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Resumen

Resumen

La gayuba (Arctostaphylos uva-ursi, Ericaceae) se distribuye en los sistemas montafiosos del
norte y este de la Peninsula Ibérica. Tradicionalmente se ha utilizado como tratamiento de
antiséptico en infecciones urinarias y en la actualidad se emplea fundamentalmente como
agente blanqueante (inhibe sintesis de melanina) en cosmética; recientemente, ademas se
ha propuesto su uso como aditivo antioxidante. Los principios activos de la gayuba son
fenoles, siendo la arbutina (hidroquinona B-D-glucopiranésido) el mds importante.

En este trabajo se ha estudiado la variabilidad fitoquimica (fenoles totales y arbutina)
de las hojas (brotacidon de otoiio) de A. uva-ursi en 12 poblaciones naturales espafiolas
distribuidas en un amplio rango de altitud y latitud. Se detectd una gran variabilidad en los
contenidos en compuestos fendlicos de las 94 plantas analizadas, sobre todo en el contenido
en arbutina (rango de variaciéon en 80 muestras recogidas en septiembre entre 87,1 + 0,4y
211,5 + 5,9 mg/g PS), asi como diferencias significativas entre las localidades estudiadas. Las
plantas con mayores contenidos en fenoles totales mostraron también contenidos
superiores en arbutina, aunque la correlacidon observada entre ambas variables fue baja. Las
plantas de localidades aragonesas situadas a mayor latitud (422) mostraron mayor contenido
de fenoles totales que las de dos poblaciones andaluzas (latitud 372) cuando se recolectaron
en noviembre, y mayores contenidos en arbutina que las plantas de localidades situadas en
el paralelo 40 cuando se muestrearon en septiembre. Cuando se compararon los contenidos
fendlicos de poblaciones ubicadas en la misma latitud y altitud, pero que crecian en suelos
con diferente pH, se encontré que en las plantas desarrolladas a menor pH acumularon
menor contenido en fenoles totales pero este factor no influyd en el contenido en arbutina.
El contenido en arbutina de las plantas de poblaciones ubicadas en el norte de Aragdn se
incrementd con la altitud (coeficiente de Pearson 0,306; P = 0,036), pero este pardmetro no

afecto al contenido en fenoles totales.

Palabras clave: altitud, compuestos fendélicos, latitud, pH de suelo, variacién fitoquimica.






Abstract

Abstract

Bearberry (Arctostaphylos uva-ursi, Ericaceae) is distributed in mountain ranges of the north
and east of the Iberian Peninsula. Traditionally it has been used as an antiseptic in urinary
infections, and at present it is mainly used as a bleaching agent (since it inhibits melanin
synthesis) in cosmetic. Furthermore, it has been recently proposed as an antioxidant
additive. Phenols are the main active compound in bearberry, being arbutin (hydroquinone

B-D-glucopyranoside) the most important.

In the present work we have studied the phytochemical variation (total phenolics and
arbutin) in leaves (autumn growth) of A. uva-ursi sampled in 12 natural Spanish populations,
distributed in a wide range of altitude and latitude. We detected a wide range of variation
on phenolic compounds contents in the 94 analysed plants, especially in arbutin content
(range of variation in 80 samples gathered in September ranged from 87.1 + 0.4 y 211.5 +
5.9 mg/g PS), as well as significant differences among mean contents of leaves taken in
different locations. Plants showing higher total phenolics levels also showed higher arbutin
contents, although the correlation between both variables was low. Plants sampled in the
north of Aragon (latitude 422) showed highest levels of total phenolics that the two
Andalusian populations (latitude 372) that were collected in November, and also those
plants accumulated in September on average higher arbutin contents that plants sampled in
the four populations located around latitude 402. In this group of four populations located in
similar latitude and altitude, we found differences in total phenolics levels of plants growing
in soils with a lower pH, since in these conditions the sampled leaves accumulated less
phenolics than those sampled in populations stablished on higher pH soils. However, we
didn’t found differences in the mean arbutin content of plants growing on different
substrates. Arbutin content of bearberry leaves also depended on altitude, since we
estimated a positive significant correlation between these parameters (Pearson coefficient

0.306, p = 0.036).

