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COMPUESTOS FENOLICOS EN PYRUS PYRASTER BURGSD. 

por 

E. FUERTES-LASALA, M. FERNANDEZ, L. MARTÍNEZ, 
M. C. GARCTA-MINA y F. A. VEGA 

I. INTRODUCCIÓN 

Los polifenoles y en especial los flavonoides, están siendo investi­
gados intensamente en las plantas; se han conseguido resultados muy 
prometedores en los últimos años, tanto en la solución de problemas 
quimiotaxonómicos como en la relación de los diferentes tipos de flavo­
noides con la evolución filogenética en el reino vegetal. 

Estas sustancias se encuentran ampliamente representadas en las plan­
tas vasculares, estando completamente ausentes en las Criptógamas; 
tan sólo se han identificado unos pocos flavonoides en las Briofitas, 
que se consideran «primitivos» según HARBORNE (1067), basándose en 
los conocimientos actuales sobre su biosíntesis y distribución en el reino 
vegetal. 

Los polifenoles se pueden identificar con relativa facilidad por mé­
todos cromatográficos y espectrofotométricos, a partir de pequeñas 
muestras de material fresco e incluso de plantas conservadas en her­
barios (HARBORNE, 1072; PARIS, 1971). 

El estudio de los polifenoles en los frutos tiene gran interés debido 
a que estas sustancias influyen en sus caracteres organolépticos: color, 
sabor y tersura (CRUES, 1948: BATE-SMITH, 1954; SWAIN, 1962). 

También se han relacionado estas sustancias con la resistencia a las 
infecciones (HULME y EDNEY, 1960). 

CHALLICE y WESTWOOD (1972), examinando las hojas y cortezas de 
distintas especies de Pyrus, frente a infecciones de hongos y bacterias, 
afirman que no hay conexión entre componentes fenólicos y resistencia 
a infecciones, aunque en algunos casos la presencia de cierto componen-
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te coincide aparentemente con la resistencia a la infección. Según esto, 
en ciertas circunstancias la presencia de determinados compuestos fenó-
licos puede servir para diferenciar individuos resistentes e individuos 
sensibles y hacer predicciones respecto a la resistencia a ía infección. 

Por todas estas razones nos pareció interesante el estudio de los 
compuestos fenólicos en Pyrus pyraster, continuando los trabajos reali­
zados en este Departamento en diferentes variedades cultivadas de Pyrus 
communis L. Pyrus pyraster Burgsd. es una especie muy resistente a 
las infecciones de hongos y bacterias y se utiliza para pie de injertos 
•de peras cultivadas en Navarra (*). 

El estudio comparativo entre las variedades cultivadas y Pyrus pyras­
ter nos hizo apreciar algunas diferencias cuantitativas y cualitativas 
entre los diferentes compuestos fenólicos. 

Se han hecho numerosas investigaciones en las hojas del género 
Pyrus (WILLIAMS, 1964); CHALLICE y WILLIAMS, 1968, 1968a). Los com­
ponentes del epicarpo están menos estudiados. Son notables los traba­
jos de JOSLYN y PETERSON (1956), DUGGAN (1969), NORTJE y KOEP-

PEN (1905) y HERMANN (1970). 

I I . MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Material estudiado 

Los epicarpos de Pyrus pyraster Burgsd. 
Fruto de 1,3-3,5 x 1,8-3,5 cm., globoso o turbinado, de color ama­

rillo, marrón o negro, pedicelo delgado de 1-5,5 cm. de longitud, cáliz 
persistente (Flora Europaea, 1968). Maduración en la primera quincena 
•de octubre. Se recolectó en la localidad de Azpilicueta, Valle del Baztán 
•(Navarra). 

2. Métodos de extracción y purificación 

a) Extracción 

Los extractos se realizaron a partir de los epicarpos, tota'mente 
exentos de pulpa, con etanol 85 por 100. Para evitar oxidaciones durante 

(*) Datos suministrados por la Excma. Diputación Foral de Navarra. 
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«1 proceso, se añadió bisulfito sódico al 1 por 100 (VUATAZ et al., 1059), 
alrededor de 2 mi. por cada 100 g. de material fresco. Los extractos 
etanólicos se concentraron en rotavapor (BÜCHI, mod. R) a pequeño 
volumen. 

h) Purificación y fraccionamiento 

Se eliminaron ceras y clorofilas tratando el extracto con éter de 
petróleo, seguidamente el extracto acuoso se extrajo con acetato de 
«tilo. Este extracto se concentró en rotavapor hasta pequeño volumen 
y se conservó seco sobre pentóxido de fósforo. 

