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ESTIMACION ESPECTROFOTOMETRICA DE TANINOS HIDROLIZABLES Y
CONDENSADOS EN PLANTAS MELASTOMATACEAS

RESUMEN

En la busqueda de técnicas analiticas sencillas para la caracterizacion de
materiales vegetales ricos en polifenoles, se estandarizd una técnica para
estimacion espectrofotométrica de taninos hidrolizables y taninos condensados.
La técnica se aplico al andlisis de las hojas de 14 especies de plantas
melastomaticeas. Las hojas secas y molidas se extrajeron con i-PrOH-Agua
(65:35) para luego ser hidrolizadas en una mezcla i-PrOH-HCI (65:35). Los
taninos condensados se cuantificaron por interpolaciéon en una curva de
calibracion de malvidin y los hidrolizables en una curva de calibracion con acido
elagico. De las 14 especies estudiadas, 7 contienen taninos hidrolizables (TH), 4
contienen taninos condensados (TC) y 2 contienen los dos tipos de taninos.

PALABRAS CLAVES Melastomataceae, taninos hidrolizables, taninos
condensados, malvidin, espectrofotometria, acido elagico.

ABSTRACT

Searching for simple analytical techniques to characterize polyphenol rich
vegetable materials, a technique was standardized for spectrophotometric
estimation of hydrolysable and condensed tannins. The technique was applied to
the analysis of leaves of 14 species of melastomataceous plants. Dried and milled
leaves were extracted with i-PrOH-Water (65:35) to be next hydrolysed in i-
PrOH-HCI (65:35) mix. Condensed tannins were quantified by interpolation in a
calibration curve of malvidin and hydrolysable tannins in a calibration curve with
ellagic acid. Among the 14 studied species, 7 contain hydrolysable tannins (HT),
4 contain condensed tannins (CT) and 2 contain both types of tannins.
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1. INTRODUCCION

Entre las mas de 4500 especies de plantas
melastomataceas, agrupadas en nueve tribus [1], solo se
han estudiado, desde el punto de vista fitoquimico, unas
pocas pertenecientes a las tribus melastomeae [2] y
miconieae [3]. Los principales metabolitos secundarios
reportados para estas especies son de tipo fendlico como
flavonoides glicosilados [4-6] y polifendlico como
taninos hidrolizables [7]. Estos compuestos presentan una
variedad de actividades bioldgicas tales como
antioxidante [8], antibacterial [9], inhibitoria de enzimas
[10], antitumoral [11] y antiviral [12]. En nutricion
animal se han reportado algunos efectos antinutricionales
de los taninos [13, 14], debido a sus caracteristicas
astringentes, lo cual causa mal sabor y la consiguiente
disminucién en el consumo de alimentos [15]; ademas, la
propiedad de complejar las proteinas disminuye el
rendimiento en la conversion del alimento ingerido en
carne. No deben eliminarse completamente de la dieta,
sino balancearse para disminuir los efectos negativos,
mientras se mantienen los efectos favorables para el
tracto digestivo. En este aspecto es esencial Ila
cuantificacion de fenoles totales y la discriminacion de
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taninos hidrolizables y condensados en materias primas
para la industria de la nutricion animal.

La cuantificacion de taninos hidrolizables por métodos
colorimétricos se ha basado en la reaccion del acido
elagico liberado en la hidrolisis con nitrito de sodio y
acido acético para formar la quinona oxima de color
rosado; sin embargo, la reaccidn presenta muchas
limitaciones técnicas debido a la dependencia estricta del
tiempo de reaccion y el uso de nitrogeno gaseoso para
evitar la oxidacion [17]. Por esta razon, se optd por la
determinacion directa del acido elagico (A.E.) liberado
(Figura 1) a 362 nm.

En un reporte previo, se presentd la determinacion
espectrofotométrica de fenoles totales en algunas
especies de la familia melastomataceae [17]; en esta
ocasion, se reporta la estandarizacion de dos técnicas
espectrofotométricas para la estimacion de taninos
hidrolizables mediante la cuantificacion directa de acido
elagico (Figura 1) y de taninos condensados mediante la
determinacion de antocianidinas liberadas (Figura 2) por
hidrélisis acida. También se reporta la aplicacion de
estas dos técnicas al andlisis de extractos de plantas
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melastomataceas utilizando un solo procedimiento de
preparacion de muestra.
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Figura 1. Hidrdlisis acida de Nobotanin B

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Instrumentacion General

Los espectros ultravioleta visible se midieron en un
espectrofotometro Shimadzu UV-1700 Pharmaspec de
doble haz, en el rango de 250 a 600 nm.

