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Resum

Aquest treball parteix de la necessitat de reduir el temps d’analisi dels tanins en mostres
d'extractes vegetals en comparacié amb el metode normalitzat.

S’ha volgut desenvolupar un metode alternatiu que permeti obtenir resultats propers als
del metode oficial, pero amb una aplicacié més rapida i senzilla.

La metodologia s’ha basat en un estudi previ sobre la quantificaci6 de tanins amb el
reactiu de Folin-Ciocalteu. A partir d’aquesta referencia, s’han fet diferents proves al
laboratori per adaptar 'assaig i aconseguir valors propers als reals.

Tanmateix, els resultats obtinguts han estat molt dispersos i allunyats dels valors de
referencia. Cada extracte analitzat ha presentat una desviacié diferent, sense un patré
comu que ens indiques la preséncia d'una pertorbacié igualment disruptora per totes les
mostres.

Malgrat aquestes limitacions, s'han identificat dos factors clau que afecten
significativament la precisio6 dels resultats: la concentracio de I'extracte i de I'albimina.

Amb aquest treball s’ha vist que cal ajustar la concentracié d’extracte i d’albumina per
obtenir resultats més fiables. Es proposa que futurs estudis se centrin a trobar els valors
optims d’aquests dos parametres.



Abstract

This project is based on the need to reduce the analysis time of tannins in plant extract
samples compared to the standardised method.

The aim was to develop an alternative method that would provide results close to those
of the official method, but with a faster and simpler application.

The methodology was based on a previous study on the quantification of tannins using
the Folin-Ciocalteu reagent. Based on this reference, different tests were carried out in
the laboratory to adapt the assay and achieve values closer to the real ones.

However, the results obtained were highly scattered and far from the reference values.
Each extract analysed showed a different deviation, with no common pattern indicating
the presence of a uniformly disruptive factor across all samples.

Despite these limitations, two key factors were identified as significantly affecting the
precision of the results: the concentration of the extract and the albumin.

This porject has shown that it is necessary to adjust both extract and albumin
concentrations to obtain more reliable results. It is proposed that future studies focus on
determining the optimal values of these two parameters.



1 Objectiu general

Amb aquest projecte es pretén dissenyar un metode analitic que permeti obtenir amb
menys temps part de les dades que proporcionaria el metode normalitzat.

2 Objectius especifics

- Comparar els resultats obtinguts amb els resultats del metode normalitzat

- Redactar el metode dissenyat
- Donar una base teorica de les mostres analitzades i els models comparats

- Fer propostes de millora del metode



3 Antecedents

Els polifenols s6n compostos presents en molts vegetals i tenen interées per les seves
diverses funcions biologiques. Per caracteritzar extractes vegetals en termes de
polifenols, habitualment s’utilitza el metode del filtre. Aquest metode és fiable pero forca
llarg i laboriés, cosa que fa que no sigui practic quan es volen analitzar moltes mostres o
quan es necessita una resposta rapida.

Per aix0, ultimament s’han proposat metodes més rapids per obtenir les mateixes dades.
Volen reduir el temps d’analisi mantenint una bona precisio, pero encara no tenen una
metodologia clara ni totalment validada. Alguns estudis (1) han fet propostes utils, pero
no estan del tot assentades ni generalitzades.

Aquest treball pretén aportar llum sobre com fer fiables aquests nous metodes.
S’avaluara si s6n consistents i si realment poden substituir el metode tradicional. També
es mirara en quins casos funcionen bé i si tenen limitacions. L’objectiu és fer que I'analisi
de polifenols pugui ser més rapida sense perdre qualitat.



4 Marc teoric

4.1 Que és un producte polifenolic, quins usos pot tenir

Actualment, els polifenols es defineixen com a substancies que presenten més d’un anell
fenolic i que no presenten nitrogen (1) . La seva solubilitat varia segons la polaritat de la
molecula i la mida del complex (2).

Per la unitat basica que formen els polifenols, el fenol, la manera més habitual
d’interaccionar amb el seu entorn és donant un hidrogen, ja que la seva naturalesa
quimica manté estable 'electr6 desaparellat que li queda. Aixi que sempre que trobi una
especie anionica cedira els protons que presenti sense resisténcia.

20 L o
R + \©\_, = RH +
Ar Ar

Figura 1: Mecanisme de la neutralitzacié d’un radical.

(3)

AThora de classificar-los, depenent del sector on estiguem (dietetica, adobatge...), es fara
seguint unes directrius o unes altres (1,4). Aixo fa que no hi hagi un consens mundial en
la nomenclatura dels polifenols.

Tanmateix, si que els podem diferenciar per les seves funcions, tot i que molts puguin
tenir-ne varies:

4.1.1 Antioxidants

Capten o inhibeixen radicals lliures d’oxigen (3). Els animals podem generar antioxidants
endogens, pero afegir-los a la dieta incrementa la quantitat d’aquests en I'individu reduint
aixi 'estres oxidatiu.



4.1.2 Quelant de metalls

Té molta relaci6 amb el comportament antioxidant, pero en aquest cas les espécies
reduides son metalls. De la mateixa manera que els radicals lliures d’oxigen, els metalls
també poden estar ionitzats, i els polifenols els estabilitzen en cedir-los electrons. (5)

4.1.3 Antiinflamatoris

Regulen I'expressio de gens proinflamatoris, reduint moderadament la simptomatologia
i conseqiiencies de la inflamacio6 cronica com l'artritis o I'arterioesclerosi. (6)(7).

4.1.4 Antitrombs

Inhibeixen enzims implicats en la formaci6 d’icosanoides com la tromboxano A2 o la
lipooxigenassa, substancies que activen processos de vasoconstriccié o coagulacio6. (7)

4.1.5 Vasodilatadors

Depenent del polifenol utilitza un mecanisme o altre per variar la dilatacié de les cél-lules
endotelials.

El resveratrol i la carcetina ho fan induint 'augment de Ca2+ dins les cel-lules endotelials,
activant els canals de K+ o inhibint les Ca2+ATPasas del reticle endoplasmatic. Aixo
estimula la produccié d’oxid nitric (NO) i és seguit per una cascada de reaccions
bioquimiques que ocasionaran una vasodilatacio.

Altres polifenols com la quarcetina usen vies d'influencia més directes estimulen
I'activitat de la oxid nitric sintetasa, ocasionant una major produccié d’oxid nitric. (7)

4.1.6 Antimicrobia

Impedeixen la proliferacié de microorganismes patogens mitjancant el bloqueig de gens
vitals per la supervivencia dels microorganismes com els que formen la paret cel-lular,
els biofilms o les substancies que usen per comunicar-se (8)(9). Es poden trobar com a
conservants en aliments o com a bio pesticides en el sector agricola. (10)Astringents

Son polifenols grans amb una alta densitat de grups fenolics (-OH). En interaccionar amb

proteines aquest les agrupa, i si estan en dissolucio les precipita.
10



En precipitar les proteines, el teixit tractat es contrau causant I'expulsi6 de part de I'aigua
que conté. En conseqiiéncia, en disminuir la humitat de la pell, es fa menys susceptible a
podrir-se, i per la contraccid de les fibres, el material guanya resistencia mecanica. (11)

N’hi ha de dos tipus, hidrolitzables i condensats.

