de los analisis teniendo en cuenta los
origenes pueden variar segiin la especie. Por ejemplo, aunque no se han obtenido
diferencias significativas entre las muestras procedentes de Huelva y de Pontevedra, en
cuanto a los mniveles de elagitaninos si se obtienen diferencias significativas si
consideramos tinicamente la especie E. camaldulensis, en la cual las muestras de Huelva

presentan niveles significativamente superiores a las de Pontevedra.

Analisis multivariante

Los resultados obtenidos en el analisis discriminante realizado para las variables:
rendimiento extractivo, contenido en fenoles totales, en proantocianidinas y en
elagitaninos de los extractos metandlicos de hojas de Eucalyptus spp., se presentan en la
tabla V.2-9 y la figura V.2-3.

En dicho analisis se pone de manifiesto una vez mas el solapamiento existente
entre las hojas de las poblaciones de Eucalyptus spp. estudiadas, teniendo en cuenta los
diferentes origenes y las diferentes especies, por lo que las variables consideradas no
parecen ser adecuadas en la diferenciacién entre especies y entre procedencias. Al igual
que en las muestras de madera y de corteza, en las hojas se observa una apreciable

diferenciacién entre las muestras de Huelva y las de Pontevedra de E. camaldulensis.
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TABLA V.2-9 Analisis discriminante candnico para las variables rendimiento extractivo, contenido en
fenoles totales, en proantocianidinas y en elagitaninos de los extractos de hojas de

Eucalyptus spp.
ANALISIS DISCRIMINANTE
Funcién dis- Porcentaje Correlacion
criminante (FD) Autovalor relative Candnica
1 4,9627064 83,92 0,91230
2 0,7887514 13,34 0,66404
3 0,1270722 2,15 0,33578
4 0,0347487 0,59 0,18325

COEFICIENTES ESTANDARIZADOS DE LAS FUNCIONES DISCRIMINANTES
Variable FD1 FD2 FD3 FD4
Rend. extractivo -0,66989 0,20931 -0,9546% 0,52424
Fenoles totales -1,00530 0,22189 0,50511 -0,77827
Proantocianidinas 1,12533 0,73528 0,33228 0,21721
Elagitaninos 0,34354 -0,21934 0,70994 0,88789

La representacion candnica correspondiente se muestra en la figura V.2-3,
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FIGURA V.2-3 Andlisis discriminante candnico para las variables: rendimiento extractivo, contenido
en fenoles totales, en proantocianidinas y en elagitaninos, de los extractos de hojas
de Eucalyptus spp. 1=HEC, 2=PEC, 3=HEG, 4=PEG, 5=HER, 6=PER.
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2.3.5 Conclusiones.

1-

En comparacién con la madera y la corteza, las hojas han sido la parte del arbol
en la cual se han obtenido, con diferencia, los mayores rendimientos de
extraccién y los mayores niveles de fenoles totales y de elagitaninos en el
extracto metanélico, para las tres especies de Eucalyptus en estudio. Sin
embargo, los niveles de proantocianidinas han resultado, en general, inferiores

a los estimados en madera y, sobre todo, en corteza.

Las hojas de E. camaldulensis han sido las mas ricas en extracto global, fenoles
totales y, junto con las de E. globulus, proantocianidinas. Los niveles de

elagitaninos resultaron similares en las tres especies.

Se ha observado una relacién de proporcionalidad entre rendimientos de
extraccion globales y contenido en fenoles, pero no entre ninguna de estas dos
variables y los niveles de proantocianidinas y elagitaninos. Esto indica la
existencia en el extracto de otros compuestos fendlicos, no tanicos, que

contribuyen considerablemente al contenido de fenoles totales.

Considerando los resultados obtenidos en el anélisis estadistico para las
variables rendimiento extractivo, contenido en fenoles totales, en
proantocianidinas y en elagitaninos de los extractos de hojas de Eucalyptus spp.,
se puede concluir que dichas variables no son adecuadas para la diferenciacion

entre especies de Eucalyptus.

165



Resultados y discusion

3. Anailisis por CLAR en fase inversa.

3.1 Optimizacién de los anilisis por CLAR.

El primer problema que se plantea en el estudio de los taninos, proantocianidinas
y elagitaninos es la inexistencia de patrones comercializados que faciliten la puesta a

punto de los métodos de analisis.

Para la optimizacién de las condiciones de anilisis por CLAR en fase inversa, se
utilizaron las fases acuosas liofilizadas de muestras de madera, corteza y hojas de
Eucalyptus camaldulensis. Se eligieron muestras de esta especie ya que resultd, en general,
rica tanto en elagitaninos como en proantocianidinas, segin revelan los resultados de las
valoraciones cuantitativas de estos compuestos, los cuales se han expuesto en el apartado
V.2

En orden a la optimizacién de los anélisis por CLAR se consideraron los siguientes

parametros:

1) disolvente empleado en la disolucién de la muestra liofilizada.
2) agente acidificante de la fase movil.

3) gradiente de elucién.

Disolvente para la disolucién de la_muestra. El disolvente utilizado para la

disolucién de la muestra ha tenido una gran influencia en el perfil cromatografico
obtenido por CLAR. Cuando los liofilizados fueron disueltos en MeOH, se observé un
desdoblamiento y/o ensanchamiento de algunos de los picos cromatogrificos, que se
eliminan, generalmente, con la utilizacién de H,0, produciéndose en este wltimo caso

cromatogramas con una mayor resolucion.
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En las figuras V.3.1y V.3.2 se muestran ejemplos de los cromatogramas obtenidos
de las fases acuosas liofilizadas, de hojas y madera de E. camaldulensis, disueltas en
MeOH y en H,0O. En el caso de hojas, los mejores cromatogramas se han obtenido,
cuando las muestras fueron disueltas en H,O o H,0O con una pequeiia proporcién de
MeOH. En maderay corteza la eleccién del disolvente se presenta m4s dificultosa ya que
no parece haber diferencia entre los resultados obtenidos con H,0 y con MeOH-H,O

como disolventes.

Han sido descritas anomalias en los picos cromatograficos por Hatano et al. (1988),
para taninos hidrolizables con grupos deshidrohexahidroxidifenoilo, cuando sus soluciones
alcohdlicas fueron sometidas a cromatografia liquida de alta resolucién, y que se han
atribuido a la formacién de aductos de metanol con los grupos DHHDP de los citados

elagitaninos.

También se han observado anomalias en otros elagitaninos considerados muy
polares, como castalagina y vescalagina, cuando se utiliza MeOH para su disolucién. En
este caso se han atribuido a autoasociaciones de estos compuestos que conducen a la
formacién de complejos, cuya solubilidad en disolventes orgénicos es limitada y la
solvatacion por agua podria producir la disociacién de dichos complejos solubles (Scalbert
et al. 1990).

Como parte de este estudio previo para la optimizacion de los analisis por CLAR,
se han ensayado, sometidos a las mismas condiciones de disolucién y cromatograficas,
algunos de los polifenoles monoméricos constituyentes de los taninos, en particular,
aquellos de los que disponiamos de patrén: 4cido eldgico, acido galico, (+) catequina y
(x) epicatequina, asi como 4cido ténico (mezcla de galotaninos). Cuando el disolvente
utilizado para la disolucién y posterior anélisis por CLAR fue MeOH, sus perfiles
cromatograficos presentaron doble pico, el primero de ellos considerablemente

deformado. En el caso del é4cido tdnico, también se observaron deformacionesy
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desdoblamiento de los picos cuando fue disuelto en MeOH.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos se seleccioné como disolvente para
la disolucion de las muestras a analizar por CLAR, MeOH-H,0 (1:1).

Agente acidificante de la fase mévil MeOH-H,O. Los acidificantes del eluyente
ensayados fueron el dcido acético, el acido formico y el acido fosforico, ajustando sus
concentraciones en dicho eluyente de tal forma que se obtuviese el mismo pH (2-2,5)

para los tres casos. Se seleccioné como agente acidificante definitivo el acido fosférico

en una concentracién de 1%o, ya que con €] se obtuvieron los mejores cromatogramas.

Por otra parte, se comprobé la necesidad de acidificar por igual los dos
componentes de la mezcla eluyente, es decir el MeOH y el H,0, ya que, al utilizar
detector de fotodiodos, si sdlo se acidificaba el H,O, se producia una variacién en la
concentracién de acido a lo largo del gradiente y, por tanto, de la absorcién UV de la

mezcla eluyente, que provocaba un desajuste en el detector.

Gradiente de elucién. Una vez seleccionado el eluyente y el agente acidificante,
solucién A: MeOH-H,PO, (999:1) y B: H,0O-H,PO, (999:1); se abord6 la optimizacién del
gradiente de eluci6n, ensayando en un primer momento e] gradiente lineal de elucién
utilizado por Conde et al. (1994, 1995), para el andlisis de flavonoides de extractos
etéreos de madera, corteza y hojas de Eucalyptus spp. y que ha sido descrito en el
apartado 1V.3.1.2 (gradiente 2).

Las mencionadas condiciones de elucién no proporcionaron en nuestro caso una
adecuada resolucién, dando un pico ensanchado y poco resuelto en la parte primera del
cromatograma, lo que indicaba la presencia de compuestos polares y con tiempos de
retencion en la columna cromatografica muy pequeifios, bajo las condiciones de elucién

citadas. Se observé que la mayoria de los picos cromatograficos de las tres muestras
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modelo de E. camaldulensis en estudio, eluian antes de que la fase mévil alcanzase un
60% de MeOH, y asi se ajustaron las condiciones de elucién a un gradiente mas lento
al principio del cromatograma, llegandose a un compromiso entre resolucién del
cromatograma y tiempo de analisis. El gradiente seleccionado como definitivo fue €l n®

1 descrito en el apartado 1V.3.1.2.

Dado que, la linea base de los cromatogramas obtenidos tendia a elevarse,
especialmente en el caso de las muestras de madera y corteza, se ensayd también el
eluyente acetonitrilo-H,O, y, por otra parte, diferentes concentraciones de acetonitrilo,
utilizado como modificador organico, en el eluyente MeOH-H,0. Ninguna de las
opciones estudiadas contribuyé a la mejora de la resolucién y de la linea base en dichos

cromatogramas, sino que, por el contrario, los resultados obtenidos fueron peores.

A continuacién, se dan los tiempos de retencidn t, de algunos de los constituyentes
de las unidades basicas monoméricas de los taninos, sometidos a las condiciones

seleccionadas para los analisis sistemé4ticos por CLAR (gradiente 1).

Patrén 1, {min)
Acido galico 10,21
Acido eldgico 60,10
Catequina 27,05
Epicatequina 35,81

3.2 Madera.

Los anélisis por CLAR, de los extractos acuosos liofilizados de las muestras de
madera de Eucalyptus spp., se realizaron segiin se ha descrito en el apartado IV.3.1.2,

utilizindose las condiciones de elucién correspondientes al gradiente 1. Se consideraron,
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simultineamente, dos canales de deteccién en el UV, uno general de taninos a 270+15
nm, con el objeto de detectar conjuntamente proantocianidinas (maximo de absorcién
270-280 nm) y elagitaninos (250-260 nm) y, otro, especifico de elagitaninos, aprovechando
la particularidad de que estos compuestos muestran en su espectro UV otro méaximo de

absorcion a aproximadamente 365 nm aunque de menor intensidad.

Ya que disponiamos de detector de fotodiodos, fue posible Ia obtencién del
espectro UV de cada pico cromatogréfico y, asi, la asignacién de cada uno de ellos a una

familia quimica de taninos.

En las figuras de V3-3 a V.3-8, se presentan cromatogramas modelo de los
extractos acuosos de las muestras de madera de E. camaldulensis, E. globulus y E. rudis.
En ellos se han podido diferenciar, las dos clases de taninos principales,
proantocianidinas y elagitaninos segin los espectros UV, obtenidos para cada uno de los
picos (fig. V.3-9 y V.3-10).

En la primera mitad de los cromatogramas se ha observado una amplia variedad
de picos, que presentan un maximo de absorcién alrededor de 270 nm (fig. V.3-9) y que
no absorben a longitudes de onda mayores, presentando espectros UV caracteristicos de

proantocianidinas (Lunte, 1987; Putman y Butler, 1989; Mueller-Harvey et al.,1987).

El espectro de los flavanoides monoméricos y poliméricos estd formado por dos
bandas de absorcién debidas a los anillos aromdticos con grupos hidroxilos. El primer
méximo de absorcién (230-240 nm), es idéntico para todos los compuestos, pero sin
embargo el maximo a 270-280 nm presenta ligeras diferencias y ha permitido en algunas
ocasiones la diferenciacién de distintos tipos de proantocianidinas (Putman y Butler,
1989; Bartolomé Sualdea, 1994).

En los cromatogramas correspondientes a las muestras de madera hemos detectado
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FIGURA V.3-4 Cromatograma tipo de los extractos de madera de £, camaldulensis de Pontevedra
(PEC2). a: absorbancia 27015 nm. b: 3652 nm. G: écido galico. E: elagitanino. P:
proantocianidina.
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FIGURA V.3-5 Cromatograma tipo de los extractos de madera de £ globufus de Huelva (HEGS). a:

absorbancia 270x15 nm, b: 365x2 nm. G: acido galico. E: elagitanino. P:
proantocianidina.
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FIGURA V.3-6 Cromatograma tipo de los extractos de madera de £ globulus de Pontevedra (PEG3).
a: absorbancia 270x15 nm. b: 365+2 nm. G: 4cido gélico. E: elagitanino. P:

proantocianidina.
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FIGURA V.3-7 Cromatograma tipo de los extractos de madera de E£. rudis de Huelva (HERS3). a:
absorbancia 270+15 nm. b: 365+2 nm. G: acido gélico. DG: derivado de &cido galico.
£: elagitanino. P: proantocianidina.
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FIGURA V.3-8 Cromatograma tipo de los extractos de madera de £, rudis de Pontevedra (PER1). a:
absorbancia 270+15 nm. b: 3652 nm. G: &cido gélico. E: elagitanino. P:

proantocianidina.
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FIGURA V.3-9 Ejemplos de los espectros UV de los picos G y P de los cromatogramas obtenidos por

CLAR (fig. V.3-3 a V.3-8), de los extractos de madera de {a) £ camaldulensis, {(b) E.
globulusy (&) E. rudis.
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FIGURA V.3-10 Ejemplos de los espectros UV de los picos E, obtenidos mediante CLAR (Fig. V.3-3
a V.3-8}, de los extractos de madera de £ camaldulensis, E. globulusy E. rudis.

diferentes espectros UV en los cuales el segundo miximo de absorcién varia en un
amplio rango de longitudes de onda, como se muestra en la figura V.3-9. Se han
observado asi, maximos de absorcién desde 260 nm a 280 nm y, ademas, el intervalo de
convexidad varia en su amplitud, ademas de en la longitud de onda a la que se alcanza

¢l méximo de absorcidn.

En principio, espectros UV muy parecidos entre dos picos cromatogréaficos sugieren
patrones de hidroxilacién y estados de oxidacién de los anillos heterociclicos de las
proantocianidinas semejantes, ya que dichas propiedades afectan considerablemente los
espectros UV de los flavanoles y asi, picos cromatograficos con espectros UV semejantes
podrian ser atribuidos a taninos con diferencias en la longitud de la cadena polimérica
(Putman y Butler, 1989).
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Se ha intentado relacionar la longitud de onda del miximo de absorcién y el
intervalo de convexidad, con la estructura de las unidades constituyentes de las
proantocianidinas. Asi, maximos de absorcién a 279 nm han sido asociados a monémeros
y polimeros de (+)catequina y (-)epicatequina, maximos a 274,5 nm a los galatos de (-)
epigalocatequina y maximos de 270,6 nm a polimeros compuestos de (-)epigalocatequina.
Ademis, se han atribuido intervalos de convexidad mayores a los galatos que al resto de

los tipos de proantocianidinas (Bartolomé Sualdea, 1994).

Sin embargo, es preciso sefalar que las anteriores observaciones han sido realizadas
con proantocianidinas mond-, di- y triméricas de estructuras sencillas y ademas los
parametros espectrales no han sido, en muchos casos, significativamente diferentes. Por
otra parte, Lunte (1987) da una amplia variedad de méximos de absorcién del espectro
UV, para proantocianidinas de estructura desconocida que oscilan entre 276 nm y 280
nm.

Teniendo en cuenta las consideraciones expuestas, en los cromatogramas obtenidos
para las muestras de madera, se puede prever una amplia variedad de tipos de
proantocianidinas, con patrones de hidroxilacion y estados de oxidacién de sus unidades
monom¢<ricas diferentes, que responderian a la amplia variedad obtenida de espectros
UV, de los que se da una muestra en la figura V.3-9; y, a su vez, una amplia variedad de
moléculas poliméricas, posiblemente con unidades basicas estructurales semejantes pero
diferentes en cuanto a su grado de polimerizacién, ya que se han obtenido también picos

con diferentes tiempos de retencién pero con espectros UV, practicamente idénticos.

En la segunda mitad de los cromatogramas (fig. V.3-3a - V.3-8a) obtenidos para
las muestras de madera, en general a partir del minuto 40, los picos cromatograficos se
han reconocido en su mayoria como elagitaninos. Estos compuestos al tratarse de
derivados del acido eldgico, en particular, de ésteres del dcido eldgico con azicares,

presentan un espectro UV practicamente idéntico al de dicho acido, con dos maximos de
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absorcion a 255 nm y 365 nm aproximadamente (fig. V.3-10). En este caso es de destacar

Ia casi ausencia de variabilidad en cuanto a los espectros UV.

La existencia de un maximo de absorcién a 365 nm, que aunque es mucho menos
intenso es especifico de los elagitaninos, nos ha permitido la obtencién de los
cromatogramas de las figuras V.3-3b a V.3-8b, en los cuales se han detectado los
elagitaninos sin la interferencia de las proantocianidinas y, asi, ha sido posible el analisis

semicuantitativo de estos compuestos.

3.2.1 Eucalyptus camaldulensis.

De la observacion de los cromatogramas obtenidos para las muestras de madera
de E. camaldulensis procedentes de Huelva (fig. V.3-2a) y de Pontevedra (fig. V.3-3a),
se desprende un comportamiento semejante, en lo que respecta a los perfiles
cromatograficos, para muestras de ambas procedencias. Las proantocianidinas tienden a
tener un tiempo de retencién menor que los elagitaninos y, asi estos tltimos salen en la
segunda parte del cromatograma. Es de destacar también, en ambos cromatogramas, una
tendencia de la linea base a elevarse a lo largo del gradiente de elucion, posiblemente
debido a la presencia de proantocianidinas de alto peso molecular, susceptibles de
fenémenos de adsorcién en la fase estacionaria de la columna cromatografica, lo que

dificulta su separacién cromatografica.

Tanto en las muestras de Huelva como en las de Pontevedra, se ha observado la
presencia de 4cido gélico (pico G, tz=10,04 min), identificado por su espectro UV
(fig.V.3-9a) y por el método de enriquecimiento de pico. También se han detectado
algunos picos considerados como debidos a derivados de dicho acido, ya que presentan

espectros UV idénticos al del acido gélico.
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Por otra parte, se han reconocido como proantocianidinas una serie de picos, con
tiempos de retencién comprendidos entre 25 y 45 min, cuyos espectros UV han
presentado maximos de absorcion comprendidos entre 260-265 nm en unos casos y 270-
275 nm en otros; de los cuales se muestran algunos ejemplos en la figura V.3-9a. Sin
embargo, en ocasiones aparecen picos con méaximos de absorcién intermedios entre
ambas longitudes de onda, y ademas los intervalos de convexidad también han resultado
muy variables, por lo que no se ha podido establecer una clara y evidente clasificacién
de las proantocianidinas que nos permitiese una comparaciéon entre individuos,

poblaciones y especies, como ha podido hacerse para los elagitaninos.

En lo que respecta a la composicion en elagitaninos, las figuras V.3-3b y V.3-4b,
muestran un modelo de los perfiles cromatograficos, obtenidos a una longitud de onda
de 365*2 nm, para la madera de E. camaldulensis de ambas procedencias y en la tabla
V.3-1, la valoracién semicuantitativa, realizada por CLAR, de cada uno de los

elagitaninos presentes.

A la vista de los cromatogramas obtenidos, se puede considerar que la especie E.
camaldulensis presenta una amplia variedad de formas moleculares de elagitaninos, cuyos
espectros UV han resultado semejantes al del acido elagico. Se han separado mediante
CLAR 19 picos diferentes, de los cuales, 7 se encuentran con una abundancia relativa

considerable.

Por otra parte, es de seiialar, que las diferencias entre las muestras procedentes de
Huelva y de Pontevedra, asi como entre las de madera de una misma procedencia son
principalmente cuantitativas, como puede deducirse de la tabla V.3-1. La mayor parte de
los picos de elagitaninos estin presentes en muestras de ambas procedencias, y
inicamente picos poco abundantes, como El, E17, E18 y E19, han resultado exclusivos

de una de ellas.
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TABLA V.3-1 Valoracién semicuantitativa por CLAR de los elagitaninos de los extractos de madera
de £ camaldulensis.

