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1. OBJETIVOS

El trabajode investigaciónpresentadoen estaMemoriaDoctoral seha centrado

en el estudio del contenido y caracterizaciónde los compuestospolifenólicos,

especialmentetaninos, presentesen la madera,cortezay hojas de las especiesde

Eucalyptus:E. camaldulensis,E. globulus yE. rudAs.

EnEspañasecultivanextensivamentevariasespeciesdeEucalyptus,principalmente

E. globulusy E. camaldulensis,en ordena su utilización comofuente de materiaprima

para la fabricaciónde pastade celulosay de papel. Se cultivan ademásen fase de

experimentaciónen arboretootrasespecies,entrelas queseencuentraE. rudAs.

Comoconsecuenciade los trabajosllevadosa caboenel INIA acercade la aptitud

de la maderade diversasespeciesde Eucalyptusparala obtencióndepastadecelulosa,

se ha llegado a establecerque la maderade E. globulus esla que presentamejores

propiedadesparadichaindustria,seguidade la de E. camaldulensisy E. rudAs, aunque,

por otraparte,sehacomprobadoquela calidadvaríaconsiderablementedentrodeuna

mismaespecieenrazónde la procedencia,einclusosehaencontradovariabilidadanivel

de individuo dentro deunamismapoblación(BustamanteEzpeletay SantosViqueira,

1983).

La calidadde la madera,parael citadouso en la industriade la celulosa,hasido

establecidaenbaseaciertaspropiedadesquímicas,comosonloscontenidosenhumedad

y cenizas,solubilidadesenaguafría, en aguacalientey en sosa,el rendimientoextractivo

enalcohol-bencenoyloscontenidosenligninas,holocelulosasy pentosanos.Sinembargo,

tambiénla composiciónenproductosdelmetabolismosecundario,talescomopolifenoles,

entrelos que seincluyen los taninos,puedecondicionarla idoneidadde la maderade

unaespeciedeterminadaparala fabricaciónde pastade celulosa.
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Objetivos

Seconsideraque,engeneral,la maderadeEucalyptusspp.contieneunaimportante

proporciónde compuestospolifenólicosno deseablesparala producciónde pastade

celulosay que, en ocasiones,han sido la causadel rechazode maderasoriginariasde

Australia,paradichaaplicación.Unaelevadacantidaddeestetipo decompuestostiene

efecto negativo, no sólo porque disminuyen el rendimientoen pasta,debido a la

reducciónde la penetracióndelos reactivosdecocción aumentandoasísu consumo,sino

porquetambién,al poderreaccionarporun ladocon el sistemadecoccióny por otrocon

los componentesde la paredcelularvegetal,puedenafectarademásdel rendimientola

calidadde la pastade celulosa.Concretamente,en relacióncon esteúltimo aspecto,se

ha constatadoquelos taninosafectanconsiderablementeel color de la pasta,siendosu

efectosuperioral producidopor la lignina (Hillis, 1986).

El conocimientode los nivelesy composiciónde los polifenolesde la maderade

Eucalyptusspp.,y de suvariaciónenfuncióndela especiey el origen,proporcionaríauna

basemuy útil a partir de la cual la industriapodríallegar a determinarlas causasde

algunosde los numerososproblemasque se presentanal modificar los procesosde

fabricacióny/o la materiaprimaempleada.

Dada la abundanciay amplia distribución de los taninosen los vegetalesy su

particular naturalezaquímica, la cual les confiere la capacidadde complejarsecon

proteínasy otrasmoléculascelulares,y tambiénla amplísimagamadeposiblesreacciones

químicasen las que puedenintervenir, y dada,por otra parte, la importanciade las

funcionesbiológicasqueselesatribuyen,comoson actividadreguladoradelcrecimiento

y las accionesantidepredadora,insecticida y antimicrobiana(fungicida, bactericida,

ecétera),estos compuestosson especialmenteinteresantespara su utilización en la

Industriaquímicay farmacéutica,en muy diversosaspectos;por ejemplo,en la obtención

de adhesivosparaconglomeradosy laminadosde madera,o como productos para la

protecciónde la maderao la conservaciónde alimentos.En estesentido,no sólo la

maderadeEucalyptusspp.,sino tambiénla corteza,hojas,ramillasy otros productosde

3



Objetivos

desechode la industria papelera,podríanserfuentede taninoscontales fines.

Los principalesproblemasinherentesala utilizaciónindustrialy farmacológicade

los taninosderivan,precisamente,de la falta de informaciónbásicasobre la diversidad

de susestructurasquímicasy delascorrespondientespropiedades,tantoquímicascomo

biológicas,asícomodel desconocimientoacercade los mecanismosde su biosíntesisy

delpapelfisiológico deestospolímerosenel vegetal.El esclarecimientode estosy otros

aspectosharíaposible un mejor conocimientode las posibilidadesde sus aplicaciones

industriales y farmacológicas,y la mejora y adaptaciónde los actualesprocesos

industrialesde transformación,y proporcionaríaal mismo tiempo criterios para la

selecciónde las especiesy de los tratamientossilvícolas apropiados,e inclusoparael

posible control de la biosíntesisde estosproductosdel metabolismosecundariodel

vegetal.

Así, en muchasocasiones,las diferenciasen la estructurade los taninospresentes

en distintasespeciesvegetalessehancorrespondidocon unaconsiderablediferenciade

reactividad,lo queesde primordialinterésen la orientaciónde la utilización industrial

de los taninos.Tal esel caso,por ejemplo,de los taninoscondensadosde quebrachoy

acacia,conanillos A detipo resorcinólico,y los procedentesde coníferas,conanillosA

de tipo floroglucinólico,los cualespresentanimportantesdiferenciasdereactividadque

condicionansuutilizacióny, enconcreto,losprocesosquímicosindustrialesaplicadosen

la síntesisde adhesivosparamadera.

Por otro lado, la utilización industrial de los taninos,al igual quela de cualquier

otra sustancianatural, requiereunadisponibilidadcontinuadade la materiaprima y el

mantenimientodesucalidad,ademásde otrosrequerimientosrelativosa loscostos.Por

ello, la investigación,el desarrolloy, finalmente,un control estrictode la calidad,harán

posiblequelos productosnaturalesseancompetitivosfrenteaotrosproductosdesíntesis

química.

4



Objetivos

Teniendoencuentalas anterioresconsideraciones,en estaTesisDoctoralsehan

establecidolos siguientesobjetivos.

1- Puestaa punto de técnicasde extracción y de análisis que permitan la

valoraciónde los contenidosglobalesy de los diversostipos de taninos en

distintos tejidos vegetales,así como la caracterizaciónde sus estructuras

moleculares.

2- Estudiocomparativode la composiciónde los polifenolespoliméricosde la

madera,cortezay hojasde las especiesde Eucalyptuscultivadasen España:E.

globului, E. camaldulensivy E. rudAs, centrándonosen el análisisde los taninos

condensadoso proantocianidinasy de los taninoshidrolizableso elagitaninos.

3- Establecimientode perfilesde composiciónde los taninos,segúnla especiede

eucaliptoo inclusosegúntaxonessubespecíficos(quimiotipos),y estudiode las

posibilidadesquepresentanestoscompuestoscomomarcadorestaxonómicos.
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II. INTRODUCCION

1. Clasificación botánica y descripción morfológica de las especiesde

Eucafyptusestudiadas.

1.1 Clasificaciónbotánica.

El géneroEucalyptusL’ Her. pertenecea la familia botánicaMyrtaceaedentrodel

OrdenMyrtales. Esta familia contiene,aproximadamente,100 génerosy alrededorde

3000 especiesde diversoporte,desdematasy pequeñosarbustoshastaenormesárboles

comolos de algunasespeciesdeEucalyptus(Heywood,1985).

Las mirtáceashabitan,prIncipalmente,en las áreastropical y subtropicaldel

planeta,con dos centrosde dispersión:uno en Américay otro enel estey suroestede

Australia.

Lasespeciesagrupadasenestafamiliasedistribuyenendossubfamilias:Myrtoideae

yLeptospennoideae(Penfoldy Willis, 1961),diferenciándoseenestaúltimasubfamiliados

tribus: Leptospenneaey Chamaelauci-eae.Dentro de las Leptospermeae,a su vez, se

reconocenseissubtribus:Backitousdnae,Metrosiderinae,Leptospenninae,Calothamninae,

Baeckeinaey Eucalyptinae.

La subtribuEucalyptinae,comosu denominaciónsugiere,incluye las especiesdel

géneroEucalyptusy, también,lasdel géneroAngophora.

Los sistemasde clasificación del géneroEucalyptus, más extendidos,se han

establecidoen función de la morfologíade sus anteras,dadoquelos demáscaracteres

morfológicosvaríantanampliamentequenohacenposiblesu utilizaciónenla taxonomía

de estegénero.
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Introducción

atasclasificacionesreconocenseisseccionesprincipales(de A a G), algunade

ellascon diversassubsecciones,las cualessedividen, a suvez, en series:

A. Renaniherae

a. Alpinae

b. Brachyandrae

B. Renantheroideae

C. Porantheroideae

D. Terminales

E. Plathyantherae

a. Gracties

b. Pynfonnes

F. Macrantherae

a. Tereticornes

b. Longiores

O. Macrantherae(Normales)

Dos de las tresespeciesdeEucalyptusobjetode esteestudio,E. camaldulensisy

E. rudAs, seencuadrandentrode la secciónMacrantherae,en la subsecciónTereticornes

y serieExsertae,unade las tresseriesquecomponendicha subsección.La otra especie

estudiada,E. globulus, se clasifica en diferente sección, Macrantherae (Nonnales),

concretamenteen la serie Globularesque, junto con otras cinco más, constituyenesta

sección.

1.2 Morfología.

Los especímenesdelgéneroEucalyptussecaracterizanpor presentarunaenonne

variabilidad en tamaño,desdelos pequeñosarbustosllamados“mallees’ o “marlocks”,

hastalos grandesárboles(Penfoldy Willis, 1961).

8



Introducción

Presentanhojas simples, generalmenteopuestas (algunas veces alternas),

persistentes,coriáceasy enteras,sin estípulasy con punteadurasdiáfanas,las cualesson

debidasala presenciadeglándulassubepidérmicas,tambiénencontradassobrelos tallos

jóvenes,piezasfloralesy frutos y quesegreganaceitesesenciales(Heywood, 1985).

Sus flores son bisexuales,regularesy suelenpresentarseen inflorescencias,con

frecuenciacimosasunaspocasvecesracemosasy también,aunqueraravez, puedenser

solitarias.Tienen,por lo general,4ó 5 sépaloscasisiemprelibres, o avecesmásomenos

soldadosformandounacaperuzaquesedesprendeal abrirsela flor; en todocaso,suelen

sermuy reducidoso, incluso,virtualmenteausentes.Laspétalos,ennúmerode4 ó 5, son

libres, pequeñosy redondos;los estambresson numerosos(rara vez sepresentanen

pequeñonúmero)y libresu ocasionalmentedispuestosenmanojosopuestosalos pétalos

y con anterasversátiles;el ovario es, por lo general,infero con múltiples cavidades(a

menudo2-5),cadaunacondoso másóvulosasentadossobreplacentasaxilares(raravez

parietales);el estilo eslargoy simpley el estigmacapitado(Heywood, 1985; Polunin,

1977).

El fruto es,generalmente,unabayacarnosa,unacápsulao unanuezy lassemillas

presentanmuy poco o nadade endospermo.

Maderay corteza

Los componentesde la maderade lasespeciesleñosasseoriginanapartir deuna

capade células,llamadacambium,queseextiendedesdelasramashastalas raíces.El

cambium poseegran capacidadde división celular, siendo así capaz de producir

continuamentenuevascélulas; las que se originan haciadentro del tronco forman la

maderao xilema,y las queseoriginanhaciafuera,forman la cortezainternao floema.

El xilemaseencargade la conduccióndeaguay solutosdesdelasraíceshastalashojas,

y el floema,del transportede loscompuestosorgánicos,sintetizadosen lashojas,al resto

9



Introducción

de la planta. Además, dispuestosde forma radial, existen unos grupos de células

conocidasconel nombredehacesmedulares,quesirvenparaconectarhorizontalmente

lasdiferentescapasde la maderacon el floema.

La maderapuedeconsiderarseconstituidao dividida en:

- Albura: esla parteexternay de color másclaro. Se trata de la parteviva de la

madera.

- Corazóno duramen:espor el contrariola parteinternay másoscurade la madera.

La maderade los eucaliptosestáclasificadadentrodel grupo de las maderasde

frondosas,tipo de maderaquesediferenciade la de coníferaspor la presenciade unos

vasoso porossemejantesa las característicastraqueidasde éstasúltimas plantas,pero

que,en el casodelas frondosas,estánformadospor unaseriedecélulasdeparedesfinas

en lasquela paredtransversalseha rotodandolugar a un tubomásomenoscontinuo.

Basándoseen la estructurade la madera,concretamenteen la distribución del

parénquima(tejido fundamental)y en el agrupamientode los vasos,sehanreconocido

dos gruposde especiesde Eucalyptus(Ingle y Dadswell, 1953);el grupo A incluye la

mayoríadelos eucaliptos,mientrasqueel grupoB incluye lasseriesCoymbosae-Peltatae

y Cotymbosae.

En lo queserefierea la composiciónquímicade la madera,hayquedestacarque,

junto a los dos componentesprincipales,lignina y celulosa,existeunagranvariedadde

componentesminoritarios tales como azúcares,almidón, resinas, ceras,polifenoles,

aceitesesenciales,mineralesy “kinos’ (materialesresinososquecontienentaninos).

DentrodelgéneroEucalyptussedaunagranvariedaddetiposdecorteza,aunque

la mayorpartesepuedenclasificardentrode seisgruposprincipales:
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Introducción

- Teseladas(‘Bloodwoods”)

- Lisas (“Gums”)

- Fibrosas(Boxest)

- De fibra cortay estrecha(‘Peppermints’)

- De fibra larga (“Stringbarks”)

- Oscuras,congrandesfisuras(“Ironbarks”).

En relaciónal desarrollodel follaje, los eucaliptosmuestrandos características

importantes.En primerlugar,cadaárbolproducediferentestiposdehojasenlasdistintas

etapasde su ciclo vital. Y en segundolugar, las hojasde la copase originan con una

inusualrapidez,lo queesdebidoala presenciadebrotesdesnudosquecapacitanal árbol

paradesarrollarunagran cantidadderamasen pocassemanas,Inclusosi la copaseha

destruidoparcialo totalmente,el sistemadereservadebrotespermiteel crecimientode

las hojasenun corto períododetiempo.

Los tipos de hojascorrespondientesa las distintasetapasde evolución del árbol

son,en ordena su desarrollo:

1) Hojas de los cotiledones

2) Hojas juveniles

3) Hojas intermedias

4) Hojasadultas

Durantela germinaciónlas semillasde los eucaliptosdesarrollandos cotiledones,

lo queescaracterísticode las especiesde las dosseries,dentrode las queseencuadran

las especiesbajo estudio,y quepuedepuesservircomomarcadorde diagnóstico.

Lashojasjuvenilessonopuestas,ligeramentepecioladas,amenudoglaucas;en los

11
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árbolesadultosmuchasvecesse forman en respuestaa unalesión. El paso de hojas

juvenilesa adultasno sueleser brusco,sino que tiene lugar a travésde unaserie de

formas que muestranuna transición gradual y a las que se les denomina hojas

intermedias.

Lashojasadultassuelenseralternas,pecioladas,resistentes,rígidas,conunavena

intermarginalancha.

floresy frutos

Las flores son solitariaso agrupadasen umbelas,con pétalosy sépalossoldados,

formandoun casqueteu opérculosobreel botón,el cualsedesprendecuandola flor se

abre.Presentannumerososestambres.El ovario tiene2-8 lóculos,y el estilo esalargado.

El fruto se presentaen cápsulaenmarcadapor valvas que se describencomo

abiertascuandoseproyectanhaciael bordede la cápsulao cerradascuandosedirigen

haciael centro.

Lascaracterísticasparticularesde las especiesobjetode nuestroestudioson:

EucalyptuscamakfulensisDehnh.

Los miembrosde estaespecieson árbolesquepuedenalcanzarunaalturade 40

m, controncocorto,macizoy copaextendida.Consiguensu óptimo desarrolloensuelos

profundos,fangososcon subsueloarcilloso.

En la figura 1.1 se representanlos caracteresmorfológicosy la distribución en

Españade estaespecie(De La LamaGutierrez,1976).

12



Introducción

En masas arbóreas

En arboretos

En ambas formas

Caracteres morfológicos y distribución en España cJe Eucs/yptus cama/dulensis Dehnh.
(tomado de De La Lama Gutierrez, 1976>.

FIGURA 1.1

13
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- Hojas iuveniles.Opuestas,6-9 x 2,5-4 cm, desdelanceoladasanchasa ovadas,glaucas,

pecioladas,sesiles,abrazadoras.

- Hojasadultas.Alternas,12-22x 0,8-1,5cm, desdelanceoladasestrechasa lanceoladas,

acuminadas.

- Inflorescencias.Enumbelasde5-10floresen un pedúnculode6-15mm.Brotesde6-10

x 4-5 mm, en largospedidos.Opérculorostradoo cónico.

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

- Corteza.Lisa, moteadacon manchasamarillasy grises.Se descortezaformandotiras

o placas.

Por otra parte, E. camaldulensises una especiemadererade un relativo valor

comercial, que produceun excelentecarbón, y está incluida en el grupo 3Q de la

clasificaciónde BustamanteEzpeletay SantosViqueira (1983).Crecerápidamentey se

regenerabien.Es muyornamental,sobretodola variedad“péndula”.Tienetambiéngran

interésapícola,porque presentafloración casi permanentey por la buenamiel que

produce.

Euca¡yptusglobulusLablil.

Setratadeárbolesque,enAustralia,puedenalcanzarunaalturade55 m, mientras

que en Españasobrepasanfrecuentementelos 60 m, conociéndoseejemplaresdehasta

67 m.

En la figura1.2, serepresentanloscaracteresmorfológicosy la distribucióndeesta

especieen España(Penfoldy Willis, 1961; De La LamaGutierrez, 1976).

14
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_____ En masas arbóreas

En arboretos

En ambas formas

FIGURA 1.2 Caracteres morfológicos y distribución en España de Eucs/yptus globulus Labilí.
(tomado de Penfoid y WiIIis, 1961, y De La Lama Gutierrez, 1976).
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- Hojasjuveniles.Opuestasparaun grannúmerodepares,de7-16x 4-9 cm, lanceoladas

anchas,ovaladas,cordiformes,glaucasy concoloras.

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

coriáceasy pecioladas.

- Inflorescencias.Axilares, solitarias, ocasionalmenteen umbelas de 3 flores, con

pedúnculocorto o rudimentario.Brotesde30 x 20 mm, glaucos.Opérculohemisférico.

- Frutos.De 10-15 x 15-30mm, de forma desdeglobulara cónicaancha,con 4 bordes

principales;lasvalvassuelenestarcubiertaspor un disco.

- Corteza. La cortezadel tronco es, en un principio, blanquecina,plateadao azul-

pruinosay lisa; setoma luegogrisácea,amarillentay finalmente,pardo-grisácea.Cae

anualmenteen largasbandascoriáceasabarquilladas,lascualescuelganalgúntiempode

la partealta del troncoy del arranquede las primerasramas.En las patillasde la cepa

y en la basedel tronco, la cortezaespersistente,gris-oscura,aunquea veces,sehiende

en placaslongitudinales(Ruiz De La Torre, 1979).

Lamaderadeestaespecieseusacomercialmente.Sucelulosaesla mejorentrelas

de los eucaliptosde Europa (grupo 1~ de la clasificaciónde BustamanteEzpeletay

SantosViqueira, 1983). Su blanqueoes fácil, ya que requierebajo consumode cloro.

Juntoconalgunoscongéneresdemaderasclaras,dala mejorpastanoble(pastaquímica

para disolver) de todaslas frondosas;mucho mejor que la del haya, antañola más

utilizada.En la obtencióndepastaquímicaparapapelesunamaderamásventajosaque

la deE. camaldulensispor su másfácil cocción,por la libertadde eleccióndeprocesoy

por suministraruna pastahomogéneay clara y de mejores característicasquímicasy

mecánicas.E. globulusdaun mayorporcentajede cortezaqueE. camaldulensis,pero la

de aquéllapuedeser incorporada,en ciertascondiciones,al procesode obtenciónde

16



Introducción

pastasin mermade las cualidadesmecánicasde la misma,y resultandosuperiorala de

otrasfrondosaso a las de paja,por su fibra máslarga,sumayorresistenciaal desgano,

y tambiénporsu blancura.Tratadasal bisulfito, seobtienenpastasparapapeldecalidad

y al sulfato, pastasparakraft, mezclándosesiemprecon pastade coníferas.En España,

seobtienepastablancaparatextil.

LashojasdeE. globulussedestilanparala obtenciónde aceitesesenciales.Esta

especieseutiliza tambiéncomo árbolornamental,por los contrastesde colorentresus

hojasjuvenilesy adultas.

EucalyptusrudAs Endí.

Es un árbol de altura aproximadaa 15 m, con troncocorto y ramasextendidas.

La figura 1.3 muestralos caracteresmorfológicosy la distribuciónde estaespecie

en España(De La LamaGutierrez,1976).

- Hojas juveniles. Opuestaspara 4 o más pares,de 10 x 7,5 cm, desdeovadasa

orbiculares,ligeramenteglaucas,con cortospeciolos.

- Hojas adultas.Alternas,de 10-15 x 1-4 cm, desdelanceoladasestrechasa anchas,

falcadas,concoloras,pecioladas.

- Inflorescencias.Umbelasde 4-10 flores, con pedúnculode 10-15 cm. Brotesde 9-12x

5-9 mm, pedicelados.Opérculocónicoo rostrado.

- Frutos.Pedicelados,de 5-9 x 10-12 mm, hemisféricoso campanulados.4 ó 5 valvas

abiertascon disco ancho,plano o convexo.

- Corteza.Rugosay persistenteenel troncoy lisa enlas ramas;fácilmentedescortezable

17
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En masas arbóreas

En arboretos

En ambas formas

FIGURA 1.3 Caracteres morfolágicos y distribución en España de Eucs/yptus rudis Endí. (tomado
de De La Lama Gutierrez, 1976).
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en lasramas.

Su maderamarrón-rojiza,correspondienteal grupo 4~ de la clasificación de

BustamanteEzpeletay SantosViqueira(1983),presentapeorescaracterísticasquela de

E. cama!dulensW

2. Taninos.

2.1 Definición y clasificación.

(Ribereau-Gayon,1968; Haslam,1989; Porter, 1989a;Hagerman,1991)

Tal y comotradicionalmenteseutiliza en químicavegetal,el términotaninohace

referenciaa una numerosaseriede compuestospropiosde las plantas,que presentan

determinadaspropiedadesfisicoquímicasy funcionalescomunes,perononecesariamente

estructurasquímicasanálogas.

Seguin, en 1797, fue el primero en utilizar el término tanino al designarel

componentequimico de la nuez de agalla capazde transformarla piel frescade los

animalesen cuero imputrescibley poco permeable.Poco despuésfue esclarecidala

naturalezaquímica de aquél y otros supuestosagentesdel curtido: al tratarsede

sustanciassusceptiblesde oxidaciónpor permanganatoen frío y decoloraciónpor sales

dehierro,seincluyó, bajodichadenominación,al numerosoconjuntode constituyentes

vegetalesque presentabanlas reaccionespropiasde los fenoles,aúncuandosu aptitud

parael curtido de pieles,en muchoscasos,no hubierasido demostradani aúnsiquiera

sometidaaestudio.Así pues,si bienduranteun relativamentelargo periododetiempo

los taninosfueronconsideradoscomolosextractosvegetalesricos enfenolesy útiles para

el curtido de pieles, anteel descensocontinuadode su uso en estaindustria,y sobre

todo, ante la puestaen evidenciade que muchosde los compuestos,considerados
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actualmentecomo taninos,han resultadoinadecuadoso inefectivos en el procesodel

curtido, el conceptodetaninoha sido amenudosometidoa revisión, y aúnhoy en día

persisteciertaconfusión.

En repetidasocasioneshasido aconsejadala adopciónde designacionesbasadas

únicamenteen la naturalezaquímica de este tipo de compuestos,talescomo la de

polifenolesde plantasu otras inclusomáscorrectasdesdeel punto devista químico,

aunqueen ningún casodel todo satisfactorias;por ejemplo,la citadadenominaciónde

polifenoles incluiría compuestos adicionales, que no presentanlas propiedades

característicasy únicasde los taninos.

En la práctica,sesigue utilizando el término tanino en un sentidogeneraly un

tanto impreciso.Sin embargo,ensentidoestricto,paraqueun determinadocompuesto

pueda ser actualmenteconsiderado como tanino debe presentar las siguientes

característicasquímicasy funcionales: debe tratarsede una molécula oligomérica,

constituidapor unidadesestructuralesrepetidas,conteniendogruposfenólicosqueensu

mayoríadebendeestarlibresy no sustituidos.Se establece,además,un pesomolecular

mínimo de alrededorde 500 sin quehayasido fijado el límite superior, habiendose

descritomoléculasconvaloresinclusosuperioresa 20.000 (Williams et al., 1983a).

Por otra parte, es importanteseñalarque entre los metabolitosde plantasde

naturalezafenólicay dealto pesomolecular,sólolos taninossoncapacesdecomplejarse

con proteínasy carbohidratos,propiedadque les haceútiles tanto en la mencionada

industriadel curtido de pieles como en otrastambiénde gran Interés, como esla de

obtenciónde adhesivos.Esta capacidadde los taninos,paraformar complejoscon tan

importantescomponentescelulares,constituye la basefísico-química de las acciones

biológicasqueseles atribuyen.

Teniendoencuentala naturalezaquímica, los taninosde lasplantassuperioresse
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han distribuidoprincipalmenteendos grandesgrupos: los ‘taninos hidrolizables’ y los

“taninoscondensados’.Los taninoshidrolizablessonésteresdeglúcidosy ácidosfenólicos

y comosu propionombreindica, son fácilmentehidrolizablesen condicionesácidaso

básicasoporla accióndeenzimas,(esterasas),mientrasquelos taninoscondensadosson

oligómerosy políinerosdeflavanoidesunidospor enlacesC-C, y no son susceptiblesde

hidrólisis.

2.2 Estructuraquímica.

2.2.1 Taninoshidrolizables.

(Haslam,1989; Porter, 1989a;Hagerman,1991; Okudae: al., 1990; 1993)

Los taninoshidrolizablesson ésteresoligoméricosen los quela unidadestructural

básicaesun poliol, normalmenteD-glucosa,cuyosgruposhidroxilos estánesterificados

por ácidos polifenolcarboxilicos, tales como el ácido gálico~1~, el ácido

hexahidroxiidifénico(2>(fig. 11.1) y/o sus análogos.A su vez estosácidospuedenunirse

oxidativamente,medianteunionesC-Cy/o C-O, a otrasunidadesgaloilo produciéndose

unaampliavariedadde estructurasmonoméricasy oligoméricas.

Segúnla estructuradelos monómerosquelos constituyen,podemosconsiderardos

diferentesclasesdetaninoshidrolizables:los taninosqueposeensólo gruposgaloilo(G)

llamadosgalotaninos,y los queposeenel grupohexahidroxidifenoilo(HHDP, GGóD),

llamadoselagitaninos.

El tipo máscomúndegalotaninostienecomounidadestructuralbásicala ¡3-penta-

O-galoil-glucopiranosa<’>,en la que los cinco gruposhidroxilos de la glucosa están

esterificadospor el ácido gálico (fig. 11.1). En estructurasmascomplejas,otros grupos

galoilo adicionalespuedenestaresterificandoen metaa los hidroxilos de algunode los
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gruposgaloilo dela citadaunidadbásica(unionesdepsídicas),hastallegarauna media

de 6 a 9 grupos galoilo por molécula~6~ (fig. 11.1). Una mezcla de galotaninoses

precisamenteel ácido tánicodisponiblecomercialmente.

En los elagitaninosmas comunes,los grupos galoio que esterificanhidroxilos

adyacentesdel poliol seunena su vez entresí oxidativamentemedianteenlacesC-C,

para formar ésteres de ácido hexahidroxidifénico<5~.Por hidrólisis, este tipo de

elagitaninosformanácido hexahidroxidifénico<2>,el cual,espontáneamente,seconvierte

en la forma lactonao ácido elágico~>(fig.II.1). Estasformasde elagitaninosson ésteres

derivadosde(a)-ó«3)-penta-O-galoil-D-glucosaque,medianteel acoplamientooxidativo

C-2/C-2entrelos gruposgaloilo, puedenformar, a suvez, (R)-ó (5)-hexahidroxidifenoil

(HHDP)~5>ésteres(fig. 11.1).

En los elagitaninosde estetipo, los hidroxilosglucosídicos,esterificadospor los

gruposgaloilo son,con frecuencia,los de las posicionesC-21C-3y/o C-41C-6, comose

puede observaren el caso de pedunculagina0~y tellimagrandinaí® (fig. 11.2); pero

tambiénpuedenestaresterificadoslos de otrasposiciones.

Se handescrito,por otra parte,elagitaninosen los quela glucosasepresentaen

la forma conformacionalaxial, en vez de la ecuatorial, y así se puedenproducir

acoplamientosoxidativos entre grupos galoilo de posiciones alternas en el anillo

glucosídico,por ejemploC-2/C-4y C-3/C-6, comoocurreen la geraniina~9~(fig. 11.2).

La mayoríade los taninoshidrolizablesson elagitaninosde los tipos hastaaquí

descritos.Sin embargo,existentambiénotrostipos, comosonlos dehidroelagitaninosy

los taninos C-glicosídicos. Los dehidroelagitaninos presentan el grupo

dehidrohexahidroxidifenoilo(DHHDP) en su molécula. Como ejemplo, podemos

considerarla geraniina~9~(fig. 11.2) que, comosedesprendede su estructuramolecular,

estanto un dehidroelagitaninocomoun elagitanino.
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En cuantoa los elagitaninosC-glucosídicos,éstosseformanpor la aperturadel

anillo de la glucosay posteriorC-glucosilación.La casuaniina<’0~,la casuarinina<”)y otros

ampliamente distribuidos en Fagáceas,Mirtáceas, Rosáceasy otras familias de

dicotiledóneas,son posiblementebiosintetizadosapartir de pedunculagina9>(fig. 11.2).

Por último, seconsideranlos “taninoscomplejos”queson polifenolesconstituidos

por unaunidadde taninohidrolizable(frecuentementede tanino C-glucosídico)y otra

de taninocondensado,unidasentresí medianteenlacesC-C, formadosentreel C-1 del

anillo deglucosade la unidaddetaninohidrolizable,y el 0.8 ó el C-6del flavan-3-olde

la unidadestructuralbásicadel taninocondensado(Okudaet aL, 1993).Un ejemplode

dicha clasede taninoses el cameliataninoB~12~ (fig. 11.2).

2.2.1.1Taninoshidrolizablesoligoméricos.

La mayoríade los numerosostaninoshidrolizablesque han sido descritoshasta

ahorason monómeros,de estructuraquímica diversa,u oligómerosconstituidospor la

repeticiónde unidadesbásicas,quealcanzanpesosmolecularesen el rangoentre2.500

y 5.000.

Desdeel punto de vista biosintético, los taninoshidrolizables diméricos son

productosdel acoplamientooxidativo entre uno de los hidroxilos fenólicos de un

monómeroy un carbonodel anillo aromáticodel otro monómero;y los oligómeros

superiores,el productode la repeticiónde dicho acoplamientooxidativo. Cuandotales

unionesse dan dentro de una mismamolécula,puedentambién formarseestructuras

macrocíclicas.

Atendiendoa la estructuramolecularde la partede los monómerosqueparticipa

en el acoplamientooxidativo, los oligómerosaisladoshastaahorahansido clasificados

en cinco tipos diferentes,los cualesson expuestosen la figura 11.3 (Okudaet al., 1990).
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* Oli2ómerosdel tipo GOG y 00000 (tipo 1). La unidad estructuralbásicade

estostipos de oligómerosesbienun grupodehidrodigaloilo(DHDG), o bienun grupo

helinoilo, constituidos,respectivamente,apartir de doso tresgruposgaloio (G) unidos

medianteenlaceéter (fig. 11.3). Dichoenlaceéterpuederealizarseentreun hidroxilo en

posición metao para deuno de los gruposgaloilo y el carbonoen orto de otro galoilo,

pudiéndosepues originar oligómerosmeta o para. Los de tipo m-GOG con grupos

dehidrodigaloiloen su molécula,son losmásfrecuentementeencontrados,y enelloslos

gruposDHDG estánesterificadosgeneralmentepor el hidroxilo delcarbonoanomérico

(C-1) de los dos anillos de glucosa,como sucedeconla agrimoniina~3~(tipo mGOG(1-

1’)), compuestoidentificado en algunasRosáceas(fig. 11.4). Se han descritotambién

elagitaninosen los que los hidroxilos de la glucosaque esterifican al grupo DHDG

ocupanotrasposicionesdiferentes.Un ejemploesla tamarixininaA~’4~ (tipo m-GO-m-

000(1,2-2’)), identificada en flores de Tamaritpakistanica (fig. 11.4), en la que los

hidroxilos en posición 1 y 2 de una glucosay el hidroxilo 2’ de la otra son los

participantesde las unioneséster.

* Oli2ómerosdel tipo DOG (tipo 2). Sonaquellosquepresentanun grupovaloneoilo

o tergaloio en su unidad estructuralbásica,segúnse trate de los tipos m- op-DOG

respectivamente.Biosintéticamenteson consideradoscomoproductosdel acoplamiento

oxidativoentreun oxígenodelgrupo hexahidroxidifenoilo(HHDP, GO ó D) de unode

los monómerosy un carbonodel grupogaloio del otro monómero(fig. 11.3). Se ha

descritounaampliagamadesubtipos,segúnlasposicionesdeloshidroxilosdelos anillos

de glucosaesterificadospor los gruposgaloilo y HHDP. Comoejemplode elagitanino

del tipo m-DOGconsideramosel nobotaninoB<15> (m-DOG(3,2-4’)) (fig. 11.4),enel que

el HHDP estáesterificandolos hidroxilosen posición 3 y 2deunamoléculade glucosa

y el grupoO, el hidroxilo enposición 4 de otraglucosa.La eucalbaninad’~ (fig. 11.4),

aisladade frutos deEucaIz~:usalba esdel tipo p-DOG(4,6-2’),ya que el grupoHHDP

esterificalos hidroxilos de lasposiciones4 y 6 de unaglucosay el grupo O, el C-2 de la

otra moléculade glucosa.
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* OliRónieros del tipo OOD (tipo 3). En esta clase de elagitaninos,la unidad

estructuralbásicatieneel gruposanguisorboilo(fig. 11.3),enel cualel oxígenodelenlace

éterperteneceal hidroxilo delgrupogaloiode uno delos monómeros.Entre el escaso

númerode elagitaninosdescritoscon estetipo de estructura,todos han resultadoser

meta, comoporejemplola sanguiinaH~6<’7), encontradaenhojasy frutos deRubiaspp.

y la rosheninaB(’S>, identificadaenvariasespeciesdel géneroRosa;ambostaninosson

del subtipom-OOD (1-4’,6’) (fig. 11.4).

* Olipómerosdel tipo D(OO), (tipo 4). La moléculaoligoméricade un elagitanino

de estetipo tienedoshidroxilosdelgrupoHHDP (D) formandoambosenlacesétercon

sendosgruposgaloilo. Se han descritodos tipos de isómeros,segúnla posición de los

enlaceséterrespectodelgrupoHIHDP: vn..m’-D(OO)
2ym,p-D(OG»(grupoeuforbinoilo

en fig.II.3). Ejemplossonla oenoteinaA<’
9~ (m,m’-D(OG)

2(4’-2,6’-2’)+m-DOO(4,6-2’))

y euforbina C<~~ y D<
21> (m,p-D(OG)

2(3,6-2’-1’)) identificadasen hojas de Oenothera

biennisy Euphorbiaspp.,respectivamente(fig. 11.4).

* Oli2ómeroscompuestosdemonómerosC-glucosídicos.unidosentresí mediante

enlacesC-C (tipo 5). En estecaso, los monómerosdel tipo C-glucosídicosse unen

medianteenlacesC-C entreel C-1 delmonómeroC-glucosídicoy bienun C deun grupo

HHDP ó O del otro monómero(tipo CD ó CO); o biena travésdeun residuoflavan-3-

ol (tipo CFC). En fig. 11.4semuestraun ejemplodecadatipo: la alienaninaB<~> del tipo

CD, aisladade hojas de Quercusalienay la anogeisinin~~~de tipo CFC, de cortezade

ciertasCombretáceas.

2.2.2 Taninoscondensados.
(Porter, 1989a;Hemingway,1989a;Haslam,1989; Hagerman,1991; Porter, 1992)

Los taninoscondensadossonoligómerosy polímerosdeflavanoles,los cualesestán

formadosgeneralmentepor cadenasdeunidadesflavan-3-ol~~~,unidasentresí mediante

enlacescarbono-carbono(C-4/C-8 ó C-41C-6)no susceptiblesdehidrólisis. Cuandoeste
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tipo de taninos se calientan en medio fuertementeácido y en presenciade iones

metálicos, los cuales actúan como catalizadores,la unión interfiavánica se rompe

oxidativamente,dandoantocianidinascomoproductosde degradación(fig. 11.5).

Porello los taninoscondensandossondesignadostambiéncomoproantocianidinas,

términosustitutivo del antiguo de leucoantocianidinas.Estaúltima denominaciónestá

reservadaactualmenteparanombrara los flavonoidesmonoméricosflavan-3,4-diol<~~y

flavan~4~ol®,compuestos,porotraparte,muy pocofrecuentesenla naturalezay queson

altamentereactivos, transformándosepor tratamientoácido y por autooxidación,sin

calentamiento, en antocianidinas<27~ y 3-desoxiantocianidinas<~~,respectivamente

(Wattersony Butíer, 1983).Por el contrario,los monómerosflavan-3-olo catequinasno

se transformanen antocianidinasbajo dichas condiciones y, por tanto, no son

consideradosleucoantocianidinas.

2.2.2.1Variacionesestructuralesen las proantocianidinasoligoméricas.

Patronesdehidroxilación.Lasproantocianidinassonclasificadassegúnlospatrones

de hidroxilación de sus anillos aromáticosA y B (fig. 11.6). Las propelargonidinas,

procianidinasy prodelfinidinas llevan anillos A floroglucinólicos en las unidades

monoméricasmásampliamenterepresentadasen la cadenapolimérica,y se nombran

segúnla antocianidinageneradapor el tratamientocon ácido. Los 5-desoxianálogos

respectivos, por tanto, con anillo A de tipo resorcinol, son las denominadas

prognibourtinidinas,profisetinidinasyprorrobinetidinas,segúnsealavariantedel flavan-

3,4-diol constituyentede la cadenaoligomérica. Existen, además,otras clases de

proantocianidinas,como las proteracacidinas,promelacacidinas,proapigenidinasy

proluteolinidinaslas cualesson muy raravez encontradasen la naturaleza.

Los taninosaisladosde la mayoríade lasplantascorrespondencasisiempreauno

o variosde los tipos de las citadas proantocianidinas,siendo, con diferencia, las
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Afzelequlna Propelargonidiria 3.4,5,7

Catequina Procianidina 3,3’,4’,5,7

Galocatequina Prodelfinidina 3,3’,4’,5,5,7

Guibourtinidol Proguibourtinidina 3,4,7

Fisetinidol Profisetinidina 3,3,4,7

Robinetinidol Prorrobinetinidina 3,3’,3’,5’,7

Oritina Proteracacidina 3,4’,7,8

Prosopina Promelacacidina 3,3’,4’,7,8

Apigeniflavan Proapigenirtidina 41,5,7

Luteoliflavan Proluteolinidina 3,4,5,7
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procianidinasy prodelfinidinaslas másabundantesy frecuentes.

Estereoquímica.Lasunidadesestructuralesde lasproantocianidinaspresentantres

átomosde carbonoasimétricosC-2, C-3 y C-4, haciendoasí posible la existenciade

diferentesformas estereoisómerasque complican el estudiode la estructurade estos

compuestos.

El sistema de nomenclaturaempleado es similar al sistema IUPAC para

polisacáridos.La unidadmonoméricaen estetipo de polímerosesnombradasegúnel

flavan-3-ol constituyentede la cadenapolimérica.En la figura 11.6 se especificanlas

denominacionescorrespondientesa las unidadesflavan-3-ol máscomunes,en su forma

estereoquímicaabsoluta(2R, 35). Los correspondientesestereoisómeros(2R, 3R) se

diferenciananteponiendoel prefijo “epi” al nombrede cadamonómero,en figura 11.7,

catequina<29)y epicatequina@O).Por lo general,la configuraciónabsoluta2R es la más

frecuente,pero sehandescrito tambiénunidadesmonoméricasy suscorrespondientes

proantocianidinasde configuración25. Se ha acordadodistinguir el enantiómero25

anteponiendoel prefijoent-ala correspondientedenominaciónde la forma2R (fig. 11.7).

OH OH

HO
00HHOO& 00..

OH OH OH 0H

Catequina Epicatequina

OH
NS OH

HOX

~NS

OHR,=H R2=OH enbcatequlria
R,=OH R,=H en$epicatequim

FIGURA 11.7 Estructura de las formas estereoquimicas de flavanales.
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La esteroquímicadel enlaceinterfiavánico(a ó/3), lleva tambiéna la formaciónde

diferentesestereoisómeros(fig. 11.8) y depende,en gran parte, de los patronesde

hidroxilación delanillo A. En las 5-desoxiproantocianidinas<3’~escomúnla existenciade

los estereoisómeros3,4-:rans(35, 4R) ó (3R, 4S) y 3,4-dv (35, 45) ó (3R, 4R>, en la

mismaproporción, pero, sin embargo,la formación de los enlacesinterfiavánicosen

procianidinas(31, 33) y prodelfinidinas<32) es muy estereoselectivoy concretamentelas

formas3,4-dv (3R, 4R) estánmuy desfavorecidas.

Enlacesinterfiavánicos. Las unidadesde las proantocianidinasseunenentresi

medianteenlacesinterfiavánicosentreel carbono4 del anillo Cy el carbono6 ó el 8 del

anillo A (fig. 11.8). En el casode procianidinasy prodelfinidinasel enlaceC-4/C-8esel

máscomún@í.3Z33)perotambiénsueleestarpresenteel C4/C-6enunaproporciónrelativa

de 1:3 siendolos polímerosgeneralmentelineales.

En lo que concierne a las 5-desoxiproantoanidinas,profisetinidinas y

prorrobinetinidinas,la unión C-41 C-6 esla másfavorecida®y los polímerossonde tipo

angular.

Otravarianteestructuralrelativamentecomúnde lasproantocianidinascon anillo

A del tipo floroglucinol, esla formaciónde un segundoenlaceinterfiavánicosurgidodel

acoplamientooxidativo C-O entreel C-2 de unaunidady el 0-5 u 0-7 dela otra<35~(fig.

11.8).

Existen otros productosoligoméricosresultantesdel acoplamientooxidativo de

flavan-3-ol. Así, en los dímeros(catequina»lasunionesse realizanentreel anillo B de

la unidadsuperiory el A dela otraunidadestructural,medianteenlaceséter<36>(fig. 11.8).

Porejemplo, de C-2’ a C-8; de C-6’ a C-8; de C-2’a C-6 y otros.

Derivadosdeoroantocianidinas.Lasproantocianidinaspuedenencontrarseenlos
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vegetalesformandodiferentestiposdederivados.Se handescritorecientementeO- y C-

glicósidos,derivados0. y 0-metiladosy galatosde proantocianidinas.Ademásseha

aislado unaseriede productosde condensacióno sustituciónen los carbonos6 y 8 de

los anillos A de las proantocianidinas,que seforman como consecuenciadel elevado

carácternucleófilo de los anillos de tipo floroglucinoly resorcinol.

2.3 Propiedadesquímicas

2.3.1 Taninoshidrolizables.

La determinaciónde la estructurade los taninoshidrolizablesoligoméricosseha

basado,engran medida,ensusposibilidadesdedegradaciónquímicay enel estudiode

los productosobtenidos,mediantetécnicasespectroscópicas.Las principalesreacciones

degradativas,propiasde los taninoshidrolizablesson las siguientes:

Hidrólisis. Los taninos hidrolizables son compuestosfácilmente hidrolizables,

debido a su estructurade ésteres.Mediantecalentamientoa reflujo en medioácido o

básicoseproducela rupturacompletadelos enlaceséster,conliberacióndel poliol y de

los ácidosgálico, elágico u otros, integrantesde la molécula(Porter, 1989a).Hay que

tener en cuentaque las condicionesy el tiempo necesariospara la hidrólisis van a

dependerconsiderablementede los ácidos fenólicos constituyentes.Incluso se puede

conseguirla especificidadde ruptura de los diferentesenlaceséster,variando las

condicionesde reacción. Por ejemplo, los enlaces0-1-éster en dímeros del tipo

dehidrodigaloilovaloneoilhanpodidoserhidrolizadosselectivamenteporcalentamiento

enaguaa 600C durante2-3 días(Hatanoet al., 1986).De la mismamanera,el equipo

deNishimura(1986)obtuvolahidrólisis selectivadelenlaceéster4,6-HHDPapartir del

tanino estenofininaA (catequin8-C-f3-D-bis-(2,3:4,6-(S)-HHDP-glucopiranósido)por

tratamientocon aguaa 200 C durante24 horas,y Okudaet al. (1982) consiguieronla
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escisiónhidrolítica del enlace0-1-galoilocon ácido trifluoroacético.

Por otra parte, la metilación de los grupos hidroxilo fenólicos, anterior a la

hidrólisis, puedeaportar,enocasiones,informaciónadicionalacercade la estructurade

estos taninos.Así, los enlaces0-1-ésterde los dímerosde tipo dehidrodigaloiloo

valoneoilo son particularmentesusceptiblesa la hidrólisis bajo dichas condiciones

(Hatanoet al., 1986)

Hidrólisis con el enzima tanasa.La hidrólisis medianteel enzima tanasade

Aspergi~!usniger, obtenidadel hongocultivadoenmedioenriquecidocon ácidotánico, es

unareacciónquesedatantoentaninoshidrolizablescomoenproantocianidinas.Dicho

enzimarompeespecíficamentelos galatos,paraproducir ácido gálicoy un poliol, en el

casode los taninoshidrolizables,o un flavanol,en el casode las proantocianidinas.La

reacciónse ha utilizado para medir la proporción de unidadesgaloilo por unidad de

poliol en los taninoshidrolizables(Haslam, 1982).

Metanolisis.En medioalcalino,estareacciónconduceaproductosdedegradación

fenólicosmetiladosy seutiliza, enocasiones,pararomperespecíficamenteenlaceséster

depsidicos,los cualesson extremadamentedébilesdebidoa la proximidadde los grupos

hidroxilo de los núcleosaromáticosgaloilo (Haslam,1982).

2.3.2Taninoscondensados.

Las reaccionesquímicasde los taninoscondensadosvienendeterminadaspor la

estructurade los anillosaromáticosA y B integrantesde lasunidadesbásicasflavan-3-ol

(fig. 11.9). La reactividaddel anillo A esde primordial importanciaen la labilidad del

enlaceinterfiavánicoy, por otra parte,enla utilidadde los taninoscondensadosparala

fabricación de adhesivos;mientrasque a la estructuradel anillo B estáasociadala

capacidadde formarcomplejoscon metalesy propiedadesantioxidantesde los taninos.
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A’

OH

A’2
HO

Anillo A Anillo B

R,=R2=H resorcinol R%=R2=H fenol

R,=OH R~=H floroglucinol R%=OH R’~=H catecol

R,=H R2=OH pirogálico R’,=R,=OH pirogalol

FIGURA 11.9 Patrones de hidroxilaclán de los anillos A y B de las proantocianidinas.

2.3.2.1Reaccionesen el anillo A de las proantocianidinas.

Los patrones de hidroxilación del anillo A de las proantocianidinasson,

generalmente,del tipo resorcinólico (7-hidroxi), floroglucinólico (5,7-dihidroxi) o

pirogálico(7,8-dihidroxí)(fig. 11.9),y condicionan,engranmedida,no sólola naturaleza

y facilidad de las reaccionesquímicasdel propio anillo A, sino tambiénde los enlaces

interfiavánicosy del anillo B.