Keywords: altitude, phenolic compounds, latitude, soil pH, phytochemical variation.






Introduccion

1.- Introduccion

1.1.- La gayuba, Arctostaphylos uva-ursi

1.1.1.- Caracteres diagndsticos

La gayuba (Arctostaphylos uva-ursi (L). Sprengel) es un arbusto perenne perteneciente a la
familia de las Ericdceas, de corteza rugosa de color grisacea o pardo-rojizo. Presenta tallos de
mas de 2m, tendidos y radicantes, ramas de hasta 20 (35)cm, siendo las vegetativas
postradas con entrenudos largos y las reproductivas mas o menos erectas con entrenudos
mas cortos y hojas de (12) 17-25(35) x (6) 7-12 (17) mm de color verde oscuro que pueden
ser erecto-patentes o patentes, obovales u oblongo-lanceoladas, ovales, enteras, obtusas o
emarginadas. Las hojas (Figura 1A) presentan un nervio bien marcado y nervios secundarios
finamente reticulados (Villar, 1993).

Los racimos contienen de 5 a 7 (10) flores, éstas son axiales, ligeramente distales y
presentan pedicelos provistos de bracteas. El caliz compuesto de 5 |6bulos contiene piezas
ovadas mas o menos persistentes de color blanquecino, con cilios muy cortos. La corola es
urceolada, blanquecina rosada y encierra 10 estambres con 2 apéndices en sus anteras

(American Herbal Pharmacopoeia, 2008).

Figura 1. Arctostaphylos uva-ursi. Detalle hojas (A) y planta con fruto (B).

Las flores son hermafroditas, poseen ovario supero y unicarpelar con un unico estilo
y estigma capitado. Los frutos de (5)7-10(14) mm son de tipo drupa y de color rojo

(Figura 1B), subglobosos y contienen en torno a 5-6 semillas de 4-5 x 2 mm (Villar, 1993).
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La gayuba presenta un patrén fenoldgico secuenciado, ya que la planta empieza a
brotar desde finales de abril hasta principios de mayo y el segundo crecimiento lo realiza de
agosto a septiembre. El periodo de floracion se da entre los meses de abril y julio, mientras
que la fructificacidon se produce entre mayo y septiembre. La forma bioldgica que presenta
es caméfito sufruticoso, nanofanerdfito perennifolio (Valladares, 2004; Gdémez-Garcia,

2005).

1.1.2.- Distribucion geografica

Arctostaphylos uva-ursi esta presente dentro de la regién circumboreal con una distribucién
continua a través de América del Norte, Europa y Asia (American Herbal Pharmacopoeia,
2008). Es una especie relativamente abundante, aunque varios paises europeos, como
Alemania, Francia o Bulgaria, han adoptado medidas legales de proteccién con el objetivo de
preservar su continuidad, debido a la elevada recoleccién de material silvestre de esta
especie para fines medicinales (Renobales & Sallés, 2001).

En Europa se han encontrado poblaciones de gayuba en 22 paises y en Espafia hasta
28 en provincias (Goémez-Garcia, 2005). La distribucidn de esta planta en la Peninsula Ibérica
se presenta por el Norte (Figura 2A), desde la depresién media del Ebro a 300 m de altitud
hasta los 2500 m en el Pirineo, y por el Este, mas aislada en areas montainosas meridionales.
Esta especie presenta caracteristicas de tolerancia al estrés que le permite florecer en

periodos muy frios (Renobales & Sallés, 2001; Valladares, 2004).
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Figura 2. Distribucion de la gayuba en Espaiia (A) y Aragdn (B). Fuente: SIVIM

En Aragdn, (Figura 2B) Arctostaphylos uva-ursi se encuentra en los Pirineos, en el
Sistema Ibérico y en las sierras cercanas a la Depresion del Ebro, aunque en esta ultima zona
las poblaciones presentan pocos individuos. Aparece entre los 550 m y 2350 m, haciéndolo
con menos frecuencia en altitudes menores a los 370 m y en mayores hasta los 2500 m
(Gémez-Garcia, 2005). Las zonas donde aparece con mas frecuencia son en la baja Ribagorza
y parte de Sobrarbe hasta el Pirineo, en los Monegros y en gran parte de los montes

turolenses (Gran Enciclopedia Aragonesa, 2000).

