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Resumen

Este trabajo de investigacion permitid conocer la cantidad y naturaleza de compuestos polifendlicos, presentes en
cada uno de los estados fenoldgicos de la Acacia polyphylla, mediante la extraccion y caracterizacion en muestras
de hojas frescas y deshidratadas (55 °C). La extraccion se realizé con una solucion acidificada de éter de petrdleo
y una solucién acuosa de etanol; para la caracterizacién y cuantificacion se aplicaron las técnicas descritas para el
Andlisis de Taninos (Makkar; 2000). En las hojas de Acacia polyphylla, los valores mas altos de taninos totales
(5,297%), polifenoles totales (5,386 %), fenoles simples (0,0896%) y taninos que precipitan las proteinas (0,319%)
se obtuvieron en el crecimiento activo de la planta, y taninos condensables fue similar en todos los estados;
mientras que los niveles mas bajos fueron medidos en fructificacion para fenoles simples (0,045%) polifenoles
totales (2,348%), taninos totales (2,303%) y taninos que precipitan proteinas (0,128%). El tratamiento térmico
realizado al deshidratar a 55 °C redujo la cantidad de compuestos fenoles simples y taninos que precipitan
proteinas.
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Abstract

This research work allowed us to know the quantity and nature of polyphenolic compounds, present in each one
of the phenological stages of Acacia polyphylla, through the extraction and characterization in fresh and
dehydrated (55 °C) leaf samples. The extraction was carried out with an acidified solution of petroleum ether and
an aqueous solution of ethanol; For the characterization and quantification, the techniques described for Tannin
Analysis (Makkar; 2000) were applied. In Acacia polyphylla leaves, the highest values of total tannins (5.297%),
total polyphenols (5.386%), simple phenols (0.0896%) and protein-precipitating tannins (0.319%) were obtained
in active growth of the plant, and condensable tannins were similar in all states; while the lowest levels were
measured in fruiting for simple phenols (0.045%) total polyphenols (2.348%), total tannins (2.303%) and protein
precipitating tannins (0.128%). The thermal treatment carried out when dehydrating at 55 °C reduced the amount
of simple phenolic compounds and tannins that precipitate proteins.
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1. Introduccion

Las leguminosas son plantas que fijan nitrogeno
gaseoso del aire y lo transforman en proteina vegetal
de utilidad en nutricién animal y humana (Pirie, 2008;
Yafiez-Ruiz & Belanche, 2020). En tiempos de cambio
climatico y desertificacion de grandes superficies de
terrenos con fines agricola; las leguminosas arbdreas y
arbustivas capaces de crecer en ambientes secos y sin
riego, pueden ser una alternativa para la nutricion
animal y para la proteccién de terrenos desnudos
(Nouel-Borges, 2015). La Acacia polyphylla (Willd),
Familia: Mimosacea, Orden: Fabales, Subclase:
Rosidae, Clase: Magnoliopsida (Dicotileddnea),
Género: Acacia, Especie: polyphylla DC, Sinénimos:
Acacia riparia, Bertero, Acacia glomerosa, Benth,
Senagalia glomerosa, Britton y Rose, Senegalia
langlassei, Britton y Rose, Acacia langlassei, Bullock
(Rico, 2001), nombres vulgares: Cujuba, Monjoleiro,
Pashaco Negro, Paricarana, Tiamo, Carbonero. La
Acacia polyphylla es una especie arbdrea que crece en
ambientes semidridos sin  riego alguno, con
disponibilidad de nutrientes (proteina y energia) que
pueden ser de utilidad para herbivoros lagomorfos y
rumiantes (Nouel-Borges, 2015; Yafez-Ruiz &
Belanche, 2020). Las leguminosas, como otras plantas,
producen una importante y diversa cantidad de
compuestos secundarios (fenoles, polifenoles, taninos
simples, condensables y que precipitan proteinas,
entre otros tantos) como respuesta al suelo, clima,
plantas vecinas, interaccién con microorganismos e
insectos y respuesta al consumo de sus partes por los
herbivoros, con accion antioxidante, antimicrobiana,
insecticida, atraccion a polinizadores, muta génicos,
citotdxicos, anti-fungicos, y anti herbivoros, entes
tantas otras como lo refieren Brooks & Owen-Smith
(1994), Makkar (2003), Wink (2013) y Yafiez-Ruiz &
Belanche (2020). La presencia de compuestos
secundarios, como respuesta de proteccién a la accién
de los herbivoros que las consumen, limitan la
disponibilidad de nutrientes y aumentan el rechazo o
consumo en los animales que las incluyen en su dieta
(Torregrossa & Dearing, 2009; Espejo-Diaz & Nouel-
Borges, 2014; 2020; Yafez-Ruiz & Belanche, 2020).
Estas sustancias varian con la etapa fenoldgica de cada
vegetal, de modo que una posible acciéon para
aprovechar estas especies es saber en qué momento
los compuestos secundarios son menos concentrados
en el follaje (Araujo Filho et al., 2002, Parissi et al,,
2014). Por lo antes expuesto se planted extraer,
caracterizar y cuantificar los compuestos polifendlicos
(taninos), presentes en muestras frescas o
deshidratadas, en cuatro estados fenoldgicos de
Acacia polyphylla, nativa del ambiente semidrido del
Estado Lara Venezuela; como base de futuros estudios