Lasreaccionesmáscomunesquesedanen el anillo aromáticoA son sustituciones

aromáticaselectrófilas, influidas por los efectoselectrónicosy estéricosde los grupos

hidroxilo. Estoshidroxilosfenólicosson potentesdonadoresde electrones,y producen

un incrementode la densidadelectrónicadelanillo A o, lo queeslo mismo,el aumento

del carácter nucleófilo de dicho anillo; lo que supone la estabilizaciónde los

carbocationesresultantesdel ataqueelectrófiloen lasposicionesorto y para respectode

los gruposhidroxilo (McGraw, 1989; Tobiasony Hoff, 1989).

OH
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Las posibles reaccionesde sustitución electrófila en el anillo A de las

proantocianidinassonnumerosas,perolasinvestigacionesenestalíneasehanorientado,

principalmente,haciaaquellasquehansuscitadointerésdesdelos trespuntosde vista

siguientes:utilidad en la industriaquímica(condensacióncon aldehídos),utilidad en la

elucidaciónde la estructuraquímicade los taninos(halogenación,alquilación,y otras)

y, por último, por tratarsede reaccionesque tienen lugar en la naturaleza,ya sea

implicandoa taninoso a susprecursores(C- y 0-glicosilación)(McGraw, 1989).

Así entrelas reaccionesmasimportantesaconsiderarestán:

Haloilenación.Estetipo dereacciónesutilizadaen el estudiode la reactividadde

los sistemasaromáticosy, concretamenteen el casode los taninoscondensados,parala

determinaciónde los puntos de unión o enlacesentre las unidadesflavánicas. Por

ejemplo,Hundt y Roux (1978)utilizaron la bromacióndegradativaparadeterminarel

lugardeuniónen los4-flavanil-flavan-3,4-dioles.Los díinerostienenunaunidadsuperior

resorcinólica y una inferior floroglucinólica y el bromo entra en el aniflo A

fioroglucinólico en el lugar de unión de la unidad inferior produciéndoseel

desplazamientode dicha unidad.

Reaccióncon aldehídos:formaldehído.La importanciadeestetipo dereacciones

radicaenquelos taninospuedenserutilizadoscomosustitutosdel fenol en la obtención

de las resinas adhesivasfenol-formaldehído.Así, en la síntesisde estasresinas, el

formaldehídou otros aldehídos,son adicionadosal tanino, en medio ácido o básico,

produciéndoseentrecruzamiento,víagruposmetileno,entrelos anillosA de lasunidades

fiavánicas,tal y comoocurreen la obtenciónde las clásicasresinasfenol- o resorcinol-

fornialdehído.

Existe una considerablediferenciade reactividadentre los anillos A de tipo

resorcinólicoy los de tipo fioroglucinólico, siendomuchomayorla de estosúltimos. La
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extremadareactividadde los taninosde tipo fioroglucinólico limita, en granmedida,su

utilización como sustitutos del fenol en los sistemasde adhesivos,resultandomás

adecuadoslos taninos de tipo resorcinol (Hillis y Urbach, 1959; Roux et aL, 1975;

Hemingwayy McGraw, 1978; Porter, 1989b).

Lasdificultadesasociadasa la utilización del formaldehído,especialmenteconlos

taninosde tipo floroglucinol, hanllevado a la Investigaciónde las posibilidadesde una

amplia variedad de aldehídosen cuanto a su capacidadde entrecruzamiento.El

furfuraldehido, por ejemplo, reaccionacon bastantelentitud con los taninos de tipo

fioroglucinol (Pizzi e: al., 1980; Pizzi, 1992).

Alquilación. Entreestetipo de reaccionescabedestacarlas de condensacióncon

metilolfenolesy flavanilos.

- Metilolfenoles:estoscompuestoshanmerecidoespecialatenciónenla fabricación

de adhesivoscomoagentesdeentrecruzamientode taninoscondensados,tantode

tipo resorcinólicocomodetipo floroglucinólico (Pizzi, 1983 y 1992).Es deseñalar

quelas condensacionesde los metilolfenolesen los sistemasde floroglucinol son

significativamentemaslentasquela condensaciónconformaldehído.

- Flavanilos:la alquilaciónde flavanolescongruposflavanilohasidoutilizadapara

la síntesisde flavanolesoligoméricosy tambiénen la elucidaciónde la estructura

de los taninos condensados(Botha e: aL, 1981, 1982; Viviers et al., 1983). La

reacciónde alquilaciónsuponela generaciónde los gruposelectrófilosflavanil-4-

carbocation,apartir de fiavan-3,4-diol,bajocondicionesdeacidezy temperatura

ambiente.Estos gruposelectrófilosalquilan a los nucleófilosflavan-3-olde tipo

floroglucinólico o resorcinólico.

La reacción de alquilación presenta una alta selectividad de posición y
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OH

estereoselectividad,de formaquesefavorecenunasposicionese isómerosdeterminados,

segúnel tipo deanillo A de quese trate.En la figura 11.10, semuestracomoejemplola

síntesis,por condensaciónenmedioetanolácido,de un oligómerodemelacacidina,que

es un flavan-3,4-diol que contieneun anillo A de pirogalol (Foo, 1985).El ataquedel

flavan-4-carbocatiónala posición C-6 delanillo A conduceala formacióndelpolímero.

OH
HOce. MCI“OH £tOH

OH HO

<—>—Iklococldlna

n=4¿ 5

FIGURA 11.10 CondensacIón de melacacidina, catalizada por ácido. n=4 6 5

Reacciónde sustitución.Unade las reaccionesde sustitucióna considerares la

referenteal intercambiodehidrógenopor deuterioen el anillo A. Estaviene catalizada

por unabasee implica tautomeríacetoenólica,llevándoseacaboconfacilidadtanto en

anillosA detipo resorcinol,comofioroglucinol (Furlongy Nudlemann,1983;Kiehlmann

et al., 1988).

Acoplamientooxidativo.El acoplamientooxidativoatravésdelosanillosA de (+)-
catequinay (+)-mesquitol,en presenciade K3[Fe(CN)6] ha posibilitado la síntesisde

biflavanoleso trifiavanoles(fig. 11.11) (Young et al., 1987), compuestosqueya habían

sidoaisladospreviamentedefuentesnaturales(JacobsetaL, 1983).Resultapuesevidente

la preferenciadelacoplamientodelC-5 del (+)-mesquitolconel C-8 de la (+)-catequina,

lo cual seatribuyea la facilidad de generaciónde radicalesen el C-5 del anillo A del

(+)-mesquitol,con el consiguienteaumentode nucleofihia, a la vez que en la (+)-
catequinaquedareducidoel impedimentoestéricodel C-8 respectodel C-6.
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FIGURA 11.11 Acoplamiento oxidativo de <+>-mesquitol y <+)-catequina. R=H, R=mesquitila.

Otras reaccionesqueintervienenen la formaciónde productosnaturalescomunes.Se

puedeesperarla existenciadeunaampliavariedaddeproductosnaturalesderivadosde

proantocianidinaso de fiavan-3-oles,ya quelos anillos A integrantesde susmoléculas

pueden sufrir con facilidad sustituciones por grupos electrófilos y, por ello,

condensacionesen los carbonoso en losoxígenosfenólicosdelanillo A encuestión.Así,

sonfrecuentes,por un lado, los derivadosmetiladosen los hidroxilosdelanillo A, y, por

otro, los 0-glicósidosderivadosde fiavanolesy deproantocianidinas,a suvez diversos,

dependiendode la partehidrocarbonaday del lugardeunión entreéstay la proantocia-

nidina, Entre los azúcaresmascomunespresentesen estosglicósidosestánglucosa,

xilosa, arabinosay apiosa(Nonakaa al., 1983a;Kashiwadael al., 1986).Seha postulado

queel mecanismodecondensaciónpodríaconsistiren el ataquenucleófilodel hidroxilo

fenólico al carbonohemiacetálicodel azúcar.

HansidoidentificadostambiénderivadosC-glicosiladosenel anilloA decatequina

y epicatequina(Kashiwadaet al., 1986).

OH
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2.3.2.2Reaccionesdel anillo B de las proantocianidinas.

En las proantocianidinasexistentrestipos de anillo B, segúnque el patrón de

hidroxilaciónseatipo fenol, catecolo pirogalol (fig. 11.9). Laspropiedadesquímicasde

lasproantocianidinasdebidasal anillo B sonlas propiasdefenoles,y, por lo general,la

reactividady tambiénla complejidadde las reaccionesseincrementacon el númerode

gruposhidroxilo. Si comparamosfenol, catecoly pirogalol, se da, en esteorden, un

aumentodelcarácterácido,dela reactividadcongruposelectrófilosenlas reaccionesde

adición y sustitución,y del poder reductor.

Lascaracterísticasquímicasdelos taninoscondensadosdebidasal anilloB hansido

estudiadas,por lo general,tomandocomo referenciafiavanolesmonoméricosmodelo,

talescomocatequina,y asíseconsiderancomoprincipaleslassiguientes(Laks,1989a):

Oxidación.Laoxidaciónesun aspectomuy importantede la químicade todoslos

fenoles,incluidos los poliflavonoides.En lasplantas,las rutasbiosintéticasde muchos

metabolitoscomplejos implican etapasde acoplamientooxidativo, lo cual explica la

importanciade estasreacciones.

Los productosquese formanpor oxidación de fenolesvariandependiendode la

naturalezay de los sustituyentesdel anillo aromáticoB y del tipo de agenteoxidante

utilizado. En general,fenolescon las posicionesorto y para libres reaccionancon el

oxidante (un e~) para dar radicales aroxilo, que se estabilizanpor resonancia.La

oxidaciónpuedeposteriormentecontinuar,dandolugar, bien al acoplamiento C-C, o

bien a la formaciónde enlaceséter (fig. 11.12).Catecoly pirogalolpuedenseroxidados

de la misma maneraque el fenol, pero, además,por pérdida de dos e~ pueden

transformarseen la ortoquinonacorrespondientey por acoplamientooxidativo C-C o

O formar productoscomplejos,comosemuestraen la fig. 11.13 ~ Y 41)•
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La mayoríade los fenolespuedenoxidarsetambiéndandoproductospoliméricos,

particularmenteen presenciade óxidosmetálicos,y algunasde las reaccionesocurren

tambiénsi setratade flavonoides.

Ha sido descritala inducciónde la oxidacióndepoliflavonoidesporla luz (Duran

a al., 1985). En la cortezade Pinusradiata los polifenolesde elevadopesomolecular

resultaronrápidamenteoxidadospor fotólisis enpresenciadeoxígeno.Los productosde

la oxidaciónpresentaronun alto contenidode02 y degruposcarboxilicos,estosúltimos

formados,posiblemente,por ataquedel oxígenoa losanillos aromáticosdel flavonoide.

Bajo condiciones oxidantes, el anillo B de la catequinapuede formar una

ortoquinona, la cual puede reaccionarcon nucleófilos como floroglucinol dando

productosde adición (acoplamientooxidativo), comosemencionóanteriormentepara

fenolessimples.Sin embargo,en ausenciadel nucleófilo adicional,el anillo A de una

segundamoléculadecatequinapuedereaccionarconel anillo B de la ortoquinonadando

lugar a polímerosdistintos (fig. 11.14) (Aihn y Gstimer, 1970; Weingeset al, 1971).

Formacióndecomplejosconmetales.La formaciónde quelatospor complejación

de flavonolescon ionesmetálicosha sido utilizadaen la determinaciónde una amplia

variedad de metales, así como también, en la determinaciónde la estructuray

concentraciónde flavonoides(Sekhonet al, 1983; Slabbert,1992).

En el casodelasproantocianidinassehandescritocomplejacionesconAl (III>, Fe

(III) y Cu (II) (Kennedyy Powell, 1985a, b; Slabbert,1992). Particularmenteen las

poliméricas, la formación de precipitadose haceevidente a partir de un tamaño

moleculardeterminado(aproximadamente15 unidades).

A pesarde lasgrandeslagunasquehay en la químicabásicade las interacciones

metal-proantocianidinas,sehaninvestigadoy llegadoapatentarnumerosasaplicaciones
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de los taninos,basadasen laspropiedadesde quelaciónde dichoscompuestos.Así, se

han desarrolladoprotectoresde maderabasadosen quelatosde cobre con taninos

sulfonadosextraídosdepino, o deotrosvariosmetalescontaninosdequebrachoy acacia

(Laksel al., 1988).

Randalíel aL (1974)hanestudiadolas posibilidadesdeutilización de cortezasde

especiesarbóreascon alto contenidoen taninos,conobjetodeeliminarmetalespesados

de aguasresidualesindustriales. Este autor contemplala regeneracióndel tanino,

mediantetratamientocon ácido, basándoseen el hechode que la estabilidadde los

complejosde metalescon 3,4-diolesseincrementacon la alcalinidad.

Otras reaccionesdel anillo B. Una reacción que puede darsetanto con los

flavonoidescomoconlasproantocianidinas,conanillosB detipo catecol,esla formación

de cetales(42) (fig. 11.15),compuestosa los quesehanatribuidoimportantespropiedades

antibacterianasy fungicidas.

Porotraparte,el anillo B delasproantocianidinasejerceunaimportanteinfluencia

sobrela reactividaddelcarbono2 del anillodepirano.En medioalcalinoel anillo puede

abrirsemedianteunaadición inversadeMichael,paradar un intermedioquinónico (43,

“)(fig. 11.15) (Kennedyel aL, 1984). Esteintermediopuedereaccionarconunaamplia

variedadde nucleófilos,talescomo ácido sulfhídrico,resorcinol,floroglucinol y tioles,

produciendoaductoscuyaestructurabásicaesla 45 (fig. 11.15) (Mayer y Merger, 1959;

Laks y Hemingway,1987).

2.3.2.3.Reaccionesen el enlaceinterfiavánicodeproantocianidinas.

Una de las característicasmasimportantesa teneren cuentaen el análisis de

estructurasde lasproantocianidinaspoliméricasy, tambiénen la síntesisdederivadosde

taninosde interésindustrial,esla extraordinarialabilidad de los enlacesintertiavánicos
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de las proantocianidinascon anillos A de tipo fioroglucinol, respectode la labilidadde

los de tipo resorcinol(Heminway, 1989b).

Rupturacatalizadapor ácido

:

Formaciónde antocianidinas.Se consideraqueuna de las reaccionespropiasde

los taninoscondensadosmásimportanteesla formaciónde antocianidinas,mediante

rupturadel enlaceinterfiavánico,llevadaacaboen medioalcohólicoy enpresenciade

oxígeno(Swainy Hillis, 1959; Ribereau-Gayon,1972;Porterel al., 1986) (fig. 11.16).Los

tanInoscondensadoscon anillo A detipo floroglucinol son particularmentesusceptibles

a dicha hidrólisis.

La conversión de taninos condensadosen antocianidinas,aunqueno es una

reacción cuantitativa,se ha consideradocomo uno de los métodosde análisis más

convenientes,y esampliamenteutilizadaenla estimacióndeproantocianidinasentejidos

vegetales(Porterel aL, 1986).Estosautorespropusieronla utilizaciónde sulfato férrico

amónicocomocatalizador,lograndoaumentarasíel rendimientoen antocianidinasy la

reproducibiidaddel ensayo.

Tiólisis. Son tambiénimportanteslas reaccionesde los taninoscondensadoscon

ácidosdébiles,en presenciadediversosnucleófilos,entreellos los tioles, comométodo

de análisisde taninoscondensados.En estecasosemantienela estereoquímicade los

carbonosC-2 y C-3 de la unidadbásicadelpolímero(fig.II.17), produciéndosefiavan-4-

y proantocianidín-4-tioéteresoligoméricos(Betts el al., 1967; Searsy Casebier,1968;

Kolodziej, 1990; Rigaudel aL, 1991).

La debilidaddelos enlacesinterflavánicosde lasproantocianidinasdependedesu

estructura,lo queesdesumaimportanciaparala interpretaciónde los resultados.Por

ejemplo,polímerosconunidadesflavánicasdeconfiguraciónaxial (enlaces413—.’8), sufren
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tiólisis másrápidamenteque los que presentanunidadesflavánicasde configuración

ecuatorial(enlaces4a—.’8).

Aplicacionesprácticasde la ruptura del enlace interfiavánico. El futuro más

prometedoren el aprovechamientode los taninoscondensadosde tipo floroglucinólico,

estribaen el manejode la labilidad específicade susenlacesInterfiavánicos.

La mayoríadelasprocianidinasy prodelfinidinasencontradasen los extractosde

productosnaturaleshanpodido sersintetizadas.Paraello se han utilizadolas mismas

condicionesdela reacciónde tiólisis explicadasanteriormente,conla diferenciade que,

en estecaso,el nucleófilo esun flavan-3-ol. Un ejemploprácticode interésesel de la

síntesisdediastereoisómerosdeprocianidinas,obtenidosapartirde taninosdepalmera,

medianterupturaáciday enpresenciadeepicatequinay ent-epicatequina(Foay Porter,

1983).

Se ha estudiadotambiénla posibilidad de sintetizaraductosprocianidin-(4$—”4)-

resorcinol,mediantereaccióndetaninos,extraídosdecortezadepino, conácido acético

y resorcinol. Aunque el resorcinol no es tan buen nucleófilo como el anillo A

floroglucinólicode los taninos,seproducenlos aductosepicatequín-(4$—..4)-resorcinol

y procianidín-(4fi-.4)-resorcinol,debidoaqueestoscompuestossoncomparativamente

másestablesquelasprocianidinaspoliméricasconenlacesinterfiavánicos.Dichosaductos

puedenser,en muchoscasos,directamenteutilizadoscomosustitutosdel resorcinolen

los adhesivosparael encoladoen frío de laminadosdemadera(Kreibichy Heminngway,

1985).

La síntesisde derivadosde taninos,como4-alquilsulfuro, puedentenertambién

interéspor su actividadcomobiocidas(Laks, 1987).

Hidro2enolisis.La ruptura reductivadel enlace interfiavánicoo hidrogenolisis,

so
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realizada sobre paladio o con borohidruro en medio alcalino, ofrece importantes

posibilidadesen la producción de flavan-3-olesy proantocianidinasde bajo peso

molecular,a partir de procianidinaspoliméricas.Al mismotiempo transformael grupo

aldehídode los carbohidratosen un alcohol evitando,deestemodo, la interferenciade

estos componentesen la adherenciade los adhesivostanino-base(Foo, 1982). Es

conocidoqueunode losprincipalesproblemasenel usodetaninosdeconíferasenestos

adhesivoses el alto contenido de carbohidratoscoextraidos, los cuales interfieren

seriamenteen la capacidadadhesivade estospreparados.

Sulfonación. Las proantocianidinasoligoméricas (por ejemplo, 5,7-dihidroxi-)

reaccionanconión sulfito produciéndosela rupturadelenlaceinterfiavánico,formando

flavan-4-o proantocianidín-4-sulfonatos(Fooe: aL, 1983).Sin embargo,enel casodela

(+)-catequinala sulfonaciónseproducepor aperturadel anillo piraniloy formacióndel

grupoácidosulfónico en el carbonoa delanillo B (Sears,1972),siendoestareacciónel

ejemploclásico de los errores que se puedencometeral generalizarlas reacciones

propiasde los flavan-3-ol a los taninoscondensadosoligoméricos.

El hechode quela sulfonaciónde las 5,7-dihidroxiproantocianidinasconlleve la

mpturadel enlaceinterfiavánico,y no la formación de sulfonatospoliméricos,tiene

implicacionesimportantesparala utilización de estaclasede taninos.La sulfonación

puedeser aplicadaparareducirel pesomolecularde los taninosy obtenerproductosde

condensaciónconaldehídos,de aplicacióncomoadhesivosdemadera(aldehído-tanino-

base).

Runturadelos taninoscondensadosporcatálisisbásica.Losenlacesinterfiavánicos

de las proantocianidinascon anillos A de tipo floroglucinol son tambiénaltamente

susceptiblesa la ruptura en medio alcalino. En presenciade un nucleófilo como el

toluen-a-tiol, se producela rápida ruptura del enlace interfiavánico acompañada,

generalmente,de la rupturadel anillo piranilo con la subsiguienteisomerizacióny
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formacióndenuevosanillospiranilo, representadospor el ácidocatequinico(Laks,1987;

Kiatragrajaiet al., 1982).Ya quela mayoríade lasformulacionesparaadhesivostanino-

basesuponenla solubilizaciónen un mediode pH alto, estasreaccionesde rupturason

particularmenteimportantes.El aspectomásimportantede estasreaccionesquetienen

lugaren el desarrollode adhesivos,esla facilidadde rupturadelenlaceinterfiavánico,

y posteriorrecondensaciónque puedensuponerredistribucionesy cambiosde pesos

molecularesy enel casode lasprocianidinasy prodelfinidinas,pérdidasde funcionalidad

del anillo floroglucInólico por la nuevadisposición.En el casode profisetinidinasy

prorrobinetinidinas,la isomerizaciónde los anillos podría inducir un incrementode

reactividadcon los aldehídos(Lakset aL, 1987).

2.4 Complejaciónde los taninos.

La singularidaddelos taninosvegetalesrespectodeotrosmetabolitossecundarios

radicano sóloensunaturalezafenólica, sinotambiénen la ampliavariedaddetamaños

molecularesque presentan.Ambas característicasdeterminan en gran medida la

capacidadque tienenlos taninosen cuestiónparacomplejarsefuertementecon otros

metabolitos de la planta, como proteínas (Haslam, 1989; Hagerman, 1989) y

carbohidratos(Haslam, 1989, Ya et al., 1989). Otros compuestos,entre ellos los

alcaloides,puedenunirse tambiéna dichos taninos,pero los efectosfisiológicos más

importantesen el vegetal atribuidos a los taninostienen que ver sobre todo con su

capacidadde interacciónconlas proteínas.

Está claro pues, que el estudio de las propiedadesde complejación de los

polifenolesy, en particular,el relativo a la especificidadde la interacciónconproteínas

y carbohidratos,deberáaportarinformaciónesencialacercadel confusopapelde estas

sustanciasen el metabolismode las plantassuperiores.
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Talesestudiossontambiéndegransignificaciónen muydiversosaspectosfueradel

ámbito de la fisiología vegetal,comoen el establecimientode la importanciaecológica

de los taninos y de su utilidad práctica. Por ejemplo, se reconoceque los taninos

vegetalesjuegan un papel decisivo en la formación del humus y, en general,en el

desarrollodel perfil de los suelosy, por otra parte, la astringencia,propiedadde los

productosde plantasquecontienenpolifenolesinfluye notablementeen la aceptacióny

el valor nutricional de alimentosy bebidas.Tambiéndependede las propiedadesde

astringencia,la capacidaddecurtido de pielesde animales,característicapropia de los

extractosvegetalesquecontienentaninos(Haslam,1989; Hagerman,1989).

2.4.1. Interaccióncon protemas.

La formacióndecomplejostanino-proteínaesla formamáscomúnde interacción

entreestosdostipos de compuestos.Ello implica la apariciónde enlacesde hidrógeno

entrelos gruposcarbonflicospeptídicosde la proteínay losgruposhidroxilo fenólicosdel

tanino, sin la intervenciónde enlacesiónicos o covalentes(Gustavson,1954; Loomisy

Battaile,1966;Hagermany Butíer,1981).Estainteraccióndebidaaenlacesde hidrógeno

viene reforzadapor las interaccioneshidrofóbicasentreregionesno polaresde ciertos

aminoácidosde las proteínas,comola fenilalanina,y las regionesno polaresaromáticas

del tanino(Oh et al, 1980; Mc Manuset al., 1985).

La interaccióntanino-proteínase caracterizapor su especificidad,determinada

tanto por la proteína(Hagermany Butíer, 1981) comopor el tanino (Asquithy Butíer,

1986).

Estainteracciónespecíficadependeenprimertérminodela naturalezaquímicade

amboscomponentes,resultandoser determinantesno solo las estructurasquimicas

primarias(presenciadegruposreactivos)sinotambiénotrascaracterísticasmoleculares,

como el tamañoy estructurasecundariao tridimensional,las cualespuedenresultar
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factoresdecisivosen la formaciónde los complejoscon la proteína.

Los taninosy las proteínasson multivalentesen cuantoque presentanen sus

moléculasvariosposibleslugaressusceptiblesde formaciónde enlacesdehidrógenoo

de interaccioneshidrofóbicas. En lo que a las proteínasse refiere, éstas difieren

considerablementeensuafinidadpor un determinadotaninoy, precisamente,el tamaño

relativo y/o la estructuraabiertay flexible de algunasproteínaspodrían explicar la

considerablemayor afinidadquepresentanpor el tanino.

Por otra parte, en la formación del complejo tanino-proteínaresultantambién

decisivas las condicionesde la reacción como pH, temperatura,composición del

disolventey tiempo de reacción.Por ejemplo,la precipitaciónde proteínaspor taninos

esdependientedel pH, existiendoun pH óptimo, quecoincideaproximadamenteconel

puntoisoeléctrico,PI, de dicha proteína(Hagermany Butíer, 1978).Estadependencia

apoya la hipótesisde la implicaciónde enlacesde hidrógenoen la interaccióntanino-

proteína;asícomotambiénestáde acuerdocon el hechode que la composicióndel

disolvente puede ser un factor determinanteen la formación del complejo tanino-

proteína.Estos complejosno puedenser disociadospor tratamientoscon tampones

acuosos,pero sí por detergentes,inhibidoresde enlacesde hidrógeno,o disolventes

hidrófobos (Hagermany Butler, 1980b; Martin y Martin, 1984). Además,cuandola

proporción tanino/proteínay el pH son óptimos, los complejosque se formanson de

elevadopesomoleculare insolublesensoluciónacuosa(Calderoneta!., 1968; Hagerman

y Butíer, 1978y 1980a).

En cuanto a la influencia de la composición en aminoácidosde la proteína

destacaremosquelas ricasen prolina,talescomoel colágenoy las prolaminas,son las

quepresentanmayorafinidadporlos taninos,yaquela prolinatieneun nitrógenoamino

secundarioy asíel oxígenoadyacenteesun buenaceptordel enlacede hidrógeno.El

colágenoy susderivados,talescomogelatina,sondeimportanciaobviaen el fenómeno
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decurtidode pielesy lasprolaminas,enla fabricacióndecerveza.Estasúltimasproteínas

sonsolublesenalcoholy estánpresentesen el granode ciertoscerealesincluyendosorgo

y cebada,los cualesa su vez contienentaninosque, bajo ciertascondiciones,seunena

las proteínasricas en prolina (Asano et al., 1982). Un tercergrupo de proteínasde

reconocidointerés,son las proteínasde la saliva, también ricas en prolina. Su alta

afinidad por los taninoscondiciona el consumo,por parte de los mamíferos,de las

plantasquelos contienen(Mehanshoet al., 1987).

Como se ha mencionado,la estructuradel tanino puedeinfluir tambiénen la

interaccióntanino-proteína.Una de las característicasde las que cabría esperaruna

mayorinfluenciaesla formatridimensionaldedichotanino(McManuseta!.,1981,1985).

Sinembargo,enalgunasocasiones,sehanatribuidoafinidadesdeproteínassimilarespor

ambos grupos de taninos, hidrolizables y condensados,a pesar de sus diferentes

estructurastridimensionales(Martin y Martin, 1983; Hagermany Klucher, 1986).Tanto

las moléculas de taninos condensadoscomo hidrolizables llevan grupos orto-

dihidroxifenólicoscon altaafinidadpor lasproteínas,perola estructuramoleculardelos

elagitaninosesplanay redondeada,conlosgruposfenólicossituadosen la parteexterior,

mientrasquela de los taninoscondensadospresentadisposiciónen cadenashelicoidales.

El tamañomoleculardel taninosí es, sin embargo,un factor determinantede la

interaccióncon la proteínay así, por ejemplo, los oligómerosde flavanolesdeben

conteneral menostres subunidadespara ser efectivoscomoagentescurtientes(Roux,

1972).

En general,los estudiosrealizadossobre la interaccióntanino-proteínase han

llevadoacaboconcompuestospurificadosy hanproporcionadoimportanteinformación

sobre la naturalezade las interaccionesy los factoresquelas afectan.Sin embargo,en

muchoscasos,estosestudiosno son del todo satisfactoriosy los resultadosno pueden

extrapolarseaotrascondiciones.En el medionatural,debeconsiderarsela posibilidad
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de efectossinérgicosy antagónicosque se produciríanal estarpresentesmezclasde

compuestosfenólicosenmezclasdeproteínas.Así, por ejemplo,la velocidadde reacción

en las interaccionestanino-proteínase ha visto influida considerablementepor la

heterogeneidaddel preparadotánico (Hagermany Robbins,1987). Por otra parte,las

condicionesdereacciónutilizadasenel laboratoriopuedequeno hayansido,enmuchas

ocasiones,las adecuadasparaunacompletay global reproducciónde las interacciones

tanino-proteína,producidasensistemasnaturaleso industriales.Así, duranteel proceso

de fabricacióndebebidasalcohólicas,la polimerizaciónoxidativadefenoleshacequeel

tipo de compuestosfenólicospresenteestéen constantevariación(Asanoet aL, 1984).

También en aquellossistemasbiológicos en los que el tanino actúa reduciendola

digestibilidad,la Interacciónrealde éstoscon las proteínasesmuy variableya quea lo

largo de su tránsitopor el tractogastrointestinallos taninosestánsometidosa amplia

variaciónde factorestalescomopH y presenciade sustanciasdetergentesentreotros

determinantesde la interaccióntanino-proteína(Martin et aL, 1985).

2.5 Biosíntesis.

Las plantasvascularesterrestressintetizan, ademásde polímeros estructurales

mayoritarios como celulosa y lignina, una amplia gama de otros productos del

metabolismosecundario:lignanos,ácidosfenólicos,taninos,alcaloides,terpenoidesetc.,

cuya función en el vegetalparala mayoríade ellos esaúndesconocida.

Seconsideraque, entérminosgenerales,losproductosdelmetabolismosecundario

de lasplantastienenpapelesimportantesen sucrecimientoy desarrollo,asícomoensus

mecanismosde respuestaa condicionesambientalesdesfavorables.En particular, los

taninos,aunqueconsideradosinicialmentecomomerosproductosdedesecho,hoy endía

soncontemplados,principalmente,comopartedel mecanismodedefensageneralde los

vegetales.
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Elagitaninosy proantocianidinasson compuestosque presentansemejanzaen

muchasde suspropiedadesbiológicas,quizáenrazóndequeambostienenencomúnel

ser capacesde precipitarproteínas,pero esobvio que susrutasbiosintéticasno tienen

por qué ser coincidentesy, de hecho, son muy diferentes.Así, el precursorde los

elagitaninos,el ácido gálico, pareceser biosIntetizadodirectamentea partir del ácido

siquímico,y sin embargo,las proantocianidinassonproductosde las rutasbiosintéticas

generales:fenilpropanoidesy malonil Cok Porsu implicaciónenel metabolismogeneral

de los fenilpropanoides,se consideraa dichas proantocianidinascomo uno de los

metabolitosmayoritariosmáscostososparala célulavegetal, junto con la lignina y las

proteínas,ya que a su formación se destinauna parte significativa de la energía

fotosintética.Por otra parte, la ruta de los fenilpropanoides,a la vez que lleva a la

formaciónde lasproantocianidinas,juegaun papelimportanteenprocesosmetabólicos

generales:así, la actividad de dicha rutacontribuyeal mantenimientode los nivelesde

nitrógeno inorgánico disponible, bajo condicioneslimitantes de nitrógenoo de alta

relación CIN. En la figura 11.18 seilustran las relacionesmetabólicasde los taninos

condensadosy elagitaninosconotros biopolímerosmayoritariosde los vegetales(Lewis

y Yamamoto,1989).

2.5.1 Rutabiosintéticade los ácidossiquimico y corísmico.

Labiosíntesisdelos ácidossiquimicoy corísmico(fig. 11.19)tienelugarapartirde

los metabolitosprecursoresfosfoenol-piruvato(PEP) y D-eritrosa-4-fosfato(E-4-P),

productosde la glicólisis y del ciclo de las pentosas-fosfato,respectivamente.Estos

intermediariosmetabólicosseunenparadarel primerproductopropio de estaruta, el

ácido3-desoxi-D-arabinoheptulosónico-7-fosfato(DAHP), enunareaccióncatalizadapor

DAHP sintetasa(DS). El DAHP setransformaen3-deshidrosiquimato(3-DHS) ya 3~

deshidroquimato (3-DHO). En las siguientes transformaciones se producen,

sucesivamente,ácidosiquímico(SA), siquimil-3-fosfato(53-P),5-enolpiruvilsiquimato-3-

fosfato (5-EPSP),y ácido corísmico(CA) (Dewick, 1985; Ganem,1978; floss, 1986).
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Relación metabálica entre proantocianidinas y taninos hidrolizables, y otros
biopolimeros <Lewis y Vamamoto, 1989>.

Todasestasreaccionesocurrenaparentementeen el compartimentoplastídicode

plantassuperiores,pero tambiénel citosol puedecontenerlos enzimasresponsables,

aunqueen nivelesinferiores.

2.5.2 Rutadel ácido p-cumáricovía fenilalaninay tirosina.

La formacióndel ácido cumáricosuponeel puntodepartidade la rutageneralde

los fenilpropanoidescomoseilustra en la figura 11.20.

La rutade síntesisdel ácidocumáricoseconocesóloenparte.Así, sesabequeel

ácidocorísmicosufreunareordenación3,3’ sigmatrópicacatalizadaporcorismatomutasa,

paradar ácido prefénico(Ganem,1978; Dewick, 1985; Floss, 1986; Singhy Connelly,

CO

[u’¡Dcs]

mevttco

pcdflsnprenokdes

FIGURA 11.18
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FIGURA 11.19 Ruta biosintética de los ácidos siquimico y corismico (Lewis y Vamamoto, 1989).

1985). Perosobre el mecanismode las siguientestransformaciones,que danlugar a la

fenilalaninay tirosína,existeaúnunaciertaconfusión.Engeneral,hasidomáso menos

aceptadoqueenlasplantasel ácidoprefénicosetransformaenfenilalaninay tirosinaya

transaminacióndefenilpiruvatoy4-hidroxifenilpiruvato,respectivamente,aunque,muchas

plantasherbáceasutilizan otravía, a travésde arogenato.El ácidocumáricoseproduce

finalmente,por desaminaciónde los anterioresaminoácidos,bien seadirectamente,o

bienvíaácido cinámico(Lewis y Yamamoto,1989)y, encualquiercaso,el nitrógenode

dicha desaminaciónpuedeser reutilizadoen otros procesosdel metabolismoprimario.
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FIGURA ¡3.20 Ruta biosintética del ácido p-cumárico a partir del ácido corismico (Lewis y Vamamoto,
1989).

2.5.3 Biosíntesisde los galotaninos.

La ruta biogénicaque conducea la síntesisdel ácido gálico es, en parte, aún

desconocida,habiendosido propuestaslas tres rutasdiferentesque seresumenen la

figura 11.21 (Haslam,1989;Lewis y Yamamoto,1989).Lasrutasay b suponenla síntesis

del ácidogálicoapartir de fenilalanina.En el primercaso(vía a) sepostulaunaruptura,

por ¡3-oxidación, de la cadenalateraldel aminoácidodandoun supuestointermedio,

ácido3,4,5-trihidroxicinámico,queno hasido encontradonuncacomoproductonatural

en los vegetales(Zenk, 1964).De la ruta alternativab, propuestapor EI-Basyoanietal.

(1964), es importantedestacarque la serie de transformacionesque incluye: ácido

cinámico—*ácidocaféico-.ácidoprotocatéquico—*ácidogálico, no han sido puestasen

evidenciaen unamismaespecievegetal.
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FIGURA 11.21 Rutas biosintéticas propuestas para el ácido gálico <Lewis y Vamamoto, 1989).

Anteriormente, Conn y Swain (1961) habíansugeridoque el ácido gálico se

formabadirectamentea partirdel ácidosiquímicovía ácidodeshidrosiquímico(ruta c).

Lasposterioresinvestigacionesde Dewick y Haslam(1969),Saijo (1983) y Amrhein et

al. (1984), apoyantambiénla ideade la biosíntesisdel ácido gálico a partir del ácido

siquimicoy no de la fenilalaninacomoseacabadeexponer.

Las etapasposterioresa la formación del ácido gálico en la biosíntesisde los

galotaninosseesquematizanen la figura 11.22. Se ha establecidoqueel ácido gálico es

activadopor transesterificación,en la queintervieneUDP-D-glucosa,y no derivadosde

CoA,paraproducir/3-O-glucogalina
00>(Haddocketal.,1982a,b,c;Haslam,1982).Laj3-O-

glucogalinasirve comodonadory aceptorde electronesen lasetapassiguientesde la
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síntesis de 13-glucopentagalina(Gross, 1983; Schmidt et al., 1987). Los enzimas

responsablesdc la catálisisson diferentesparacadaetapade la biosíntesis.

La informaciónsobrela formacióndeenlacesmneta-depsídicosen la biosíntesisde

los galotaninosesescasay pococoncluyente.Pareceser queen estecasola activación

del ácido gálico puedeocurrirvía el ésterde CoA correspondiente(Gross,1989).
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FIGURA ¡¡.22 Ruta biosintética de f3-glucopentagalina. ¡3G =fl-O-glucogalina (Lewis y Yamamoto,1 989).

2.5.4 Biosíntesisde elagitaninosy estructurasrelacionadas.

Sedesconocen,por el momento,losmecanismosimplicadosenel acoplamientodel

grupogaloilo paraformar el ácido hexahidroxidifénico,intermedioen la formaciónde

unaampliagamadeelagitaninos.Sehasugeridoquedichabiosíntesissehacevía ruptura

del anillo aromáticoseguidade procesosde oxidacióny/o reducción(Hillis, 1985). La

+

-GIc

.r

-Gb
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enzimologíade estosprocesosy la secuenciade intermediostambiénson desconocidos

en la actualidad.

En la figura 11.23 se ilustran algunos de los metabolitosmáscomunescon D-

glucosacomopoliol (Porter, 1989a).
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FIGURA 11.23 Relación estructural y biosintética entre galotaninos y elagitaninos.G=galoilo, G-
G = <S)-hexahidroxidifenoilo,4=/3-1 ,2,3,4,6-pentagaJoil-D-glucosa,5=2,3,4,6-tetragaloil-
D-glucosa, 6 =eugeniina, 7=casuarictina, 8=tellimagrand¡na 1, 9=peduncu¡agina,
1O=casuar¡ina, 11 =castalagina <Porter, 1989a).

2.5.5 Biosíntesisde taninoscondensados.

La unidadbásicade lasproantocianidinasy de los tlavan-3-olrelacionadosconsiste

en unamoléculaflavanoideaC6-q-C6 queessintetizadamedianteunarutabiosintética

doblequepartede malonil-CoAy 4-cumaroil-CoA(fig. 11.24).Losgruposhidroxilo del

anillo A procedende las unidades acetatodel malonil-CoA, mientras que los

correspondientesa los anillosB y Cprocedendehidroxilacionesespecíficas.Dosformas

dimeros, trimoros, etc.
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estereoquímicassoncomúnmenteencontradas,el isómero2,3-trans (2R,3S)y el isómero

2,3-cts (2R, 3R), debidasa la estereoquímicadel C-3. Aunque se han detectado

compuestosdeconfiguración2S,la presentediscusiónsobrela biosíntesisselimitarápara

las formas 2R que son las máscomunes.Además,se pondrá másénfasisen la ruta

biosintéticamásusualy conocida,la referentea la biosíntesisde proantocianidinascon

anillo A 5,7-dihidroxi y con unionesintertlavánicas4-8.

Por lo querespectaa las unidadesde flavan-3-ol, éstasson sintetizadassegúnlas

siguientesetapas(fig. 11.24):a) condensaciónde tresunidades~2 procedentesdemalonil-

CoA con unaunidadde 4-cumaroil-CoA(C6-~) para formar la moléculaflavanoidea

base C6-~-C6, seguida de una isomerizaciónque cierra el anillo C y estabiliza la

esteroquimicadel anillo B en el C-2; b) hidroxilación de las posiciones3 y 3’, y en

algunos casos de la 5’; c) reducción de la 3-hidroxifiavanona al 3,4-diol

(leucoantocianidina),seguidade unabifurcaciónde la rutametabólica;d) algunasde las

unidades3,4-diol son reducidasa flavan-3-ol, mientras, e) otras se transformanen

unidadesde “extensión”; finalizándosecon 1) condensaciónen el C-4 de una o más

unidadesde“extensión”,conel C-8 deunacadenapreexistenteo un flavan-3-ol iniciador

deunanuevacadena(Grisebach,1985; Hellery Forkmann,1988; Stafford, 1989y 1993).

Se conoceen la actualidadla enzimología,iii vitro, de la biosíntesisde los 2,3-

transflavan-3-olesy de lasproantocianidinasoligoméricas2,3-trans exceptoparala etapa

de condensaciónfinal queconducea la formaciónde los oligómeros.

La rutadebiosíntesishasta3,4-dioles(leucoantocianidinas)sesolapacon la de las

antocianidinas,y se ha postuladoque la regulación de las rutas de fiavan-3-ol y

proantocianidinascorreacargode la primeraetapa:la síntesisde la unidadC6-q-C6por

la accióndecalconasintetasa.Los responsablesde la regulaciónparecensercomplejos

multienzimáticosasociadoscon las vesículasdel retículo endoplásmico(Hrazdinay

Wagner,1985; Ryderet aL, 1987).
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Lasetapasexclusivasparala rutabiosintéticade flavan-3-olesy proantocianidinas,

mostradasen la figura11.24, sonlascorrespondientesa la formacióndeflavan-3-olespor

la acciónde reductasasdependientesde NADPH (Staffordy Lester,1985) y lasetapas

postuladasde condensaciónpara formar los oligómeros (Roux y Ferreira, 1985;
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Hemingwayy Laks, 1985).Seasumequeel desconocidoenzimacondensante,quecataliza

la última etapa de la biosíntesis de los oligómeros con su correspondiente

estereoisomería,contienelugaresde reuniónparalasdosformasde flavan-3-ol, unidad

Inicial y terminal de la cadena,y parael carbocatiónquinónicoIntermedio,derivadode

los 3,4-dioles.

2.6 Significación biológica de los taninos.

La importancia biológica de los taninosse extiende,al menos,en dos amplios

aspectos:a) el correspondientea su funcióncomometabolitosespecializadosdelvegetal,

y b) aquellosrelativosa los efectosrealesy potencialesqueproducela plantaquelos

contiene,segúnéstavayaaseringeridapor los animaleso, unavez recogida,procesada

de algunamaneraparasu utilización comoalimentoo comomaterial renovable,entre

otros usos.

Al contrariode lo consideradohastaahora,los taninossonmuchomásquemeros

productosdedesechodelvegetal,ya quesetratade componentesactivosde lasplantas,

tanto encondicionesfisiológicasnormalescomoen lasdesfavorablesparasudesarrollo.

Concretamente,se piensaque los taninoscondensadose hidrolizables podríanjugar

papelesimportantesen la regulacióndelcrecimiento,y en la adaptacióny defensade las

plantasfrente a condicioneso agentestalescomo estrésmedioambiental,lesiones,

enfermedadesy ataquesde depredadores.

La significaciónrelativade los taninosen las citadasfuncionesviene sugeridapor

su localización en el vegetal,ya que se presentan,por un lado, en zonasde activo

crecimientoy, por otro, en lasenvueltasexternasdelvegetal(Chalker-Scotty Krahmer,

1989).La mayoríade los taninosseencuentranen la paredcelular, pero tambiéncon

frecuenciasehallanalmacenadosenvacuolas,desdedonde,antecondicionesadversas
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ocasionadastantopor agentesabióticoscomobióticos,seproducesu liberación, seguida

de la disociaciónenzimáticade susenlaceséster.Este procesopuedecoincidir conla

modificación rápida de ciertos componentescelulares tales como enzimasy otras

proteínas.

2.6.1 Funcionesde los tanInosen las plantas.

2.6.1.1Regulacióndel crecimiento.

Comoyasehaadelantado,hoy endíala ideamásaceptadasobrela funciónde los

taninosen el vegetalesla de su implicación en la regulacióndel crecimientovegetal.

En primerlugar,hayqueconsiderarla razónde la presenciadeestoscompuestos

en lassemillas.Los compuestosfenólicosinhibidoresdelcrecimiento,localizadosensus

capasmásexternaspodríanservirparaprevenirla germinaciónprematurade lassemillas

o la germinación en condiciones desfavorablespara el desarrollo del embrión.

Concretamente,en la inhibición de la germinaciónparecenestarimplicadosdistintos

procesosde producciónenzimáticadesuberinaimpermeable,de taninoscondensadosy

de ligninas,entreotroscompuestos(Espeliee: al., 1980;Aastrupet al, 1984; Egleye: al.,

1985; Aparicio-Tejo et aL, 1986). Esto no sólo lograría impermeabilizaral aguala

cubiertade la semilla,si no tambiénrestringirel intercambiodegasesa su través,y así

conseguirla proteccióndel embrión frente al estrésambientaly tambiénfrente a los

agentesde enfermedad.

Por otraparte,la presenciade compuestosfenólicosenciertostejidosvegetativos

y reproductoresde los vegetalessugiere que puedentener un papel activo en su

crecimientoy desarrollo.Dependiendode la reactividadpotencialcon ciertasproteínas

y enzimas,los compuestosfenólicos de las plantasse clasifican en “inhibidores” o

“estimuladoresdel crecimiento”. Los estimuladores, derivados de o-dihidroxi- y
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trihidroxifenoles,comoel ácidocaféico,queposeengruposhidroxilo altamentereactivos,

puedeninactivarel enzimaácido indolacéticooxidasa(IAA oxidasa),inhibiendoasíla

descarboxilaciónde la fitohormona.Por el contrario,los monohidroxifenoles,comoel

ácidop-cumárico,y los ácidoscinámicosno hidroxilados,que carecen,por tanto, de

grupos hidroxilo contiguos,no inhiben la actividad IAA-oxidasa y son considerados

inhibidoresdel crecimiento(BeckmanetaL, 1974).

Los estudiosrealizadossobre yemasy otras partesvegetativasde las plantas

corroboran,engeneral,la ideade la participaciónactivade loscompuestosfenólicosen

el crecimiento,perohaycontroversiaencuantoa si suacciónespropiamentereguladora.

Aunquealgunosdeestossupuestosreguladoresendógenosfenólicosseencuentranfuera

de la vacuola,en compartimentosdondepodríanactuarsobrelas rutasmetabólicas,se

cuestionasi la concentraciónde estos compuestosin vivo llega a ser suficientemente

elevadacomoparafuncionarde unamanerareguladora.No obstante,antela enorme

cantidad de experienciasal respecto,pareceposible que estoscompuestosfenólicos

actúen como estimuladoreso inhibidores no hormonalesdel crecimiento (Kefeli y

Dashek,1984).

2.6.1.2Inhibición de depredadores,parásitosy competidores

En lasplantassehandescritomecanismosde antidepredacióntanto activoscomo

pasivos.Seentiendepormecanismoactivoal procesode defensaquesedesencadenaen

respuestaal ataquedel depredador.Un ejemploesel de la resistenciade la plantade

lechugaa los áfidosde raíz,queesatribuido al incrementode la síntesisdecompuestos

fenólicos,puestode manifiestoen las plantasatacadaspor el depredador(Cole, 1984).

Por el contrario, se tratará de un mecanismode defensapasivo cuandolos factores

responsablesde la antidepredaciónseencuentranya presentesenel vegetal,enel lugar

de acción, con anterioridadal ataquedel depredador:como tal podríaconsiderarseel

frecuentealmacenamientode taninosquese observaenvacuolas(Hendxy, 1986).
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La antidepredaciónseha podido correlacionar,a menudo,con el alto contenido

‘en compuestosfenólicos presentadopor algunas especiesvegetalespotencialmente

susceptiblesde pasto;lo quepodríaactuar,entreotrascosas,comoelementodisuasorio

paralos herbívoros.Además,debidoaqueestoscompuestosfenólicostienenposibilidad

de reaccionarfácilmentecon proteínasy enzimasde la saliva del animal, los taninos

podríanformarpartedel mecanismoquímico generalde defensade las plantascontra

la depredacióny así, tambiénserfactor determinantede la coevoluciónplanta-animal

(Beartet al,, 1985; Clauseny Reichardt,1992).Así, hasido referidoqueun relativamente

alto contenidoen taninos condensadosreduce la palatabilidadde hojas de Barteria

(Watermanet al., 1984),Machaerium(Yokoyamay Hackey,1987)y Quercus(Scalberty

Haslam,1987).