La reacción acuosa contenía gran cantidad de polímeros de azúca-
xes; se eliminaron por precipitación con concentraciones crecientes de 
•etanol. Para recuperar los polifenoles del precipitado se utilizó la fil­
tración rápida por poliamidas. Las poliamidas (Ultramid Pulver 
B. A. S. F. , Ludwigshafen) se trataron previamente, para eliminar los 
monómeros solubles, con metanol caliente durante quince minutos, laván-
-dolas después con metanol hasta conseguir que el líquido de lavado 
pasara transparente; después se lavaron con metanol 20 y 50 por 100 
y agua. En algunos casos se empleó la mezcla dimetil-formamidación-
ácido acético-agua-etanol (5:10:30:20, v/v) (ENDRES y HÓRMANN, 1963). 
El precipitado de polímeros, llevado a un grado de puré, se mezcló con 
las poliamidas en la proporción de 10:1 , se lavó con agua destilada y por 
•último se extrajo con metanol. Se repitió la operación con el agua para 
asegurar la recuperación de los polifenoles (SIOUD y LUCH, 1966). El 
extracto metanólico se concentró y reunió con la fracción acuosa solu­
ble en etanol. A este conjunto se le denominaba extracto acuoso. 

3. Métodos cromato gráficos 

a) Cromatografía de papel 

Se utilizó la cromatografía preparativa en papel para separación de 
polifenoles, según la técnica de WILLIAMS et al. (1952). Los extractos 
disueltos en etanol o metanol se aplicaron a pliegos de papel What-
mant núm. 1 y 3 MM. Los cromatogramas se desarrollaron en forma 
descendente, en cámaras Shandbn (Panglas Chromatotank SAA, 2195) 
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con los disolventes AW, BAW y PhW. Las bandas señaladas a la luz uv 
se cortaron y eluyeron en etanol 70 por 100. 

Para el control de las separaciones, así como para identificaciones-, 
comparación con productos de referencia, valores de Rf en distintos 
disolventes, separación de los productos de las degradaciones e iden­
tificaciones de los mismos^ se realizó la cromatografía tridimensional 
ascendente en papel Whatmant núm. 1 en diferentes disolventes, los 
cuales se dan, junto con sus características, en la tabla 1. 

T A B L A 1 

Disolventes utilizados en el desarrollo de los cromato gramas 

Abreviaturas Disolventes 

AW 4c. acético-agua 

BAW n-butanol-acético-agua 

SBA sec-butanol-acético-agua 

BPW n-butanol-piridina-agua 

BBzPW n-butanol-benceno-piridina-agua 

PhW fenol-agua 

MisoBCFW metilisobutilcetona-fórmico-agua 

WEtMCAC agua-etanol-metiletilcetona-acetilacetona 

CfMtMC cloroformo-metanol-metiletil-cetona 

Proporción 

2:98 

15:85 

4:1:5 

70:2:28 

14:3:3 

5:1:3:3:3 

70:30 

14:3:2 

65:15:15:5 

60.26:14 

Capa * 

m 

m 

c. s. 

c. s. 

m 

m 

m 

c. s. 

m 

m 

m, mezcla; c. s., capa superior. 

b) Cromatografía en capa delgada 

Se emplearon mezclas de celulosa/poliamidas (2:1) en capas de 0,5-
0,8 mm. de espesor. La mezcla de 12 g. de celulosa Mn 300 G (Machery, 
Nagel & Co., Duren) y 6 g. de poliamidas (Woelm), se suspendió 
en 30 mi. de metanol y 60 mi. de agua. 

También se han utilizado poliamidas acetiladas Mn-Poliamid-DC-GAC 
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(Machery, Nagel & Co., Duren); 15 g. de poliamidas acetiladas se 
suspendieron en 60 mi. de agua. Estas mezclas se agitaron en agitador 
mecánico (Gallenkamp SD 110) durante diez minutos; se extendieron-
sobre placas de vidrio con el extensor regulable Shandon. 

Los desarrollos cromatográficos se efectuaron en cámaras Shandon 
multiplaca Rf. 2845 para desarrollos de 20 x 20 cm. y Shandon de 
desarrollo múltiple Rf. 3005 para placas de 40 x 20. 

Los disolventes WEtMCAC y CfMtMC (tabla 1) fueron los más 
utilizados. El control de las operaciones así como la comprobación de 
la pureza de las sustancias se realizó por cromatografía bidimensional 
con poüamidas/celulosa (90:30), con espesor de capa de 0,3 mm. 