1.1.3.- Habitat

Arctostaphylos uva-ursi habita en zonas de matorrales, bosques claros y taludes, en suelos
pedregosos, crioturbados y con ambientes luminosos en clima continentalizado (Gomez-
Garcia, 2005; Castroviejo & Valdés Bermejo, 1993). Al tratarse de una especie heliéfila, es
decir, que exige insolacién intensa durante todas las estaciones, evita los lugares largamente
innivados. Sin embargo, tolera su ubicaciéon en zonas de sombra, presentando un mejor
desarrollo cuando se encuentra en zonas frescas y himedas (Baudiére & Fromard, 1988).

La gayuba es indiferente a la naturaleza quimica del substrato aunque presenta
dificultad de desarrollo en suelos de textura arcillosa o limoso-arcillosa con alta capacidad de

retencién hidrica y es incapaz de instalarse en suelos encharcados temporal o



TFG Marina Ribalta

permanentemente (Baudiére & Fromard, 1988). En zonas montafiosas la gayuba crece en

areas sobre suelos jovenes con poca profundidad (Recasens et al., 2008).

1.2.- Usos de la gayuba

El principal uso de la gayuba es como planta medicinal, como antiséptico de las vias
urinarias, y por ello estd incluida en la Real Farmacopea Espafiola y en la European
Pharmacopoeia (Benitez et al., 2015). Hay evidencias histdricas de su uso que datan de
varios siglos, tanto en Europa como en América; por ejemplo, era utilizada por los nativos de
tribus americanas como alimento, ya que los frutos son comestibles y tienen sabor
farindceo, mientras que las hojas eran utilizadas como medicamento y como ingrediente
para fumar (Castroviejo & Valdés Bermejo, 1993; American Herbal Pharmacopoeia, 2008).

Las hojas de la gayuba son aun hoy utilizadas en medicina, pues contienen
abundantes principios activos. Los elevados niveles en arbutésido y metil arbutdsido son los
principales responsables de su actividad para combatir las infecciones de las vias urinarias,
ya que liberan por hidrélisis hidroquinona, un compuesto antiséptico que accede al higado y
se combina con derivados glucurdénidos y ésteres de sulfato, que finalmente se eliminan a
través de la orina. Para que la hidroquinona ejerza su accidn es necesario que la orina tenga
reaccion alcalina, ya que el principio activo se inactiva cuando el pH es acido (Hernandez,
2008; Puente & Benito, 2014).

Las hidroquinonas, y sobre todo la arbutina, también se utilizan para fines de
cosmética industrial, ya que tienen accién inhibidora de la tirosinasa, enzima que regula la
sintesis de melanina por lo que previenen la formacién de manchas y pecas y poseen un
efecto blanqueante de la piel (Seo et al., 2012; Kai & Matsuno, 2015).

Otros usos menos frecuentes de la gayuba en medicina son para tratar problemas
relacionados con el sistema circulatorio, el sistema endocrino-metabdlico y el sistema
respiratorio, ya que las infusiones realizadas con las hojas ayudan a reducir la tensién,
controlar el colesterol, adelgazar y en el caso del sistema respiratorio, aliviar el catarro.
Ademads del uso medicinal de la gayuba, esta especie tiene otros usos como son la
alimentacion animal, el uso como combustible, la elaboracidon de bebidas alcohdlicas y como

planta ornamental (Benitez et al., 2015).
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Actualmente, hay un interés creciente de los consumidores en la compra de
productos percibidos como mds saludables o “naturales”. En este contexto se ha
incrementado el uso de antioxidantes de origen natural, sobre todo de vegetales, ya que
existe cierta preocupacion sobre posibles efectos perjudiciales de los antioxidantes
sintéticos (Brewer, 2011). La accidn antioxidante de extractos de muchos vegetales, como el
té, el romero, el clavo, la salvia, el tomillo, etc., se debe a la presencia de compuestos
fendlicos, con anillos aromaticos hidroxilados en su estructura quimica, que confieren la
capacidad para neutralizar radicales libres (Karre et al., 2013; Kim et al., 2013; Magsood et
al.,, 2013). Dado que la gayuba posee un alto contenido en compuestos fendlicos, se ha
propuesto también como alternativa a los antioxidantes convencionales de sintesis sobre
todo en alimentacién y cosmética (Dykes et al., 2003; Amarowicz et al., 2004).