Elagitanino | HEC1 | HEC2 | HEC3 | HEC4 | HEC5 | PEC1 | PEC2
1 0 0 0 0 o 10 7
2 1 4 1 2 0 1 1
3 0 0 0 0 0 0 0
4 7 3 11 9 6 17 18
5 1 2 1 0 2 1 2
6 1 0 0 0] 1 o 0
7 8 17 3 2 16 7 12
8 18 5 13 Al 13 2 9
9 10 5 27 35 11 14 6
10 0 2 0 0 0 0 0
11 4 22 12 11 2 30 20
12 6 1 8 11 3 3 2
13 11 3 9 4 8 6 16
14 13 15 8 ] 22 3 2
15 0 o 0 o 0 0 1
16 18 13 7 8 15 7 4
17 0 1 o 0 0 4] 0
18 1 3 0 0 1 0 0
19 1 2 0 0 Q 0 0

H= Huelva. P= Pontevedra. EC= £ camaldulensis.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del drea de cada pico, respecto
del total de los elagitaninos.
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3.2.2 Eucalyptus globulus.

Los cromatogramas obtenidos de las muestras de madera de E. globulus, de los
cuales se muestra un modelo para cada una de las procedencias en las figuras V.3-5 y
V.3-6, indican una composicién en taninos condensados y taninos hidrolizables muy
semejante a E. camaldulensis. Entre los minutos 25 y 45, se vuelven a obtener una serie
de picos con espectros UV propios de las proantocianidinas, destacindose mayor
abundancia y variedad de picos en las muestras procedentes de Huelva. En la figura V.3-
9b, se muestran algunos de los espectros obtenidos para dichas proantocianidinas. En E.
globulus se puede sefialar como novedad respecto de E. camaldulensis que se han
detectado algunas proantocianidinas con méiximos de absorcién alrededor de los 280 nm
(fig. V.3-9b).

En cuanto a la composicién en taninos hidrolizables de las maderas de E. globulus,
como se deduce de las figuras V.3-5b y V.3-6b y de la tabla V.3-2, las procedentes de
Huelva, también han presentado mayor abundancia de elagitaninos, que las de
Pontevedra. Igual que en E. camaldulensis, en E. globulus los picos E17, E18 y E19,

aunque son picos minoritarios, han resultado caracteristicos de las muestras de Huelva,

Por otra parte, se puede destacar que los picos E7, E11, E14 y E16, vuelven a ser,
en la especie E. globulus picos mayoritarios, como ocurrié en E. camaldulensis; sin
embargo, los elagitaninos E4 y E9 han pasado a tener una abundancia relativa pequefia

en E. globulus.

3.2.3 Eucalyptus rudis.

Los perfiles cromatograficos obtenidos para los extractos acuosos de las maderas

de E. rudis, tanto los procedentes de Huelva como los de Pontevedra, se caracterizan por
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TABLA V.3-2 Valoracion semicuantitativa por CLAR de los elagitaninos de los extractos de madera
de £ globulus.

Elagitani-
no HEG1t | HEG2 | HEG3 | HEG4 | HEGS | PEG1 | PEG2 | PEG3 | PEG4 | PEGS
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Q
3 0 0 o 0 o 0 0 o o 0
4 1 4 1 2 1 1 1 1 1 1
5 2 2 2 4 6 0 1 1 0 1
L3 o 0 0 0 0 c 0 0 o 0
7 16 22 19 20 24 8 10 16 9 15
8 7 6 10 9 10 1 3 5 3 7
9 3 5 3 5 2 5 6 7 7 7
10 6 3 3 1 1 0 2 3 2 0
11 12 11 8 i3 7 28 14 16 28 21
12 1 1 1 0 1 0] o 0 0 0
13 5 5 6 5 5 1 2 1 3 1
14 28 18 17 28 20 36 39 39 44 44
15 1 0 1 o 1 0 0 1 0 4
16 18 15 23 12 23 20 18 9 3 o
17 0 1 1 0 0 0 0 o o 0
18 0 4 3 0 0 0 2 0 0 0
19 0 2 2 0 0 0 1 4] 0 0

H= Huelva. P= Pontevedra. EG= E. globulus.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del area de cada pico, respecto
del total de los elagitaninos.
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su extremada pobreza en taninos, especialmente proantocianidinas. Como se puede
observar en las figuras V.3-7a y V.3-8a, son escasos los picos que han presentado un
espectro con maximo de absorcién a 270-280 nm, a los que se ha podido asignar la
estructura de proantocianidinas. Es de destacar, que la linea base en estos cromatogramas
de E. rudis, presenta un espectro base con un maximo de absorcién alrededor de 270 nm,
indicativo de la presencia de proantocianidinas, posiblemente poliméricas y no resueltas
en picos en el cromatograma. Como particularidad a seiialar, es que la mayoria de las
proantocianidinas de E. rudis presentan un espectro UV con el maximo de absorcién a
275-280 nm (fig. V.3-9c). También, es de sefalar que, en los primeros minutos del
cromatograma, se han detectado ademas de acido galico otros compuestos derivados de

éste, ya que presentan un espectro de absorcion UV idéntico al de dicho acido gilico.

En cuanto a ]la composicién de los taninos hidrolizables (fig. V.3-7b y V.3-8b, y
tabla V.3-3), en esta especie se vuelve a observar la misma composicién cualitativa que
en E. camaldulensis y E. globulus, aunque aqui se han obtenido menor variedad de formas
moleculares de elagitaninos y, ademas se dan importantes diferencias cuantitativas,
respecto de las otras dos especies. En E. rudis, el pico mayoritario ha resultado ser el E4,
pico de pequeiia abundancia relativa en E. globulus y de intensidad muy variable en E.
camaldulensis. Los elagitaninos E9 y E11 también presentan una abundancia relativa
equiparable a la obtenida en E. camaldulensis para el primero y en E. camaldulensis y E.

globulus para el segundo.

3.2.4 Analisis numérico.

Andlisis univariante. En la tabla V.3-4, se recoge el estudio descriptivo y el andlisis
de varianza realizado para cada uno de los elagitaninos, detectados en los extractos de
madera de Eucalyptus spp. De los resultados obtenidos se puede deducir una mayor

influencia del factor especie respecto del factor procedencia en la composicién en
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TABLA V.3-3 Valoracidn semicuantitativa por CLAR de los elagitaninos de los extractos de madera

de E rudis.

Elagitanino | HER1 | HER2 | HER3 | HER4 | HERS | PER1 | PER2 | PER3 | PER4
1 0 0 0 0 0 0 0 o o
2 0 0 0 0 0 0 o] 0 0
3 2 2 1 1 1 1 o 0 0
4 37 48 48 23 28 33 33 30 12
5 2 2 3 0 3 1 1 2 0
6 0 0 0 0 o o 0 0 0
7 2 1 1 1 3 2 3 2 2
8 3 3 7 7 18 8 8 3 8
9 22 25 9 17 5 12 17 20 14
10 0 0 0 0 0 o 0 o o
11 17 14 13 17 7 26 25 30 37
12 5 1 6 14 8 3 5 4 0
13 4 2 7 7 19 8 1 1 6

14 2 1 1 4 1 2 2 2 7
15 0 0 0 0 o 0 0 0 0
16 3 2 4 10 8 5 4 5 12
17 o 0 0 Q 0 0 0 1 v}
18 0 0 0 0 0 0 o 0 0
19 0 0 0 0 0 0 o 0 0

H= Huelva. P= Pontevedra. ER= £. rudis.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del area de cada pico, respecto
del total de los elagitaninos.
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TABLA V.3-4 Andlisis univariante dellos dlagitaninos de los extractos de madera de Eucalyplus spp.

| E. camaldulensis | E. globulus I E. rudfs |

| H | P | H | p | H | P | Espece Procedoncia | Inter.

I X I o | cv I x | o l cv | X | [ | cv I X | o | cv | x | a I cv | x | ¢ l cv I Dif.sig.fAgrup. | Dif.sig.fAgrup.
E1 0 0 - 85 | 22 | = 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - |* | Grc | = | HP e
E2 | 15 |18 | 107 | 07 [o02 | a3 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - | = | rec | NO | -HP NO
E3 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 14 o7 | 4 | o2 |04 | 20 |+ | can| = | PH e
E¢ | 74 {oo | & | i7s |13 ]| 8 19 |1a]| m 1o |oa | 22 | 388 |114| 31 | 270 |00 | 37 || ach | NO | -PH- -
Es | 10 {os | 7 16 |os ] s | az |18 ] s 07 |os | 7 | 20 |13 | e | 11 |o7 | 88 | no | comr | NO | PH- -
6 | 05 | o7 | 137 0 0 - 0 0 - 0 0 - o 0 - 61 | o1 |18 |no] R | No | PH- | NO
e7 { 03 |70 | 7 | 95 | 34 |88 | 201 |31 | 15 | 117 | ze | a 15 oo | e2 )| 23 Jos | 18 |*+]|Rrca]| nOo | -PH -
s | 120 | 48 | a0 | 53 | 456 | s | 85 |19 | 2 | a6 |22 |62 | 75 {69 {7 | 71 |28 )| 97 |noO| @RC | = PH NO
B9 | 174 {128 74 | o7 |57 | so | 38 |13 |3 | 62 | 11 | 17 | 1586 Jes |54 | 157 |as | 2 |no| GRO| P-H NO
Ewo | o5 | 10 | 224 o 9 - 20 |2t | 74 13 |12 ] = 0 0 - ) o - | = | rca | Nno | | NO

EN 103 7.8 76 24,8 68 28 10,0 27 27 21,2 87 a2 134 41 N 2,5 5,7 19 * G-C-R wxk H-P NO

12 6,0 4,1 68 28 08 28 0.8 04 50 0 0 - 68 4.8 Eal 29 20 70 *** | G~CR h P-H NO
E13 7.2 34 47 11,0 7.6 70 51 08 11 1.7 0,8 47 7.7 8.7 87 3.7 28 7€ hid G-R-C NO -PH- NO
E14 128 6,2 48 22 0.8 38 22,2 54 24 40,4 3.4 8 16 1,3 9 33 2,7 a2 e | R-CG NO -PH- bl
E15 0 0 - 05 0.7 141 6.7 05 €9 10 1.8 169 0 0 - 0 [¢] - * R-C-G NO PH- NO
Ei8 12,2 4,7 a8 55 1.7 k| 18,2 50 27 10,2 88 87 5.4 3.1 57 6,8 34 50 e R-C-G NO PH- NO
Et17 0.2 05 224 o] 0 - 04 08 144 [¢] 0 - 0 ¢} - 02 03 121 NO | -CRG- NO -PH- NO
E18 1.1 1,4 127 [¢] o - 1,4 20 138 05 11 224 0 0 - 0 0 - NO | -RCG- NO -PH- NO
E19 07 0.8 119 o] 0 - [+ X} 11 138 03 07 224 o] G - 0 0 - NO | -RCG- NO -PH- NO

Dif.sig./Agrup.= diferencias significativas/agrupamiento entre especies o procedencia por semejanza. 10%=*25%, 5%=**=1%, 1%=*** x= media.
o= desviacién estandar, CV= coeficiente de variacién. C= £ camaldulensis. G= E. globulus. R= E. rudis. H= Huelva. P= Pontevedra. Ei= elagitanino.



Resultados y discusion

elagitaninos. Asi, de los 19 elagitaninos analizados, 12 de ellos han presentado diferencias
significativas entre las especies E. camaldulensis, E. globulus y E. rudis, mientras que sélo
6 han sido significativamente diferentes entre las dos procedencias Hueiva y Pontevedra,
englobando cada una de ellas las tres especies estudiadas. Por otra parte, como era de
esperar, la interaccion entre especie y procedencia sélo se ha dado en el caso de 6

elagitaninos, de los 19 analizados.

Andlisis multivariante. El analisis multivariante discriminante candnico se ha
efectuado tomando como variables aquellos elagitaninos que han presentado diferencias
significativas entre especies o entre procedencias, en los andlisis univariantes previos. En
la tabla V.3-5 se muestra el andlisis discriminante canénico, y en la figura V.3-11 la
representacién candnica, segin las funciones discriminantes 1y 2, para las muestras de
madera de Eucalyptus spp. Como puede observarse se han obtenido cinco funciones
discriminantes, de las cuales las dos primeras explican el 84% de la variacién total,
estando la primera de las funciones relacionada principalmente con la variacién del
contenido de los elagitaninos E1, E4, E7, E9, E13 y E16, y la segunda con la variacién
de E2, E8 y El1 entre otros.

En la representacién canénica (fig. V.3-11) se ha obtenido una clara diferenciacion
entre la especie E. rudis (5 y 6) y las especies E. camaldulensis (1 y 2) y E. globulus (2y
4), mostrandose en estas Gltimas una apreciable proximidad entre la poblacién 1 (E.

camaldulensis, Huelva) y la especie E. globulus (3 y 4).

Por otra parte, dentro de cada especie se han obtenido grupos bien diferenciados
segin la procedencia, aunque se hace evidente un menor distanciamiento de los centros
de gravedad de las poblaciones pertenecientes a una misma especie. Como excepcion al
comportamiento general tenemos las maderas de E. camaldulensis procedentes de

Pontevedra (2) que se diferencia considerablemente, no sélo de las pertenecientes a las
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TABLA V.3-5 Andlisis discriminante canénico para los elagitaninos de los extractos de madera de

Eucalyptus spp.
Analisis discriminante
Funcién discri- Porcentaje Correlacién

minante (FD) Autovalor relativo candnica
1 100,57282 64,41 0,99507
2 30,09093 19,27 0,98379
3 12,74469 8,16 0,96294
4 9,24805 5,92 0,94996
L 3,49113 2,24 0,88167

Coeficlentes .estandarlzados de las funciones discriminantes
Varia-
ble FD1 FD2 FD3 FD4 FDS
Ed 1,58630 0,18035 0,00421 0,02067 0,01952
E2 0,61106 1,02971 1,60339 -0,91459 -0,25745
E3 -0,23214 -0,59659 0,41501 0,22447 0,49265
E4 2,26437 -1,20564 0,55822 -0,57316 0,59807
E7 2,00678 -0,79741 -1,10091 -1,09136 1,00064
E8 -1,39444 -1,73005 -0,88220 -1,53983 -0,50713
E9 3,00457 0,52312 0,25446 -1,79052 0,45324
Ei0 0,10266 -0,65903 -0,87822 -0,34593 0,47350
Ei1 1,07453 -1,88651 -1,12812 -0,32153 -0,08147
Ei2 0,72490 -0,51230 0,31816 -0,07722 0,68287
Ei3 4,46891 0,83052 1,18504 -0,20884 0,76333
E14 0,81433 0,76332 0,91629 0,01946 0,23000
E15 0,68500 0,08090 0,08386 0,40504 0,11820
E16 1,67058 -0,39660 0,14766 -0,68854 0,60023
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FIGURA V.3-11 Andlisis discriminante candnico para los elagitaninos de los extractos de madera de
Eucalyptus spp. 1= E. camaldulensis, Huelva. 2= E, camaldulensis, Pontevedra, 3=
E. globulus, Huelva. 4= E. globulus, Pontevedra. 5= E rudis, Huelva. 6= E. rudis,
Pontevedra,
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otras dos especies, sino también de las de su misma especie pero de diferente

procedencia.

3.2.5 Conclusiones.

1-

Los extractos de madera de Eucalyptus spp. estin compuestos principalmente
por proantocianidinas y elagitaninos, caracterizindose las especies E.
camaldulensis y E. globulus por presentar una amplia variedad y gran riqueza de
formas moleculares de proantocianidinas y elagitaninos, frente a la especie E.

rudis, 1a cual se puede considerar pobre en dichos compuestos.

Considerando el grupo de los elagitaninos, las maderas de E. globulus han
contenido una mayor concentracién y variedad de dichos compuestos, seguida

de las de E. camaldulensis y, en tltimo lugar, de las de E. rudis.

La composicion en elagitaninos también se ha visto influida por la procedencia
de las maderas. En general, las poblaciones de Huelva han resultado ser més

ricas en elagitaninos que las de Pontevedra.

E! anilisis multivariante desarrollado considerando los elagitaninos de madera,
nos ha permitido una clara diferenciacion entre las especies E. rudis, E.
camaldulensis y E. globulus, asi como el establecimiento de grupos segiin la
procedencia. E. rudis ha sido la especie que se ha situado m4s distante respecto
de las otras dos, si consideramos los centros de gravedad de cada una de las
especies, y, por otra parte, E. camaldulensis ha sido la que ha presentado una

mayor diferenciacion en las poblaciones de distinta procedencia.
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3.3 Corteza.

Los analisis de taninos de los extractos acuosos de las cortezas de Eucalyptus spp.,
se realizaron, como en el caso de las maderas mediante CLAR, segiin la metodologia que
se ha descrito en el apartado IV.3.1.2, utilizindose, en particular, las condiciones de

elucién correspondientes al gradiente n® 1.

En las figuras de V.3-12 a V.3-17, se muestran algunos cromatogramas
representativos de las muestras de corteza de E. camaldulensis, E globulus y E. rudis. Los
cromatogramas a han sido obtenidos a una longitud de onda de 270+ 15 nm, general para
la deteccién de proantocianidinas y elagitaninos, y los cromatogramas b, a la longitud de

onda de 365+2 nm, especifica de elagitaninos (fig. V.3-18).

Al igual que en las muestras de madera, los cromatogramas obtenidos para las
cortezas de Eucalyptus spp. han presentado una primera parte en la que eluyen las
proantocianidinas, caracterizadas por sus espectros UV con méximos de absorcion
alrededor de 270 nm. Sin embargo, la mayoria de las proantocianidinas presentes en las
cortezas han eluido produciendo picos anchos y sin que se dé una recuperacion de la
linea base. El resultado final, en la mayoria de las muestras, ha sido la obtencién de
cromatogramas con una banda ancha debido a la elucion en masa de las

proantocianidinas poliméricas.

Se ha observado que cuando se somete a analisis por CLAR un extracto bruto de
taninos condensados, generalmente, los monémeros y los dimeros se resuelven bien, pero
a partir de los compuestos trimeros el niimero de estructuras moleculares posibles
aumenta de tal forma que en los cromatogramas no se observan mas que masas de las
cuales emergen los compuestos mas abundantes (Mueller-Harvey ez al., 1987; Putman y

Butler, 1989; Escribano-Bailon et al., 1992).
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FIGURA V.3-12 Cromatogramas tipo de los extractos de corteza de £ camaldulensis de Huelva

{HECS). a: absorbancia 270+15 nm. b: 3652 nm. G: acido gédlico. E: elagitanino. P:
proantocianidina,
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FIGURA V.3-13 Cromatogramas tipo de los extractos de corteza de £, camaldulensis de Pontevedra

(PEC2}. a: absorbancia 270+15 nm, b; 365%2 nm. G: acido gdlico. E: elagitanino. P:
proantocianidina.

196




281

43':

381 G
]

mAy

28

T T —T "

19 2B 3{3 49
Time (min.

)

g —r—r—ra—r

S8

mALi
ozl
1

E12

Et3

E14

E15

T T - T T T

3@ 48 SB

Time (min.

)

T

88
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Absorbancia 270+15 nm. G: acido gélico. E: elagitanino. P: proantocianidina,
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FIGURA V.3-17 Cromatograma tipo de los extractos de corteza de £ rudiis de Pontevedra (PER1)
Absorbancia 270+15 nm. G: acido gélico. E: elagitanino. P: proantocianidina.
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Asi, teniendo en cuenta dichas consideraciones, se puede decir que los
cromatogramas de las muestras de corteza de los eucaliptos objeto de este estudio, se
caracterizan, en general, por la presencia de una amplia gama de proantocianidinas

poliméricas.

Aunque no ha sido posible un andlisis espectral detallado de los picos de las
proantocianidinas, por la falta de resolucion de los cromatogramas, si se ha puesto de
manifiesto una cierta homogeneidad, en cuanto a los espectros UV. Esto indica que,
posiblemente, las variaciones en las moléculas de proantocianidinas sean debidas mas a
variaciones en la longitud de la cadena del polimero y en las estructuras moleculares, que
a variaciones en los estados de oxidacion o en los patrones de hidroxilacién de los anillos
heterociclicos de dichas proantocianidinas. En la figura V.3-18, se presentan unos

ejemplos de los espectros UV obtenidos para algunos de los picos de proantocianidinas.

En lo que concierne a los elagitaninos, estos compuestos han sido eluidos, como
en el caso de las muestras de madera, a partir del minuto 40, como picos bien resueltos
y que emergen en algunos casos de la banda ancha de proantocianidinas. En las figuras
de V.3-12b a V.3-15b se han presentado los registros a 365+2nm, en los que se pueden
observar los elagitaninos sin la interferencia de las proantocianidinas y sobre los cuales

se ha realizado la cuantificacién de dichos taninos hidrolizables.