bioquimicos y fisioldgicos en la nutricién y reproduc-
cién de rumiantes y su explotacién agronémica.

2. Metodologia

La recolecciéon de muestras foliares la Acacia polyphylla
se realizd en el Parque Botanico Dr. Héctor Ochoa
Zuleta y los analisis de laboratorio en la Unidad de
Investigacion en Produccién Animal Departamento de
Produccién Animal, Decanato de Agronomia, Univer-
sidad Centroccidental “Lisandro Alvarado” (UCLA),
Municipio Palavecino, Edo. Lara. Ubicados a una altitud
de 510 metros sobre el nivel del mar vy las condiciones
climaticas predominantes son: temperatura promedio
anual 25 °C, precipitacion promedio anual 812,6 mm,
humedad relativa de 74,6%, una irradiacidon solar de
371 cal cm-2 y evaporacion promedio anual de 2.084,9
mm (Ortiz et al., 2015).

Recoleccién de las muestras. Para la toma de muestras
se escogieron diez (10) plantas adultas, al azar dentro
del Parque Botdnico Dr. Héctor Ochoa Zuleta, se
identificaron, para conocer cada individuo a muestrear
para los distintos estados fenoldgicos. Antes de
recoger el material a analizar, se definid la etapa de
madurez de la planta, ya que la etapa del desarrollo
afecta los niveles y la naturaleza de los fenoles. El
material se transportd en estado fresco, dada la
cercania de la zona de recoleccion al laboratorio donde
se procesaron las muestras (ambos sitios en el
Decanato de Agronomia), evitandose una serie de
procesos de conservacién y transporte. Se seleccio-
naron diez plantas de la especie para el analisis de cada
estado fenoldgico: crecimiento activo (1), prefloracion
(2), floracion (3) y fructificacidn (4). Para la recoleccion
de las muestras se tomaron sélo las hojas de la especie
en su respectivo estado fenoldgico, guardando las
hojas en bolsas de polietileno de cierre hermético,
debidamente rotuladas para su andlisis. El proceso de
recoleccion estuvo influenciado por las condiciones
climatolégicas, prolongandose por un afio aproxima-
damente.

Deshidratacidon de las muestras. La deshidratacién se
realizo a la mitad de las muestras; se secaron por 48
horas en un horno de aire forzado a una temperatura
no mayor de 55 °C, puesto que puede conducir a la
inactivacién de fenoles o podria disminuir su extracta-
bilidad en solventes y afectar la cuantificacion, si se
seca a temperaturas mayores. Una vez identificadas la
especie y sus diferentes estados fenolégicos (creci-
miento activo, prefloracién, floracion y fructificacién),
se procedidé a recolectar las muestras para efectuar los
analisis de fenoles simples, fenoles totales, taninos
totales, taninos condensables y taninos que precipitan
las proteinas, utilizando las técnicas descritas por el
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manual para analisis de taninos de la Asociacién Inter-
nacional de Energia Atdmica (Joint FAO/IAEA, 2000).