c) Reacciones de color 

Para la pulverización de los cromatogramas se emplearon los siguien­
tes reactivos: 

difenil-(2-aminoetoxi)-borano al 1 por 100 en metanol (NETJ, 1957) 
acetato básico de plomo, disolución saturada (GAGE et al., 1951) 
azul de bromofenol al 0,005 por 100 en etanol (BUCH et al, 1952) 
ácido p-toluensulfónico al 3 por 100 en etanol. Calentar el cromato-

grama a 100° cinco minutos (Roux, 1957) 
p-nitroanilina diazotada: 5 mi. de p-nitroanilina al 0,5 por 100' 

en HC1 2 N añadiendo 0,5 mi. de nitrato sódico al 0,5 por 100 y 15 mi. de 
acetato sódico al 20 por 100 inmediatamente antes de su uso; una vez 
seco el cromatograma pulverizar con carbonato sódico al 20 por 100' 
(SWAIN, 1953) 

reactivo de Roux (1952): 2 g. de sacarosa p. a., 10 mi. de HC1 con­
centrado y 90 mi. de etanol absoluto; calentar el cromatograma un 
minuto a 95° 

peryodato potásico-ácido barbitúrico: reactivo I, solución de pota­
sa al 2 por 100 en agua; reactivo II, disolver a saturación peryodato 
potásico en ácido acético al 25 por 100 en agua; reactivo III, disolución-
de 0,1 g. de ácido barbitúrico en 1 mi. de piridina, 2 mi. de agua y 
10 mi. de metanol. A los treinta minutos de pulverizar el cromatogra­
ma con el reactivo I, se pulveriza con el II y a los quince minutos con-
el reactivo III. Calentar el cromatograma a 100° cinco minutos ( M I ­
CH AUD, 1965). 
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4. Identificaciones 

Para las identificaciones se realizaron las degradaciones químicas 
adecuadas y se utilizaron métodos cromatográficos y espectrofotomé-
tricos. 

a) Degradaciones químicas 

Hidrólisis acida. La hidrólisis acida se realizó generalmente para los 
O-glicosólidos, en el HC1 2 N-etanol 70 por 100 (1:1) a reflujo durante 
<los horas y media y en atmósfera de nitrógeno. Los productos resultan­
tes se extrajeron con éter y acetato de etilo y se identificaron por cro­
matografía y espectrofotometría. A la parte acuosa, se le añadió di-n-
octümetilamina, al 10 por 100 en cloroformo (HARBORNE, 1960 a). Una 
vez neutralizada, se lavó con cloroformo para eliminar el exceso de di-n-
octilmetiiamina, se concentró, se disolvió en agua y se aplicó a croma­
tografía en papel para identificar el azúcar por comparación con pro­
ductos de referencia. 

Hidrólisis alcalina. El glicósido se mantuvo a la temperatura ambien­
te en sosa al 5 por 100 durante tres horas y en atmósfera de nitrógeno; 
después se aciduló con H Q 50 por 100 hasta pH 5. Se extrajo con 
éter y acetato de etilo. Estos extractos se analizaron por cromatografía 
en papel. 

Degradación alcalina. Se hizo en las siguientes condiciones : 4 mg. de 
sustancia disuelta en 12 mi. de potasa al 50 por 100 se mantuvieron a 
reflujo durante tres horas y media en atmósfera de nitrógeno; la mez­
cla se acidificó después ccn ácido clorhídrico hasta pH 4 y se extrajo 
con éter. Los productos de la degradación se separaron e identificaron 
por cromatografía en papel. 

Degradación con agua oxigenada. A 1 mg. de glicósido suspendi­
do en 0.2 mi. de agua que contenía 0,01 mi. de amoníaco 0,2 N, se aña­
dieron 40 (il de agua oxigenada al 30 por 100 y se dejaron en reposo 
•durante cuatro horas a temperatura ambiente. El exceso de agua oxi­
genada se destruyó con unos granos de paladio, que se dejaron actuar 
durante quince horas; a continuación se añadieron 50 \L\. de amonía-
•co (d = 0,88) y la mezcla se mantuvo a reflujo en atmósfera de nitró­
geno durante diez minutos. La disolución libre de paladio se analizó por 
cromatografía en papel. 
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"b) Métodos espectrofotométricos 

Los espectros se realizaron en un espectrofotómetro Zeiss PMQ II 
•con cubetas de cuarzo. Para la observación de los desplazamientos de 
los máximos de absorción se utilizaron los reactivos siguientes: 

tricloruro de aluminio: 0,5 por 100 en etanol absoluto Merck ( H O ­
ROWITZ, 1957) 

etilato sódico: 2,5 g. de sodio metal en 100 mi. de etanol absoluto 
Merck (MANSFIELD et al., 1953; JURD y HOROWITZ, 1957) 

acetato sódico: disolución saturada en etanol absoluto Merck (JURD 
y HOROWITZ, 1957) 

bórico-acetato sódico: ácido bórico 0,15 M se satura con acetato 
sódico (JURD, 1956). 

También se hicieron espectros con tricloruro de aluminio en meta­
nol y tricloruro de aluminio-ácido clorhídrico (MABRY et al., 1970). 