2.2. Reactivos

HCl 37% (Carlo Erba), H,SO, 98% (EM Science),
Isopropanol grado analitico (EM Science), Metanol
99,8% grado analitico (EMD), Acetonitrilo grado HPLC
(Fisher Scientific), Acido Elagico 95% (Sigma),
Malvidin 3-(6-p-coumaril-D-glucosido)-5-(2-
acetilxilosido) TFA SAL, previamente aislado en este
laboratorio de flores de Tibouchina multiflora.

2.1. Material vegetal

Las especies Miconia trinervia (sw), Miconia prasina
(sw), Miconia. dolichorryncha Naud, M. minutiflora
(Bonpl) DC, fueron colectadas y determinadas por la Dra.
Luz Mila Quifiones de la Universidad de la Llanos
orientales  (Villavicencio).  Tibouchina  ciliaris,
Tibouchina multiflora, Henrietella trachyphylla Triana,
colectadas en la via Pereira- Armenia, vereda Laguneta y
determinadas por los Drs. Frank Almeda de la Academia
de Ciencias de California y Susanne Renner del Jardin
Botanico de Missouri. Miconia. coronata (Bonpl) D.C.,
Miconia aeruginosa Naud, colectadas en la vereda La
Bananera a orillas del rio Otun y clasificadas por el Dr,
Carlos Parra del Herbario Nacional de Colombia. Tococa
guianensis, Bellucia grossularioides, B. pentamera,
Aciotis purpuracens, fueron suministradas  por
Fundacofan-Cenivan. Estas muestras se secaron al
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ambiente por 15 dias en el Laboratorio de Fitoquimica de
la Universidad Tecnologica de Pereira, se molieron en
molino de cuchillas y se almacenaron en frascos de vidrio
a temperatura ambiente para su posterior utilizacion.
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Figura 2. Hidrolisis 4cida de un tetramero de pelargonidin.

2.3. Preparacion de los extractos

Para todos los propositos de éste trabajo se hicieron
cuatro réplicas de cada muestra. Aproximadamente 0,5 +
0,002 g de las hojas secas y molidas de catorce especies
se extrajeron con 3 porciones sucesivas de 20 mL de i-
PrOH-agua (65:35), en un agitador orbital a 250 rpm por
20 minutos a temperatura ambiente. Se unieron los tres
extractos, se aforaron hasta 100 mL con i-PrOH-Agua
63:35 y se almacenaron en frascos herméticamente
cerrados a 4 °C.

2.4. Analisis cualitativo

La presencia de taninos hidrolizables se detect6 mediante
la reaccion producida entre A.E. y el Nitrito de Sodio en
medio ligeramente acido (acido acético) que conduce a
una coloracion rojiza, producida por la nitrosacion de los
anillos aromaticos de AE [16]. La presencia de taninos
condensados en los extractos, fue determinada por la
aparicion del color rojo intenso caracteristico de
antocianidinas y producidas por la despolimerizacion de
proantocianidinas en medio 4cido, en presencia de n-
BuOH vy calentamiento [18].

2.5. Optimizacion de las condiciones de hidrolisis
2.5.1. Hidrélisis de taninos condensados

Se utilizd como modelo un extracto seco de M. coronata
(100 ppm) disuelto en i-PrOH-Agua 65:35. Para
seleccionar la mezcla de reaccion se realizaron los
siguientes tres experimentos: a) 1 mL de solucion de
extracto seco de Miconia coronata a 100 ppm, 5,8 mL de
la mezcla de i-PrOH/HCI 65:35 y 0,2 mL de solucién de
Fe,SO4 2% (w/v) como catalizador, se colocaron en un
vial de reaccion y se calentaron a 90 °C, b) Similar al
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anterior, pero sin Fe,SO4 c¢) Similar al primer
procedimiento pero utilizando 6 mL de la mezcla n-
BuOH/HCI (95:5). Los procedimientos se realizaron en
periodos de 45, 90 y 120 minutos. Finalmente se tomaron
espectros UV-vis y se midi6 la absorbancia a 524 nm.