A pesarde la cantidadde datosde quesedisponepor el momento,sedesconoce

realmenteel mecanismoo mecanismospor los quelos taninoscondensadosreduceno

inhiben la depredación.Varias teoríasson contempladas,todasellas, basadasen la

disminución,bien de la ingestión,o bien de la asimilacióndel alimento por el animal

(Butíer, 1992).

Por otra parte, existe también interéssobre la relación entre los taninos y la

depredaciónde tejidosvegetalespor insectoso másconcretamentesobrela implicación

de los taninosen los mecanismosde resistenciaquímicade lasplantascontralos insectos

(Schultz,1989). Por el momento,estosaspectosno hansidosuficientementeestudiados

y faltan,sobretodo, los bioensayosdecisivosparapoderllegaraatribuir a un compuesto,

en estecasoa los taninos,las propiedadesinsecticidaso atrayentesquesegúnlos casos

seles asignan.Se aceptaquelos flavonoidesde muchasplantas,debidoa sucoloración,

jueganun papelesencialcomoatrayentesparalos insectospolinizadoresy así seríanun

factorprimordial en la evolucióninsectos-plantas.

Pero, por otra parte,a pesarde que las antocianidinasparecenpresentarefectos
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beneficiososen losmamíferos,sesugierela ideadequeestoscompuestospodríanformar

partedel mecanismode defensade las plantasfrente a los insectos.

En cuanto a las propiedadesinsecticidasde los taninos, los pocos ejemplos

descritosse refieren a flavonoidesy por otra parteadolecenpor lo generalde una

demostracióninequívocadesu toxicidad eninsectos.Sin embargo,estostaninos,porsu

saboramargo,seríanun factorde antidepredaciónfrentea los insectos,al igual queen

el casode los herbívoros

2.6.1.3Resistenciaa enfermedades.

Aunquese desconoce,por el momento,casi todo acercade los mecanismosde

resistenciade lasplantasa lasenfermedades,esun hechoconstatadola granlongevidad

relativaalcanzadaporlas especiesarbóreas,la cual parecedebersea la alta resistencia

a muy diversosagentespatógenos,en lo queparecenestarimplicadosmecanismosde

defensa tanto activos como pasivos. La idea más generalizadaes la de que los

mecanismosactivosde defensasedansólo en laspanesvivas del árbol, enrespuestaa

ciertos tipos de estímuloscomo son las lesioneso ataquespor hongos.En esteúltimo

caso,en las llamadas“zonasde reaccióntseproducencompuestostóxicosdenominados

fitoalexinas, y, como consecuenciafinal de esta respuestaactiva, tiene lugar la

compartimentaciónde la zonainfectadacon la creaciónde barrerasfísicasy/o químicas

queevitanla extensióndel hongo (Kemp y Burden, 1986; Laks, 1988).

Barrerassimilaresde resistenciaa diversasenfermedadeshan sido descritasen

respuestaalesionesoinfeccionesproducidasporotrospatógenos.En numerosasespecies

arbóreascomo haya(Ostrofrkye: al., 1984),Prunus(Feuchte: al., 1986; Biggs, 1986) y

pino (Walkinshaw,1989),seha puestode manifiestocon frecuenciael incrementodel

contenidode compuestosfenólicos en las paredescelularescomorespuestaa la lesión

o infección,lo cual induce,enmuchoscasos,la inmunizacióncontrala enfermedad(Kuc,
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1982;Ostro~kye: al., 1984).

Porotrolado, sehandescritocasosde resistenciadeespeciesarbóreaso detejidos

específicosa enfermedadesdiversaspor mecanismospasivos. Pareceser que dicha

resistenciaserelacionacon un contenidoinherentemayorde compuestosfenólicos;por

ejemplo, las raíces de especiesresistentesa la podredumbrecomo pacana,kaki y

maracuyá,tienenun contenidomayorde dichoscompuestosque especiessusceptibles,

talescomomanzano,almendroy melocotonero(Sztejnberge: al., 1983);y envariedades

de tomates(Bhathiaet al., 1972), rosales(Conti a al, 1986) y algodoneros(Mace y

Howell, 1974; Mace e: al., 1978), resistentesa diversasenfermedades,se encontraron

mayoresconcentracionesdetaninosy de susprecursoresqueenvariedadessusceptibles.

Más concretamente,las basesbioquímicasde la resistenciapodríanconsistir, a

veces,en la activaciónde enzimasresponsablesde la síntesisde compuestosfenólicos,

ya queseha observadoqueciertasactividadesenzimáticasson,amenudo,superioresen

los hospedadoresresistentesqueen los sensibles(Friend, 1981).Pareceserqueenzimas

comola fenilalaninaamonio-liasa(PAL), polifenoloxidasa(PPO),difenil oxidasa(DPO)

y peroxidasastienenque ver con la resistenciaa ciertasenfermedades(Venere,1980;

Friend, 1981; Belí, 1981), y precisamentetalesactividadesenzimáticasestánimplicadas

en la formación de compuestosfenólicos, tales como taninos o, más en general,

flavonoides oxidados. Estos compuestospodrían llegar a formar parte de tejidos

impermeabilizantesdelvegetal,y por otra parte,por su carácterastringente(inhibición

enzimática),presentarpropiedadesantimicrobianas(Macey Belí, 1978; Macey Howell,

1974; Howell e: al., 1976; Scalbert,1991).

2.6.1.4Respuestaa estrés.

Existe una considerablevariación cualitativa y cuantitativaen los compuestos

fenólicos de las plantassometidasa diversos tipos de estrés.A parte del efectoya
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comentado,producidopor el ataquede agentesbióticos, podemosconsiderarque el

contenidode compuestosfenólicos puedevenir determinadopor muchosy diversos

factoresambientales.

En general,cualquiertipo delesiónmecánicapuedeconduciral incrementode la

síntesisde estos compuestosy/o a su acumulaciónespecíficaen las paredescelulares

(Biddington, 1985; Feuchtet al., 1986).

Tambiénseha observadoqueel estrésnutricional tiene un importanteefectoen

los nivelesde compuestosfenólicosen los tejidosvegetales.Deficienciasen nitrógeno,

fosfatos, potasio y otros elementosproducen su acumulaciónademásde provocar

procesosde lignificación y suberinización(Gershenzon,1983; Dicosmoy Towers, 1983;

Tiarkset al., 1989).

Porúltimo, entrelos agentescausantesdela acumulacióndecompuestosfenólicos

hay queincluir: toxicidad de elementosmetálicoscomocadmio (Fuhrer, 1982),shock

térmico (Stermery Hammerschmidt,1984), estréshídrico (Pizzi y Cameron,1986) y

excesode radiaciónUY (Caldwell e: al.., 1983).Debidoa suspropiedadesantioxidantes

y a su capacidadde captaciónde radicaleslibres, los polifenolesy los oligómeros

relacionadospodríanser los metabolitosde respuestageneralizadaen los vegetalesa

diversostipos de estrés,produciendoun efecto protectorpor estabilizaciónde las

membranascitoplasmáticas.

2.7 Aplicacionesen la IndustriaQuímicay Farmacéutica.

La abundanciay la amplitud de distribuciónde los taninosen los vegetalesha

motivadoel continuointerésacercade su posible utilización en la industriaquímicay

farmacéutica;sin embargo,por otro lado, la variedadde polifiavanolesy elagitaninos
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presentesen las plantas,y su frecuenteasociacióncon otrosconstituyentescelularesasí

comolas dificultadesexistentesparasu aislamientoy purificación, son inconvenientes

parasu aprovechamiento.El futurode la aplicacióndeestoscompuestosen la industria

químicadepende,engran medida,de comolleguena resolverseestaslimitaciones.

Las fuentesprincipalesde taninosson la cortezay maderade los árbolesy las

cáscarasde frutos. Lamayoríadelos taninosutilizadosenla industriasonlos obtenidos

de la cortezay de la maderade acaciay de quebracho,procedentesde Suráfricay

Suramérica.Sin embargo,esprecisoconsiderarquela cortezao madera,tantodeotras

especiesarbóreascomode otraslocalizaciones,y disponiblesen gran cantidad,podrían

llegar a sertambiénútiles comofuentespotencialesde taninos.

Unade lasaplicacionesprincipalesde los taninoshasidoenla industriadelcurtido

de pieles parala obtenciónde cuero, en la que los taninosprocedentesde acaciay

quebrachoson consideradosde muy buenacalidad,ya quepenetranrápidamenteen la

piel y dotande un color luminoso al productofinal. Aunquela tecnologíadelcurtidode

pielestieneunalargahistoria,el conocimientosobrelosmecanismosdeinteracciónentre

taninosy proteínaanimal esrecientey por ahoralimitado. Se sabeque la estructura

químicadel flavanol, la capacidadde penetracióndel taninoy la capacidadde fijación

en la piel animalsonlos factoresmásimportantes,quecondicionanla calidaddel cuero

obtenido(Bliss, 1989; Pauckner,1992; Krisper e: al., 1992).

Otra importanteutilidad de los taninos,enparticularde los taninoscondensados,

está en la industria de obtención de adhesivos,especialmentepara madera de

conglomerado.Hansido descritasunaamplia variedadde formulacionesde adhesivos

derivadosde taninos condensados,en las que estassustanciasson frecuentemente

utilizadascomocoaductosjuntoconotros polímerossintéticos,paraconseguiradhesivos

efectivos(Pizzi, 1983, 1992 y 1993).
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La aplicaciónmásprometedorade los taninosdeconíferasestáen la obtenciónde

adhesivospara laminadosde encoladoen Mo, donde los taninos son utilizados en

sustitucióndel fenol o resorcinol,en un sistemaresorcinol-formaldehído(Kreibich y

Hemingway,1989; Kreibich, 1989;Tisler, 1992).Otras formulaciones,comolos sistemas

tanino-isocianato,son de interés al no emitir o emitir muy poca cantidad de

formaldehído,satisfaciendoasí las rigurosasexigenciasparamaterialescompuestosde

madera,en cuantoa la emisión de formaldehídoserefiere (Dix y Marutzky, 1989).

Debido a las propiedadesantimicrobianasde los taninos (Laks, 1987; Scalbert,

1991),estoscompuestossoncontempladosenla investigaciónactualdeáreastandiversas

como, por ejemplo, la conservaciónde alimentos y la protección de la madera,

habiéndoseobtenido,especialmenteen estaúltima faceta,buenosresultados(Laks,

1989b;Tisler, 1992). Numerososestudioshandemostradoquelas formulacionesbasadas

en complejospolifiavanoles-cobreson eficacesprotectoresde madera.Su utilización

presentanumerosasventajasdebidoal reducidoimpactoambientaldurantela fabricación

y aplicación,y tambiénantela mayorseguridadquepresentanparael personaldedicado

al tratamientodemaderas,frentea otrostratamientosmásconvencionales,derivadosde

la petroquímica(Laks, 1989b).

Además,a los taninosselesha atribuidoimportantespropiedadesde insecticidas

y biocidasengeneral.La toxicidadparalos escarabajosde los taninoscondensadosde

las cubiertasde lassemillasde legumbreshasidodemostradaen el casode Viola faba,

cuyos taninosinhibieron el desarrollode Callosobruchusmaculatus(Boughdadet al.,

1986).El crecimientode laslarvasde Heliothisvirescensresultófuertementeinhibido por

cianidín-3-glucósido(Hedine: al., 1993).

Otrasmuchasactividadesbiológicasde los taninoslos hacenpotencialmenteútiles

en la industriafarmacéutica:actividadantiviral, actividadantitumoral,inhibición de la

pero,ddaciónde lípidos, disminución de capacidadmutagénicao disminución del
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contenidode ureaen sangre,entreotras actividades(Miyamotoe: al.., 1987; Okudae:

aL, 1989).

En general, los taninos hidrolizables o elagitaninos han resultado ser los

responsablesde las múltiples actividadesbiológicas atribuidasa un buen númerode

plantasmedicinales.ElagitaninostalescomooenoteínaB, rugosinaE, rugosinaD, gemina

A y coriariinaA hanmostradoimportantespropiedadesantitumorales,y parecequeesta

propiedaddependede quelos elagitaninosen cuestiónposeanunaestructuradimérica,

convariosgruposgaloilo unidosal anillo de glucosa(Miyamotoe: al.., 1987; Okudae:

al., 1989b).

2.8 Análisis de- los taninos.

Sehan desarrolladomuy numerososy diferentesensayospara dar respuestaa la

necesidadde estimarel contenido de taninosen productosnaturalesdestinadosa la

industria,o bien por simple interéscientífico.

Los métodosde valoración de taninosdifieren considerablemente,tanto en la

reacciónquímicaen quesebasancomoen el gradode especificidad.A pesarde ello,

comoesusual,no sedisponedemétodosmásomenosuniversales,válidosparacualquier

tipo demuestra.Así, en unagran partede los casos,sehacedificultosa la seleccióndel

ensayomás apropiado(Okudae: al., 1989a;Hagermany Butter, 1989; Waite, 1991;

Scalbert,1992).

Ante la posibilidaddeelecciónparael análisisde taninosentreun métodoquímico

o un métododeprecipitaciónde proteínas,el principiogeneralaconsiderares, quelos

primerosson particularmenteútiles parasuvaloracióncuantitativao el esclarecimiento

desusestructurasquímicas;mientrasque los métodosbasadosen la complejacióncon
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proteínasinforman,sobre todo, acercade la actividadbiológicapotencialdel taninoen

unamuestradada.

2.8.1 Análisis cuantitativo.

2.8.1.1Métodosquímicos.

Ensayode fenolestotales.Los taninossoncompuestosricos engruposfenólicos,

de tal forma que los métodosútiles para la determinaciónde fenoles puedenser

utilizadostambiénsatisfactoriamenteenel análisisde taninos.Losmétodosmáscomunes

parala determinaciónde fenolestotalesson el métodode Folin (Folin y Denis, 1915;

Singletony Rossi,1965)y el delAzul dePrusia(Pricey Butíer,1977),basadosambosen

las propiedadesredoxde los fenoles.Hay que teneren cuentaque estosmétodosno

diferencianentrefenolestánicosy no tánicos;o incluso entrecompuestosfenólicosy

otrosno fenólicosfácilmenteoxidables,comoel ácido ascórbico.

El método de Folin se basaen la oxidación de los fenoles,en medio básico,

mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de complejos de los ácidos

fosfowolfrámicoy fosfomolíbdico),produciéndose,porreduccióndel reactivo,unamezcla

decomplejosdewolframio y molibdenoquepresentaunacoloraciónazulcaracterística.

En el caso del método del Azul de Prusia, se produce,en primer lugar, una

reduccióndel ión férrico aión ferrosoa la vez quela oxidacióndel fenol, seguidasde la

formacióndel complejoiónico ferricianuroferroso(Azul de Prusia).

En la determinaciónde taninos,la formaciónde complejosfenol-metalcoloreados

tambiéntiene utilidad. En panicular,la diferentecoloraciónde los complejosformados

por el ión férrico en medio neutro, con los taninoshidrolizablesy con los tanInos

condensadosha sido considerada,en algunos casos,como criterio o característica
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diferencial importanteen la distinción de ambasclasesde taninos(Mole y Waterman,

1987a),aunqueno siemprehayasido posibledichadistinción (Grovey Pople,1979).

Métodosespecíficosde taninoscondensados

.

Método del butanol-ácido.Se trata de un método específico de análisis de

proantocianidinas,siemprey cuandoseoptimicen las condicionesde reacción(Swainy

Hillis, 1959; Bate-Smith,1973a;Portere: al., 1986).El métodosebasaen la valoración,

medianteespectrofotometríaUy-VIS, de las antocianidinasprocedentesde la ruptura

oxidativade losenlacesinterfiavánicosdelasproantocianidinaspoliméricas,reacciónque

esllevadaa cabopor calentamientoen mediobutanol-ácido(fig. 11.16).

Los fiavanolesmonoméricosno son detectadosen las citadas condiciones de

reacciónapropiadasparapolímeros.Sin embargo,modificandodichascondiciones,por

ejemplo,conlasupresióndelcalentamiento,lasleucoantocianidinaspuedenservaloradas

por estemismométodo(Wattersony Butíer, 1983).

La principal limitación del métododel butanol-ácidoes que el rendimientoes

generalmentebajo, aunquepuedeser mejoradodependiendode la estructurade las

proantocianidinasy de las condicionesde reacción (Portere: al., 1986).

Método de la vainillina, Es un método selectivo, sensibley sencillo para la

valoraciónde flavanolesy proantocianidinas(Sakary Howarth, 1976).Así pues,puede

serútil enla determinacióndetaninoscondensadosenpresenciadetaninoshidrolizables

u otros fenoles(Maflar y Becker, 1993; Pilce e: al., 1978; Broadhursty Jones,1978).

El método consisteen la valoración por espectrofotometríaUY-VIS de los

productosdeadición,cromóforos,resultantesde la reaccióndelos aldehídosaromáticos,

talescomola vainillina, con lasproantocianidinas.
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Métodosespecíficosdetaninoshidrolizables

.

Método de la Rodanina(Inoue y Hagerman,1988). El método se basaen la

reacciónde la rodanina(2-tio-4-cetotiazolidina)conlos gruposhidroxilo adyacentesdel

ácidogálico, paradarun cromóforo,conmáximode absorcióna 518nm. La reacciónes

específicade ácidogálicolibre y no seda ni con susésteres,ni conel ácidoelágico,por

lo que, enel casodel análisisde los galotaninos,sehacenecesariaunahidrólisisprevia

llevadaa caboen medioácido.

Método del ácido nitroso paraelagitaninos(Bate-Smith,1972). Este métodoes

ampliamente utilizado, a pesar de sus inconvenientes. Los ésteres del ácido

hexahidroxidifénicoo elagitaninosreaccionancon el ácido nitroso paradar complejos

coloreadosque, bajocondicionesespecialescomoatmósferade nitrógeno,puedenserlo

suficientementeestablescomoparaserutilizadosen la valoraciónde elagitaninos.

Sin embargo,estemétodopresentalos inconvenientesde la interferenciadel ácido

gálicoen la valoracióndelos elagitaninos(Scalbertetal, 1989) ademásdelasdificultades

de manipulaciónen el laboratorio(Mole y Waterman,198%).

El métododesarrolladopor Wilsony Hagerman(1990)determinael ácidoelágico

liberadoporhidrólisisácidade loselagitaninos,mediantevaloraciónespectrofotométrica

de las nitrosil-oximaquinonasdel ácido elágico, derivadoscromóforosformadosbajo

condicionesespecialesdenitrosilación.

2.8.1.2Métodosbasadosen la complejacióncon protemas.

Aunque los taninosson capacesde unirse ademásde a las proteínasa otros

compuestosdiversos,comoalcaloides,hidratosdecarbonoe ionesmetálicos,la mayoría

de los análisis de taninos basadosen reaccionesde complejación, se refieren a la

78



In:roducción

formacióndeprecipitadosconproteínas(Moley Waterman,198%;Makkar,1989).Este

tipo de métodospresentanla ventaja,frente a los químicosclásicos,de proporcionar

informaciónadicionalsobrela actividadbiológica de los taninos;pero,sin embargo,hay

queteneren cuentaque, antela complejidadde la interaccióntanino-proteína,sehace

necesarioextremarlas precaucionesen la interpretaciónde los resultados,los cuales

ademásdebensercomparadossólo condatosobtenidosbajo lasmismascondicionesde

ensayo.

Los precipitadosde proteína-taninohidrolizable o proteína-taninocondensado,

pueden ser valorados,directamenteen el precipitado, mediantela formación de

complejoscoloreadoscon ión férrico (Hagermany Butler, 1978) o por el métododel

Azul dePrusia(Pricey Butler, 1977).Ambosmétodossonsencillosy recomendablesen

la mayor partede las situaciones.

- Enla determinacióndecomplejostanino-proteínainsolubles,el métododedifusión

radial estambiénsimpley adecuado(Hagerman,1987).Su fundamentoesel siguiente:

la soluciónconteniendolos taninossedepositaen los orificios practicadosenunamatriz

de agar,la cual contienela proteína.La difusión de los taninosa travésdelgelda lugar

a la complejacióncon la proteínay a la formacióndeun anillo visible deprecipitación,

siendoel áreade dicho anillo proporcionala la cantidadde taninoen la muestra.

Es precisoconsiderarquealgunoscomplejostanino-proteínapuedenpermanecer

en solución y, por ello, la actividadbiológica de los taninosen esoscasosno mostrará

correlacióncon los resultadosobtenidosen la valoraciónpor métodosde precipitación

de proteínas.En la actualidadseestándesarrollandonuevosmétodos,tanto para la

optimizaciónde la precipitaciónde los complejostanino-proteínacomoparacuantificar

los complejossolubles(Hagermany Butíer, 1989).
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2.8.2 Análisis cualitativo.Métodoscromatográficos.

Los taninos se suelen presentaren el vegetal como mezclas complejasde

polifenoles,cuyaseparacióny análisis por técnicascromatográficassuponeun especial

reto. A] tratarse de compuestosque presentanenlaces de hidrógeno intra e

intermolecularesseasocianfácilmenteconproteínas,hidratosdecarbonoy metales.La

fortaleza de tales asociacionespuede afectar considerablementela conformación

molecular y las propiedadesquímicas y, por consiguiente, su comportamiento

cromatográfico.Los métodosdeseparacióndebentambiéntenerencuentaéstasy otras

característicasreactivas, como susceptibilidad a la oxidación, labilidad térmica y

descomposicióno reactividaden medioácido o básico.En resumen,nos enfrentamosa

separacionesy análisiscomplicadosquerequierenamenudoun tratamientoespecífico.

La mayoría de los trabajoscon resultadossatisfactoriosse han realizadocon

taninosoligómerosde bajo pesomolecular.El reto futuroestá,pues,en la separacióny

análisisde oligómerosmásgrandes,y tambiénmáscomplejos,en los que, por ejemplo,

puedanponersede manifiestolas diferenciasentredistintasformasestereoquímicasde

lasunidadesmonoméricas,como las 3,4-ctsy 3,4-trans,o los distintostipos de enlaces

intertiavánicosdel oligómero(Karchesyet al., 1989; Okudaet al., 1989a,1990).

Los trabajosde Karchesye: al. (1989) y de Okudae: al. (1989a, 1990) presentan

ampliasdescripcionesy discusionessobrelas diferentestécnicascromatográficas.

Cromato2rafiaen columna. Ha sido la técnicamás común para el aislamiento

preparativode proantocianidinasoligoméricasy elagitaninos,utilizando comorelleno,

concretamente,SephadexLH-20 y comoeluyentes,etanolo etanol-agua(Nonakael al.,

1983b;Hsuet al., 1985; Kashiwadae: al., 1986; Morimotoet al., 1988).A medidaquese

ha ido poniendo en evidencia la complejidad de los taninos, los métodos de

fraccionamientoen columna han ido evolucionandohacia la utilización de otros
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materialesde relleno alternativosal SephadexLH-20, como gelesMCI (copolímeros

estireno-divinilbenceno,altamenteporosos)(MCI, 1984; Nonakaet al., 1983b; Foo y

Wong, 1986; Sun e: al., 1987), BondapakC1¿Porasil B (Morimoto e: al., 1986 a,b;

Morimotoe: al., 1988) y FractogelTSK (Sun e: al, 1987; Delcouret al., 1985).Por otra

parte,parallegar a obtenersustanciaspuras,a menudoserequierenfraccionamientos

sucesivosconalternanciadedistintostiposdegeles.Es precisoconsiderarquelos taninos

condensadosy los elagitaninostienenla mismasolubilidady las mismascaracterísticas

demovilidad en Sephadex,por lo queeluyenconjuntamente(Fooy Poner,1980).

Cromato2rafla en contra corriente (CCC). Esta técnica consiste en una

cromatografíaderepartoliquido-líquido,enausenciadefaseestacionariasólida.Frente

aotrastécnicasde cromatografíapresenta,enparticulara escalapreparativa,la ventaja

de la ausenciadesoportesólido, el cualesamenudoel causantedepérdidasdetaninos

de alto pesomolecular.Sin embargo,con estatécnicaexistenlimitacionesen cuantoa

la disponibilidadde mezclasde disolventesquecumplanlas condicionesadecuadasde

selectividadpara el reparto.Por ello, seha utilizado generalmenteparala separación

preliminarenfraccionesdel extractobrutodetaninos(Putmany Butíer, 1985; Zhanget

al., 1988).

Con objeto de aumentarla eficacia y disminuir el tiempo requerido para la

separaciónsehandesarrolladoalgunasvariantesdeestemétodocromatográfico.Así,por

ejemplo,la cromatografíade partición por centrifugaciónhasido útil, en particular,en

la separaciónpreparativade taninoshidrolizablesoligoméricos(Okuda el al., 1986;

Yoshidae: al., 1989).

CromatoRrafiaen papely en capafina. La cromatografíabidimensionalen papel

ha sido una valiosa herramientapara el análisis cualitativo de elagitaninos y

proantocianidinasde bajo pesomolecular(Rouxy Ewelyn, 1958; Roux, 1959; Haslam

1966;Thompsonetal., 1972; Malany Roux,1975),peroactualmenteesreemplazadapor
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la cromatografíaencapafina (CCF),bienseabidimensionalen celulosa(Hemingwayet

al., 1982; Foo, 1984; Foo y Wong, 1986; Sun et al., 1987; Mueller-Harveyet al., 1987;

Condee: al., 1992), o bien en gel de silice (Thompsone: al., 1972; Hemingwaye: al.,

1982; Viviers e: al., 1983; Delcouret aL, 1985; Young e: al., 1985, 1986; Condee: al.,

1992). Las ventajasprincipalesde la CCF frentea la cromatografíaen papelson: una

sensibilidadmayor,másflexibilidad en el empleodeeluyentesy la mayorrapidezensu

desarrollo.Sehademostradola eficaciade la CCFenla separacióndemezclascomplejas

de taninoscondensadosy elagitaninos,siemprey cuandoseande pesomolecularbajo,

mientrasquelos polifenolespoliméilcostiendenaquedarinmovilizadosen CCF.

Cromato2rafialíquida de alta resolución (CLAR>. Actualmenteesta técnica

cromatográficaesla quepresentamejoresperspectivas,tanto en el análisisde taninos

comoen su aislamientoy purificación. Por el momentolos sistemasmásusadosy que

tiendenageneralizarse,yaquehandadomejor resolución,constandecolumnasdefase

inversay de eluyentesacidificados,talescomometanol-aguay acetonitrilo-agua.

Las revisionesdeDaigley Conkerton(1983)y deKarchesyet al. (1989),juntocon

los trabajosrealizadospor Lea(1979,1980, 1982),Van deCasteelee:al. (1983),Mueller-

Harveyetal. (1987)y Putmany Butíer(1989),nosaportanunaampliainformaciónsobre

los tiposde columnasy métodosde elución utilizadosen la separaciónde flavonoides,

y enpanicularde proantocianidinas,por CLAR. Además,esprecisomencionartambién

los trabajosdeHatanoe: al. (1988a),Okudae: al. (1989a)y Scalberte: al. (1988,1990)

ya que ponende manifiestola utilidad en el análisis de tanInoshidrolizables,de los

mismossistemascromatográficosantesdescritos.

Laforma tradicionaldedetecciónde taninospor CLAR hasido conlos detectores

de UY-VIS: siendo las longitudes de onda de máxima absorciónpara elagitaninosy

proantocianidinas,255y 280nm, respectivamente.El recientedesarrollodelosdetectores

dediodos,los cualespermitenla obtencióndel espectroUY decadapico cromatográfico
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(Hatanoe:al., 1986;Putmany Butíer, 1989;Baile>’ etal., 1990),ha facilitadola distinción

entrelos diferentestipos de taninos,flavonoidesy otros compuestosfenólicos.

Por otra parte, la cromatografíalíquida de alta resolución presentatambién

importanteslimitaciones en el análisis de taninos,en especialde proantocianidinas

poliméricas,lascualestiendenen ocasionesa asociarsedeforma irreversibleconla fase

sólida,bloqueandoasí el flujo de eluyentea travésde la columna.

Por cromatografíalíquida de alta resolución (CIAR) en fase inversaha sido

obtenidauna excelenteresoluciónen la separaciónde monómerosy oligómerosde

proantocianidinas,pero hay que tener en cuenta que el orden de elución no se

correspondecon el gradode polimerización(Lea, 1980, 1982; Van de Casteeleet al.,

1983;Mueller-Harveye:al., 1987;Pérez-Ilzarbee:al., 1992),ya que,porel contrario,las

formaspoliméricaseluyen al final del cromatogramasin llegar a resolverse,dandoun

pico ancho (Putmany Butíer, 1989; Ricardo da Silva e: al., 1991). Sin embargo,por

CIAR en fase normal sí se ha conseguido la separaciónde proantocianidinas

oligoméricaseluyendoen razónde suspesosmoleculares,aunquedenuevoen estecaso

las poliméricassalen en la parte final del cromatogramacomo un pico ancho y no

resuelto(Rigaude: al., 1993).

Tambiénel análisisdeelagitaninospor CIAR presentalimitaciones.-Porejemplo,

aquellosquetienenun grupohidroxilo libre en carbonoanomérico,dan en CIAR en

fase inversa un doble pico correspondientea los anómerosa y ¡3. Otro tipo de

complicaciónsemuestraenel casode la cromatografíade taninoshidrolizablesconuno

o más gruposdehidrohexahidroxidifenoilo(DHHDP), ya que cuandoson inyectados

como solución alcohólicase eluyen dandopicos complejos,lo que posiblementesea

debidoa la formaciónde acetalesen medio alcohólico (Hatanoe: aL, 1988a; Okudae:

al., 1989a).
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Cromato2rafíade permeabilidadpor 2eles(CPG).Entre lasdiferentestécnicasde

cromatografíadeexclusión,la mássencillay porlo generalmásutilizadaparael análisis

de taninos es la cromatografíade permeabilidadpor geles (CPG) (Samejima y

Yoshimoto, 1979;Fooet al., 1982;Williams e: al., 1983a;Koupai-Abyazanie: al., 1993).

En su versión en “fase normal’, opera con eluyentes orgánicos y la separación

cromatográficadependeúnica y exclusivamentede la magnitud molecular de los

polímeros,sin la intervenciónde otros procesoscomo adsorción,partición o iónicos

(Garcíade Marinay del Castillo, 1988). Es, así un métodorápido,sencilloy adecuado

para el estudiode la distribución de pesosmolecularesde moléculaspoliméricas,en

general,y por ello muy valioso en el análisisde taninospoliméiicos.

2.8.3.Análisis estructural.

El estudio de la estructuraquímicade los taninosha sido considerablemente

facilitadopor el recientedesarrollode las técnicasespectroscópicas,particularmentela

espectrometríade masasy la espectroscopiade resonanciamagnéticanuclear.

Espectrometríade masas.Cualquierade las técnicasde espectrometríade masas

existentes:de impactoelectrónico(Mabry y Markham,1975; Mabry y Ulubelen,1980),

de ionizaciónquímica(Itokawa e: al., 1982; Bankovae: al., 1986; Mabry y LJlubelen,

1980) y de desorciónde campo(Schulteny Games,1974; Karchesyet al.,1976;Nonaka

e: al., 1983b)hansido ampliamenteempleadasen la elucidaciónde la estructurade los

taninos.Sin embargo,sólo sehanconseguidoresultadossatisfactorios,engeneral,en el

casode monómeroso dímeros,y no con oligómeros,debido a la escasavolatilidad y

estabilidadpresentadapor estosúltimos.

Los taninos oligoméricos puedenser analizadospor las técnicasde impacto

electrónicoo de ionización química, siemprey cuandopuedanser derivatizadosy así

incrementada su volatilidad y estabilidad. Desafortunadamente,los métodos de
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derivatizacióndeestoscompuestospresentanproblemas;yaque,dadoel elevadonúmero

de grupos hidroxilo y grupos fenólicos que contienen,su derivatización suponeun

importanteincrementodel pesomolecular,y sereduceasíconsiderablementeel límite

superior de tamaño molecular del compuesto que puede ser analizado en una

espectrometrodeterminado.Sin embargo,el problemaprincipalradicaenquelos taninos

detamañosuperioral correspondientea losdíinerosno danión molecularporla técnica

de impactoelectrónicoy danión molecularpoco intensomedianteionización química

(Mabiy y Ulubelen,1980; Barofrky, 1989). En estaúltima técnica,la fragmentaciónes

tambiénlo suficientementeescasacomo para dar información sobre la estructuradel

oligómero.

El métodode desorciónde campo,incluido enel grupode técnicasde ionización

por desorción,hasidola primeratécnicadeespectrometríademasasqueno requierela

derivatizaciónde los flavonoidesy da un espectrocon buen rendimientodel ión

molecular.Sin embargo,éstapresentala desventajade sudificultadprácticay aunquela

modernainstrumentaciónhafacilitado su uso,sóloha sidoutilizadaocasionalmenteen

el estudiode la estructurade los taninos(Biswasel al., 1978; Geigery Schwinger,1980;

Domon y Hostettman,1985).

El desarrollode la espectrometríade masasde ionización por bombardeocon

átomosrápidos(FAB-MS), haproporcionadounapoderosaherramientaparael estudio

de las estructurasde los biopolínieros(Williams e: al., 1983b, 1987; Cochram,1986;

Barofsky, 1989),ya queestatécnicano requieretampocoderivatizaciónquímicaprevia

al análisisespectraly presentala ventajasobrela de desorción-de campo,de unafácil

manipulacióny producciónde iones.

La FAB-MS perteneceal grupo de técnicasespectrométricasde ionización por

desorción,perosediferenciaendosaspectosfundamentales:1) comopartículasprimarias

seutilizan átomosneutrosy 2) el compuestoproblemase disuelveo suspendeen una
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matriz líquida. Es estaúltima característicala quele confiereunaimportanteutilidad

analítica(Williams e:aL, 1987; Fenseleauy Cotter,1987).Medianteestemétodosehan

estudiadolas estructurasquímicas de numerosasproantocianidinasy elagitaninos

oligoméricos(Yoshidae: al., 1983; Karchesyel al., 1986; Selfe: al. 1986; Okudael al.,

1989a;Isobeel aL, 1989; Karchesyy Foo, 1989).

Parael análisisdemezclasdecompuestospolifenólicos,los métodosidealesserían

los cromatográficosacopladosa los espectrométricos,en particularel acoplamiento

CLAR/EM. El objetivo del acoplamientoCLAR/EM no essolamentedisponerde un

detectoruniversalparala cromatografíalíquida, sino tambiénque sirva paraobtener

informaciónestructuralde los compuestosanalizados.Por otra parte,a pesarde que

existen una amplia variedad de interfasesde acoplamientode ambas técnicas, el

problemadel acoplamientoen sí no estáaún resueltosatisfactoriamente.Hasta el

momento,parecequelas interfasesde transporteson lasmásútiles y permitendiversas

formas de ionización: impacto electrónico, ionización química o ionización por

bombardeocon átomosrápidos(MartínezVerges,1989).

Espectrometríade resonanciamagnéticanuclear.Tanto la RMN deprotóncomo

la de carbono-13,combinadascon técnicasde separacióny purificación, son el mejor

medio parael estudiodetaninosde estructurascomplejas.

Cadaunade las técnicasde RMN presentadistintasventajassegúnel problemaal

que sea aplicada. La mayor ventaja de la RMN de protón es que proporciona

informacióndirectade la estereoquímica,enparticularde lasconformacionesdelpoliol

de los taninoshidrolizables(Guptae: al., 1982; Haddockel al., 1982b; Okudae: al.,

1989a; Yoshida e: al., 1992a) y del anillo C de las unidadesflavan-3-ol de las

proantocianidinas(Porterel al., 1986a;Porter, 1989a;Kolodziej, 1992)y, además,sobre

los patronesdesustituciónen ambasclasesdetaninos.Su desventajaesla dificultad de

interpretaciónde los espectrosenel casodemoléculasgrandes(dímeros,trímeros,etc),
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debido a los efectosde solapamientoy ensanchamientode las señales.

La RMN de carbono-13,por el contrario, da información definitiva sobre las

estructurasde moléculasgrandesincluyendooligómerosy polímeros.Hastael momento

sehanconseguidoespectrosútiles deproantocianidinascon un númeroaproximadode

hasta20 unidades(Okudae: al., 1989a;Porter, 1989a).

Los recientesavancesexperimentadospor las técnicasde RMN, estánfacilitando

considerablementela elucidación de estructuras y conformaciones de taninos

excepcionalmentecomplejos.Nos referimos, por ejemplo, al análisis por RMN de

muestrasen estadosólido, a las técnicasde RMN acopladasa la cromatografía,a la

RMN microscópica,a lasnuevastécnicasdesupresióndedisolventes,a la utilización de

núcleosdiferentesal 13C paraestableceracoplamientosheteronucleares,etc.La RMN en

estadosólido ha resultadomuy ventajosaparael estudiode superficiesy puedeser un

métodocon excepcionalesaplicacionesen el estudiode taninoscomplejos(Ferreiray

Brandt, 1989; Newmany Porter, 1992).

2.9 Distribución de los taninosen el géneroEucalyptus.

Se puededecir que los taninos,en cualquierade sus formasquímicas,se hallan

ampliamentedistribuidosen el reino vegetal sobre todo en plantassuperioresy, en

particular,en lasdicotiledóneas.Lamayoríadelasespeciesmásimportantesproductoras

de taninospertenecena lasfamiliasLeguminosae(Acacia),Anacardiaceae(quebracho),

Combre:aceae(chuglan),Rhizophoraceae(mangle),Mynaceae(eucaliptos)y Polygonaceae

(acedera).Acacia, quebracho,mangley chuglanson originariasde climastropicaleso

subtropicales,aunqueotrasespeciesricasen taninostambiénsedanenzonastempladas

(Haslam,1989).
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En cuantoa la distribución en el vegetal,en general,cualquierade las partesde

la planta, corteza,madera,hojas, frutos, raíces, e incluso, semillas,puedeacumular

taninos.

Lapresenciageneralizadade taninosen lasdicotiledóneassecumplesolamenteen

lo queserefierea los taninoscondensados,ya queparecequelos taninoshidrolizables,

tantomonoméricoscomooligoméricos,serestringenalasChor¡petalae,no habiendosido

descritosen las Sympe:alae.La distribución de oligómeroses aún máslimitada. Por

ejemplo,dentrodela familia Rosaceaelos taninoshidrolizablesseencuentranpresentes

en las especiesherbáceasy arbustivas,perono en las leñosas(Okudaetal., 1992y 1993).

Sin embargo,en la familia Euphorbiacease dan tanto en especiesherbáceascomo

leñosas,e inclusoalgunasfamilias,formadasprincipalmenteporespeciesdeporteleñoso,

estánconsideradascomoimportantesproductorasde taninoshidrolizablesoligoméricos.

Como ejemplotenemosFagaceae,Be:ulaceae,Cornaceae,Combre:aceae,Tamaricaceae,

Nyssaceae,Hamamelidaceaey Theaceae(Okudaet al., 1993).

El género Eucalyptus comprende alrededor de 500 especies,variedadesy

subespeciesque crecenbajo un amplio rango de condicionesambientales.Entre ellas,

algunasestánconsideradascomoplantasde alto contenidoen taninos,en especialen

taninoshidrolizables(1-liflis, 1972; Haslam,1989).

Existenpocasreferenciassobrela composiciónpolifenólica de los eucaliptos;la

mayoríacorrespondenaestudiosglobalessobrecomposiciónquímicade la madera,en

losquesevaloran,porlo general,cenizas,extractostotales,lignina,celulosay pentosanos

(Bland, 1985; Pereira,1988);y sólo en algunascasosel contenidoen fenolestotales,

comoun índicede la riquezaencompuestospolifenólicos(Scalberte: al., 1989; Fechtal

y Riedí, 1991).

A continuación se resumela escasainformación de que se disponehastael
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momentosobre la composiciónde los taninosencontradosen el géneroEucalyptus.Se

ordenateniendoen cuentala localizaciónde losmismosen el árbol,ya queel objetivo

y naturalezade los estudiosrealizadosdifiere considerablementesegúnla utilización

potencialde la corteza,madera,hojasy frutos.

2.9.1 Madera.

La maderade Eucalypu-¿sspp. presentaunaimportantenquezaen extraibles;en

especiesde color pálido se han descritoen la maderade duramende bajadensidad

contenidosdel25% omásde compuestosextraibles.Estosextractosson ncosentaninos

hidrolizables,los cuales,juntocon los ácidosgálicoy elágico,seconsideranresponsables

demuchosde los problemasquesurgenen la fabricacióndepastadepapeldeEucalyptus

spp. (Hillis, 1972 y 1986).Hillis y suequipohanpuestodemanifiestola presenciade casi

unaveintena de elagitaninosen diferentesespeciesde Eucalyp:us.Estosautoreshan

analizadotantolos extractosmetanólicosy etanólicoscomolos “exudados”de la madera

mediantecromatografíabidimensionalen papel,y paraello hanpuestoa puntovarios

métodosde reveladoespecíficosde elagitaninos.El aislamientode los elagitaninosfue

realizado por cromatografíaen columna de Sephadexy la identificación mediante

hidrólisis y RMN de los hidrolizadosobtenidos.A partir demaderadel duramendeE.

delegatensislograronaislareidentificarlossiguienteselagitaninos:2,3-HHDP-glucosa(D-

1), 4,6-HHDP-glucosa(D-4), pedunculagina(D-2), 3,6-HHDP-glucosay corilagina; y

pusierondemanifiesto,además,la presenciadeotroselagitaninos(D-3, D-6,D-12,D-13)

de estructuradesconocida(Seikely Hillis, 1970).

LoselagitaninosencontradosposteriormenteenextractosmetanólicosdeE. regnans

y E. globulusresultaronsermuy similares:D-1,D-2 y D-6 enE. globulusy 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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compuestospolifenólicos, se detectaronvarios elagitaninosde estructuradesconocida.

Además,enestaespecie,fueronidentificadosderivadosmetiladosy glicosiladosdelácido

elágico (ácido 3,3’-di-O-metilelágico-4’-glucósidoy ácido 3,3’,4-tri-O-metilelágico-4’-

glucósido)(Hillis et al., 1974).

Yazakie:al. (1993),ensuanálisissobrela composiciónpolifenólicadelos extractos

en aguacalientede maderadeE. pilularis, revelanla presenciade D-1, D-4, D-6, D-13

y de otrostreselagitaninosdeestructuradesconocida,utilizando CIAR en faseinversa

y acetonitrilo-agua-ácidofosfórico como eluyente.

En lo queconciernea las proantocianidinas,esde destacaren primerlugar que,

mientraséstasestánpresentessólo enpequeñasproporcionesenespeciesde maderade

color pálido, en las decolor rojo puedenencontrarseen elevadasproporciones.

La presenciadeproantocianidinashasido puestade manifiestoenvariasespecies

de Eucalyptus: mediantetratamientocon calor en medio butanol¡HCI se produjo

cianidinaen los extractosdeE. fascinatay E. marginata (Robinsony Robinson,1993),y

delfinidina en los de E. sieberi (Hillis, 1956 y 1962). Más recientementeNisi y Panizzi

(1966)aislaronunaprocianidinadiméricademaderadeE. camaldulesis,quedacianidina

por tratamiento con ácido. En la misma especie se aisló otra proantocianidina

consideradaoctamérica,detectadatambién en E. globulus, que da delfinidina por el

mismo tratamientoácido (Nissi, 1969 y 1970).

En los “kinos” (exudadospolifenólicos)deE. sieberí (Hillis y Caríe,1964) y de E.

hemfphloa(Hillis y Caríe,1963) se hanencontradopolímerosde leucodelfinidinay de

catequina,respectivamente.
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2.9.2 Corteza.

La informaciónacercade la composiciónen taninosde la cortezadeEucalyptuses

reducidisima.El único trabajoencontradoesel de Yazakiy Hillis (1976),en el quese

estudiala composiciónde polifenoles en los extractosmetanólicosde cortezade E.

regnansy E. globulus.En ambasespeciessedetectaronlos elagitaninosD-1, D-2, D-6 y

D-13, derivadosmediadosy glicosiladosdelácido elágico(3-Me-AtEramnósidoy 3-Me-

AtE glucósido)y los propios ácidos elágico y gálico. Ademásasocianalguna de las

manchasobtenidasen la cromatografíaencapafina, con polímerosde catequina.En E.

regnansseidentificó tambiénel elagitaninoD-4.

Fechtaly Riedí (1991),estudiaronlosproductosde la hidrólisis ácidadeextractos

de taninosde cortezasde cuatroespeciesde Eucalyptus(E. astringens,E. cladncalyx,E.

occidentalisy E. sideroxylon),detectandoácidogálico y, ácido elágicoy catequinaentre

otros, ademásde los azúcaresglucosa,arabinosay ramnosa.

2.9.3 Hojas y frutos.

Se consideraque las hojas de Eucalyptuscontienenuna amplia variedadde

compuestosfenólicos,de acuerdocon los resultadosde las numerosasinvestigaciones

publicadassobre la composiciónen flavonoides. Sin embargo,no hay practicamente

trabajosque estudien,concretamente,la fraccióndetaninos.

En hojasdeE. rostra:a, ha sido identificadaunaampliavariedadde compuestos

fenólicos,todosellos congruposgaloilo y notableactividadantioxidante(Okamurael al,

1993). Entre estos compuestosestánlos taninos hidrolizables 1,2,6-tri-D-galoil-)3-D-

glucosa(Nonakaet al., 1981; Wilkins, 1988)y tellimagrandina(Wilkins y Bohm, 1976;

Hatanoe: al., 1988b).Ha sidodescritatambiénla presenciade ácidoelágicoenhojasde

E. globulus(Osaway Namiki, 1985).
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En lo que al contenidode taninosen frutos serefiere, Yoshiday colaboradores

(1992b) han aisladode E. alba tres nuevostaninos hidrolizablesno descritoshasta

entonces,laseucalbaninasA, B y C, y ademáshandetectadootros, aisladosantespor

otros autoresapartir dediferentesórganosy especiesvegetales:casuarinina,casuariina,

pedunculagina(Okudaet aL, 1983), tellimagrandina1 (Okudae: al., 1983; Wilkins y

Bohm, 1976),geminaD (Yoshidaetal., 1985),comusiinaB (Hatanoetal., 1989),2,3-(S)-

hexahidroxidifenoil-D-glucosa(SeikelyHillis,1970),penta-O-galoil-¡3-D-glucosa(Schmidt

e: al., 1967) y oenoteínaB (Hatanoe: aL, 1990).Es de destacarquelas eucalbaninasB

y C y la oenoteínaB fueronlos primerostaninoshidrolizablesdiméricosencontradosen

especiesdeMyrtaceae.

En el mismotrabajoYoshiday colaboradores(1992b)aislane identificanel tanino

condensado,procianidinaB-7 identificado ya anteriormentepor Nonakay Nishioka

(1981).
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III. MATERIAL VEGETAL.

1. Selecciónde muestras.

Paralos ensayospreviosdepuestaapuntode losmétodosdeextraccióny análisis

de los diferentestaninos,objeto de este trabajo, fueron utilizadasmuestrastipo, de

maderay cortezade Eucalyptusglobulus,procedentesde Galicia (sin especificacióndel

origen exacto) y suministradaspor el Laboratorio de Pastasdel Area de Industrias

Forestalesdel CIFOR-INIA.

Los estudiossistemáticosobjetode estatesissehan realizadoen madera,corteza

y hojasde tresespeciesdelgéneroEucalyptus:E. globulus, E. camaldulensisy E. ruáis,

utilizando muestrasrecogidasen dos estaciones,localizadasen lasprovinciasdeHuelva

y Pontevedra,con característicasedafoclimáticasmuy diferentes.

En Huelva,seseleccionóinicialmenteel arboretode “El Villar”, dondesecultivan

ejemplaresde las tresespecies.No obstante,al observarquela poblacióndeE. globulus

estabaafectadadephoracan:ha,setomaronsólomuestrasdeE. camaldulensisyE. rudis;

y el muestreode E. globulusse tuvo que realizaren el arboretode “Bodegones”(La

Soldana)a unos20 Kms delanterior.TodaslasmuestrasdePontevedrafueronrecogidas

en el arboretode “Laurizán”.