La espectroscopia ir se realizó en un espectrofotómetro Perkin-
Elmer, mod. 257, con pastillas de bromuro potásico (0,5 mg. de com­
puesto 250 de de bromuro potásico). 

5. Estimaciones cuantitativas 

Los extractos para las valoraciones cuantitativas se realizaron a par­
tir de etanol 85 por 100. Se eliminaron ceras y pigmentos con éter de 
petróleo. A la fracción acuosa se le precipitaron los polímeros de azú­
cares con etanol absoluto. Al precipitado se le recuperaron los polife-
noles retenidos por tratamiento con poliamidas, siguiendo el mismo 
método que hemos ya indicado en la preparativa. 

Para la valoración de antocianinas y leucoantocianinas. se preparó 
un extracto diferente. Los épicarpos exentos de pulpa re extrajeron 

•con metanol 80 por 100, aforando directamente, sin ninguna otra ope­
ración de fraccionamiento (SCHMID, 1966). 

La valoración de polifenoles totales se realizó por el método de 
HORAK (1956) por colorimetría con el reactivo ácido sulfanílico diazo­
tado, modificado por FUERTES-LASALA (1973). A 5 mi. del problema 
•disuelto en etanol 96 por 100 se le añadió 5 mi. de amoníaco al 10 
-por 100, seguido de 2,5 mi. de ácido sulfanílico recién preparado. Las 
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lecturas se hicieron a los veinte minutos después de añadir el reactivo-
de ácido sulfanílico, en un colorímetro Bauch & Lomb a 510 nm. La 
recta de calibrado se construyó con soluciones etanólicas de quercitri-
na: de 5 a 20 mcg/ml. 

Reactivo: 1 g. de ácido sulfanílico, al que se le añadió 1 mi. de 
ácido clorhídrico al 37 por 100, se aforó a 1 litro de agua destilada 
A 100 mi. de esta disolución se añadió inmediatamente antes de uso 1 g. 
de nitrito sódico. 

Los glicósidos de flavonol se valoraron por el mismo método ante­
rior, pero en medio ácido (HORAK, 1957). Los extractos se desarrolla­
ron en papel con A W ; las manchas de glicósidos de flavonol observa­
das a la luz uv se recortaron y eluyeron en 5 mi. de amoníaco al 0,5-
por 100. A los treinta minutos se adicionó 1 mi. de ácido sulfanílico 
diazotado y a los cinco minutos se añadieron 2 mi. de HC1 1 N ; las 
lecturas se hicieron a 410 nm frente a un blanco preparado de la misma 
manera. La recta de calibrado se trazó cromatografiando cantidades 
crecientes de una solución etanólica de quercitrina de 5 mg/10 mi. y 
después de desarrollar el cromatograma en AW, se procedió como en 
los extractos. 

En la valoración de los ácidos fenólicos se han ensayado los siguien­
tes métodos: colorimetría con ácido sulfanílico diazotado; espectro-
fotometría uv. en medio rjcuoso (PAECH y RUCKENDORF, 1.055) y espec-
trofotometría en medio alcalino. Con ninguno de ellos hemos obtenido-
resultados satisfactorios, por lo que se hizo una estimación cromato-
gráfica según el tamaño e intensidad de las manchas en los cromato-
gramas (FUERTES-LASALA, 1973). 

Las antocianinas se valoraron por el método de SCHMID (1966). Se 
toman 3 ó 4 mi. de extracto de metanol 80 por 100 y se lee la extinción-
a 530 nm. en el colorímetro Bausch & Lomb, antes y después de añadir 
un 1 por 100 de HC1 conc. Los cálculos se hacen utilizando el coeficiente 
de extinción molar del cianidín 3-galactósido, 3,43 x 10* (SIEGELMAN y 
HENDRICKS, 1958). La valoración de las leucoantocianinas se realizó 
por el método de SCHMID (1966): 25 mi. del extracto de metanol 80' 
por 100 se mezclaron con 0,3 g. de poliamidas, tratadas previamente 
como se ha descrito en la preparativa. La mezcla se concentró a seque­
dad en evaporador rotatorio en vacío para eliminar el metanol, después-
se lavó con agua y se filtró. El filtrado se volvió a mezclar con otros-
0,3 g. de poliamidas y de nuevo se filtró. 
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Las poliamidas con las leucoantocianinas adsorbidas se mezclaron 
con 20 mi. de butanol-ácido clorhídrico (5 :1 , v/v) que contenían 0,6 mg. 
•de Fe"*"1" como sulfato. La mezcla se calentó a baño maria durante veinte 
minutos. La solución roja transparente, una vez fría, se aforó a 25 mi. 
La extinción se leyó a 550 nm. frente a un blanco preparado exacta­
mente igual. Los cálculos se hicieron utilizando el coeficiente de extin­
ción molar del cloruro de cianidina, 2,45 x 10* (SIEGELMAN y HEN-

IJRICKS, 1957). 