Aparte de los usos de esta especie por parte del hombre, la gayuba también tiene un
alto valor ecoldgico ya que presenta una alta capacidad de extension y eficaz proteccién del
suelo contra la erosién. Debido a ello es muy utilizada en la revegetacidon de cuencas y
laderas (Craighead et al., 1963). Ademas, la planta permite el crecimiento de pinos jévenes
ya instalados, que a su vez quedan protegidos del ganado bovino. Sin embargo, una vez
instalada, la gayuba tiene cierta dificultad para la regeneracién natural a partir de semillas
(Baudiere & Fromard, 1988).

Se han realizado estudios en Espafa sobre su capacidad de rebrote tras cortes y
quemas (Del Barrio et al., 1999; Calvo et al., 2002) y se obtuvieron resultados positivos sobre
la capacidad de rebrote y germinacion. Segun Salemaa et al., (1999) la recuperacion de la
cubierta vegetal puede deberse por un lado al rebrote de yemas latentes tras la muerte de la

yema principal del tallo y por la plasticidad en el crecimiento horizontal de las ramas.

1.3.- Caracterizacion fitoquimica de la gayuba

La gayuba sintetiza fenoles y polifenoles derivados de la fenilalanina, como parte del
metabolismo secundario de la planta. Como se ha mencionado anteriormente, estos
compuestos fendlicos son un grupo de sustancias diferentes que tienen en comin una
caracteristica estructural, un anillo aromatico que tiene al menos un sustituyente hidroxilo.
Entre los compuestos con un solo anillo aromatico se encuentran los acidos fendlicos,

normalmente presentes en las plantas en su forma glicosilada. Los flavonoides (flavonas,
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isoflavonas, antocianinas, antocianidinas, catequinas, etc.) poseen dos subunidades en su
estructura, mientras que entre las sustancias con al menos tres anillos fendlicos se
encuentran los taninos (Leopoldini et al., 2011).

Los compuestos fendlicos de las plantas son biosintetizados en diferentes rutas y, por
ello, constituyen un grupo heterogéneo desde el punto de vista metabdlico. Las dos rutas
basicas implicadas son la ruta del acido siquimico y la del acido maldnico (Taiz & Zeiger,
2006).

Las funciones de los fenoles en las plantas son muy diversas: actuan como defensa
contra herbivoros o patdégenos, como soporte mecdnico, para la atraccién de polinizadores y
de dispersantes de frutos, asi como para la absorcion de radiacion ultravioleta dafina y
también en la reduccién del crecimiento de las plantas competidoras préximas, lo que se
conoce como alelopatia (Taiz & Zeiger, 2006). Los polifenoles que contienen los tejidos
celulares varian en cantidad debido a factores genéticos o ambientales, como por ejemplo el
momento de recoleccidn o el ataque de algun patdgeno. Otro factor que afecta al contenido
de polifenoles es la altitud (Seigler, 1998).

La composicion general de la gayuba suele contener abundantes taninos, como los
taninos gdlicos, elagicos, catéquicos y proantocianidinas oligoméricas; glucdsidos
flavonoides, como el hiperdsido y la quercetina, y triterpenos como el acido ursélico y el
uvaol (Hernandez-Torres, 2008). En contraste con otras especies de la familia Ericaceae, la
gayuba contiene menos taninos condensados (CTs), y de acuerdo con Hansel et al., (1993), la
cantidad limitada de CTs se atribuye a la enorme capacidad de la planta para sintetizar
taninos hidrolizables (Naczk et al., 2011).

Existen estudios que han demostrado que los compuestos fenélicos de la gayuba se
acumulan en cantidades diferentes en las distintas partes de la planta, segln se trate de la
parte aérea, el tallo, las raices y las hojas, y ademas los compuestos predominantes en estas
ultimas son la arbutina (glucédsido), la catequina (flavonoide) y la corilagina (tanino)
(Olennikov & Chekhirova, 2013).