Els hidrolitzables sén polifenols amb un polisacarid com a nucli, generalment glucosa, i
acids gal-lic o el-lagics esterificats al polisacarid. Depenent de quins fenols tingui seran
gal-lotanins o el-lagitanins. Els enllacos éster es poden hidrolitzar facilment amb un medi
basic, acid o amb calor. (12,13)

Els condensats sén polimers de flavan-3-ols (més comunament catequines i
epicatequines) units amb enllagos carboni-carboni, fet que els fa resistents a I'hidrolisi.
(12,13)
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5 Classificacio d’extractes amb els que es treballa

Dins el metode hi ha dos tipus de mostres a analitzar, les patré que s’'usaran per fer una
recta de regressid la més representativa a la realitat, i les mostres que volem
caracteritzar.

També es voldra quantificar la concentracié dels diferents tipus dels polifenols dels
patrons per comprovar si el meétode val per a qualsevol mostra. Tot i aixi, a causa de les
altes riqueses dels patrons, haurem de modificar les dilucions d’aquests perque siguin
valids pel metode.

A continuacié es dona una caracteritzacié reduida de cada extracte amb el qual es
treballa.

5.1 Candidats a patrons

En el grup d’investigacié A3 feien servir I'acid gal-lic com a patré per fer el metode de
Folin al determinar polifenols totals, perd en tractar-se d’'una molecula petita en
comparacié a un tani, I'equivaléncia no era tal. Per aixo s’ha volgut crear una altra recta
de regressio per I'analisi de tanins en el metode de Folin.

En crear una recta de regressio necessitem un extracte comercial del qual el fabricant
pugui assegurar una concentracié de tanins concreta. Es van escollir els extractes d’acid
tannic i la mimosa. Després de comparar-los es triaria el que dones valors més propers
als que dona el metode de la campana.

5.1.1 Acid tannic

L’acid tannic és un tani polifenolic hidrolitzable que formalment es descriu com a una
glucosa esterificada amb 10 unitats d’acid gal-lic.

12



OH

l.mlllc. acid

(14)

Figura 2: Acid tannic.

Per contra, els extractes comercials d’acid tannic no sén purament I'anterior molecula,
sin6 una combinacié de polifenols amb la glucosa com a base i amb un nimero d’entre 2-
12 gal-lats enllagats a aquesta. (15)

Depenent de com i d’on s’hagi extret el polifenol la massa molecular mitja variara, ja que
pot pesar de 500 a 3000 g/mol. (16)

L’acid tannic es pot extreure de diferents fonts vegetals com la fusta de castanyer i de
roure, les baines de la tara, galls vegetals de diverses especies, les fulles del sumac i els
fruits del mirobala. (17)

5.1.2 Mimosa

En la mimosa es troben tanins condensats. Més concretament polimers de flavan-3-ols
com la catequina, epicatequina, fisetinol i robinetinidol. (18)

13



2 4

a

, ga -0 2
2 6
C
G
4a
5 4 OH

(19)

Figura 3: Flavan-3-ol.

El pes molecular d’aquests varia depenen del grau de polimeritzaci6 i va de 290 a 3300
g/mol, sent com a maxim oligomers d’onze monomers. (20) Els tanins de la mimosa
s’extreuen principalment de 'escorga. (18)

5.2 Extractes a analitzar

A1'A3 investiguen diferents restes vegetals amb potencial de poder ser matéries primeres
d’on extreure recursos amb valor comercial.

Anteriorment, s’han determinat amb el metode del filtre el seu contingut en tanins de
forma quantitativa, aixi com els no tanins, insolubles, aigua i solids solubles. Sent aixi, son
mostres d’alt interes a analitzar amb el metode desenvolupat en aquest projecte, ja que
es pretén saber com sén de proxims els valors reals als valors del metode de Folin.

A continuacié s’exposen els polifenols principals de cada font:

5.2.1 Pi

Els polifenols principals s6n les proantocianidines. També presenta monomers de
I'anterior polimer, catequines i epicatequines, i acids fenolics menors com l'acid
clorogenic. (21)

14



HO, CO,H

HO" >~ Y0

OH
OH (22)

Figura 4: Molécula de I'acid clorogeénic.

Els extractes amb els quals s’han treballat s6n de la pinya, la poda i I'escorc¢a del pi.

5.2.2 Alzina

Presenta gal-lotanins i el-lagitanins i els seus monomers hidrolitzables, I'acid gal-lic i
I'el-lagic. També té proantocianidines i el flavonol quercetina. (23)

OH
OH

HO O

OH

OH O 28

Figura 5: Molécula de la quercetina.

Els extractes amb els quals s’han treballat son de la poda i I'escor¢a de l'alzina
mediterrania (Quercus ilex subsp. ilex).

5.2.3 Raim

Conté proantocianidines, acid gal-lic i estilvens com el resveratrol. (25)

15
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HO AN

OH (26)

Figura 6: Molécula del resveratrol.

Els extractes amb els quals s’han treballat s6n de les llavors del raim.

5.2.4 Magrana

Presenta el-lagitanins con la punicalagina, punicalina, la puniclinian o la casuarinina, i el
monomer dels anteriors el-lagitanins, 'acid el-lagic, a part de I'acid gal-lic. A la pell conté
antocianidines com la delfinidina o la cianidina. (27-29)

HO
WO .I. F
- S,
' o '\-\.Jr
o o e e
o R
C " | N |_--_='-:
A =
e by
| 3
c : a
- e
O e ¥]
J || !
B o T I_J.-_.- s

S VI

J_.i.— 4 ._.:;'l_"l %,
oo p— I & ':} ,
'\:-. o
W o4 R
PR A (31)
Hid oH HE s (30)
Figura 7: Molécula de la punicalagina. Figura 8: Molécula de la punicalina.

Els extractes amb els quals s’ha treballat provenen de la pell de la magrana.
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6 Posada a punt dels assajos

A continuaci6 s’explica de cada metode o part d’ell quines adaptacions i/o calculs previs
s’hi van haver de fer.

En el cas del metode de quantificacié de no tanins, a part s’expliquen les proves que es
van fer fins a arribar als resultats obtinguts. Aquest metode consisteix a separar els tanins
dels altres polifenols mitjancant una reaccié de precipitacié amb albiumina, de manera
que els tanins queden en el precipitat i els no tanins es mantenen en la dissolucié. Aquests
ultims s6n posteriorment quantificats amb el metode de Folin-Ciocalteu per
espectrofotometria.

6.1 Corba de calibratge dels patrons

6.1.1 Determinacio dels punts de dilucié

Es van prendre diferents punts de diluci6é per després crear una recta de regressioé que
comprengués el rang 0-0.6 d’absorbancia. Després de fer diverses proves es va concloure
que les millors dilucions eren les segiients: 1:100.000, 1: 50.000, 1: 37.500, 1: 25.000, 1:
21.000, 1: 17.000, ja que aquestes comprenien de manera prou equidistant tota la recta.

