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TANINOS O POLIFENOLESVEGETALES

RESUMEN

El término tanino se acufi6 historicamente por € uso empirico que se daba a
algunos extractos vegetales para el proceso de tangje o conversion de las pieles de
animales en cuero desde hace méas de cien afios. El desarrollo de las modernas
técnicas instrumentales para la elucidacion estructural de sustancias organicas,
permitio el inicio cientifico en el area de polifenoles vegetales, término sugerido
por el doctor Edwin Haslam en lugar de taninos. En esta revision se discuten
algunos hechos histéricos, definiciones, técnicas de aislamiento y elucidacion
estructural, clasificacion y aplicaciones de estos compuestos, desde la curtiembre
hastalaindustria alimenticia

PALABRAS CLAVES Polifenoles, Fenoles, Taninos hidrolizables, Taninos
condensados, Florotaninos, Acido gdico, Acido elagico, Catequina,
Epigal ocatequina

ABSTRACT

The term tannin was historically coined by the empirical use that occurred to
some vegetal extracts for the process of tanning or conversion of the animal skins
to leather more than one hundred years ago. The development of the modern
instrumental techniques for the structural elucidation of organic substances,
allowed to the scientific beginning in the area of vegetable polyphenols, term
suggested by doctor Edwin Haslam instead of tannins. In this revision some
historical facts, definitions, techniques of isolation and structural e ucidation,
classification and applications of these compounds are discussed, from the
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tannery to the nutritional industry.
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1. INTRODUCCION

El proceso de conversién de las pieles animales en cueros
durables utilizando extractos de plantas en regiones
mediterraneas data de a menos 2000 afios atrés. Este
proceso se conoce como curtiembre (tanning), con lo cual
se popularizé y establecio € uso del término “tanino” en
la literatura cientifica. Hace més de cien afios atrés,
Trimble comentd: “los taninos ocupan una parte de la
linea fronteriza en ciencias entre la botanica y la
quimica’. Aunque laimportancia de los taninos vegetales
en diversas disciplinas cientificas ha sido reconocida, no
es facil dar una definicion firme. Probablemente la
definicién mas simple, concisa y aceptable sigue siendo
la de Bate-Smith y Swain (1962)!¥: “Compuestos
fendlicos solubles en agua, con pesos moleculares entre
500 y 3000, que ademas de dar las reacciones fendlicas
usuales, tienen propiedades especiales tales como la
habilidad de precipitar alcaloides, gelatina y otras
proteinas.”

Muchos alin prefieren € término taninos vegetales,
simplemente debido a su falta de precision. Sin embargo,
terminolégica y cientificamente, se recomienda el
término “polifenoles vegetales’ como descriptor para
estos metabolitos secundarios de plantas superiores, si se
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quieren interpretar seriamente sus diversas caracteristicas
y aplicaciones a nivel molecular ™.

Propiedades estructuralesy clasificacion

Ahora es posible describir en términos amplios la
naturaleza de los polifenoles vegetales. Son metabolitos
secundarios ampliamente distribuidos en varios sectores
del reino de las plantas superiores, especialmente en las
familias Leguminosag’® ¥, Rosaceae* °, Polygonaceae'®,
Fagacead”!,  Rhyzophoraceae,  Myrtacead® vy
Melastomataceae”™ '%. Se distinguen por las siguientes
cinco caracteristicas generales: @) solubilidad en agua, b)
masa molecular entre 500 y 30001%-50001%, c) estructura
y caracter polifendlico (12-16 grupos fendlicos y 5-7
anillos arométicos por cada 1000 unidades de masa
molecular relativa), d) complegjacién intermolecular
(astringencia) y €) caracteristicas estructurales (dos
motivos estructurales mayores, proantocianidinas o
taninos condensados y taninos hidrolizables, mas un
tercer grupo minoritario, los florotaninos.