La figura 111.1 recogelascaracterísticasfitoclimáticasde las zonasde ensayo.Los

datos procedende las estacionesmeteorológicasmás próximas a cada uno de los

arboretosmuestreados.Laurizán y El Villar poseenestaciónmeteorológicapropia,

mientrasque la estaciónmáscercanaa Bodegoneses la del arboretode Cabezudos,

contiguoa éste.De acuerdoconla clasificaciónfitoclimáticadeAllue (1990),el arboreto

de Lourizán perteneceal subtipo climático nemoral VI(V); y los de El Villar y

Bodegones,a los subclimasmediterráneos1V2 y 1V2 -.1V4, respectivamente.
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FITOCLIMATOLOGIA DE LAS ZONAS DE ENSAYO

ESTACIONES METEOROI.OGICAS ESTUDIADAS:

PONTEVEDRA: LOURIZAN
HUELVA: CABEZUDOS, EL VILLAR
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Situoción de los ESTACIONES estudiodos en el mapa de SUBREGIONES FITOCLI.

MATICAS DE ESPANA (ALLUE ANDRADE, 1990) y climodiogromas correspondientes.

FACTORE ESTACIONES LOURIZAN CABEZUDOS EL VILLAR
1’, precipitacián anuo! ¡ 1 7 0 3 70 2 749

p.. precipitación en cada n,cs Ci) medí, en climod. mcdi, en c!Cznod¡og. Indír en cI¡mod¡og.
DC( odo seco <treses) ‘,7 5,0 4.3

7. temperatura media anual 14,10 7,70 7,20

1, temperatura media de cada tres Ci) medir en climod medie en cI¡nlodlog. medIr en cíimodíog.
II, teníperotura media monnual mis baja 9,90 g,~C IQ,7

Tin, temperatura media de las mínimas del mes de media mis baja 6,2 440 4,00

Tm, temperatura mínima absolIjía del peñodo .4,0* .7,00 .6,00
lis, meses 4 helada segura <en los que Tm =O.) o o O
1-lp, meses dc helada probable <en los que Tm > 0~ pero TM S 0’> 5 3 3
!,, temperatura media mensual mii alta 9,90 25,00 a6.’0

TM, temperatura media de las miximas del mes de media más alta 25,00 34,90 34,00

mi, te~npen:ura nilsima a~oluta del petfcdo 37,00 44,00 44,00

~¡Z. mediasnual de la oscilación ténnio diaria 9,00 3,0 12,8.

DIAGNOSIS FITOcLIMATICA VI(V) iVV””1V4 Iva

FIGURA 111.1 Fitoclimatologia de las zonas de ensayo.
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De cadazonay paracadaespeciebajo estudiose seleccionaron,al azar,varios

individuosde entretodos aquellosárbolescon característicasmorfológicassemejantes.

Así, para que lasmuestrasfuesenlo máshomogéneasposible,se seleccionaron

ejemplaresde aproximadamentela misma edad,con diámetrode tronco semejantey

ramasaccesibles.Este criterio no pudo mantenersecon E. rudis de Pontevedra,cuyo

escasodesarrollo,debidoala deficienteaclimatación,obligó aescogerejemplaresmenos

robustosy másjóvenes.

De cadaunode los individuosseleccionadosse recogieronmuestrasde la corteza

del troncoy de las ramascompletas,paraobtenerposteriormentedeestasúltimas,por

un ladolashojasy porotro la madera,despuésdela eliminacióndesucorteza.Así pues,

se optó por utilizar la maderade las ramas, en lugar de la del tronco, ante la

imposibilidaddetalar árbolesparala realizaciónde esteestudio.

Porel contrario,elegimosla cortezadel tronco,en lugarde la de lasramas,ya que

la primerapresentaunamayor diferenciacióncelulary por tanto la consideramosmás

representativa.

2. Preparación de las muestras.

2.1 Molienday tamizado.

Para los ensayospreliminaresde puestaa punto del métodode extracciónde

taninos,las muestrasde maderay cortezafuerontroceadas,respectivamente,de forma

mecánicay manual.Posteriormente,la maderafue sometidaaun astilladode tipo cerilla

con un desfibradorde discosSprout-Waldron,equipadoconun discode púas,modelo

C-2976-I. No se hizo así en el caso de la cortezaya que la textura de las fibras no
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permitela utilización deestedesfibrador.

Finalmente,tanto las astillasde maderacomolos trozosde cortezaasíobtenidos

semolieronen un molinode martillo, modeloD-MatI Typ ECZF, F230, con unaplaca

de rejilla número3 (de 3 mm de diámetrode poro).

Paralos ensayossistemáticos,las muestrasde maderay cortezasetrataronde la

mismaforma, siendotroceadasmecánicamentey trituradasen el molino, sin astillado

previo. En cuantoa lashojas,despuésdecortadasmanualmente,fueronmolidasen un

molino tipo “Turmix”.

2.2 DeterminaciÓnde humedad.

Comopasoprevio ala extracciónde los taninos,sedeterminóla humedaddetodos

los tipos de muestras,de acuerdocon la normaTappi T 208 om-89, segúnsedetallaa

continuación:

Se pesan10 g de muestra,en matrazde 500 mí, se añaden200 ml de xileno-

tolueno(195:5)y la mezclasedestiladurante4 h. El destilado,queestáformadopor una

mezclagaseosaazeotrópicade xileno-toluenoy agua, al condensarseseseparaen dos

fases,orgánicay acuosa,lascualesse recogenen un recipientegraduado,situadoentre

el matrazy el refrigerante.La faseacuosa,máspesada,quedadebajo,y su volumen

puedemedirsedirectamenteen ml con ayudade la escalagraduada.El porcentajede

humedadsecalculaa partir de estalectura,multiplicandopor 10.
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TV. METODOLOGIA.

1. Extracción.

1.1 Antecedentesbibliográficos.

Lasconsideracionesacercadel disolventemásidóneoparala extraccióndetaninos

de tejidos vegetales,se basanen un númeromuy limitado de estudios,realizados,

además,en muy pocasespeciesde plantasy de los que no siemprese desprenden

conclusionesconcordantes.Se podríadecirquelos disolventesmásrecomendadospara

la extracciónde taninoshan sido las mezclasmetanol-agua,metanol-ácidoy acetona-

agua,pero, enla mayoríade los casos,estasrecomendacionesno seapoyanen estudios

estimativosde la eficaciade la extraccion.

En particular,hasidocuestionadala utilidad delmetanolcomodisolventeparala

extraccióndetaninoshidrolizables(Haslame:al., 1961;Swain,1979)y sucapacidadpara

extraer taninos condensadosde ciertasespeciesde plantas;y también,por sus bajos

rendimientos(Bate-Smith,1973a;1975;Fooy Porter, 1980).El metanol,no obstante,ha

sido utilizadopor algunosinvestigadoresen la extracciónde polifenolesmonoméricosy

poliméricosde maderay cortezade Eucalyptusy otras especiesarbóreas(Hillis et al.,

1974; Yazakiy Hillis, 1976; Fooy Karchesy,1989).

Por otra parte, la mezclaacetona-aguaha sido usadacon másfrecuenciapara

extraertaninos condensadosy taninos hidrolizables,de maderay corteza (Oharay

Hemingway,1989; Sun e: al., 1987; Nonakae: al., 1985) así como de hojas(Mueller-

Harveyet al., 1987, Nonakae: al, 1991),quela mezclametanol-agua(Fechtaly Riedí,

1991; Scalberte: al., 1988, 1990). Sin embargo,dichamezclaacetona-aguano ha dado

tasasde recuperaciónelevadascontodaslas plantasensayadas(Martin y Martin, 1984;
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Staffordy Cheng,1980),cuestionandosela estabilidadde los taninoscondensadosen la

misma (Cork y Krockenberger,1991).

Hay que teneren cuentaquela presenciade aguaen los disolventesorgánicos

puedeaumentarel rendimientodeextracciónde los polifenoles,perotambiénfacilita su

degradacióndespuésde la extracción(Swain, 1979; Lindroth y Pajutee,1987) y, eneste

sentido,la eleccióndel contenidode aguade la mezcladisolventepareceque, por lo

general,ha sido arbitraria.

Otros parámetros, como el tiempo de extracción, han sido aún menos

sistemáticamenteestudiados,siendomuy pocasvecescuantificadoel gradodeextracción

o de degradaciónde los taninos.Así, en las extraccionesdetaninoshansido empleados

tiemposquevarían desdeunospocosminutoshastauno o varios días.Los períodosde

extraccióncortostiendena minimizar la degradaciónquímicade los taninosextraídos,

y los tiemposprolongados,por el contrario, a incrementarla extracción.De la misma

forma, las metodologíaspublicadas,generalmentetampocoincluyen recomendaciones

sobre la temperatura,la exposición a la luz, u otros factores que puedenafectar

considerablementea la estabilidadde los polifenoles.

Por otra parte,aunqueson frecuenteslas revisionesy trabajospublicadossobre

metodologíaquímicay bioquímica para el análisis de taninos, las referentesa la

preparaciónde muestrasparalos análisisquímicos,son muy escasas.

Recientemente,Hagerman(1988) y Cork y Krockenberger(1991)han abordado

la problemáticade la extracción de taninos de hojas y han investigadosobre las

condicionesóptimasparala extracciónde éstosy otros compuestosfenólicos,a partirde

Eucalyptusspp.Se hancentrado,en particular,en el estudiode los métodosde secado

de las hojas,de los disolventesde extraccióny del efectode la luz y la temperaturaen

la eficaciade la extracción,considerandola estabilidadde los taninoscondensadosy los
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niveles de fenolestotales. Estos autoresconcluyenque la acetonaacuosaes mejor

disolventequeel metanolacuosoparataninoscondensadosy fenolestotales,aunquela

estabilidadde los primeros resultaseser menor en dicha acetonaacuosa,y se viese

tambiénafectadapor la temperaturay la exposicióna la luz.

1.2 Métodode extracción.

Al seleccionarel métododeextracción,nuestroobjetivoprimordialhasidomimar,

vigilar y preservarla estabilidadde los compuestosa analizar, aúnen detrimentodel

rendimientodeextraccióny, porello, elegimosla mezclametanol-aguacomodisolvente

de extracción.

El procedimientode extracciónempleadosehabasadofundamentalmenteen los

métodosdescritospor Hillis el aL (1974), Yazaki y Hillis (1976),Scalbertel al. (1988,

1989),Cork y Krockenberger(1991) y Fechtaly Riedí (1991).

El esquemadel métodoseguidopara la extracción de los taninosde madera,

cortezay hojasdeEucalyptusspp.,asícomolas etapasposterioresdepreparaciónde los

extractospara su análisis, se recogeen la figura IV.1. A continuación,se amplía la

informacióncon los siguientescomentariosaclaratorios:

- El disolventede extracciónMeOH-H20(4:1) fue elegidocomoel másapropiado

despuésde ensayarseotrasproporciones.

- Todaslas operacionesse realizaron a temperaturaambientey evitando la luz

directa,con el objetode protegera los polifenolesde reaccionesde degradación,

isomerizacióno polimerización,a las queson tan susceptibles.
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MADERA (10 g)

CORTEZA (5 g)

HOJAS (109)

300 ml MeOH-H20 <80:20)
t’ ambiente 24 h

Extracto metanálico

30 ml

Sequedad

Rendimiento

250 ml

Concentraciónen
a menosde 30

0C
rotavapor
para eliminar MeOH

Extracto acuoso (50 mí)

5 ml

Determinación:

Fenoles totales
Proantocianidinas
Elagitaninos

Fase acuosa

(Filtración en el caso de hojas)

45 ml

Extracción con éter (3 x 20 mí)

Fase etérea

Eliminar éter

Liofilizar

Faseacuosa
lIofilizada

CLAR, CPG...
FIGURA IV.1 Esquema de extracción.
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- En la extracciónapartir dehojas,duranteel procesodeconcentraciónapareceun

precipitado,posiblementeceras,clorofilasy grasas,queesseparadopor filtración,

antesdela extracciónconéter.El análisisdeesteprecipitadodemostróla ausencia

de polifenolesy por esono setoma en consideración.

- La extraccióncon éteretilico del extractoacuosoconcentrado,se realizócon el

objetode extraerlos fenolesde bajopesomolecular,talescomolos ácidosgálico

y elágico,catequinay, en general,los agliconesde los flavonoides,que podrían

interferir en el análisisde las proantocianidinasy elagitaninos.

- En algunoscasos,la extraccióncon éteretílico generóunasfuertesemulsiones.La

adición de NaO facilitó su eliminación, pero, al disolverseen la fase acuosa,

imposibilitó el cálculodel rendimientode liofilizado.

Las fasesacuosasfinales, único objetodeestudioen la Tesis,por encontrarseen

ellas la casi totalidad de los taninossolubles:proantocianidinasy elagitaninos,fueron

sometidasa liofilización parasu conservaciónhastala realizaciónde los análisis.

2. Análisis cuantitativo de los diferentes tipos de taninos.

Lasvaloracionesdelcontenidodefenolestotales,proantocianidinasy elagitaninos

sehanllevado acaboenlos extractosbrutosdeMeOH-H20demadera,cortezay hojas,

unavez realizadala fasedeconcentraciónparala eliminacióndelmetanol(veresquema

de extracciónde la fíg. IV.1).

2.1 Métodode detenninaciónde fenolestotalesde Folin-Ciocalteu.

El reactivodeFolin-Ciocalteuesunasoluciónácidadepolímeroscomplejosde los
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ácidos fosfomo]íbdico y fosfowolfrámico. Este reactivo, de color amarillo, oxida los

fenolatos,reduciéndoselos ácidosdel reactivo, para dar lugar a un complejo azul de

molibdeno-wolframio.En esteprocesose produceunareducciónparcialdel estadode

valenciade Mo y W de +6 a +5. Una reduccióncompleta,a la valencia másbaja,

destruyeel color. La naturalezade estoscomplejosno seconocebien(Singletony Rossi,

1965).

Los fenolessóloson oxidadosrápidamenteen un mediosuficientementealcalino.

Pero, en estascondiciones,el reactivooxidantey el pigmentoazul son inestables.Por

ello, el reactivodeberáencontrarseen exceso,paraque, aúnapH alcalino, seconserve

al menosunafraccióninalteradaduranteel tiemponecesarioparareaccionarcontodos

los fenoles.

El métodoutilizadoenestetrabajoestábasadoen el de Singletony Rossi(1965).

Estosautoresestudiaronlascaracterísticasdiferenciadorasdelos reactivosdeFolin-Denis

y Folin-Ciocalteu,y modificaron ésteúltimo en ordena incrementarsu sensibilidady

selectividadfrente a los fenoles.En estetrabajoseseleccionaunalongitud de ondade

760nm, comoóptima parala lectura de la absorcióndel complejoazul.

Estos autoresrecomiendanla utilización de una serie de compuestoscomo

patrones,parala obtenciónde curvasdecalibración.Entre ellos, hemosseleccionadoel

ácido gálico.

Concretamente,el métodoaplicado fue el siguiente:a 0,5 ml del extractoacuoso

(ver figura IVA), se añaden2,5 ml de unasolución acuosaal 10% del reactivoFolin-

Ciocalteuy 2 ml deNa2CO3 al 7,5%. La mezclasemantienedurante5 minutosen baño

maríaa 50
0C. Despuésseenfría,y secentrifugasi se observaaparicióndeprecipitado.

Se mide la absorbanciaa760 nm. El extractoacuosodebediluirse de tal forma quelos

productosde reacciónden unosvaloresde absorbanciainferioreso igualesa 0,5.
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La curvadecalibraciónserealizóconsolucionesacuosasdeácidogálicode2,5-40

gg/ml,sometidasal mismotratamientoquelasmuestrasy fue elaboradaapartirde tres

repeticionesparacadaconcentración,aplicandoel métodode mínimoscuadradospara

el ajustede los valoresobtenidos.La rectacumplela ecuacióndeLambert-Beercuando

la absorbanciaesinferior a 0,5. El coeficientede extinción molar parael ácido gálico

resultóser de 22,3.119y el r2 de la recta 0,998.

2.2 Determinaciónde proantocianidinasmedianteel métodode la vainillina-ácido.

Comoya sehadiscutidoampliamenteen el apartado11.2.8 de la introducción,los

fiavanoles monoméricosy los taninos condensadosreaccionan fácilmente con los

aldehídos. Así, con la vainillina en medio ácido dan productos de condensación

cromóforos,conun máximo de absorbanciaalrededorde 500 nm. En el casoparticular

de lasproantocianidinas,la condensaciónnosuponela rupturadelpolímeroy la reacción

tiene lugar comoseesquematizaen la figura LV.2.

Estemétodode lavainillina-ácidohasidoutilizadoampliamenteparala valoración

de los fiavanolesy proantocianidinas,ya queproporcionaun métodoselectivo,sensible

y relativamentesencilloparadichavaloración(Swainy Hillis, 1959; Broadhursty Jones,

1978; Pricee: al., 1978; Makkary Becker, 1993).

Conobjetodeobtenerotroscromóforosconcoeficientesdeabsorciónsuperiores,

se han ensayadootros aldehídosaromáticosen lugar de vainillina (Putmany Butíer,

1985);sin embargo,los métodosqueutilizan estaúltima hanresultadomásadecuados

parala mayoríade las aplicaciones.

El mediode reacciónesdiversosegúnlos distintosmétodosquesehandescrito.

MientrasqueSwainy Hillis (1959) utilizan la vainillina enácidosulfúrico al 70%, otros
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investigadores(Broadhursty Jones,1978; Price et aL, 1978) prefieren,en lugar de este

ácido, la mezcla MeOH-HCI. Pareceser que este último método da valores de

absorbanciaconsiderablementeinferioresa los obtenidoscon el del ácido sulfúrico, lo

que pudieraser debido a la inestabilidadde los ionescarbonioen medio clorhídrico

(Swainy Hillis, 1959; Scalberte:al., 1989).Por otraparte,en la valoraciónde catequinas

utilizandoácidosulfúricoal 70% sehanobtenidocurvasestándarlineales(Scalbertetal.,

1989), mientrasqueen los métodosque usan ácido clorhídrico en MeOH no ha sido

observadalinealidad(Pricee: aL, 1978). Estosinconvenienteshanllevadoal estudiode

otros mediosde reaccióncomo el ácido acéticoglacial (Butíer et al., 1982), pero sin

embargo,el MeOHha sido el disolventemásampliamenteelegidoen la determinación

deproantocianidinas,yaquela reacciónsehacemenossensibleaunidadesmonoméricas,

talescomocatequinas,quea los taninospoliméricos.

vainillina

Hl HAe. no agua

FIGURA IVI Reaccián de conjugacián de los taninos condensados con vainillina.

CH3OJtI?J~C OH
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El métodoutilizado por nosotrosfue básicamenteel de Swain y Hillis (1959),

teniendoen cuentalas optimizacionesdescritaspor Scalbertet al. (1989) y sedetallaa

continuación.

A 1 ml de extractoacuoso,seañaden2 ml de unasolución,reciénpreparada,que

contiene1 g devainillina en100 ml de H2S0470%. La reacciónse lleva acaboen baño

de aguaa20±1
0C durante15 minutos.A continuación,semide la absorbanciaa 500nm.

Parala obtenciónde la rectade calibrado,en estecasoseutilizó catequinacomo

patrón.Seprepararonsolucionesacuosasde catequinaen un rangode2,5-40ttg/ml y se

sometierona los mismostratamientosquelasmuestras,realizandotresrepeticionespor

cada concentración.Los valores de absorbanciaobtenidospara cadauna de las

concentracionesensayadas,seajustaron,medianteel métodode mínimoscuadrados,a

unarectaquecumplió la ley de Lambert-Beer.El coeficientede extinciónmolar de la

catequinafue 34,3.10~y el ~9de la recta0,998.

23 Método de determinaciónde elagitaninos.

La valoraciónde los elagitaninosse llevó a cabomediantela determinaciónpor

CLAR del ácido elágicoliberado,despuésde su hidrólisis ácida.

2.3.1 Hidrólisis ácida.

La hidrólisis ácida de elagitaninosse realizó utilizando el métododescritopor

Wilsony Hagerman(1990),conalgunasmodificaciones,segúnsedescribeacontinuación.

A muestrasde 0,5 ml de extractobruto acuosoconcentrado(ver figura IV.lj, se

les añadió0,5 ml de H
2S044N. Estamezcla,unavez congelada,secerróal vacío enun
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liofihizadory posteriormentesecalentóa 1000Cdurante24 h. Cuandola hidrólisissedió

porfinalizada, lasmuestrassedejaronenfriara temperaturaambientey seles añadió1

ml deMeOH, conobjetode facilitar la redisolucióndelácidoelágicoy otros compuestos

quepudieranhaberquedadoensuspensión.Finalmente,seprocedióa la valoracióndel

ácido elágicopor CLAR despuésde filtrar la solución a travésde filtros de 0,45 gm.

2.3.2Valoracióndel ácido elágicopor CLAR.

Laseparacióncroniatográficadelácidoelágicosellevó a cabobajolas condiciones

descritasenel apartado3.1.2,siendoel gradientede elución utilizadoel n9 2. La longitud

de onda específicaparala detecciónde ácido elágicoes255±2nm.

Parala cuantificacióndel ácido elágico,seutilizó como referenciaunarecta de

calibradoobtenidacon solucionespatrónde ácido elágicoen metanol,en el rangode

concentraciónde 1-40 p~g/ml, las cuales se analizaron por CLAR en las mismas

condicionesquelas muestras.La ecuación de la recta de regresión,obtenida por

ajuste de mínimos cuadrados,fue y=6,86.106x+3,78.104,dondey esla concentración

de ácido elágicoexpresadaen jíg/ml y x el áreadelpico cromatográfico,expresadaen

unidadesde integrador,resultandoun coeficientede correlación9 de 0,999.

3. Análisis por cromatografía líquida de alta resolución (CLAR).

3.1 CLAR en faseinversa.

3.1.1 Basesteóricas.

La cromatografía líquida de alta resolución (CLAR) se ha desarrollado

espectacularmenteenlos últimosaños,graciasa losavancesdela instrumentación,sobre
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todoen la calidadde los sistemasde bombeo,y en la mejorade la sensibilidadde los

detectoresy, por otra parte,en la variedadde materialy tamañode partícula de los

rellenosdelascolumnas.Comúnmente,esconocidacomoHIPLC, siglasinglesasde“High

PerformanceLiquid Cbromatography”.

La parte fundamentalde un cromatógrafode líquidos consta de la columna

cromatográfica,a travésde la cual circula la fasemóvil, líquida,en contactocon la fase

estacionariacontenidaenla columna.El mecanismodeseparaciónsebasaenla diferente

afinidadquepresentanlos solutospor lasdosfases,quedeterminasu distribuciónentre

ambas.Aquellos solutos que sean más afines a la fase móvil, serán eluidos más

rápidamente,y los másafines a la fase estacionadaseránmásretenidos,y por tanto

tardaránmásensalir de la columna.

La cromatografíalíquida de altaresoluciónen faseinversa(o fasereversa)sebasa

en la utilización de unafaseestacionariade carácterapolary unafasemóvil polar. La

faseestacionariaconsisteen un rellenode sílice,modificadomedianteel bloqueodesus

gruposactivoscon alquilsilanosde cadenalineal (octadecilsilano,C18 u octilsilano, C8),

o fenilsilanos.LascolumnasC18 son las másfrecuentementeutilizadas(Vande Casteele

a al., 1983; Verzelea al., 1986; Mueller-Harveyet al., 1987; Dhingra y Davis, 1988;

Hatanoet aL 1988a;Putmany Butier, 1989;Scalbertetal., 1990),aunquealgunostrabajos

describenla utilización de columnasC8 (Lea, 1980; Harbome,1985; Hostettmanny

Marston,1986).

En el análisis cromatográficode polifenoles los eluyentesutilizados con más

frecuenciahansidomezclasdemetanol-agua,generalmenteacompañadosdeácidoscomo

fórmico (Van de Casteelea al., 1983), acético(Mueller-Harveyet al., 1977;Treutter,

1989) o fosfórico (Scalberta aL, 1990). Estosácidosfacilitan la separación,impidenla

formación de colas en los picos y evitan la disociación protónica de los hidroxilos

fenólicos.
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En lo queconcierneal régimende elución, lo másrecomendableesel empleode

gradienteslinealeso curvos.

En la cromatografialíquida en fase inversa, los compuestosson adsorbidos,

inicialmente,por la faseestacionariamedianteinteracciónhidrofóbica,y, después,son

eluidospor la fasemóvil polar,debidoal establecimientodepuentesdehidrógenoentre

dicha fasemóvil y los compuestos.Por ello, para comprenderla secuenciade elución

debeconsiderarsetanto la capacidaddonadoracomola aceptorade protonesde cada

compuesto,decisivasen la formacióndepuentesdehidrógeno,asícomoporsu influencia

en la interacciónhidrofóbica.

3.1.2 Métodoempleado.

En estetrabajoseutilizó CLAR enfaseinversaparael análisisdediferentestipos

de muestras:

* En primerlugar,seanalizaronporestatécnicalas fasesacuosasliofilizadas de

los extractosdeEucalyptusspp. (ver figura IV.1), en lascualesseencuentranla

prácticatotalidadde lasproantocianidinasy elagitaninossolubles.Paraello, 200

mg de material liofilizado, sedisolvieron en 1 ml de MeOHIH2O (1:1) y se

filtraron luego a travésde filtros de 0,45¡bm.

* Porotro lado, seempleótambiénla técnicade CLAR enfaseinversaparael

análisisde los productosde la hidrólisis de elagitaninos(apartado2.3.2y 4.2);

así comode los hidrolizadosdeproantocianidinas(apartado5.3).

El cromatógrafoempleadopara los análisis por CLAR fue un Hewlett-Packard

mod. 1050 M, con sistemade bombeocuaternario,inyector automático,detectorde

fotodiodosmod. 1040 M y estaciónde tratamientode datos.
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El detector se programó estableciendodistintos canales de adquisición de

información,acadaunode los cualessele asignóun rangode longitudesdeonda.El de

aplicacióngeneral(de longitud de onda325 mn, con un anchode bandade 150 nm)

permiteel reconocimientoy obtencióndel espectroUY de todosaquelloscompuestos

que presentenabsorción en este rango de longitudes de onda. Así mismo, se

establecieroncanalesespecíficosde detección:a280±2nm,característicodecatequinas,

proantocianidinasy galotaninos;255±2nmy 375±2nm, deácidoelágicoy elagitaninos;

y 535±10nm, de antocianidinas.

La columnautilizadafuede aceroinoxidable,conrelleno HypersilODS,de200x4

mm d.i., de 5 gm de tamañodepartículay protegidaconunaprecolumnacon rellenode

las mismascaracterísticas.

En cuanto a los sistemaseluyentes, se ensayarondistintas composicionesy

gradientes.Se modificó el agenteacidificante,probandolos ácidos fórmico, acéticoy

fosfórico.Además,secomprobóla necesidadde acidificarpor igual los doscomponentes

de la mezclaeluyente, es decir el MeOH y el H20, ya que al utilizar detectorde

fotodiodos,si seacidifica sólo el H20, seproduceunavariaciónen la concentraciónde

ácido a lo largodel gradientey, portanto,de la absorciónUY de la mezclaeluyente,lo

queprovocadesajusteen el detector.

El sistemadeeluyentesconel queseobtuvieronmejoresresultadosfue el formado

por A: MeOH-H3P04 (999:1) y B: H20-H3P04 (999:1) y se emplearondiferentes

gradientessegún el tipo de compuestosa los que se pretendeaplicar el análisis

cromatográfico:

* El gradiente1 secaracterizapor el lento incrementode la proporcióndemetanol

y así,esapropiadoparala separaciónde muestrascon componentesmáspolares,

como es el caso de las fracciones acuosasliofilizadas (fig. IV.1), ricas en
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proantocianidinasy elagitaninos.

Gradiente1:

t(min) A: B
0 0:100

80 60:40
90 100:0
95 100:0
100 0:100
105 0:100

* El gradiente2, máscorto y con un incrementomásrápido de la proporciónde

metanol,fue aplicadopara el análisis de los productosde la hidrólisis u otras

reaccionesdegradativasde elagitaninosy proantocianidinas.

Gradiente2:

t(min) A: B

0 20:80

40 100:0

45 100:0

50 20:80

55 20:80

En todoslos análisisel flujo se mantuvoa 1 mí/mm, la temperaturadel horno

cromatográficosefijó en 300Cy el volumende inyecciónprogramadofue de 20 pi.

Parala preparaciónde loseluyentes,seutilizarondisolventesorgánicosdecalidad

CIAR, aguabidestiladapurificadamedianteun sistemaMilli
0R de Millipore y H3P04
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puro. Tantolos eluyentescomolasmuestrasaanalizarsefiltraron a travésde filtros de

0,45 ¡¿ni.

3.1.3 Identificacióndirectadecompuestosfenólicospor CIAR.

La posibilidadde trabajarcondetectorde fotodiodosy librerías de espectrosUY

de patronesfacilita notablementela identificación de compuestosfenólicos, al poder

compararlos espectrosobtenidosen nuestrospicos problemacon los existentesen la

librería de espectrosde patrones.Sin embargo,el problema principal es la falta de

patronescomercializados.El estudio del espectroUY correspondientea cadapico

eromatográfico ha constituido la base para la clasificación de los taninos en

proantocianidinasy elagitaninos.

Lasidentificacionesdirectaspor CIAR sehanutilizadoparael análisisde algunos

de los productosde la hidrólisis de proantocianidinasy elagitaninos.En general,seha

procedidoen todos los casosde la siguientemanera:

1 ObtencióndelespectroUY delpico cromatográficoproblemaparasucomparación

conlos existentesen librería.

2 Comprobaciónde la semejanzade los tiemposde retención(tR) del patróny del

compuestoen cuestiónutilizando el gradientehabitual.

3 Aplicación del método de enriquecimientode pico, añadiendouna pequeña

cantidaddel patróna la muestra,lo cualdeberáproducirun aumentodel tamaño

delpico del compuestoproblema.Estamezclase analizanuevamentepor CLAR

utilizando los eluyenteshabitualesy dos gradientesdiferentes,comprobadosi el

picopatrón-compuestoproblemasedesdoblao permanececomoun únicopico en

los dos gradientes.
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3.2 Cromatografíadepermeabilidadpor geles(CPG).

3.2.1 Basesteóricas.

Lastécnicasdecromatografiade exclusiónpor tamañosevienenutilizando desde

hacetiempo en el estudiode la distribuciónde pesosmolecularesde polímerosy, dada

su naturalezade técnicascromatográficas,sehanincorporadorecientementeal campo

de la CLAR. Hoy en día, casi todala cromatografíade exclusiónserealizapor CIAR.

La conjunciónde ambastécnicasseconocecomocromatografíadeexclusiónportamaño

de alta resolución(Anderson,1976; Billingham, 1976; GarcíadeMarina y del Castillo,

1988; Yau et al., 1979).

La cromatografíade exclusiónse basa en la penetrabilidaddiferencial de las

moléculas,en los porosde laspartículasdel relleno deunacolumna.Cuantomenorsea

el tamañode la molécula mayor serásu penetrabilidady mayor la retenciónen la

columna.Así, esposiblesepararde unamuestracomponentesde tamañosmoleculares

suficientementediferentes.La denominaciónde cromatografíade exclusiónsedebeal

hechode quemoléculasmuy grandes,queen otros tiposde CIAR eranmuy retenidas

o erosionabanla columna,enestecaso,al no entraren losporos,eluyenenprimerlugar.

La fasemóvil o eluyenteidóneodebeestarconstituidopormoléculaspequeñas,en

generalmenoresquelas de la muestraa analizar,y por ello saleen último lugar de la

columna.La faseestacionariaconstadepanículasporosase irregularesformandogeles

rígidos, que son resistentesa las altaspresionesaplicadasusualmenteen estetipo de

cromatografía.

La cromatografíade exclusión, según se opereen fase normal (con eluyentes

orgánicos,paramuestraslipófilas) o bien en faseinversa(con eluyentesacuosos,para

muestrashidrófilas), recibe, respectivamente,la denominaciónde cromatografíade
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permeabilidadpor geleso cromatografíade filtración por geles.

La cromatografíade exclusión es una técnica sencilla y que no requieregran

precisión.Otradesusventajasfrentea otrastécnicascromatográficasesquelos tiempos

de retencióndependensólo deltamañode lasmoléculasasepararsin la intervenciónde

procesosde adsorción,partición o iónicos; aunqueesprecisoseñalarqueno seda una

retenciónpropiamentedicha, si no un alargamientodel camino recorrido por los

compuestosen la columna.

Así, esta técnica es de utilidad para la resolución de mezclascomplejasde

sustanciascon tamañosmolecularesdistintos. Se ha aplicado muy especialmentepara

obtenerinformación sobredistribuciónde pesosmolecularesde biopolímerosy, entre

ellos, mezclascomplejasde taninos (Samejimay Yoshimoto, 1979; Foo el al., 1982;

Williams el aL, 1983).

Debido a la presenciade gruposhidroxilo en las moléculasde los taninos,éstos

puedenestarsometidosa fenómenosde adsorciónen el gel o bien tender a formar

asociacionesintermolecularesmedianteenlacesde hidrógeno,lo que, en amboscasos,

lleva a una estimación errónea de los pesosmoleculares.Tanto los mencionados

fenómenosde adsorciónen el gel comolas asociacionesintermolecularespuedenser

eliminados,o por lo menosminimizados,mediantela utilización de fasesmóviles muy

polares,comodimetilsulfóxido(DMSO) odimetilformamida(DMF), queformanenlaces

de hidrógenocon los polínieros,y llegan a solvatarloscompletamente(Brown, 1967;

Kristerssonel al., 1983).El tetrahidrofurano(THF) tambiénpuedeeliminarasociaciones

débileso enlacesdehidrógeno,sin producirunaexcesivasolvatación(Yauel al., 1979).

Otro procedimientopara disminuir dichos fenómenos,es bloquearlos grupos

hidroxilo mediantela preparacióndederivadosacetilados(Langeel al., 1981; Faixel al.,

1980, 1981; Foo el al., 1982; Williams eí al., 1983), metilados(Karchesyy Hemingway,
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1980; Samejimay Yoshimoto, 1981), o sililados (Mansson,1981).

A pesarde quelas técnicasde CPG se hanutilizadocon ciertafrecuenciaen el

análisisdeotrostiposdeproductosvegetalescomplejos,las referenciasataninossonmuy

escasasy la mayor parte de la metodologíautilizada se ha basadoen los estudios

realizadosconligninas,pudiéndoseconsiderarque,en estecaso,la metodologíadeCPG

que ha dadolos mejoresresultadoses la que sesirve de los derivadosacetiladoscomo

muestrasy como eluyenteTHF.

Concretamente,se han realizadoestudiossobre caracterizaciónde taninos en

cortezade pino por CPG(Karchesyy Hemingway,1980; Samejimay Yoshimoto, 1981),

en los queseutilizan los derivadosmetiladosde los taninos,obtenidospor tratamiento

con diazometano. Sin embargo, habría que señalar que la metilación de

polihidroxitiavanolescon diazometano,a menudo,es muy variabley da gradosmuy

diferentes de derivatización,mientras que la acetilación que conduce a derivados

peracetilados,en el casode proantocianidinas,ha dadolos mejoresresultadosparael

estudiodedistribucióndepesosmolecularesporCPG (Fooet al., 1982; Williams et aL,

1983; Koupai-Abyazaniel aL, 1993; Rigaudel aL, 1993).

Porotro lado,la utilizaciónconjuntadeun eluyentecomoTHF y de los derivados

acetilados, en el análisis por CPG de taninosy otros biopolímeros,minimiza las

interaccionesdebidasa enlacesde hidrógenoentrepolímeroy disolvente(Faix et al.,

1980, 1981; Langeel aL, 1981, 1983;Meiery Schwweers,1981, Fooel al., 1982;Williams

el al., 1983), las cualespodríanconducira unasobreestimacióndel tamañomolecular

(Philip y Anthony, 1984), debido a los gruposhidroxilo libres del biopolímero,que

formanenlacesde hidrógenocon el TI-IR El uso de derivadosacetiladosprevieneeste

tipo de asociaciones.
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3.2.2 Métodosempleados.

3.2.2.1Preparaciónde las muestrasparael análisispor CPG.

Los análisisde CPGsellevarona caboen la faseacuosaliofilizada (fig. IV.1), en

la que los taninos fueron acetiladossiguiendobásicamenteel método descrito por

Williams a al. (1983), segúnse describea continuación.

Muestrasde5-10mg fuerondisueltasen 2 ml deunamezcladepiridina-anhidrido

acético(1:1). Despuésde unanocheatemperaturaambiente,la mezclafuevertidasobre

10 ml deH20destiladay sometidaa agitaciónduranteunahora.El precipitadoobtenido,

formadopor los derivadosperacetiladosde los taninos,se recuperópor filtracióna vacío,

o medianteextraccióncon éteretílico, en el caso demuestrasen las queno se había

obtenidoprecipitadovisible. Unavez lavadocon H20 destilada,el precipitadosesecó

a vacío y sedisolvió en su totalidad,2-5 mg, en imí de THF. La disoluciónse filtró a

travésde filtros de 0,60¡ím, paraser inmediatamenteanalizadapor CPG.

El control de la eficaciade la acetilaciónfue realizadopor CIAR, utilizando el

gradientede elución n
9 2 descritoenel apartado3.1.2.

3.2.2.2Análisis por CPG.

Los análisis de CPG, se realizaronen el mismo cromatógrafoutilizado parala

CIAR y descrito en el apanado3.1.2. En este caso, el detectorde diodos fue

programadocon tres canales de adquisición de información: uno general para

proantocianidinasy elagitaninos,con una longitud de onda de 270 nm y un anchode

banda de 30 nm, otro específicode proantocianidinasa 280±2nm y un tercero,

específicode elagitaninos,a 255±2nm.
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La columna utilizada fue una columna HP-PL gel Mixed-D, protegida

precolumnadel mismo materialy las condicionesde análisislas siguientes:

con

La calibraciónde la columnafue realizadamediantepatronesde poliestirenode

un rangode pesosmolecularesde 162 a 22.000,sometidosa lasmismascondicionesde

CPG que las muestras.Se inyectaron20 ¡¿1 de cadasolución patrón de 1-2 mg/ml de

concentración.

Los cálculosestadísticosde los pesosmolecularesmediossehicieronmedianteel

“GPC Software”suministradocon el cromatógrafoHewlett-Packardutilizado,

4. Caracterización de los taninos hidrolizables.

La caracterizaciónde los taninoshidrolizableso elagitaninosserealizó en la fase

acuosaliofilizada (fig. IY.1). En primer lugar,estosliofilizados fueronsometidosa una

hidrólisis ácida,y a continuaciónseprocedióa la identificación de los productosde la

hidrólisis de los elagitaninos,concretamentecompuestospolifenólicosy azúcares.

4.1 Hidrólisis ácida.

En esencia,se procedió como ha sido descrito en el apartado2.3.1, con la

eluyente THF

flujo 1 mí/mm

temperatura 300C

volumende inyección 20 ¡¿1

tiempo de análisis 15 mm
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introducciónde ligerasadaptaciones.La hidrólisissellevó acabocon5-10mgdemuestra

secaa la quesele añadió1 ml deH2S042N, a 100
0C,durante24 h y en vacio. Después

de la adición de MeOH y del filtrado habitual,la muestraseanalizópor CIAR con el

fin de identificar los compuestosfenólicos.

Esteprocedimientode hidrólisissemodificó paralasmuestrascuyo destinofue el

análisisde azúcarespor CG-EM. En estecaso,el H
2504 2N fue sustituidopor HCI 6N,

ácido másvolatil, lo que facilita el secadodel hidrolizado,pasoprevio indispensablea

la preparaciónde los trimetilsilil (TMS) derivadosde los azúcaresparasu análisis por

CG-EM.

4.2 AnálisIs por CLAR de los polifenolesgeneradosen la hidrólisis.

Los hidrolizados,obtenidossegúnel métodoque se acabade describir, fueron

analizadospor CIAR bajolascondicionesespecificadasenel apanado3.1.2.,gradiente

2. En estecasolos canalesdeadquisiciónseleccionadosfueronel general,de325±75nm,

y el específicode elagitaninos,de 255±2nm.

Los compuestospolifenólicosproductode la hidrólisisde los taninoshidrolizables,

fueron identificados directamentepor CIAR por su espectroUY y su tiempo de

retención,en el casode los compuestosexistentesen la librería de patrones(apartado

3.1.3.).

La cuantificaciónde los compuestosfenólicosserealizó,paraaquelloscompuestos

de losquesedisponíadepatrón,enbasea lasáreasde los picosobtenidosa 325±75nm

y mediantela utilización de rectasde calibrado.En el casodecompuestosde los queno

disponíamosdepatrón, la cuantificaciónse hizo en basea un patrónestn¡cturalmente

relacionadoy suponiendola semejanzade los coeficientesde absorciónmolar.
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Los patronesseleccionadosfueron ácidogálicoy ácido elágicoy lasecuacionesde

lasrectasdecalibracióncorrespondientes,considerandoel canaldeadquisicióndedatos

de 325±75nm, lassiguientes:

Acido gálico y=9,6.1O~5x-2,85.102 (9=0,991)(0,02-0,6mg/mí)

Acido elágico y=3,3.10~5x+8,10.10~(9=0,999)(0,002-0,04mg/mí)

donde,x esel áreadel pico cromatográficoexpresadoen unidadesde integrador,e y la

concentraciónde patrónenmg/ml.

4.3 Análisis de azúcarespor cromatografíade gases-espectrometríade masas.

4.3.1 Basesteóricas.

La enormedifusión de la aplicaciónde la espectrometríade masasal análisis

orgánicohasido debida,principalmente,al desarrollodeaspectostan diversoscomoel

acoplamientode la espectrometríade masasa la cromatografía de gases, a la

introducción de métodos químicos de derivatización por los que se consigue el

incrementodevolatilidady la estabilizaciónde moléculastérmicamenteinestables,y al

desarrollode los sistemasde procesadode datos.

Existeunaamplia gamade técnicasdeespectrometríade masas,perotodasellas

incluyenprocesosqueen esenciaestándirigidosa conseguirla producciónde ionesen

fase gaseosa,la posteriordescomposiciónde los iones en fragmentoscargadosy la

separaciónde éstosenfunción de la relaciónmasa/carga.

Por otra parte, la complejidad de los equiposde espectrometríade masases

variabley tiene quever, como antesseñalamos,con los sistemaso técnicasempleados
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parala producciónde ionesy el métodode separaciónde los mismos,así comocon el

sistemadeinyeccióndemuestrasy enmenormedida,conel dedeteccióndedichosiones

(Harvey, 1992).

La técnicaclásicadeespectrometríademasasde impactoelectrónico,enla quela

producciónde iones se realizamediantebombardeode la muestracon un haz de

electronesdealtaenergía,viene siendoampliamenteutilizada, desdehacetiempo,enel

análisis de hidrátos de carbono,en particular. Se trata de una técnicaespecialmente

efectivacuandoseacoplaa la cromatografíadegases.

Tantopor su inestabilidadtérmicacomoporla dificultadparavolatilizarlosen su

estadonatural, los azúcares,incluso los monosacáridos,deben ser derivatizadosa la

formademedí-,acetil-o trimetilsilil- (TMS-) éteres,paraquepuedan,así,seranalizados

por cromatografíadegases(Harvey,1992; Pierce,1993).Concretamente,los metiléteres

han sido muy utilizados en los análisis por espectrometría de masas, aunquesu

preparaciónresultarelativamentedificultosa,debidoal hechodequela moléculadeestos

derivadosaumentasólo en 14 unidadesde masapor cadagrupo funcional, frente a las

42 y 72 unidadesde los acetil- y trimetilsilil- derivados,respectivamente.Los TMS-

derivados, por el contrario, presentanbuenas característicaspara el análisis por

cromatografíadegasesya quesontérmicamentemuy estables,aunquetambién,pueden

dar lugar avariospicos cromatográficosal presentarseen solución los anómerosa y ¡3

de las dos formas de anillos, furanósido(5 eslabones)y piranósido(6 eslabones);sin

embargo,estasituaciónpuedeevitarsecon la utilización de las formasalditol (Klock et

al., 1981; Oshimaet al., 1983). A pesarde todo ello, los TMS-derivadosdanespectros

demasasdeionizaciónporimpactoelectrónicomuyvaliososeinformativos,quepueden

ser utilizadosparala identificaciónde los monosacáridos(Harvey, 1992).

La espectrometríademasas,comotécnicade detección,presentatambiénciertas

ventajascuandoel análisis cromatográficono resultasatisfactorio,ya sea porque la
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separaciónesinsuficiente,o porqueexistendudasacercade la identificaciónde los picos

cromatográficos.Así, una detecciónselectiva de iones permite distinguir los picos

procedentesde azúcaresy de los decompuestosfenólicos.Tambiénaportainformación

acercadeltamañodelanillo deciclacióndelos azúcares(Radfordy deJongh,1972).Así,

el espectrode masasde los TMS-piranósidospresentaun pico base de m/z 204

{[(CH3)3Si-O-CH= CH-O-Si(CH3)3]~}, mientrasquelosTMS-furanósidoslo tienenam/z

217{[(CH3)35i-O=CH-CH=CH-O-Si (CH3)3jj~}. Sin embargo,losespectrosde masasde

las formasa y ¡3 no resultandiferentes.

Volviendo a las técnicasde derivatizaciónen relacióncon la cromatografíade

gases,espreciso,en primer lugar, teneren cuentaalgunasconsideracionesgenerales,

comolas siguientes:los silil-derivadosseobtienenporsustitucióndehidrógenosactivos

de ácidos, alcoholes, tioles, aminas, cetonas enolizablesy aldehídospor grupos

trimetilsililo. El término sililación seusa tanto como abreviaturade trimetilsililación,

comoparareferimosa la uniónconotros grupossililo, como dimetilsilil [-SiH(CH3)j,

t-butildimetilsilil [-Si(CH3)2C(CH3)3]y clorometildimetilsilil [-Si(CH2)Cl(CH3)2] (Pierce,

1968; Knapp,1979). Los trimetilsilil derivadospresentanla ventajade la alta estabilidad

térmica,comoya seha señalado;sin embargo,el aguadescomponetanto los reactivos

comolos TMS derivados.Dado quelos reactivosdesililación reaccionancon átomosde

hidrógenoactivos, debenevitarsetodos los disolventesque los contengan,o que sean

capacesde generarlos.Así sesuelenusar,comodisolventes,piridina, dimetilformamida,

dimetilsulfóxidoy acetonitrilo (Pierce, 1993).

En cuantoa la obtenciónde TMS derivadosde azúcaresson varios los reactivos

disponibleso descritosen la bibliografía.Sweeleyet al. (1963) desarrollaronun método

queutilizahexametildisilazano-trimetilclorosilano-piridina(2:1:10)y quehasidoaplicado

posteriormentepor Arpino el al. (1977),por Garcia-Rasoel al. (1987,1989)y Martinez-

Castroet al. (1989).Markham(1982) usaunamezclade los anterioresreactivos,peroen

distintas proporciones.Hay también referenciasdel empleo de trimetilsililimidazol
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(Pierce, 1993; Gómez-Cordovés,1993, comunicaciónpersonal; Garcia-Rasoe: al,

1987,1992).

En lo que concierneal análisispor cromatografíadegasesde los TMS-derivados

de azúcares,hayqueteneren cuentaun conjuntode consideraciones.En primerlugar,

la afinidadquemanifiestanlos reactivosde sililacióny losTMS-derivadosporlos átomos

dehidrógenoactivos,condicionala elecciónde la columna;así,lasquecontenganfases

estacionariascon esetipo de grupospuedenversedañadasirreversiblementepor estos

productos.Por ejemplo, no se recomiendael empleo de polietilenglicoles,como el

Carbowax,siendolassiliconaslasfasesestacionariasmásutilizadasparael análisisdelos

TMS-derivados.La altaestabilidadtérmica,tantode dichasfasesestacionariascomode

los reactivosy derivados,permitentrabajaren un amplio rango de temperaturas.En

ordencrecientede polaridad,las siliconasmásempleadasson:metilsiliconas - SE-3D

(Garcia-Rasoe: aL,1987,1989),OV-1 (Markham,1982)y OV-lOl (Arpino et al., 1977);

las fenilmetilsiliconas- OV-17 y OV-25 (Arpino et al., 1977; Garcia-Rasoe: al., 1987,

1989, 1992), y cianopropilmetilsiliconasy cianopropilfenilmetilsiliconas(Garcia-Rasoet

al., 1987, 1989).

También es de destacarque debe evitarseel empleode inyectores de acero

inoxidable;serecomiendael empleode inyectoresde vidrio o, simplemente,la inyección

directa en columna(Pierce,1993).