Aquestes dilucions es feien partint de 0.1-0.2g de patré (acid gal-lic, acid tannic o extracte
de mimosa comercial). Després es diluien en 100 ml i a partir d’aquesta dilucié es feien
els diferents punts esmentats anteriorment diluint 0,5-1-1,5-2-2,5i 3 ml en 50 ml.

Figura 9: Figura: Duplicat de patrons de l'acid tannic. (Font: elaboracié propia)

17



6.1.2 Control de patrons

Per provar si les rectes encara eren fiables després d’'uns mesos se'n van preparar dos
punts de cada una de les tres rectes per comprovar si estaven alineats amb les corbes que
s’havien creat al comencament.

Es va fer el duplicat de dos punts de cada recta, cada punt amb una pesada de patré
diferent. Els dos punts van ser en les dilucions 1:100.000i 1:37.500.

Després de trobar les absorbancies i fer els calculs amb les funcions de les corbes, es va
comprovar que les tres rectes encara eren fiables.

Resultats control

Es van calcular les concentracions reals i les extrapolades. Amb els anteriors valors es
va trobar l'error relatiu per saber en quina proporcié estaven d’allunyats els valors a
comparar.

Conc real (mg/l) | Conc (mg/L) | Error relatiu (%)
10,109 9,824 2,81

29,393 27,458 6,58
Figura 10: Acid galic

Concreal (mg/l) | Conc (mg/L) | Error relatiu (%)
9,80 9,64 1,66
30,22 31,83 5,34

Figura 11: Acid tanic

Concreal (mg/l) | Conc (mg/L) | Error relatiu (%)
7,6 6,7 11,8
19,0 17,4 8,2

Figura 12: Mimosa
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6.2 Polifenols totals

6.2.1 Definici6 del rang de pes de la mostra i la seva dilucio

El metode de Folin permet relacionar l'absorbancia d’'una mostra amb la seva
concentracio. Aquesta relaci6 es troba en una recta de regressié previament calculada.
Aquesta té un rang on les dues variables respecten una relacid lineal. Fora d’aquest rang,
la relacid passa a ser una altra, fent que els valors que doni siguin esbiaixats.

Tenint en compte aix0, cada mostra que es prepari ha d’estar dins el rang de mesura. Per
aconseguir-ho, es té en compte la pesada de mostra, en aquest cas d’extracte vegetal, i
I'ordre de dilucié de la mostra.

Els extractes amb els quals es treballaran tenen una concentracié de solubles vora el
83 %, dels quals una part son tanins i una altra no tanins.

La linealitat del metode de Folin en els tres calibratges dels tres metodes desenvolupats
son fiables dins el rang 0-0.6. Aix0 equival a una concentracié d’extracte diluit que vad'l
a 55 mg/L aproximadament.

Els extractes tenen una concentracié de polifenols que es mou al voltant del 83 % en pes.
Per definir la dilucié de la mostra s’haura de trobar la diferéncia d’ordre de magnitud
entre el rang de concentracions del metode i la concentracio6 dels extractes. Per poder fer
el calcul es passa I'dltim a mg/kg, la mateixa unitat del rang de concentracions valides (kg
i1 de diluent, aigua en aquest cas, és equivalent). S’afirma que es vol tenir la dissolucié a
4 mg/L. Si dividim la concentracié de tanins per la concentracié que volem obtenir (tots
dos valors en mg/L), n'obtenim 20750, I'ordre de diluci6 de la mostra. Al laboratori és
més facil treballar amb nimeros rodons, per aixo es fixa un ordre de dilucié de 20.000
pel metode de polifenols totals.

Si es divideix la concentracio6 de solubles, 83000 mg/kg, per 20.000 n'obtenim 4,15, valor
que entra dins el rang d’acceptacio. Per tant, s'haura de diluir la mostra per 20.000.

Buscant disminuir 'error intrinsec als mesuratges de volums i masses, i al mateix temps
consumir quantitats justes d’extractes vegetals, s’ha proposat fer pesades d’entre 0.1-
0.2g d’extracte. D’aquesta manera quedarien respectar tres ordres de magnitud. Aquests
s’assolirien enrasant la pesada inicial en un matrau aforat de 100 ml i diluint 1 ml
d’aquesta ultima en un matrau de 20 ml.
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6.3 Metode quantificacio de Tanins combinat Folin i precipitacio
amb proteina

6.3.1 Precipitacié de mostres de 'A3

Al ser un assaig nou, durant els primers intents no es va aconseguir portar a terme la
reaccid de precipitacié dels tanins. Es van llistar els possibles errors que es podien estar
fent per després provar diferents models modificats de l'assaig.

Es temia que la dissolucié d’albimina de serum bovi (BSA) no fos prou concentrada per
reaccionar amb tots els tanins presents a la mostra. Si optavem per afegir una major
quantitat de dissolucié de BSA, ens arriscavem a incrementar massa el pH; per aixo vam
provar de doblar la seva concentraci6 afegint el mateix volum de dissolucid. Després de
comparar l'eficacia dels dos preparats, es va veure que no hi havia diferencia visual entre
els dos.

En canviar I'ordre de magnitud de la concentraci6 de la mostra, es va veure que era
correcta la metodologia inicial, ja que a concentracions majors I'aigua era massa terbola
per veure si s’havia donat cap reacci6 de precipitacio.

Figura 13: Dissolucié blanca transparent i dissolucié amb  Figura 14: Dissolucié blanca transparent i dissolucié amb
mostra a concentracié 1:1000 lleugerament enterbolida. mostra a concentracié 1:10 opaca. (Font: elaboracié
(Font: elaboracié propia) propia)

En la segiient prova es va quantificar el pH de la dissolucié portadora de la mostra abans
d’afegir-hi el precipitant. S’'observa que estava entre 5-6, havent d’estar entre 4-5 perque
es doni la reaccid. Després d’acidificar la mostra amb acid formic i comprovar el pH, en
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afegir-hi la dissoluci6é de BSA es va veure una terbolesa de la mostra, propi de la formacié
de precipitats.

Figura 15: Precipitacio de tanins en suspensio. (Font: Figura 16: Aliquota i tanins sedimentats. [Fént: elaboraci6
elaboracié propia) propia)

Després de centrifugar la mostra i comprovar que en la part aliquota no hi quedaven
restes de tanins sense precipitar, es va poder fer la lectura de 'absorbancia.

Havent aconseguit la separaci6 dels tanins i havent comprovat que no en quedaven en
I'aliquota, vam usar el mateix procediment per als extractes del grup d’investigacié A3
durant els assajos posteriors.

6.3.2 Precipitacié de mostres comercials

Quan es va fer I'anterior metodologia amb la mimosa el métode perdia validesa en
presentar tanins no precipitats després d’afegir-li I'albiumina.

Al moment no se sabia quin era el factor que feia que la reaccié de precipitacié no es donés
completament i es va fer un disseny factorial per identificar quines variables eren
condicionants i quines no i saber amb quines condicions s'hauria de tenir la mostra
perque la precipitacio6 fos completa.