III . RESULTADOS 

1. Examen cromato gráfico de los extractos 

Se hizo un control cromatográfico bidimensional en papel, a los 
•extractos acetato de etilo y acuoso. La figura la representa el corres 
|)ondiente al acetato de etilo. El extracto acuoso presentó las mismas 
manchas de flavonoides, unos pocos ácidos fenólicos y trazas de polí­
meros de azúcares que no se habían eliminado en las operaciones de 
fraccionamiento y purificación antes indicadas. 

Por cromatografía bidimensional en placa delgada de poliamidas/ 
•celulosa (fig. IB), aparecieron en el extracto de acetato de etilo 7 
sustancias con características de flavonoide. Por pulverización de los 
•cromatogramas con acetato básico de plomo y difenil-(2-aminoetoxi)-
"borano, pudimos apreciar dos tipos de agliconas. Las sustancias 1, 3, 
4, 5 de color naranja fluorescente y las sustancias 2, 6 y 7 de color 
amarillo-verdoso fluorescente a la luz uv. 

2. Aislamiento de los polifenoles 

Por desarrollo en AW 2 por 100 se separaron la mayor parte de los 
ácidos fenólicos (fracción H) de los flavonoides (fracción F). De la 
fracción H se aislaron los principales componentes C y P mediante nue­
vo desarrollo en BAW. 

La fracción F, cromatografiada en AW 15 por 100, dio lugar a tres 
t andas muy próximas. Cada una de ellos se purificó de las otras por 
nuevos desarrollos en AW 15 por 100. 

De la banda F, se aislan las sustancias 3 y 6 con relativa facilidad. 
D e la fracción F2, tras numerosos ensayos, se obtuvieron las sustan-



2 5 4 ANALES DEL INSTITUTO BOTÁNICO A. J. CAVANILLES. TOMO XXXII , VOL. I 

cias 1 y 2 por cromatografía preparativa en papel, con BAW, pero 
en pequeña cantidad, ya que, dada la proximidad de las bandas, fue 
necesario despreciar zonas de interferencia y repetir los desarrollos 
numerosas veces. 

Fig. 1. — Cromatogramas de extracto de acetato de etilo ; A) en papel Whatmant núme­
ro 1 (28,5 x 23), revelado con ácido p-toluensulfónico. Disolventes: 1, BAW ; 2, AW 
15 por 100. F, flavonoides ; L, leucoantocianinas ; C, clorogénicos ; P, ácidos p-cuma-
roilquínicos. B) En capa delgada de poliamidas/celulosa (20 x 20), revelados con difenil-
(2-aminoetoxi)-borano. Disolventes: 1, WEtMCAC ; 2, CfMtMC. Sustanc:as numeradas: 

flavonoides ; sustancias sin numerar: ácidos fenólicos. 

La banda F a , cromatografiada en BAW, dio lugar a dos fracciones 
de las cuales se obtuvieron por cromatografía preparativa en papel, 
con PhW las sustancias 4 y 5, 7A y 7B. 

Los diferentes procesos realizados en el fraccionamiento y separa­
ción de las sustancias en los extractos se indican en el esquema I. 
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3. Identificaciones 

a) Flavonoides 

Las tablas 2 y 3 recogen los datos cromatográficos y espectrales 
de los flavonoides investigados. 

Sustancias 1 y 2 : quercetín 3-glucósido adiado e isorhamnetín 3-
glucósido acilado. Por hidrólisis acida ambas sustancias dieron el mismo 
azúcar, glucosa. 

La sustancia 1 dio una aglicona que se identificó, por comparación 
cromatográfica y espectrofotométrica con un patrón, como quercetina; 
la sustancia 2 dio una aglicona, que se identificó como isorhamnetina 
por los datos espectrales y por degradación alcalina en la que se obtu­
vieron floroglucina y ácido vanílico. 

Los valores de Rf en papel eran muy semejantes al de los mono-
glicósidos, sin embargo presentan estas sustancias una movilidad escasa 
en los cromatogramas en capa delgada de poliamidas/celulosa, por lo 
•que nos indujo a pensar en la posibilidad de que estuvieran acilados. 
Para comprobarlo se realizó una hidrólisis alcalina y se obtuvieron dos 
glucósidos y dos ácidos distintos. Por los datos cromatográficos y 
-espectrales los glucósidos quedaron identificados como quercetín 3-glu­
cósido e isorhamnetín 3-glucósido, asimismo se comprobó por espec-
trofotometría uv que los ácidos estaban unidos al azúcar en ambas 
sustancias. No hemos podido completar la identificación de los ácidos, 
ya que las cantidades de muestra aisladas fueron muy pequeñas. Ambos 
ácidos son alifáticos, dieron reacción positiva con el reactivo de pul­
verización azul de bromofenol y negativa con p-nitroanilina diazotada. 