3.3.1 Eucalyptus camaldulensis.

En las figuras V.3-12 y V.3-13, se presentan los cromatogramas modelo de los
extractos de cortezas de E. camaldulensis procedentes de Huelva y de Pontevedra,
respectivamente. Ambos cromatogramas difieren considerablemente tanto en la
composicién en proantocianidinas como en elagitaninos, habiendo resultado las muestras

procedentes de Huelva més ricas en los dos tipos de taninos.
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Las muestras de corteza procedentes de Huelva (fig. V.3-12) han dado lugar a
perfiles cromatograficos tipicos de corteza, que reflejan una amplia abundancia de taninos
condensados poliméricos. Las formas moleculares mis abundantes han dado espectros
UV muy semejantes entre si y cuyo maximo de absorciéon fue de 280 nm

aproximadamente (fig. V.3-18a).

En cuanto a la composicion de elagitaninos, en las figuras V.3-12b y V.3-13b, se
pueden observar los perfiles cromatograficos obtenidos a 365+2 nm, para las cortezas de
E. camaldulensis de ambas procedencias y en la tabla V.3-6, 1a valoracion semicuantitativa
relativa de cada uno de los elagitaninos detectados, en base al area de los picos

cromatogréaficos y asumiendo un mismo coeficiente de extincién molar para todos ellos.

Como podemos observar, las muestras de corteza de E. camaldulensis, en general,
presentan menor variedad de elagitaninos que las maderas de la misma especie. En las
cortezas se han detectado cinco elagitaninos frente a los mas de quince que habian sido

puestos de manifiesto en las muestras de madera.

Por otra parte, las cortezas de E. camaldulensis procedentes de Huelva y
Pontevedra, difieren considerablemente en cuanto a composicion en elagitaninos, siendo
la corteza procedente de Huelva la que ha presentado mayor variedad de estos
compuestos. Asi, por ejemplo, el elagitanino E8 ha resultado ser el mayoritario en las
muestras procedentes de Huelva mientras que en las de Pontevedra el elagitanino
principal ha sido el E7 (tabla V.3-6).

3.3.2 Eucalyptus globulus.

Los cromatogramas modelo obtenidos, mediante el andlisis por CLAR, de las

muestras de corteza de E. globulus de Huelva y de Pontevedra, se muestran en las figuras
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TABLA V.3-6 Valoracioén semicuantitativa por CLAR de los elagitaninos de los extractos de
conteza de £. camaldulensis.

Elagitanine | HEC1 | HEC2 | HEC3 | HEC4 | HEC5 | PEC1 PEC2
1 0 0 0 0 o 0 0
2 0 0 0 0 o 0 0
3 0 0 0 0 o 0 0
4 0 0 0 ¢] 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 o
6 8 3 11 16 23 0 13
7 18 12 5 10 8 42 70
8 44 56 57 €9 44 0 17
9 0 0 0 0 0 0] o
10 0 c 0 0 4 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0
12 29 29 27 5 23 58 0
13 0 0 0 0 0 0 0
14 0 o) 0 0 0 o] 0
15 0 0 0 0 0 0 0

H= Huelva. P= Pontevedra. EC= £, camaldulensis.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del drea de cada pico, respecto
del total de los elagitaninos.

V.3-14 y V.3-15. En esta especie volvemos a obtener los tipicos cromatogramas de
cortezas, que se caracterizan por la presencia de una amplia banda de proantocianidinas,
resultante de la elucién conjunta de los polimeros y emergiendo de ésta, picos de las
formas moleculares de proantocianidinas més abundantes y por otra parte, también de
elagitaninos, los cuales una vez mas eluyen en la segunda mitad del cromatograma a

partir del minuto 40.
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En el anilisis espectral de los picos cromatograficos, se han obtenido diferentes
tipos de espectros UV siempre con un méximo de absorcién alrededor de 280 nm, como
ocurria en las cortezas de E. camaldulensis. Sin embargo, en E. globulus los espectros han
diferido considerablemente en los intervalos de convexidad, tanto en la amplitud como
en la longitud de onda a la que se alcanza el maximo de absorbancia. En la figura V.3-
18b, se muestran algunos ejemplos de los diferentes espectros UV obtenidos para las

proantocianidinas de las cortezas de E. globulus.

Considerando, por otra parte, los cromatogramas obtenidos a la longitud de onda
de 365+2nm (fig. V.3-14by V.3-15b), se puede decir que las cortezas de E. globulus han
resultado mas variadas en formas moleculares de elagitaninos que las cortezas de E.
camaldulensis y que, por otra parte, no parecen apreciarse diferencias entre procedencias
tan acusadas como las encontradas para las cortezas de E. camaldulensis. Es preciso
sefalar que, aunque los cromatogramas presentados en las figuras V.3-14b y V.3-15b
difieren considerablemente en cuanto a la composicién de elagitaninos, no son muy
representativos de cada una de las poblaciones y existe una apreciable variabilidad de
cromatogramas dentro de muestras de la misma procedencia. Asi, por ejemplo, los picos
13, 14 y 15 no estan presentes en los cromatogramas de todas las cortezas de Huelva,
mientras que si lo estdn en algunas de Pontevedra, como se puede apreciar en la tabla
V.3-7.

3.3.3 Eucalyptus rudis.

Los cromatogramas obtenidos, del andlisis por CLAR de los extractos de las
cortezas de E. rudis, de los cuales se expone un modelo por cada procedencia en las
figuras V.3-16 y V.3-17, se caracterizan por su pobreza tanto en proantocianidinas como
en elagitaninos. Una vez més, las proantocianidinas poliméricas eluyen sin resolverse por

CLAR, dando un pico ancho del que emerge algiin que otro pico, posiblemente debidos
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TABLA V.3-7  Valoracion semicuantitativa por CLAR de los elagitaninos de los extractos de corteza
de E globutus.

Elagltani-
no HEG1 | HEG2 | HEG3 | HEG4 | HEGS | PEG1 | PEG2 | PEG3 | PEG4 | PEG5S
1 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0
2 20 6 10 7 2 2 4 0 0 0
3 0 o o o 0 6 0 0 0 0
4 0 2 1 2 8 0 0 0 5 2
5 0 0 0 0 0 0 0 2 6 0]
6 ) 5 i 3 1 25 2 2 4 0
7 23 14 13 12 13 24 22 13 20 41
8 0 1 0 0 1 25 1 1 0 0
9 0 4 1 0 0 0 2 12 1 0
10 2 2 1 19 3 4 8 12 47 28
11 0] 2 1 1 1 0 2 3 3 3
12 55 44 45 55 70 9 34 58 15 25
13 o 10 13 0 0 0 14 o] 0 0
14 0 6 8 0 1 0 7 0 0 0
15 0] 4 6 0 0 0 4 0 0 0

H= Huelva. P= Pontevedra. EG= £ globuius.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del area de cada pico, respecto
del total de los elagitaninos.

a las formas moleculares mas abundantes.

En esta especie, las proantocianidinas han presentado espectros UV con un méaximo
de absorcién en general alrededor de 260 nm (fig. V.3-18¢), diferenciandose de los
espectros UV obtenidos para las proantocianidinas de las cortezas de E. globulus y E.

camaldulensis.
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En cuanto a la composicién en elagitaninos, como se puede deducir de las figuras

V.3-16 y V.3-17 y de la tabla V.3-8, es de destacar que las muestras procedentes de

Huelva se caracterizan por la escasa presencia de elagitaninos y las procedentes de

Pontevedra por la practica ausencia de dichos taninos hidrolizables.

TABLA V.3-8  Valoracion semicuantitativa por CLAR de los elagitaninos de los extractos de corteza

de £ rudis.

Elagitanino | HER1 | HER2 | HER3 | HER4 | HER5 | PER1
1 o 0 0 0 o 0
2 0 0 o 0 o 0
3 o 0 0 ] o 0
4 0 0 0 0 0 0
5 o 0 0 o 0 0
6 43 o 4 9 8 V]
7 57 30 45 31 40 0
8 o 47 3 34 24 0
9 0 0 o 0 0 0
10 0 0 o 0 0 0
11 o 0 0 0 0 0
12 o 23 48 26 28 100
13 0 0 0 o 0 0
14 0 0 0 0 0 0o
15 0 0 0 0 0] 0

H= Huelva. P= Pontevedra. ER= £ rudis.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del area de cada pico, respecto

del total de los elagitaninos.
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3.3.4 Analisis numérico.

Analisis univariante. En la tabla V.3-9 se recoge el anilisis descriptivo de las
variaciones cuantitativas de los elagitaninos de los extractos de corteza de Eucalyptus spp.

y ademas el andlisis de varianza, considerando los dos factores especie y procedencia.

Se han analizado 15 elagitaninos, de los cuales 7 aparecen en concentraciones
relativas significativamente diferentes en los extractos de corteza de alguna de las tres
especies de Fucalyptus estudiadas. Sin embargo, si consideramos la procedencia de la
muestra, Huelva o Pontevedra, los contenidos relativos de los elagitaninos E2 y E8 han
resultado significativamente diferentes. Asi al igual que ocurria en los extractos de las
muestras de madera, la composicién en elagitaninos de las cortezas de Eucalyptus spp.
viene condicionada principalmente por la especie y en menor medida por el origen de

las muestras.

Analisis multivariante. En el anélisis discriminante candnico para los elagitaninos

de los extractos de corteza de FEucalyptus spp. se han obtenido cinco funciones
discriminantes para el conjunto de los siete elagitaninos seleccionados, segiin los analisis
univariantes previos, explicAndose con las dos primeras funciones el 79% de la variacién
total (tabla V.3-10).

Las variables que han presentado mayores coeficientes para la funcién
discriminante 1, han sido los elagitaninos E11 y E14 mientras que para la funcién
discriminante 2, han sido E7 y E10, lo que significa que estas variables tienen un peso

considerable en la funcién discriminante mencionada (tabla V.3-10).

La representacion gréfica de las observaciones y centros de gravedad con respecto

a los ejes 1y 2 se muestran en la figura V.3-19. Se puede observar una tendencia a Ia
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TABLA V.3-9 Andlisis univarjante de Jos ejagitaninos de Jos extractos de corteza de Eucalyplus spp.

| E. camaldulens/s I E globulus I E, rudis |

| H T P | H | p | H | P | Especis Procedencia | Inter.

| x | o | cv | x | P | cv | x | o | cv [ X | @ | cv | X ] o | cv | x l a | cv |Dif.signlAgrup Dif. sigryAgrup
£1 0 0 -1 o | o - 0 0 - 10 | 22 | 24 0 0 - o o - | No | -Rca | No | -HP- | wnO
E2 0 0 - 0 ¢ - g1 |88 | 72 | 11 1.7 | 157 0 0 - 0 0 ~ | ]caa | = | P w
E3 0 0 - 0 o - 0 ) - 13 | 28 | 224 0 0 - 0 0 - |NO|-RCG- | NO | HP- | NO
E4 0 0 - 0 o - 27 133 |15 | 15 | 22 | 15 0 0 - 9 0 -~ |+ |rea| N0 | P [ NO
E5 0 o] - 4] 4] - 0 0 - 16 2,6 1668 0 0 - [s] [} - NO -RCG- NO -HP- NO
EB 123 7.6 82 8,3 89 141 21 20 95 87 10,4 155 12,7 17.5 138 0 0 - NO -GRC- NO -PH- NG
E7 10,2 55 54 £8,0 20,0 35 14,8 48 31 24,0 105 44 40,6 108 27 0 0 - bl GR-C NO -HP- bk
(] 540 |07 ] ) 121 | 141 0.4 05 | 144 55 108 | 198 | 216 | 200 | 92 0 0 - e | GRLG | ae P--H o
ES 1] 0 - [4) Q - 1.2 1.8 150 28 50 178 0 ¢} - ] 0 - NO -ACG- NO -HP- NO
E10 08 1.7 224 4] 4] - 5.4 7.5 140 19,8 17,7 a0 Q o] - 0 0 - bl RC-G NO -HP- NO
E11 Q o] - 4] Q - 1.0 08 84 21 1.2 58 0 [} - ¢} s} - il CR-G NO -HP- NO
E12 217 10,2 45 29,1 411 141 53,8 104 19 278 18,7 66 250 171 €9 250 50,0 200 NO -RCG- NO -PH- NO
E13 0 0 - 0 0 - 46 83 135 27 6.1 224 0 4] - 4] o] - NO CRG- NO -PH- NO
Et4 | o 0 - o o - 27 |36 |10 | 15 | a3 | 2« 0 0 - 9 0 - * lecag | No | eH- | NO
E15 | o 0 - 0 0 - 18 | 28 |14 ] 07 | 17 | 224 0 0 - 0 o - |nNo| Rce | NO | PR | NO

Dif.sig./Agrup.= diferencias significativas/agrupamiento entre especies o procedencia por semejanza. 10%2*25%, 5%=**=21%, 1%2***. x= media.
o= desviacién estandar. CV= coeficiente de variacién. C= £ camaldulensis. G= E. globulus. R= E. rudis. H= Huelva. P= Pontevedra. Ei= elagitanino.
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TABLA V.3-10 Analisis discriminante candnico para los elagitaninos de los extractos de corteza de

Eucalyptus spp.
Analisls discriminante
Funcién discri- Porcentaje Correlacion

minante (FD) Autovalor relativo canonica
1 13,726690 60,15 0,96545
2 4,381902 19,20 0,90233 |
3 3,065868 13,43 0,86836
4 1,645974 7,21 0,78871
5 0,000139 0,00 0,01178

Coeficientes estandarizados de las funciones discriminantes
Varia-
ble FD1 FD2 FD3 FD4 FD5
E2 1,42434 0,50989 0,33030 -0,32230 -0,02351
E4 1,24604 0,55132 0,20676 -0,60380 0,09952
E7 -0,56540 0,90442 -0,21786 -0,10016 -0,00712
E8 -0,28216 0,47141 0,08863 -0,03118 0,02668
E10 -0,51955 -0,09519 0,04801 0,60998 -1,33305
E11 0,59214 0,42879 0,34108 0,58773 1,07644
E14 0,10848 0,25368 0,04588 0,00999 -0,66733
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FIGURA V.3-19 Andlisis discriminante candnico para los elagitaninos de los extractos de corteza de
Eucalyptus. 1= E. camaldulensis, Huelva. 2= E. camaldulensis, Pontevedra. 3= £,
globulus, Huelva. 4= E. globulus, Pontevedra. 5= £ rudis, Huelva, 6= E rudis,

Pontevedra.
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agrupacién de las muestras por poblaciones, considerando la especie y la procedencia, no

siendo posible, sin embargo, la discriminacién de las tres especies. En particular se ha

obtenido un notable solapamiento entre E. camaldulensis (1 y 2) y E. rudis (5 y 6),

mientras que la especie E. globulus (3 y 4) se encuentra bien diferenciada con respecto

al eje canénico 1, el cual dependia principalmente de los elagitaninos E2 y E4.

Por otra parte, es de destacar la considerable influencia de la procedencia en la

composicién de elagitaninos de la corteza, que se ha observado no sélo en la especie E.

camaldulensis como ocurria para el caso de la madera, sino también en las especies E.

globulus y E. rudis.

3.3.5 Conclusiones.

1-

Los extractos de corteza de las tres especies de eucaliptos estudiadas se han
caracterizado por su contenido en proantocianidinas poliméricas, que no se

resuelven por las técnicas habituales de CLAR en fase inversa.

En cuanto a la composicién en elagitaninos, las cortezas han presentado en
general menor cantidad y variedad de elagitaninos que las maderas, siendo,
como ocurria en madera, la especie E. globulus con diferencia la mas rica en

€stos compuestos.

El estudio mediante anilisis multivariante de ]a composicién en elagitaninos de
corteza nos ha llevado a la discriminacién de la especie E. globulus respecto de
E. camaldulensis y E. rudis, presentando estas dos iltimas un importante
solapamiento de sus poblaciones y proximidad de sus centros de gravedad. Este
tipo de distribucién estd de acuerdo con los principios de clasificacién botanica

de las tres especies, ya que E. camaldulensis y E. rudis pertenecen a la misma
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seccién, dentro del género Eucalyptus, seccién Macrantherae, concretamente a
la subseccion Tereticornes, mientras que E. globulus se clasifica en otra seccién
diferente, Macrantherae (Normales) en la serie Globulares, como se habia ya

descrito en el apartado I1.1.1.

3.4 Hojas.

Los resultados del anlisis de CLAR (realizados segin los métodos del apartado
IV.3.1.2, gradiente n® 1), correspondientes a los extractos acuosos de las hojas de
Eucalyptus spp., se reflejan en los cromatogramas seleccionados como modelo para cada

una de las especies y procedencias estudiadas y recogidos en las figuras V.3-20 a V.3-25.

Como se puede observar en los cromatogramas, se han diferenciado principalmente
tres grupos de compuestos: proantocianidinas, elagitaninos y flavonoides, en particular

flavonoles, siendo caracterizados por sus espectros UV.

En la primera parte de los cromatogramas (ver figuras a), similarmente a lo
obtenido en los correspondientes de madera, han sido resueltos una serie de picos
cromatograficos, que se reconocen como proantocianidinas, y que presentan un espectro
UV con un méximo de absorcién que oscila entre 260 y 280 nm e intervalos de
convexidad, que varian también, en lo referente a su amplitud ademés de en la longitud
de onda a la que se presenta el maximo de absorcién. En la figura V.3-26a, se muestran
algunos ejemplos de dichos espectros UV. Por todo ello, se puede considerar que el
conjunto de picos cromatograficos que nos ocupa responde a una amplia variedad de
formas moleculares de proantocianidinas, que pueden diferir en el patrén de
hidroxilacién de las unidades monoméricas que las constituyen y/o en su grado de

polimerizacién.
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La segunda parte de los cromatogramas se caracteriza por la abundancia de picos
de elagitaninos y flavonoides, estos tltimos no detectados ni en madera ni en corteza y
por tanto exclusivos de las muestras de hojas. Los flavonoides han presentado espectros
UV caracteristicos de flavonoles con dos maximos de absorcién a 257-261 nm y 353-357
nm, ficilmente diferenciados de los espectros UV de los elagitaninos, no sélo por las
longitudes de onda caracteristicas de los méximos de absorcién sino también por la
intensidad relativa del segundo maximo, considerablemente menos intenso en el caso de
los elagitaninos (fig. V.3-26b). Por otra parte, estos presuntos flavonoles presentan

tiempos de retencién propios de los derivados glicosilados de flavonoles.

Los cromatogramas b de las figuras V.3-20 a V.3-25, muestran el registro obtenido
a una longitud de onda de 3652 nm, especifica para los elagitaninos y flavonoles, y, asi,
sin la interferencia de proantocianidinas. Dichos cromatogramas han sido, ademas,
utilizados para la valoracién semicuantitativa de ambos compuestos, realizada en el caso

de los extractos de las hojas.

3.4.1 Eucalyptus camaldulensis.

Las muestras de hojas de E. camaldulensis se han caracterizado por presentar una
amplia variedad de proantocianidinas y glicésidos de flavonoles. Los elagitaninos también
¢ encuentran presentes, aunque en menor proporcion de la encontrada en las maderas

y cortezas de la misma especie (fig. V.3-20a y V.3-21a).

Por otra parte, considerando el distinto origen de los arboles muestreados, es de
destacar la considerable mayor abundancia de flavonoles presentes en las muestras
procedentes de Pontevedra frente a las de Huelva y, ademas, la diferencia entre los
perfiles cromatogréficos obtenidos dependiendo de la procedencia (fig. V.3-20y V.3-21,
tablas V.3-11y V.3-12). Asi, de un total de trece picos de flavonoles detectados sélo los

213



3887

208 P

mAL

188

12 20 38 4 s@ BB %) = 17%]
Time {(min.?>

122 b
k F7

1881

897

mAL

=Y %
4

281 E? F5 F8
E1 E3 g hF9/

4
7 | A O

38 4B oE%) 68 7a 8B
Time (min.?}

P |

FIGURA V.3-20 Cromatogramas tipo de los extractos de hojas de £, camaldulensisde Huelva (HEC2).
a: 270£15 nm. b: 365t2 nm. G: acido gélico. E: elagitanino. F: flavonol P:
proantocianidina,

214




1484
1201
1281

1 FHE
881 P F

mAU

80 G F

112% F7
-

seé
.
.

) 887

mA

507 FI0

42 F14
; F3 ' Fe /
387 F2

22 F16

i F8
129 M& ﬂ
B H e o =~ : , S " ‘

32 48 56 6@ g %] BB
Time {(min.)

|

FIGURA V.3-21 Cromatogramas tipo de los extractos de hojas de £ camaldulensis de Pontevedra
(PEC2). a: 270%15 nm. b: 365+2 nm. G: dcido gélico. E: elagitanino. F: flavonol. P:
proantocianidina.

215




18 20 38 4 58 5% Eg”i 8g
Time (min.)

9@+
8@
. B3

58

mAu

43

38: E10 E12

208

] E1
] 3 E16
19 EE4 E8 1
4 7 Es ESQ LJ J
] A N M
38 48 Se

Time (min.)