Es va jugar amb el pH, desplacant el rang amb el qual treballavem cap a baix, la
concentracio de precipitador, la qual vam mantenir en totes les proves 'opci6é d'1 mg/ml
010 mg/ml i el temps de repos abans de la centrifugacid, que podia ser de 15 o 30 minuts.
Després de 3 assajos que es va baixar el rang de pH, suposant que era aquest el problema
que no deixava precipitar tots els tanins, es va dubtar d’altres factors que no permetessin
el correcte funcionament el metode.

Vam observar que a mesura que el pH era menor el positiu del FeCl era menys pronunciat,
el qual indicava que cada cop hi havia menys preséncia de tanins a I'aliquota.
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Es va comprovar que els reactius estiguessin amb bon estat fent I'analisi amb acid tannic
a diluci6 1:10.0001i 1:20.000 i va tornar a donar positiu la prova de FeCl.

També es va voler comprovar si la concentracié d’extracte era massa elevada perque
I’albiimina pogués captar tots els tanins. Després de fer el metode amb dilucions d’acid
tannic a 1'1:40.000 i 1:50.000 es van obtenir dos negatius de FeCl, comprovant aixi que
els reactius estaven en bon estat i que la condicié que no permetia fer la mesura de no

tanins era l'excessiva concentracio d’extracte o la caréncia de concentraci6é d’albimina.

Figura 17: Proves de FeCl negatives. (Font: elaboracié propia)

Un cop es va aconseguir la precipitacio dels tanins de I'acid tannic, es va passar al segiient
objectiu: llegir les absorbancies que donaven les mostres i aixi tenir valors per fer el
disseny factorial.

Gracies a aix0, es va veure que l'albimina tenia influéncia en I'absorbancia de la solucié
final. Aixo va fer recalcular els valors de no tanins que s'havien tret d'abans, per aix{
apropar-se més als valors reals.
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Figura 18: Mostres del diseny experimental amb albumina d’'1 i 10 mg/ml intercalades. (Font: elaboracié propia)

Com s'ha explicat anteriorment, el disseny factorial tenia en compte la concentracié
d'albimina, el temps de repos després de la mescla d'albumina i soluci6 d'extracte, i el
pH de la solucié d'extracte. Aquests factors es van deixar fixats i es va provar de fer el
disseny experimental amb una diluci6 d'1:100.000 i una altra d'1:200.000. S'observa que,
en augmentar la dilucio, els percentatges de tanins disminuien i s'acostaven més als
valors reals.

Després d’'introduir-li les dades el disseny factorial ens va donar la influencia de cada
variable dins I'assaig, i quina influencia tenen entre elles.
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Sent les concentracions d’albimina 1: 10 mg/ml i 2: 1 mg/ml, el temps 1: 15 minuts i 2:
30 minuts,iel pH 1: 2,51 2: 3.

Grafico de Interacciones

81 Concentracio albumin

—— 1

77 2

73

69

No tanins

65

61

57

Temps

Figura 19: Grafic comparatiu de la concentracié de no tanins, el temps de repos i la concentracié d’albimina. (Font:
elaboracié propia)

Grafico de Interacciones
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Figura 20: Grafic comparatiu de la concentracio de no tanins, el pH i la concentracié d’albiimina. (Font: elaboracié
propia)

Els dos grafics anteriors mostren que la concentracié d’albumina és proporcional a la
concentracié de no tanins quantificats. Es contradictori per queé al haver-hi més albtimina
hauria de captar una major part dels tanins i, per tant, que hi hagués una menor preséncia
de no tanins. Donen un resultat més realista les mostres amb albimina amb menor
concentracio.
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Tot i aix0 s’hipotetitza amb 1'opcié que hi hagi un punt entremig dels 1 i 10 mg/ml de
concentracio que s’acosti encara més al valor real, i que el cas dels 10 mg/ml sigues un
escenari de saturacio.

Gréfico de Interacciones
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I
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No tanins
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Figura 21: Grafic comparatiu de la concentracié de no tanins, el temps de repos i el pH. (Font: elaboracié propia)

L’altim grafic ens mostra que té importancia el temps de repos, i que aquest dona millors
resultats si és de 30 minuts. També ens diu que a pH més baix, si hi ha hagut prou temps
de reaccio, els valors so6n més propers als reals.

En les ultimes proves es va voler comprovar si la mimosa també donava valors més
realistes quan la dilucié era més alta. Es van provar per duplicat sis dilucions diferents:
1:20.000, 1:40.000, 1:50.000, 1:100.000 i 1:200.000. La 1:20.000 es va descartar perque
va donar positiu a la prova del FeCl. Tal com es va comportar el tannic, la mimosa també
va donar valors més propers als reals quan la diluci6 era més alta.
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polifenols NO TANINS

Figura 22: Concentracio de no tanins en equivalents d’acid tannic i acid gal-lic en diferents dilucions. (Font: elaboracio
propia)
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7 Descripcio dels metodes a comparar

A continuaci6 es descriuen els dos metodes que es comparen per aixi entendre el principi
de mesura de cada un i la procedéncia dels resultats que es treuen.

Els metodes que determinen els tanins per Folin-Ciocalteu son els definits després
d’haver fet els assajos de prova i haver triat les condicions metodologiques que donaven
millor resultat.

7.1 Métode del filtre (ISO 14088) (32)

El metode de la campana es fa servir per quantificar la concentracio de polifenols curtents
de fonts vegetals o sintetiques.

Es creu convenient donar una explicaci6é reduida del metode en qiiestid, ja que no s’ha
utilitzat durant la part practica del projecte. No obstant, a I'utilitzar-se dades d’aquest per
comparar-les amb les obtingudes, s’exposa breument la seva metodologia amb la finalitat
d’entendre d’on prové la informaci6 que ens aporta.

7.1.1 Principi de mesura

El seu principi de mesura és gravimetric indirecte. Gravimetric perque el metode es basa
en la precipitacié6 d’'una part de la mostra, els tanins, i indirecte per que s'obté la
concentraciéo de tanins per diferencia de la concentracié de polifenols totals i la
concentracio de polifenols no curtents.

7.1.2 Procediment

L’assaig comenca dissolent la mostra en aigua destil-lada calenta ajustant la concentracid
a la diluci6 estipulada, aproximadament 4 g/L, i es deixa refredar.

Seguidament es prepara la campana de Procter. Es col-loca coté hidrofilic a la part
superior de la campana per evitar que els solids entrin pel tub capil-lar. Es pesenels 7 g
de pols de pell i es dipositen dins la campana per després pressionar-los contra el fons.

27



85 £10

325 «1

928 +1

30 +1

Leyenda
1 Capa de algodén hidréfilo (3 2)

Figura 23: Campana Procter.

Després es passa la solucié analitica per la campana Procter, on la pols de pell absorbeix
els agents curtents.

Un cop feta la reacci, es recull part de la solucié analitica descurtida.

S'extreu tota I'aigua de la soluci6é sense tanins, mitjangant evaporacid i assecat en una
estufa, per calcular la seva massa de residu sec.

Per altra banda, es filtra la soluci6é analitica amb membranes de porus de 0.45 um per
separar les substancies solubles i saber-ne la quantitat després d’assecar-les.
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(32)

Figura 24: Sistema de filtracié per buit.