Los tres grupos estructurales se producen por tres vias
biosintéticas diferentes. Los taninos hidrolizables se
producen por una derivacion de la via del &acido
shikimico que conduce a la produccién de &cido gélico™”
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(unidad monomeérica fundamental), los florotaninos
derivan por la via de la maonilCoA que produce el
bloque de construccién floroglucinol™; mientras los
taninos condensados derivan por biosintesis mixta de las
dos rutas anteriores que producen flavan-3,4-dioles
(unidades monoméricas) que luego polimerizan por
condensaciont™ 4,

PROANTOCIANIDINAS @]
CONDENSADOS

También denominadas iniciamente leucoantocianinas,
existen como oligébmeros solubles, con 2 a 6 nulcleos
fendlicos  flavan-3-ol (Catequina,  epicatequina,
epigalocatequina o epigal ocatequina 3-O-gaato), o como
polimeros insolubles. Las unidades flavan-3-ol se
polimerizan por enlaces carbono-carbono entre las
posiciones 4—»8 0 4—6, via sustitucién aromédtica
electrofilica de carbocationes flavan-4-il (0 sus
equivalentes), derivados de flavan-4-oles y/o flavan-3,4-
dioles, y los centros nucleofilicos de los anillos A m-
oxigenados de nucledfilos flavan-3-oled™. Los
progresos redles y sustanciadles en quimica de las
proantocianidinas comenzaron en los afios 60, siguiendo
los trabajos pioneros de Klaus Weinged!® 7 vy
colaboradores en Heidelberg. Este grupo fue e primero
en adar y caracterizar plenamente las cuatro
procianidinas dimeras principales (B-1, B-2, B-3 y B-4)
COmMO sus peracetatos.

TANINOS

OH OH
OH OH

Procianidina B-1 Procianidina B-2

OH OH
OH OH

Procianidina B-4

Procianidina B-3

También se han aislado trimeros y con grados mayores
de polimerizacion, hasta nueve como en e caso de
Arabidopsis thalianal®®. A pesar del predominio de las
uniones C-C (4—8 y 4—6), se ha demostrado también
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una diversidad de uniones, con la participacion de centros
nucledfilos alternativos, que han conducido a dimeros
con uniones dioxano, como las leucofisetinidinas
epimeras (3—43:4p—3) y (3—4pB:40—3) aidadas de
Acacia mearnsii De Wild, a enlaces C-4—C-2" como en
los prorobinetinidinas a- y B- aidados de Robinia
pseudacacia L., o a unidades de estilbeno terminales o
intermedias como en e caso de las proguibourtinidinas
dimeras y trimeras aislada de Guibourtia coleosperma

(Benth.) J. Léonard™.
OH

OH

B Q
OH
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TANINOS HIDROLIZABLES O PIROGALICOS.

Este grupo hatenido un espectacular avance en quimicay
bioguimica desde 1989 con los trabajos de los grupos de
Haslam, Okuda y Y oshida, de manera que hoy se han
elucidado las estructuras de mas de 750 nuevos taninos
hidrolizables. Todos ellos son ésteres de acidos fendlicos
(&cido gdlico y €eléagico) con un azlcar (generamente
glucosa) o un poliacohol®. Todos ellos derivan su parte
fendlica por la via shikimica a partir de la forma enol del
&cido 3-dehidroshikimico, e cua se transforma en €
precursor, &cido gdlico, por accion de la enzima
dehidroshikimato deshidrogenadd™. La porciéon de
glucosa la proporciona e UDP-glucosa para producir la
primera esterificacion sobre el carbono anomérico que
produce el donador de acilo, O-glucogalin; e cua
conduce secuencialmente a las 1,6-di-, 1,2,6-tri-, 1,2,3,6-
tetra y 1,2,3,4,6-pentagaloilglucosas®?, en su
conformacion més estable “C,, conformando e subgrupo
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de los ésteres simples. A partir de éstos, se derivan tanto
los gallotaninos como los elagitaninos, mediante cuatro
rutas biogenéticas principaless A) Galoilaciones
adicionales hasta 10 u 11 residuos galoilo, que producen
los galotaninos 0 &cido ténico, caracterizados por la
presencia de uno o més enlaces m-digaloil depsidicos,
como se ilustra en la estructura hexagaloilglucosa, 2-O-
digalail-1,3,4,6-tetra-O-gal ol -B-D-glucopiranosa; B)
Acoplamiento oxidativo con apertura de la glucosa y
condensacién con flavan-3-oles, para dar los taninos
complgios, C) Inversién de la configuracién de la
glucosa, seguida de acoplamiento oxidativo para dar los
ésteres DHHDP de 'C, glucopiranosay D) Acoplamiento
oxidativo C-C para producir los éeres HHDP de “C,
glucopiranosa, seguido de acoplamiento oxidativo C-O
que produce | os el agitaninos oligoméricos?* %
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La ruta D, por acoplamiento oxidativo C-C de dos
unidades galoilo vecinas, se producen las unidades
hexahidroxidifenoilo (HHDP) entre las posiciones 2-3
y/o 4-6 para producir las dos familias de elagitaninos
monoméricos, la del casuarictin (1), pedunculagin (2),
strictinin (3) e isostrictinin 'y de otra parte la del
pterocaryanin (4), ﬁ)raecoxin (5) y 1,4,6-trigalail-B-D-
glucopiranosa (6)*®. Por acoplamiento oxidativo C-O
entre mondmeros aternativos de cada familia, se
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producen los elagitaninos oligoméricos dimeros,
nobotanin B (7), G (8), O (9) %" malabatrin C (10)*®
y nobotanin H (11) junto con otros di- a tetrameros,
nobotaninos A-W™ y |a nueva serie de pentameros,
melastoflorinos A-DY¥, cuya masa molecular relativa
alcanza los 4526 Da. En todos estos la conformacién de
laglucosa eslamés estable ‘C,.