FIGURA V.3-22 Cromatogramas tipo de los extractos de hojas de £ globulus de Huelva (HEG2).
8:270+15 nm. b: 365x2 nm. G: 4cido gélico. E: elagitanino. F: flavonol. P;
proantocianidina.

216



496

3827

mBU
r
]
®

30
Time

48
{min.)

78]
B8]
58

401

mAU

381

221

B-J

E10

I'J\JFQ

F7

E12

F13

E14

E15
I E16

S8

Time

(mim.

8B

FIGURA V.3-23 Cromatogramas tipo de los extractos de hojas de £ globulus de Pontevedra (PEG4).
a: 270+15 nm. b: 3652 nm. G: acido gélico. E: elagitanino. F: flavonol. P:

proantocianidina.

217




F+E

mAy

P
v

Ao ML P‘*’@UMM

38 4@ 57%] 124%] P} 88
Time (min.?}

F7

mAU
&
<]

sl

F10+E12

Fs

EE}“: o E7 F4L
aj_f"—‘.“-‘,—‘.“-""‘"—,"—’:—“-’r“-f”’ : > —

39 49 51|
Time (minm.)

FIGURA V.3-24 Cromatogramas tipo de los extractos de hojas de £ rudis de Huelva (HERS). a:
270x15 nm. b: 365+2 nm. G: &cido gélico. E: elagitanino. F: flavonol, P:
proantocianidina.

218




S8
407

380

mAL)

E@B'_

108+

g F+E

aaaé
183
168
142

1207

mAU

188

(=%
Bﬂ€
L
22

E1l

F7 b

F10+E12

F14
Fs F16

7

3@ 43

B I
e s L PR el e

="} BB 78 EQ

Time (min.,)

FIGURA V.3-25 Cromatogramas tipo de los extractos de hojas de £ rudis de Pontevedra (PER1). a:

270x15 nm. b: 365%x2 nm. G:
proantocianidina.

écido gédlico. E: elagitanino. F: flavonol. P:

219



Resultados y discusion

-
o
4]
o
1]
=
T
E
260 =4=q] 32e Iza 342 368 cl:1~] 422
Wavelength (nm) 1
Uy 18.474
- 247
-
[4]
P
0
%]
o
T
E
288 280 32 aze 348 382 3se 42D
KWevelengtn (nm? !

FIGURA V.3-26 Ejemplos de los espectros UV de los picos P (a), Ey F (b) de los cromatogramas de
CLAR {Fig. V.3-20 a V.3-25), de los extractos de hojas de Eucalyptus spp.

picos F5, F7, F8, F10 y F14 han sido comunes para las muestras de ambas poblaciones.

En lo que respecta a la composicién en elagitaninos, es de destacar que en las
muestras de Pontevedra se ha detectado un fnico pico, el E12, frente a los siete

obtenidos en las procedentes de Huelva. Es preciso sefialar también, que aunque el
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TABLA V.3-11  Valoracién semicuantitativa por CLAR de los elagitaninos de los extractos de hojas de
£ camaldidensis.

Elagitanino | HEC1 | HEC2 | HEC3 | HEC4 | HEC5 | PEC1 PEC2
1 4 0 5 0 10 0 0
2 o o 4] 0 0 0 0
3 7 5 7 6 13 0 0
4 0 ¢ 4] 0 0 0 0
5 0 0 0 ¢] 0 0 0
6 0 o) 0 0 0 0 0
7 4 14 10 8 10 0 0
B 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 o 0 0

10 6 3 1 4 8 0 0
11 1 4 1 0 9 0 0
12 73 73 77 B2 39 100 100
13 o 0 0 0 0 0 0
14 5 0 0 o 11 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0

H= Huelva. P= Pontevedra. EC= £ camaldulensis.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del drea de cada pico, respecto
del total de los elagitaninos.

elagitanino E12 (fig. V.3-20b y V.3-21b) no se ha podido separar cromatograficamente
del flavonol F10, si ha podido ser detectado, debido a la diferencia de sus espectros y a
la posibilidad que brinda el detector de diodos utilizado de estudiar la pureza de los picos
cromatogriéficos en base a su espectro UV, Por otra parte, en las hojas de Pontevedra no
se descarta la posible existencia de otros picos minoritarios de elagitaninos, enmascarados

por la abundancia de los flavonoles (fig. V.3-21b).
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TABLA V.3-12  Valoracién semicuantitativa por CLAR de los flavonoles de los extractos de hojas de
E. camaldulensis.

Flavonol | HEC1 | HEC2 | HEC3 | HEC4 | HEC5 | PECt | PEC2
1 0 0 0 0 0 4 o |
2 0 0 0 0 o 6 6
3 0 0 0 0 0 7 9
4 0 0 0 0 0 0 0
5 6 6 3 4 4 11 16
6 0 0 0 0 0 7 8
7 52 49 48 64 61 82 26
8 4 5 6 4 13 3 3
9 1 4 0 0 1 0 0
10 28 27 40 20 15 15 15
11 2 0 2 2 4 0 0
12 0 o 0 0 0 0 0
13 5 9 1 2 3 0 0
14 2 0 1 5 0 11 12
15 0 0 - 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 4 4

H= Huelva. P= Pontevedra. EC= £. camaldulensis.
La cantidad relativa de cada flavonol es expresada como porcentaje del area de cada pico, respecto
del total de los flavonoles.

3.4.2 Eucalyptus globulus.

Al igual que resulté en las muestras de madera y de corteza, las hojas de E.
globulus se caracterizan por la abundancia y variedad de los elagitaninos presentes, segin

revelan los perfiles cromatograficos para las dos procedencias estudiadas (fig. V.3-22 y
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V.3-23). Ademas, en ambas poblaciones se presentan cromatogramas muy similares en

cuanto a la composicién en dicho tipo de polifenoles, siendo las diferencias existentes

mas bien cuantitativas que cualitativas (fig. V.3-22b y V.3-23b, tablas V.3-13 y V.3-14).

TABLA V.3-13 Valoracion semicuantitativa por CLAR de los elagitaninos de los extractos de hojas de

E. globulus.
Elagitanl-
no HEG1 | HEG2 | HEG3 | HEG4 | HEG5 | PEG1 | PEG2 | PEG3 | PEG4 | PEGS
1 7 8 ‘ 5 7 5 4 5 6 10 6
2 0 o 0 0 0 0 0 0 0 o
3 4 5 3 3 5 2 2 2 6 2
4 1 1 1 1 3 2 2 2 3 2
5 1 2 1 1 5 S 2 8 4 3
6 0 1] 0 0 o] 2 0 1 2 1
7 3 2 3 1 2 2 1 3 2 4
8 11 8 6 7 6 4 5 5 9 6
9 0 6 1 4 1 1 1 o o 1
10 31 22 22 17 26 22 27 22 29 26
11 2 1 3 3 1 2 2 3 3 4
12 15 22 17 27 15 23 18 24 19 20
13 2 2 9 3 3 3 1 1 1 3
14 16 12 19 21 16 11 21 16 10 20
15 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1
16 4 g 9 5 1 11 12 6 2 3

H= Huelva. P= Pontevedra. EG= E. globulus.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del 4rea de cada pico, respecto
del total de los elagitaninos.
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De la misma manera, la composicién en flavonoles resulté ser independiente del
origen, segiin se deduce de los perfiles cromatograficos correspondientes. De los cinco
flavonoles detectados en E. globulus cuatro han estado presentes tanto en las muestras

de Huelva como en las de Pontevedra y, en este tipo de compuestos polifendlicos, las

TABLA V.3-14 Valoracién semicuantitativa por CLAR de los flavonoles de los extractos de hojas de

E. globulus.

Favonol | HEG1 | HEG2 | HEG3 | HEG4 | HEGS | PEG1 | PEG2 | PEG3 | PEG4 | PEGS
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 )
2 0 0 o 0 0 0 0 o 0 0
3 0 o 0 ¢] o 0 0 o C o
4 o 0 0 0 0] 0 0 o 0 o
5 0 o 0 ¢ 0 0 c 0 ¢] Q
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 92 54 €8 68 63 74 42 43 71 73
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 5 21 17 16 24 7 33 37 4 8

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 2 19 10 12 10 5 10 i2 19 12
14 1 6 5 4 3 14 8 4 6 6
15 0 0 0 0 0 Q 7 4 0 0
16 0 o o o 0 0 0 0 o 0

H= Huelva. P= Pontevedra. EG= E. globulus.
La cantidad relativa de cada flavonol es expresada como porcentaje del area de cada pico, respecto
del total de los flavonoles.
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diferencias vuelven a ser exclusivamente cuantitativas (fig.V.3-22by V.3-23b, tablaV.3-14),

3.4.3 Eucalyptus rudis.

Los cromatogramas obtenidos para las muestras de hojas de E. rudis procedentes
de Huelva y de Pontevedra han sido similares, distinguiéndose de los obtenidos para E.
camaldulensis y E. globulus por su bajo contenido en compuestos polifenélicos del tipo

proantocianidinas (fig. V.3-24a y V.3-25a).

En lo que se refiere a ]a composici6n en elagitaninos y glicésidos de flavonoles (fig.
V.3-24by V.3-25b y tablas V.3-15y V.3-16), es de destacar la apreciable semejanza entre
los cromatogramas obtenidos para las muestras de E. rudis, procedentes de Huelva y de
Pontevedra (fig. V.3-24b y V.3-25b).

3.4.4 Analisis numérico.

Analisis univariante. En las tablas V.3-17 y V.3-18, se presentan, respectivamente,
los analisis factoriales, realizados para cada una de las variables de elagitaninos y de

flavonoles de las hojas de Eucalyptus spp.

En lo que respecta a los elagitaninos (tabla V.3-17) se han considerado un total de
16 variables, de las cuales practicamente todas han resultado significativamente diferentes
en alguna de las tres especies de Eucalyptus estudiadas. Sin embargo, la influencia del
origen en la composicién en elagitaninos ha sido considerablemente menor, como ya
habjamos visto en la madera y la corteza. Asi, en hojas tnicamente se obtuvieron cuatro

elagitaninos que presentan diferencias significativas para las dos procedencias.
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TABLA V.3-15 Valoracién semicuantitativa por CLAR de los elagitaninos de los extractos de hojas

de E rudis.

Elagitanino | HER1 | HER2 | HER3 | HER4 | HER5 | PER1 | PER2 | PER3 | PER4
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 6 6 9 4 5 4 4 3 2
3 0 0 0 0 0 0 1 2 0
4 0 0 0 0 0 1 1 1 0
5 1 4 6 1 3 3 3 3 3
6 6 12 13 2 12 6 5 3 3
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 2 1 3 6
11 0 0 0 0 0 4 3 3 4
12 86 79 73 03 80 79 81 81 82
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0

H= Huelva. P= Pontevedra. ER= £ rud/s.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del drea de cada pico, respecto
del total de los elagitaninos.

Los resultados de los andlisis univariantes para los flavonoles (tabla V.3-18) han
sido muy similares a los obtenidos para elagitaninos. De los 16 flavonoles analizados, 13

han presentado diferencias significativas segin el factor especie y s6lo 7 segin el origen.
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TABLA V.3-16 Valoracion semicuantitativa por CLAR de los flavonoles de los extractos de hojas de

E. rudis.

B Flavonol HER1 | HER2 | HER3 | HER4 | HER5 | PER1 | PER2 | PER3 | PER4
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 3 6 5 3 1 1 1 1 o
3 2 3 1 9 0 0 0 0 0
4 1 1 2 1 1 2 1 2 1
5 8 5 2 8 7 5 4 5 4
6 1 1 0 0 1 0 0 0 o
7 37 50 52 25 44 41 49 50 62
8 3 3 3 10 4 4 3 4 5
S 1 0 0 1 1 2 0 o o

10 28 20 5 16 19 28 29 24 16
11 3 4 5 5 2 3 4 2 3
12 0 0 0 2 0 0 0 0 0
13 1 1 0 1 o 1 1 2 2

14 7 3 24 9 14 9 5 8 5
15 0 1 0 4 0 0 0 0] 0
16 4 1 0 6 4 5 2 3 1

H= Huelva. P= Pontevedra. ER= £ rudis.
La cantidad relativa de cada flavonol es expresada como porcentaje del érea de cada pico, respecto
del total de los flavonoles.

Analisis multivariante. Fl analisis discriminante candnico, en el caso de ]as muestras
de hojas, se ha aplicado por separado a dos grupos de compuestos quimicos, el de los
elagitaninos (tabla V.3-19 y figura V.3-27) y el de los flavonoles (tabla V.3-20 y figura
V.3-28).
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TABLA V.3-17 Analisis univariante de los elagitaninos de los extractos de hojas de Ewcalypius spp.

| E. camaldulensis I E. globuifus | E. rudls I

I H | P I H i P I H I P I Especie Procedencia Irtes.

| x | e ]ev| x | e ]ov]| x | o |ev| x | o |ocv x |« |ev ]| x | o | ov |otsg/agup. | pisigiagup.
E1 37 | 41 | 110 0 0 - 86 12 | 18 8, 23 | a8 o 0 - o 0 -~ |** | RCG | NO | -PH- NO
E2 0 0 - 0 0 - o] 0 - 0 0 - 58 18 | = 35 12 | a4 |+~ | ec-R | NO | -PH- e
E3 78 | 81 | 40 o 0 - 4,1 12 | 28 3,0 1,7 | s8 o 0 - 08 {08 | 120 |*+ ]| RGC | ** | P-H sau
E4 0 0 - [+] 0 - 1.4 0,8 56 23 0.4 18 o] [¢] - 0,9 06 68 wee | CR-G bl P~H NO
E5 o 0 - o 0 - 18 1.7 | 84 52 | a2 | & 89 20 | es 28 {03 11 {#** | c-RG | NO | -HP NO
E6 ] 0 - o 0 - 0 0 - 1,2 | 05 | 41 0 | 48 | 52 42 14 | 84 [+ | cG-R | NO | -PH- *
|4 8.2 35 38 o] 0 - 1,9 09 48 23 1,0 44 o] o] - o] 0 - e R-GC el P-H bl
EB o 0 - o e - 7.6 19 | 26 5.8 18 | %0 ] 0 - ° 0 ~ | ** | ARC-G | NO | -PH- NO
E9 0 0 - 0 0 - 22 | 24 |08 | 05 |05 | % 0 0 - o 0 - » | cRG | NO | -PH- NO
E10 | 43 28 | 185 0 0 - 25 |54 | 28 | 251 | 31 | 12 0 0 - 3,2 21 g8 | *+ | RC~G | NO | -HP- »
E1t | 29 | a8 | 127 0 0 - 20 | o8 | a8 25 | o8 | 38 0 0 - a7 | o4 12 [ no | €RG- | NO | -HP- o
E12 | e8a [170 ]| = 100 0 - 193 | s3 | 28 | 207 | a7r | 13 | 22 |77 | o 808 | 1.3 2 v | GRAC | = | H-P wh
E13 0 0 - 0 o - 37 28 | 5 1.8 10 | 0 0 0 - 0 o -~ | * | chra | NO | -PH NO
E14 3.2 49 1654 0 o - 16,8 3.2 19 155 49 32 0 0 - 0 0 - wv | AC-G NO -PH- NO
E15 0 o - 0 o - 1,6 11 | 7 12 o2 | 2 0 0 - o 0 - | * | Rc-@ | NO | -PH. NO
E18 o ] - 0 0 - 7.4 30 | 40 68 | 45 | 87 0 0 - 0 0 - | *=* | crRa | NO | -PH- NO

Dif.sig./Agrup.= diferencias significativas/fagrupamiento entre especies o procedencia por semejanza. 10%=*25%, 5%=**21%, 1%z=***. x= media.
o= desviacion estandar. CV= coeficiente de variacion, C= E. camaldulensis. G= E. globulus. R= E. rudis. H= Huelva. P= Pontevedra. Ei= elagitanino.



TABLA V.3-18 Andligjs univariante de Jos flavonoles de los extractos de hojas de Eucalypius spp.

[ E. camaldilensis | E. globulus I E. rudis I

| H I P I H | P l H i P I Especie Procedencia Inter.

| x | e |Jev| = | e Jov] x oo x |e|ev] x | o ]ev| x o] ov | Dt sg/Agrup. | Ditsig/Agup.
F1 0 0 - 19 27 | 14 0 0 - 0 0 - 0 o - o o - = | ar-c * H-P -
F2 0 0 - 6.1 04 6 4] 4] - 0 o] - 3,7 21 58 0.6 0,1 18 el G-RC w H-P bl
Fa [} o] - 81 18 18 D 4] - 0 o - 30 3.4 113 0 0 - okl G-R-C b H-P e
F4 0 0 - o] Q - 0 0 - 0 o - 1,3 0.2 18 1.5 01 5 **% | GC-R NO -HP- NO
F5 4.8 1.3 2 13,5 a8 26 0 4] - 0 o - 5.7 28 45 4.4 04 10 bl G-R-C ikl H-P i
F6 0 s} - 7.4 0.4 5 0 0 - 0 0 - 0,7 05 70 0 0 - el G-RC bl H--P bl
F7 | 548 | 71 13 | 200 136 {13 | esg |140| 20 | 608 |182| 27 | 417 1114 | 27 | 505 | 85 17 f* | cRG | NO | -PL- s
F8 83 36 558 3.2 0,1 4 0 [4] - 0 0 - 4.5 31 68 41 0.8 21 bl G-CR NO -PH- NO
o 10 14 | w1 o 0 - 168 | 7.3 | 4 176 | 158 | 0 09 o6 | 73 0.6 07 | 117 | * } crRG | NO | -PH- NO
Fio | 259 | a5 | a7 148 | 04 2 0 o - o 0 - 177 | 81 46 | 245 | 58 24 |+ | gCcR | NO | -PH- **
F11 2.1 156 | 74 0 0 - 0 0 - 0 0 - 38 1.1 20 31 10 | a3 | = | gCA *» P—H NO
F12 o] 0 - Q 0 - ¥} 4] - 0 0 - 04 09 224 o o] - NO -GCR- NO -PH- NO
F13 39 3,2 a2 0 0 - 10,7 61 57 11,8 5.1 44 0,8 0.5 B4 15 0.3 22 bl RC--G NO -PH- NG
Fi4 | 18 20 | 124 | 11,7 | o8 5 38 20 | s4 77 |40 | 52 f 117 | 81 | 70 8.8 1,8 27 | NO | -GCR- | NO | -HP- b
F15 o] 0 - 0 0 - o) o - 22 31 148 1,0 1,7 168 o} g - ND -CRG- NO -HP- NO
F16 4] 0 - 4,2 0,4 -] 0 | 0 - 0 o] - 31 28 84 28 1.7 687 | i G~CR i bl H--P ekl

Dif.sig./Agrup.= diferencias significativas/agrupamiento entre especies o procedencia por semejanza. 10%2*2>5%, 5%=**21%, 1%=*** x= media.
o= desviacion estandar. CV= coeficiente de variacién. C= £. camaldulensis. G= E. globulus. R= E. rudis. H= Huelva. P= Pontevedra. Ei= elagitanino
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TABLA V.3-19 Andlisis discriminante candnico para los elagitaninos de los extractos de hojas de

Eucalyptus spp.
Analisis discriminante
Funcién discri- Porcentaje Correlacidn
minante (FD) Autovalor relativo candnica
1 866,70055 94,38 0,99942
2 38,79647 4,22 0,98736
3 8,76722 0,95 0,94743
4 2,51254 027 0,84576
5 1,561505 0,16 0,77614

Coeficlentes .estandarlzados de las funcliones dlscriminantes
Varia-
ble FD1 FD2 FD3 FD4 FDs5
E1 1,68202 -0,29277 -0,28477 -1,80577 2,18347
E2 -0,61107 -0,14762 0,62455 -0,90737 -0,27508
E3 -2,99654 3,69108 0,45083 0,01299 -0,45676
E4 1,56180 -0,35844 -1,21706 0,07317 -0,14800
E5 2,10776 1,62613 -0,27338 -0,67902 0,67405
£6 -0,56141 1,46646 -0,07707 -1,06897 1,08276
E7 0,44367 1,72276 -0,23469 -1,34023 0,73488
Es 3,64987 2,06896 2,40149 0,11819 0.64118
E9 1,81572 0,21746 -1,14574 0,13942 -0,47742
E10 0,18536 0,56200 -1,31122 -2,25390 0,68592
Ei12 0,06241 5,42776 -0,15666 -3,31360 3,16431
E13 1,58560 1,08571 1,03807 -1,06764 0,36452
E14 1,994€686 3,26805 0,03729 -1,36319 1,41398
E15 0,44850 0,37121 -1,49989 1,03239 -0,30140
E16 1,08611 1,71448 1,34760 -0,82056 1,24481
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FIGURA V.3-27 Andlisis discriminante canénico para los elagitaninos de los extractos de hojas de
Eucalyptus spp. 1= E. camaldulensls, Huelva. 2= E. camaldulensis, Pontevedra. 3=
E. globulus, Huelva. 4= E. globulus, Pontevedra. 5= E. rudis, Huelva. 6= £. rudis,

Pontevedra,
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TABLA V.3-20 Anilisis discriminante candnico para los flavonoles de los extractos de hojas de

Eucalyptus spp.
Analisls discriminante
Funcién discri- Porcentaje Correlacion ]

minante {FD) Autovalor relativo canénica
1 2053,5011 88,86 0,999786
2 219,5921 8,50 0,99773
3 35,2434 1,53 0,98611
4 2,1847 0,09 0,82825
5 0,3428 0,01 0,50529

Coeficlentes estandarizados de las funciones discriminantes
Varia- ‘

ble FD1 FDz FD3 FD4 FD5
F1 1,58184 -0,12435 0,48434 0,08036 0,23741
F2 0,09511 -0,23265 0,34871 1,33144 0,81349
F3 3,86533 -1,07555 -1,72522 -1,11273 0,14983
Fa 237701 -1,72037 -0,60051 -0,38134 0,01496
F5 -1,30590 -0,66166 1,54493 0,55357 0,58790
Fé 3,96099 0,45997 -0,47263 -0,48803 -0,08029
F7 -1,77044 -3,35922 -3,00319 -1,21490 3,03560
F8 -0,56927 -0,29356 0,80086 -0,27837 0,60930
F9 -1,27478 -2,39125 -2,29890 -0,82492 2,09744
Fi0 -1,31851 -1,93906 -0,40990 -1,01442 1,03756
F11 -0,07324 -0,76285 -0,05055 -0,1219¢ 0,01208

F13 -0,37039 -0,90883 -1,04473 -0,42116 0,50433

F16 -0,60917 -0,40594 -1,47530 0,89239 0,73854
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FIGURA V.3-28 Andlisis discriminante candnico para los flavonoles de los extractos de hojas de
Eucalyplus spp. 1= E. camaldulensis, Huelva. 2= E. camaldulensis, Pontevedra, 3=
E. globulus, Huelva. 4= E. globulus, Pontevedra. 5= E£. rudis, Huelva. 6= E. rudis,
Pontevedra.
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Elagitaninos. El analisis discriminante canénico de los elagitaninos ha establecido
cinco funciones, de las cuales las dos primeras explican el 98% de la variacién total y

ademas presentan coeficientes de correlacién canénica de 0,999 y 0,987, respectivamente.