4.3.2 Metodologíaempleada.

4.3.2.1Preparaciónde la muestra.

El análisis,medianteCG-EM, de los azúcaresconstituyentesde los elagitaninos

hubo de realizarseen el extractoen acetatode etilo, obtenidoapartir de unasolución

acuosadel liofilizado; ya que,en la puestaa puntodel método,habíasido observadala
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resenciade azúcareslibresenel liofilizado, antesde sersometidoa hidrólisis ácida.Se

procediósegúnel esquemade la figura LY.3.

20 mg material liofilizado + 1 ml H20

Extracción con

(3

acetato de etilo
x 1 mí)

Fase acuosa Fase acetato de etilo

Secado sobre Na2SO4 anh.

Eliminación de disolvente

Azucares libres +

Residuo

Hidrólisis ácida
HOI eN <apartado IV.4.1)

compuestos polifenólicos

Lievar a sequedad a vacio
a menos de 3000

Residuo

Preparación de derivados

de azúcaresTMS-derivados

Análisis CG-EM

FIGURA IV.3 Esquema de los métodos de preparación de las muestras y de la hidrólisis para el
análisis de azúcares por CG-EM.
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4.3.2.2Preparaciónde los trimetilsilil derivados.

El métodoseguidofue básicamenteel desarrolladopor Gil-Alberdi (1987),conlas

modificacionesintroducidaspor Conde(1994).Se seleccionóestemétodo,en lugar de

otros másespecíficosde azúcares,con el fin de obtenerno sólo los TMS-derivadosde

los azúcares,sino también, los de los polifenoles quepudieranestarpresentesen la

solución de hidrólisis. Se utilizaron los siguientesreactivos:

* N, O-bis (trimetilsilil)-acetamida,BSA (Fluka).

* Trimetilclorosilano,TMCS (Fluka).

* Piridina anhidra, preparadamediantedestilación sobre hidróxido sódicoy

dimetilsulfóxido.

Parala obtenciónde los TMS-derivados,seañadea 1 mg de muestra0,2 ml de

BSA, 0,2 ml de piridina anhidray 0,1 ml de TMCS. La mezcla se mantuvoen vial

cerrado2 h, a 600C.Unavez frío, el productode la reacciónse inyectadirectamenteen

el sistemaCG-EM.

4.3.2.3Análisis por cromatografíadegases-espectrometríade masas

El equipo de CG-EM utilizado consta de un cromatógrafode gasesHewlett-

Packard,modelo 5890, serie II, acopladoa un detectorselectivo de masasHewlett-

Packard5971. Este detectorincluye unafuentede ionizaciónpor impactoelectrónicoy

un filtro de masasde cuadrupolo.La energíade ionización fue 70 eV.

Se empleóunacolumnacapilarHP-1 de metilsilicona(12 m x 0,2 mm y 0,33 ¡¿ni

de espesorde película de fase), y se trabajó bajo las siguientes condiciones

cromatográficas:temperaturainicial de 750C y temperaturafinal de 3250C, con un

gradientede 100C/min.El sistemasemantuvoa la temperaturafinal durante15 minutos.
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La temperaturadel detectorsefijó a 3350Cy la del inyectora 3000C.

El volumen y la forma de inyección se establecieronde acuerdo con la

concentraciónde cadamuestra.

Las identificacionesse realizaronpor comparacióndel espectrode masasdel

compuestoproblemacon los dela librería deespectrosNBS54K, incluidaen el equipo,

y/o con los encontradosen la bibliografía.

Para diferenciar los picos de los azúcaresde los correspondientesa otros

compuestoscon H activos,fundamentalmentepolifenoles,sehizo un registroselectivo

de los ionesm/z 204 y 217.

5. Caracterización de las proantocianidinas.

5.1 Hidrólisis en n-BuOH-HCI.

Una técnica habitual en la investigación de la composición de polímeros de

proantocianidinases el estudiode los productosde su degradaciónoxidativa. Así, la

proporción relativa de antocianidinasy su estereoquímicahan sido parámetros

frecuentementeconsideradosporlos investigadoresen el estudioy caracterizaciónde las

proantocianidinas(Jonesa al., 1976; Foo et al., 1982; Koupai-Abyazaniet aL, 1993).

La degradación oxidativa de las proantocianidinas,que las transforma en

antocianidinas,se ha realizadotradicionalmentepor calentamientodel polímeroen n-

BuOH-HCI (95:5,vN). Estemétodofue descritooriginalmentepor Swain y Hillis (1959)

y, posteriormente,Bate-Smith(1973a,b)contribuyóasu difusión.La reacciónquetiene

lugar seesquematizaen figura 11.16 de la introducción.
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Sin embargo, este procedimientotiene importantes inconvenientes.Algunos

investigadoreshanpuestodemanifiestola dificultadparareproducirlos rendimientosen

antocianidinas,y tambiénla dificultad pararelacionarel rendimientoen antocianidinas

con la concentracióninicial de proantocianidinas.Así, se han sugerido algunas

modificacionesdelmétodo,siendoquizásla másaceptadala dePorteret aL (1986).Estos

autoresrealizanun estudiosobre el mecanismode la reacciónconservandoel mismo

medio que Swain y Hillis (1959), pero introduciendoligeras modificacionesque han

permitido incrementartanto la reproducibilidadcomoel rendimientode la reacción.

La hidrólisis de proantocianidinasa antocianidinasse producemedianteuna

autooxidaciónseguidade la rupturade los enlacesinterfiavánicos,catalizadaporel ácido

(fig. 11.16.). El rendimientoen antocianidinasviene considerablementeafectadopor la

presenciade trazas de iones de metalesde transición y, además,dependede la

concentraciónde aguaen la mezclade reacción.Es convenientepues,la adicióndesales

de hierro en dicho medio de reacción.

Nosotroshemosutilizado estetipo de reacciónparadeterminarlosnivelesrelativos

deantocianidinas,productode la oxidacióndeunidadesfiavan-3-olconstituyentesde las

cadenaspoliméricasde las proantocianidinas.

El métodoempleadohasido,básicamenteel métodode Swainy Hillis (1959),con

lasmodificacionesrecomendadaspor Ponery colaboradores(1986).

A 20 mg de extracto acuoso liofilizado se le añadió 1 ml de n-BuOH-HCI

concentrado(95:5,vN) y 40 ¡¿1 deunasoluciónde reactivoférrico (NI-I4Fe(50j2.12H20

enHCI 2M, de concentración2% en ph’). La reacciónsellevó acaboentuboscerrados

a 95
0C, durante1 h.

Unavez dadapor finalizadala hidrólisis, lasmuestrassellevaronasequedadtotal,
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en vacío. El residuo se redisolvió en 1 ml de MeOH acidificado con HO (0,1%),

procediéndoseposteriormentea su filtración a travésde un filtro de 0,45 ¡¿ni parasu

análisispor CIAR.

5.2 Análisis por CLAJI de los productosde degradación.Antocianidinas.

Las antocianidinasse analizaron por CLAR en fase inversa, utilizando el

instrumentaldescritoenel apartado3.1.2.En estecaso,el canalprincipaldeadquisición

de datos se programó a una longitud de onda de 535±10nm, específicapara

antocianidinas.Lascondicionesdeseparacióncromatográficaaplicadasfueron,asímismo,

las descritasen el apartado3.1.2., utilizandoel gradientede elución 2.

La identificacióndelasantocianidinasserealizódirectamenteporCIAR, mediante

comparaciónde losespectrosUY y los tiemposde retenciónde los picoscromatográficos

de las muestrashidrolizadas,con los de los patronesexistentesen la librería, segúnse

especificaenel apartado3.1.3.

Lasantocianidinashansidovaloradasmedianterectasde calibradorealizadascon

patrones.Se prepararonsoluciones,en metanolacidificado (0,1% HO), de cianidinay

dedelfinidina, enun rango de concentraciónde 2 a 40 gg/ml, analizándosepor CIAR,

bajo las mismascondicionesque las muestras.Los valores de las áreasde los picos

cromatográficos,obtenidosparacadaunadelasconcentraciones,seajustaronaunarecta

de regresión,medianteel métodode mínimos cuadrados.Las ecuacionesobtenidas

fueron: y=2,56.104+1,6.105x,ey=1,96.10~+1,8.105x,respectivamenteparacianidinay

delfinidina; donde y es la concentraciónexpresadaen mg/ml y x, el áreadel pico

cromatográfico,expresadaen unidadesde integrador.Se calculódespuésla proporción

relativade las antocianidinasidentificadas.
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6. Reconocimientode glicósidosfenólicos.

La identificación de los glicósidos flavonoidicos de las hojas se llevó a cabo

medianteel análisis de los agliconesy azúcaresconstituyentes.Paraello, a partir del

extractoen acetatode etilo, obtenidocomose detalló en la figura IV.3, se aisló por

cromatografíaen capafina preparativala fracción fiavonólicade los extractosde hojas,

la cual sesometióa hidrólisis ácida.

6.1 AIslamientode los tiavonolespor cromatografíaen capafina.

El aislamiento de la fracción o fracciones de flavonoles se acometió por

cromatografíapreparativaen capa fina, utilizándose placas de celulosa Sigmacell

microcristalinatipo 20 (Merck), de 20 gm de tamañode partícula,preparadassegúnse

detallaa continuación.Se mezclaron15 g de dichacelulosacon 60 ml de aguadestilada

y 0,2 g de indicadorde fluorescenciaF~4 paraCCF (Merck), y la mezclaseextendió

sobre placasde 20x20 cm, con un espesorde capade 0,25 mm, siendodesecadas

posteriormenteenestufaa 110
0C.LascubetasutilizadasfueronCamagtipo estándar.El

desarrollode la cromatografíafue monodimensional,utilizándosecomoeluyenteAcOH

30%y llevándoseacaboel revelado,solamenteenunasecciónde la placa,con reactivo

A deNeu (solucióndeéster¡3-aminoetflicodel ácidodifenilbóricoenMeOH 0,6%).Las

fraccionesque expuestasa la luz UV (254 nm) dieronun color amarillo propio de los

flavonolesfueron extraídasde la celulosacon MeOH.

6.2 Hidrólisis de los glicósidosflavonólicos.

Conel objetodeevitarla degradaciónde los agliconesproducidosporla hidrólisis

de los glicósidosflavonólicosseaplicó, en estecaso,unahidrólisis ácidasuaveenvacío,
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y utilizando ácidotrifluoroacético(TFA), ya queéstepresenta,frentea otros ácidos,la

ventajade una elevadavolatilidad, lo cual facilita considerablementesu posterior

eliminación del extracto, requisito indispensablepara el análisis de los azúcares.El

procedimientode hidrólisisseguidofue el siguiente:

Muestrasde 1-2 ml de las fraccionesflavonoidicasse llevaronasequedady seles

añadió0,5 ml de iTA 2N. La mezcla, despuésde congelada,se cerróal vacío en un

liofilizador y posteriormentesesometióa calentamientoa 1000Cdurante30 mm. Una

vez dada por finalizada la hidrólisis, y despuésde su enfriamiento a temperatura

ambiente,seañadióa lasmuestrasimí deMeOH, sefiltraron, y por últimosedividieron

en dos partes,con objeto de destinaruna al análisis de agliconesmedianteCIAR

(apartado3.1.2) y la otra al análisisde azúcarespor CG-EM (apartado4.3).

7. Análisis numérico.

7.1 Análisis descriptivo.

El análisis descriptivo incluye los parámetrosestadísticosde cadavariable en

particular, los de centralidad(media aritmética)y los de dispersión (coeficientede

variacióny desviaciónestándar).

7.2 Análisis univariante.

Se trata de un análisis de comparaciónde medias a través de un modelo de

variablesimple,por el quesepretendeconocersi existendiferenciassignificativaspara

cadauna de lasvariablesdependientesde la especiey de la procedencia.

Se haempleadoen el análisisde la varianzala técnicademodelofactorial de dos
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factores(especiey procedencia):

y=m+E1+P~+EP~+ Ek(¡J)

donde:

m= mediadel índiceconsiderado,

E1= efectode la especie,

efectode la procedencia(lugar de plantación>,

EP~= interacciónentreespeciey procedenciay

error experimentalo efectodebidoal individuo K dentrode la especiei y de la

procedenciaj.

7.3 Análisis multivariante.

La técnicadeanálisismultivarianteaplicadafueun análisisdiscriminantecanónico,

enel queseconsiderarontodaso algunasde lasvariablesdependientes,segúnlos casos.

El análisis discriminante canónico consisteen el cálculo de las denominadas

funcionesdiscriminantes,las cualestienennumerosasaplicacionesen el campode la

clasificaciónde individuosde determinadaspoblaciones.En general,la clasificaciónse

resuelvepormediodedeterminadasfuncionesmatemáticasdeni variables,seleccionadas

entrelas n variablesanalizadas(funcionesdiscriminantes).

Los programasestadísticosutilizadosnoshanpermitidoobtenerla representación

canónicade lasmuestrasanalizadas,lo cual consisteen proyectarlos puntosdelespacio

eucledianoR
11 y representarlosgeométricamenteendosdimensiones.Estarepresentación

goza denotablespropiedades:lasvariablescanónicasestáncorrelacionadasentresí,son

ortogonalesy las distanciasgeométricasentre los puntosson idénticosa las distancias

estadísticas;por lo quesefacilita extraordinariamentela representacióngeométricade

los estadísticos.
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V. RESULTADOSY DISCUSION

1. Estudios preliminares.

1.1 Ajustede las condicionesde extracción.

En el análisisde taninosobjeto de este trabajonos hemosplanteadoen primer

lugar la optimizaciónde las condicionesde su extraccion.

Dadalasusceptibilidadtantodelos taninoshidrolizablescomodeloscondensados

a reaccionesde hidrólisis, isomerizacióny polimerización,hemoscentradoesteestudio

preliminarsobre los efectosquelas condicionesde extracciónpudieranteneren estas

reacciones,favoreciéndolasen mayor o menormedida.

Así, en particular, se ha estudiadola influencia del tipo de disolvente y su

contenidoen agua, así como del tiempo de maceración,en el rendimientototal de la

extraccióny en el contenido de fenoles totales, utilizando el método de extracción

descrito en el apartadoIV.1.2 y tanto con maderacomo con cortezade Eucalyptus

globulus(apartado111.1).

Partiendode la base de que la luz y la alta temperaturatienen un efecto

considerablementenegativoen la estabilidadde los taninos (Cork y Krockenberger,

1991), hemosrealizadotodos los ensayosa temperaturaambientey preservandolos

extractosde la luz directa.

En la tablaV.1-1 semuestranlos rendimientosenpesosecodel extractobruto, así

comoel contenidoenfenolestotales, obtenidosapartir demaderao corteza,utilizando

los dos disolventesmáscomúnmentecitadosen la literatura,metanolal 80% y acetona

al 70%y, tambiénmetanolal 40%, conel objetodedeterminarsi unamayorproporción
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de aguafavorecíala extracciónde los taninos.

De los resultadosobtenidossepuedededucirqueun rendimientoextractivomayor,

no siempresuponeun mayor contenido en polifenoles. Así, a partir de madera,el

superiorrendimientoglobal obtenidoen el casode la extraccióncon MeOH 40% en

comparacióncon MeOH 80% (más del doble), no se correspondecon un mayor

contenidoenfenolestotales,lo quesugierequela extraccióndecompuestosmássolubles

en1120,como azúcares,y queno formanpartede la fracción polifenólicade la madera,

seve masfavorecida.Sinembargo,encortezano ocurriólo mismo,posiblementeporque

los compuestosfavorecidosen la extracciónconMeOH40%son taninos,los cualesestán

incluidos en la fracción de fenolestotales.

Es precisoconsiderarqueel aumentodel contenidode aguade los disolventes

puedefavorecerla extracciónde taninosperotambiéna la vez producirsudegradación

hidrolítica (Lindroth y Pajutee,1987), pudiendono resultarincrementadoel contenido

en fenolestotalesdel extracto,todo lo quecabríaesperar.

La utilización de acetonaal 70% frente a metanolal 80% supusoel incremento

tantodel rendimientoextractivocomodesucontenidoenfenolestotales,en amboscasos

de maderay corteza,siendoparticularmenteen éstaúltima el incrementode los fenoles

totalesmásacusado(tablaV.1-1). Por el contrario,losnivelesdeproantocianidinas,en

estecasode extraccióncon acetona70%, resultaroninferiores (tablaV.1-2).

La idoneidadde lasmezclasacetona-aguao metanol-aguacomodisolventesen la

extracciónde taninosvaríaprobablementecon la especiey el tejido vegetalde que se

trate(Hagerman,1987),pero,apesardetodosehanformuladoalgunasgeneralizaciones.

La capacidadextractivadelmetanolparecedisminuiramedidaqueaumentael tamaño

de lospolímerostánicosaextraer(Goldsteiny Swain,1963;Fooy Porter,1980),mientras

quetal efectoaparentementeno seda con la acetona(Joneset al., 1976; Fooy Porter,
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1980). Pareceser que la acetonarompe o impide las asociacionestanino-proteína,

mientrasque el metanolno lo hace(Fooy Porter, 1980; Hagermany Robbins, 1987).

TABLA V.1-1
Efecto del disolvente de extracción en el rendimiento total de extracción

y en el contenido de fenoles totales.

Rend. % total1 Fenoles totales2

MADERA MeOH 80%

MeOH 40%

Me
200 70%

2,25

4,93

3,23

6,9 (1,1)

6,2 (0,1)

8,8 (0,8)

CORTEZA MeOH 80%

MeOH 40%

Me2CO 70%

9,65

10,79

11,82

27,9 (0,9)

29,9 <0,3)

41,3 (0,5>
1)
2)

g de residuo seco por 100 g ae nueria seca.
Expresados en mg de ácido gálico por g de materia seca.
Los valores son media de dos repeticiones y las cifras entre paréntesis corresponden ala desviación
estándar.

TABLA V.1-2
Efecto del disolvente y del tiempo de extracción en

totales y proaritocianidinas.
el contenido de fenoles

24 Horas 72 Horas

Fenoles
totales

1
Proant.2 Fenoles

totales’
Proant?

MADERA MeOH 80%

Me
200 70%

6,1 <0,7)

7,2 (0,2)

1,4 (0,2)

0,8 (0,02)

4,1 (0,6)

7,0 <0,3)

2,4 (0,2)

0,2 (0,02>

CORTEZA MeOH 80%

Me2CO 70%

25,9 (0,9)

34,6 (1,3)

8,9 (0,4)

6,6 (0,3)

24,9 (0,4)

32,4 (0,9)

9,6 <0,3>

6,6 <0,3>
1)

2)
txpresado en mg de ácido gál[&oj,or g ce matena seca.
moJg, calculados en catequina. referidos a materia seca
Los valores son media de dos repeticiones y las cifras entre paréntesis representan las desviaciones
estándar.

Hagerman(1988) y Cork y Krockenberger(1991) obtuvieron rendimientosalgo

superioresenfenolestotalesy proantocianidinas,cuandoutilizabanacetonaacuosafrente

a metanol acuosopara la extracción de taninos de hojas de Eucalyp:usspp. y otras

especiesvegetales.Sin embargo,otros autoreshan referido rendimientosiguales o
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mayoresen la extracciónde taninosdemadera,cortezay hojasdevariasespeciescuando

utilizan metanolacuoso(Julkunen-Tiito, 1985;Scalbertet al., 1989).

En lo que a nuestrosdatosse refiere, el aumentodel rendimientoen fenoles

totales,obtenidoal utilizar comodisolventeacetona-aguafrente a metanol-agua(tabla

V.1-2), estaríade acuerdocon la sugeridasuperiorcapacidadextractivade la acetona-

aguaparalos polifenolespoliméricos.

Porotraparte,la reducciónantesseñaladaen el rendimientoenproantocianidinas,

cuandoutilizamos como disolventede extracciónacetona-agua(tabla V.1-2) podría

debersea varias razones.En primer lugar, los datosde nivelesde proantocianidinas,

obtenidosmedianteel métodode la vainillina-ácido,utilizadopor nosotros,y el método

del BuOH-HCl, utilizado por Hagerman(1988)y Cork y Krockenberger(1991),no son

siemprecomparables.Ello es debido a las posiblesdiferencias estructuralesde las

proantocianidinassegúnla muestra,ya seaen relacióncon su gradode polimerización,

tipo deunióninterfiavánicao naturalezadelasunidadesmonoméricasentreotrascausas

(Goldsteiny Swain, 1963; Butíeret al., 1982; Porteret aL, 1986).

Mientras que la vainillina reacciona con los flavanoles terminales de las

proantocianidinas,con la formacióndeun cromóforo,sin producirsedespolimerización,

por lo que este método supone la valoración preferentementedel contenido en

polímeros,lavaloracióndeproantocianidinasconBuOH-HCIsebasaenla determinación

de las antocianidinasproducidasporla rupturaoxidativade los polímeros,y por tanto,

en este caso, el rendimiento en dichas antocianidinas sería proporcional a la

concentraciónde flavanolesno terminalesdel polímero.

Porotra parte,sehademostradoquelos taninoscondensadossonmenosestables

en acetonaacuosaque en metanolacuoso (Cork y Krockenberger,1991), y así el

contenidomenorenproantocianidinas,obtenidodelos extractosrealizadosconacetona-
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agua, podría debersetambién a la degradaciónde dichas proantocianidinas.Se ha

consideradoque un tiempo demaceraciónde 24 horasessuficientementelargo, como

paraquepuedantenerlugar fenómenosde degradación,con efectossignificativosen el

contenidoen taninos.

En lo que respectaal efectodel tiempo de maceraciónen la extracción,es de

destacarquesu prolongacióndesde24 a 72 horasno dio comoresultadoel incremento

de los nivelesde fenolestotalesextraídos,ni enmaderani en corteza,y con ningunode

los dosdisolventesestudiados(tablaV.1-2).En cuantoalosnivelesdeproantocianidinas,

tanto en el casode maderacomode corteza,sólo se han visto incrementadosen la

extracciónconmetanol-agua,observándoseen laextracciónconacetona-aguainclusouna

reducciónconsiderabledeestosvaloresdespuésde72 horasde maceraciónfrentea los

obtenidosal tiempo menorde 24 horas.Estosresultadosapoyantambiénla ideade la

mayorlabilidad de las proantocianidinasen acetona-aguaqueen metanol-agua.

A pesarde la importanciade los elagitaninosen el géneroEucalyptus,no hemos

realizadolos respectivosanálisiscuantitativosdeestoscompuestosenestapuestaapunto

delmétododeextracción,por no disponerde métodosquímicosdevaloraciónsencillos.

Sin embargo, sí se han consideradolos elagitaninosen los análisis cualitativos

complementariosrealizadospor CIAR.

Así, conel objetode completarla informaciónsobrelas característicasextractivas

de los disolventesbajoestudio,MeOH-H20(80%y 40%) y Me2CO-H20(70%),sehan

analizadopor CIAR los distintostiposde taninosde las fasesacuosasliofilizadasde los

extractosde maderao corteza,siguiendola metodologíaespecificadaen el apartado

IV.1.2 y utilizando el gradientede elución número1. De los resultadosobtenidosdel

análisispor CIAR sepuedeconcluir que:

- En lo que a los elagitaninosse refiere, no se han observadodiferencias
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cualitativasentrelos extraídospor los tres disolventesensayados,tanto a

partir de maderacomo de corteza.Sin embargo,el extractomás rico en

elagitaninosharesultadoel obtenidoconmetanol-aguaal 80% paralos dos

tipos de muestras.

- En cuantoal análisispor CIAR delos otros tipos de taninosesde señalar

queseconfirmael menorcontenidoenproantocianidinasde los extractosen

acetona.Así, los cromatogramasde los extractosobtenidosde maderay

cortezaen acetona-aguahanpresentadomenornúmerodepicosconmáximo

de absorbanciaa 280 nm, propio de proantocianidinas.

Como consecuenciade los resultadosobtenidosen esteestudioprevio, se han

seleccionadolas siguientescondicionesde extracciónparael análisissistemáticode los

taninosde eucaliptosobjeto de estaTesis: disolventeMeOH-H20 al 80%, tiempo de

maceración24 h y temperaturaambiente,segúnse ha descritoen el apartado1.2 de

metodología.

2. Rendimientos de extracción y nivelesde taninos de los extractos.

El estudiosistemáticodel contenidoenpolifenolesde la madera,cortezay hojas

de las tres especiesde Eucalyp:us consideradas,se ha llevado a cabo mediantela

determinacióndel rendimientoglobaldel extractoen MeOH-H20(80:20)y la valoración

del contenidoen fenolestotales, así comodel contenidode los diferentesgruposde

taninosdel extractobruto acuoso.

La estimacióndel contenidopolifenólico de los extractosserealizóutilizando el

método de Folin-Ciocalteu descrito en el apartado IV.2.1. Los resultadosse han

expresadoen mg de ácido gálico por g de material seco extraído.El coeficientede
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extinción molar obtenidopara el ácido gálico ha sido de 22,3x103,valor que estáen

consonanciaconlos publicadospor Singletony Rossi(1965),de23,3x103,y por Scarbert

el al. (1989), de25,2xlOt

En cuanto a los niveles de los taninos condensados,se han determinadopor

reacciónde condensaciónde las proantocianidinasconvainillina, segúnhemosdescrito

en el apartadoIV.2.2. Los valoressedanen mg de catequinapor g de materialvegetal

seco.Parala catequinahemosobtenidoun coeficientede extinciónmolar de34,3x103.

Tantolasdeterminacionesde los fenolestotalescomolasdeproantocianidinas,se

han realizadopor triplicado, ya que los métodosquímicos utilizados se basanen

reaccionesde formacióndegruposcromóforos,lascualesdependenconsiderablemente

del tiempo, la temperaturay el disolventeempleados,entreotrasmuchasvariablesque

determinan velocidadesy rendimientosde reacción.

Los elagitaninoshansidovaloradostambiénenlosextractosacuososconcentrados.

Estos extractosse sometierona hidrólisis, en medioácido, comose ha descritoen el

apartadoIV.2.3.1, y el ácido elágicoliberadosevalorópor CIAR (apartadoIV.2.3.2),

dándosepor tanto los valoresen mg de ácido elágicopor g de materialvegetal.

A continuaciónse comentany discuten ampliamenteestos resultadosen los

subapartadoscorrespondientesa madera,cortezay hojas,por esteorden.

2.1 Madera.

Los resultadoscorrespondientesa las determinacionesdel contenido en los

diferentesgruposde taninos,para las muestrasde maderade E. camaldulensis,E.

globulusy E. rudis,serecogenen la tablaV.2-1. y el correspondienteanálisisunivariante

en la tabla V.2-2.
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TABLA V.2-1

Rendimiento en extracto total y contenido en
elagitaninos de madera de E cama/dulensls, E

fenoles totales, proantocianidinas y
globulus y E rudis.

Muestra
Extracto en
MeOH-H20

(%)
Fenoles totales~ Proantoclanldlnaab Elagltanlnoac

HECí

HEC2

HEC3

HEC4

HEOS

PECí

PEC2

10,03

3,51

8,07

8,48

7,14

2,40

2,84

21,06 (0,11)

9,95 <0,22)

12,04 <0,22>

18,31 <0,29)

26,21 (0,44)

6,43 <0,40)

5,34 <0,37>

9,10 (0,04>

2,49 <0,25)

3,72 <0,25>

6,59 <0,17>

10,98 <0,10)

4,56 <0,30)

4,54 <0,04>

0,34

0,40

0,52

0,38

0,35

0,36

0,22

HEGí

HEG2

HEGS

HEG4

HEG5

PEGí

PEG2

PEGa

PEG4

PEG5

3,61

3,43

2,71

3,83

3,84

5,65

2,79

3,92

3,76

3,17

9,55 (0,47)

9,61 (0,07)

9,14 <0,71)

18,29 <0,18>

19,6 (1,14)

16,92 <2,11)

8,01 <0,34)

8,85 (0,65)

10,98 (0,64)

7,26 <0,22)

2,00 <0,08)

2,41 <0,25)

2,21 <0,13)

5,21 <0,68>

4,82 (0,60)

0,64 <0,19)

0,35 <0,03>

0,40 (0,03)

0,71 (0,24)

1,50 <0,15)

0,65

0,55

0,36

0,26

0,37

0,98

0,16

0,16

0,27

0,28

HERí

HER2

HER3

HER4

HER5

PERi

PER2

PER3

PER4

3,41

4,31

4,98

4,17

6,02

4,47

5,6

3,55

3,15

7,79 (0,58)

12,71 (0,50)

13,04 <0,57)

13,89 (0,36)

9,43 (0,32)

8,28 <0,29)

18,76 (0,91)

9,62 (0,66)

12,22 <0,84>

1,43 <0,42)

3,57 (0,01)

4,08 <0,09>

3,39 (0,65)

2,37 <0.19)

1,65 <0,17>

4,84 (0,36)

1,73 (0,29)

2,19 <0,04>

0,19

0,17

0,13

0,18

0,39

0,28

0,4

0,13

0,07

- H=Huelva. P=Pontevedra. EC=E camaidulensis. EG=E g/obu/ust ER=EJ rud,k
- % en peso.
- Los datas de a, b y c vienen dados en mg por g de peso seco de madera; siendo

expresados respectivamentepara a) en base a ácido gálico, para b> en base a catequina
y para c) en ácido elágico

- Los valores de a y b son media de tres repeticiones y los valores encerrados entre
paréntesis representan las desviaciones estándar correspondientes.
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Resultadosy discusión

2.1.1 Eucalyptuscamaldulensis.

En estaespecie,los rendimientosglobalesde extraccióny los nivelesde fenoles

totaleshanresultadosuperioresen lasmuestrasprocedentesdeHuelva(x: 7,45%y 17,51

mglg respectivamente)que en las de Pontevedra(x: 2,62% y 5,89 mg/g). Se puede

deducirademásqueexisteunaciertaproporcionalidadentreambosparámetros,lo que

sugiereuna importantecontribución de los compuestospolifenólicos al rendimiento

extractivo.

Por otra parte, los nivelesde proantocianidinashan resultadoexcepcionalmente

variablesen las maderasprocedentesde Huelva (CV=54, tabla V.2-2), obteniéndose

valoresparticularmenteelevadosen algunasmuestras,HECí y HECS (tablaV.2-1), las

cuales también presentaronlos correspondientesniveles de fenoles totales muy

superiores.Se apreciaciertacorrespondenciaentrevaloresdetaninoscondensadosy de

fenolestotales.No sepuededecir lo mismoparalos elagitaninos,ya quelasvariaciones

en las muestrasde maderano han resultadoproporcionalesa las obtenidaspara los

nivelesdefenolestotales,Es precisoconsiderarquelos nivelesde elagitaninoshansido

estimadosen base al ácido elágico liberadomediantela hidrólisis ácida de dichos

elagitaninosy así, el rendimiento en ácido elágico puedevenir considerablemente

afectadopor la estructurade los elagitaninos,en particularpor el contenidode ácido

elágicopor moléculade elagitanino.

2.1.2Eucalyptusglobulus.

En estecasode E. globulus los rendimientosglobalesde extracciónhanresultado

muy semejantes,con independenciade si las muestrasde maderaeranprocedentesde

Huelva (media, 3,49%) o de Pontevedra(media,3,86%) (tablaV.2-1 y V.2-2), con la

excepciónde la muestraPEOl de Pontevedraquedio el máximo rendimiento(5,65%).
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En lo queconciernea los nivelesde fenolestotales,enestaespecieesdedestacar

su notablevariabilidad en las maderasprocedentesde las dos localizacionesy la falta

total de relaciónconlos valorescorrespondientesdel rendimientoglobal extractivo.

Por otra parte, los niveles de proantocianidinashan sido considerablemente

superioresenlasmaderasde Huelva(x: 3,33mg/g),caracterizándoseporel contrariolas

muestrasde Pontevedrapor su bajísimocontenidoen proantocianidinas(x: 0,72 mg/g)

y así, los altos niveles en fenoles totales,obtenidosen las maderasde Pontevedra,

parecendebersea la extracciónde polifenolesdenaturalezano tánica.Lasmaderasde

E. globulusprocedentesdePontevedrahanpresentado,también,nivelesdeelagitaninos,

en general,inferioresa lasde Huelva (x: Pontevedra0,37mg/g, Huelva0,44mg/g),con

la excepciónde la muestraPEGí.

En la literaturaexisteun trabajopublicadopor Scalbertet al. (1989),en el quese

determinanlos nivelesde polifenolesde maderade cinco especiesde gymnospermasy

doce de angiospermas,incluyendoentreéstasEucalyptusglobulus. La maderade esta

especie,segúnel contenidoen fenolestotales(24,0mg/gen ácidogálico) ocupael cuarto

lugar,el sextosegúnel nivel de proantocianidinas(0,24mg/g en catequina)y el tercero

encuantoal contenidoen elagitaninos(21,3mg/gen4,6-hexahidroxidifenoil-glucosa).A

pesarde quelos valoresde fenolestotalesy proantocianidinasdadospor Scalbertel al.

(1989), sebasansólo en el estudiode unamuestrade madera,esprecisoseñalarque

estánde acuerdoconlos obtenidospor nosotros.En particular, los datossobre fenoles

totalesdadospor estosautoresse acercanmása nuestrasestimacionesen maderas

procedentesde Huelva(9,55-19,60mg/g en ácidogálico), mientrasqueel contenidoen

proantocianidinasestámásacordecon los correspondientesa los datosde maderas

procedentesdePontevedra(0,35-1,50mg/gencatequina).Además,esprecisoconsiderar

quetantolos resultadoscorrespondientesalos fenolescomoa lasproantocianidinasson

susceptiblesde sercomparados,puestoqueen ambostrabajos,sehautilizadola misma

metodologíay el mismo compuestode referencia.No ocurrelo mismo,enel casode la
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valoraciónde los elagitaninos,por lo quelos resultadosde Scalbertet aL y los nuestros

no puedenseren absolutocomparables.

Otrosautoreshanconsideradotambiénla maderade E. globuluscomounade las

ricas en elagitaninos(Yazaki y Hillis, 1976), aunque se limitan a realizar sólo el

aislamientoe identificaciónde algunosdeellos, sin haberllegadoa la valoraciónde sus

niveles.

2.1.3Eucalyptusrudis

EnlasmuestrasdemaderadeE. rudisnosehanobservadoimportantesdiferencias

dependientesdel origen ni en el rendimientode la extracción,ni en el nivel de fenoles

totalesni enel deproantocianidinas.PerolasmuestrasprocedentesdePontevedrasehan

caracterizadopor una gran variabilidaden los contenidosde elagitaninos,habiéndose

obtenidovaloresdesde0,07 mg/g a 0,40 mg/g, correspondientesa las muestrasPER4y

PER2respectivamente,y un CV parala poblaciónde 68 (tablasV.2-1 y V.2-2).

2.1.4Análisis numérico.

Análisis univariante

La tablaV.2-2 recogelos resultadosde los análisis univariantesrelativosa los

rendimientosde extracción,y a los niveles de fenoles totales, proantocianidinasy

elagitaninosde losextractosde maderade las tresespeciesdeEucalypíusestudiadas.Se

incluyen medias, desviacionesestándary coeficientes de variación, así como las

diferenciassignificativas y los agrupamientospor especiesy por procedencias,respecto

decadaunade lasvariables.Se daasímismola interacciónentreespeciey procedencia.

Dela comparacióndelos resultadosobtenidosen los análisisunivariantes,sepuede
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deducirla existenciade diferenciassignificativasentrelas tresespeciesdeEucalyptus,en

cuantoal contenidoen elagitaninosdel extractode madera.Los rendimientosglobales

y los nivelesde fenoles totalesno han resultadosignificativamentediferentesen las

maderas de las tres especies y los contenidos en proantocianidinashan sido

significativamentesuperioresen las deE. camaldulensis,respectode las deE. globulus

yE. rudiv.

En cuanto al análisis realizadoconsiderandola procedencia,es de destacarsu

influenciaen el rendimientoglobaldeextracción,enel contenidodefenolestotalesy en

el de proantocianidinas.En los niveles de elagitaninos,por el contrario, no se han

obtenidodiferenciassignificativasen relacióncon el origen.

Porotra parte,sehaobtenidounaconsiderableinteracciónentreespeciey origen

parala variable rendimientoextractivo, lo que significa que el origen va a influir en

menor o mayorgradosobre el rendimientoextractivo,segúnla especieconsiderada.

Análisis multivariante

Con el objetivo de determinarsi el conjunto de las variablesestudiadasen los

extractosdemaderadeEucalyptus,rendimientoextractivo,contenidoenfenolestotales,

en proantocianidinasy en elagitaninos,hacíanposiblela diferenciaciónde las muestras

según la especiea la que perteneceno según la procedencia,se realizó un análisis

discriminantecanónico,considerandodichasvariables.

Enla figura V.2-1 semuestrala representacióncanónicadelasmuestrasdemadera

estudiadas,en el plano definido por las dos funcionescanónicasde mayor poderde

discriminación,las cualesexplicanel 92,9% de la varianzatotal y presentancoeficientes

de correlacióncon lasvariablesconsideradasde 0,9122 y 0,8022(tablaV.2-3). Como

podemosobservar,seproduceun considerablesolapamientoentrelasespeciesE.globulus
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TABLA V.2-3 Análisis discriminante canónico para las variables rendimiento extractiva, contenido en
fenoles totales, en proantocianidinas y en elagitaninos de los extractos de madera de
Euca/yptusspp.

ANALISIS DISCRIMINANTE

Función dis-
criminante <FD) Autovalor

Porcentaje
relativo

Correlación
Canónica

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 FDI 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 0,79462 -0,52870

La representación canónica correspondiente se muestra en la figura V.2-1.
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y E. rudAs, en las cuales,por otraparte,no sehanpodidodiscriminarlas dospoblaciones

procedentesde Huelvay de Pontevedra.La especieE. camaldulensisesla que seha

presentadomásdistanterespectode las otrasdos y en ella sehan podidodiferenciara

suvez dos gruposde individuos, relacionadoscon la procedencia.

V. 1.5 Conclusiones.

1- La maderade lasespeciesdeEucalyptus:E. camaldulensis,E. globulusy E. rudAs

dedoslocalizacionesdiferentesde la Península,Huelvay Pontevedra,presenta

unagran variabilidadencuantoal contenidodetaninos,comosededucedela

elevadadispersiónenlosvaloresde lascuatrovariablesanalizadas:rendimiento

extractivo,nivelesdefenolestotales,de proantocianidinasy de elagitaninos.

2- De las tresespeciesdeEucalyptusestudiadas,la maderadeE. camaldulensises

la queha presentadocontenidosen proantocianidinasmayores,mientrasque

la de E. globulus ha resultadoser la másrica en elagitaninos,seguidade E.

camaldulensisy de E. rudAs. Sin embargo,en lo que respectaal rendimiento

global de extraccióny contenidoen fenolestotales,las maderasde las tres

especieshanresultadosimilares.

3- En general,sehaobservadoen las maderasE. camaldulensis,E. globulusy E.

rudAs una cierta relaciónde proporcionalidadentreel rendimientoextractivo,

contenidoen fenolestotalesy contenidoenproantocianidinas.

4- Considerandopor un lado el conjuntode las maderasprocedentesde Huelva

y por otro el de las de Pontevedra,las primerashanpresentado,en general,

contenidosde fenolestotalesy proantocianidinassuperiores,así comovalores

superioresen el rendimientoglobal deextracción.
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Resultadosy discusión

5- El rendimientoextractivo, el contenidoen fenolestotalesy el contenido en

proantocianidinashanresultadoinfluidasprincipalmenteporla procedenciade

las maderas,mientrasque el contenido en elagitaninosha resultadomás

relacionadocon la especiea la quepertenecíanlas maderasen estudio.

6- De los resultados obtenidos en los análisis estadísticosunivariante y

discriminantecanónico, se puede concluir que las variables consideradas,

rendimientoextractivo,contenidoenfenolestotales,enproantocianidinasy en

elagitaninosen los extractosde madera,no sirvencomofactoresdiscriminantes

ni entreespeciesni entreprocedencias.

2.2 Corteza.

Los resultadoscorrespondientesa las estimacionesde los rendimientosde

extracción y de los niveles de fenoles totales, proantocianidinasy elagitaninos,en

extractosdecortezadeE. camaldulensis,E. globulusy E. rudAs,seencuentranenla tabla

V.2-4 y el correspondienteanálisisunivariante,en la tablaV.2-5.

2.2.1Eucalypíuscamaldulensis

LascortezasdeE. camaldulensisprocedentesdeHuelvahanresultadosermásricas

en extraibles(media, 17,88 mg/g) y en fenolestotales(media, 93,30 mg/g), que las de

Pontevedra(media,2,88mg/g y 2,58 mg/g), al igual quehabíaocurrido en madera.Los

niveles de proantocianidinasy elagitaninos también han sido considerablemente

superioresen los extractosde cortezaprocedentesdeHuelva (media,39,21 mg/gy 0,87

mg/g) frentealos dePontevedra(media,0,49mg/gy 0,10mg/g). Esdedestacarademás,

la notablevariabilidaden los rendimientosdeextraccióny en los nivelesde polifenoles

y de taninosen las muestrasde Huelva (CV=71-86,tabla V.2-5).
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TABLA V.2-4

Rendimiento en extracto total y contenido en fenoles totales, proantocianidinas y
elagitaninos de corteza de E cama/du/ensi~ E giobulusy E rudis

Muestra
Extracto en
MeOH-H20

(~~>
Fenoles totales~ Proantoclanldlnasb Elagltanlnosc

HEOl

HEC2

HEC3

HEC4

HEC5

PECí

PEC2

18,22

8,73

36,16

3,69

22,61

2,77

2,87

85,97 <0,23)

50,51 <3,56)

195,21 <10.07)

17,62 (0,45)

117,18 (3,95)

2,20 (0,02)

2,97 <0,07)

38,94 <1,19)

17,03 <0,30>

86,42 <3,42>

4,70 (0,13>

46,95 (0,20)

0,40 (0,01)

0,58 <0,03)

0,76

0,23

1,31

0,14

1,93

0,11

0,09

HEGI

HEG2

HEG3

HEG4

HEGS

PEGí

PEG2

PEG3

PEG4

PEG5

12,27

7,78

4,47

8,23

6,08

9,91

2,80

4,13

3,89

2,80

33,97 <0,30>

33,16 <0,15)

11,50 <1,43)

19,56 (0,26)

15,96 (0,10>

36,82 <0,50>

8,61 <0.09)

9,67 <0,01)

9,29 (0,12)

6,58 (0,12)

12,13 <0,20)

11,63 (1,06>

3,09 (0,16)

6,15 (0,29)

4,18 <0,33)

9,64 <0,16)

1,40 <0,05)

2,38 (0,11>

1,97 (0,09)

1,00 (0,09)

0,56

0,49

0,07

0,60

0,98

2,55

0,94

0,86

0,76

0,40

HERí

HER2

HER3

HER4

HERS

PERi

PER2

PER3

PER4

3,18

2,03

1,33

2,40

2,27

6,77

6,36

3,53

4,72

2,83 (0,05>

4,93 <0,19)

1,99 <0,19>

4,53 (0,10)

3,15 (0,02>

7,81 <0,06)

7,64 <0,04)

1,53 (0,08)

8,52 (0,36)

0,43 <0,03)

0,65 <0,05)

0,23 (0,02>

0,56 (0,03)

0,46 <0,01)

2,34 (0,09>

3,25 (0,02>

0,53 (0,02)

2,23 <0,08)

0,07

0,03

0,04

0,07

0,09

0,03

0,02

0,03

0,03

- H=Huelva. P=Pontevedra. EC=E cama/dulensis. EG=E globulus ER=E rud&
- % en peso.
- Los datos de a, b y o vienen dados en mg por g de peso seco de corteza; siendo

expresados respectivamente para a) en base a ácido gálico, para b> en base a catequina
y para c) en ácido elágico

- Los valores de a y b son media de tres repeticiones y los valores encerrados entre
paréntesis representan las desviaciones estándar correspondientes.
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Resultadosy discusión

Sinembargo,sehaobservadounaciertaproporcionalidadentrelascuatrovariables

estudiadas,lo que sugiere que la contribución al contenido de fenoles totales y

rendimientoextractivode los polifenolespoliméricosdel tipo taninoesmáxima.

2.2.2Eucalyptusglobulus

Las cortezasde árbolesde E. globulus, procedentesde Huelva, también, han

presentado,como en el casode E. camaldulensis,extractoscon valoressuperioresen

rendimientodeextracción,enfenolestotalesy enproantocianidinas,frentealasmuestras

procedentesde Pontevedracon la excepción de la muestraPEGí que ha sido con

diferenciala másrica en fenolestotales,proantocianidinasy elagitaninos.

Los niveles de elagitaninospor el contrarioson, en general,inferiores en las

muestrasde cortezaprocedentesde Huelva, siendode destacarel valor especialmente

bajo obtenidoparala muestraHEG3 (0,07mglg frentea la mediade la poblaciónde

Huelva de 0,54 mg/g) y por otro lado, el valor especialmentealto obtenidopara la

muestraPEGí(2,55mglg frentea la mediade la poblacióndePontevedrade 1,10mglg).

2.2.3EucalyptusrudAs

Los extractosde cortezadeE. rudAs secaracterizanpor el bajocontenido,tantoen

extraibles totales como en fenoles totales y en proantocianidinas,de las muestras

procedentesde Huelva, resultadoque estáen contraposicióncon los de las otras dos

especiesestudiadas,enlasquelasmuestrasdeHuelvaresultaronmásricasenpolifenoles

en general(tablaV.2-4 y V.2-5).

Además,son de considerarlos bajísimosnivelesde elagitaninosobtenidosen las

cortezasde estaespecie,conindependenciadel origen de lasmuestras(0,02-0,09mg/g).
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Resultadosy discusión

Por otro lado, seha observadouna importantediferenciaciónmorfológicaen las

cortezas,así comoen las maderas,de los árbolesde distinta procedencia,haciéndose

evidenteunadeficienteadaptacióndeestaespeciealascondicionesclimáticasdeGalicia.

Teniendoen cuentaestasconsideraciones,las variacionesen los contenidosen

polifenolessegúnel origen de las muestras,en general,podríanestarrelacionadascon

los mecanismosde adaptacióna las condicionesmedioambientales,especialmentea las

condicionesde estrésambiental.

2.2.4Análisis numérico.

Análisis univariante

Losresultadosde losanálisisunivariantesrelativosalos rendimientosdeextracción

y a los niveles de taninosen los extractosde cortezadeEucalyptusspp. semuestranen

la tablaV2-5.

En el caso del análisis univariante según las especies,se han obtenido

agrupamientos semejantes en cuanto a los niveles de fenoles totales y de

proantocianidinas,siendosignificativamentesuperioresen las cortezasde la especieE.

camaldulensis,respectodeE. globulusy E. rudis. No ocurrelo mismoparalos nivelesde

elagitaninos,los cualeshansido significativamentesuperioresen la especieE. globulus.

Por otra parte, considerandoel análisis segúnel origen se puededecir que las

cortezas procedentesde Huelva, contempladasen su conjunto, han resultado

significativamentemásricasen fenolestotalesy proantocianidinasquelasdePontevedra;

no encontrándosediferenciassignificativas en los niveles de elagitaninos, así como

tampocoen el rendimientoextractivo,entre las muestrasde lasdos procedencias.

153



Resultadosy discusión

En lo querespectaa la interacciónentreespeciey procedencia,éstaharesultado

positiva paralas cuatrovariablesconsideradasen esteestudio.

Análisismultivariante

Los resultadosobtenidos para el análisis discriminante canónico, realizado

considerandolas variables rendimiento extractivo, niveles de fenoles totales, de

proantocianidinasy de elagitaninos,de los extractosde cortezade Eucalypíusspp., se

presentanen la tablaV.2-6 y en la figura V.2-2.

Sepuedeobservarun solapamientoentrelasdiferentesespeciesdeEucalyptusmás

acusadoaúnqueel obtenidoparalasmuestrasdemadera.Sin embargo,dentrode cada

unade lasespecies,los individuossehanagrupadosegúnla procedencia.

2.2.5 Conclusiones.

1- Entrelas tresespeciesdeEucalyptusenestudio,lascortezasdeE. camaldulensis

y de E. globulus,en comparacióncon la madera,sehancaracterizadopor sus

altoscontenidosen fenolestotales,proantocianidinasy elagitaninos,así como

por susaltos rendimientosglobalesde extracción.Por el contrario, la corteza

de E. rudAs, ha presentadoniveles de taninos,en general,inferiores a los

correspondientesde madera.