‘Rl = B-O- 2 — ().
l.Rl—ﬁOszlloyl,R (S)-HHDP R/
R/~ 2R!=OH R?=(S)}HHDP
\,
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/ 9: R = R® = B-O-Galloyl, R? = H,H, R* = (S)-HHDP
R (S)-HHDP:  10: R = p-0-Galloyl, R® = OH, R? = R* = (S)-HHDP
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4: R® = B-O-Galloyl, R* = (S)-HHDP o
5: R® = OH, R* = (S)-HHDP o3 o

6: R® = B-O-Galloyl, R* = H,H HO oM MG OH

El otro gran grupo lo constituyen los elagitaninos con
conformacién C,, los cuales han sufrido oxidaciones
adicionales en los grupos HHDP, como en geraniin y sus
congéneres® aislados de Geranium thunbergii. Otro
grupo importante es e de los taninos complejos,
elagitaninos basados en glucosa de cadena abierta,
enlazados con catequina u otro flavan-3-ol a través de
enlace C-C, como en e dimero cowaniin, aislado
recientemente de hojas y tallos de Cowania mexicana
(Rosaceae)!®”.
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Los ésteres de &cido caféico con acido quinico, acidos
clorogénicos, son tratados como taninos hidrolizables y
algunos los Ilaman cafetaninos.

FLOROTANINOS

Recientemente se han descubierto nuevos polifenoles
aislados de varias especies de algas pardas de los géneros
Ecklonia y Eisenia®, Palmaria, Laminaria,
Macrocystis, Nereocystis®?, Sargassum®, Fucus™,
Cystophora®!, Carpophyllum?®, cuyas estructuras estan
congtituidas por unidades floroglucinol ligadas por
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enlaces carbono-carbono y carbono-oxigeno. A este
grupo de compuestos se les conoce como florotaninos
caracterizados por e esqueleto dibenzo-1,4-dioxind®™.
Ejemplos de ellos son el fucofurecktol, obtenido de
Eisenia arboreal”, eckol, 8,8'-bieckol, 84" -dieckol y
florofucofuroeckol A, aislados de Ecklionia caval®?.
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ANALISISESTRUCTURAL

Por su caracter polar, los polifenoles se han extraido
generalmente con mezclas de acoholes con agua en
diversas proporciones. Sin embargo, la mezcla més
frecuentemente usada es acetona-agua (70:30)1** 3 3% y
en nuestro grupo se ha cambiado por isopropanol-agua
(65:35) utilizando ultrasonido en cuatro extracciones.
Después de eliminar el solvente organico por destilacién
a presion reducida, es costumbre hacer particion liquido-
liquido de la fase acuosa en la secuencia, éter etilico o
diclorometano, acetato de etilo (EtOAc) y n-butanol (n-
BuOH). Las fracciones en EtOAc, n-BuOH y acuosa se
someten primero a cromatografia en columna sobre
DIAION HP-20 con gradiente aguaMeOH (100:0 a
30:70), luego se hace separacion de las fracciones sobre
Toyopearl HW-40C y la purificacién final sobre MCI-
Gel CHP-20 y/o ODS. Cada etapa de separacion se
monitorea por espectrofotometria UV (280 nm) y por
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HPLC-DAD. Las fracciones con perfiles cromatograficos
similares se juntan y se someten ala siguiente etapa*® “.