Extraccién de taninos. El método para la extraccion de
taninos fue modificado del resefiado en el manual para
el andlisis de tanino de la Joint FAO/IAEA (2000).
Cambiando los solventes para la extraccion y la masa
de las muestras. La extraccién se realizd con dos
soluciones diferentes, cambiando el solvente reco-
mendado en el manual que era una soluciéon de
acetona al 70%, esto con la finalidad de obtener dos
capas bien diferenciadas y lograr la separacion de los
taninos condensables de los hidrolizables (Martinez et
al., 2000); de igual manera se acidifico el medio para
extraer una mayor cantidad de taninos condensables
(Chavan et al., 2001).

Fenoles totales. Se usé el método de Folin-Ciocalteu
(Makkar et al. 1993) que permite conocer la eficacia de
la extraccién de fenoles en solventes. Los resultados se
pueden expresar como equivalente de acido tanico
(mg acido tanico / % de materia seca). Se tomo la
alicuota conveniente de cada fase (fase etérea y fase
alcohdlica) para cada extracto de manera que se
ajustara al rango de la curva de calibracion antes
mencionada, Se colocd en una estufa a 40 °C hasta
sequedad, restituyendo el volumen anterior con
acetona al 70% y completando el volumen con agua
des ionizada hasta 1 mL; se agregd 0,50 mL del reactivo
de Folin-Ciocalteu (IN) y 2,5 mL de la solucién de
carbonato de sodio. Se agitaron los tubos de ensayoy
después de 40 minutos se midio la absorbancia de cada
solucién a 725 nm. La cantidad de fenoles totales se
calculo por equivalente de acido tanico de la curva de
calibracidn. Se expresé el contenido de fenoles totales
sobre una base de la materia seca (%).

Remocidn de taninos del extracto que lo contiene. Se
realizé utilizando el polipirrolidona polivinilica (PVPP),
el cual forma enlaces con los taninos, precipitandolos.
Se pesaron 100 mg de PVPP en un tubo de ensayo. Se
agrego el volumen de extracto y de agua des ionizada
que se utilizé en el apartado anterior para cada caso.
Se mantuvo el tubo a 4 °C durante 15 minutos,
agitandolo, luego se centrifugd (3.000 rpm) por 10
minutos y se recogid el sobrenadante. Este sobrena-
dante contiene fenoles simples que no son taninos, ya
que los taninos precipitaron junto con el PVPP. Luego
de transcurridos 40 min. se midié el contenido fendlico

Tabla 1

del sobrenadante a una absorbancia de 725 nm. El
contenido de los fenoles simples se expresod sobre una
base de materia seca.

Taninos condensables (Flavonoides: proantociani-
dinas), segun el método de Porter et al. (1986).

Taninos que precipitan las proteinas. Segin Makkar et
al. (1988). Analisis de los Pools en la formacién del
complejo tanino-proteina. Se tomaron diferentes
alicuotas de cada pool (0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,35;
0,4y 0,5 mL) y se completd el volumen a 1 mL con
metanol al 50%, se le afiadié 2 mL de la solucién de
BSA, se agitaron y la solucién se dejo en reposo a 4 °C
durante toda la noche. Se centrifugd (3.000 rpm) por
10 minutos y se retird el sobrenadante sin agitar el
precipitado. Se agregd 1,5 mL de la solucién de SDS 1%
al precipitado y se agité para disolverlo.