Sustancias 3 y 6: quercetín 3-glucósido e isorhamnetín 3-glucósido. 
Presentaban valores de Rf análogos a los monoglicósidos de flavona 
o flavonol. Se identificaron por hidrólisis acida, datos cromatográficos 
y espectrales. 

Sustancias 4 y 5: quercetín 3-glucósidos. Los valores de Rf en 
papel y capa delgada de poliamidas/celulosa eran semejantes a los que 
presentan los diglicósidos de flavonol. Por hidrólisis acida dieron ambas 
sustancias: quercetina y glucosa. Por degradación con agua oxigenada 
se obtuvieron dos disacáridos a base de glucosa con valores de Rgl en 
cromatografía de papel desarrollada en BBzPW y BAW, durante cuaren-
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ta y ocho horas, de 0,75 y 0,73, respectivamente, para la sustancia 4, 
y de 0,71 y 0,81 para la sustancia 5. 

No pudimos establecer la estructura de los dos disacáridos por care­
cer de productos de referencia, tan sólo disponíamos de un disacárido 
a base de glucosa, la genciobiosa y los valores de Rgl que obtuvimos-
para éste fueron mucho más bajos: 0,41 y 0,05. 

Existen pocos datos en la bibliografía referente a este tema y care­
cemos, por tanto, de elementos de comparación; sin embargo, los valo­
res Rf de la sustancia 4 se corresponden bastante con los dados por 
HARBORNE (1067) para el quercetín 3-sophorósido y los de la sustancia 5 
con los de un quercetín 3-diglucósido llamado meratrina, que fue iden­
tificado por BIRKOFER y KAISER (1962). 

Sustancias 7A y 7B: isorhamnetín 3-ramnogalactósido e isorhamne-
tín ;i-ramnoglucósido. Se identificaron por hidrólisis acida, datos cro-
matográficos y espectrales. 

b) Ácidos fenálteos 

Sustancias C y P : ácido clorogénico (cafecil 3-quínico) y ácido p-cu-
maril 3-quínico. Estas sustancias se aislan sin ninguna dificultad por 
cromatografía preparativa en papel (esquema I). 

Se identificaron por hidrólisis alcalina; simultáneamente se hidroli-
zaron ácido clorogénico Fluka y p-cumaroil 3-quínico aislado de Malus 
sylvestris Mill. Los resultados se expresan en la tabla 4. 

Para obtener mayor información sobre este tipo de sustancias, se 
desarrollaron cromatogramas bidimensionales con los pares de disol­
ventes SBA y AW 2 por 100 (CHALLICE y WILLIAMS, 1968), BPW y 
MisoBCFW (VAN BRACT et al., 1965). 

Como puede apreciarse en la figura 2, en ambos casos se obtuvo 
mejor separación que el obtenido con BAW y AW 15 por 100. 

Se señalaron con la letra C, C , C y C " los ácidos derivados del 
caféico con estructuras de tipo clorogénico, que presentan color azul a 
la luz uv y pasan a verde fluorescente en presencia de vapores de amo­
níaco. Las sustancias P, P ' y P"', incoloras a la luz uv y sólo manifiestan 
color azul con vapores amoníaco, corresponden a posibles derivados del 
p-cumárico. 

Con BPW y MisoBCFW no se separaron los isómeros cis-trans de 
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Rf.X 100 en cromatografía en papel de los ácidos clorogénico (sustancia C), p-cuma-
roÜ 3-quínico (sustancia P) y sus productos de hidrólisis 

ác. fenólicos 

clorogénico 
(Fluka) 

clorogénico 
(problema) 

p-cum. 3-quínico 
(patrón) 

p-cum. 3-quínico 
(problema) 

BAW 

63 

63 

80 

80 

AW 15°/,, 

82 
77 

85 
77 

85 

86 

prod hidrólisis 

cafeico (Fluka) 

cafelco (problema) 

quínico (Fluka) 
quínico problema) 

p-cumárico (Fluka) 
p-cumárico (probl.) 

BAW 

86-91 

86-91 

50 
48 

90 
90 

AW15°/0 

55-77 

44-77 

92 
88 

85 
86 

a© GGR. 

Q Q 

Fig. 2. — Cromatogramas bidimensionales en papel Whatmant nítm. 1 del extracto de 
acetato de etilo, a) Revelado con p-nitroanilina diazotada y carbonato sódico. Disol­
ventes : 1, SBA; 2, AW 2 por 100. b) Revelado con reactivo de Michaud (1965). 

Disolventes: 1, BPW; 2, MisoBCFW. 
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las diferentes combinaciones de los ácidos cinámicos, por lo que el cro-
matograma resultó menos complejo. 