Por otra parte, la funcién discriminante 1 se encuentra relacionada con los
contenidos relativos de los elagitaninos E1, E3, E4, ES, E8, E9, E13 y El4
principalmente, mientras que los elagitaninos E3, ES, E7, E8, E12, E14 y E16 son los que

tienen los pesos m4s elevados en la funcién discriminante 2 (tabla V.3-19).

En la representaci6n grafica respecto de los ejes canénicos 1y 2 (fig. V.3-27), se
pueden distinguir 6 grupos bien definidos, dependiendo de la especie y dentro de cada
especie del origen. En la especie E. camaldulensis (1y 2) es en la que se ha obtenido una
mayor diferenciacién, en cuanto a la composicién de elagitaninos, segiin la procedencia

de las muestras.

Por otra parte, Ia distribucion gréifica de las poblaciones, obtenida en el caso de las
muestras de hojas, presenta un mayor distanciamiento de los centroides correspondientes
a las tres especies, si la comparamos con las distribuciones obtenidas para las muestras

de madera y corteza.

Flavonoles. Del anélisis discriminante canénico, para los glicésidos de flavonoles,
han resultado asi mismo cinco funciones. Las dos primeras con un porcentaje relativo del
98% y coeficientes de correlacién canénica muy parecidos a los obtenidos para el caso
del anilisis de elagitaninos. Los flavonoles mis representados en la funcién discriminante
I han sido F1, F3, F4, F6 y F7, y los més influyentes en la funcién discriminante 2, F4,
F7, F9 y F10.

En la figura V.3-28, se puede observar la representacién grafica de las
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observaciones y centros de gravedad respecto de los ejes 1 y 2, en la que se han
diferenciado 5 grupos, conforme a las diferentes especies y origenes. En este grafico no
se han diferenciado las poblaciones de las dos procedencias de E. globulus (3 y 4), en las
cuales se ha obtenido una composicién en flavonoles muy semejante. Sin embargo, al
igual que se obtuvo en el anélisis de elagitaninos en la especie E. camaldulensis, las
muestras procedentes de Pontevedra (2) han resultado diferir considerablemente de las
procedentes de Huelva (1), estando estas dltimas muy cercanas a las pertenecientes a E.

globulus, en cuanto a la composicién en flavonoles.

Si consideramos, finalmente, los grupos establecidos segiin las especies, se da un
solapamiento entre la especie E. globulus y E. camaldulensis, las cuales se encuentran

claramente diferenciadas de la especie E. rudis.

3.4.5 Conclusiones.

1- Los extractos de hojas de Eucalyptus spp., se han mostrado constituidos
principalmente por tres grupos de compuestos fendlicos, proantocianidinas,
elagitaninos y glicdsidos de flavonoles, siendo estos Gltimos exclusivos de las

hojas.

2- Las hojas de E. globulus han resultado ser, entre las tres especies estudiadas, las
mas ricas en elagitaninos, mientras que en E. camaldulensis 1os compuestos mas
abundantes y variados han sido los glicésidos de flavonoles. La especie E. rudis
ha resultado la mis pobre en cualquiera de los tres grupos de polifenoles

mencionados, como se puso de manifiesto también para la madera y la corteza.

3- Tanto la composicién en elagitaninos como en flavonoles de las hojas, ha venido

condicionada en mayor medida por Ia especie que por la procedencia. Si se ha
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observado, sin embargo, una tendencia de las hojas procedentes de Pontevedra
a presentar mayor abundancia y variedad de flavonoles, con respecto a las de

Huelva, estas ultimas algo mas ricas en elagitaninos.

Los andlisis multivariantes han hecho posible la discriminacién de las tres
especies en funcién de la composici6n de elagitaninos de los extractos de hojas,
resultando la especie E. globulus la mas diferenciada respecto de las otras dos.
En funcién de la composicién de flavonoles ha sido posible la discriminacién de
E. rudis, de E. camaldulensis y E. globulus, aunque no de estas iltimas entre si.
La distribucién de poblaciones, obtenida en funcién de la composicién en
elagitaninos, estaria asi mas de acuerdo con la clasificacién botanica de las tres
especies. E. camaldulensis y E. rudis estdn incluidas en una misma seccién del
género Eucalyptus, Ia seccién Macrantherae y concretamente en la serie Exsertae,
mientras que E. globulus se clasifica en la serie Globulares de la seccién

Macrantherae (Normales).
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4. Estudio de la distribucion de pesos moleculares de los taninos de

Eucalyptus spp., mediante CPG.

El estudio de la distribucién de los pesos moleculares de los taninos de madera,
corteza y hojas de las diferentes especies de Eucalyprus consideradas en este trabajo se
ha llevado a cabo por CPG, utilizando sus derivados acetilados, los cuales se obtuvieron
tal como se especifica en el apartado 3.22.1 de metodologia, ya que tanto las
proantocianidinas como los elagitaninos, por su cardcter de polifenoles, son demasiado

polares para ser analizados en las columnas habitualmente disponibles para CPG.

Las condiciones utilizadas en los anilisis por cromatografia de permeabilidad por
geles han sido las descritas en el apartado 1V.3.2.2.2. La calibracién de las columnas se
realizé usando patrones comerciales de poliestireno, al no disponer de otros de estructura
quimica semejante a los taninos objeto de estudio. En la figura V.4-1, se presenta la
curva de calibrado para el caso en que la columna usada fue una HP-PL gel Mixed-D y
el eluyente THF (tetrahidrofurano), ajustindose dicha curva a una ecuacién de tercer
orden. Como puede observarse, esta columna nos ha permitido resolver compuestos con
pesos moleculares dentro de un amplio intervalo (161-21821), en el que se ha obtenido

una buena linealidad y se hizo posible una permeacién selectiva.

En el andlisis de la distribuci6én de los pesos moleculares de los polimeros se han
considerado los siguientes parametros: Mn, peso molecular niimero-medio; Mw, peso

molecular peso-medio; y Dp, dispersividad, definidos segiin las siguientes férmulas

matematicas:
i Area; M; - M‘_‘i
M:—-Z.:—./,l,—rfa—':-— Mw=E(H,_) D—Mr
" TS (Area;]M;) Z Area; m
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FIGURA V.4-1 Curva de calibrado de pesos moleculares para la columna HP-PL gel Mixed-D y THF
como fase movil, utilizando como patrones, moleculas de poliestireno en el intervalo
entre 161 y 21821.

4.1 Madera.

Los cromatogramas, obtenidos por CPG, correspondientes a los derivados
acetilados de los taninos extraidos de madera de las tres especies de Eucalyptus
estudiadas se muestran en las figuras V4-2 y V.4-3. En general, los perfiles
cromatograficos han podido agruparse en cuatro tipos diferentes, que son representativos

y/o exclusivos de cada una de las especies (tabla V.4-1).

Como se observa en la serie de figuras citadas, los perfiles cromatograficos varian
en cuanto a su forma. Asj, si se consideran los taninos mayoritarios, en general presentan
una distribucién de pesos moleculares simétrica, aunque a la vez es frecuente Ia
resolucion de diferentes picos o clases de taninos de peso molecular medio distinto, cuya

abundancia determina el tipo de cromatograma.
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FIGURA V.4-2. Cromatogramas de CPG (C1 y C2) y curvas de distribucién de pesos moleculares
(DMW1 y DMW2) de los derivados acetilados de los taninos, obtenidos de maderas de
E. camaldulensis. Cromatogramas tipo 1 (HEC3) y tipo 2 (HECS).
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FIGURA V.4-3 Cromatogramas de CPG (C3 y C4) y curvas de distribucién de pesos moleculares
(DMW3 y DMW4) de los derivados acetilados de los taninos, obtenidos de maderas de

E. globulus (3) y £ rudis (4). Cromatogramas tipo 3 (PEG4) y tipo 4 (HER4).
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TABLA V.4-1 Distribucién de pesos moleculares de los derivados acetilados de los taninos de

extractos de madera de Eucalptus spp.

Tipo cromato-

Muestra grama CPG Mn Mw Dp
HECH 2 1807 4014 2,10
HEC2 1 1623 2068 1,83
HEC3 1 1707 3566 2,09
HEC4 2 2068 4704 2,27
HECS 2 1827 4023 2,20
PEC1 1 1603 3140 1,86
PEC2 1 1558 2064 1,80
HEG1 3 1412 2189 1,55
HEG2 3 1512 2741 1,81
HEG3 3 1484 2595 1,75
HEG4 3 1597 2927 1,83
HEGS 3 1504 2571 1,71
PEG1 3 1510 2339 1,65
PEG2 3 1472 2893 1,97
PEG3 3 1282 2200 1,72
PEG4 3 1448 2342 1,62
PEGS 3 1282 2066 1,61
HERT1 4 1403 2758 1,97
HER2 4 1809 3953 2,18
HER3 4 1477 2746 1,86
HER4 4 1622 3202 1,97
HERS 4 1387 2554 1,84
PER1 4 1375 2594 1,88
PER2 4 1433 2865 2,00
PER3 4 1480 2672 1,79
PER4 4 1535 2712 1,77

Mn= peso molecular nimero-medio. Mw= peso molecular peso-medio. Dp= dispersividad;
Dp=Mw/Mn. H= Huelva, P= Pontevedra, EC= E£. camaldulensis. EG= E. globulus. ER= E. rudis.
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En el caso de Ia especie E. camaldulensis (fig. V.4-2), se han obtenido
cromatogramas de CPG en los que se resuelven tres picos P1, P2 y P3, respectivamente,
con tiempos de retencién de 8,3, 8,9 y 9,4 min y Mw correspondientes de alrededor de
3500, 1600 y 725. En esta especie se pueden diferenciar los tipos 1y 2, en base a la

abundancia relativa de los picos P1 y P2.

El tercer tipo de cromatograma (tipo 3), incluido en la figura V.4-3, resulté
caracteristico de la especie E. globulus y se distingue por la presencia casi exclusiva del
pico P2, (t;=8,8 min; Mw= 1600). Es de destacar ademis, que a pesar de la presencia
de algunos taninos de bajo peso molecular, se puede decir que el cromatograma presenta

una simetria en la distribucién de los pesos moleculares.

En cuanto a los cromatogramas obtenidos a partir de las muestras de madera de
E. rudis (tipo 4), es de destacar que constituyen un nuevo grupo, si bien con gran
similitud con algunos de los obtenidos en las muestras de FE. camaldulensis,
concretamente con los del tipo 1. Asi, en E. rudis volvemos a obtener tres grupos de
taninos que corresponden a los picos P1, P2 y P3. En el caso del P1 no ha sido posible
el calculo de su Mw y el porcentaje de area respecto de los otros dos, debido a que se

resuelve en forma de hombro (fig. V.4-3).

En lo que respecta a las curvas de distribucién de pesos moleculares
correspondientes a los anteriores cromatogramas (fig. V.4-2y V.4-3), y a los valores Mn,
Mw y Dp (tabla V.4-1) es importante sefialar que los citados valores han sido calculados
considerando los pesos moleculares superiores a 335, valor aproximado al peso molecular
minimo correspondiente a las unidades constituyentes de las proantocianidinas y
elagitaninos, concretamente en ambos casos, en forma de derivados acetilados. Sin
embargo, no ha sido fijado un limite superior de peso molecular, ya que en cada caso

este valor viene dado por la curva de distribucién, habiendo sido de esta forma
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estimados, en las muestras de madera, pesos moleculares de hasta, aproximadamente,
28.000.

Como se acaba de adelantar, en la tabla V.4-1 se presentan los valores de Mn, Mw
y Dp obtenidos para cada una de las muestras de madera analizadas, y de los que se
puede concluir que los valores de Mn oscilan entre 1200 y 2100 y que las curvas de
distribucién de pesos moleculares, en general presentan una distribucién normal con
valores de Mw proximos al doble de Mn y asi, por tanto, valores de la polidispersividad

préximos a 2.

Por otra parte, los anélisis numéricos univariantes realizados para cada una de las
variables Mn, Mw y Dp, cuyos resultados son expuestos en la tabla V.4-2, muestran que
los extractos de madera de E. camaldulensis contienen taninos de peso molecular medio
(Mn, 1826 y 1580; Mw, 3855 y 3052), significativamente superiores a los de los extractos
de madera de E. globulus (Mn, 1501 y 1399; Mw, 2604 y 2368) y E. rudis (Mn, 1539 y
1458; Mw, 3043 y 2711). La polidispersividad, sin embargo, resultd ser significativamente
superior en E. rudis (Dp, 1,96 y 1,86) y E. camaldulensis (Dp, 2,10 y 1,88), frente a E.
globulus (Dp, 1,73 y 1,69).

Se han puesto de manifiesto, ademas, diferencias significativas en los valores de
Mn, Mw y Dp entre las muestras de las dos zonas geogrificas estudiadas, Huelva y
Pontevedra, resultando en las de Huelva superiores en el caso de las tres especies de
Eucalyptus (tabla V.4-2).

4.2 Corteza.

Al igual que en el caso de las muestras de madera, las muestras de corteza de las

tres especies de eucaliptos bajo estudio han dado lugar a un total de cuatro tipos
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TABLA V.4-2 Anélisis univariante de los valores de:los pesos moleculares da los derivados acetilados de {os taninos de extractos de madera de

Eucalyptus spp.
| E. camaldulensis | E. globulus I E. rudls |
| H | P | H | P l H | P I Espedie |Frocedencia |
Int.
| x l o |ov| x | o l ov | «x e |ev] «x e Jov| «x o Jev| x | o |ov| owswagw | onsgagw |
Mn 1828 173 | 10| 1880 a1 2 | 1501 86 4 1359 109 | 8 | 158 180 | 11 | 1458 89 5 |* | arc |* | PH | NO
Mw | aess 641 | 17 | =os2 124 | 4 | 2604 272 | 10 | 2088 a15 | 13 | 3043 s62 | 18 | 21 14 | 4 [ }jarec |=|rH |No
Op 2,10 017 | 8 1,88 003 | 2 173 ot | s 169 052 | 10| 18 014 | 7 1,86 010 | 6 |* | aRre |« | pu | No

Dif.sig./Agrup.=diferencias significativas/fagrupamiento entre especies o procedencias por semejanza. 10%=*25%, 5%=**=1%, 1%=***,

Int.=interaccion.

Mn= peso molecular nimero-medio.
Mw= peso molecular peso-medio.
Dp= dispersividad; Dp=Mw/Mn.

H= Huelva.

P= Pontevedra.

X= media.

o= desviacion estandar,

CV= coeficiente de variacién.
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diferentes de cromatogramas de CPG, correspondientes a la resolucién de los derivados
acetilados de los taninos, como se puede observar en las figuras V.4-4 y V.4-5, y que, en
general, resultaron caracteristicos de la especie (tabla V.4-3). Sin embargo, es de seiialar
que en el caso concreto de la especie E. camaldulensis los cromatogramas resultaron ser
diferentes segin el origen de las muestras; asi, el tipo 1 es caracteristico de las cortezas
procedentes de Huelva y el tipo 2 de las procedentes de Pontevedra. Por otra parte, las
muestras, HEG1 y HEG3, aunque pertenecientes ambas a la especie E. globulus,
presentan un cromatograma mas acorde con el tipo 1, caracteristico de las muestras de

E. camaldulensis procedentes de Huelva.

Por lo general, la distribucién de pesos moleculares de los taninos extraidos de las
cortezas, ha dado lugar a curvas de distribucién normales, de forma semejante a lo
ocurrido en las muestras de madera de las mismas especies. Los taninos se resolvieron
en un inico pico cromatogrifico mas o menos deformado por la presencia de hombros,
y en el cual estaban incluidos practicamente la totalidad de los diferentes tipos de
polimeros tanicos (tz=8,5 min; area= 90%), aunque a veces también fue obtenido algin
otro pico de bajo peso molecular. Sin embargo, en cuanto a las diferencias de
composicién entre los taninos de la corteza y de 1a madera es de resaltar que el limite
superior de pesos moleculares resulté considerablemente superior en las cortezas, ya que
se han encontrado, en este caso, taninos con pesos moleculares dentro del intervalo de
335 a 79.950 (fig. V.4-4 y V.4-5).

Por otra parte, como era de esperar, el peso molecular medio, expresado como
numero molecular medio y peso molecular medio, result6 ser también superior en el caso
de los taninos extraidos de cortezas; habiéndose alcanzado valores de hasta 2966 y 7714
respectivamente para Mn y Mw (tabla V.4-3), mientras que los méximos encontrados para
los taninos de madera se cifraron en 2000 y 4700 (tabla V.4-1). También, la

polidispersividad resultd mucho mayor para los taninos de corteza, al ser, por lo general
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FIGURA V.4-4. Cromatogramas de CPG (C1 y C2) y curvas de distribucién de pesos moleculares
(DMW1 y DMW2) de los derivados acetilados de los taninos, obtenidos de corteza de
E. camaldulensis. Cromatogramas tipo 1 (HECS) y tipo 2 (PEC2).
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FIGURA V.4-5 Cromatogramas de CPG (C3 y C4) y curvas de distribucién de pesos moleculares
(DMW3 y DMW4) de los derivados acetilados de los taninos, obtenidos de corteza de
E. globulus (3) y E. rudis (4). Cromatogramas tipo 3 (PEG4) y tipo 4 (HER4).
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TABLA V.4-3 Distribucién de pesos moleculares de los derivados acetilados de los taninos de

extractos de corteza de Fucalplus spp.

Tlpo cromato-

Muestra grama GPC Mn Mw Dp
HECH 1 2478 6844 2,76
HEC2 1 2957 7134 2,41
HEC3 1 2966 7714 2,60
HEC4 1 2136 5454 2,55
HECS 1 2730 7084 2,59
PEC1 2 1750 2648 1,51
PECz 2 1675 3390 2,02
HEG1 1 2400 5936 247
HEG2 3 2043 4975 2,44
HEG3 1 2261 4708 2,08
HEG4 3 1867 4555 2,44
HEGS 3 1675 4223 2,62
PEG1 3 1833 4806 2,62
PEG2 3 1613 38180 1,97
PEG3 3 1558 3490 224
PEG4 3 1693 3945 2,33
PEGS5 3 1665 3289 1,97
HER1 4 1455 3123 2,15
HER2 4 1478 2795 1,89
HER3 4 1197 2457 2,05
HER4 4 1236 2564 2,07
HERS 4 1330 2783 2,09
PER1 4 1228 2803 2,28
PER2 4 1204 2991 2,31
PER3 4 1474 3084 2,08
PER4 4 1357 3125 L 2,30

Mn= peso molecular nimero-medio. Mw=
Dp=Mw/Mn. H= Huelva. P= Pontevedra. EC=

peso molecular peso-medio. Dp= dispersividad,;
E. camaldulensis. EG= E. globulus. ER= E. rudis.
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TABLA V.4-4 Analisis univariante de los valores dellos pesos moleculares deilos derivados acetilados de llos tanines de extractos de corteza de

Eucalypius spp.
| E. camaldulensis ] E. globulus | E. rudis |
| H | P | H I P | H ' P [ Especie | Procedendia I
irt.
| X | o |cv | x I o | ov | x P | cv | X o | cv | X o | cv ] X | p ] cv | Difsig/Agrup. | Ditsig/Agrup |
Mn 2653 w1 |13 | mz 53 3 2049 22 | 14| 1672 106 | 6 1339 126 | o 1338 16 | 8 |*= | rac || pun | w=
Mw | esaz o | 12 | 3019 s24 | 17 | 4a79 es0 | 13 | vz ge3 | 18 | 2744 56 | o 3001 143 { 5 |* | RGC | = | Py | eew
op 258 013 | s 1,77 03 | 20 | 24 0o | s 22 027 |12 | 205 010 | s 2,25 010 | 5 | NO | -ReG | o | P | e

Dif.sig./Agrup. =diferencias significativas/agrupamiento entre especies o procedencias por semejanza. *=10%.**=5%.***=1%.