Como ya se ha comentado, el principio activo principal presente en las hojas de
gayuba es la arbutina (hidroquinona B-D-glucopirandsido) (Figura 3). Sin embargo,
Arctostaphylos uva-ursi presenta otros componentes menos abundantes como puede ser la

acetofenona, que es un compuesto similar a arbutina pero su estructura bdsica no es una
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hidroquinona (American Herbal Pharmacopoeia, 2008). Por otro lado, hay que sefialar que
este compuesto no es exclusivo de la gayuba, sino que se encuentra en las especies de varias
familias del reino vegetal, como Asteraceae, Rosaceae, Lamiaceae y Apiaceae (Migas &
Krauze-Baranowska, 2015). Sin embargo, la fuente preferida de arbutina es la gayuba (Seo et

al., 2012).

HO
/— OH

\

HO OH

Figura 3. Estructura quimica de la arbutina.

Para los preparados comerciales de hojas de gayuba se requiere un contenido
minimo de arbutina del 7% respecto a peso seco; sin embargo, el contenido de arbutina en
las hojas de gayuba es muy variable. Numerosos estudios realizados en las ultimas décadas
han descrito un amplio rango de variacion en los niveles de arbutina, desde el 0% hasta el
18% en distintas subespecies de Arctostaphylos uva-ursi, debido a que estas subespecies
presentan diferentes quimiotipos (American Herbal Pharmacopoeia, 2008). Ademas, a lo
largo del afo el contenido en arbutina y metilarbutina en hojas de gayuba varia entre el 5%y
el 15% con un promedio de 8% respecto al peso seco (Naczk et al., 2011). Esto conlleva
variacion en el contenido de arbutina de las hojas en funciéon del momento de recoleccidn, y
generalmente se encuentran los mayores niveles en otono (American Herbal
Pharmacopoeia, 2008). La acumulacién de arbutina depende del estado vegetativo de la
planta (Migas & Krauze-Baranowska, 2015), de forma que, por ejemplo en el estudio de
Lubsandorzhieva et al. (1999) el contenido en arbutina se incrementé desde 9,8% hasta
14,6% segun se tomaron las muestras en la etapa de vegetacion, floracidon o en el comienzo
y final del periodo de fructificacién. La concentracién de arbutina también puede variar en

funcién de la temperatura de secado de las hojas: segin la American Herbal Pharmacopoeia

11
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(2008) el secado rapido de las hojas se traduce en un mayor contenido de arbutina. De
hecho, en el trabajo de Lubsandorzhieva et al. (1999) se menciona un contenido maximo en
arbutina del 22% en hojas de Bergenia crassifolia (Saxifragaceae) secadas a 80-100 2C.

En un estudio reciente en el que se analizaron preparados comerciales y muestras de
plantas de gayuba se obtuvieron los mayores contenidos de arbutina en hojas procedentes
de Espafia, de hasta un 19 % en peso seco (Sonnenschein & Tegtmeier, 2012). Este resultado
es muy superior al referido por otros autores (8,2 %) que analizaron el contenido en arbutina
de plantas de gayuba de poblaciones naturales del norte de Cataluiia (Parejo et al., 2001;
2002). En otro estudio realizado en Catalufia se encontré que la recoleccién repetitiva de
brotes de gayuba afecta negativamente a la produccién de biomasa, por lo que para que
fuera sostenible se deberia realizar la recoleccién de una misma poblacién pasados dos afos.
Se recomienda la recoleccién en otofio, una vez terminado el periodo vegetativo activo, de
no mas del 25% de la biomasa de la planta, y las poblaciones con mejor recuperacién se
encuentran orientadas al sur y con menor cobertura arbérea, debido a la mayor insolacion

recibida (Recasens et al., 2008).

1.4.- Métodos de analisis para la determinacion de fenoles en gayuba

Existe una gran variedad de métodos de andlisis para la determinacidn de fenoles en plantas,
tanto totales como individuales. La eleccién del método de analisis depende en gran parte
de la naturaleza de la matriz de la muestra (hojas, tallo, semillas, etc.) y de las propiedades
guimicas de los compuestos fendlicos a estudiar.