Por pulverización en p-nitroanilina diazotada y carbonato sódico se 
detectaron dos nuevas manchas que se señalaron como A y A' y que 
debían corresponder a poliíenoles. 

Por pulverización de los cromatogramas con el reactivo de Mi-
CHAUD (11)65) dieron reacción positiva de ácido quínico, aparte de las 
sustancias ya identificadas C y P, las sustancias: C , C", C " y C1. La 
sustancia P" ' dio reacción positiva pero presentaba color violeta. 

La sustancia O , por sus valores de Rf (tabla 5) en los distintos 
pares de disolventes, se puede atribuir al ácido neoclorogénico. La sus­
tancia C" se identificó por sus valores de Rf con los disolventes seña­
lados, como el ácido isoclorogénico Fluka, el cual se ha comprobado 
que corresponden a una mezcla de ácidos: 3, 4-dicafeoilquínico, 3, 5-
dicafeoilquinico y 4, 5-dicafeoilquínico (CORSÉ et al., 1965). 

Las sustancias C " y Cx es probable que se correspondan con otros 
isómeros, tales como el ácido criptoclorogénico, cafeoil-4-quínico, y 
cafeoil-1-quínico (RIBEREAU-GAYON, 1968), también identificados en la' 
naturaleza, pero de los que carecemos de datos suficientes para su 
identificación. 

La sustancia P"' , por su fluorescencia a la luz uv y color con el 
reactivo de MICHAUD (1965), podría corresponder a un ester de los 
ácidos p-cumárico y sikímico, también frecuentes en las plantas (SONDE-

HEIMER, 1964). 

Sustancia A: arbutina. Se identificó por sus reacciones de color 
con p-nitroanilina diazotada y carbonato sódico y con el reactivo de 
Roux (1952) ; por hidrólisis acida, los productos resultantes, glucosa 
e hidroquinona, se identificaron por comparación con sustancias de 
referencia. 

c) Leucoantociamnas 

Por calentamiento en medio ácido a baño maria, dieron lugar a 
una sola antocianina, cianidina. Corresponden a diversos grados de 
polimerización de la leucocianidina. 
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2. Estimaciones cuantitativas 

Los valores se dan en % y referido a material fresco. 

Residuo seco: 40. 
Polifenoles totales: 0,5)5 (expresado en quercitrina). 
Antocianinas-equivalentes: 0,02. No aparecieron manchas concretas 

de antocianinas en los cromatogramas, pero sí zonas rojizas, posibles 
polímeros de antocianinas. 

Leucoantocianinas: 0,5)0. 
GHcósidos de flavonol: 0,015 (expresado en quercitrina). 

Ácidos fenólicos: de la estimación cromatográfica se dedujo que 
están en menor proporción que los otros polifenoles y en menor can­
tidad que en la mayor parte de las variedades cultivadas de Pyrus com­
munis L. que hemos estudiado (FUERTES-LASALA, 1973). 

IV. DISCUSIÓN 

El estudio de los polifenoles en las peras fue iniciado por WAGEN-
BRETH (1959), pero sin identificaciones positivas. NORTJE y KOEP-
PEN (1965) han descrito la presencia de 3-monoglucósido de quercetina 
e isorramnetina y de dos diglicósidos de isorramnetina en las peras 
cultivadas del Buen Cristiano, que también han sido identificados en 
nuestros extractos. Los mismos investigadores han descrito la presen­
cia en estas peras de un monoglucósido acilado, que se corresponde a 
nuestra sustancia 2. Tampoco han podido identificar qué tipo de ácido 
es. De los ensayos realizados concluyen que no son ni los ácidos: 
málico, maleico, malónico, fumárico, tartárico, alfa-oxoglutárico y aco-
nítico. En los ensayos realizados por nosotros también quedaron exclui­
das estas posibilidades; el ácido correspondiente a la sustancia 2 pre­
sentó características cromatográficas y reacción positiva con el reactivo 
de Michaud, análogas a las que presenta el ácido quínico. 

Las sustancias 1, 4 y 5 son detectadas por primera vez en el epi-
carpo de las peras, es probable que se correspondan con los mono y 
diglicósidos complejos que cita CHALLICE y WILLIAMS (1968a) en las 
hojas de diferentes especies de Pyrus. 

No se ha detectado ningún glicósido de flavona, lo cual está de 
acuerdo con la tesis de WILLIAMS (1964), de que estas sustancias sólo 
se encuentran en las especies que proceden del Este de Asia. 

Se han identificado los ácidos clorogénicos, neoclorogénicos, isoclo-
rogénicos y p-cumaroilquínico y se han detectado otras combinaciones 
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no identificadas; los tres primeros son muy abundantes en '.as hojas 
del género Pyrus (CHALLICE y WILLIAMS, 10(¡8a). 