Taninos que precipitan las proteinas como porcentaje
de fenoles totales. Se tomaron alicuotas convenientes
de cada extracto completando el volumen hasta 1 mL
con SDS al 1% y se le afiadié 3 mL de la solucién SDS-
trietanolamina y 1 mL del reactivo cloruro de hierro
(1. Luego de 20 min. se midid la absorbancia a 510
nm. Se convirtié la absorbancia al equivalente de acido
tanico usando una curva de calibracién para obtener
los fenoles totales en el extracto. Se utilizaron las
figuras obtenidas en el apartado anterior para
convertir las absorbancias obtenidas en equivalentes
de acido ténico en el complejo tanino-proteina de cada
uno de los extractos

Andlisis estadistico. Luego de obtener los resultados,
estos fueron analizados estadisticamente utilizando el
programa STATISTIX versién 8.0 para Windows, en
donde las medias de los valores finales para cada uno
de los analisis se les aplicd la prueba de Tukey para
separar medias (p < 0,05) las medias con los errores
estandar fueron graficadas usando el programa PASW
Statistics 18 (SPSS, 2009).

3. Resultados y discusion

En la Tabla 1 se tienen los valores de materia seca
segln cada estado fenoldgico. Se distingue que el
menor contenido de materia seca fue en las hojas en
crecimiento activo y el mayor en estado de fructi-
ficacion, donde la madurez es mayor, comportamiento
normal para los ciclos de un vegetal.

Porcentaje de materia seca (% MS) de Acacia polyphylla (AP) a 55 °C

Estado fenoldgico

Crecimiento activo

% MS 44,33+£2,22b

Prefloracidon

50,82 £0,98 ab

Floracion Fructificacion

51,33+2,19ab 53,01+2,87a

Letras diferentes en una misma fila muestran diferencias significativas (p < 0,05) entre medias por la prueba de Tukey.
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En la Tabla 2 se muestran, para cada estado fenoldgico
y tratamiento de la muestra, el analisis de la varianza
para los resultados obtenidos en fenoles simples,
polifenoles totales, taninos totales y taninos precipi-
tables expresados como porcentaje equivalente en
acido tdnico; asi como también los porcentajes
obtenidos de taninos condensables equivalentes a
Leucocianidina (Leucoantocianidina C15H1407
(2R,3S,4S)-2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-dihidro-2H-

cromeneo3,4,5,7-tetrol); todos sobre la base de
materia seca (55 °C). Se analizaron las medias en un
disefio factorial, con el factor estado fenoldgico a
cuatro niveles y el factor humedad del follaje a dos
niveles (fresco o deshidratado a 55 °C), resultando que
cada factor actud independientemente, con ningun
efecto de interaccién entre ambos, lo cual permite
analizar independientemente a cada factor. En lo que
respecta a las determinaciones en fresco y seco a 55°C,
se tiene que, para la mayoria de los analisis, excepto
para taninos condensables, el contenido fue mayor en
el follaje fresco que en el deshidratado a 55 °C.

Para fenoles simples, polifenoles totales, taninos
totales, condensables y taninos que precipitan
proteinas el estado de crecimiento activo es el que
presenta la mayor concentracion (Tabla 2). Por otra
parte, fructificacién es el estado donde se presenté el
menor contenido para todos los fenoles y taninos
evaluados. Para el caso de floracién, hubo tendencia a
aumentar  para  polifenoles  totales, taninos
condensables y taninos totales después de Ia
prefloracién, y luego bajando para como el resto hacia
fructificacion. Como lo refiere Wink (2013), las
leguminosas en proceso de floracién producen
compuestos secundarios para proteger la estructura
reproductiva y para atraer insectos polinizadores sea
por coloracién o aromas, compuestos que se

presentan dentro de los grupos citados y deter-
minados; mas especificamente, Ung & Asmara (2023)
reportan al menos 16 fitoquimicos en las partes
florales de la Acacia saligna, con actividad antioxi-
dante, anti-herbivoros y antimicrobianos. La madurez
indicd mayor nivel de compuestos secundarios, lo cual
se corresponde con lo referido por Makkar (2003) y
Parissi et al. (2014).