Int.=interaccion,

Mn= pesco molecular nimero-medio.
Mw= peso molecular peso-medio.
Dp= dispersividad; Dp=Mw/Mn.

H= Huelva.

P= Pontevedra.

x= media.

o= desviacion estandar.

CV= coeficiente de variacion.
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superior a 2 (tabla V.4-2), valor por encima del que se cifré la polidispersividad de los

taninos de madera.

En lo que concierne al anlisis univariante realizado para las tres variables Mn, Mw
y Dp, (tabla V.4-4), pone de manifiesto que los extractos de corteza en las especies F.
camaldulensis (Mn, 2653 y 1712; Mw, 6842y 3019) y E. globulus (Mn, 2049 y 1672; Mw,
4879 y 3742) contienen taninos con pesos moleculares medios significativamente
superiores a los de E. rudis (Mn, 1339 y 1338; Mw, 2744 y 3000) en ambas procedencias
Y que, por otra parte, dentro de cada una de las dos primeras especies citadas, se dan
también diferencias significativas segiin el origen de las muestras. La polidispersividad,

sin embargo, resulta ser muy semejante en las tres especies en estudio.
4.3 Hojas.

Los extractos de taninos de hojas de las tres especies de eucaliptos han dado
perfiles cromatograficos de CPG bastante uniformes, pudiendo agruparse en tres tipos
(fig.V.4-6 y V.4-7), los cuales no parecen estar en relacién ni con la especie ni con la

procedencia de la muestra, tal y como se pone de manifiesto en la tabla V.4-5.

Considerando Jos cromatogramas y las curvas de distribucién de pesos moleculares,
cabe destacar que, en las muestras correspondientes al tipo 2, se detecta a un tiempo de
retencién de 7,3 minutos, la presencia de un grupo de compuestos de peso molecular
medio Mw=14474, taninos que parecen ser exclusivos de las muestras de E.
camaldulensis, procedentes de Pontevedra y, por tanto, considerados no sélo atipicos de

hojas sino, en general, poco abundantes en otros tejidos en Eucalyptus spp.

A excepcion de esta particularidad, los taninos extraidos de las hojas se caracterizan

por su bajo peso molecular y su baja dispersividad en relacion tanto a los extraidos de
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FIGURA V.4-6. Cromatogramas de CPG (C1 y C2)} y curvas de distribucién de pesos moleculares
{(OMW1 y DMW2) de los derivados acetilados de los taninos, ohtenidos de hojas de
Eucalyptus spp. Cromategramas tipo 1 {HEG3} y tipo 2 (PEC2).
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FIGURA V.4-7 Cromatograma de CPG (C3) y curva de distribucién de pesos moleculares (DMW3) de
los derivados acetilados de los taninos, obtenidos de hojas de Eucalptus spp.
Cromatograma tipe 3 (PEGS).

las maderas como a los de las cortezas, siendo los valores maximos de Mn y Mw de 1648

y 3200 respectivamente. La dispersividad fue siempre menor que 2, si excluimos por su

comportamiento particular las citadas muestras de E. camaldulensis procedentes de
Pontevedra (tabla V.4-5).

Por otra parte, teniendo en cuenta los anélisis numéricos univariantes realizados

para las variables Mn, Mw y Dp, presentados enla tabla V.4-6, y considerando los
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TABLA V.4-5 Distribucién de pesos moleculares de los derivados acetilados de los taninos de
extractos de hojas de Eucalyptus spp.

Tipo cromato-

Muestra grama CPG Mn Mw Dp
HECH 1 i421 1990 1,40
HEC2 1 1492 2045 1,37
HEC3 1 1611 2233 1,38
HEC4 1 1487 2057 1,38
HECS5 1 1497 2097 1.40
PECH 2 1421 agez2 2,72
PEC2 2 1454 5664 3,89
HEG1 3 1497 2601 1,74
HEG2 1 1534 2626 1,71
HEG3 1 1481 2057 1,38
HEG4 1 1526 2409 1,58
HEGS 1 1611 2841 1,64
PEG1 1 1579 2197 1.38
PEG2 1 1393 2041 147
PEG3 1 1648 3244 1,87
PEG4 1 1505 2364 1,58
PEGS 3 1442 2085 1,45
HER1 3 1820 1901 1,44
HER2 3 1171 1705 1,46
HER3 3 1330 2059 1,55
HER4 1 1386 1985 1,43
HERS 1 1243 1808 1,45
PER1 3 1279 1745 1,36
PER2 3 1364 1918 1,41
PER3 1 1447 2065 1,43
PER4 1 1420 2017 1,42

Mn= peso molecular nimero-medio. Mw=
Dp=Mw/Mn. H= Huelva. P= Pontevedra. EC=

peso molecular peso-medio. Dp= dispersividad;
£. camaldulensis. EG= E. globulus. ER= E. rudis.
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TABLA V.4-8 Analisis univariante de los valores deilos pesos moleculares de los derivados acetilados de:los taninos de extractos de hojas de

Eucalyptus spp.
] E. camaldulonsls | E. globufus | E. rudls |
l H | P | H | P | H | P | Especie | Procedencia | "
' x | o | cv l x | o | cv | x | o | cv | X | o | cv | x | o | ov | x I o | cv | Ditsig/Agrup. | Ditsig/Agrip |
Mn | 1502 68 5 | 1437 23 2 | 1sa0 50 3 1513 e | 7 | 1200 8 8 | 1377 74 5 | *+ | roca |No| HP- [ NO
Mw 20458 " 4 4753 1274 27 2467 247 10 2350 495 21 1892 140 7 1936 141 7 b R-GC bkl H-P bkl
Dp 1,38 oM 1 33 Q.63 25 t,61 0,13 8 157 8,23 15 1.47 0,05 3 1,41 0,03 ‘ 2 b RG-C bkl H-P bl

Dif.sig./Agrup. =diferencias significativas/agrupamiento entre especies o procedencias por semejanza. *=10%.**=5%.***=1%,
Int.=interaccion.

Mn= peso molecular nimero-medio.

Mw= peso molecular peso-medio.

Dp= dispersividad; Dp=Mw/Mn.

H= Huelva.
P= Pontevedra,
X= media.

o= desviacién estandar.
CV= coeficiente de variacion.
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factores especie y procedencia de las muestras de hojas, merece destacarse que, una vez
mas, fue la especie E. rudis en ambas procedencias, la que presenté los valores
significativamente inferiores de Mn (1290 y 1377) y Mw (1892 y 1936), frente a E.
camaldulensis (Mn, 1502 y 1437, Mw, 2048 y 4763) y E. globulus (Mn, 1530 y 1513; Mw,
2467 y 2390). Debe seiialarse también la elevada dispersividad, Dp, obtenida en el caso
de las hojas de E. camaldulensis de Pontevedra (Dp 3,31), que es responsable de las
diferencias significativas observadas para la especie E. camaldulensis respecto de E. rudis

y E. globulus y, también, de las observadas entre las muestras de Huelva y de Pontevedra.

4.4 Conclusiones.

1- Los perfiles de distribucién de pesos moleculares de los derivados acetilados de
los taninos extraidos de madera, corteza y hojas de las especies de Eucalyptus,
E. camaldulensis, E. globulus y E. rudis han revelado la riqueza y considerable
variacion de estos compuestos poliméricos en los eucaliptos en relacién con el
tejido vegetal, la especie y, en algunos casos, con la procedencia geogrifica de

las muestras.

2- En el conjunto de las especies y tejidos estudiados se ha puesto de manifiesto
la diversidad de los taninos presentes en los eucaliptos con la resolucién dentro
de un amplisimo intervalo de pesos moleculares, que va desde los valores
correspondientes a los de las unidades monoméricas (Mw= 300) hasta los
correspondientes a polimeros de més de doscientas unidades (Mw= 79000). Sin
embargo, es necesario puntualizar que los taninos con tan elevados pesos

moleculares son poco abundantes, estando la mayoria incluidos dentro del
intervalo de 1000 a 8000.

3- La corteza ha sido el tejido entre los estudiados que ha presentado taninos con
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valores de Mn, Mw y Dp mayores (Mn, 1200-3000; Mw, 2500-8000 y Dp>2),
seguida de la madera (Mn, 1200-2100; Mw, 2000-4700; Dp, 1,5-2) y de las hojas
en ultimo lugar (Mn, 1100-1700; Mw, 1700-2700; Dp~ 1,5).

4- Es en la especie E. camaldulensis en la que se han presentado taninos de
mayores pesos moleculares, en concreto, en los extractos de madera y corteza,
asi como también, en los extractos de hojas, junto con los de la especie E.

globulus.

5- Tanto en madera como en corteza la procedencia de los 4rboles determiné
también el perfil de pesos moleculares de los taninos, resultando en general los
valores de Mn y Mw superiores en las muestras procedentes de Huelva que en
las de Pontevedra. La correlacién no resultd ser tan clara en el caso de las

muestras de hojas.

6- Se ha puesto de manifiesto que los eucaliptos, como otras especies vegetales,
contienen una gran variedad de polifenoles poliméricos de pesos moleculares
dentro de un amplisimo intervalo, dependiendo de la especie y de las
condiciones ambientales. Sin embargo, en esta variabilidad también pueden ser
decisivos otros factores, como estados fisiolGgicos estacionales o estado de
madurez de los tejidos, entre otros, y asi, serfa el conjunto de todos lo que
podria explicar las variaciones significativas observadas en la distribucién de
pesos moleculares de las muestras de madera, corteza y hojas en las especies de

Eucalyptus bajo estudio.
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5. Caracterizacion de los elagitaninos.

Ya que Jos elagitaninos son ésteres de glicidos y acidos fendlicos, y son susceptibles
de hidrdlisis, tanto en soluciones acidas como basicas, la caracterizacién de estos
compuestos en madera, corteza y hojas de Eucalyptus spp. se ha realizado, después de
someter a las muestras, concretamente la fase acuosa liofilizada del correspondiente
extracto, a una hidrdlisis 4cida, segiin el método descrito en el apartado 1V.4.1, para
acometer posteriormente la identificacion de los productos de la hidrélisis, es decir, los

azicares y compuestos polifendlicos constituyentes de los elagitaninos.

5.1 Anilisis de los compuestos polifenélicos por CLAR.

Los hidrolizados obtenidos fueron analizados por CLAR bajo las condiciones que

se especificaron en el apartado IV.3.1.2, y utilizando el gradiente de elucién n? 2
(apartado IV .4.2).

En las figuras V.5.1 y V.5.2 se muestran algunos cromatogramas elegidos como
modelo entre los obtenidos para las distintas muestras hidrolizadas de madera, corteza
y hojas de las tres especies de Eucalyptus consideradas. En estos cromatogramas se
presentan variaciones de cuatro picos cromatogrificos mayoritarios (G, E, E, y E,), que
corresponden a distintos compuestos polifendlicos generados en la hidrélisis de los

elagitaninos.

Los picos G y E han sido asignados, respectivamente, a los acidos gélico y elagico,
acidos que fueron identificados directamente por CLAR, mediante la comparacién de los
correspondientes tiempos de retencion y espectros UV con los de los respectivos patrones
y por el método del enriquecimiento del pico. Los compuestos E, (tg=11,6; fig. V.5-2)
y E, (tg=21,01; fig. V.5-1b), han sido considerados como derivados del acido elagico ya

que presentan espectros UV, semejantes al de dicho acido (fig. V.5-3) pero tienen
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FIGURA V.5-1 Cromatogramas modelo de extractos hidrolizados de elagitaninos de madera (a) y
corteza (b) de Eucalyptus spp. a: HER4, b: PEG4. G= écido gélico, E= 4cido elégico.

E,= derivado del acido elagico.
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FIGURA V.5-2 Cromatograma modelo de extractos hidrolizados de elagitaninos de hojas de
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FIGURA V.5-3 Espectros UV de los productos de la hidrélisis de los elagitaninos extraidos de madera,
corteza y hojas de Eucalyptus spp. G= écido gélico, E= acido eldgico. E, y E;=
derivados del acido elagico.
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diferente tiempo de retencién. El compuesto E; ha presentado un espectro UV igual en
forma al del acido elagico, pero con un ligero desplazamiento del primer maximo de
absorcién hacia longitudes de onda superiores (E, 255 nm; E;, 257 nm; Fig. V.5-3).
Ademas, dicho compuesto E, ha eluido a un tiempo de retenciéon de 11,6 min,
considerablemente inferior al del 4cido elagico (tz=17,8 min), lo que nos hace pensar que
se puede tratar de un compuesto cuya estructura bésica estd formada por acido elagico
al que se une un radical de una estructura molecular que le confiere mayor polaridad,
probablemente un grupo galoilo. Suponemos que la unién entre ambas estructuras es una
unién éter (C-O-C) y no un enlace C-C, ya que de tratarse de este Gltimo caso apareceria
alterada la resonancia de los dobles enlaces del grupo hexahidroxidifenoilo y, asi, su
espectro UV se veria afectado considerablemente respecto del correspondiente al acido

elagico.

Por otra parte, como ya hemos expuesto extensamente en el apartado 2.9 de la
Introduccién, en los frutos de varias especies de Eucalyptus han sido identificadas
eucalbaninas A, B y C (Yoshida et al., 1992b), cornusiina B (Hatano et al., 1989) y
oenoteina B (Hatano ef al., 1990), elagitaninos que, ademas de presentar estructura
molecular polifendlica con grupos tan comunes como el galoilo y el hexahidroxidifenoilo,
contienen otros como valoneoilo (eucalbanina B, cornusiina B y oenoteina B), tergaloilo
(eucalbanina C) y grupos dilactona de tergaloilo (eucalbanina A); todos estos
elagitaninos, mediante hidrélisis acida, producirian los correspondientes acidos libres en
su forma dilactona, pudiendo cualquiera de las estructuras moleculares citadas responder
a las caracteristicas cromatogrificas y espectrales del compuesto E,. Por ello suponemos

que E, podria ser el acido valoneico o el acido tergalico (fig. I1.3 y 11.4).

En lo que respecta a E,, este compuesto ha mostrado un espectro UV idéntico al
del acido elagico (fig. V.5-3) y en los anilisis por CLAR eluy6 a un tiempo de retencién
mayor (tg=21,01 min), por lo que pensamos que se trata de un derivado del acido

elagico, de caracter menos polar. Por otra parte, ¢l compuesto E, fue obtenido
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principalmente en los hidrolizados de elagitaninos de las muestras de corteza de E.
globulus, como muestran los anélisis cuantitativos que se describen a continuacién y dado,
ademas, que el estudio de Yazaki y Hillis (1976) ha puesto de manifiesto la presencia de
derivados metilados y glicosilados del acido elagico (3-Me-AE ramnésido y 3-Me-AE
glucésido) en corteza de la misma especie de Eucalyptus, se puede contemplar la
hipétesis de que este compuesto E, puede corresponder a un derivado metilado del acido
elagico. Asi, para comprobar esta suposicién, se realizé la metilacion de acido eldgico
patron, por tratamiento con trimetilsilildiazometano, y se comprobd, mediante analisis
por CLAR, que el compuesto E, era un derivado monometilado del icido elgico,

pudiendo tratarse del 3-Me- o del 4-Me- derivado.

Abundando en el estudio de la composicién de los elagitaninos presentes en
Eucalyptus spp., es preciso sefialar que la presencia o ausencia de los picos E, y E,, asi
como la proporcion relativa de los cuatro mayoritarios: G, E, E, y E,, dependié tanto del
tejido bajo ensayo, madera, corteza u hojas, como de la especie entre las tres ensayadas.
Se procedid, pues, a realizar la valoraciéon cuantitativa de los anteriores compuestos,
utilizando para ello las rectas de calibrado de los acidos galico y elagico que se
especifican en el apartado IV.4.2 y asumiendo, por otra parte, que los coeficientes de
absorcién molar para los compuestos E1 y E2 eran iguales al correspondiente del dcido

elagico.

En las tablas V.5-1, V.5-2 y V.5-3, se recoge la valoracion cuantitativa de los
compuestos G, E, E, y E,, en los tres tipos de muestra, los hidrolizados de madera,
corteza y hojas de Eucalyptus spp., respectivamente, y en la tabla V.5-4 los anilisis

numéricos univariantes para cada una de estas variables.

Del anélisis de estos datos se puede resumir que los elagitaninos procedentes de
las muestras de madera en las tres especies estudiadas se han caracterizado por presentar

como productos de la hidrolisis, casi exclusivamente acido gélico, E, y acido elagico,
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TABLA V.5-1 Cuantificacién relativa de los compuestos polifendlicos procedentes de ia hidrdlisis de

los elagitaninos extraidos de madera de Euvcalyplus spp.

E. camaldulensis
HECA
HEC2
HEC3
HEC4
HECS
PEC1
PEC2

E. globulus
HEG1
HEG2
HEG3
HEG4
HEGS
PEGH
PEG2
PEG3
PEG4
PEGS
E. rudis
HER1
HER2
HER3
HER4
HERS
PER1
PER2
PER3
PER4

G E, E E,
16 0 69 14
28 0 61 11
11 0 85 4
6 0 90 3
23 0 53 24
15 0 82 3
13 0 83 4
1 0 89 10
20 0 69 11
25 0 61 13
39 0 50 10
24 0 64 11
17 0 75 9
11 0 62 27
20 0 64 16
20 0 67 13
3 0 80 17
16 0 80 4
5 0 92 3
6 o} 89 6
6 0 g1 3
10 0 86 4
4 0 92 4
2 0 94 4
3 0 91 5
4 0 92 4

G = acido gélico, E= acido elagico. E, y E,= derivados del acido elagico. Las cantidades relativas de
cada uno de los compuestos estan expresadas en porcentaje del total de los cuatro picos.
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TABLA V.5-2 Cuantificacidn relativa de los compuestos polifendlicos procedentes de la hidrdlisis de

los elagitaninos extraidos de corteza de Eucalyptus spp.

£. camaldulensis
HEC1
HEC2
HEC3
HEC4
HECS
PECH
PEC2
E. globulus
HEG1
HEG2
HEG3
HEG4
HEGS5
PEG1
PEG2
PEG3
PEG4
PEGS
£ rudis
HER1
HER2
HER3
HER4
HERS
PER1
PER2
PER3
PER4

G E, E E,
25 0 69 6
28 0 72 0
23 0 77 0
0 0 100 0
15 0 77 8
0 0 84 15
0 0 100 0
19 0 52 29
23 0 50 27
17 0 44 39
12 0 a4 44
1 0 46 43
22 0 77 1
12 0 57 31
10 0 42 48
8 0 45 47
14 0 53 34
o} o} 100 0
31 0 69 0
0 0 100 0
12 0 88 0
0 0 100 0
0 0 100 o
0 0 100 0
0 0 100 0
0 0 100 0

G= acido galico, E= écido elégico. E, y E,= derivados del 4cido eldgico. Las cantidades relativas de
cada uno de los compuestos estéan expresads en porcentaje del total de los cuatro picos.
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TABLA V.5-3 Cuantificacién relativa de los compuestos polifendlicos procedentes de la hidrdlisis de
los elagitaninos extraidos de hojas de Evcalplus spp.