2- La corteza de E. camaldulensisha presentadolos valores más altos de

rendimientoextractivo,de contenidoen fenolestotalesy proantocianidinas,

mientrasquela de E. globulusharesultadola másrica en elagitaninos.

3. LascortezasdeE. camaldulensisprocedentesdeHuelvahanresultadoser, con

diferencia,másricasenextractoglobal, fenolestotalesy proantocianidinasque
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Resultadosy discusión

TABLA V.2-8 Análisis discriminante canónico para las variables rendimiento extractivo, contenido en
fenoles totales, en proantocianidinas y en elagitaninas de los extractos de corteza de
Euca/yptus spp.

ANALISIS DISCRIMINANTE

Función dis-

criminante <FD> Autovalor

Porcentaje

relativo

Correlación

Canónica

1 28354130 53,81 0,85981

2 1,6748781 31,78 0,79130

3 0,7058011 13,39 0,64325

4 0,0533891 1,01 0,22513

COEFICIENTES ESTANDARIZADOS DE LAS FUNCIONES DISCRIMINANTES

Variable FOl FD2 FD3 FD4

Rend. extractivo 3,19680 -4,32550 -2,51349 0,84330

Fenoles totales -7,72986 -3,79020 -3,96919 -8,93007

Proantocianidinas 3,80991 6,90116 6,49568 8,38557

Eiagitaninos 0,20572 1,52387 0,35108 0,70578

La representación canónica correspondiente se muestra en la figura V.2-2.
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Resultadosy discusión

las del restode las poblacionesestudiadas,no siendoasíen lo querespectaa

los elagitaninospara los que las cortezasde E. globulus procedentesde

Pontevedrahan resultadoser las masncas.

4. Es dedestacarla granproporcionalidadpuestademanifiestoentrerendimiento

global de extracción, contenido en fenoles totales y contenido en

proantocianidinasde las cortezasde las tresespeciesdeEucalyptusestudiadas.

5. De los análisis estadísticosse deduceque en las cortezaslas variables

rendimientoextractivo,contenidoenfenolestotales,enproantocianidinasy en

elagitaninos,no se puedenconsiderarcomo caracteresdiferenciadoresentre

especiesdeEucalyptus.

2.3 Hojas.

Los rendimientosdeextracción,los nivelesdefenolestotales,deproantocianidinas

y de elagitaninos,obtenidosen los extractosmetanólicosde hojasdeE. ca,naldulensiv,

E. globulus y E. rudAs, se muestranen la tabla V2-7 y el correspondienteanálisis

univarianteen la V2-8.

2.3.1 Eucalypíuscamnaldulensis.

Los extractosde hojasde E. camaldulensAshanpresentadoen generalvaloresdel

rendimientodeextraccióny denivelesde fenolestotalesmuy superioresa los decorteza

y de madera.

En lo queserefierea los taninos,lashojasde E. camaldulensissecaracterizanpor

un alto contenidode elagitaninos(1,29-7,53mgfg) y bajosnivelesde proantocianidinas
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TABLA V.2-7
Rendimiento en extracto total y contenido en fenoles totales, proantocianidinas y
elagitaninos de hojas de E camaldu/ens/s E globulus y E rud¡~.

Muestra Extracto en
MeOH-H20

(%)
Fenoles totalet Proantaclanldlnasb Elagltanlnot

HECí

HEC2

HECS

HEC4

HEC5

PECI

PEC2

36,32

32,86

41,21

36,62

36,23

21,41

26,70

87,61 (0,72)

75,17 (0,18)

75,76 (5,13)

96,40 <1,52)

9446 (0,89)

46,72 <2,92)

37,40 <2,23)

2,39 (0,07)

2,71 (0,14)

3,52 (0,15)

3,61 (0,09)

2,52 (0,12)

4,33 (0,21)

4,36 <0,21>

7,53

5,55

3,80

7,10

3,81

1,29

2,07

HEGI

HEG2

HEGS

HEG4

HEG5

PEGí

PEG2

PEGS

PEG4

PEGS

23,52

26,36

27,70

26,02

24,72

21,59

19,48

24,94

35,40

22,10

56,27 <0,69)

51,69 <0.17>

63,92 ~

74,33 (3,39)

51,01 <1,44)

44,99 (0,72)

31,14 (0,98)

54,98 (0,80)

70,58 <0,52)

54,23 <1,07)

2,02 (0,16>

3,13 <0,13>

4,38 <0,15)

5,08 <0,04)

2,87 <0,23)

0,95 <0,06)

1,02 <0,14)

1,79 <0,13)

4,41 (0,16)

2,57 (0,23)

3,99

4,38

4,03

2,74

3,22

3,33

1,26

6,69

4,01

3,61

HERí

HER2

HER3

HER4

HERS

PERI

PER2

PER3

PER4

29,44

30,66

17,33

26,35

32,76

26,87

28,41

25,50

30,11

63,22 (1,17)

56,40 <1,29)

55,13 (1,79)

64,62 <0,34)

67,24 <1,73)

65,07 <1,82)

76,41 <3,67)

48,19 (0,35)

67,38 <1,47)

1,41 (0,40)

1,51 (0,43)

1,13 (0,32)

3,09 (0,88)

1,53 (0,43)

1,92 (0,54)

1,21 (0,34>

1,99 (0,56)

2,27 (0,64)

4,65

2,87

1,95

3,74

7,57

8,13

5,76

3,12

4,43

- H=Huelva. P=Pontevedra. EC=E cama/du/ens& EG=E globulus ER=E wd,~
- % en peso.
- Los datos de a, b y c vienen dados en mg por g de peso seco de hojas; siendo expresados

respectivamente para a) en base a ácido gálico, para b> en base a catequina y para c> en
ácido elágico

- Los vaJores de a y b son media de tres repeticiones y los valores encerrados entre
paréntesis representan las desviaciones estándar correspondientes.
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Resultadosy discusión

(2,39-4,36mg/g), respectodeE. globulusy E. rudts comosepuedededucirde lastablas

V.2-7 y V.2-8.

Una vez más, como en el caso de maderay corteza,las hojasprocedentesde

árbolesde Huelva resultaronser más ricas en extraiblesque las de Pontevedra,en

particular en fenoles totales (x: Huelva 85,88 mg/g, Pontevedra42,06 mg/g) y en

elagitaninos(x: Huelva 5,56 mglg, Pontevedra1,68 mgfg). Las proantocianidinas,sin

embargo,resultaronmásabundantesen las procedentesde Pontevedra(x: Huelva2,95

mglg, Pontevedra4,34 mg/g>.

Por otra parte, seha puestodemanifiestouna ciertaproporcionalidadentrelos

nivelesde proantocianidinasy de elagitaninos,y los nivelesde fenolestotales,aunque

no con los rendimientosde extracción.

2.3.2Eucalyptusglobulus.

En cuantoal análisisdelos resultadoscorrespondientesalos extractosdehojasde

E. globulus, sepodríanestablecergeneralizacionessemejantesa las comentadasparaE.

camaldulensis.Sepuededecirqueno presentanningunaparticularidadcon respectoalos

de E. camaldulensis.No obstante,hayqueseñalarqueel contenidoen fenolestotalesy

el rendimientoextractivofue en la especiequenos ocupaligeramenteinferiory, por otra

parte, se ha puesto de manifiesto la proporcionalidadentre el conjunto de las

proantocianidinasy elagitaninos,y el contenidoen fenolestotales(tablasV.2-7 y V.2-8).

2.3.3EucalyptusrudAs.

Al igual queocurrióen las especiesE. camaldulensisy E. globulus,en los extractos

dehojasde E. rudAs se hanobtenidorendimientosde extracción,nivelesdefenolesy de

taninosconsiderablementesuperioresa los obtenidosenmaderay corteza.A pesarde
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que la maderay corteza de esta especie(tablas V.2-1 y V.2-3), frecuentemente,

presentanlos nivelesmínimosde proantocianidinasy elagitaninos,en las hojassehan

encontradonivelesequiparablesa los de las otras dos especies estudiadas (tablas V.2-7

y V.2-8).

Por otro lado, no han sido observadasdiferenciasen los contenidosde fenoles

totalesy proantocianidinasenrelaciónconla procedenciade lasmuestras,mientrasque

los nivelesde elagitaninosresultaronalgo superioresen las muestrascorrespondientes

a Pontevedra.

2.3.4 Análisis numérico.

Análisis univariante

Los resultadosde los análisisunivariantes,relativosa los rendimientosextractivos

y a los niveles de taninos de los extractos de hojas deE. camaldulensis,E. globulus y E.

rudAs se resumen en la tabla V.2-8.

Cuando se consideran las distintas especies,el análisis pone de manifiesto

agrupamientosdiferentes para cada una de las variables. Se observa una cierta

correspondenciaentrerendimientoextractivoy contenidoen fenolestotales,ya quelas

especies se han ordenado de forma similar, aunque para la segunda variable, contenido

en fenoles, las diferencias entre especies no hayan resultado significativas. El

agrupamientoobtenidoparala variablecontenidoen proantocianidinasrefleja que en

hojas de E. camaldulensisy E. globulus los valores son significativamente superiores

respectode los de E. rudAs; sin embargo,no sehan obtenidodiferenciassignificativas

entrelastresespeciesde Eucalyptus,en lo querespectaal contenidoen elagitaninosde

las hojas.
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Tomandoen consideraciónla diferenteprocedenciade las muestras,hay que

señalarqueestefactortieneinfluenciasignificativaenlasvariablesrendimientoextractivo

y fenolestotales,siendolosvaloressignificativamentesuperioresenlashojasprocedentes

deHuelva, al igual quehaocurridoenmaderay corteza.Por el contrario,los nivelesde

proantocianidinasy deelagitaninosno handiferido significativamente,considerandoen

conjunto las muestras procedentes de Pontevedra y de Huelva.

Por otro lado, es preciso resaltar que la significaciónde la interacción entre especie

y origen es considerable y, así, los resultados de los análisis teniendo en cuenta los

orígenes pueden variar según la especie. Por ejemplo, aunque no se han obtenido

diferencias significativas entre las muestras procedentes de Huelva y de Pontevedra, en

cuanto a los niveles de elagitaninos sí se obtienen diferencias significativas si

consideramos únicamente la especie E. camaldulensis,en la cual las muestras de Huelva

presentan niveles significativamente superiores a las de Pontevedra.

Análisis multivariante

Los resultados obtenidos en el análisis discriminante realizado para las variables:

rendimiento extractivo, contenido en fenoles totales, en proantocianidinas y en

elagitaninos de los extractos metanólicos de hojas de Eucalyptusspp.,se presentan en la

tabla V.2-9 y la figura V.2-3.

En dicho análisis se pone de manifiesto una vez más el solapamiento existente

entre las hojas de las poblaciones de Eucalyptusspp. estudiadas, teniendo en cuenta los

diferentes orígenes y las diferentes especies, por lo que las variables consideradas no

parecen ser adecuadas en la diferenciación entre especies y entre procedencias. Al igual

que en las muestras de madera y de corteza, en las hojas se observa una apreciable

diferenciación entre las muestras de Huelva y las de Pontevedra de E. camaldulensis.
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TABLA V.2-9 Análisis discriminante canónico para las variables rendimiento extractivo, contenidoen
fenoles totales, en proantocianidinas y en elagitaninos de los extractos de hojas de
Eucs/yptus spp.

ANALISIS DISCRIMINANTE

Función dis-
criminante <ED> Autovalor

Porcentaje
relativo

Correlación
Canónica

1 4,9627064 83,92 0,91230

2 0,7887514 13,34 0,66404

3 0,1270722 2,15 0,33578

4 0,0347487 a,sa 0,18325

COEFICIENTES ESTANDARIZADOS DE LAS FUNCIONES DISCRIMINANTES

Variable FDI FD2 FD3 FD4

Rend. extractivo -0,66989 0,20931 -0,95469 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 representación canónica correspondiente se muestra en la figura V.2-3.
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2.3.5 Conclusiones.

1- En comparaciónconla maderay la corteza,lashojashansidola partedelárbol

en la cual se han obtenido, con diferencia, los mayores rendimientosde

extracción y los mayores niveles de fenoles totales y de elagitaninos en el

extracto metanólico, 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.

2- Las hojas de E. camaldulensivhan sido las más ricas en extracto global, fenoles

totales y, junto con las de E. globulus, proantocianidinas. Los niveles de

elagitaninos resultaron similares en las tres especies.

3- Se ha observado una relación de proporcionalidad entre rendimientos de

extracción 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 fenólicos, no tánicos, que

contribuyen considerablemente al contenido de fenoles totales.

4- Considerando los resultados obtenidos en el análisis estadístico para las

variables rendimiento extractivo, contenido en fenoles totales, en

proantocianidinas y en elagitaninos de los extractos de hojas de Eucalyptusspp.,

se puede concluir que dichas variables no son adecuadas para la diferenciación

entre especies de Eucalyptus.
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3. Análisis por CLAR en faseinversa.

3.1 Optimizaciónde los análisispor CLAR.

El primerproblemaqueseplanteaen el estudiode los taninos,proantocianidinas

y elagitaninos es la inexistencia de patrones comercializados que faciliten la puesta a

punto de los métodos de análisis.

Para la optimización de las condicionesde análisispor CIAR enfase inversa,se

utilizaron las fases acuosas liofilizadas de muestras de madera, corteza y hojas de

Eucalyptuscamaldulensis.Se eligieron muestras de esta especie ya que resultó, en general,

rica tanto enelagitaninoscomoenproantocianidinas,segúnrevelanlos resultados de las

valoraciones cuantitativas de estos compuestos, los cuales se han expuesto en el apartado

V.2.

En orden a la optimización de los análisis por CLARse consideraron los siguientes

parámetros:

1) disolvente empleado en la disolución de la muestra liofilizada.

2) agente acidificante de la fase móvil.

3) gradiente de elución.

Disolvente para la disolución de la muestra. El disolvente utilizado para la

disolución de la muestra ha tenido una gran influencia en el perfil cromatográfico

obtenido por CIAR. Cuando los liofilizados fueron disueltos en MeOH, se observó un

desdoblamiento y/o ensanchamiento de algunos de los picos cromatográficos, que se

eliminan, generalmente, con la utilización de ~ produciéndose en este último caso

cromatogramas con una mayor resolución.
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En lasfigurasV.3.1 y V.3.2 semuestranejemplosde loscromatogramasobtenidos

de las fasesacuosasliofilizadas, de hojasy maderade E. camaldulensis,disueltasen

Me0H y en H20. En el casode hojas, los mejorescromatogramassehan obtenido,

cuandolas muestrasfueron disueltasen 1120 o 1120 con una pequeñaproporciónde

MeOH. En maderay cortezala eleccióndeldisolventesepresentamásdificultosayaque

no parecehaberdiferenciaentrelos resultadosobtenidoscon 1120 y con MeOH-H20

como disolventes.

Hansidodescritasanomalíasen los picoscromatográficospor Hatanoetal. (1988),

parataninoshidrolizablescongruposdeshidrohexahidroxidifenoilo,cuandosussoluciones

alcohólicasfueron sometidasa cromatografialíquida de alta resolución,y que sehan

atribuidoa la formaciónde aductosde metanolcon los gruposDHHDP delos citados

elagitaninos.

También se han observadoanomalíasen otros elagitaninosconsideradosmuy

polares,comocastalaginay vescalagina,cuandoseutiliza MeOH parasudisolución.En

estecasosehan atribuido a autoasociacionesde estoscompuestosque conducena la

formación de complejos,cuya solubilidad en disolventesorgánicoses limitada y la

solvataciónporaguapodríaproducirla disociacióndedichoscomplejossolubles(Scalbert

et al. 1990).

Comopartedeesteestudioprevioparala optimizaciónde los análisispor CIAR,

se han ensayado, sometidos a las mismas condiciones de disolución y cromatográficas,

algunos de los polifenolesmonoméricosconstituyentesde los taninos,en particular,

aquellos de los que disponíamos de patrón: ácido elágico, ácido gálico, (±)catequina y

(±)epicatequina, así como ácido tánico (mezcla de galotaninos). Cuando el disolvente

utilizado para la disolución y posterior análisis por CIAR fue MeOH, sus perfiles

cromatográficos presentaron doble pico, el primero de ellos considerablemente

deformado. En el caso del ácido tánico, también se observaron deformaciones y
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FIGURA V.3-1 Cromatogramas de extractos acuosos liofilizados de madera de E cama/dulensis a:
disueltos en MeOH. b: disueltos en MeOH-H20<1:1>. Condiciones de CLAR: apaflado
IV.3.I.2, gradiente ri
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FIGURA V.3-2 Crornatogramas de extractos acuosos liofilizados de hojas de E cama/du/ensi~ a:
disueltos en MeOH. b: disueltos en MeOH-H20 (1:1>. Condiciones de CLAR: apartado
IV.3.1.2, gradiente de elución n

2 1. Absorbencia 270±15nm.
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desdoblamiento de los picos cuando fue disuelto en MeOH.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos se seleccionó como disolvente para

la disolución de las muestras a analizar por CLAR, MeOH-H20(1:1).

Mente acidificante de la fase móvil MeOH-H,O. Los acidificantesdel eluyente

ensayados fueron el ácido acético, el ácido fórmico y el ácido fosfórico, ajustando sus

concentraciones en dicho eluyente de tal forma que se obtuviese el mismo pH (2-2,5)

para los tres casos. Se seleccionó como agente acidificante definitivo el ácido fosfórico

en una concentración de 1%o, ya que con él se obtuvieron los mejores cromatogramas.

Por otra parte, se comprobó la necesidad de acidificar por igual los dos

componentes de la mezcla eluyente, es decir el MeOHy el H20, ya que, al utilizar

detector de fotodiodos, si sólo se acidificaba el 1120, se producía una variación en la

concentración de ácido a lo largo del gradiente y, por tanto, de la absorción UVde la

mezcla eluyente, que provocaba un desajuste en el detector.

Gradiente de elución. Una vez seleccionado el eluyente y el agente acidificante,

solución A: MeOH-H3P04(999:1) y B: H20-H3P04 (999:1); se abordó la optimización del

gradiente de elución, ensayando en un primer momento el gradiente lineal de elución

utilizado por Conde et al. (1994, 1995), para el análisis de flavonoides de extractos

etéreos de madera, corteza y hojas de Eucalyptusspp. y que ha sido descrito en el

apartado IV.3.L2 (gradiente 2).

Las mencionadascondicionesde elución no proporcionaronennuestrocasouna

adecuada resolución, 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

retención en la columna cromatográfica muy pequeños, bajo las condiciones de elución

citadas. Se observó que la mayoría de los picos cromatográficos de las tres muestras
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modelo de E. canialdulensisen estudio, eluian antes de que la fase móvil alcanzase un

60% de MeOH, y así se ajustaron las condiciones de elución a un gradiente más lento

al principio del cromatograma, llegándose a un compromiso entre resolución del

cromatograma y tiempo de análisis. El gradiente seleccionadocomodefinitivo fue el n2

1 descrito en el apartado IV.31.2.

Dado que, la línea base de los cromatogramas obtenidos tendía a elevarse,

especialmente en el caso de las muestras de madera y corteza, se ensayó también el

eluyente acetonitrilo-H
20, y, por otra parte, diferentes concentraciones de acetonitrilo,

utilizado como modificador orgánico, en el eluyente MeOH-H20. Ninguna de las

opciones estudiadas contribuyó a la mejora de la resolución y de la línea base en dichos

cromatogramas, sino que, por el contrario, los resultados obtenidos fueron peores.

Acontinuación, se dan los tiempos de retención t~ de algunos de los constituyentes

de las unidades básicas monoméricas de los taninos, sometidos a las condiciones

seleccionadas para los análisis sistemáticos por CIAR (gradiente 1).

Patrón tq <mm>

Acido gálico 10,21

Acido elágico 60,10

Catequina 27,05

Epicatequina 35,81

3.2 Madera.

Los análisispor CIAR, de los extractosacuososliofilizados de las muestrasde

madera de Eucalyptusspp.,se realizaron según se ha descrito en el apartado IV.3.1.2,

utilizándose las condiciones de elución correspondientes al gradiente 1. Se consideraron,
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simultáneamente,dos canalesde detecciónen el UY, uno generalde taninosa 270±15

nm, con el objeto de detectar conjuntamente proantocianidinas (máximo de absorción

270-280 nm) y elagitaninos (250-260 nm) y, otro, específico de elagitaninos, aprovechando

la particularidad de que estos compuestos muestran en su espectro UY otro máximo de

absorción a aproximadamente 365 nm aunque de menor intensidad.

Ya que disponíamos de detector de fotodiodos, fue posible la obtención del

espectro UY de cada pico cromatográfico y, así, la asignación de cada uno de ellos a una

familia química 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. globulusy E. rudAs.

En ellos se han podido diferenciar, las dos clases de taninos principales,

proantocianidinas y elagitaninos según los espectros UY, 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 máximo de absorción alrededor de 270 nm (fig. V.3-9) y que

no absorben a longitudes de onda mayores, presentando espectros UVcaracterísticos de

proantocianidinas (Lunte, 1987; Putman y Butíer, 1989; Mueller-Harvey et al.,1987).

El espectro de los flavanoides monoméricos y poliméricos está formado por dos

bandas de absorción debidas a los anillos aromáticos con grupos hidroxilos, El primer

máximo de absorción (230-240 nm), es idéntico para todos los compuestos, pero sin

embargo el máximo a 270-280 nmpresenta ligeras diferencias y ha permitido en algunas

ocasiones la diferenciación 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.a-ia Ejemplos de los espectros Uy de los picos E, obtenidos mediante CLAR <Fig. V.3-3
a V.3-8>, de los extractos de madera de EL cama/du/ensL~, E globa/us y EL rud/a

diferentesespectros13V en los cualesel segundomáximo de absorciónvaría en un

amplio rango de longitudes de onda, como se muestra en la figura V.3-9. Se han

observadoasí,máximos deabsorcióndesde260 nm a 280 nmy, además,el intervalode

convexidadvaría ensu amplitud,ademásde en la longitud de ondaa la quese alcanza

el máximo de absorción.

En principio,espectrosUY muyparecidosentredospicoscromatográficossugieren

patronesde hidroxilación y estadosde oxidación de los anillos heterocíclicosde las

proantocianidinassemejantes,yaque dichaspropiedadesafectanconsiderablementelos

espectrosUY de los flavanolesy así, picoscromatográficosconespectrosUY semejantes

podríanseratribuidosa taninoscon diferenciasen la longitud de la cadenapolimérica

(Putmany Butíer, 1989).

m 13V 55.5?8
94.220
66.428

‘3

it

o
‘4

D

E

240 292 292 200 220 240 360 362 400
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180



Resultadosy discusión

Se ha intentadorelacionarla longitud de onda del máximo de absorcióny el

intervalo de convexidad, con la estructura de las unidadesconstituyentesde las

proantocianidinas.Así, máximosdeabsorcióna 279nm hansidoasociadosamonómeros

y polímerosde (+)catequinay (-)epicatequina,máximosa 274,5 nm a los galatos de (-)

epigalocatequinay máximosde 270,6nmapolímeroscompuestosde(-)epigalocatequina.

Además, se han atribuido intervalos de convexidad mayores a los galatos que al resto de

los tipos de proantocianidinas(BartoloméSualdea,1994).

Sinembargo,esprecisoseñalarquelasanterioresobservacioneshansidorealizadas

con proantocianidinasmonó-, di- y triméricasde estructurassencillasy ademáslos

parámetrosespectralesno hansido,enmuchoscasos,significativamentediferentes.Por

otraparte,Lunte (1987)da unaampliavariedadde máximosde absorcióndel espectro

UY, paraproantocianidinasde estructuradesconocidaque oscilanentre276 nm y 280

nm.

Teniendoencuentalasconsideracionesexpuestas,enlos cromatogramasobtenidos

para las muestrasde madera, se puede prever una amplia variedad de tipos de

proantocianidinas,conpatronesdehidroxilacióny estadosdeoxidacióndesusunidades

monoméricasdiferentes,que responderíana la amplia variedadobtenidade espectros

UY, de los quesedaunamuestraen la figura V.3-9; y, a suvez,unaampliavariedadde

moléculaspoliméricas,posiblementeconunidadesbásicasestructuralessemejantespero

diferentesen cuantoa sugradodepolimerización,ya quesehanobtenidotambiénpicos

con diferentestiemposde retenciónpero con espectrosUY, prácticamenteidénticos.

En la segundamitad de los cromatogramas(fig. V3-3a - V.3-8a) obtenidospara

las muestrasdemadera,en generalapartir delminuto 40, los picos cromatográficosse

han reconocidoen su mayoría como elagitaninos.Estos compuestosal tratarsede

derivadosdel ácido elágico, en particular, de ésteresdel ácido elágico con azúcares,

presentanun espectroUY prácticamenteidénticoal de dichoácido,condosmáximosde
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absorcióna 255nm y 365nm aproximadamente(fig. V.3-10). En estecasoesde destacar

la casi ausencia de variabilidad en cuanto a los espectros UV.

La existencia de un máximo de absorción a 365 nm, que aunque es mucho menos

intenso es especifico de los elagitaninos, nos ha permitido la obtención de los

cromatogramas de las figuras V3-3b a V.3-8b, en los cuales se han detectado los

elagitaninossin la interferenciade lasproantocianidinasy, así,hasidoposibleel análisis

semicuantitativo de estos compuestos.

3.2.1 Eucalyptuscamaldulensis.

De la observaciónde los cromatogramasobtenidosparalas muestrasde madera

de E. camaldulensisprocedentesde Huelva (fig. V.3-2a) y de Pontevedra(fig. V.3-3a),

se desprende un comportamiento semejante, en lo que respecta a los perfiles

cromatográficos,paramuestrasdeambasprocedencias.Lasproantocianidinastiendena

tenerun tiempo deretenciónmenorquelos elagitaninosy, asíestosúltimos salenen la

segundapartedelcromatograma.Es dedestacartambién,en amboscromatogramas,una

tendenciade la línea basea elevarsea lo largo del gradientede elución,posiblemente

debido a la presenciade proantocianidinasde alto pesomolecular, susceptiblesde

fenómenosde adsorciónen la faseestacionariade la columnacromatográfica,lo que

dificulta su separacióncromatográfica.

Tanto en las muestras de Huelva como en las de Pontevedra, se ha observado la

presenciade ácido gálico (pico G, tR= 10,04 mm), identificado por su espectroUY

(fig.V.3-9a) y por el métodode enriquecimientode pico. También se han detectado

algunospicos consideradoscomodebidosaderivadosde dichoácido,ya quepresentan

espectrosUy idénticosal del ácido gálico.
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Porotraparte,sehanreconocidocomoproantocianidinasunaseriede picos,con

tiempos de retención comprendidosentre 25 y 45 mm, cuyos espectrosUY han

presentadomáximosdeabsorcióncomprendidosentre260-265nm en unoscasosy 270-

275 nm en otros; de los cualessemuestranalgunosejemplosen la figura V.3-9a. Sin

embargo,en ocasionesaparecenpicos con máximosde absorciónintermediosentre

ambaslongitudesdeonda,y ademáslos intervalosde convexidadtambiénhanresultado

muyvariables,por lo queno se hapodido establecerunaclaray evidenteclasificación

de las proantocianidinasque nos permitiese una comparación entre individuos,

poblacionesy especies,comoha podido hacerseparalos elagitaninos.

En lo que respectaa la composiciónen elagitaninos,las figurasV.3-3b y V.3-4b,

muestranun modelo de los perfilescromatográficos,obtenidosa unalongitud de onda

de 365±2nm, parala maderadeE. camaldulensisde ambasprocedenciasy en la tabla

V.3-1, la valoración semicuantitativa,realizadapor CIAR, de cada uno de los

elagitaninospresentes.

A la vistade los cromatogramasobtenidos,sepuedeconsiderarquela especieE.

camaldulensispresentaunaampliavariedadde formasmolecularesdeelagitaninos,cuyos

espectrosUY han resultadosemejantesal del ácido elágico.Se hanseparadomediante

CLAR 19 picos diferentes,de los cuales,7 se encuentrancon unaabundanciarelativa

considerable.

Porotraparte,esdeseñalar,quelasdiferenciasentrelasmuestrasprocedentesde

Huelvay de Pontevedra,así comoentrelas de maderade unamisma procedenciason

principalmentecuantitativas,comopuedededucirsede la tablaV.3-1. Lamayorpartede

los picos de elagitaninos están presentesen muestrasde ambas procedencias,y

únicamentepicos pocoabundantes,comoEl, E17, E18y E19,han resultadoexclusivos

de unade ellas.
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TABLA V3-1 Valoración semicuantitativa por CIAR de los elagitaninos de los extractos de madera
de EL cama/du/ensi~

Elagítanino l-fEC1 HEC2 HEC3 HEC4 MECE PEC1 PEC2

o

1

o
11

1

o

3

la

27

o

12

8

9

6

o

7

o

o

o

O

2

o

9

o
o

2

11

35

o
11

11

4

6

O

8

o

o

o

1

2

:3

4

5

6

7

8

9

lo

11

12

13

14

15

16

17

18

19

o

1

o

7

1

1

8

18

10

a

4

6

11

13

o

18

o

1

1

o

4

o

3

2

a

17

5

5

2

22

1

:3

15

o

13

1

:3

2

o

o
o
6

2

1

16

13

11

o

2

a
8

22

a

15

o
1

o

10

1

o

17

1

o

7

2

14

a
30

3

6

3

o

7

o
o
o

7

1

¡ O

18

2

o
12

9

6

o

20

2

16

2

1

4

o
o
o

H= Huelva. P= Pontevedra. EC= EL cama/du/ensi5
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del
del totaJ de los elagitaninos.

área de cada pico, respecto
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3.2.2 Eucalyptusglobulus.

Los cromatogramasobtenidosde las muestrasde maderadeE. globulus, de los

cualessemuestraun modeloparacadaunade las procedenciasen lasfiguras VJ-5 y

V.3-6, indican una composiciónen taninos condensadosy taninoshidrolizablesmuy

semejantea E. camaldulensis.Entrelos minutos25 y 45, sevuelvena obtenerunaserie

de picos con espectrosUY propios de las proantocianidinas,destacándosemayor

abundanciay variedaddepicosen lasmuestrasprocedentesdeHuelva.En la figura V.3-

9b, semuestranalgunosdelos espectrosobtenidosparadichasproantocianidinas.EnE.

globulus se puede señalarcomo novedad respectode E. camaldulensisque se han

detectadoalgunasproantocianidinasconmáximosdeabsorciónalrededorde los 280mn

(fig. V.3-9b).

En cuantoa la composiciónen taninoshidrolizablesde las maderasdeE. globulus,

comosededucede las figuras V.3-5b y V3-áb y de la tabla V.3-2, las procedentesde

Huelva, también han presentadomayor abundanciade elagitaninos, que las de

Pontevedra.Igual que en E. camaldulensis,en E. globulus los picos E17, E1S y E19,

aunqueson picos minoritarios,hanresultadocaracterísticosde las muestrasde Huelva.

Porotraparte,sepuededestacarquelos picosE7, Eh, E14y E16,vuelvena ser,

en la especieE. globulus picos mayoritarios,como ocurrió en E. camaldulensis;sin

embargo,los elagitaninosE4y E9 hanpasadoa tenerunaabundanciarelativapequeña

en E. globulus.

3.2.3EucalyptusrudAs.

Los perfilescromatográficosobtenidosparalos extractosacuososde las maderas

deE. rudAs, tantolos procedentesdeHuelvacomolos dePontevedra,secaracterizanpor
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TABLA V.3-2 Valoración semicuantitativa por CIAR de los elagitaninos de los extractos de madera
de E globulus.

Elagítaní
no HEOl HEG2 MEGa HEG4 HEGS PEOl PEG2 PEG3 PEG4 PEG5

o

o

o

1

2

a

16

7

3

6

12

1

5

28

1

18

o

o

o

a

o

a

4

2

o

22

e

5

3

11

1

5

18

o

15

1

4

2

o

o

o

1

2

o

19

10

:3

3

e

1

6

17

1

23

1

3

2

a

a

o

2

4

o

20

9

5

1

13

a

5

28

o

12

o

o

o

o

o

o

1

6

o

24

lo

2

7

1

5

20

1

23

o

o

o

o

o

o

o

o

8

1

5

o

26

o

36

o

20

o

o

o

o

o

o

1

1

o

la

3

6

2

14

o

2

39

o

19

o

2

1

o

o

o

1

1

o

16

5

7

3

16

O

1

39

1

9

o

o

a

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

o

o

o

1

a

o

9

a

7

2

28

o

3

44

a

:3

o

o

o

o

o

o

1

1

o

15

7

7

o

21

o

1

44

4

~0

o

o

o

H= Huelva. P= Pontevedra. EG= EL globulus.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del área de cada pico, respecto
del total de los elagitaninos.
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su extremadapobreza en taninos,especialmenteproantocianidinas.Como se puede

observaren las figuras V.3-7a y V.3-Sa,son escasoslos picos que han presentadoun

espectrocon máximo de absorcióna 270-280nni, a los que se ha podido asignarla

estructuradeproantocianidinas.Esdedestacar,quela líneabaseenestoscromatogramas

deE. rudAs,presentaun espectrobaseconun máximode absorciónalrededorde270nm,

indicativo de la presenciadeproantocianidinas,posiblementepoliiinéricasy no resueltas

en picos en el cromatograma.Como particularidadaseñalar,esquela mayoríade las

proantocianidinasde E. rudAs presentanun espectroUy con el máximo de absorcióna

275-280nm (flg. V.3-9c). También,es de señalarque, en los primerosminutos del

cromatograma,sehandetectadoademásde ácidogálico otroscompuestosderivadosde

éste,ya quepresentanun espectrode absorciónUY idénticoal de dicho ácido gálico.

En cuantoa la composiciónde los taninoshidrolizables(fig. V.3-7b y V.3-8b, y

tablaV.3-3), enestaespeciesevuelve aobservarla mismacomposicióncualitativaque

enE. camaldulensisy E. globulus,aunqueaquísehanobtenidomenorvariedaddeformas

molecularesde elagitaninosy, ademásse dan importantesdiferenciascuantitativas,

respectode lasotrasdosespecies.EnE. rudAs,el pico mayoritarioharesultadoserel E4,

pico de pequeñaabundanciarelativaenE. globulusy de intensidadmuy variableenE.

camaldulensis.Los elagitaninosE9 y Eh tambiénpresentanuna abundanciarelativa

equiparablea la obtenidaen E. camaldulensisparael primeroy enE. camaldulensisy E.

globulus parael segundo.

3.2.4Análisis numenco.

Análisisunivariante.En la tablaV.3-4, serecogeel estudiodescriptivoy el análisis

devarianzarealizadoparacadauno de los elagitaninos,detectadosen los extractosde

maderade Eucalyptusspp. De los resultadosobtenidosse puedededuciruna mayor

influenciadel factor especie respecto del factor procedenciaen la composiciónen
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TABLA V.3-3 Valoración semicuantitativa por CIAR de los elagitaninos de los extractos de madera

de E rudis.

Elagitaníno HER1 HER2 I-IERS HER4 MERe PERi PER2 PER3 PER4

o

o

2

46

2

o

1

3

25

o

14

1

2

1

o

2

o

o

O

o

o

1

48

3

o

1

7

9

o

13

6

7

1

o

4

o

o

o

o

o

1

23

o

O

1

7

17

o

17

14

7

4

o

10

O

o

o

o

o

l

28

3

O

3

18

5

o

7

6

19

1

o

8

o

o

o

o

O

1

33

1

O

2

6

12

O

26

3

6

2

o

5

o

o

o

a

a

a

33

1

o

3

6

17

O

25

5

1

2

o

4

o

O

a

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

a

O

2

37

2

o

2

3

22

o

17

5

4

2

o

3

o

o

o

a

o

a

30

2

o

2

3

20

a

30

4

1

2

o

5

l

a

o

a

o

o

12

o

O

2

9

14

O

37

o

6

7

o

12

O

a

o

H= Huelva. P= Pontevedra. ER= E rudAs.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del área de cadapico, respecto
del total de los elagitaninos.
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elagitaninos.Así, de los 19 elagitaninosanalizados,12 de elloshanpresentadodiferencias

significativasentrelasespeciesE. camaldulensis,E. globulusy E. rudAs, mientrasquesólo

6 hansidosignificativamentediferentesentrelas dosprocedenciasHuelvay Pontevedra,

englobandocadaunade ellaslastresespeciesestudiadas.Por otraparte, comoerade

esperar,la interacciónentre especiey procedenciasólo se ha dado en el casode 6

elagitaninos,de los 19 analizados.

Análisis multivariante. El análisis multivariante discriminantecanónicose ha

efectuadotomandocomovariablesaquelloselagitaninosquehanpresentadodiferencias

significativasentreespeciesoentreprocedencias,en los análisisunivariantesprevios.En

la tabla V.3-5 semuestrael análisis discriminantecanónico,y en la figura V.3-11 la

representacióncanónica,segúnlas funcionesdiscriminantes1 y 2, paralas muestrasde

maderade Eucalyptusspp. Como puedeobservarsese han obtenido cinco funciones

discriminantes,de las cualeslas dos primerasexplican el 84% de la variación total,

estandola primerade las funciones relacionadaprincipalmentecon la variacióndel

contenidode los elagitaninosEl, E4, E7, E9, E13y E16,y la segundacon la variación

deE2, E8 y Eh entreotros.

En la representacióncanónica(flg. V.3-11)sehaobtenidounaclaradiferenciación

entrela especieE. rudAs (5 y 6) y las especiesE. camaldulensis(1 y 2) y E. globulus(2 y

4), mostrandoseen estasúltimas unaapreciableproximidadentrela población 1 (E.

camaldulensis,Huelva)y la especieE. globulus(3 y 4).

Por otraparte,dentro de cadaespeciesehanobtenidogruposbien diferenciados

segúnla procedencia,aunquesehaceevidenteun menordistanciamientode los centros

de gravedadde laspoblacionespertenecientesa unamismaespecie.Comoexcepciónal

comportamientogeneral tenemoslas maderasde E. camaldulensisprocedentesde

Pontevedra(2) quesediferenciaconsiderablemente,no sólode las pertenecientesa las
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Resultadosy discusión

TABLA V.3-5 Análisis discriminante canónico para los elagitaninos de los extractos de madera de
Eucalyptus spp.

AnálIsIs dIscrIminante

Función discri-

minante <FD) Autovalor

Porcentaje

relativo

Correlación

canónica
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

5 3,49113 2,24 0,88187

CoeficIentes estandarizados de las funcIones discrimInantes

Varia

ble FOl FD2 FD3 FD4 FDS

El 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 0,49285

E4 2,26437 -1,20564 0,55822 -0,57316 0,59807

E7 2,00678 -0,79741 -1,10091 -1,09136 1,00064

Ea -í ,39444 -1,73005 -0,98220 -1,53983 -0,50713

E9 3,00457 0,52312 0,25446 -1.79052 0,45324

El0 0,10266 -0,65903 -0,87822 -0,34593 0,47350

Eh 1,07453 -1,98651 -1,12912 -0,32153 -0,08147

E12 0,72490 -0,51230 0,31816 -0,07722 0,68287

E13 4,46891 0,83052 1,1 9504 -0,20884 0,76333

E14 0,91433 0,76332 0,91629 0,01946 0,23000

El5 0,68500 0,08090 0,08386 0,40504 0,11820

El6 1,67058 -0,39660 0,14766 -0,68854 0,60023
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FIGURA V.3-11 Análisis discriminante canónico para los elagitaninos de los extractos de madera de
Euca/yptusspp.1 = EL cama/du/ens/s, Huelva. 2= EL cama/dulensis, Pontevedra. 3=
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Resultadosy discusión

otras dos especies,sino también de las de su misma especiepero de diferente

procedencia.

3.2.5 Conclusiones.

1- Los extractosde maderade Eucalyptusspp. estáncompuestosprincipalmente

por proantocianidinasy elagitaninos, caracterizándoselas especies E.

camaldulensAsy E. globuluspor presentarunaampliavariedady gran riquezade

formasmolecularesde proantocianidinasy elagitaninos,frente a la especieE.

rudis, la cual sepuedeconsiderarpobreen dichoscompuestos.

2- Considerandoel grupo de los elagitaninos,las maderasde E. globulus han

contenidounamayor concentracióny variedadde dichoscompuestos,seguida

de las de E. camaldulensAsy, en último lugar, de las de E. ruáis.

3- La composiciónenelagitaninostambiénsehavisto influida por la procedencia

de las maderas.En general,las poblacionesde Huelvahanresultadoser más

ricasen elagitaninosquelas de Pontevedra.

4- El análisismultivariantedesarrolladoconsiderandolos elagitaninosdemadera,

nos ha permitido una clara diferenciaciónentre las especiesE. rudAs, E.

camaldulensAsy E. globulus, así como el establecimientode grupossegún la

procedencia.E. rudis hasido la especiequesehasituadomásdistanterespecto

de las otrasdos, si consideramoslos centrosde gravedadde cadaunade las

especies,y, por otra parte,E. camaldulensisha sidola quehapresentadouna

mayordiferenciaciónen las poblacionesde distintaprocedencia.

193



Resultadosy dAscusión

3.3 Corteza.

Los análisisdetaninosde los extractosacuososde lascortezasdeEucalyptusspp.,

serealizaron,comoen el casode lasmaderasmedianteCLAR, segúnla metodologíaque

se ha descritoen el apartadoIV.3.1.2, utilizándose,en particular, las condicionesde

elución correspondientesal gradienten9 1.

En las figuras de V.3-12 a V.3-17, se muestran algunos cromatogramas

representativosde lasmuestrasdecortezadeE. camaldulensAs,Eglobulusy E. rudis. Los

cromatogramasahansidoobtenidosaunalongituddeondade270±15 nm,generalpara

la deteccióndeproantocianidinasy elagitaninos,y loscromatogramasb, a la longitudde

ondade 365±2nm, específicade elagitaninos(fig. V.3-18).

Al igual queen las muestrasde madera,los cromatogramasobtenidosparalas

cortezasde Eucalyptusspp. han presentadouna primera parte en la que eluyen las

proantocianidinas,caracterizadaspor sus espectrosUY con máximos de absorción

alrededorde270nm. Sin embargo,la mayoríade lasproantocianidinaspresentesen las

cortezashan eluido produciendopicos anchosy sin quese déuna recuperaciónde la

línea base.El resultadofinal, en la mayoríade las muestras,ha sido la obtenciónde

cromatogramascon una banda ancha debido a la elución en masa de las

proantocianidinaspoliméricas.

Seha observadoquecuandosesometea análisispor CLAR un extractobruto de

taninoscondensados,generalmente,losmonómerosy losdímerosseresuelvenbien,pero

a partir de los compuestostríineros el número de estructurasmolecularesposibles

aumentade tal forma queen los cromatogramasno seobservanmásquemasasde las

cualesemergenlos compuestosmásabundantes(Mueller-Harveyetal., 1987; Putmany

Butíer, 1989; Escribano-Bailónet al., 1992).
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FIGURA V.3-13 Cromatogramas tipo de los extractos de corteza de E cama/du/ensAsde Pontevedra
<PEC2). a: absorbancia27o±15 nm. b: 365±2 nm. G: ácido gálico. E: elaghanino. P:
proantocianidina.

O

E

E

10 __________________

8

J E
1
E

4

2

0

20 80 ¡10 20 30 40 50 60
Time (mm.)

196



E

40

30-

D
E
E

20’-

10

0

80 ¡30
Ti me

40
(mm.

El 2

12-

10

E-

E
E

4-

2-
E15

0

8030 40 50 60 20
Time (minfl

FIGURA V2-14 Cromatogramas tipo de los extractos de corteza de E g/obulusde Huelva (HEG2).
a: absorbancia 270±15nm. b: 365±2nm. G: ácido gálico. E: elagitanino. P:
proantocianidina.

197

G

a

p

E

E

E

E

E

10 20 50 80 20

b

E7

El 3

E4 E14

E2

Eh



p

40

D

2

10

60 70 8010 20 30 40
Time (mm.)

50

FIGURA V.3-15 Cromatogramas tipo de los extractos de corteza de E globulus de Pontevedra
(PEGí). a: absorbancia 270±15nm. b: 365±2nm. G: ácido gálico. E: elagitanino. P:
proantocianidina.

50

a

E lEE a

E

E7
E8

6’- E6 b

5-

4-

E3

El El 2

E2~

‘-4 W mo<KwU
0 •, u.

30 40 50 60 20 C 80
Time (mm.)

198



D
T
E

18

14

12

10

8

E

80

FIGURA V.3-16 Cromatograma tipo de los extractos de corteza de E
Absorbancia 270±15nm. G: ácido gálico. E: elagitanino.

14]

1 p
121

10

rudAs de Huelva (HER2).
P: proantocianidina.

8

J

E E

4

2

1

10 20 8030 40 50
Time (mm.)

80 20

FIGURA V.3-17 Cromatograma tipo de los extractos de corteza de EL rudAs de Pontevedra (PERi>
Absorbancia 270±15nm. G: ácido gálico. E: elagitanino. P: proantocianidina.

P

E12

4

2

10 20 30 40 50 80 20
Time (mm

199



FIGURA V.3-18 Ejemplos de los espectros Uy de los picos P de los cromatogramas obtenidos por
CIAR (Fig. V.3’-l 2 a V.3-l 7), de los extractos de corteza de <a) E camna/du/ens4 <b)
E g/obu/usy (e) E rudis
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Así, teniendo en cuenta dichas consideraciones,se puede decir que los

cromatogramasde las muestrasde cortezade los eucaliptosobjetode esteestudio,se

caracterizan,en general,por la presenciade una amplia gama de proantocianidinas

poliméilcas.

Aunque no ha sido posible un análisis espectraldetalladode los picos de las

proantocianidinas,por la falta de resoluciónde los cromatogramas,sí se ha puestode

manifiestouna cierta homogeneidad,en cuantoa los espectrosUY. Esto indica que,

posiblemente,lasvariacionesen lasmoléculasdeproantocianidinasseandebidasmása

variacionesen la longituddela cadenadel polímeroy en lasestructurasmoleculares,que

avanacionesenlos estadosdeoxidacióno en lospatronesdehidroxilaciónde los anillos

heterocíclicosde dichasproantocianidinas.En la figura V.3-18, se presentanunos

ejemplosde los espectrosUy obtenidosparaalgunosde los picosde proantocianidinas.

En lo que conciernea los elagitaninos,estoscompuestoshansido eluidos,como

en el casode las muestrasde madera,apartir delminuto 40, comopicos bienresueltos

y queemergenen algunoscasosde la bandaanchade proantocianidinas.En las figuras

deV3-12b aV.3-15bsehanpresentadolos registrosa 365±2nm,en los quesepueden

observarlos elagitaninossin la interferenciade lasproantocianidinasy sobrelos cuales

seha realizadola cuantificaciónde dichostaninoshidrolizables.

3.3.1Eucalyptuscamaldulensis.

En las figuras V.3-12 y V.3-13, sepresentanlos cromatogramasmodelo de los

extractosde cortezasde E. camaldulensisprocedentesde Huelva y de Pontevedra,

respectivamente.Ambos cromatogramasdifieren considerablementetanto en la

composiciónenproantocianidinascomoen elagitaninos,habiendoresultadolasmuestras

procedentesde Huelvamásricasen los dos tipos de taninos.
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Las muestrasde cortezaprocedentesde Huelva (fig. V.3-12) han dadolugar a

perfilescromatográficostípicosdecorteza,quereflejanunaampliaabundanciadetaninos

condensadospoliméricos.Las formasmolecularesmásabundanteshandado espectros

UY muy semejantesentre sí y cuyo máximo de absorción fue de 280 nm

aproximadamente(fig. V.3-18a).

En cuantoa la composiciónde elagitaninos,en las figuras V.3-12b y V.3-13b, se

puedenobservarlosperfilescromatográficosobtenidosa365±2nm,paralascortezasde

E. camaldulensAsdeambasprocedenciasy en latablaV.3-6, lavaloraciónsemicuantitativa

relativa de cadauno de los elagitaninosdetectados,en base al área de los picos

cromatográficosy asumiendoun mismo coeficientede extinciónmolarparatodosellos.

Comopodemosobservar,lasmuestrasde cortezade E. camaldulensis,en general,

presentanmenorvariedadde elagitaninosque lasmaderasde la mismaespecie.En las

cortezassehandetectadocinco elagitaninosfrentea los másde quincequehabíansido

puestosde manifiestoen las muestrasdemadera.