En primer lugar se requiere realizar la extraccion de los compuestos fendlicos
presentes en la parte de la planta a analizar. En el caso de las hojas de gayuba, los
extractantes mas utilizados son el metanol y el etanol, la utilizacién de cualquiera de estos
disolventes a diferentes proporciones acuosas puede afectar a la determinacién del
contenido de compuestos fendlicos. Ademads, la eficacia de la extraccién depende de la
temperatura (Dykes et al., 2003; Amarowicz et al., 2004; American Herbal Pharmacopoeia,
2008; Parejo et al., 2001).

Para la determinacion de fenoles totales en extractos vegetales el procedimiento
analitico mas empleado es un ensayo colorimétrico redox que consiste en la oxidacién de

estos compuestos mediante el reactivo Folin-Ciocalteu (FC). Este reactivo presenta un color
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amarillento y esta formado por una mezcla de wolframato sddico y molibdato sddico en
acido fosférico. Cuando se reduce, por la presencia de fenoles, da lugar a una coloracién azul
susceptible de ser cuantificada mediante Espectrofotometria de absorcién molecular en el
UV/Visible. Esta determinacion, mide la absorcién de radiacién visible por parte de
determinadas moléculas, de forma que la correspondiente a estas regiones del espectro
electromagnético provoca transiciones electrénicas a longitudes de ondas caracteristicas de
la estructura molecular del compuesto que la absorbe (Valladares, 1994) y se realiza, en el
caso del reactivo Folin-Ciocalteu, a 765 nm. Para la cuantificacion de fenoles totales
mediante este procedimiento analitico se realiza una comparacién con una recta patrén
basada en algin compuesto fendlico como es el caso del acido gdlico o de la catequina
(Garcia et al., 2015; Martinez, 2007; Morillas-Ruiz & Delgado-Alarcon, 2012). Este
procedimiento se ha aplicado a la determinacién de fenoles totales en gayuba (Amarowicz et
al., 2004).

En cuanto a la metodologia analitica utilizada para la determinacién individual de
fenoles se pueden emplear distintas técnicas instrumentales. En primer lugar, la
Cromatografia en capa fina de alto rendimiento (HPTLC) puede ser utilizada como un ensayo
preliminar, que normalmente sirve como apoyo a otros métodos de identificacion. Para
llevar a cabo esta técnica se utilizan unos soportes (placas cromatograficas) que pueden ser
de celulosa, silice o poliamidas dependiendo de los tipos de fenoles a identificar. Sobre la
placa cromatografica se coloca una pequefia cantidad de extracto a analizar y se introduce
en un solvente (fase mavil) que asciende por capilaridad, arrastrando y separando a lo largo
de la placa los diferentes compuestos presentes en la muestra. La observacion de las
“manchas” (compuestos) en la placa cromatografica puede hacerse, segun la naturaleza de
los compuestos estudiados, directamente a la luz visible, bajo luz ultravioleta (UV) o, en
ambos casos, tras el empleo de un revelador. Como resultado se obtiene el Factor de
retencion (Rf = distancia solvente/distancia compuesto) de cada compuesto separado del
extracto (Hinojosa-Davalos et al., 2013). Un procedimiento basado en esta técnica de analisis
puede encontrarse en la American Herbal Pharmacopoeia, (2008) para la determinacién de
compuestos fendlicos en hojas de gayuba. Ademads, estudios como el de Alam et al. (2011)
han desarrollado y validado este procedimiento analitico para la cuantificacion de la

arbutina.
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Sin embargo, la técnica instrumental mas utilizada para el andlisis de compuestos
fendlicos individuales en material vegetal es la cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC), dado que permite una mejor identificacién y cuantificacion (mayor selectividad y
mayor sensibilidad) de los compuestos fendlicos presentes en los extractos vegetales. El
fundamento de la cromatografia liquida de alta resolucién se basa en la distribucion de los
componentes presentes en la muestra, entre la fase mévil (un Unico disolvente o una mezcla
de disolventes) y la fase estacionaria (soporte sdélido empaquetado en la columna). La fase
movil actia como portadora de la muestra dentro de la columna cromatografica y los
componentes se distribuyen de acuerdo a las interacciones que se establecen con la fase
estacionaria y/o con la fase mévil, permitiendo la separacién de los mismos mediante un
Unico analisis de muestra (Faraldos & Goberna, 2002). Esta técnica instrumental ha sido
ampliamente utilizada para la determinacién de fenoles presentes en hojas de gayuba. En
concreto, la American Herbal Pharmacopoeia (2008) recoge un protocolo de analisis
mediante cromatografia HPLC estandarizado y validado para la determinacién de arbutina
en hojas de gayuba, desarrollado a partir de la Farmacopea Europea. Dicho procedimiento
consiste en la separacién cromatografica en una columna de Cyg utilizando un gradiente de
fase mévil de metanol y agua; y ha sido utilizado en diferentes estudios por varios autores
(Miaw-Ling & Chur-Min, 2003; Amarowicz et al., 2009; Olennikov & Chekhirova, 2013; Boros
et al., 2014). Parejo et al. (2001) también propusieron un método sencillo para la
determinacién del contenido en arbutina de hojas de gayuba mediante cromatografia HPLC
con un detector de fotodiodos en serie.