E. camaldulensis
HEC1
HEC2
HEC3
HEC4
HECS
PECA
PEC2

£, globulus
HEG1
HEG2
HEG3
HEG4
HEGS
PEG1
PEG2
PEG3
PEG4
PEGS
E. rudis
HER1
HER2
HER3
HER4
HERS
PER1
PER2
PER3
PER4

G E, E E,
23 a1 44 2
11 32 57 0
28 25 46 0
16 29 55 1
21 33 44 1
17 2 81 o
21 3 75 1
14 27 54 5
19 28 48 5
22 29 44 4
23 30 42 5
21 21 49 9
9 4 81 7
15 0 50 34
18 27 49 5
18 27 49 6
14 22 60 4
20 12 67 1
17 12 68 3
14 22 63 2
15 32 52 1
12 2 59 27
20 9 66 5
15 18 65 1
31 12 53 4
17 28 54 1

G = acido galico, E= écido elagico. E, y E,= derivados del acido eldgico. Las cantidades relativas de
cada uno de los compuestos estdn expresadas en porcentaje del total de los cuatro picos.
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TABLA V.5-4  Andlisis univariantes de la cuantificacion dellos compuestos polifendlicos, productos de ila hidrélisis de elagitaninos de madera,
corteza y hojas de Eucalypius spp.

l E. camaldulensis | E. globulus I E. rudls I
PROCEDENCIA | H | P | H | p | H | p | espece i Procedendia | i
> T o T 1o 1] x Te o] e ol ] o] x - |ov|owsen |omgrgw]|
MADERA i
G 257 11,9 48 226 13 8 3.3 19,5 82 221 10,3 47 14,4 6,7 47 88 1,5 23 - R-CG NO -PH- NQ
E, 05 A} sl 0.7 0,2 27 o1 0,0 18 0,2 ¢ 41 0.4 0.1 32 04 01 a8 bkl G-RC okl H--P NO
E 63,8 17,1 27 728 01 1 58,8 18,8 32 628 8.9 14 81,2 8.4 8 88,5 20 2 ol GC-R NO -HP- NO
E, 10,2 8,7 €6 38 1.0 27 9.8 1.5 15 149 8.4 a3 4.0 1.1 27 45 07 18 bkl RC--G NO HP- *
CORTEZA
G 28,7 128 a5 11,9 13,2 110 255 89 27 209 7.9 a8 18,3 16,7 103 12,3 3,5 29 NO -RCG- NC -PH- NO
E, 1.8 18 114 8,6 7.3 10 a3 0.1 47 g2 10 43 28 1.7 59 8,8 20 2 bkl G-CR ol H-P *
E 85,5 10,2 16 67,4 174 26 41,8 24 8 49,2 10,2 21 78,0 171 22 74,0 75 10 bkl G~CR NO -HP- NO
E, 41 298 72 14,0 31 22 324 79 24 29,7 179 86 28 1.7 53 6,8 20 2 bl RC-G NO HP- NC
HOJAS
G 31,5 10,53 33 203 4.1 14 225 49 17 232 59 26 23,3 52 22 28,8 10,7 37 NO -RCG- NO -PH- NO
E; 25.8 3,75 15 24 01 2 2.7 2.7 11 14,7 1,2 76 14,8 110 75 15,4 05 55 NO CRG- ok P-H e
E 420 811 19 87,4 47 7 41,8 52 13 51,8 141 27 558 30 7 52.8 84 18 NO GRC- kil H-P b
E, 0,8 0,73 a7 09 0,8 71 50 . 1,7 33 10,2 11,2 110 8,3 10,5 68 29 21 71 NO -CRG- i NO -HP- NO

4

Dif.sig./Agrup.= diferencias significativas/agrupamiento entre especies o procedencia por semejanza. 10%2*25%, 5%2**21%, 1%=*** x= media.
o= desviacion estandar. CV= cosficiente de variacién. H= Huelva, P= Pontevedra. G= acido gélico. E= acido elgico. E, y E,= derivados de acido
elégico.
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siendo este tltimo el componente principal (tablas V.5-1y V.5-4). Estos resultados estan
de acuerdo con los datos disponibles en la bibliografia sobre la composicién polifendlica
de la madera de Eucalyptus spp. Asi, han sido identificados los elagitaninos,
pedunculagina, 2,3-HHDP-glucosa, 4,6-HHDP-glucosa, 3,6-HHDP-glucosa y corilagina
(Seikel y Hillis,1970; Yazaki y Hillis, 1976; Yazaki et el., 1993), en la madera de
diferentes especies entre las que se ha considerado E. globulus, donde particularmente
han sido detectados los dos primeros elagitaninos mencionados. Todos estos compuestos
se caracterizan por presentar en su estructura polifendlica, exclusivamente, grupos galoilo
y hexahidroxidifenoilo y por tanto los productos de la hidrélisis serian los acidos galico

y elagico, respectivamente.

En el caso de las cortezas, los productos de la hidrélisis de los elagitaninos
resultaron ser algo mas variables. Asi, mientras que en E. camaldulensis y E. rudis, al
igual que ocurrié en las maderas, los elagitaninos producen mediante hidrélisis los acidos
galico y elagico, este tltimo incluso en exclusividad (100%) en muchas de Jas muestras
analizadas, en la especie E. globulus se ha detectado, ademas, el compuesto E2, derivado
monometilado del acido elagico, presentindose en proporciones semejantes a las del
propio acido elagico y superiores, por otra parte, a las del &cido galico. Este tipo de
cromatograma resultd ser caracteristico de los hidrolizados de elagitaninos de corteza de
E. globulus (fig.V.5-1b, tablas V.5-2 y V.5-4). Precisamente también en corteza de E.
globulus, Yazaki y Hillis (1976) han puesto de manifiesto la presencia de derivados
metilados y glicosilados del acido elagico, ademas de los elagitaninos pedunculagina y 2,3-
HHDP-glucosa, presentes también en madera de Eucalyptus spp. y cuya composicién

polifendlica es exclusivamente acido elagico.

En cuanto a los hidrolizados de elagitaninos procedentes de las hojas de Eucalyptus
spp., se caracterizan por la presencia de acido galico, acido elégico, y el derivado del
acido elagico El. Este Gltimo compuesto se considera caracteristico de las muestras de

hojas de Eucalyptus (fig.V.5-3, tablas V.5-3 y V.5-4), ya que se obtuvo en este érgano en
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las tres especies estudiadas y, por otra parte, no fue detectado en los hidrolizados de las

muestras de madera y corteza.

En lo que a los datos de Ia bibliografia se refiere, como ya se ha comentado en el
apartado 2.9 de la Introduccidn, en hojas de E. rostrata fueron identificados sélo los
elagitaninos 1,2,6-tri-D-galoil-8-D-glucosa (Nonaka et al., 1982; Wilkins, 1988) y
tellimagrandina (Wilkins y Bohn, 1976; Hatano et al., 1988b), los cuales contienen
exclusivamente 4cido galico y 4cido elagico. Sin embargo, los elagitaninos identificados
en frutos de E. alba responden a una amplia variedad de estructuras moleculares y, asf,
en su composicién polifendlica intervienen, ademas de dichos &cidos, los grupos
valoneoilo y tergaloilo, como es el caso de las eucalbaninas A, By C (Yoshida ef al.,
1992b), la oenoteina B (Hatano ez al., 1990) y la cornusiina B (Hatano et al., 1989).

5.2 Anilisis de aziicares por cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Los aziicares originados en la hidrélisis de los elagitaninos extraidos de madera,
corteza y hojas se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas, para lo cual dichos aziicares tuvieron que ser transformados en los trimetilsilil-

derivados, segin los métodos especificados en el apartado 1V.4.3.2.2 y IV.4.3.2.3,

Previamente se abordé e] anilisis de los aziicares presentes en algunos de los
extractos acuosos liofilizados, antes de que fueran sometidos a hidrélisis acida,
comprobandose la presencia de glucosa en los mismos. Ante estos resultados se hizo
necesario un pretratamiento de la muestra a analizar, con el objeto de obtener extractos
libres de aziicares y poder asi asegurar que los detectados después de la hidrélisis 4cida,

procedian efectivamente de los elagitaninos.

Los analisis de identificacién de los aziicares hubieron de realizarse, pues, en el

extracto obtenido con acetato de etilo a partir de la fase acuosa liofilizada (apartado
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1V.4.3.2.1). Segiin se comprob6 mediante analisis por cromatografia liquida (CLAR), con
acetato de etilo, se extraian de forma selectiva los elagitaninos y también algunas
proantocianidinas de bajo peso molecular, en el caso de las muestras de madera y
corteza; y en el caso de las hojas, junto con los elagitaninos se extrajeron los flavonoles,
presentes especificamente en dicho extracto acuoso. En las figuras V.5-4 y V.5-5, se
muestran algunos ejemplos de los cromatogramas de CLAR, obtenidos de los extractos

en acetato de etilo procedentes de madera, corteza y hojas, y que han sido resueltos

utilizando las condiciones de anilisis descritas en el apartado IV.3.1 (gradiente n® 1).

En concreto, el estudio sobre la caracterizacion de los glicidos de los elagitaninos
de madera, corteza y hojas de Eucalyptus spp. se llevé a cabo, para cada una de las
especies y procedencias estudiadas, a partir de dos muestras, siguiendo el procedimiento
de trabajo esquematizado en el apartado IV.4.3.2.1 y llevandose a cabo anilisis en
paralelo tanto de las muestras sometidas a hidrélisis 4cida, como de las muestras sin
hidrolizar; en este dltimo caso, con objeto de comprobar la ausencia de azdcares libres

en los extractos en acetato de etilo.

La separacién de los aziicares se realizé por cromatografia de gases y la
identificacién por espectrometria de masas acoplada. En las figuras V.5-6 y V.5-7 se
muestran los cromatogramas de m/z 204 obtenidos para la madera, corteza y hojas de las
diferentes especies de Eucalyptus, ya que los aziicares, bajo las condiciones de anilisis

utilizadas, se presentaron en su mayoria bajo la forma piranosa.

Los cromatogramas de gases obtenidos a partir de los hidrolizados de elagitaninos
de todas las muestras de madera y de corteza han resultado muy similares, obteniéndose
cuatro picos principales. Los dos picos mayoritarios, con t; de 10,16 y 14,08 min, han
correspondido a la glucosa y los menos abundantes de t, 10,24 y 11,04 min, a la ramnosa,
tratandose en los dos casos de la forma de ciclacién piranosa, como se pudo deducir de

los correspondientes espectros de masas y en base a la abundancia relativa de los picos
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FIGURA V.6-4 Ejemplos de cromatogramas de los extractos en acetato de etilo procedentes de
madera (a) y corteza (b) de Eucalyptus spp. a= HEGS, b= HEG2. E= elagitanino.P=
proantocianidina. Absorbancia 32575 nm.
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FIGURA V.5-5 Ejemplo de cromatograma de los extractos en acetato de etilo procedentes de hojas
de Eucalptus spp. (HEGS). E= elagitanino, F= flavonol. P= proantocianidina.
Absorbancia 325+75 nm.

de m/z de 204 y 217 (fig. V.5-8). Es de destacar, por otra parte, que en las muestras de
corteza se ha obtenido, en general, una mayor proporcién de ramnosa que en las de

madera.

Los elagitaninos predominantes en las maderas y cortezas estudiadas son pues
derivados glucosilados, presentindose también ramnosidos, aunque en mucha menor
proporcién. Estos resultados estdn de acuerdo con los datos disponibles en la literatura
sobre la composicién de elagitaninos del género Eucalyptus, por otra parte muy escasos.
Como se ha descrito en el capitulo 2.9 de la Introduccion, todos los elagitaninos de
estructura conocida hasta el momento, detectados en madera y corteza de eucaliptos,

contienen glucosa exceptuando el elagitanino 3-Me-AE-ramnoésido, obtenido de corteza
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FIGURA V.5-6 Cromatograma CG-EM de los TMS-azlcares de madera (a) y de corteza (b), obtenidos
mediante el ibn de m/z 204. GL= glucosa. R= ramnosa. a=HER1. b= HEG2.

271



Abundancg Ion 204
h GL GL

600000 1 a
5000005
4000005
3000005
200000%

100000 1
7 GA GA

05..,... r ' ’}l A

T T H T ' T H r T T l T
Time -> 8.00 10.00 12.00 16.00 18.00

Abundance Ion 204
1 GL GL

1400000 b
1200000 ]
1000000
800000 ]

600000{

400000{ ;

200000 - _ GA]_

. F T H T T T 1] 1
Time -> 8.00 10.00 12.00

] ARA R i "
R (N |

T —— —anm
14.00 16.00 18.00

FIGURA V.5-7 Cromatograma CG-EM de los TMS-az(icares de hojas, obtenidos mediante idn de m/z
204, GL= glucosa. GA= galactosa. R= ramnosa. A= arabinosa. a= HERS. b= HEC3.

272



Abundance

90000 -

4
4

80000 -
70000 ]
60000
50000
40000 1
30000
20000

10000 ]

o]

M/2 >

73

204

217

J i 243285 0317 361 393 435

|

1=
50

—T—t——y P bt
250 300 350 400

Abundance

14000 4
12000 ]
10000 -
8000 |
6000 -
4000 ]

2000{

0.

M/Z2 =>

73

204

FIGURA V.5-8 Espectros de masas de los TMS-derivados de la glucosa (a) y de la ramnosa (b) en su
forma piranosa.,

273




Abundance

50000{
40000{ 73
30000{
20000{

] 147
10000 4

204

217

ol A1 1 h, -
M/%Z  -> 50 100 150

: i, 243 20319 435
; ! | .
T ]

x. L — — T
200 250 300 350 400

Abundance

. 73
100000 -

80000

60000
40000 4

20000 4

59 | 101117

217

————— e e A}

| o
J 169 i{ .

305
| 24325%5 291 333
Ll - =I. | i

"
|1| T UL L B

M/Z  -> 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

FIGURA V.5-9 Espectro de masas de los

TMS-derivados de la galactosa (a} en su forma de ciclacién

piranosa y de la arabinosa (b) en su forma furanosa.

274




Resultados y discusion

de E. globulus y E. regnans (Yazaki y Hillis, 1976). Por otra parte, en hidrolizados
procedentes de extractos de taninos de corteza de diferentes especies de Eucalyptus ha
sido descrita la presencia de glucosa, ramnosa y arabinosa, aunque no se hayan asociado

a una estructura determinada de elagitanino (Fechtal y Riedi, 1991).

En lo que respecta a los hidrolizados procedentes de los extractos de hojas, la
composicién en azicares varid considerablemente de unas muestras a otras. Es preciso
considerar que en el extracto en acetato de etilo de las hojas, se extraian, ademas de los
elagitaninos, derivados glicosilados de flavonoles (fig. V.5-5); y asi los aziicares liberados
en la hidroélisis acida pueden proceder tanto de dichos derivados glicosilados como de los

elagitaninos.

En la figura V.5-7 se presentan algunos cromatogramas modelo de hojas de
diferentes especies y procedencias. En el primero (cromatograma a), representativo de
los extractos de composicién méas simple en los que, por otra parte, se da una escasa
presencia de derivados glicosilados de flavonoles, se ha identificado solo glucosa y
galactosa; y en el segundo tipo de cromatograma (cromatograma b), comiin entre
muestras en las cuales si se detecta una importante variedad de derivados glicosilados de

flavonoles, se han identificado glucosa, arabinosa, ramnosa y galactosa.

Cada uno de los azicares obtenidos ha dado lugar, bajo nuestras condiciones de
analisis, a dos picos cromatograficos, cuyos tiempos de retencién y forma de ciclacién se

especifican en la tabla V.5-5.

En resumen, la glucosa parece ser el principal azicar constituyente de los
elagitaninos de hojas de las especies de Eucalyptus estudiadas, ya que ha resultado ser
mayoritario en los hidrolizados procedentes tanto de muestras pobres como ricas en
derivados glicosilados de flavonoles; y, por otra parte, la presencia de arabinosa y

ramnosa, ademas de parte de la glucosa, puede ser justificada como procedente de la

275



Resultados y discusion

hidrélisis de dichos derivados glicosilados de flavonoles, como se vera en el capitulo V.7.

Por 1ltimo, 1a galactosa detectada en los hidrolizados de algunas muestras, aunque

en mucha menor proporcién que la glucosa, podria ser también aziicar constituyente de

los elagitaninos; por otra parte, entre el escasisimo numero de trabajos publicados sobre

TABLA V.5-5 Tiempo de retencién y forma de ciclacion de los azlcares analizados mediante CG-EM

t; (min) Ciclacidn
Arabinosa 10,04 Furanosa
10,36 Furanosa
10,24 Piranosa

Ramnosa .
104 Piranosa
12,85 Piranosa

Galactosa )
13,81 Piranosa
13,16 Piranosa

Glucosa _
14,08 Piranosa

la estructura de los elagitaninos de hojas en el género Eucalyptus, sélo se han citado

elagitaninos, cuyo aziicar constituyente es la glucosa (Nonaka et al., 1981; Hatano et al.,

1988b).

5.3 Conclusiones.

1- Los elagitaninos de las muestras de madera de las tres especies de Eucalyptus

estudiadas: E. camaldulensis, E. globulus y E. rudis estan compuestos

principalmente por glucésidos de los acidos polifendlicos galico y elagico. Ha

sido detectada también, aunque en mucha menor proporcion, la presencia de

ramndsidos y, por otra parte, de glicésidos de derivados monometilados del

acido elagico.
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2- En lo que respecta a la composicién de la corteza de Eucalyptus spp., se ha
puesto de manifiesto que, al igual que ocurria en la madera, los elagitaninos de
la corteza de las especies de Eucalyptus estudiadas estan constituidos en su
mayoria por glucésidos y, en menor proporcién, por ramnésidos de los acidos
galicoy elagico. La corteza de la especie E. globulus se caracteriza, en particular,
por la presencia de glicésidos de derivados monometilados del 4cido el4gico, los
cuales no han sido detectados en las cortezas de E. camaldulensis y E. rudis,
aunque fueron encontrados en pequefia proporcién en la madera de las tres

especies consideradas.

3- Los elagitaninos constituyentes de las hojas de E. camaldulensis, E. globulus y E.
rudis se caracterizan por presentar en su estructura molecular polifenélica,
derivados del acido elagico no presentes en los elagitaninos procedentes de la
madera y de la corteza, presumiblemente grupos valoneoilo o grupos tergaloilo
(entre si isdbmeros de posicién). Por otra parte, la glucosa ha resultado ser el

azicar constituyente principal de dichos elagitaninos.

6. Caracterizacion de proantocianidinas.

Las variaciones estructurales en las moléculas de las proantocianidinas dependen,
como ya ha sido discutido ampliamenie en la Introduccién, de los patrones de
hidroxilacién de las unidades que los constituyen, de la naturaleza de los enlaces
interflavanicos y de la esteroquimica de los centros quirales del anillo C, siendo, en
particular, los patrones de hidroxilacién de los anillos A y B de las unidades flavan-3-o],
los determinantes de la reactividad quimica de estos taninos condensados y, asi, de su

potencial aplicacién en la industria quimica.

Por otra parte, para poder determinar la naturaleza de las unidades estructurales

277



Resultados y discusion

de las proantocianidinas es esencial acometer su degradacién y son, precisamente, las
reacciones de ruptura del enlace interflavanico de gran utilidad en la elucidacién de la
estructura de los taninos condensados. Dentro de este tipo de reacciones degradativas se
pueden considerar algunas de especial utilidad, entre las que cabe destacar aquellas que
conducen a la formaci6n de antocianidinas y que son llevadas a cabo mediante la ruptura
oxidativa del enlace interflavanico, ya sea en medio alcohdlico acidificado o en medio
acido débil y en presencia de nucledfilos tales como tioles y floroglucinol (ver apartado
2.3.2.3 de Introducci6n).

Concretamente, en este trabajo, hemos abordado el estudio de la composicién del
conjunto de los polimeros proantocianidinas, mediante el analisis por CLAR de las
antocianidinas generadas en la hidrélisis, en medio BuOH-HC, de los extractos acuosos
liofilizados de madera, corteza y hojas de los eucaliptos considerados, segin fue descrito
en los apartados IV.5.1 y IV.5.2,

En la figura V.6-1, se muestra un cromatograma modelo, correspondiente al
hidrolizado de proantocianidinas obtenido de corteza de E. globulus. Fl registro se ha
realizado a la longitud de onda de 525 nm, especifica de antocianidinas, evitandose asi

que se produzca la interferencia de otros productos de degradacién.

Las antocianidinas, generadas por hidrélisis oxidativa de las proantocianidinas de
madera, corteza y hojas de E. camaldulensis, E. globulus y E. rudis e identificadas
directamente por CLAR en base a los espectros UV-VIS y a los tiempos de retencion,
han resultado ser la delfinidina y la cianidina, como se muestra en las figuras V.6-1y V.6-
2. Por tanto, en principio, las proantocianidinas poliméricas de Eucalyptus spp., estan
constituidas esencialmente de procianidinas y prodelfinidinas, aunque no se haya podido
llegar a determinar si dichos polimeros se presentan como copolimeros de procianidinas

y prodelfinidinas, o como polimeros de cada una de ellas por separado.
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Los patrones de hidroxilacién de procianidinas y prodelfinidinas, como hemos
descrito anteriormente en la figura I1.6 de la Introduccién, son respectivamente 3, 3, 4°,
5,7y3,3,4,5,5, 7y, asi, pues las unidades flavan-3-ol constituyentes de las cadenas
poliméricas de las proantocianidinas, la catequina y la galocatequina (fig. I1.5). Como
consecuencia dichas proantocianidinas contienen los anillos A de tipo floroglucinélico y

los anillos B de tipo catecol (procianidinas) o pirogalol (prodelfininas) (fig. I1.9).