Las condiciones de temperatura, tiempo y concentracion
de 4cido se optimizaron con la mezcla de reaccion (b) de
la siguiente manera: temperatura 60, 70, 80, 90 °C. El
tiempo de reaccion (0, 15, 30, 60, 150, 210, 270 min) y la
concentracion final de HC12,3 y 4 N.

2.5.2. Hidrolisis de taninos hidrolizables

Se utilizd una fraccion del extracto seco de T. ciliaris
(130 ppm) en i-PrOH-HCl 65:35. Esta fraccion se
reconocié rica en taninos hidrolizables por su prueba
positiva en la reaccion con nitrito de sodio y acido
acético. Se mezcld 1 mL de la solucion anterior con

1,05 mL de HCI 12 N y 0,95 mL i-propanol,
(concentracion final de HC1 4 N), se calenté durante 150
minutos y se midi6 el espectro UV-vis. Como blanco se
utilizd6  i-PrOH-HCI 65:35. Se optimizaron las
condiciones de Temperatura (60, 70, 80, 90 °C), Tiempo
de hidrolisis (0, 15, 30, 60, 150, 210, 270 min) y la
concentracion de acido clorhidrico (2, 3 y 4 N).

2.6. Analisis cuantitativo de taninos condensados

Como estandar para taninos condensados se utilizé una
solucion stock de malvidin (52 ppm) preparada de la
siguiente manera: 10 mL de wuna solucion de
trifluoroacetato  de  malvidin  3-(6-p-coumaril-D-
glucosido)-5-(2-acetilxilosido) a 150 ppm en i-PrOH/HCI
65:35 fue llevada a hidrolisis a 90 °C por 150 minutos,
hasta obtener la aglicona (Malvidin), monitoreando por
HPLC-DAD.

2.6.1. Curva de calibracion para taninos condensados

A partir de la solucion stock de malvidin se prepararon
diluciones seriadas en el rango de 2.6 a 52 ppm en i-
PrOH/HCI 65:35 y se midi6 la absorbancia a 543 nm para
construir la curva de calibracién. Se utilizd como blanco
la mezcla i-PrOH/HCI 65:35.

2.6.2. Cuantificacion de taninos condensados

Se analizaron por cuatro réplicas las seis muestras que
dieron positiva la prueba cualitativa para taninos
condensados. Por cada réplica, se mezclé 1 mL de la
solucion del extracto previamente preparado de la manera
descrita en la seccion 2.3, con 1,05 mL de HC1 12 N y
0,95 mL i-PrOH, (concentraciéon final de HCI 4 N), se
calent6 durante 150 minutos para luego leer la
absorbancia a la longitud de onda maxima caracteristica
de cada especie en el rango de 510 a 550 nm. Los valores
se interpolaron en la curva de calibracion anterior para
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estimacion como malvidin y estos valores se
multiplicaron por un factor gravimétrico de 4/3, tomando
como base una proantocianidina tetrdmera, cuya
hidrolisis acida conduce a 3 moles de antocianina mas 1
mol de la unidad inferior.

2.7. Analisis cuantitativo de taninos hidrolizables

Se utilizo 4cido elagico 95% (Sigma) como estandar en
solucion stock de 1000 ppm en DMSO.

2.7.1. Curva de calibracion para taninos hidrolizables

A partir de la soluciéon stock anterior se prepararon
diluciones de acido elagico en el rango de 1 a 50 ppm en
la mezcla i-PrOH-HCI 65:35. Se midi6 la absorbancia a
368 nm utilizando como blanco la mezcla de solventes.

2.7.2. Cuantificacion de taninos hidrolizables

Las ocho especies que dieron positiva la prueba
cualitativa para taninos hidrolizables se analizaron por
cuadruplicado. Cada extracto preparado de la manera
descrita en la seccion 2.3 e hidrlizada de la manera
descrita en la seccion 2.6.2. El hidrolizado de cada
especie se diluyo 1:5 o 1:10 seglin su concentracion para
localizar la absorbancia dentro del rango oOptimo de
trabajo a 368 nm. Para eliminar las interferencias por
matriz (flavonoides y clorofilas), se utiliz6 como blanco
el extracto original a la dilucion correspondiente de cada
especie (1:5 0 1:10).