I, en dltim lloc, s’asseca directament la soluci6 analitica sense filtrar per quantificar-ne els
solid totals.

7.1.3 Calcul de les concentracions

Amb les dades recopilades durant I'assaig s’obtenen les segiients variables:

Solids totals (Sto): Determinats a partir de la massa del residu sec de la solucié
analitica.

Solids solubles (Sso): Determinats a partir de la massa del residu sec de la solucié
filtrada.

Solids no curtents (Snt): Determinats a partir de la massa del residu sec de la
soluci6 descurtida.

Agents curtents (T): Calculats com la diferéncia entre els solids solubles i els solids
no curtents.

Finalment, es poden calcular altres parametres com la proporcié d'agents curtents
respecte als no curtents, la materia insoluble i el contingut d'aigua. Aquestes dades

permeten caracteritzar de manera precisa la composicié quimica dels agents curtents

presents en la mostra analitzada.
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7.2 Metode de contingut de polifenols totals. Assaig Folin-
Ciocalteu

Aquest metode quantifica els equivalents del patré usat de polifenols totals de la mostra.

La metodologia del laboratori es basa en la norma ISO 14502-1.2005. (33)

7.2.1 Principi de mesura

En I'assaig de Folin-Ciocalteu es dona una reaccié de redox entre els compostos fenolics
analitzats i els components actius de la soluci6 de Folin, una mescla de complexos de
molibdat i tungstat. Aquests, al oxidar-se per la presencia dels polifenols produeixen una
coloracié blava.

Aquesta coloraci6 absorbeix llum a una longitud d’ona de 765 nm i la intensitat d’aquesta
absorbancia sera determinada per la concentracié de compostos fenolics dins la mostra.

Per tant, el principi de mesura es fonamenta en la quantificacié espectrofotometrica de
I'absorbancia a 765 nm, variable depenent de la capacitat reductora de la dissolucié
problema.

7.2.2 Preparaci6 de solucions auxiliars

Solucié de CH3CN (99.9 %)

En tractar-se d’'una solucié comercial préviament preparada, no se li ha de fer cap

modificacid.

Solucié de Na2C03 (7,5 %)

Es pesa (37,50 £ 0,01) g de carbonat de sodi anhidre (Na,COs3) en un vas de precipitats
de 250 ml. S’afegeix aigua tebia i s’agita amb l'agitador magnetic durant 10 minuts. Es
transvasa el contingut a un metras aforat de 500 ml, es deixa temperar i s’enrasa.
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Solucié del reactiu de Folin-Ciocalteu

Amb una pipeta aforada es transfereix 10 ml de reactiu fenolic de Folin-Ciocalteu a un
matras aforat de 100 ml. S’afegeix aigua fins a 'aforament i es mescla. Es prepara una
soluci6 fresca del reactiu cada dia que es desenvolupa I'assaig.

7.2.3 Material

- Matras aforat de 1000, 500, 100, 50, 25i 20 mL.
- Vas de precipitats de 50, 100 i 1000 ml
- Imants

- Espatula

- Parafilm

- Embut

- Flascé rentador

- Comptagotes

- Vasos de plastic

- Pipeta aforada 20 ml

- Micropipeta automatica 10, 5, 1ml

- Cel-les UV-Vis (volum aprox. 2 mL)

7.2.4 Aparells
- Agitador magnetic

- Espectrofotometre UV-is Perkin Elmer
- Balanca analitica

7.2.5 Procediment

Creacio6 de la corba de calibratge

El seglient procés es fa per duplicat per obtenir una corba més fiable i per detectar si hi
ha hagut algun error si les dues s6n molt diferenciades.

En un vas de precipitats es pesa entre 0.1-0.2 g de patro6 i es dissol en aigua ultra pura
(UP) a 60 °C amb el mesclador magnetic, havent tapat previament el vas amb para film.

31



Figura 26: Aigua UP a 61,1 °C. (Font: elaboracié propia)
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Després de 10 minuts de mescla es passa el liquid a un matras aforat de 100 ml, se li
afegeix 10 ml d’acetonitril i s'enrasa amb aigua UP.

A continuacig, amb les micropipetes es dosifiquen els volums 0.5, 1, 1.5, 2, 2.51 3 ml de la
dissolucié mare en sis matrassos de 50 ml retolats i s'enrasen amb UP.

En set matrassos de 20 ml, retolats, s’hi dipositen 2 ml de mostra: en sis d’ells, 2 ml d'una
de les sis dissolucions anteriors (una diferent per a cada matras), i en el sete, 2 ml d’aigua
UP. A continuaci6 s’hi afegeixen 10 ml de la soluci6 diluida de FC.

Després de mesclar durant 20 segons s’afegeixen 8 ml de Na2CO3 i es mescla novament
durant 30 segons.

Després d’haver deixat reposar les dissolucions finals durant una hora es fa la lectura de
les seves absorbancies en 'espectrofotometre amb les condicions del metode de FC.

7.2.6 Calculs

Concentracid de la dissolucié mare

A partir de la quantitat en pes del patr6 (mp), la seva riquesa (R) i el volum aforat de la
soluci6 (VaM) traiem la concentracid de la dissolucié mare ([Mare]):

[Mare] mg mpg R % pur 1000 mg 1000 ml
e T VaMml 100 % impur 1lg 1L

Passem les unitats a mg/L (ppm) per treballar amb nimeros més comodes i entenedors.
Concentracié de les dissolucions estandard de calibratge

A partir de la concentracié de la solucié mare ([Mare]), del volum aforat de les solucions
estandard (VaE) i el volum de dissolucié mare dipositat (VM) traiem la concentracio6 de
les dissolucions estandard de calibratge ([Est]):
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7.2.7 Resultats

Amb les absorbancies i les concentracions previament calculades obtenim la recta de
regressid i la seva funcid, la qual utilitzarem per determinar la concentracié de polifenols
en equivalents del patr6 usat de mostres les quals no en coneguem la concentracid.

A continuacié es mostra un exemple. La segiient és una recta feta amb acid Tannic:

Calibration Tannic Acid

0,8 y =0,0105x + 0,009
R*=0,9977

0,3
0,2

»

0,1

H 10 20 30 40 50 &0

Figura 27: Corba de regressié de I'acid tannic. (Font: elaboracié propia)

7.3 Determinacié6 de polifenols totals en extractes no
caracteritzats

7.3.1 Procés
A continuacio s’explica el procés per fer la lectura de I'absorbancia d'una mostra no
caracteritzada.

En un vas de precipitats es pesa entre 0.1-0.2 g d’extracte i es dissol en aigua UP a 602C
amb el mesclador magnetic, havent tapat previament el vas amb parafilm.

Després de 10 minuts de mescla es passa el liquid a un matras aforat de 100 ml, se li
afegeix 10 ml d’acetonitril i s’enrasa amb aigua UP.
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Figura 28: Mescla de I'extracte amb aigua UP a 60 °C. (Font: elaboracié propia)

A continuaci6, amb una micropipeta es dosifica 1 ml de la dissoluci6 anterior en un metras
de 20 ml i s’enrasa amb UP.