Por otra parte, las cortezasde E. camaldulensisprocedentesde Huelva y

Pontevedra,difierenconsiderablementeencuantoa composiciónenelagitaninos,siendo

la corteza procedentede Huelva la que ha presentadomayor variedad de estos

compuestos.Así, por ejemplo,el elagitaninoE8 ha resultadoser el mayoritarioen las

muestrasprocedentesde Huelva mientrasque en las de Pontevedrael elagitanino

principal ha sido el E7 (tablaV.3-6).

3.3.2Eucalyptusglobulus.

Los cromatogramasmodelo obtenidos,medianteel análisis por CLAR, de las

muestrasde cortezadeE. globulusdeHuelvay dePontevedra,semuestranen lasfiguras
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TABLA V.3-6 Valoración semicuantitativa por CIAR de los elagitaninos de los extractos de
corteza de EL cama/du/ens/s.

Elagitaníno HEC1 HEC2 HEC3 HEC4 HEC5 PEC1 PEC2

1 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0 0

6 8 3 11 16 23 0 13

7 19 12 5 10 6 42 70

8 44 56 57 69 44 0 17

9 0 0 0 0 0 0 0

10 0 0 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 0 0 0 0 0 0

15 0 0 0 0 O 0 0

H= Huelva. P= Pontevedra. EC= EL cama/du/ens/s.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del área de cada pico, respecto
del total de los elagitaninos.

V.3-14 y V.3-15. En estaespecievolvemos a obtenerlos típicos cromatogramasde

cortezas,quesecaracterizanporla presenciadeunaampliabandadeproantocianidinas,

resultantede la elución conjuntade los polímerosy emergiendode ésta, picos de las

formasmolecularesde proantocianidinasmásabundantesy por otraparte, tambiénde

elagitaninos,los cualesunavez máseluyen en la segundamitad del cromatogramaa

partir delminuto 40.
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En el análisis espectralde los picos cromatográficos,se han obtenidodiferentes

tiposde espectrosUY siempreconun máximode absorciónalrededorde280nm, como

ocurríaen lascortezasdeE. camaldulensis.Sinembargo,enE. globuluslos espectroshan

diferido considerablementeen los intervalosde convexidad,tantoen la amplitud como

en la longitudde ondaa la quesealcanzael máximode absorbancia.En la figura V.3-

18b, semuestranalgunosejemplosde los diferentesespectrosUY obtenidosparalas

proantocianidinasde las cortezasde E. globulus.

Considerando,por otraparte,los cromatogramasobtenidosa la longitud de onda

de 365±2nm (fig. V.3-14by V.3-lSb),sepuededecirquelascortezasdeE. globulushan

resultadomásvariadasen formasmolecularesde elagitaninosque las cortezasde E.

camaldulensisy que,por otraparte,no parecenapreciarsediferenciasentreprocedencias

tan acusadascomo las encontradaspara las cortezasde E. camaldulensis.Es preciso

señalarque, aunquelos cromatogramaspresentadosen las figuras V.3-14b y V.3-15b

difieren considerablementeen cuanto a la composiciónde elagitaninos,no son muy

representativosde cadauna de las poblacionesy existe unaapreciablevariabilidad de

cromatogramasdentrodemuestrasdela mismaprocedencia.Así, por ejemplo,los picos

13, 14 y 15 no estánpresentesen los cromatogramasde todaslas cortezasde Huelva,

mientrasquesilo estánen algunasde Pontevedra,comosepuedeapreciaren la tabla

V.3-7.

3.3.3EucalyptusrudAs.

Los cromatogramasobtenidos,del análisis por CLAR de los extractosde las

cortezasde E. rudAs, de los cualesseexponeun modelo por cadaprocedenciaen las

figurasV.3-16 y V.3-17,secaracterizanpor supobrezatantoenproantocianidinascomo

enelagitaninos.Unavezmás,lasproantocianidinaspoliméricaseluyensin resolversepor

CLAR, dandoun pico anchodelqueemergealgúnqueotropico, posiblementedebidos
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TABLA V.3-7 Valoración semicuantitatjva por CIAR de los elagitaninos de los extractos de corteza
de EL g/obu/us

Elagítaní

no HEG1 HEG2 MEG3 HEG4 MEGa PEG1 PEG2 PEG3 PEG4 PEG5

1 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0

2 20 6 10 7 2 2 4 0 0 0

3 0 0 0 0 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 0 5 1 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 56 15 25

13 0 10 13 0 0 0 14 0 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= E g/obu/us.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del área de cadapico, respecto
del total de los elagitaninos.

a las formasmolecularesmásabundantes.

En estaespecie,lasproantocianidinashanpresentadoespectrosUY conun máximo

de absorciónen generalalrededorde 260 nm (fig. V.3-18c), diferenciándosede los

espectrosUV obtenidospara las proantocianidinasde las cortezasde E. globulusy E.

camaldulensis.
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En cuantoa la composiciónen elagitaninos,comosepuedededucirde lasfiguras

V.3-16 y V.3-17 y de la tabla V.3-8, es de destacarque las muestrasprocedentesde

Huelva se caracterizanpor la escasapresenciade elagitaninosy las procedentesde

Pontevedrapor la prácticaausenciade dichostaninoshidrolizables.

TABLA V.3-8 Valoración semicuantitativa por CIAR de los elagitaninos de los extractos de corteza
de E rud&

Elagítaníno HERí HER2 HER3 HER4 MERE PERi

1 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0 O

6 43 0 4 9 8 0

7 57 30 45 31 40 O

8 0 47 3 34 24 0

9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0

11 0 0 0 0 0 O

12 0 23 48 26 28 100

13 0 0 O 0 O O

14 0 0 0 0 0 0

15 0 0 O 0 0 0

H= Huelva. P= Pontevedra. ER= EL rudis.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del área de cada pico, respecto
del total de los elagitaninos.
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3.3.4 Análisis numérico.

Análisis univariante.En la tabla V.3-9 se recogeel análisis descriptivo de las

variacionescuantitativasdelos elagitaninosde losextractosdecortezadeEucalyptusspp.

y ademásel análisisde varianza,considerandolos dos factoresespeciey procedencia.

Se han analizado15 elagitaninos,de los cuales7 aparecenen concentraciones

relativassignificativamentediferentesen los extractosde cortezade algunade las tres

especiesde Eucalyptusestudiadas.Sin embargo,si consideramosla procedenciade la

muestra,Huelvao Pontevedra,los contenidosrelativosde los elagitaninosE2y E8 han

resultadosignificativamentediferentes.Así al igual queocurríaen los extractosde las

muestrasde madera,la composiciónen elagitaninosde las cortezasde Eucalyptuvspp.

viene condicionadaprincipalmentepor la especiey en menormedidapor el origen de

lasmuestras.

Análisismultivariante.En el análisisdiscriminantecanónicoparalos elagitaninos

de los extractos de corteza de Eucalyptusspp. se han obtenido cinco funciones

discriminantesparael conjuntode los sieteelagitaniinosseleccionados,segúnlos análisis

univariantesprevios,explicándoseconlas dosprimerasfuncionesel 79% de la variación

total (tabla V.3-1O).

Las variables que han presentado mayores coeficientes para la función

discriminante 1, han sido los elagitaninosEh y E14 mientrasque para la función

discriminante2, hansido E7 y ElO, lo quesignifica queestasvariablestienenun peso

considerableen la función discriminantemencionada(tablaV.3-1O).

La representacióngráficadelas observacionesy centrosdegravedadcon respecto

a los ejes 1 y 2 semuestranen la figura V.3-19. Sepuede observarunatendenciaa la
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Resultadosy discusión

TABLA V.3-1O Análisis discriminante canónico para los elagitaninos de los extractos
Euca/yptus spp.

de corteza de

Análisis discriminante

Función discri-
minante (FD) Autovalor

Porcentaje
relativo

Correlación
canónica

1 13,726690 60,15 0,96545

2 4,381902 19,20 0,90233

3 3,065868 13,43 0,86838

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 F04 FDS

E2

E4

E7

ES

EIO

Eh

E14

1,42434

1,24604

-0,56540

-0,28216

-0,51955

0,59214

0,10848

0,50989

0,55132

0,90442

0,47141

-0,09519

0,42879

0,25368

0,33030

0,20676

-0,21786

0,98863

0,04801

0,34108

0,04588

-0,32230

-0,60380

-0,10016

-0,03118

0,60998

0,58773

0,00999

-0,02351

0,09952

-0,00712

0,02668

-1,33305

1,07644

-0,66733
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FIGURA V.3-19 Análisis discriminante canónico para los elagitaninos de los extractos de corteza de
Euca/yptus. 1= E cama/du/ens¡~ Huelva. 2= E cama/dulensis, Pontevedra. 3= E
globulus, Huelva. 4= E globulus, Pontevedra. 5= E nidis, Huelva. 6= EJ rudis,
Pontevedra.
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Resultadosy discusión

agrupaciónde lasmuestraspor poblaciones,considerandola especiey la procedencia,no

siendoposible,sin embargo,la discriminaciónde las tres especies.En particularseha

obtenido un notablesolapamientoentreE. camaldulensis(1 y 2) y E. rudis (5 y 6),

mientrasquela especieE. globulus (3 y 4) seencuentrabien diferenciadacon respecto

al eje canónico1, el cualdependíaprincipalmentede los elagitaninosE2 y E4.

Por otra parte,esde destacarla considerableinfluenciade la procedenciaen la

composicióndeelagitaninosde la corteza,queseha observadono sóloen la especieE.

camaldulensiscomo ocurríaparael casode la madera,sino tambiénen las especiesE.

globulusy E. mdLs~

3.3.5 Conclusiones.

1- Los extractasde cortezade las tresespeciesde eucaliptosestudiadassehan

caracterizadopor su contenidoen proantocianidinaspoliméricas,que no se

resuelvenpor las técnicashabitualesde CIAR en faseinversa.

2- En cuantoa la composiciónen elagitaninos,las cortezashan presentadoen

generalmenor cantidady variedadde elagitaninosque las maderas,siendo,

comoocurríaenmadera,la especieE. globuluscon diferenciala másrica en

estoscompuestos.

3- El estudiomedianteanálisismultivariantedela composiciónenelagitaninosde

cortezanosha llevadoa la discriminaciónde la especieE. globutusrespectode

E. camaldulensisy E. rudis, presentandoestasdos últimas un importante

solapamientodesuspoblacionesy proximidadde suscentrosdegravedad.Este

tipo de distribuciónestáde acuerdoconlos principiosde clasificaciónbotánica

de lastresespecies,ya queE. camaldulensisy E. rudis pertenecena la misma
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Resultadosy discusión

sección,dentrodel géneroEucalyptus,secciónMacrantherae,concretamentea

la subsecciónTereticornes,mientrasqueE. globulusseclasificaenotra sección

diferente,Macrantherae(Normales)en la serieGlobulares,como sehabíaya

descritoen el apartado11.1.1.

3.4 Hojas.

Los resultadosdel análisisde CIAR (realizadossegúnlos métodosdel apartado

IV.3.1.2, gradiente n2 1), correspondientesa los extractosacuososde las hojas de

Eucalyptusspp.,sereflejanen los cromatogramasseleccionadoscomomodeloparacada

unade lasespeciesy procedenciasestudiadasy recogidosen lasfigurasV.3-20 a V.3-25.

Comosepuedeobservarenloscromatogramas,sehandiferenciadoprincipalmente

tresgruposde compuestos:proantocianidinas,elagitaninosy flavonoides,en particular

fiavonoles,siendocaracterizadospor susespectrosUV.

En la primera parte de los cromatogramas(ver figuras a), similarmentea lo

obtenido en los correspondientesde madera,han sido resueltosuna serie de picos

cromatográficos,quesereconocencomoproantocianidinas,y quepresentanun espectro

UY con un máximo de absorciónque oscila entre 260 y 280 nm e intervalos de

convexidad,quevaríantambién,en lo referenteasu amplitud ademásde en la longitud

deondaa la quesepresentael máximode absorción.En la figura V.3-26a, semuestran

algunosejemplosde dichos espectrosUY. Por todo ello, se puedeconsiderarque el

conjuntode picos cromatográficosque nos ocuparespondea una ampliavariedadde

formas moleculares de proantocianidinas,que pueden diferir en el patrón de

hidroxilación de las unidadesmonoméricasque las constituyeny/o en su grado de

polimerización.
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Resultadosy discusión

La segundapartede los cromatogramassecaracterizapor la abundanciadepicos

de elagitaninosy flavonoides,estosúltimosno detectadosni en maderani en cortezay

por tantoexclusivosde lasmuestrasde hojas.Los flavonoideshanpresentadoespectros

UY característicosdefiavonolescondos máximosde absorcióna 257-261nmy 353-357

nm, fácilmentediferenciadosde los espectrosUY de los elagitaninos,no sólo por las

longitudesde onda característicasde los máximos de absorciónsino también por la

intensidadrelativadelsegundomáximo,considerablementemenosintensoenel casode

los elagitaninos(flg. V.3-26b). Por otra parte, estos presuntosflavonoles presentan

tiemposde retenciónpropiosde los derivadosglicosiladosde flavonoles.

Los cromatogramasb de las figurasV.3-20 a V.3-25,muestranel registroobtenido

aunalongituddeondade365±2nm, específicaparaloselagitaninosy flavonoles,y, así,

sin la interferenciade proantocianidinas.Dichos cromatogramashan sido, además,

utilizadosparala valoraciónsemicuantitativadeamboscompuestos,realizadaen el caso

de los extractosde lashojas.

3.4.1 Eucalyptuscamaldulensis.

LasmuestrasdehojasdeE. camaldulensissehancaracterizadoporpresentaruna

ampliavariedaddeproantocianidinasy glicósidosde flavonoles.Loselagitaninostambién

seencuentranpresentes,aunqueen menorproporciónde la encontradaen lasmaderas

y cortezasde la mismaespecie(fig. V.3-20ay V.3-21a).

Porotra parte, considerandoel distinto origen de los árbolesmuestreados,esde

destacarla considerablemayor abundanciade flavonoles presentesen las muestras

procedentesde Pontevedrafrente a las de Huelva y, además,la diferenciaentrelos

perfilescromatográficosobtenidosdependiendode la procedencia(flg. V.3-20 y V.3-21,

tablasV.3-1L y V.3-12). Así, de un total de trecepicosde fiavonolesdetectadossólolos
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FIGURA V.3-23 Cromatogramas tipo de los extractos de hojas de E globulusde Pontevedra (PEG4).
a: 270±15nm. b: 365±2nm. G: ácido gálico. E: elagitanino. F: flavonol. P:
proantocianidina.
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FIGURA V.3-24 Cromatogramas tipo de los extractos de hojas de E rudis de Huelva (HERS). a:
270±15nm. b: 365±2 nm. G: ácido gálico. E: elagitanino. F: fiavonol. P:
proantocianidina.
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FIGURA V3-25 Cromatogramas
270±15 nm. b: 365±2 nm. G:
proantocianidina.
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a,
O
o
‘o
D
1
E

fl UV 16.474

b

362 382 400

FIGURA V.3-28 Ejemplos de los espectros Uy de los picos P <a), E y E (b) de los cromatogramas de
CLAR <Fig. V.3-20 a V.3-25), de los extractos de hojas de Euca/yptus spp.

picosF5, F7, FS, FlO y F14hansido comunesparalas muestrasde ambaspoblaciones.

En lo que respectaa la composiciónen elagitaninos,es de destacarque en las

muestrasde Pontevedrase ha detectadoun único pico, el E12, frente a los siete

obtenidosen las procedentesde Huelva. Es precisoseñalar también,queaunqueel

~UV 10.161 (A>

a

o
‘o

=BO 260 322 330 342 362 362 400
k’avelenotñ (flm>

262 282 300 322 342
N&velenotn (nm)
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TABLA V.3-1 1 Valoración semicuantitativa porCIAR de los elagitaninos de los extractos de hojas de
EJ cama/du/ens,~

Elagitaníno HECí I-IEC2 HEC3 HEC4 HEC5 PEC1 PEC2

1 4 0 5 0 10 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0

3 7 5 7 6 13 0 0

4 0 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0 a

e o o o o o o o

7 4 14 10 8 10 0 0

8 o a o o o o o

9 0 0 0 0 0 0 0

10 6 3 1 4 8 0 0

11 1 4 1 0 9 0 0

12 73 73 77 82 39 100 100

13 0 0 0 0 0 0 0

14 5 0 0 0 11 0 0

15 0 0 0 0 0 0 0

16 0 0 0 0 0 0 0

H= Huelva. P= Pontevedra. EC= E cama/da/ensjs.
La cantidad relativa de cadaelagitanino es expresada comoporcentaje
del total de los elagitaninos.

delárea de cada pico, respecto

elagitaninoE12 (fig. V.3-20b y V.3-21b) no seha podido separarcromatográficamente

del flavonol FlO, sí hapodidoserdetectado,debidoa la diferenciade susespectrosy a

la posibilidadquebrindael detectordediodosutilizadodeestudiarla purezade lospicas

cromatográficosen baseasu espectroUY. Por otraparte,en lashojasde Pontevedrano

sedescartala posibleexistenciadeotrospicosminoritariosdeelagitaninos,enmascarados

por la abundanciade los flavonoles(fig. V.3-21b).
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TABLA V.3-12 Valoración semicuantitativa por CIAR de los flavonoles de los extractos de hojas de
E cama/du/ensik

Flavonol HEC1 HEC2 HECa HEC4 HECS PEC1 PEC2

1 0 0 0 0 0 4 0

2 0 0 0 0 0 6 6

3 0 0 0 0 0 7 9

4 0 0 0 0 0 0 0

5 6 6 3 4 4 II le

6 0 0 0 0 0 7 8

7 52 49 48 64 61 32 26

6 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 0 0 0 0 0 0

la 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= E cama/du/ensa
La cantidad relativa de cada flavonol es expresada como porcentaje del área de cada pico, respecto
del total de los flavonoles.

3.4.2Eucalyptusglobulus.

A] igual que resultó en las muestrasde maderay de corteza,las hojas de E.

globulussecaracterizanporla abundanciay variedadde loselagitaninospresentes,según

revelanlos perfilescromatográficosparalas dos procedenciasestudiadas(fig. V.3-22 y
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V.3-23). Además,en ambaspoblacionesse presentancromatogramasmuy similaresen

cuantoa la composiciónen dicho tipo de polifenoles,siendolas diferenciasexistentes

másbien cuantitativasquecualitativas(fig. V.3-22by V.3-23b, tablasV.3-13 y V.3-14).

TABLA V3-13 Valoración semicuantitativa porCIAR de los elagitaninos de los extractos de hojas de
E g/obu/as

Elagitaní

no HEGí HEG2 HEG3 HEG4 HEG5 PEG1 PEG2 PEG3 PEG4 PEGE

1 7 8 5 7 5 4 5 6 10 6

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

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 9 2 8 4 3

6 0 0 0 0 0 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 0 0 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 8 9 5 11 II 12 6 2 3

H= Huelva. P= Pontevedra. EG= EJ giobulus.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje del área de cada pico, respecto
del total de las elagitaninos.
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De la mismamanera,la composiciónen flavonolesresultóserindependientedel

origen,segúnsededucede los perfilescromatográficoscorrespondientes.De los cinco

flavonolesdetectadosen E. globulus cuatrohanestadopresentestanto en lasmuestras

deHuelva comoen lasde Pontevedray, en estetipo de compuestospolifenólicos, las

TABLA V.3-14 Valoración semicuantitativa por CIAR de los flavonoles de los extractos de hojas de
EJ g/obu/us.

Favanol HEG1 HEG2 HEG3 HEG4 HEGE PEGí PEG2 PEG3 PEG4 PEG5

1 0 0 0 o o o o o a o

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

7 92 54 68 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 lO 12 10 5 10 12 19 12

14 1 6 5 4 3 14 8 4 6 6

15 0 0 0 0 0 0 7 4 0 0

16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

H= Huelva. P= Pontevedra. EG= E giobulus.
La cantidad relativa de cada flavonol
del total de los flavonoles.

es expresada como porcentaje del área de cada pico, respecto
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diferenciasvuelvenaserexclusivamentecuantitativas(fig.V.3-22by V.3-23b,tablaV.3-14).

3.4.3Eucalyptusrudis.

Los cromatogramasobtenidosparalasmuestrasdehojasde E. rudis procedentes

de Huelvay de Pontevedrahansido similares,distinguiéndosede los obtenidosparaE.

camaldulensisy E. globuluspor su bajo contenidoen compuestospolifenólicosdel tipo

proantocianidinas(flg. V.3-24ay V.3-25a).

En lo queserefiereala composiciónenelagitaninosy glicósidosdeflavonoles(flg.

V.3-24by V.3-25by tablasV.3-15 y V.3-16), esde destacarla apreciablesemejanzaentre

los cromatogramasobtenidosparalasmuestrasdeE. rudAs, procedentesde Huelvay de

Pontevedra(fig. V.3-24b y V.3-25b).

3.4.4Análisis numérico.

Análisisunivariante.En las tablasV.3-17y V.3-18, sepresentan,respectivamente,

los análisis factoriales,realizadospara cadauna de las variablesde elagitaninosy de

flavonolesde las hojasde Eucalyptusspp.

Enlo querespectaa los elagitaninos(tablaV.3-17)sehanconsideradoun total de

16 variables,delascualesprácticamentetodashanresultadosignificativamentediferentes

en algunade lastres especiesdeEucalyprusestudiadas.Sin embargo,la influenciadel

origen en la composiciónen elagitaninosha sido considerablementemenor, comoya

habíamosvisto en la maderay la corteza.Así, enhojasúnicamenteseobtuvieroncuatro

elagitaninosquepresentandiferenciassignificativasparalas dos procedencias.
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TABLA V.3-15 Valoración semicuantitativa por CIAR de los elagitaninos de los extractos de hojas
de E rud&

Elagítaníno I-IER1 HER2 I-¡ER3 HER4 I-IER5 PERi 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

9 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 93 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= E rudis.
La cantidad relativa de cada elagitanino es expresada como porcentaje
del total de los elagitaninos.

del área de cada pico, respecto

Los resultadosde los análisisunivariantesparalos flavonoles(tablaV.3-18) han

sido muysimilaresa los obtenidosparaelagitaninos.De los 16 flavonolesanalizados,13

hanpresentadodiferenciassignificativassegúnel factor especiey sólo7 segúnel origen.
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TABLA V.3-16 Valoración semicuantitativa por CIAR de los flavonoles de los extractos de hojas de
EJ rudis

Flavonol HERí HER2 HER3 l-IER4 I-IER5 PERi PER2 PER3 PER4

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 3 6 5 3 1 1 1 l O

3 2 3 l 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 l 1 0 0 1 0 0 O O

7 37 50 52 25 44 41 49 50 62

8 3 3 3 10 4 4 3 4 5

9 I 0 0 1 1 2 0 0 0

10 28 20 5 16 19 28 29 24 16

Ii 3 4 5 5 2 3 4 2 3

12 0 0 0 2 0 0 0 0 0

13 1 1 0 1 0 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= EJ rud¿~.
La cantidad relativa de cada flavonol es expresada como porcentaje del área de cada pico, respecto
del total de los flavonoles.

Análisismultivariante.El análisis discriminante canónico, en el casodelasmuestras

de hojas, se ha aplicado por separado a dos grupos de compuestos químicos, el de los

elagitaninos (tabla V.3-19 y figura V.3-27) y el de los flavonoles (tablaV.3-20 y figura

V.3-28).
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Resultadosy discusión

TABLA V3-1 9 Análisis discriminante canónico para los elagitaninos de los extractos de hojas de
Euca/yptus spp.

AnálisIs discrIminante

Función discri-

minante (FD) Autovaior

Porcentaje

relativo

Correlación

canónica

1 866,70055 94,38 0,99942

2 38,79647 4,22 0,98736

3 8,76722 0,95 0,94743

4 2,51254 0,27 0,84576

5 1,51505 0,16 0,77614

CoeficIentes estandarizados de las funciones discriminantes

Varia
ble FDI F02 FD3 FD4 FDS

El 1,66202 -0,29277 -0,28477 -1,90577 2,18347

E2 -0,61107 -0,14762 0,62455 -0,90737 -0,27508

E3 -2,99654 3,69106 0,45083 0,01299 -0,45676

E4 1,561 80 -0,35844 -1,21706 0,07317 -0,14609

ES 2,10776 1,62613 -0,27338 -0,67902 0,67405

E6 -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 0,11919 0,64118

E9 1,81572 0,21746 -1,14574 0,13942 -0,47742

EIO 0,18536 0,56200 -1,31122 -2,25390 0,68592

E12 0,06241 5,42776 -0,15666 -3,31360 3,16431

E13 1,58560 1,06571 1,03807 -1,06764 0,36452

E14 1,99466 3,26805 0,03729 -1,36319 1,41398

El 5 0.44850 0,37121 -1,49989 1,03239 -0,30140

El 6 1,08611 1,71448 1,34760 -0,82056 1,24481
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Resultadosy discusión

TABLA V.3-20 Análisis discriminante canónico para los flavonoles de los extractas de hojas de
Euca/yptus spp.

AnálIsis discriminante

Función discr¡-

minante (FD) Autovalor

Porcentaje

relativo

Correlación

canónica
1 2053,5011 88,86 0,99976

2 21 9,5921 9,50 0,99773

3 35,2434 153 0,98611

4 2,1 847 0,09 0,82825

5 0,3428 0,01 0,50529

Coeficientes estandarIzados de las funcIones dIscrIminantes

Varia
ble FD1 FD2 FD3 FD4 FD5

Fi 1,581 84 -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

F4 2,37701 -1,72037 -0,60051 -0,38134 0,01496

F5 -1,30590 -0,661 66 1,54493 0,55357 0,58790

Fe a,eeoe~ 0,45997 -0,47263 -0,48603 -0,08029

F7 -1,77044 4,35922 -3,00319 -1,21490 3,03560

F8 -0,56927 -0,29356 0,80066 -0,27837 0,60930

F9 -1,27478 -2,39125 -2,29890 -0,82492 2,09744

FíO -1,31851 -1,93906 -0,40990 -1,01442 1,03756

FIl -0,07324 -0,76295 -0,05055 -0,12199 0,01208

FIS -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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Resultadosy discusión

Elapitaninos.El análisisdiscriminantecanónicode los elagitaninosha establecido

cinco funciones,de las cualeslas dos primerasexplicanel 98% de la variacióntotal y

ademáspresentancoeficientesdecorrelacióncanónicade 0,999y 0,987,respectivamente.

Por otra parte, la función discriminante 1 se encuentrarelacionadacon los

contenidos relativos de los elagitaninos El, E3, E4, ES, ES, E9, E13 y E14

principalmente,mientrasqueloselagitaninosE3, ES,E7, ES,E12, E14y Elásonlos que

tienenlos pesosmáselevadosen la función discriminante2 (tablaV.3-19).

En la representacióngráfica respectode los ejescanónicos1 y 2 (fig. V.3-27), se

puedendistinguir 6 gruposbiendefinidos,dependiendode la especiey dentrode cada

especiedelorigen.En la especieE. camaldulensis(1 y 2) esen la quesehaobtenidouna

mayor diferenciación,en cuantoa la composiciónde elagitaninos,segúnla procedencia

de las muestras.

Porotraparte,la distribucióngráficade laspoblaciones,obtenidaen el casode las

muestrasdehojas,presentaun mayordistanciamientodelos centroidescorrespondientes

a las tresespecies,si la comparamoscon las distribucionesobtenidasparalas muestras

de maderay corteza.

Flavonoles.Del análisisdiscriminantecanónico,paralos glicósidosde flavonoles,

hanresultadoasímismo cinco funciones.Lasdosprimerasconun porcentajerelativodel

98% y coeficientesde correlacióncanónicamuy parecidosa los obtenidosparael caso

delanálisisdeelagitaninos.Losflavonolesmásrepresentadosen la funcióndiscriminante

1 hansido Fi, F3, F4, F6 y U, y los másinfluyentesen la función discriminante2, F4,

F7, F9 y FlO.

En la figura V.3-28, se puede observar la representacióngráfica de las
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Resultadosy discusión

observacionesy centros de gravedadrespectode los ejes 1 y 2, en la que se han

diferenciado5 grupos,conformea las diferentesespeciesy orígenes.En estegráficono

se handiferenciadolaspoblacionesde lasdosprocedenciasdeE. globulus(3 y 4), en las

cualesseha obtenidouna composiciónen flavonolesmuy semejante.Sin embargo,al

igual que se obtuvo en el análisis de elagitaniinosen la especieE. camaldulensis,las

muestrasprocedentesde Pontevedra(2) hanresultadodiferir considerablementede las

procedentesdeHuelva(1), estandoestasúltimasmuy cercanasa laspertenecientesaE.

globulus, en cuantoa la composiciónen flavonoles.

Si consideramos,finalmente,los gruposestablecidossegúnlas especies,sedaun

solapamientoentrela especieE. globulusy E. camaldulensis,las cualesseencuentran

claramentediferenciadasde la especieE. rudAs.

3.4.5 Conclusiones.

1- Los extractos de hojas de Eucalyptusspp., se han mostrado constituidos

principalmentepor tres grupos de compuestosfenólicos, proantocianidinas,

elagitaninosy glicósidosde flavonoles,siendoestosúltimos exclusivosde las

hojas.

2- LashojasdeE. globulushanresultadoser,entrelas tresespeciesestudiadas,las

másricasen elagitaninos,mientrasqueenE. camaldulensislos compuestos más

abundantesy variadoshansido los glicósidosde flavonoles.La especieE. rudis

ha resultadola más pobre en cualquierade los tres gruposde polifenoles

mencionados,comosepusodemanifiestotambiénparala maderay la corteza.

3- Tantola composiciónenelagitaninoscomoenflavonolesdelashojas,havenido

condicionadaenmayormedidapor la especiequepor la procedencia.Síseha
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Resultadosy discusión

observado,sin embargo,unatendenciade lashojasprocedentesdePontevedra

apresentarmayor abundanciay variedadde flavonoles,con respectoa lasde

Huelva,estasúltimas algo másricasen elagitaninos.

4- Los análisis multivarianteshan hecho posible la discriminaciónde las tres

especiesenfuncióndela composiciónde elagitaninosdelos extractosdehojas,

resultandola especieE. globulusla másdiferenciadarespectode lasotrasdos.

En funciónde la composiciónde flavonolesha sidoposiblela discriminaciónde

E. rud¿z deE. camaldulensisy E. globulus,aunqueno deestasúltimas entre si.

La distribución de poblaciones,obtenidaen función de la composiciónen

elagitaninos,estaríaasímásdeacuerdoconla clasificaciónbotánicade lastres

especies.E. camaldulensisy E. rudis estánincluidasen unamismaseccióndel

géneroEucalyptus,la secciónMacrantheraey concretamente en la serieExsertae,

mientrasque E. globulus se clasifica en la serie Globulares de la sección

Macrantherae(Normales).
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Resultadosy discusión

4. Estudio de la distribución de pesosmolecularesde los taninos de

Eucalyptusspp.,medianteCPG.

El estudiode la distribuciónde los pesosmolecularesde los taninosde madera,

cortezay hojasde las diferentesespeciesdeEucalypwsconsideradasen estetrabajose

ha llevadoa cabopor CPG,utilizandosusderivadosacetilados,los cualesseobtuvieron

tal como se especificaen el apartado3.2.2.1 de metodología, ya que tanto las

proantocianidinascomo los elagitaninos,por su carácterde polifenoles,son demasiado

polaresparaser analizadosen lascolumnashabitualmentedisponiblespara CPG.

Lascondicionesutilizadasen los análisispor cromatografiadepermeabilidadpor

geleshansido las descritasenel apartadoIV.3.2.2.2.La calibraciónde las columnasse

realizóusandopatronescomercialesdepoliestireno,al nodisponerdeotrosde estructura

químicasemejantea los taninosobjetode estudio.En la figura V.4-1, sepresentala

curvadecalibradoparael casoen quela columnausadafue unaHP-PL gelMixed-D y

el eluyenteTHF (tetrahidrofurano),ajustándosedicha curva auna ecuaciónde tercer

orden.Comopuedeobservarse,estacolumnanoshapermitidoresolvercompuestoscon

pesosmolecularesdentrode un amplio intervalo (161-21821),en el queseha obtenido

unabuenalinealidady sehizo posibleunapermeaciónselectiva.

En el análisisde la distribuciónde los pesosmolecularesde los polímerossehan

consideradolos siguientesparámetros:Mn, pesomolecularnúmero-medio;Mw, peso

molecularpeso-medio;y Dp, dispersividad,definidos según las siguientesfórmulas

matemáticas:

S Area1 >1 (Area~.M1) =E (Area¿/M~) = s Area~
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Resultadosy discusión

FIGURA V.4-1 Curva de calibrado de pesos moleculares para la columna HP-PL gel Mixed-D y THF
como fase móvil, utilizando como patrones, moleculas de poliestireno en el intervalo
entre 161 y21821.

4.1 Madera.

Los cromatogramas,obtenidos por CPG, correspondientesa los derivados

acetiladosde los taninos extraídosde maderade las tres especiesde Eucalyptus

estudiadasse muestran en las figuras V.4-2 y V.4-3. En general, los perfiles

cromatográficoshanpodidoagruparseencuatrotiposdiferentes,quesonrepresentativos

y/o exclusivosde cadaunade las especies(tablaV.4-1).

Comoseobservaen la seriede figurascitadas,losperfilescromatográficosvarían

encuantoa su forma.Así, si seconsideranlos taninosmayoritarios,engeneralpresentan

una distribución de pesosmolecularessimétrica, aunquea la vez es frecuente la

resolucióndediferentespicos o clasesde taninosde pesomolecularmediodistinto, cuya

abundanciadeterminael tipo de cromatograma.
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TABLA V4-1 Distribución de pesos moleculares de los
extractos de madera de Euca/yptus spp.

derivados acetilados de los taninos de

ilpo cromato
Muestra grame CPG Mn Mw Op

2

1

2

2

1

3

3

3

3

3

a

3

3

3

3

4

4

4

4

4

4

4

4

4

1907

1623

1707

2068

1827

1603

1558

1412

1512

1484

1597

1504

1510

1472

1282

1448

1282

1403

1809

1477

1822

1387

1375

1433

1490

15S5

4014

2966

3566

4704

4023

3140

2964

2189

2741

2595

2927

2571

2339

2893

2200

2342

2066

2758

3953

2746

3202

2554

2594

2865

2872

2712

HECí

HEC2

HEOS

HEC4

HEOS

PECí

PEC2

HEG 1

HEG2

HEGS

HEG4

HEG5

PEGí

PEG2

PEG3

PEG4

PEGS

HERí

HER2

HERS

HER4

MEAS

PERi

PER2

PER3

PER4

2,10

1,83

2,09

2,27

2,20

1,86

1,90

1,55

1,81

1,75

1,83

1,71

1,55

1,97

1,72

1,62

1,61

1,97

2,18

1,86

1,97

1,84

1,66

2,00

1,79

1,77

Mn= peso molecular número-medio. Mw= peso molecular peso-medio. Dp= dispersividad;
Dp=Mw/Mn. H= Huelva. P= Pontevedra. EC= EJ cama/du/ensls EG= EJ g/obu/us ER= E rud.’k
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En el caso de la especieE. camaldulensis (fig. V.4-2), se han obtenido

cromatogramasde CPGenlos queseresuelventrespicosPl, P2y P3, respectivamente,

con tiemposde retenciónde 8,3, 8,9 y 9,4 mm y Mw correspondientesde alrededorde

3500, 1600 y 725. En estaespeciese puedendiferenciarlos tipos 1 y 2, en basea la

abundanciarelativade los picosPl y P2.

El tercer tipo de cromatograma(tipo 3), incluido en la figura V.4-3, resultó

característicode la especieE. globulusy sedistinguepor la presenciacasi exclusivadel

pico P2, (t~=8,8 mm; Mw= 1600). Es de destacarademás,quea pesarde la presencia

dealgunostaninosdebajopesomolecular,sepuededecirqueel cromatogramapresenta

unasimetríaen la distribuciónde los pesosmoleculares.

En cuantoa los cromatogramasobtenidosa partir de las muestrasde maderade

E. rudAs (tipo 4), es de destacarque constituyenun nuevo grupo, si bien con gran

similitud con algunos de los obtenidos en las muestras de E. camaldulensis,

concretamentecon los del tipo 1. Así, enE. rudAs volvemosa obtenertres gruposde

taninosquecorrespondena los picosPl, P2y P3.En el casodelPl no ha sido posible

el cálculode su Mw y el porcentajede árearespectode los otros dos, debidoa quese

resuelveen forma dehombro(fig. V.4-3).

En lo que respecta a las curvas de distribución de pesos moleculares

correspondientesa los anteriorescromatogramas(fig. V4-2y V.4-3), y a losvaloresMn,

Mw y Dp (tablaV.4-l) esimportanteseñalarquelos citadosvaloreshansidocalculados

considerandolos pesosmolecularessuperioresa335,valoraproximadoal pesomolecular

mínimo correspondientea las unidadesconstituyentesde las proantocianidinasy

elagitaninos,concretamenteen amboscasos,en forma de derivadosacetilados.Sin

embargo,no ha sido fijado un límite superiorde pesomolecular,ya queen cadacaso

este valor viene dado por la curva de distribución, habiendosido de esta forma
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estimados,en las muestrasde madera,pesosmolecularesde hasta,aproximadamente,

28.000.

Comoseacabade adelantar,en la tablaV.4-1 sepresentanlosvaloresdeMn, Mw

y Dp obtenidosparacadaunade las muestrasde maderaanalizadas,y de los que se

puede concluir que los valoresde Mn oscilan entre 1200 y 2100 y que las curvasde

distribución de pesosmoleculares,en general presentanuna distribución normal con

valoresde Mw próximosal doblede Mxi y así, por tanto,valoresde la polidispersividad

próximosa 2.

Porotraparte,los análisisnuméricosunivariantesrealizadosparacadaunadelas

variablesMn, Mw y Dp, cuyosresultadosson expuestosen la tablaV.4-2, muestranque

los extractosde maderadeE. camaldulensiscontienentaninosde pesomolecularmedio

(Mxi, 1826 y 1580; Mw, 3855 y 3052),significativamentesuperioresa los de los extractos

de maderade E. globulus (Mxi, 1501 y 1399; Mw, 2604 y 2368) y E. rudAs (Mn, 1539 y

1458; Mw, 3043 y 2711).La polidispersividad,sin embargo,resultósersignificativamente

superioren E. n¿dis (Dp, 1,96y 1,86) y E. camaldulensis(Dp, 2,10 y 1,88), frente a E.

globulus (Dp, 1,73 y 1,69).

Se hanpuestode manifiesto,además,diferenciassignificativasen los valoresde

Mn, Mw y Dp entrelas muestrasde las dos zonasgeográficasestudiadas,Huelva y

Pontevedra,resultandoen las de Huelvasuperioresen el casode las tres especiesde

Eucalyptus(tablaV.4-2).

4.2 Corteza.

Al igual queen el casode lasmuestrasdemadera,lasmuestrasdecortezade las

tres especiesde eucaliptos bajo estudiohandadolugara un total de cuatro tipos

243



t
o

o
o

2
2

2

OO-
OO

•
•

•
.

•
•

‘oLIJ
OO

CD

fi
.

fi
•

fi
fi

fi

‘‘‘41

o.

~
‘O

‘e
<O

b
—

O

—
0

4
—

—
—

r
—

LO
O

—
e,

—

o
.

—
—

~

a-:34ataj

~
C

O

0
4

¡O

—
e

’
6

tttaj

o.

ej
‘e

04

~
E

-6

o
~

-.
<o

r

oo
—

——
o,

el

AlAl

AlloU
)AlAloNCtuirEID‘ooo.oCa)0a)<3oao‘oa)ua)a‘oIDa)CIDoCIDEtuaO
)

‘u‘uo
ó

E
•~

—
e.2>

ó
E

~

2C
C

0
-O

.
E

~
IDt

o
<3

‘u
d•0

E
v

1.-
.0

>
~

g
~

-.--
4

-.
a)

ID
‘o

~
—

~
a

~
-5

,lo
..

II
It

II
t

—
C

~
o.

II
it

O
E

~
o

Io
..

a)
•0‘uo)
-D‘uEa)‘oootuo)0)
-o‘ooe‘ooID‘oo‘uID<5tu‘oo~

0‘uID‘ooID-n‘oo)‘unoo

)

oE‘oo‘oIDa‘ooa)
•0‘oa)o‘ooa)IDe.~>34

e‘o
-tu

tu

0

C‘¡8o
)o

)
C

C
‘o

ID

E
n

u
II>

X
b

U



Resultadosy discusión

diferentesde cromatogramasdeCPG,correspondientesa la resoluciónde los derivados

acetiladosde los taninos,comosepuedeobservaren las figurasV.4-4 y V.4-5,y que, en

general,resultaroncaracterísticosde la especie(tablaV.4-3). Sin embargo,esdeseñalar

queenel casoconcretode la especieE. camaldulensislos cromatogramasresultaronser

diferentessegúnel origen de las muestras;así, el tipo 1 escaracterísticode lascortezas

procedentesde Huelvay el tipo 2 de las procedentesde Pontevedra.Porotra parte,las

muestras,HIEG1 y HEG3, aunquepertenecientesambasa la especieE. globulus,

presentanun cromatogramamásacordeconel tipo 1, característicode lasmuestrasde

E. camaldulensisprocedentesde Huelva.

Porlo general,la distribucióndepesosmolecularesde los taninosextraídosde las

cortezas,ha dado lugar a curvasde distribución normales,de forma semejantea lo

ocurrido en lasmuestrasde maderade las mismasespecies.Los taninosseresolvieron

en un únicopico cromatográficomáso menosdeformadopor la presenciade hombros,

y en el cual estabanincluidos prácticamentela totalidad de los diferentestipos de

polínierostánicos(tR=S,Smm; area=90%), aunqueavecestambiénfue obtenidoalgún

otro pico de bajo pesomolecular. Sin embargo, en cuanto a las diferencias de

composiciónentrelos taninosde la cortezay de la maderaesde resaltarqueel límite

superiorde pesosmolecularesresultóconsiderablementesuperioren lascortezas,ya que

sehanencontrado,en estecaso, taninoscon pesosmolecularesdentrodel intervalo de

335 a 79.950 (fig. V.4-4 y V.4-5).

Por otra parte, como erade esperar,el pesomolecularmedio, expresadocomo

númeromolecularmedioy pesomolecularmedio,resultósertambiénsuperiorenel caso

de los taninosextraídosde cortezas;habiéndosealcanzadovaloresdehasta2966y 7714

respectivamenteparaMxi y Mw (tablaV4-3), mientrasquelosmáximosencontradospara

los taninos de madera se cifraron en 2000 y 4700 (tabla V.4-1). También, la

polidispersividadresultómuchomayorparalos taninosdecorteza,al ser,por lo general
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FIGURA V.4-4. Cromatogramas de CPG (Cl y 02) y curvas de distribución de pesos moleculares
(DMW1 y DMW2) de los derivados acetJlados de los taninos, obtenidos de corteza de
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t~ (mm)

Cromatograma tipo 3
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Cramatograma tipo 4

Mw Area (%> Mw Area (%)
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701

89

11

8,7
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9,6
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736

494

73
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Rango MW= 335 - 50887 Rango MW= 335 -26554

FIGURA VA-5 Cromatogramas de CPG (03 y 04> y curvas de distribución de pesos moleculares
(DMW3 y DMW4) de los derivados acetilados de los taninos, obtenidos de corteza de
E g/obu/us (3) y E rudis (4,>. Cromatogramas tipo 3 (PEG4) y tipo 4 (HER4).
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TABLA V.4-3 Distribución de pesos moleculares de los
extractos de corteza de Euca/yptus spp.

derivados acetilados de los taninos de

Tipo oromato
Muestra grama GPC Mn Mw Dp

2

2

1

3

1

3

3

3

3

3

3

3

4

4

4

4

4

4

4

4

4

2478

2957

2966

2136

2730

1750

1675

2400

2043

2261

1867

1675

1833

1613

1558

1693

1665

1455

1478

1197

1236

1330

1228

1294

1474

1357

6844

7134

7714

5454

7064

2649

3390

5936

4975

4708

4555

4223

4806

3180

3490

3945

3289

3123

2795

2457

2564

2783

2803

2991

¡ 3084

3125

HECí

HEC2

HEC3

HEC4

HEOS

PECí

PEC2

HEOl

HEG2

HEG3

HEG4

HEG5

PEGI

PEG2

PEGS

PEG4

PEOS

HERí

HER2

HERS

HER4

HERS

PERI

PER2

PERa

PER4

2,76

2,41

2,60

2,55

2,59

1,51

2,02

2,47

2,44

2,08

2,44

2,62

2,62

1,97

2,24

2,33

1,97

2,15

1,89

2,05

2,07

2,09

2,28

2,31

2,09

2,30

Mn= peso molecular número-medio. Mw= peso molecular peso-medio. Dp= dispersMdad;
Dp=Mw/Mn. H= Huelva. P= Pontevedra. EC= E carna/du/ens/s EG= E g/obu/us. ER= EJ rud/a
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Resultadosy discusión

superiora 2 (tabla V.4-2), valor por encimadel quese cifró la polidispersividadde los

taninosde madera.

En lo queconcierneal análisisunivarianterealizadoparalastresvariablesMxi, Mw

y Dp, (tablaV4-4), ponede manifiestoque los extractosde cortezaen lasespeciesE.

camaldulensis(Mxi, 2653 y 1712; Mw, 6842y 3019)y E. globulus (Mxi, 2049 y 1672; Mw,

4879 y 3742) contienen taninos con pesosmolecularesmedios significativamente

superioresa los deE. rudis (Mxi, 1339y 1338; Mw, 2744 y 3000) en ambasprocedencias

y que,por otra parte,dentrode cadauna de lasdos primerasespeciescitadas,se dan

tambiéndiferenciassignificativassegúnel origende las muestras.La polidispersividad,

sin embargo,resultasermuy semejanteen las tres especiesen estudio.

4.3 Hojas.

Los extractosde taninos de hojas de las tres especiesde eucaliptoshan dado

perfilescromatográficosde CPGbastanteuniformes,pudiendoagruparseen tres tipos

(fig.V.4-6 y V.4-7), los cualesno parecenestaren relaciónni con la especieni con la

procedenciade la muestra,tal y comoseponede manifiestoen la tabla V.4-5.

Considerandolos cromatogramasy lascurvasdedistribucióndepesosmoleculares,

cabedestacarque, en las muestrascorrespondientesal tipo 2, sedetectaa un tiempode

retenciónde 7,3 minutos, la presenciade un grupo de compuestosde pesomolecular

medio Mw= 14474, taninos que parecen ser exclusivos de las muestras de E.

camaldulensis,procedentesdePontevedray, por tanto,consideradosno sólo atípicosde

hojassino,en general,pocoabundantesen otros tejidos en Eucalyptusspp.

A excepcióndeestaparticularidad,los taninosextraídosdelashojassecaracterizan

por su bajo pesomoleculary su baja dispersividaden relacióntanto a los extraidosde
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los derivados acetilados de los taninos, obtenidos de hojas de Euca/yptusapa.
Cromatograma tipo 3 (PEG5).

lasmaderascomoa los de lascortezas,siendolosvaloresmáximosde Mxi y Mw de1648

y 3200 respectivamente.La dispersividadfue siempremenorque2, si excluimospor su

comportamientoparticular las citadas muestrasde E. cainaldulensisprocedentesde

Pontevedra(tablaVA-5).