Se ha identificado la arbutina, la cual siempre está presente en las 
hojas de Pyrus y sólo ha sido detectada en el epicarpio por DURKEE 
et al. (1958). La arbutina es característica del género Pyrus, mientras 
que la floridzina lo es del Malus ; de L'5 variedades de Malus pumilla Mill, 
registradas por REHDER (195J-), sólo 1 más los híbridos de manzana y 
pera contenían arbutina (WILLIAMS, 1!)60). 

En cuanto a las determinaciones cuantitativas, en comparación con 
las variedades cultivadas de Pyrus comfnunis, destaca el elevado conte­
nido en leucoantocianinas y muy bajo en ácidos. Estos resultados ponen 
de nuevo en entredicho la relación entre ácidos fenólicos y resistencia 
a infecciones en los frutos (CHALLICE y WESTWOOD, 1972); Pyrus pyras­
ter es una especie muy resistente a infecciones y la concentración en leuco­
antocianinas es muy elevada. Esto confirma los resultados obtenidos 
por POWERS (1964) en estudios realizados «in vitro» de cu'tivos de 
bacterias en los que se demostró que las leucoantocianinas inhibían la 
respiración. 

RESUMEN 

Se investigan los polifenoles del epicarpio de Pyrus pyraster Burgsd. 
recogidos en Azpilicueta, Valle del Baztán (Navarra). Esta especie es 
muy resistente a las infecciones. Se han identificado: quercetín 3-glu-
cósido, isorramnetín 3-glucósido, los mismos monoglucósidos acilados, 
dos quercetín 3-diglucósidos, isorramnetín 3-ramnogalactósido e isorram­
netín 3-ramnoglucósidos; los ácidos clorogénico, neoc'.orogénico, isoclo-
rogénico y p-cumaroil 3-quínico ; arbutina y. polímeros de leucocianidina. 
Las estimaciones cuantitativas de los compuestos fenólicos ponen de ma­
nifiesto el elevado contenido en leucoantocianinas y muy bajo en ácidos 
fenólicos. 

RESUME 

Nous avons recherché sur polyphenols d'epicarpe de Pyrus pyraster 
Burgsd., recolté en Azpilicueta, Valle del Baztán (Navarra). Cette espéce 
est tres resistent aux infections. Nous avons identifié: quercetín 3-gIuco-
side, isoramnetin 3-glucoside, les mémes monoglucosides acylés, deux 

. quercetín 3-diglucosides ; isorramnetín 3-ramnogalactoside et isorramne-
tin 3-ramnoglucoside; les acides chlorogenique, neochlorogenique, 
isochlorogenique et p-coumaryl 3-quinique, arbutine et polyméres de 
leucocyanidine. Dans les determinations cuantitatives des composés 
phenolíques nous avons trouvé une augmentation des leucoanthocyani-
nes et une diminution des acides phenoliques en rélation aux resultáis 
obtenus dans recherches sur varietés cultives. 
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SUMMARY 

Research has been done on the phenolic compounds of de fruits peéis 
Pyrus Pyraster Burgsd., recolected in Azpilicueta, Valle del Baztán 
(Navarra). This specie is very resistant to infections. 

We have identified the following sustances: quercetin 3-g'ucoside, 
isoramnetin 3-glucoside; the same monoglucosides acylated with non 
aromatic acids; two quercetin 3-diglucoside; isoramnetin 3-ramnoga-
lactoside, isoramnetin 3-ramnoglucoside; chlorogenic, neochlorogenic, 
isochlorogenic and p-cumaroylquinic-acids; arbutine and polimeric 
leucoanthocyanidins. The quantitative determination of the phenolic 
compounds gave us the following result: a high quantity in leucoantho-
cyanins and very low quatity in phenolic acids. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es werden die Polyphenole der Fruchtoberhaut von den bei Azpili­
cueta (Navarra) geerteten gesammelten Birnen von Pyrus pyraster 
Burgsd. untersucht. 

Diese Gattung ist ausserordentlich Infektionsbestánding. Es wurden 
folgende Verbindungen identifiziert: Quercetin 3-monoglykoside, Isora­
mnetin 3-glykoside, die gleichen durch aüphatische Sáuren azylierten 
Monoglykoside; zwei Quercetin 3-diglykoside; Isoramnetin 3-ramnoga-
llaktoside und 3-ramnoglykoside, die Chlorogen, Isochlorogen, Neoch-
lorogen und p-Cumaroylchinasauren, Arbutin und Leukoanthocyan 
polymeren. Die quantitativen Bestinmmungen der phenolischen Vervin-
dungen beweisen den hohen Gehalt an Leukoanthocyanen und den 
niedrigen an Phenolsauren. 
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