Figura 29: Primera i segona dilucié de la mostra. (Font: elaboracié propia)

35



Per altra banda, en un metras de 100 ml s’hi pipetegen 10 ml de solucié de Folin-Ciocalteu
i s’enrasa amb aigua UP. En aquest punt ja es poden preparar les solucions que aniran a
I'espectrofotometre.

Per acabar, en un metras de 20 ml, s’hi dipositen 2 ml de I'Gltima dissoluci6 d’extracte
que hem fet. A continuaci6 s’hi afegeixen 10 ml de la soluci6 diluida de FC. Després de
mesclar durant 20 segons s’afegeixen 8 ml de Na2CO3 i es mescla novament durant 30
segons.

Després d’haver deixat reposar la dissoluci6 final durant una hora es fa la lectura de la
seva absorbancia en I'espectrofotometre amb les condicions del metode de FC.

7.3.2 Calculs

Concentracié de polifenols de la solucié final

Amb la funci6 de la corba de calibratge feta anteriorment, aillem la variable que
correspon a la concentraci6 de la soluci6 analitzada, substituim I’absorbancia i calculem.
A continuacid, per exemplificar-ho, es mostra la funcié de 1'acid tannic que s’utilitza
durant el projecte:

y —0.0098

y = 0.0105x + 0.0098 = x = 0.0105

Concentracid de 'extracte

Tenint constancia del volum de diluci6 de la solucié mare (VM), el volum de la segona
dilucié (Vs) el pes de I'extracte (me) i la concentracié de la solucié analitzada [SA], es pot
trobar la concentracio6 en equivalents del patré de I'extracte [Ext].

m m 1L Vsml VMml 1000
[Ext] _g = [SA] _g . . . . g
Kg L 1000ml 1ml meg 1Kg

La formula simplificada seria: [Ext] = —[SA].YZZ'VM

7.3.3 Resultats

D’aquesta manera obtenim la concentracié en equivalents del patré de l'extracte
analitzat.
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7.4 Metode quantificacié de Tanins combinat Folin i precipitacio
amb proteina

Amb aquest métode s’obté la concentracié de polifenols no tannics en equivalents del
patro usat.

La primera versio del procediment la vam extreure de I'estudi citat (1), i després d’haver
fet diverses proves I'hem reformulat per obtenir millors resultats.

7.3.4 Principi de mesura

Aquest assaig té dos principis de mesura. El primer és el descrit anteriorment en el
metode de polifenols totals, ja que aqui també analitzem la presencia de polifenols
mitjancant espectrofotometria. El segon és el principi que permet la separacio fisica dels
tanins i els no tanins.

Aquesta separacié es dona per la capacitat dels tanins de precipitar en preséencia
d'albimina, mentre que els no tanins romanen en solucié. Aquesta diferéncia permet
mesurar per diferencia espectrofotometrica el contingut de tanins.

7.3.5 Reactius

Es faran servir els mateixos descrits en el metode de polifenols totals i addicionalment
els explicats a continuacié:

Solucié de HCOOH (10%)

Es pesa (10,00 * 0,01) g d’acid formic en un vas de precipitats de 100 ml i s'hi afegeix
aigua tebia. Es dissol amb agitacid i es travessa i enrasa en un matras aforat de 100 ml.
S’ha de preservar en un envas opac.

Solucié BSA

Primer es prepara el buffer de la dissolucié i després es combina amb la Seroalbimina
bovina.

Es dissolen 16,4 g d’acetat de sodi tri-hidratat amb aigua ultrapura en un vas de
precipitats de 1000 ml. S’afegeixen 11,5 ml d’acid acétic glacial.
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En el mateix vas es pesen 9,95 g de NaCl i s’agita en I'agitador magnetic fins a completa
dissolucio.

Es mesura el pH buscant que sigui igual a 5. Si és massa baix s’hi afegeix gota a gota NaOH
1 M. Si és massa alt s'hi afegeix acid acetic diluit.

Per finalitzar, es transvasa el contingut en un matras de 1000 ml i s'enrasa amb aigua UP.

La solucié de seroalbimina bovina ha de tenir una concentracié d'1 mg/ml.

En un vas de precipitats de 50 ml es pesen 2 mg d’albiumina. S’hi afegeixen 20 ml de la
solucié buffer amb una pipeta aforada i es mescla durant 10 minuts en l'agitador
magnetic.

7.3.6

7.3.8

Material

Tubs d’assaig de 10 ml

Matras aforat de 1000, 500, 100, 50, 251 20 mL.

Vas de precipitats de 50, 100 i 1000 ml
Imants

Espatula

Parafilm

Embut

Flasc6 rentador

Comptagotes

Vasos de plastic

Pipeta aforada 20 ml

Micropipeta automatica 10, 5, 1ml
Cel-les UV-Vis (volum aprox. 2 ml)

Aparells

Agitador magnetic

Espectrofotometre UV-is Perkin Elmer
pH-metre

Balanca analitica

Centrifugadora

Procediment

En un vas de precipitats es pesa entre 0.1-0.2 g d’extracte i es dissol en aigua ultra pura

(UP) a 60 °C amb el mesclador magnetic, havent tapat previament el vas amb parafilm.

38



Després de 10 minuts de mescla es passa el liquid a un matras aforat de 100 ml, se li
afegeix 10 ml d’acetonitril i s’enrasa amb aigua UP.

A continuaci6, amb una micropipeta es dosifica 1 ml de la dissoluci6 anterior en un metras
de 100 ml i s'enrasa amb UP.

L’anterior dissoluci6 s’aboca en un vas de precipitats de 250 ml. En paral-lel, es fa el
mateix amb aigua ultrapura.

L’aigua es necessita per fer el blanc de I'albimina perquée aquesta té interacci6 amb els
reactius de Folin i, per tant, influencia 'absorbancia de la dissoluci6 problema.

Al pH-metre s’ajusta el pH a 2.5 de les dues dissolucions mitjangant acid formic.

Figura 30: Regulacié del pH a 2,5. (Font: elaboracid propia)

Tot seguit, en un tub d’assaig pyrex de 10 ml i 15 mm de diametre, amb una micropipeta
s’hi aboquen 3 ml de la soluci6 diluida del extracte i en un altre tub 'aigua UP. Després
s’hi afegeix 3 ml de soluci6 d’albtimina, es tapen els tubs i es mescla.

Passats 15 minuts es posen els tubs a la centrifugadora programada amb una velocitat de
rotacié maxima de 3000 rpm durant 7 minuts.

Després de l'operacio s’extreuen els tubs amb cura de no mesclar el contingut i enterbolir
el sobrenadant amb el precipitat.
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Per acabar, es preparen les solucions que es llegiran a l'espectrofotometre.

Amb una micropipeta s’extreien 2 ml del sobrenadant i s’aboquen en un metras de 20 ml.
A part, en un altre metras de 20 ml s’hi diposita el mateix volum d’aigua UP i en un altre
també 2 ml de I'aigua mesclada a parts iguals amb la solucié d’albimina.

A continuaci6 s’hi afegeixen 10 ml de la solucid diluida de FC. Després de mesclar durant
20 segons s’afegeixen 8 ml de Na2CO3 i es mescla novament durant 30 segons.