Asi, con respecto a los polifenoles totales, los valores
encontrados son similares a los reportados por
Cesarino et al. (2020), que, dependiendo del método
de extraccidn, reporté de 2,60+0,09% a 5,63+0,01% en
hojas deshidratadas. Los resultados referidos a la
deshidratacion donde se aprecian diferencias entre
fresco y secado a 55 °C se corresponden a lo citado por
Makkar (2003), por lo que, a la hora de hacer
comparaciones, se debe conocer el tratamiento que se
le dio a la muestra al ser procesada para medir los
compuestos secundarios presentes, ya que las
diferencias son importantes.

Las figuras 1 al 5 se muestran los valores para cada uno
de los grupos de compuestos determinados, contras-
tando determinacién en fresco y en seco a 55 °C, junto
con sus respectivas desviaciones estandar, pudiendo
percatarse de que las mayores desviaciones ocurrieron
en los fenoles simples (Figura 1), probable-mente
asociado a las variaciones en madurez de las hojas en
crecimiento y a la volatilidad de los fenoles simples,
aunque se repite en las figuras 2, 3 y 4, donde
probablemente la madurez pudo afectar mas que la
volatilidad, lo contrario ocurrio con los taninos
condensables (Figura 4) para la etapa de crecimiento
activo, lo cual pudiese explicarse por la posibilidad de
su transformacion en medio humedo, afectada por la
variaciéon en madurez de la fibra en crecimiento, como
lo reporta Makkar (2003).

Tabla 2
Andlisis de la varianza de los factores estado fenoldgico y tratamiento del follaje para los fenoles y taninos analizados en la
Acacia polyphylla
. . Fenoles Polifenoles Taninos Taninos Tanln'osj s
Andlisis de la Varianza % . precipitan
simples totales Condensables totales ,
proteinas
Crecimiento activo 0,0896 a 5,3863 a 0,1057 a 5,2966 a 0,3189 a
Prefloracion 0,0673 ab 2,9396 b 0,0652 a 2,8723 b 0,1404 b
Factor Estado Floracion 00512b  3,0479b 0,0825 a 2,9967b  0,1339b
fenologico (1) Fructificacion 0,0450b  2,3481b 00584a  2,3030b  0,1280b
Probabilidad 0,0001 0,0009 0,1216 0,0010 0,0029
Fresco 0,0751 a 3,8158 b 0,0756 a 3,7407 a 0,2307 a
Factor follaje fresco o Seco a 55 °C 0,0515b  3,0452b 0,0803 a 2,9937a 0,299 b
secado (2) Probabilidad 0,0010 0,1518 0,7522 0,1681 0,0162
Interaccién F1*F2 Probabilidad 0,5351 0,5442 0,2217 0,5314 0,0697

Letras diferentes en una misma columna y un mismo factor muestran diferencias significativas entre medias por la prueba de

Tukey.
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Figura 1. Fenoles simples (%) en follaje fresco (azul) o seco (verde) de
la Acacia polyphylla  en los estados fenoldgicos 1: Crecimiento
activo; 2: Prefloracidn; 3: Floracion; 4: Fructificacion.
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Figura 2. Polifenoles totales (%) en follaje fresco (azul) o seco (verde)
de la Acacia polyphylla en los estados fenoldgicos 1: Crecimiento
activo; 2: Prefloracion; 3: Floracién; 4: Fructificacion.
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Figura 3. Taninos totales (%) en follaje fresco (azul) o seco (verde) de
la Acacia polyphylla en los estados fenoldgicos 1: Crecimiento activo;
2: Prefloracion; 3: Floracion; 4: Fructificacion.
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0.00-

-0.02+
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Figura 4. Taninos Condensables (%) en follaje fresco (azul) o seco
(verde) de la Acacia polyphylla en los estados) fenoldgicos 1:
Crecimiento activo; 2: Prefloracion; 3: Floracion; 4: Fructificacion.
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0.00+
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Figura 5. Taninos que precipitan proteinas (%) en follaje fresco (azul)
o seco (verde) de la Acacia polyphylla en los estados fenoldgicos 1:
Crecimiento activo; 2: Prefloracion; 3: Floracion; 4: Fructificacion.