La ruptura oxidativa del enlace interflavanico de las proantocianidinas no da, sin
embargo, informacién sobre la naturaleza del propio enlace interflavanico y de su
estereoquimica, ni tampoco acerca de la estereoquimica de los carbonos asimétricos C-2
y C-3 (ver apartado 11.2.2.2.1). Es asi posible que las unidades constituyentes de las
cadenas poliméricas no sélo pudieran ser la catequina y galocatequina (esteroisémeros
2R y 3S), sino también los correspondientes esteroisémeros epicatequina y
epigalocatequina (2R y 3R) y/o los correspondientes enantiémeros 2S, nombrados con

el prefijo ent- (fig. I.7), como ya se mencioné en el apartado I11.2.2.2.1.

Con objeto de obtener informacién sobre todas estas cuestiones, asi como sobre
la naturaleza de las unidades iniciales y las unidades de extensién de los polimeros, se ha
realizado la hidrélisis del enlace interflavanico en medio 4cido débil, en ausencia de
oxigeno, y en presencia de diferentes nucleéfilos, en particular tioles y floroglucinol. En
general, este tipo de reacciones son selectivas y respetan la estereoquimica de C-2 y C-3
(fig. I1.17) (apartado I1.2.3.2.3), pero suelen dar un bajo rendimiento y, por otra parte,
no se debe prolongar el tiempo de reaccion, aiin en ausencia de oxigeno, ya que pueden

producirse epimerizaciones.

A pesar de que hemos ensayado varios nucleéfilos (floroglucinol, fenilmetanotiol)
y medios y condiciones de reaccién diferentes, no se ha llegado a conseguir una
degradacién efectiva de los enlaces interflivanicos. Asi, el analisis de los productos de

degradaci6n, mediante CLAR, no puso de manifiesto la presencia de monémeros de la
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familia de las catequinas.

Posiblemente, las dificultades de degradacién bajo dichas condiciones sean debidas,
en primer lugar, a la abundancia en los extractos de oligbmeros de alto peso molecular,
y también a que la hidrélisis se aplica directamente en el extracto bruto liofilizado, sin
el previo aislamiento y purificacién de cada uno de los polimeros. Dichas reacciones han
sido descritas en la bibliografia, aplicadas a oligdmeros de bajo peso molecular de 2 a 4
unidades y, ademds, purificados (Kolodziej, 1990; Rigaud et al., 1991; Koupai-Abyazani

et al., 1993; Escribano-Bailén, 1993) pero no a oligémeros de 5 6 mas unidades.

Finalmente, los resultados concernientes a la composicién de los polimeros de
proantocianidinas, expresados como relacion delfinidina-cianidina para cada uno de los
tipos de muestras, madera, corteza y hojas de las tres especies de Eucalyptus consideradas

se muestran en la tabla V.6-1 y se discuten a continuacién:

Madera. La relacién delfinidina/cianidina de las proantocianidinas obtenidas de
madera ha oscilado entre 5/95 y 42/58, siendo la excepcidén la muestra HEGS de E.
globulus de Huelva, en la que result6 ser 50/50. Estos datos indican que las procianidinas

son las unidades predominantes en este tipo de polimeros (tabla V.6-1).

Por otra parte, esta relacion result6 considerablemente variable para las diferentes
especies estudiadas. En cuanto a la proporcién de cianidina, se han obtenido valores
significativamente superiores en los taninos condensados de la madera de E.
camaldulensis y E. rudis, respecto de E. globulus; siendo esta Gltima especie, la que ha
presentado mayor variabilidad intraespecifica. Sin embargo, no se han observado

diferencias significativas segn la procedencia de las muestras (tabla V.6-2).

Corteza. I.a composicién de las proantocianidinas de las cortezas de Eucalyprus spp.

varié considerablemente segiin la especie, al igual que lo ocurrido en madera. Mientras
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Tabla V.68-1 Cuantificacién relativa de las antocianidinas producidas por hidrélisis en BuOH-HCI, de
las proantocianidinas de madera, corteza y hojas de Eucalyplus spp.

MADERA CORTEZA HOJAS
D (o] D C D c
E. camaldulensis
HECH 5 95 6 94 39 61
HEC2 31 89 10 90 25 75
HEC3 g 91 7 93 32 68
HEC4 8 92 17 83 36 64
HEC5 7 a3 6 94 25 75
PEC1 12 88 38 62 72 28
PEC2 29 71 25 75 1 29
E. globulus
HEG1 38 62 70 30 59 a1
HEG2 25 75 53 47 58 42
HEGS 37 63 63 37 44 56
HEG4 25 75 84 36 57 43
HEGS 50 50 &4 36 50 50
PEG1 30 70 8 g1 40 60
PEG2 28 72 62 38 40 60
PEG3 42 58 &9 31 44 56
PEG4 17 83 56 44 49 51
PEG5 a7 63 71 29 44 56
E. rudis
HER1 26 74 8 92 47 53
HER2 26 74 8 92 32 68
HER3 21 79 25 75 50 50
HER4 24 76 10 80 40 80
HERS 26 74 9 91 24 76
PER1 20 80 — - 30 70
PER2 14 86 - . 41 59
PER3 13 87 — — 35 65
PER4 17 83 - - a3 67

D= delfinidina. C= cianidina.
Las cantidades relativas de cada antocianidina estan expresadas como porcentaje del total.
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TABLA V.6-2 Anaélisis univariante de los valores relativos de deffinidina y cianidina en ios hidrolizados de proantocianidinas de madera, corteza y hojas de

Eucalyptus spp.
I E. camaldulonsis | E. globulug | E. rudis
| H | P [ H | P | H | P | Espece ' Procedencia Iu t
> T o Jov |« e Jov] x e lov]x]v [Jv]x]clov]|x] o |ov | otsgmow | otesmgws |
MADERA
D 12 " a7 20 12 57 35 11 30 K3 11 36 2 2 9 18 3 21 bl CR~G NO -PH- NO
C a7 " 12 80 12 15 [=5] 11 16 €69 Eh! 18 75 2 3 84 3 4
CORTEZA
D g 5 53 32 9 30 8 10 53 25 48 12 7 &1 - - - bl RC-G - - -
c a1 5 5 68 9 14 a7 <] 16 47 25 55 88 7 8 - - -
HOJAS
D N 8 20 72 1 1 83 6 12 43 4 2] 35 10 27 35 5 14 el R--GC kel H-P bl
C 69 8 g 28 1 2 a7 8 13 &7 4 7 B4 10 15 &5 5 7
Dif.sig./JAgrup.= diferencias significativas/agrupamiento entre especies o procedencla por semejanza. 10%2*25%, 5%=**>1%, 1%=***

Int.=interaccion.

C= cianidina.

D= delfinidina.

H= Huelva.

P= Pontevedra.

x= media.

o= desviacidn estandar.

CV= coeficiente de variacion.
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que las procianidinas resultan ser las unidades predominantes de los polimeros de corteza
de E. camaldulensis (D/C, 9/91y 32/68) y E. rudis (D/C, 12/88), en E. globulus (D/C, 63/37
y 53/47) predominan las prodelfinidinas con la excepcidon de la muestra PEG1 de
Pontevedra (D/C, 9/91), como se muestra en las tablas V.6-1 y V.6-2.

Es de sefialar que, en el caso de las muestras de corteza de E. rudis procedentes de
Pontevedra no ha sido posible la deteccién de las antocianidinas cianidina y delfinidina.
Ello parece ser debido, por una parte, a la pobreza en proantocianidinas de estas
muestras, como han mostrado los analisis de valoracidon cuantitativa realizados tanto
mediante el método de la vainillina (apartado V.2.2) como por CLAR (apartado V.3.3)
y, por otra, a causa del bajo rendimiento en antocianidinas, inherente al método de la
hidrolisis en medio BuOH-HCI.

Hojas. En el caso de hojas de Eucalypfus spp. las proantocianidinas extraidas
presentaron relaciones delfinidina/cianidina oscilando entre 25/75 y 72/28, lo que supone
que tanto las procianidinas como las prodelfinidinas pueden ser las unidades

predominantes de estos polimeros, segiin la muestra.

Ha sido observada una importante variacién de composicién, segiin la especie
considerada y, ademis, dentro de cada especie segiin el origen de las muestras (tabla V.6-
1). Asi, mientras que en hojas de E. camaldulensis las procianidinas han sido mayoritarias
en las muestras procedentes de Huelva, en las de Pontevedra predominan las
prodelfinidinas, presentandose altos niveles de significacion (tabla V.6-2). Por el contrario
en E. globulus, son las muestras originarias de Huelva las que han presentado mayor
proporcion de prodelfinidinas, aunque, en general, en esta especie la relacién D/C, se

aproxima a 50/50.

Por 1ltimo, en el caso de la especie E. rudis, tanto las hojas procedentes de Huelva

como Jas de Pontevedra contienen mayor proporcion de procianidinas y, ademas, en
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cantidad significativamente superior respecto de las especies E. camaldulensis y E.

globulus.

6.1 Conclusiones.

1- Los taninos condensados de madera, corteza y hojas de Eucalyptus son
esencialmente procianidinas y prodelfinidinas, ya que, mediante la ruptura
oxidativa de los enlaces interflavanicos, han producido las antocianidinas:

cianidina y delfinidina.

2- En madera, las proantocianidinas predominantes han sido del tipo procianidina,
en las tres especies de Eucalyptus estudiadas E. camaldulensis, E. globulus y E.

rudis.

3- Las cortezas de E. camaldulensis y E. rudis contienen taninos condensados con
una mayor proporcion de procianidinas. Por el contrario, las de E. globulus

tienen taninos mas ricos en prodelfinidinas.

4- La composicion de las proantocianidinas de hojas de los eucaliptos estudiados
ha resultado dependiente de la especie y, dentro de cada especie, de la

procedencia de las muestras.

7. Caracterizacion de otros compuestos polifendlicos presentes en los

extractos de hojas de Fucalyptus spp.

Los extractos acuosos {extractos en metanol-agua, libres de la fraccién soluble en
éter) de hojas de Eucalyptus, como se vié en el apartado V.3.3.4, resultaron ser ricos en

glicdsidos de flavonoles, de cuya caracterizacién se va a tratar de forma especifica en este
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apartado.

Los glicésidos de flavonol se extrajeron con acetato de etilo a partir de los extractos
acuosos y se purificaron por CCF preparativa. La caracterizacién de dichos compuestos
se llevd a cabo en esta fraccién después de ser sometida a una hidrolisis acida suave,
analizando tanto los aglicones (flavonoles) como los azicares constituyentes, segin la

metodologia descrita en los apartados IV.6, IV.3.1.2y IV.4.3.

Respecto a la purificacién de los glicésidos de flavonoles por CCF preparativa, es
preciso indicar que las cromatoplacas obtenidas del extracto en acetato de etilo
presentaron, entre otras, dos fracciones a R; 0,12y 0,72 que se consideraron fracciones
flavonolicas por dar coloracién amarilla en el revelado con reactivo A de Neu. Ambas
fracciones fueron extraidas de la celulosa de la placa con MeOH y sometidas
posteriormente a anilisis por CLAR (apartado IV.3.1.2, gradiente n® 2), para comprobar
la ausencia en dichas fracciones de otros compuestos como elagitaninos que pudieran
interferir en su andlisis. Los cromatogramas asi obtenidos muestran, como se puede
apreciar en la figura V.7-1, la presencia casi exclusiva de glicésidos de flavonoles, libres

pues de la interferencia de los elagitaninos habitualmente extraidos con acetato de etilo.

La hidrélisis 4cida del conjunto de los glicésidos de flavonoles dio lugar a los
aglicones: quercetina (3, 5, 7, 3’, 4'-pentahidroxiflavona) y, en mucha menor proporcién,
kaempferol (3,5,7,4-tetrahidroxiflavona), puestos de manifiesto mediante el anélisis por
CLAR e identificados por comparacién de los espectros UV y tiempos de retencioén con
los de patrones comerciales de ambos compuestos (fig. V.7-2). Por otra parte, se
analizaron también los azicares generados en la hidrélisis, mediante CG-EM,
identificindose asi glucosa, galactosa, ramnosa y arabinosa, como constituyentes de los
glicésidos de flavonoles y cuyas caracteristicas cromatograficas y espectrométricas se

detallaron en el apartado V.5.2.

286



F10

958
89
8
B

50 F?

mAL

40

38

29

12 28 36 42
Time (min.)

FIGURA V.7-1 Ejemplo de cromatograma de CLAR de la fraccion flavondlica de los extractos en
acetato de etilo de hojas de Eucalptus spp. (HEC3). F=flavonol.
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FIGURA V.7-2 Cromatograma de la fraccién flavonélica hidrolizada de los extractos en acetato de etilo
de hojas de Eucalyptus spp. (HEC3). E= acido elagico. Q= qguercetina. K= kaempferol.
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Teniendo en cuenta estos resultados, y por comparacién de los glicésidos de

flavonoles encontrados, con los identificados por Conde (1994) en extractos etéreos de

hojas de las mismas especies de Eucalyptus que las consideradas por nosotros, hemos

podido asignar para los principales picos cromatograficos las estructuras siguientes:

Pico tg (min) Componente
10 18,2 quercetin-3-arabindsido
11 19,2 quercetin-3-ramnésido (quercitrina)
13 20,1 kaempferol-3-arabindsido

Al pico 7, con un ty de 17,3 min, le podriamos asignar tanto la estructura de la

rutina (quercetin-3-rutinésido) como la del hiperésido (quercetin-3-galactdsido) o las de

ambos, ya que sus tg y sus espectros UV son coincidentes. La primera de ellas, la rutina,

ha sido identificada por Conde (1994) en los extractos etéreos de hojas de Eucalyptus spp.

antes citados y nuestros resultados estarian de acuerdo con los de esta autora si

consideramos que el disacirido rutinosa, en las condiciones de nuestro analisis, se

hidroliza en los monosacéridos ramnosa y glucosa. Por otra parte, sin embargo, la otra

estructura asignada, la del hiperésido (quercetin-3-galactésido), se justificaria, en nuestro

caso por la presencia de galactosa en los hidrolizados. Esto hace pensar que el pico de

tz=17,3 puede ser una mezcla de ambos compuestos.

7.1 Conclusiones.

1- Los extractos acuosos obtenidos de las hojas de las especies de Eucalyptus, E.

camaldulensis, E. globulus y E. rudis han presentado una amplia variedad de

glicésidos de flavonol entre los que hemos podido identificar, quercetin-3-

arabinésido,

quercetin-3-ramnésido y  kaempferol-3-arabindsido vy,

probablemente, rutina y/o hiperésido.

288



VI. CONCLUSIONES

289



VI. CONCLUSIONES

1- La determinacién de los contenidos globales de los dos tipos de taninos:
elagitaninos y proantocianidinas, y de los fenoles totales asi como del rendimiento
extractivo de madera, corteza y hojas de Eucalyptus camaldulensis, E. globulus y E. rudis
de dos procedencias diferentes de la Peninsula ha puesto de manifiesto su considerable
riqueza en taninos y la elevada variabilidad cuantitativa y cualitativa de estos compuestos,

dependiente del tejido vegetal, de la especie y del origen.

El tipo de tanino predominante dependi6é fundamentalmente del tejido en estudio.
En madera y corteza, con la excepcién de la especie E. rudis, predominaron las
proantocianidinas y en hojas, por el contrario, claramente para todas las especies, los

elagitaninos.

En corteza y madera, se ha observado una relacién de proporcionalidad directa
entre el contenido de proantocinidinas, y el de fenoles totales y también de ambos con
el rendimiento extractivo, especialmente en corteza. Ello indica que la maxima
contribucién al contenido en fenoles totales procede de las proantocianidinas y asi una
mayor abundancia relativa en estos tejidos de las proantocianidinas frente a los

elagitaninos, y a otros compuestos fendlicos y no fendlicos del extracto.

En el caso de las hojas no se obtuvo proporcionalidad alguna entre los niveles de
elagitaninos, tipo de tanino mayoritario, ni tampoco de proantocianidinas con los
restantes parimetros considerados, debido a la presencia en los extractos de otros

compuestos fendlicos no tanicos en considerable proporcién.

Los niveles de proantocianidinas ademéas de dependientes del tejido vegetal se
muestran influenciados por el origen geografico en mayor medida que por la especie,
mientras que, por el contrario el contenido en elagitaninos aparecié mas relacionado con

la especie, siendo E. globulus l1a mas rica.
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2- El analisis de taninos de los extractos de madera de Eucalyprus spp., realizados
mediante CIAR, ha revelado la existencia de una amplia variedad y abundancia de formas
moleculares tanto de proantocianidinas como de elagitaninos, especialmente en las
maderas de E. camaldulensis y E. globulus, resultando por el contrario E. rudis mucho
mas pobre en ambos grupos de taninos. En particular, el analisis cualitativo y
semicuantitativo de los elagitaninos ha permitido la clara diferenciacion de las tres
especies en estudio, asi como el establecimiento de grupos, dentro de cada especie, segiin

la procedencia.

Los extractos de corteza se han caracterizado por su riqueza en proantocianidinas
poliméricas. El analisis cualitativo y semicuantitativo de los elagitaninos nos ha llevado
a la discriminacién de E. globulus respecto de E. camaldulensis y E. rudis, aunque no ha
permitido diferenciar estas tltimas especies entre si. Estos resultados estan de acuerdo
con la clasificacién botinica de las tres especies, que sitiia a E. camaldulensis y E. rudis
dentro de la misma seccion del género Eucalyptus, mientras que E. globulus se incluye en

otra seccion diferente.

Los extractos de hojas de Eucalyptus spp. han mostrado estar constituidos
principalmente por tres grupos de compuestos polifendlicos, elagitaninos,
proantocianidinas y glicésidos de flavonoles, estos iltimos exclusivos de las hojas. De
nuevo, la composicién cualitativa y semicuantitativa en elagitaninos hace posible la
diferenciacion entre especies, sobre todo de E. globulus respecto de E. camaldulensis y
E. rudis. La composicion en glicosidos de flavonoles, sin embargo, permite discriminar
s6lo E. rudis de las otras dos especies. La diferenciacién en funcién de la composicion
en elagitaninos estaria pues mas de acuerdo con la clasificacion botanica de las tres

especies que la establecida en funcién de los flavonoles.

3- El amplio intervalo de los valores de los pesos moleculares de los taninos

extraidos de madera, corteza y hojas de Eucalyptus spp., ha puesto de manifiesto la gran
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variedad de polifenoles poliméricos presentes en este género. El perfil de distribucién se
vio relacionado en primer lugar, con el tejido vegetal, después con la especie y sélo en

algunos casos con la procedencia geografica de la muestra.

Los taninos extraidos presentaron un amplisimo intervalo de pesos moleculares,
comprendido entre los valores correspondientes a unidades monoméricas (Mw=300) y
los correspondientes a polimeros de més de doscientas unidades (Mw=73000), si bien los
mas abundantes se incluyen dentro del intervalo de 1000 a 8000. Entre los tejidos
considerados en este estudio, la corteza ha sido el que ha presentado un mayor contenido
en taninos de peso molecular medio (Mn, Mw) y con valores de dispersividad mayores

(Dp), seguida de ]la madera y, en iltimo lugar, de las hojas.

4- La estructura molecular de los elagitaninos de Eucalyptus spp. ha resultado
dependiente principalmente del tejido vegetal y de la especie considerados. En madera
y corteza los elagitaninos son mayoritariamente glucésidos de los 4cidos galico y elagico
y, en mucha menor proporcién ramndsidos de los mismos acidos. Es de destacar la
corteza de E. globulus que se caracterizd por la presencia de glicosidos de derivados

monometilados del acido elagico.

Los elagitaninos de las hojas de las tres especies en estudio: F. camaldulensis, E.
globulus y E. rudis se caracterizaron por presentar en su parte polifendlica, ademas del
comiin icido elagico, derivados del mismo, presumiblemente los isémeros valoneoilo o
tergaloilo. Por otra parte, al igual que en el caso de madera y corteza, el principal azicar

constituyente de sus elagitaninos fue la glucosa.

5- Los taninos condensados presentes en la madera, corteza y hojas de Eucalyptus
spp. han resultado ser esencialmente mezclas de procianidinas y prodelfinidinas. En
madera y corteza predominan las procianidinas, exceptuando la corteza de E. globulus

que presenté mayor proporcién de prodelfinidinas.
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La composicién en taninos condensados de las hojas de las tres especies de
Eucalyptus consideradas, ha resuitado ser muy variable, dependiendo de la especie, del

origen de las muestras e incluso del individuo estudiado.

6- Los extractos de las hojas E.camaldulensis, E. globulus y E. rudis han presentado,
ademas de los polifenoles ténicos, una amplia variedad de glicésidos de flavonoles, entre
los que hemos podido identificar, quercetin-3-arabinésido, quercetin-3-ramnésido y

kaempferol-3-arabindsido.
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