Després d’haver deixat reposar la dissoluci6 final durant una hora es fa la lectura de la
seva absorbancia en I'espectrofotdmetre amb les condicions del metode de FC.

7.3.9 Calculs

Els calculs son similars a quan s’han comptabilitzat els polifenols totals.

Concentracid de no tanins de la solucié final

Amb la funci6 de la corba de calibratge feta anteriorment, aillem la variable que
correspon a la concentracié de la soluci6é analitzada, substituim 'absorbancia, havent
restat abans els blancs corresponents a I’'albimina i als reactius, i calculem.

Concentracié de no tanins

Tenint constancia del volum de dilucié de la soluci6 mare (VM), el volum de la segona
diluci6é (V2), el volum de la tercera dilucié (el corresponent a la barreja d’albimina i
soluci6é problema) (V3) i la quantitat de solucié d’extracte que se li ha afegit (S3), el pes
de I'extracte (me) i la concentracié de no tanins de la soluci6 analitzada [SA], es pot trobar
la concentracié de no tanins en equivalents del patr6 de I'extracte [Ext]:

mg 1L V3ml V2ml VM ml 1000 g
[Ext] = [SA] —- . . . :
L 1000ml S3ml 1ml meg 1Kg

[SA]-V3-V2:VM

La formula simplificada seria: [Ext] = 3o
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Concentracié de tanins

Per assolir 'objectiu final ens faltaria una variable, la concentracié de solids solubles de
'extracte.

Aquest s’aconseguiria fent el metode de la campana (explicat anteriorment) o part d’ell,
ja que no es necessitaria la resta d’'informacié que ens dona I'assaig.

Aixi doncs, amb la concentraci6 de solids solubles ([SS]), i polifenols no tannics ([PNT])
es calcula la concentraci6 de tanins de I'analisi ([T]):

[T] = [SS]—[PNT]

7.3.10 Resultats

D’aquesta manera obtenim la concentraci6 en equivalents de patr6 de tanins.
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8 Resultats. Comparacio amb resultats del metode
de la campana

A la taula seglient es mostra la comparativa dels valors de tanins i no tanins trobats amb

metode normalitzat i amb el metode de precipitaci6 de tanins:

% Tanins 7% solids Eq. tanins % No tanins |Eq. no tanins
(metode (s:}l:f:)lzz (meétode
normalitzat) normalitzat) Gal-lic Tannic normalitzat)|G3l-lic|Tannic
ExPoliG
IO 40,2 90,7 . . 40,0 - |-
PB-LIO 62,0 84,1 75,5 73,89 22,1 8,60 | 10,25
PC-LIO 31,1 78,5 67,9 66,82 47,4 10,63 11,68
PP-LIO 19,5 79,0 72,5 70,94 59,5 6,56 | 8,09
QE-
METAB- 14,4 91,1 78,0 76,16 75,8  |13,10|14,96
LIO
QE-
NaOH- 24,9 71,8 67,2 67,73 67,1 4,62 | 4,11
LIO-1
MIMOS
A SETA- 77,0 88,79 61,8 67,52 11,8 26,94 | 21,27
SUN

Figura 31: Percentatge de tanins i no tanins en percentatge real i en equivalents dels extractes tractats. (Font:
elaboracié propia)
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9 Conclusions

En aquest treball s'ha intentat fer un metode analitic més rapid per mesurar tanins en
extractes vegetals, ja que el metode oficial és bastant lent. Per provar-ho, s'ha fet servir
una adaptaci6 de l'assaig de Folin-Ciocalteu i s'han fet diferents proves al laboratori per
veure si es podien aconseguir resultats semblants als del métode normalitzat.

Els resultats han sortit molt variats i allunyats dels del meétode oficial. Aixo vol dir que el
metode que hem provat encara no funciona bé i no pot substituir el métode normalitzat.
Tot i aix0, analitzant els resultats, s'han detectat dos punts que afecten molt: la
concentracio de l'extracte i la concentracié d'albiumina usada durant la prova.

També cal destacar que una altra dificultat que hem tingut ha estat amb la prova de FeCls.
Aquesta prova, que serveix per detectar si hi ha tanins, no és fiable quan la mostra esta
molt diluida. En aquestes condicions, no podiem saber del cert si hi havia tanins o no, ja
que la reaccié era molt feble o inexistent. Aix0 és un problema, sobretot tenint en compte
que, durant I'estudi, hem vist que com més diluiem la mostra, més s'apropen els resultats
de l'assaig a les concentracions reals. Per tant, ens trobem amb una contradiccié: per
millorar 'assaig cal diluir, pero al diluir massa, el sistema de control amb FeCl; deixa de
ser fiable.

Per tant, encara que no hem aconseguit els resultats esperats, el treball ha servit per
entendre millor quins aspectes cal controlar si es vol continuar millorant el métode.
Aquests dos parametres (extracte i albimina) semblen ser molt importants i caldria
ajustar-los millor. A més, també caldria pensar en altres metodes de comprovacié per
saber si hi ha tanins quan treballem amb mostres molt diluides.

En resum, no s'ha pogut validar un metode rapid per mesurar tanins, pero s'ha pogut
veure quins factors sén clau per continuar treballant en aquesta linia i s'han identificat
punts febles que es podrien millorar en futurs estudis.
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10 Recomanacions

Com a proposta de recerca futura, es recomana realitzar un nou disseny factorial per
determinar les condicions optimes de concentracié tant de I'extracte com de 1'albimina.
A més, seria convenient investigar si hi ha altres compostos presents en els extractes
vegetals que puguin interferir en la reaccio, i quines estrategies es podrien aplicar per
minimitzar aquestes interferencies.

Cal puntualitzar, com a hipotesi, que potser els resultats semblava que milloraven a
mesura que es feia l'assaig amb una dilucié major, no pas perque els valors fossin més
encertats per una menor saturaci6 de l'albiumina amb tanins, siné simplement perque la
concentraci6 de tanins en la solucié final era més baixa. Aquesta possible disminuci6 de
la concentracié podria explicar els valors aparentment més coherents observats en
dilucions majors.

44



11 Agraiments

Vull agrair al personal del laboratori del grup de recerca A3, especialment a la Silvia
Sorolla per la gran ajuda i paciencia que m’ha brindat.

45



12 Bibliografia

10.

11.

12.

13.

Ricco RA; JAMLW. Métodos empleados en el analisis de los polifenoles en un
laboratorio de baja complejidad.

Valencia-Avilés E, Ignacio-Figueroa I, Sosa-Martinez E, Carmen Bartolomé-
Camacho M, Martinez-Flores HE, Garcia-Pérez ME. Polifenoles: propiedades
antioxidantes y toxicologicas Polyphenols: antioxidant and toxicological
properties. 2016.

Mendoza Isaza NA, Hoyos-Arbelaez JA, Pelaez-Jaramillo CA. Capacidad
antioxidante y contenido de polifenoles totales de extractos de tallo de Stevia
rebaudiana en varios modelos in vitro. Revista EIA. 10 agost 2020;17(34):1-9.
Restani P, Colombo F, Biella S, Bani C, Mercogliano F, Di Lorenzo C. Diet,
Polyphenols, and Human Evolution. Vol. 12, Applied Sciences (Switzerland). MDPI;
2022.