Los valores se interpolaron en la curva de calibracion
para estimacion como acido elagico y estos valores se
multiplicaron por una factor gravimétrico de 2.9 para
estimacion como taninos hidrolizables. Este factor se
establecio tomando como base la masa molecular
promedio (Mgr 1867) entre casuarictin (mondmero),
nobotanin B (dimero) y nobotanin E (trimero). Cada uno
de estos elagitaninos libera dos unidades de acido elagico
con (Mg 322). Con estos datos se calculd el factor
gravimétrico segun la siguiente ecuacion:

Facto Gravimétrico = 1867/(322%2)=2,9

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis cualitativo de los extractos permitio separar en
tres grupos las 14 especies investigadas (Tabla 1). El
primer grupo de 7 especies que contienen taninos
hidrolizables (TH), el segundo grupo de 4 especies que
contienen taninos condensados (TC) y un tercer grupo
que contiene los dos tipos de taninos. El numero de
signos + indica la intensidad relativa de la coloracion al
final de la prueba y en la cual la Tibouchina ciliaris fue
tomada como referencia, para los extractos ricos en TH y
Miconia coronata para TC. De las catorce especies
(Tabla 1). Miconia prasina(sw) y Miconia trinervia
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dieron positiva la prueba para ambos tipos de polifenoles.
M. aeruginosa resultd ser una especie con muy bajo
contenido de taninos hidrolizables y ausencia de taninos
condensados. En su lugar, esta especie presenta riqueza
en flavonoides y otros compuestos fenolicos glicosilados,
de acuerdo con su espectro UV-vis y su perfil
cromatografico por HPLC-DAD.

Estas pruebas preliminares son utiles para decidir el tipo
de analisis cuantitativo que se aplicara a cada especie y
asi ahorrar recursos.

La figura 3 muestra que las mejores condiciones de
hidrolisis para taninos condensados es la (b) (i-PrOH-
HCI 65:35) por su simplicidad y claridad en la banda de
absorcion a 524 nm. Esta condicion tiene la ventaja de
utilizar el mismo alcohol que se usa en el proceso de
preparacion de los extractos.

Nombre de la Taninos Taninos
Especie hidrolizables Condensados
Tibouchina multiflora +++ -
Tibouchina ciliaris 8A +++ -
Tibouchinaciliaris 8B +++ -
Miconia prassina +++ ++
M|c_:on|a — )
dolichorryncha

Miconia minutiflora +++ -
Miconia trinervia +++ ++
Miconia coronata - +++
Miconia aeruginosa + -
Bellucia ++
grossularioides }

Bellucia pentamera - +
Aciotis purpuracens - ++
Tococa guianensis ++ -
Henrietella -
trachyphylla ]

Tabla 1. Resultados de las pruebas cualitativas para taninos
hidrolizables y condensados

3.1. Condiciones éptimas para el analisis de taninos
condensados e hidrolizables

Se encontr6 que la temperatura de reaccion de 90 °C es
Optima para ambos tipos de polifenoles.
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Figura 3. Comparacion entre los espectros UV-vis de mezclas
de reaccion para taninos condensados en M. coronata.

A las condiciones propuestas, no se presentan diferencias
de absorcion entre los métodos (a) y (b), aunque se
observan diferencias en los dos espectros, debidas a la
complejacion del Fe con los fenoles en (a). La mezcla n-
BuOH-HCI-Fe (c) [2] es la que menor -eficiencia
presenta, porque no se logra homogenizacion del extracto
con el N-BuOH. Como la mezcla utilizada en el método
(b) es mas simple, los siguientes experimentos fueron
realizados a estas condiciones.

El tiempo de reaccion se optimizd acorde con el estudio
cinético representado en los espectros superpuestos
mostrados en las figuras 4A y 4B. Aunque hay poca
diferencia de absorbancia entre la hidrolisis de taninos
condensados de M. coronata a 30 min (0.71 A) y a 150
min (0.81 A), se justifica llevar el proceso hasta este
tiempo para asegurar la hidrélisis completa de los enlaces
interflavano y al mismo tiempo asegurar la formacion del
acido elagico en la hidrdlisis de nobotanino B (Figura
4B). Es una desventaja la aparicion de precipitados
indeseables; sin embargo, éstos se remueven por
filtracion.

[(F11.0na] 051808 ) [8om Josua ]
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Figura 4. Espectros de los hidrolizados de taninos condensados
(A) y taninos hidrolizables (B) a diferentes tiempos de reaccion.