La caracterizacion y elucidacion estructural empieza con
el angulo de rotacion oéptica especifica (c=1%), los
espectros UV (c=0.001%) y dicroismo circular
(c=0.01%). Este ultimo es necesario para determinar la
configuracion (R) o (S de las unidades quirales HHDP y
valoneoilo, ya que los polifenoles no cristalizan para
determinarla por difraccion de rayos X. El Unico tanino
gue se halogrado cristalizar es el geraniin.

Los espectros de masas se han medido por HPLC-MS,
utilizando técnicas de ionizacién suaves como FAB,
MALDI y ESI con analizador de tiempo de vuelo (TOF).
En ESl, se usa una solucién de acetato de amonio a 1%
en MeOH 50%. La relacion MeOH:agua puede variarse
para favorecer la formacion de entidades doblemente
cargadas [M+2NH,]*" para aquellos taninos de mayor
masa molecular como los melastoflorinos A-D!%. Varios
florotaninos han sido identificados como sus
peracetatos =6 4.

La técnica mas ampliamente usada es la resonancia
magnética nuclear 1D (*H-NMR, *C-NMR) vy
experimentos bidimensionales, generalmente disolviendo
la muestra en acetona-ds con dos gotas de D,O para
intercambiar los protones fendlicos. Asi, se pueden
contar los protones aromaticos y saber cuantos grupos
gaoilo, HHDP y valoneoilo tiene la molécula. En la
region difatica, la primera sefid que se busca es €
doblete del protén anomérico. Las demas sefides del
azlcar se asignan por combinacion de los experimentos
'H-'H COSY y TOCSY. En algunos casos se hace
necesario corroborar con J-resolv. El espectro de carbono
13 permite contar los grupos carbonilo de los ésteres par
confirmar €l nimero de sistemas aromaticos. En laregion
de los carbonos fenoxi-, se diferencias los que
intervienen en enlace éter separados de los demés a ~146
ppm. Los carbonos anoméricos de los azlcares dan una
idea de la sustitucion en 2 y 3. La asignacion total de las
sefiales se realiza por combinacion de los experimentos
HMQC o HSQC y HMBC. Este Ultimo permite la
asignacion inequivoca de los carbonos carbonilo por las
correlaciones a tres enlaces observadas desde € proton
del azlicar y el protén aromético'® 444,

Aplicaciones de los polifenoles vegetales

Los polifenoles o taninos han acompafiado la vida
humana desde sus comienzos, como componentes
comunes e inevitables en alimentos y bebidas de origen
vegetal, a los cuaes contribuyen en e sabor y
palatabilidad por su astringencia En la industria
marroquinera todavia se usan taninos de castafio
(Castanea sativa L.) de roble (Quercus robur L.),
guebracho (Schinopsis spp), zumagués (Rhus spp.),
acacias (Cassia spp.), dividivi y tara (Caesalpinia spp.),
algarrobilla (Balsamocarpon sp.) Yy mirobalanos
(Terminalia spp.). El curtido consiste en e
establecimiento de enlaces entre |as fibras de colégeno de
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la piel, lo que le confiere resistencia al agua, calor y
abrasién. Esta capacidad de complgarse con
macromoléculas explica la astringencia, a precipitar las
glicoproteinas ricas en prolina que contiene la saliva. Los
taninos vegetales se usan también en la produccion de
colorantes y tintas o como tratamiento versatl en
medicina tradicional, particularmente en el este de Asia
131 Otras aplicaciones se dan en laindustrias del vinoy la
cerveza, te y cacao. En farmacia solo se cuenta con
antidiarreicos, a pesar de las notables actividades como
antioxidantes> *¢ ¥y otras actividades biol6gicas
como antitumorales, antibacteriales®” @ 143 49 [50]
antivirales® e inhibidores de enzimas, agentes
hepatoprotectores ', receptor de angiotensina Il AT 1
52 “inhibicién de peroxidacion lipidica™, vasodilatacion
dependiente de 6xido nitrico™!
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