Ruiz M, Poulleth H. INFORME TECNICO DE RESIDENCIA PROFESIONAL
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS
POLIFENOLES DE LAS HOJAS DE CHIPILIN (Crotalaria longirostrata) PRESENTA.
Lépez Gonzalez LA, Gonzalez Correa CH, Astudillo Mufioz EY, Jaramillo L6pez MF.
Efecto del consumo de polifenoles sobre biomarcadores de inflamacion y
endotoxemia en personas con obesidad: una revisién sistematica. Nutricién Clinica
y Dietética Hospitalaria [Internet]. 3 febrer 2025;45(1). Disponible a:
https://revista.nutricion.org/index.php/ncdh/article/view /774

Quifiones M, Miguel M, Aleixandre A. Revisidon Los polifenoles, compuestos de
origen natural con efectos saludables sobre el sistema cardiovascular. Nutr Hosp.
2012;27(1):76-89.

Akinpelu DA, Aiyegoro OA, Akinpelu OF, Okoh Al. Stem bark extract and fraction of
Persea americana (Mill.) exhibits bactericidal activities against strains of Bacillus
cereus associated with food poisoning. Molecules. 1 gener 2015;20(1):416-29.
UNIVERSIDAD DE MURCIA ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO TESIS
DOCTORAL. 2023.

Berenice Alvarez Pérez O, Rojas R, Aguilar CN. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA in vitro
DE POLIFENOLES DE HOJASEN (Flourensia cernua) CONTRA Colletotrichum
gloesporioides y Fusarium oxysporum.

De F, Quimicas C, Farmacéuticas Y, Presentada T, Paz F, Leal N. UNIVERSIDAD DE
CHILE EVALUACION DE LA INTERACCION DE POLIFENOLES ENOLOGICOS CON LA
FRACCION PROTEICA DE LA SALIVA TOTAL HUMANA.

Watrelot AA, Norton EL. Chemistry and reactivity of tannins in vitis spp.: A review.
Vol. 25, Molecules. MDPI AG; 2020.

Cosme F, Aires A, Pinto T, Oliveira |, Vilela A, Gongalves B. A Comprehensive Review
of Bioactive Tannins in Foods and Beverages: Functional Properties, Health

46


https://revista.nutricion.org/index.php/ncdh/article/view/774

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.
27.

28.

Benefits, and Sensory Qualities. Vol. 30, Molecules. Multidisciplinary Digital
Publishing Institute (MDPI); 2025.

Gilgin I, Huyut Z, Elmastas M, Aboul-Enein HY. Radical scavenging and antioxidant
activity of tannic acid. Arabian Journal of Chemistry. gener 2010;3(1):43-53.
Baer-Dubowska W, Szaefer H, Majchrzak-Celinska A, Krajka-KuzZniak V. Tannic
Acid: Specific Form of Tannins in Cancer Chemoprevention and Therapy-0ld and
New Applications. Vol. 6, Current Pharmacology Reports. Springer; 2020. p. 28-37.
Mallikarachchi SY. IMPACT OF TANNIN STRUCTURE ON CHEMICAL PROPERTIES
OF TANNIN.

Nonaka GI, Nishioka I, Nishizawa M, Yamagishi T, Kashiwada Y, Lee KH, et al. Anti-
Aids Agents, 21: Inhibitory Effects of Tannins on HIV Reverse Transcriptase and
HIV Replication in H9 Lymphocyte Cells. ] Nat Prod. 1990;53(3):587-95.
Rivera-Arce E, Gattuso M, Alvarado R, Zarate E, Agiiero ], Feria I, et al.
Pharmacognostical studies of the plant drug Mimosae tenuiflorae cortex. ]|
Ethnopharmacol. 25 setembre 2007;113(3):400-8.

Da M, Fernandes S. Isolamento e purificacdo de polifenéis do vinho e da cevada.
Analise de propriedades antioxidantes. 2013.

Chen X, Xiong ], Huang S, Li X, Zhang Y, Zhang L, et al. Analytical profiling of
proanthocyanidins from Acacia mearnsii bark and in vitro assessment of
antioxidant and antidiabetic potential. Molecules. 6 novembre 2018;23(11).

Jerez M, Tourifio S, Sineiro ], Torres JL, Nuiiez MJ]. Procyanidins from pine bark:
Relationships between structure, composition and antiradical activity. Food Chem.
2007;104(2):518-27.

Boerjan W, Ralph ], Baucher M. Lignin Biosynthesis. Vol. 54, Annual Review of Plant
Biology. 2003. p. 519-46.

Gonzalez-Iglesias D, Rubio L, Martinez-Vazquez F, Castillo A, Celeiro M, Garcia-]Jares
C, et al. Phytochemical and antioxidant comparison of Quercus ilex and Quercus
robur acorn extracts obtained by matrix solid-phase dispersion. RSC Adv. 22 abril
2025;15(16):12538-46.

Jesus F, Coello P. Potencial terapéutico del género Hibiscus [Internet]. 2023.
Disponible a: https://www.researchgate.net/publication/373976511
Pastrana-Bonilla E, Akoh CC, Sellappan S, Krewer G. Phenolic Content and
Antioxidant Capacity of Muscadine Grapes. ] Agric Food Chem [Internet]. 51.
Disponible a: https://doi.org/10.1021/jf030113copen in new

Resveratrol.

Noreen S, Hashmi B, Aja PM, Atoki AV. Phytochemicals and pharmacology of

pomegranate (Punica granatum L.): nutraceutical benefits and industrial
applications: a review. Vol. 12, Frontiers in Nutrition. Frontiers Media SA; 2025.

Li H, Ruan J, Huang ], Yang D, Yu H, Wu Y, et al. Pomegranate (Punica granatum L.)
and Its Rich Ellagitannins as Potential Inhibitors in Ulcerative Colitis. Vol. 24,
International Journal of Molecular Sciences. Multidisciplinary Digital Publishing
Institute (MDPI); 2023.

47


https://www.researchgate.net/publication/373976511
https://doi.org/10.1021/jf030113copen_in_new

29.

30.

31.

32.
33.

Valero-Mendoza AG, Meléndez-Renteria NP, Chavez-Gonzalez ML, Flores-Gallegos
AC, Wong-Paz JE, Govea-Salas M, et al. The whole pomegranate (Punica granatum.
L), biological properties and important findings: A review. Vol. 2, Food Chemistry
Advances. Elsevier Ltd; 2023.

Marzouk MSA, El-Toumy SAA, Moharram FA, Shalaby NMM, Ahmed AAE.
Pharmacologically active ellagitannins from Terminalia myriocarpa. Planta Med.
2002;68(6):523-7.

Zhang Y, Wang D, Lee RP, Henning SM, Heber D. Absence of pomegranate
ellagitannins in the majority of commercial pomegranate extracts: Implications for
standardization and quality control. ] Agric Food Chem. 2009;57(16):7395-400.
UNE-EN ISO 14088.

[SO 14502-1.2005.

48