Calderdn (2006) reporta niveles semejantes, dentro de
los rangos de variacion reportados, para polifenoles
simples, taninos totales y taninos condensables en las
etapas de fructificacion y crecimiento activo, en
plantas que crecieron en condiciones muy similares,
pero en afios y plantas diferentes y con muestras
deshidratadas a 55 °C, las deviaciones estandar
reportadas por la autora son también semejantes, lo
que puede indicar variaciones entre plantas utilizadas,
sea por el suelo, edad o densidad vegetal donde crece.
Gowda & Palo (2003) consiguieron un patrén similar de
concentraciones de polifenoles y taninos en Acacia
tortilis, donde la madurez de las hojas incrementd su
concentracién, aunque para dicha especie los valores
de taninos condensables fueron muy superiores
(1,174£0,19%). El hecho de que, en fructificacion, todos
los compuestos determinados tuvieron los niveles mas
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bajos, tiene implicaciones importantes: primero,
respecto a la planta, que facilita la propagacion de sus
semillas; segundo, es el momento donde es mayor la
factibilidad de ser utilizada en alimentacién de
herbivoros con menor riesgo de afectar el consumo y
digestibilidad de los nutrientes por causas de los
compuestos secundarios; y si a eso se le afiade, que el
proceso de secado disminuye alin mas la mayoria de
los compuestos secundarios, seria una posible practica
de conservacion de forrajes el secado para almacenar
en forma de heno, granulos o harinas. Esto coincide
con lo reportado por Espejo-Diaz & Nouel-Borges
(2014; 2020) donde el remojo con tratamiento térmico
tanto en hojas como en vainas de Acacia macracantha
disminuyd significativamente el contenido y efecto
negativo de estos compuestos secundarios en dietas
para conejos, alcanzando niveles de crecimiento
similares a los de dietas comerciales a incorporar hasta
30% de materia seca de hojas o vainas tratadas
térmicamente y remojadas.

La Acacia polyphylla es una leguminosa que puede
tener de 13,943,99% a 21,4+1,87% de proteina cruda
y 67,5+1,73% a 83,245,22% de pared celular en sus
hojas (secas al sol o frescas, respectivamente; Nouel-
Borges, 2015), por lo cual tiene un gran potencial como
especie forrajera para ambientes semiaridos y del
bosque seco y muy seco tropical. Conocer cdémo
cambia la composicion de los compuestos secundarios,
taninos y fenoles especificamente, con sus estados
fenoldgicos, pueden servir como referencia para su
aprovechamiento dentro de sistemas Agroforestales y
Silvopastoriles, ya que su adaptabilidad a estos
ambientes la puede presentar como una alternativa
resiliente al cambio climatico. Los niveles de estos
compuestos secundarios en hojas son inferiores a los
reportados para Acacia macracantha (Nouel-Borges,
2015), Acacia nilotica (Swati et al., 2021), Acacia tortilis
(Gowda & Palo, 2003), sosteniendo la posibilidad de
ser aprovechada por pequefios rumiantes, lagomorfos,
camélidos y venados si se le da el manejo adecuado.

4, Conclusiones

Las hojas de Acacia polyphylla, presentan diferente
contenido de taninos y polifenoles en los cuatro
estados fenoldgicos estudiados. En el estado
fenoldgico de crecimiento activo se obtuvieron, los
mayores niveles de todos los compuestos,
observandose una disminucion progresiva a medida
gue la planta madura. El tratamiento térmico a 55 ¢C
por 48 horas; redujo considerablemente la cantidad de
fenoles simples, y ocasiond una pequefia reduccion en
el contenido de taninos totales, polifenoles totales y
taninos precipitables; pero no afecté el contenido de
taninos condensables.
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