La figura 5SA ilustra la curva de calibracion construida
con malvidin para la estimacion de taninos condensados.
El rango 6ptimo determinado por la curva de Ringbom es
de 5 a 50 ppm con un coeficiente de correlacion de 0.995.
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La curva de calibracion de acido elagico (Figura 5B)
presenta un coeficiente de correlacion de 0.996 y rango
optimo de trabajo entre 5 y 30 ppm.
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Figura 5. Curva de calibracion de malvidin para estimacion de
taninos condensados (A) y de acido elagico para estimacion de
taninos hidrolizables (B)

Las mejores condiciones de hidrolisis fueron:
temperatura 90 °C, concentracion de HC1 4 N y 150
minutos para los TH y de 120 min para los TC.

3.2. Cuantificacion de taninos condensados y taninos
hidrolizables

Se tomaron los espectros de los extractos hidrolizados de
las 14 especies a las condiciones Optimas, para
determinar la longitud de onda de maxima absorcion
especifica para la cuantificaciéon de taninos condensados
en cada extracto. Estas longitudes se resumen en la tabla
2. En el caso de los taninos hidrolizables, todas las
medidas se realizaron a 368 nm.

La tabla 3 ordena las especies de plantas
melastomataceas segiin  su contenido de taninos
condensados. M. coronata es la especie mas rica en este
tipo de polifenoles.

La tabla 4 muestra la estimacion de taninos hidrolizables
en hojas de plantas melastomataceas, donde se resaltan
los maximos contenidos de elagitaninos en Miconia
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prasinay Tibouchina ciliaris. En el caso de T. ciliaris, se
nota la diferencia en dos muestras colectadas en épocas
diferentes en la misma zona. Esto puede deberse a
variaciones en factores climaticos durante el afio y
amerita una evaluacion estacional.

Especie Amay NM

Miconia coronata 520
Bellucia grossularioides 536

Bellucia pentamera 536
Miconia prasina (sw) 538
Miconia trinervia 540
Aciotis purpuracens 540

Tabla 2. Longitud de onda de maxima absorcion (Ay.,) para la
cuantificacion de taninos condensados en cada extracto

Las especies M. trinervia y M. prasina contienen los dos
tipos de polifenoles, pero en mayor proporcion taninos
hidrolizables.

Especies % Malvidin c % T.C. c
Miconia coronata 2,01 0,13 2,68 0,17
Bellucia grossularioides 0,72 0,16 0,96 0,21
Bellucia pentamera 0,4 0,08 0,53 0,11
Miconia prasina (sw) 0,53 0,07 0,71 0,09
Miconiatrinervia 0,34 0,03 0,45 0,04
Aciotis purpuracens 0,38 0,12 0,51 0,16

Tabla 3. Porcentaje de taninos condensados estimados como
malvidin y como taninos condensados en hojas secas de plantas
melastomataceas.

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El procedimiento estandarizado permite la cuantificacion
de los dos tipos de polifenoles con un solo proceso de
preparacion de muestra en un tiempo razonable, a bajos
costos y aun en espectrofotometros sencillos con rango
espectral entre 340 y 700 nm. La utilizacion de i-PrOH
en reemplazo de Nn-BuOH tiene la ventaja de servir tanto
en la extraccion exhaustiva de los dos tipos de
polifenoles, como en la hidrdlisis de los extractos para el
analisis. Esta técnica sera util como criterio en la
evaluacion de materias primas para la formulacion de
piensos para alimentacion animal, donde se hace
necesario controlar la astringencia.

De las catorce especies estudiadas se identificaron dos,
que presentan ambos tipos de taninos en concentraciones
significativas.
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Se hace necesario comparar y validar los resultados
obtenidos, con los arrojados por otras técnicas, tales
como cromatografia liquida de alto desempeiio (HPLC)
acoplado a detectores como UV-vis con arreglo de
diodos.

% A.E. 19 % T.H. O

2,51 0,40 73 1,16
2,97 0,49 8.6 142

Miconia minutiflora (Bonpl)
Miconia dolychorryncha naud

S 00 ug 032
248021 55 e

1,78 0,04 52 0,12

Miconia prasina (sw)
Miconia trinervia (sw)
Miconia aeruginosa Naud
AL 023 9 067
2,67 0,16 7.7 0.46
2,47 0,22 72 0,64

Tibouchina ciliaris 8A
Tibouchina ciliaris 8B
Tibouchina multiflora

Tococa guianensis 0.89 0,17 2,6 0,49

Tabla 4. Porcentaje de taninos hidrolizables estimados como
acido elagico y como taninos hidrolizables en hojas secas de
plantas melastomataceas
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