Por otraparte, teniendoen cuentalos análisisnuméricosunivariantesrealizados

paralas variables Mxi, Mw y Dp, presentadosen la tabla V.4-6, y considerandolos

DMW3

4.1

252



Resultadosy discusión

TABLA V.4-5 Distribución de pesos moleculares de
extractos de hojas de Euca/yptus spp.

los derivados acetilados de los taninos de

Tipo cromato
Muestra grama CPG Mn Mw Dp

1

1

1

1

1

2

2

3

1

1

1

1

1

1

1

1

3

3

3

3

1

1

3

3

1

1

1421

1492

1611

1487

1497

1421

1454

1497

1534

1481

1526

1611

1579

1393

1648

1505

1442

1320

1171

1330

1386

1243

1279

1364

1447

1420

1990

2045

2233

2057

2097

3862

5664

2601

2626

2057

2409

2641

2197

2041

3244

2384

2065

1901

1705

2059

1985

1808

1745

1918

2065

2017

HEOl

HEO2

MECa

HEC4

HEOS

PECí

PEC2

HEO1

HEG2

HEGS

HEG4

HEG5

PEGí

PEG2

PEG3

PEG4

PEOS

HERí

HER2

HER3

HER4

HERS

PERi

PER2

PEAS

PEA4

1,40

1,37

1,39

1,38

1,40

2,72

3,89

1,74

1,71

1,39

1,58

1,64

1,39

1,47

1,97

1,58

1,45

1,44

1,48

1,55

1,43

1,45

1,36

1,41

1,43

1,42

Mn= peso molecular número-medio. Mw= peso molecular peso-medio. Dp= dispersMdad;
Dp=Mw/Mn. H= Huelva. P= Pontevedra. EC= E cama/du/ensls EG= E g/obu/us ER= EJ rud&
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Resultadosy discusión

factoresespeciey procedenciade lasmuestrasdehojas,merecedestacarseque, unavez

más, fue la especieE. rudis en ambas procedencias,la que presentólos valores

significativamenteinferiores 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(Mxi, 1530 y 1513; Mw,

2467 y 2390). Debeseñalarsetambiénla elevadadispersividad,Dp, obtenidaenel caso

de las hojasde E. camaldulensisde Pontevedra(Dp 3,31), que es responsablede las

diferenciassignificativasobservadasparala especieE. carnaldulensisrespectodeE. rudis

y E. globulusy, también,de lasobservadasentrelasmuestrasdeHuelvay dePontevedra.

4.4 Conclusiones.

1- Los perfilesdedistribuciónde pesosmolecularesde los derivadosacetiladosde

los taninosextraídosdemadera,cortezay hojasde las especiesdeEucalyptus,

E. camaldulensis,E. globulusy E. rudis hanreveladola riquezay considerable

variaciónde estoscompuestospoliniéricosen los eucaliptosen relacióncon el

tejido vegetal,la especiey, en algunoscasos,con la procedenciageográficade

las muestras.

2- En el conjuntode las especiesy tejidosestudiadosseha puestode manifiesto

la diversidadde los taninospresentesen loseucaliptosconla resolucióndentro

de un amplísimointervalo de pesosmoleculares,que va desdelos valores

correspondientesa los de las unidadesmonoméricas(Mw- 300) hastalos

correspondientesa políimerosdemásdedoscientasunidades(Mwo 79000). Sin

embargo,es necesariopuntualizar que los taninos con tan elevadospesos

molecularesson poco abundantes,estandola mayoríaincluidos dentro del

intervalo de 1000 a 8000.

3- La cortezahasido el tejido entrelos estudiadosquehapresentadotaninoscon
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valoresde Mxi, Mw y Dp mayores(Mxi, 1200-3000;Mw, 2500-8000y Dp> 2),

seguidade la madera(Mxi, 1200-2100;Mw, 2000-4700;Dp, 1,5-2)y de lashojas

en último lugar (Mxi, 1100-1700;Mw, 1700-2700;Dp— 1,5).

4- Es en la especieE. camaldulensisen la que se han presentadotaninosde

mayorespesosmoleculares,en concreto,en los extractosdemaderay corteza,

así como también, en los extractosde hojas, junto con los de la especieE.

globulus.

5- Tanto en maderacomo en corteza la procedenciade los árbolesdeterminó

tambiénel perfil depesosmolecularesde los taninos,resultandoengenerallos

valoresde Mxi y Mw superioresen lasmuestrasprocedentesde Huelvaqueen

las de Pontevedra.La correlaciónno resultó ser tan clara en el caso de las

muestrasdehojas.

6- Se ha puestode manifiestoquelos eucaliptos,como otrasespeciesvegetales,

contienenunagran variedadde polifenolespoliméricosde pesosmoleculares

dentro de un amplísimo intervalo, dependiendode la especiey de las

condicionesambientales.Sin embargo,enestavariabilidadtambiénpuedenser

decisivosotros factores, como estadosfisiológicos estacionaleso estado de

madurezde los tejidos, entreotros, y así, seríael conjunto de todos lo que

podría explicar las variacionessignificativasobservadasen la distribución de

pesosmolecularesdelasmuestrasde madera,cortezay hojasen lasespeciesde

Eucalyptusbajoestudio.
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5. Caracterización de los elagitaninos.

Ya que los elagitaninossonésteresdeglúcidosy ácidosfenólicos,y sonsusceptibles

de hidrólisis, tanto en solucionesácidas como básicas,la caracterizaciónde estos

compuestosen madera,cortezay hojasde Eucalyptusspp. seha realizado,despuésde

sometera las muestras,concretamentela fase acuosaliofilizada del correspondiente

extracto, a unahidrólisis ácida,segúnel métododescritoen el apartadoIV.4.1, para

acometerposteriormentela identificaciónde los productosde la hidrólisis, esdecir, los

azúcaresy compuestospolifenólicosconstituyentesde los elagitamnos.

5.1 Análisis de los compuestospolifexiólicos por CLAR.

Los hidrolizadosobtenidosfueronanalizadospor CLAR bajo lascondicionesque

se especificaronen el apartadoIV.312, y utilizando el gradientede elución n2 2

(apartadoIV.42).

En las figuras V.5.1 y V.5.2 semuestranalgunoscromatogramaselegidoscomo

modeloentrelos obtenidosparalas distintasmuestrashidrolizadasde madera,corteza

y hojas de las tres especiesde Eucalyptusconsideradas.En estoscromatogramasse

presentanvariacionesde cuatropicos cromatográficosmayoritarios(G, E, E
1 y E2), que

correspondena distintos compuestospolifenólicosgeneradosen la hidrólisis de los

elagitaninos.

Los picos O y E hansido asignados,respectivamente,a los ácidosgálicoy elágico,

ácidosquefueronidentificadosdirectamenteporCLAR, mediantela comparaciónde los

correspondientestiemposde retencióny espectrosUY conlosdelos respectivospatrones

y por el métododel enriquecimientodel pico. Los compuestosE1 (tR=11,á; fig. V.5-2)

y E2 (tR=
2l,Ol; fig. V.5-lb), hansidoconsideradoscomoderivadosdel ácido elágicoya

quepresentanespectrosUY, semejantesal de dicho ácido (fig. V5-3) pero tienen
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diferentetiempode retención.El compuestoE1 hapresentadoun espectroUY igual en

forma al del ácido elágico,pero con un ligero desplazamientodel primer máximo de

absorciónhacia longitudesde onda superiores(E, 255 nm; E1, 257 nm; Fig. V.5-3).

Además,dicho compuesto E1 ha eluido a un tiempo de retención de 11,6 mm,

considerablementeinferioral delácidoelágico(tR= 17,8mm), lo quenoshacepensarque

sepuedetratardeun compuestocuya estructurabásicaestáformadapor ácido elágico

al queseuneun radical de unaestructuramolecularquele confieremayor polaridad,

probablementeungrupogaloilo. Suponemosquela uniónentreambasestructurasesuna

uniónéter(C-O-C) y no un enlaceC-C,ya quede tratarsede esteúltimo casoaparecería

alteradala resonanciade los doblesenlacesdel grupo hexahidroxidifenoiloy, así, su

espectroUY severíaafectadoconsiderablementerespectodelcorrespondienteal ácido

elágico.

Por otra parte, comoya hemosexpuestoextensamenteen el apartado2» de la

Introducción, en los frutos de varias especiesde Eucalyptushan sido identificadas

eucalbaninasA, B y C (Yoshidaet al., 1992b), comusiinaB (Hatanoet aL, 1989) y

oenoteínaB (Hatanoet al., 1990), elagitaninosque, ademásde presentarestructura

molecularpolifenólicacongrupostancomunescomoel galoiloy el hexahidroxidifenoilo,

contienenotros comovaloneoilo(eucalbaninaB, cornusiinaB y oenoteínaB), tergaloilo

(eucalbanina C) y grupos dilactona de tergaloilo (eucalbaninaA); todos estos

elagitaninos,mediantehidrólisisácida,produciríanlos correspondientesácidoslibresen

su formadilactona,pudiendocualquieradelasestructurasmolecularescitadasresponder

a las característicascromatográficasy espectralesdel compuestoE1. Porello suponemos

que E1 podríaser el ácidovaloneicoo el ácido tergálico(fig. 11.3 y 11.4).

En lo querespectaa E2, estecompuestohamostradoun espectroUV idéntico al

del ácidoelágico(fig. V.5-3) y en los análisispor CLAR eluyóa un tiempode retención

mayor (tR=
21,O1 mm), por lo que pensamosque se trata de un derivado del ácido

elágico, de carácter menospolar. Por otra parte, el compuestoE.~ fue obtenido
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principalmenteen los hidrolizadosde elagitaninosde las muestrasde cortezade E.

globulus,comomuestranlosanálisiscuantitativosquesedescribenacontinuacióny dado,

además,queel estudiodeYazakiy Hillis (1976) hapuestodemanifiestola presenciade

derivadosmetiladosy glicosiladosdel ácido elágico (3-Me-AE ramnósidoy 3-Me-AE

glucósido) en cortezade la misma especiede Eucalyptus, se puede contemplarla

hipótesisdequeestecompuestoE2 puedecorresponderaun derivadometiladodelácido

elágico.Así, paracomprobarestasuposición,se realizóla metilaciónde ácido elágico

patrón,por tratamientocon trimetilsilildiazometano,y secomprobó,medianteanálisis

por CLAR, que el compuestoE2 era un derivado monometiladodel ácido elágico,

pudiendotratarsedel 3-Me- o del 4-Me- derivado.

Abundandoen el estudiode la composiciónde los elagitaninospresentesen

Eucalyptusspp.,esprecisoseñalarquela presenciao ausenciade los picos E1 y E2, así

comola proporciónrelativade loscuatromayoritarios:O, E,E1y E2, dependiótanto del

tejido bajoensayo,madera,cortezau hojas,comode la especieentrelas tresensayadas.

Se procedió,pues, a realizarla valoracióncuantitativade los anteriorescompuestos,

utilizando para ello las rectas de calibrado de los ácidos gálico y elágico que se

especificanen el apanadoIV.4.2 y asumiendo,por otra parte,quelos coeficientesde

absorciónmolar paralos compuestosEl y E2 eranigualesal correspondientedel ácido

elágico.

En las tablasV5-1, V.5-2 y V.5-3, se recoge la valoracióncuantitativade los

compuestosG, E, E1 y E2, en los tres tipos de muestra,los hidrolizadosde madera,

cortezay hojas de Eucalyptusspp., respectivamente,y en la tabla Vi-4 los análisis

numéricosunivariantesparacadaunade estasvariables.

Del análisisde estosdatossepuederesumirque los elagitaninosprocedentesde

lasmuestrasdemaderaenlastresespeciesestudiadassehancaracterizadoporpresentar

comoproductosde la hidrólisis, casi exclusivamenteácido gálico, E2 y ácido elágico,
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TABLA V.5-1 Cuantificación relativa de los compuestos polifenólicos procedentes de la hidrólisis de
los elagitaninos extraídos de madera de Euca/yptustpo.

G E
1 E E

,

E camaldulensls

HECí 16 0 69 14

HEC2 28 0 61 11

HECS 11 0 85 4

HEC4 6 0 90 3

HEOS 23 0 53 24

PEOl 15 0 82 3

PEC2 13 0 83 4

E globulus

HEGí 1 0 89 10

HEG2 20 0 69 11

HEG3 25 0 61 13

HEG4 39 0 50 10

HEGS 24 0 64 11

PEOl 17 0 75 9

PEG2 11 0 62 27

PEG3 20 0 64 16

PEG4 20 0 67 13

PEGS 3 0 80 17

E wdis

HERí 16 0 80 4

HER2 5 0 92 3

HEAS 6 0 89 6

HER4 6 0 91 3

HER5 10 0 66 4

PERi 4 0 92 4

PER2 2 0 94 4

PERa 3 0 91 5

PER4 4 0 92 4

G= ácido gálico, E= ácido elágico. E, y E2= derivados del ácido elágico. Las cantidades relativas de
cada uno de los compuestos están expresadas en porcentaje del total de los cuatro picos.
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TABLA V.5-2 Cuant¡ficacián relativa de los compuestos polifenólicos procedentes de la hidrólisis de
los elagitaninos extraldos de corteza de Euca/yptus tpo.

G E1 E E

,

E. cenrnldc’/ensis

HECí 25 0 69 6

HEC2 28 0 72 0

HECS 23 0 77 0

HEC4 0 0 100 0

HEC5 15 0 77 8

PECI 0 0 84 15

PEC2 0 0 100 0

E globulus

HEGí 19 0 52 29

HEG2 23 0 50 27

HEGS 17 0 44 39

HEG4 12 0 44 44

HEGS 11 0 46 43

PEGí 22 0 77 1

PEG2 12 0 57 31

PEGS 10 0 42 46

PEG4 8 0 45 47

PEG5 14 0 53 34

EJ rut/Ls

HERI 0 0 100 0

HER2 31 0 69 0

HERS 0 0 100 0

HER4 12 0 88 0

HEAS 0 0 100 0

PERi 0 0 100 0

PER2 0 0 100 0

PER3 0 0 100 0

PER4 O O 100 o

G= ácido gálico, E= ácido elágico. E1 y E2= derivados del ácido elágico. Las cantidades relativas de
cada uno de los compuestos están expresads en porcentaje del total de los cuatro picos.

263



Resultadosy discusión

TABLA V.5-3 Cuantificación relativa de los compuestos polifenólicos procedentes de la hidrólisis de
los elagitaninos extraidos de hojas de Euca/yptus spp.

G E, E E2

E camaldulensis

HEOl 23 31 44 2

HEC2 11 32 57 0

HEOS 28 25 46 0

HEC4 16 29 55 1

HEOS 21 33 44 1

PECí 17 2 81 0

PEC2 21 3 75 1

E. globulus

HEGI 14 27 54 5

HEG2 19 28 48 5

MEGa 22 29 44 4

HEG4 23 30 42 5

HEG5 21 21 49 9

PEGí 9 4 81 7

PEG2 15 0 50 34

PEGS 18 27 49 5

PEG4 18 27 49 6

PEG5 14 22 60 4

E rut/Ls

HERí 20 12 67 1

HER2 17 12 68 3

HERS 14 22 63 2

HER4 15 32 52 1

HER5 12 2 59 27

PERi 20 9 66 5

PER2 15 18 65 1

PERa 31 12 53 4

PER4 17 26 54 1

G= ácido gálico, E= ácido elágico. E, y E2= derivados del ácido elágico. Las cantidades relativas de
cada uno de los compuestos están expresadas en porcentaje del total de los cuatro picos.
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siendoesteúltimo el componenteprincipal (tablasV.5-1y V.5-4). Estosresultadosestán

de acuerdoconlos datosdisponiblesen la bibliografiasobrela composiciónpolifenólica

de la madera de Eucalyptus spp. Así, han sido identificados los elagitaninos,

pedunculagina,2,3-HHDP-glucosa,4,6-HHDP-glucosa,3,6-HHDP-glucosay corilagina

(Seikel y Hillis,1970; Yazaki y Hillis, 1976; Yazaki et el., 1993), en la maderade

diferentesespeciesentrelas queseha consideradoE. globulus,dondeparticularmente

hansidodetectadoslos dosprimeroselagitaninosmencionados.Todosestoscompuestos

secaracterizanporpresentarensuestructurapolifenólica,exclusivamente,gruposgaloilo

y hexahidroxidifenoiloy por tanto los productosde la hidrólisisseríanlos ácidosgálico

y elágico,respectivamente.

En el caso de las cortezas,los productosde la hidrólisis de los elagitaninos

resultaronser algo másvariables.Así, mientrasqueen E. cainaldulensisy E. rudis, al

igual queocurrióen lasmaderas,los elagitaninosproducenmediantehidrólisis los ácidos

gálico y elágico,esteúltimo inclusoen exclusividad(100%)en muchasde las muestras

analizadas,enla especieE. globulussehadetectado,además,el compuestoE2,derivado

monometiladodel ácido elágico,presentándoseen proporcionessemejantesa las del

propio ácido elágico y superiores,por otra parte,a las del ácido gálico. Este tipo de

cromatogramaresultósercaracterísticode loshidrolizadosdeelagitaninosdecortezade

E. globulus (fig.V.5-lb, tablasV.5-2 y V.5-4). Precisamentetambiénen cortezade E.

globulus, Yazaki y Hillis (1976) han puestode manifiestola presenciade derivados

metiladosy glicosiladosdelácidoelágico,ademásdeloselagitaninospedunculaginay 2,3-

HHDP-glucosa,presentestambiénen maderade Eucalyptusspp. y cuya composición

polifenólica es exclusivamenteácido elágico.

En cuantoaloshidrolizadosdeelagitaninosprocedentesdelashojasdeEucalyptus

spp., se caracterizanpor la presenciade ácido gálico, ácido elágico,y el derivadodel

ácido elágicoEl. Esteúltimo compuestoseconsideracaracterísticode las muestrasde

hojasdeEucalyptus(fig.V.5-3, tablasV.5-3 y V.5-4), ya queseobtuvoenesteórganoen
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las tresespeciesestudiadasy, por otraparte,no fue detectadoen los hidrolizadosdelas

muestrasde maderay corteza.

En lo quea los datosde la bibliografíaserefiere,comoya sehacomentadoen el

apartado2.9 de la Introducción,en hojas de E. rostrala fueron identificadossólo los

elagitaninos 1,2,6-tri-D-galoil-13-D-glucosa(Nonaka el al., 1982; Wilkins, 1988) y

tellimagrandina(Wilkins y Bohn, 1976; Hatanoel al., 1988b), los cuales contienen

exclusivamenteácido gálicoy ácido elágico.Sin embargo,los elagitaninosidentificados

en frutos deE. alba respondenaunaampliavariedadde estructurasmolecularesy, así,

en su composición polifenólica intervienen, ademásde dichos ácidos, los grupos

valoneoiloy tergaloilo, como esel casode las eucalbaninasA, B y C (Yoshida el al.,

1992b),la oenoteínaB (Hatanoel al., 1990) y la cornusiinaB (Hatanoel al., 1989).

5.2 Análisis deazúcarespor cromatografíade gases-espectrometríade masas.

Los azúcaresoriginadosen la hidrólisis de los elagitaninosextraídosde madera,

cortezay hojasseanalizaronmediantecromatografíadegasesacopladaaespectrometría

de masas,paralo cualdichosazúcarestuvieronqueser transformadosen los trimetilsilil-

derivados,segúnlos métodosespecificadosen el apartadoIV.4.3.2.2y IV.4.3.2.3.

Previamentese abordó el análisis de los azúcarespresentesen algunosde los

extractos acuosos liofilizados, antes de que fueran sometidos a hidrólisis ácida,

comprobándosela presenciade glucosaen los mismos.Ante estosresultadossehizo

necesarioun pretratamientodela muestraa analizar,conel objetode obtenerextractos

libresde azúcaresy poderasíasegurarquelos detectadosdespuésde la hidrólisis ácida,

procedíanefectivamentede los elagitaninos.

Los análisisde identificaciónde los azúcareshubieronde realizarse,pues,en el

extractoobtenidocon acetatode etilo a partir de la faseacuosaliofilizada (apartado
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IV.4.3.2.1).Segúnsecomprobómedianteanálisisporcromatografíalíquida (CLAR), con

acetatode etilo, se extraían de forma selectivalos elagitaninosy también algunas

proantocianidinasde bajo pesomolecular, en el casode las muestrasde maderay

corteza;y enel casode las hojas,junto conlos elagitaninosseextrajeronlos fiavonoles,

presentesespecíficamenteen dicho extractoacuoso.En las figuras V.5-4 y V.5-5, se

muestranalgunosejemplosde los cromatogramasde CLAR, obtenidosde los extractos

en acetatode etilo procedentesde madera,cortezay hojas,y quehan sido resueltos

utilizando lascondicionesdeanálisisdescritasen el apartadoI’V.3.1 (gradienten2 1).

En concreto,el estudiosobrela caracterizaciónde los glúcidosde los elagitaninos

de madera,cortezay hojas de Eucalypíusspp. sellevó a cabo, para cadaunade las

especiesy procedenciasestudiadas,apartir dedosmuestras,siguiendoel procedimiento

de trabajo esquematizadoen el apartadoIY.4.3.2.1 y llevándosea cabo análisis en

paralelotanto de las muestrassometidasa hidrólisis ácida,como de las muestrassin

hidrolizar; enesteúltimo caso,conobjeto de comprobarla ausenciade azúcareslibres

en los extractosen acetatode etilo.

La separaciónde los azúcaresse realizó por cromatografíade gases y la

identificaciónpor espectrometríade masasacoplada.En las figuras V.5-6 y V.5-7 se

muestranlos cromatogramasde m/z204 obtenidosparala madera,cortezay hojasde las

diferentesespeciesdeEucalypíus,ya quelos azúcares,bajo las condicionesde análisis

utilizadas,sepresentaronen su mayoríabajo la forma piranosa.

Los cromatogramasdegasesobtenidosapartirde loshidrolizadosdeelagitaninos

detodaslasmuestrasdemaderay decortezahanresultadomuysimilares,obteniéndose

cuatro picos principales.Los dos picos mayoritarios,con tR de 10,16 y 14,08 mm, han

correspondidoa la glucosay losmenosabundantesdetR 10,24y 11,04mmn,a la ramnosa,

tratándoseen los doscasosde la forma de ciclaciónpiranosa,comosepudodeducirde

los correspondientesespectrosde masasy en basea la abundanciarelativade los picos
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de E. globulus y E. regnans (Yazaki y Hillis, 1976). Por otra parte, en hidrolizados

procedentesde extractosde taninosde cortezade diferentesespeciesde Eucalyptusha

sido descritala presenciadeglucosa,ramnosay arabinosa,aunqueno sehayanasociado

a unaestructuradeterminadade elagitanino(Fechtaly Riedí, 1991).

En lo que respectaa los hidrolizadosprocedentesde los extractosde hojas, la

composiciónenazúcaresvarió considerablementede unasmuestrasa otras.Es preciso

considerarqueen el extractoenacetatode etilo de lashojas,seextraían,ademásde los

elagitaninos,derivadosglicosiladosde flavonoles(fig. V.5-5); y asílos azúcaresliberados

en la hidrólisisácidapuedenprocedertantode dichosderivadosglicosiladoscomode los

elagitaninos.

En la figura V.5-7 se presentanalgunos cromatogramasmodelo de hojas de

diferentesespeciesy procedencias.En el primero (cromatogramaa), representativode

los extractosde composiciónmássimpleen los que, por otra parte, seda unaescasa

presenciade derivadosglicosilados de flavonoles,se ha identificado solo glucosay

galactosa;y en el segundotipo de cromatograma(cromatogramab), común entre

muestrasen lascualessísedetectaunaimportantevariedaddederivadosglicosiladosde

flavonoles,sehanidentificadoglucosa,arabinosa,ramnosay galactosa.

Cadauno de los azúcaresobtenidosha dadolugar, bajo nuestrascondicionesde

análisis,a dospicoscromatográficos,cuyostiemposde retencióny formade ciclaciónse

especificanen la tabla V.5-5.

En resumen,la glucosapareceser el principal azúcarconstituyentede los

elagitaninosde hojasde las especiesde Eucalyptusestudiadas,ya queha resultadoser

mayoritario en los hidrolizadosprocedentestanto de muestraspobrescomo ricas en

derivadosglicosilados de flavonoles; y, por otra parte, la presenciade arabinosay

ramnosa,ademásde partede la glucosa,puedeserjustificada comoprocedentede la
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hidrólisis dedichosderivadosglicosiladosde flavonoles,comoseveráen el capítuloV.7.

Porúltimo, la galactosadetectadaen loshidrolizadosdealgunasmuestras,aunque

enmuchamenorproporciónquela glucosa,podríasertambiénazúcarconstituyentede

los elagitaninos;por otraparte,entreel escasísimonúmerodetrabajospublicadossobre

TABLA VZ-5 Tiempo de retención y forma de ciclacián de los azúcares analizados mediante CG-EM

Arabinosa

t4, (mm> Ciclación

10,04

10,36

Furanosa

Furanosa

Ramnosa
10,24

11 04

Piranosa

Piranosa

Galactosa
12,85

13,31

Piranosa

Piranosa

Glucosa
13,16

14,08

Piranosa

Piranosa

la estructurade los elagitaninosde hojas en el géneroEucalyptus,sólo se han citado

elagitaninos,cuyo azúcarconstituyenteesla glucosa(Nonakael al., 1981;Hatanoel al.,

1988b).

53 Conclusiones.

1- Los elagitaninosde las muestrasde maderade las tresespeciesde Eucalyplus

estudiadas: E. camaldulensis, E. globulus y E. rudis están compuestos

principalmentepor glucósidosde los ácidospolifenólicosgálico y elágico.Ha

sido detectadatambién, aunqueen muchamenorproporción, la presenciade

ramnósidosy, por otra parte, de glicósidosde derivadosmonometiladosdel

ácido elágico.
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2- En lo que respectaa la composiciónde la cortezade Eucalypíusspp., se ha

puestodemanifiestoque, al igual queocurríaen la madera,los elagitaninosde

la cortezade las especiesde Eucalyptusestudiadasestánconstituidosen su

mayoríapor glucósidosy, en menorproporción,por ramnósidosde los ácidos

gálicoy elágico.Lacortezade la especieE. globulussecaracteriza,en particular,

por la presenciadeglicósidosdederivadosmonometiladosdelácidoelágico,los

cualesno han sido detectadosen las cortezasde E. camaldulensisy E. rudis,

aunquefueron encontradosen pequeñaproporción en la maderade las tres

especiesconsideradas.

3- Los elagitaninosconstituyentesde lashojasdeE. camaldulensis,E. globulusy E.

rudis se caracterizanpor presentaren su estructuramolecularpolifenólica,

derivadosdel ácido elágicono presentesen los elagitaninosprocedentesde la

maderay de la corteza,presumiblementegruposvaloneoiloo grupostergaloilo

(entre si isómerosde posición).Por otra parte, la glucosaha resultadoser el

azúcarconstituyenteprincipal de dichoselagitaninos.

6. Caracterización de proantocianidinas.

Lasvariacionesestructuralesen lasmoléculasde lasproantocianidinasdependen,

como ya ha sido discutido ampliamente en la Introducción, de los patrones de

hidroxilación de las unidadesque los constituyen, de la naturalezade los enlaces

interfiavánicosy de la esteroquimicade los centrosquirales del anillo C, siendo,en

particular,los patronesdehidroxilaciónde los anillosA y B de lasunidadesflavan-3-ol,

los determinantesde la reactividadquímica de estostaninoscondensadosy, así, de su

potencialaplicaciónen la industriaquímica.

Por otra parte,parapoderdeterminarla naturalezade lasunidadesestructurales
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de las proantocianidinasesesencialacometersu degradacióny son, precisamente,las

reaccionesde rupturadel enlaceinterfiavánicode gran utilidad en la elucidaciónde la

estructuradelos taninoscondensados.Dentrode estetipo de reaccionesdegradativasse

puedenconsideraralgunasde especialutilidad,entrelasquecabedestacaraquellasque

conducena la formacióndeantocianidinasy quesonllevadasacabomediantela ruptura

oxidativadel enlaceinterfiavánico,ya seaen medioalcohólico acidificadoo en medio

ácido débil y en presenciadenucleófilostalescomotioles y fioroglucinol (verapartado

2.3.2.3de Introducción).

Concretamente,enestetrabajo,hemosabordadoel estudiode la composicióndel

conjunto de los polímeros proantocianidinas,medianteel análisis por CLALR de las

antocianidinasgeneradasen la hidrólisis,en medioBuOH-HCI, de los extractosacuosos

liofilizados demadera,cortezay hojasde loseucaliptosconsiderados,segúnfue descrito

en los apartadosIV.5.1 y IV.5.2.

En la figura V.6-1, se muestraun cromatogramamodelo, correspondienteal

hidrolizado de proantocianidinasobtenidode cortezadeE. globulus. El registroseha

realizadoa la longitud de ondade 525 nm, específicade antocianidinas,evitandoseasí

que seproduzcala interferenciade otros productosde degradación.

Las antocianidinas,generadaspor hidrólisis oxidativade lasproantocianidinasde

madera,cortezay hojas de E. camaldulensis,E. globulus y E. rudis e identificadas

directamentepor CLAR en basea los espectrosUY-VIS y a los tiemposde retención,

hanresultadoserla delfinidina y la cianidina,comosemuestraen lasfigurasV.6-1y V.6-

.2. Por tanto, en principio, las proantocianidinaspoliméricasdeEucalypíusspp., están

constituidasesencialmentedeprocianidinasy prodelfinidinas,aunqueno sehayapodido

llegar adeterminarsi dichospolimerossepresentancomocopolímerosdeprocianidinas

y prodelfinidinas,o comopolímerosde cadaunade ellaspor separado.
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FIGURA V.6-1 Cromatograma de CLAR de los extractos de proantocianidinas hidrolizadas de corteza
de EJ globulus <HEG2). D= delfinidina. 0= cianidina.

FIGURA V.O-2 Espectros UV-VIS de los picos O yO de la figura V.6-i.
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Los patronesde hidroxilación de procianidinasy prodelfinidinas,como hemos

descritoanteriormenteen la figura 11.6 dela Introducción,sonrespectivamente3, 3’, 4’,

5, 7 y 3, 3’, 4’, 5, 5’, 7 y, así,pueslasunidadesflavan-3-olconstituyentesde lascadenas

poliméricasde lasproantocianidinas,la catequinay la galocatequina(fig. 11.5). Como

consecuenciadichasproantocianidinascontienenlos anillosA detipo floroglucinólicoy

los anillos B de tipo catecol(procianidinas)o pirogalol (prodelfininas)(fig. 11.9).

La rupturaoxidativadel enlaceinterfiávanicode las proantocianidinasno da, sin

embargo,información sobre la naturalezadel propio enlace interfiavánico y de su

estereoquímica,ni tampocoacercade la estereoquímicade los carbonosasimétricosC-2

y C-3 (ver apartado11.2.2.2.1).Es así posible quelas unidadesconstituyentesde las

cadenaspoliméricasno sólo pudieranserla catequinay galocatequina(esteroisómeros

2R y 3S), sino también los correspondientesesteroisómerosepicatequina y

epigalocatequina(2R y 3R) y/o los correspondientesenantiómeros25, nombradoscon

el prefijo ení- (fig. 11.7), comoya se mencionóen el apanado11.2.2.2.1.

Con objeto de obtenerinformaciónsobretodasestascuestiones,así como sobre

la naturalezade lasunidadesinicialesy lasunidadesdeextensióndelos polímeros,seha

realizadola hidrólisis del enlaceinterfiavánicoen medio ácido débil, en ausenciade

oxígeno, y en presenciade diferentesnucleófilos,en particulartioles y floroglucinol. En

general,estetipo de reaccionesson selectivasy respetanla estereoquímicadeC-2 y C-3

(fig. 11.17) (apartado11.2.3.2.3),pero suelendar un bajo rendimientoy, por otra parte,

no sedebeprolongarel tiempode reacción,aúnen ausenciade oxígeno,ya que pueden

producirseepimerizaciones.

A pesarde quehemosensayadovariosnucleófilos(floroglucinol, fenilmetanotiol)

y medios y condicionesde reacción diferentes, no se ha llegado a conseguiruna

degradaciónefectivade los enlacesinterfiávanicos.Así, el análisisde los productosde

degradación,medianteCLAR, no pusodemanifiestola presenciademonómerosde la
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familia de las catequinas.

Posiblemente,lasdificultadesdedegradaciónbajodichascondicionesseandebidas,

en primerlugar,a la abundanciaen los extractosdeoligómerosde alto pesomolecular,

y tambiéna quela hidrólisis seaplica directamenteen el extractobruto liofilizado, sin

el previoaislamientoy purificaciónde cadaunode los polímeros.Dichasreaccioneshan

sido descritasen la bibliografía,aplicadasa oligómerosdebajo pesomolecularde2 a 4

unidadesy, además,purificados(Kolodziej, 1990; Rigaudel al., 1991; Koupai-Abyazani

et al., 1993; Escribano-Bailón,1993) pero no a oligómerosde 5 ó másunidades.

Finalmente,los resultadosconcernientesa la composiciónde los polímerosde

proantocianidinas,expresadoscomorelacióndelfinidina-cianidinaparacadauno de los

tiposdemuestras,madera,cortezay hojasde las tresespeciesdeEucalypíusconsideradas

semuestranen la tabla V.6-1 y sediscutena continuación:

Madera.La relacióndelfinidina/cianidinade las proantocianidinasobtenidasde

maderaha osciladoentre5/95 y 42/58, siendola excepciónla muestraHiEG5 de E.

globulusdeHuelva,en la queresultóser50/50. Estosdatosindicanquelasprocianidinas

son las unidadespredominantesen estetipo de polímeros(tablaV.6-1).

Porotraparte,estarelaciónresultóconsiderablementevariableparalasdiferentes

especiesestudiadas.En cuantoa la proporción de cianidina,se han obtenidovalores

significativamente superiores en los taninos condensadosde la madera de E.

camaldulensisy E. rud¿s, respectode E. globulus;siendoestaúltima especie,la queha

presentadomayor variabilidad intraespecífica.Sin embargo,no se han observado

diferenciassignificativassegúnla procedenciade las muestras(tablaV.6-2).

Corteza.La composicióndelasproantocianidinasdelascortezasdeEucalyptusspp.

varió considerablementesegúnla especie,al igual quelo ocurridoenmadera.Mientras
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Tabla V.6-1 Cuantificación relativa de las antocianidinas producidas por hidrólisis en
las proantocianidinas de madera, corteza y hojas de Euca/yptus spp.

BuOH-HCI, de

MADERA CORTEZA HOJAS

D O O O D O

camaldulensis

HEOl

HEO2

HEGa

HEO4

HECS

PEOl

PECa

globulus

HEGI

HEG2

HEGa

HEG4

HEG5

PEGí

PEG2

PEG3

PEG4

PEaS

rudis

HERí

HER2

HERa

HER4

HER5

PERI

PER2

PER3

PER4

5

ai

9

8

7

12

29

38

25

37

25

50

30

26

42

17

37

26

26

21

24

26

20

14

13

17

D= delfinidina. 0= cianidina.
Las cantidades relativas de cada antocianidina están expresadas como porcentaje del total.

E

EJ

EJ

6

10

7

17

6

38

25

70

53

63

64

64

9

62

69

56

71

a

8

25

10

9

94

90

93

83

94

62

75

30

47

37

36

36

91

38

31

44

29

92

92

75

90

91

95

69
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Resultadosy discusión

quelasprocianidinasresultanserlasunidadespredominantesdelospolímerosdecorteza

deE. camaldulensis(D/C, 9/91 y 32/68)y E. rudis (D/C, 12/88),enE. globulus (D/C, 63/37

y 53/47) predominan las prodelfinidinascon la excepciónde la muestraPEOl de

Pontevedra(D/C, 9/91), comosemuestraen las tablasV.6-1 y V.6-2.

Es de señalarque, en el casode lasmuestrasdecortezade E. ruáis procedentesde

Pontevedrano ha sido posiblela detecciónde las antocianidinascianidinay delfinidina.

Ello pareceser debido, por una parte, a la pobrezaen proantocianidinasde estas

muestras,comohan mostradolos análisis de valoración cuantitativarealizadostanto

medianteel métodode la vainillina (apartadoV.2.2) comopor CLAR (apanadoV.3.3)

y, por otra, a causadel bajo rendimientoen antocianidinas,inherenteal métodode la

hidrólisis en medioBuOH-HCI.

Hojas. En el caso de hojas de Eucalypátusspp. las proantocianidinasextraídas

presentaronrelacionesdelfinidina/cianidinaoscilandoentre25/75y 72/28,lo quesupone

que tanto las procianidinas como las prodelfinidinas pueden ser las unidades

predominantesde estospolímeros,segúnla muestra.

Ha sido observadauna importantevariación de composición,según la especie

consideraday, además,dentrodecadaespeciesegúnel origendelasmuestras(tablaV.6-

1). Así,mientrasqueenhojasdeE. camaldulensislasprocianidinashansidomayoritarias

en las muestrasprocedentesde Huelva, en las de Pontevedra predominan las

prodelfinidinas,presentándosealtosnivelesdesignificación(tablaV.6-2). Porel contrario

en E. globulus, son las muestrasoriginariasde Huelva las que han presentadomayor

proporción de prodelfiinidinas,aunque,en general,en estaespeciela relaciónD/C, se

aproximaa 50/50.

Porúltimo, en el casode la especieE. rudis, tanto lashojasprocedentesdeHuelva

como las de Pontevedracontienenmayor proporción de procianidinasy, además,en
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Resultadosy discusión

cantidad significativamentesuperior respectode las especiesE. camaldulensisy E.

globulus.

6.1 Conclusiones.

1- Los taninos condensadosde madera, corteza y hojas de Eucalyptus son

esencialmenteprocianidinasy prodelfinidinas, ya que, mediante la ruptura

oxidativa de los enlaces interfiavánicos,han producido las antocianidinas:

cianidinay delfinidina.

2- En madera,lasproantocianidinaspredominanteshansidodel tipo procianidina,

en lastres especiesde EucalyptusestudiadasE. camaldulensis,E. globulusy E.

rudis.

3- Las cortezasde E. camaldulensisy E. n¿discontienentaninoscondensadoscon

una mayor proporción de procianidinas.Por el contrario, las de E. globulus

tienentaninosmásricos enprodelfinidinas.

4- La composiciónde las proantocianidinasde hojasde los eucaliptosestudiados

ha resultadodependientede la especiey, dentro de cada especie,de la

procedenciade las muestras.

7. Caracterización de otros compuestos polifenólicos presentes en los

extractos de hojas de Eucalyptusspp.

Los extractosacuosos(extractosenmetanol-agua,libres de la fracciónsolubleen

éter)de hojasde Eucalypíus,comosevió en el apartadoV.3.3.4, resultaronser ricosen

glicósidosdeflavonoles,decuyacaracterizaciónseva a tratardeformaespecíficaeneste
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apartado.

Los glicósidosdeflavonolseextrajeronconacetatode etilo apartir delos extractos

acuososy sepurificaronpor CCFpreparativa.La caracterizaciónde dichoscompuestos

sellevó a cabo en estafraccióndespuésde sersometidaa una hidrólisis ácidasuave,

analizandotanto los aglicones(flavonoles)como los azúcaresconstituyentes,segúnla

metodologíadescritaen los apartadosIV.6, IV.3.1.2y IV.4.3.

Respectoa la purificaciónde los glicósidosde flavonolespor CCFpreparativa,es

preciso indicar que las cromatoplacasobtenidasdel extracto en acetatode etilo

presentaron,entreotras,dos fraccionesa R1 0,12y 0,72queseconsideraronfracciones

flavonólicaspor darcoloraciónamarillaen el reveladocon reactivoA de Neu.Ambas

fracciones fueron extraídasde la celulosa de la placa con MeOH y sometidas

posteriormentea análisispor CLAR (apartadoIV.3.1.2, gradienten
2 2), paracomprobar

la ausenciaen dichas fraccionesde otros compuestoscomo elagitaninosquepudieran

interferir en su análisis.Los cromatogramasasí obtenidosmuestran,como se puede

apreciaren la figura V.7-1, la presenciacasi exclusivadeglicósidosde flavonoles,libres

puesde la interferenciadelos elagitaninoshabitualmenteextraídosconacetatode etilo.

La hidrólisis ácida del conjunto de los glicósidosde flavonoles dio lugar a los

aglicones:quercetina(3, 5, 7, 3’, 4’-pentahidroxiflavona)y, en muchamenorproporción,

kaempferol(3,5,7,4’-tetrahidroxiflavona),puestosdemanifiestomedianteel análisispor

CLAR e identificadospor comparaciónde los espectrosUY y tiemposde retencióncon

los de patronescomercialesde amboscompuestos(fig. V.7-2). Por otra parte, se

analizaron también los azúcaresgeneradosen la hidrólisis, mediante CG-EM,

identificándoseasí glucosa,galactosa,ramnosay arabinosa,comoconstituyentesde los

glicósidosde flavonoles y cuyas característicascromatográficasy espectrométricasse

detallaronen el apanadoV.5.2.
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FIGURA V.7-1 Ejemplo de cromatograma de CIAR de la fracción llavonólica de los extractos en
acetato de etilo de hojas de Euca/yptus spp. (HEOS). F=flavonol.
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Teniendoen cuentaestos resultados,y por comparaciónde los glicósidos de

flavonoles encontrados, con los identificadospor Conde(1994) enextractosetéreosde

hojas de las mismasespeciesde Eucalyptusque las consideradaspor nosotros,hemos

podido asignarparalos principalespicos cromatográficoslasestructurassiguientes:

Al pico 7, con un tR de 17,3 mm, le podríamosasignartanto la estructurade la

rutina (quercetin-3-rutinósido)comola delhiperósido(quercetín-3-galactósido)o lasde

ambos,ya quesus tR y susespectrosUY son coincidentes.La primeradeellas,la rutina,

hasidoidentificadaporConde(1994)enlos extractosetéreosdehojasdeEucalyptusspp.

antes citados y nuestrosresultadosestaríande acuerdocon los de esta autora si

consideramosque el disacárido rutinosa,en las condicionesde nuestro análisis, se

hidroliza en los monosacáridosramnosay glucosa.Por otraparte,sin embargó,la otra

estructuraasignada,la delhiperósido(quercetin-3-galactósido),sejustificaría,ennuestro

casopor la presenciade galactosaen los hidrolizados.Esto hacepensarqueel pico de

tR= 17,3puedeserunamezclade amboscompuestos.

7.1 Conclusiones.

1- Los extractosacuososobtenidosde lashojasde lasespeciesdeEucalyptus,E.

camaldulensis,E. globulusy E. rudis hanpresentadounaampliavariedadde

glicósidosde flavonol entre los que hemospodido identificar, quercetín-3-

arabinósido, quercctín-3-ramnósido y kaempferol-3.-arabinósido y,

probablemente,rutinay/o hiperósido.

Pico tR (mm) Componente

10 18,2 quercetín-3-arabinósido

11 19,2 quercet’m-3-ramnósido(quercitrina)

13 20,1 kaempferol-3-arabinósido
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VI. CONCLUSIONES

1- La determinaciónde los contenidosglobales de los dos tipos de taninos:

elagitaninosy proantocianidinas,y de los fenoles totalesasí como del rendimiento

extractivodemadera,cortezay hojasde Eucalyptuscamaldulensis,E. globulusy E. ruáis

de dos procedenciasdiferentesde la Penínsulahapuestode manifiestosu considerable

riquezaen taninosy la elevadavariabilidadcuantitativay cualitativadeestoscompuestos,

dependientedel tejido vegetal,de la especiey del origen.

El tipo detaninopredominantedependiófundamentalmentedel tejido enestudio.

En maderay corteza, con la excepciónde la especieE. rudis, predominaronlas

proantocianidinasy en hojas,por el contrario, claramenteparatodas las especies,los

elagitaninos.

En cortezay madera,seha observadounarelaciónde proporcionalidaddirecta

entreel contenidode proantocinidinas,y el de fenolestotalesy tambiénde amboscon

el rendimientoextractivo, especialmenteen corteza. Ello indica que la máxima

contribuciónal contenidoenfenolestotalesprocedede las proantocianidinasy asíuna

mayor abundanciarelativa en estos tejidos de las proantocianidinasfrente a los

elagitaninos,y a otros compuestosfenólicosy no fenólicos del extracto.

En el casode las hojasno seobtuvo proporcionalidadalgunaentrelos nivelesde

elagitaninos, tipo de tanino mayoritario, ni tampoco de proantocianidinascon los

restantesparámetrosconsiderados,debido a la presenciaen los extractosde otros

compuestosfenólicosno tánicosen considerableproporción.

Los niveles de proantocianidinasademásde dependientesdel tejido vegetalse

muestraninfluenciadospor el origen geográficoen mayor medidaquepor la especie,

mientrasque, porel contrarioel contenidoenelagitaninosapareciómásrelacionadocon

la especie,siendoE. globulus la másrica.

290



Conclusiones

2- El análisisde taninosde los extractosdemaderadeEucalyptusspp., realizados

medianteCIAR, hareveladola existenciadeunaampliavariedady abundanciadeformas

molecularestanto de proantocianidinascomo de elagitaninos,especialmenteen las

maderasdeE. camaldulensisy E. globulus, resultandopor el contrarioE. rudis mucho

más pobre en ambos grupos de taninos. En particular, el análisis cualitativo y

semicuantitativode los elagitaninosha permitido la clara diferenciaciónde las tres

especiesenestudio,asícomoel establecimientodegrupos,dentrodecadaespecie,según

la procedencia.

Los extractosde cortezasehancaracterizadopor su riquezaenproantocianidinas

poliméricas.El análisiscualitativoy semicuantitativode los elagitaninosnosha llevado

a la discriminacióndeE. globulus respectode E. camaldulensisy E. rudAs, aunqueno ha

permitido diferenciarestasúltimasespeciesentresí.Estosresultadosestánde acuerdo

con la clasificaciónbotánicade las tresespecies,quesitúaa E. cainaldulensisy E. ruáis

dentrodela mismaseccióndelgéneroEucalyptus,mientrasqueE. globulusseincluyeen

otraseccióndiferente.

Los extractos de hojas de Eucalyptus spp. han mostrado estar constituidos

principalmente por tres grupos de compuestos polifenólicos, elagitaninos,

proantocianidinasy glicósidosde flavonoles, estosúltimos exclusivosde las hojas.De

nuevo, la composicióncualitativa y semicuantitativaen elagitaninoshace posible la

diferenciaciónentreespecies,sobre todo deE. globulusrespectode E. cainaldulensisy

E. ruáis. La composiciónen glicósidosde flavonoles,sin embargo,permitediscriminar

sóloE. ruáis de las otras dos especies.La diferenciaciónen función de la composición

en elagitaninosestaríapuesmásde acuerdocon la clasificación botánicade las tres

especiesquela establecidaenfunción de los flavonoles.

3- El amplio intervalo de los valores de los pesosmolecularesde los taninos

extraídosdemadera,cortezay hojasde Eucalyptusspp.,hapuestode manifiestola gran
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variedaddepolifenolespoliméricospresentesenestegénero.El perfil dedistribuciónse

vio relacionadoen primerlugar,con el tejido vegetal,despuéscon la especiey sólo en

algunoscasoscon la procedenciageográficade la muestra.

Los taninosextraídospresentaronun amplísimo intervalo de pesosmoleculares,

comprendidoentre losvalorescorrespondientesa unidadesmonoméricas(Mw=300) y

los correspondientes a polímeros de más de doscientas unidades (Mw= 79000),si bienlos

más abundantesse 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 taninosdepesomolecularmedio (Mn, Mw) y con valoresde dispersividadmayores

(Dp), seguidade la maderay, en último lugar,de las hojas.

4- La estructuramolecularde los elagitaninosde Eucalyptusspp. ha resultado

dependienteprincipalmentedel tejido vegetal y de la especieconsiderados.En madera

y cortezalos elagitaninosson mayoritariamenteglucósidosdelos ácidosgálicoy elágico

y, en muchamenor proporción ramnósidosde los mismosácidos.Es de destacarla

cortezade E. globulus que se caracterizópor la presenciade glicósidosde derivados

monometiladosdel ácido elágico.

Los elagitaninosde las hojasde las tresespeciesen estudio:E. camnaldulensis,E.

globulusy E. rudAs secaracterizaronpor presentaren su partepolifenólica, ademásdel

comúnácido elágico,derivadosdel mismo, presumiblementelos isómerosvaloneoiloo

tergaloilo.Por otraparte,al igualqueenel casodemaderay corteza,el principalazúcar

constituyentede suselagitaninosfue la glucosa.

5- Los taninoscondensadospresentesen la madera,cortezay hojasdeEucalyptus

spp. han resultadoser esencialmentemezclasde procianidinasy prodelfinidinas.En

maderay corteza predominanlasprocianidinas,exceptuandola cortezade E. globulus

que presentómayor proporción de prodelfinidinas.
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La composición en taninoscondensadosde las hojas de las tres especiesde

Eucalyptusconsideradas,ha resultadosermuy variable, dependiendode la especie,del

origende las muestrase inclusodel individuo estudiado.

6- Los extractosdelashojasE.camaldulensis, E. globulusyE. ruáishanpresentado,

ademásde los polifenolestánicos,unaampliavariedaddeglicósidosdeflavonoles,entre

los que hemos podido identificar, quercetín-3-arabinósido,quercetín-3-ramnósidoy

kaempferol-3-arabinósido.
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