Ademas, de los métodos descritos en este apartado, existen otras técnicas
instrumentales que también se aplican al analisis de material vegetal, si bien no son tan
generalizadas, es el caso de la Electroforesis capilar (EC). Este método de separacién se basa
en las diferencias de movilidad de los analitos cuando estos estan bajo la influencia de un
campo eléctrico. Los analitos se encuentran en un medio conductor (electrolito soporte o
buffer) y el campo eléctrico es generado en el medio conductor al aplicar una diferencia de
potencial entre los electrodos situados cada uno en el extremo del tubo capilar. El potencial
de corriente aplicado impulsa a los iones de la muestra a migrar hacia uno u otro de los
electrodos: las moléculas con una carga neta negativa se desplazaran hacia el anodo

(electrodo positivo) y las moléculas con una carga neta positiva migraran hacia el catodo
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(electrodo negativo). Ademas de su carga, también dependen del peso molecular vy
estructura tridimensional (Gonzalez-Jiménez, 2010; Garcia, 2000). Este método también se
ha aplicado en extractos de gayuba para conocer su contenido fendlico (Gonzalez-Crevillén,

2009).
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2.- Antecedentes

En un estudio desarrollado en la Escuela Politécnica Superior de la Universidad de Zaragoza,
en el marco de un proyecto financiado por la Comunidad de Trabajo de los Pirineos y
desarrollado en coordinacién con la Universidad Politécnica de Cataluiia, se determind el
contenido en compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de muestras de hoja de
gayuba de diferentes poblaciones de la provincia de Huesca. Se obtuvieron valores elevados
para estos parametros, lo que corrobora el interés de esta especie como aditivo conservante
natural. Igualmente se observd variabilidad en el contenido en fenoles de los diferentes
individuos muestreados, asi como variaciéon en el contenido fendlico de las plantas en
diferentes fechas de muestreo, por lo que se decidié abordar un estudio mas amplio en el
que se pudiera estudiar el efecto de la localidad (principalmente la altitud) y del genotipo.

En 2014 se realizé este estudio en 80 plantas de 10 poblaciones del norte de Aragén,
situadas a diferentes altitudes. Se recolectaron muestras en marzo y en septiembre, en las
gue se encontraron elevados contenidos de fenoles totales y de arbutina, observandose una
amplia variacidn entre las poblaciones y entre individuos en cada poblacién. En este estudio
se encontré ademads que la altitud influye en el contenido en arbutina de las plantas de
gayuba. En base a estos resultados, se decidié realizar un nuevo estudio con el fin de
caracterizar de forma mas detallada la variabilidad fitoquimica de las poblaciones espafiolas

de gayuba y para confirmar los resultados del estudio anterior.
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3.- Objetivos

El objetivo general del presente Trabajo de Fin de Grado es evaluar el potencial de plantas
de gayuba, de poblaciones naturales de Espafia, como fuente de material vegetal de interés
para la industria fitofarmacolégica y para uso como aditivo antioxidante en la industria
cosmética y alimentaria. Asi mismo, se pretende estudiar la variabilidad fitoquimica
existente en dichas poblaciones.
Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:
=  Determinar mediante ensayo Folin-Ciocalteu el contenido en fenoles totales en hojas
de gayuba recogidas en otoio (septiembre y noviembre de 2015) en 94 plantas de gayuba
de 12 poblaciones naturales.
= Determinar mediante cromatografia HPLC el contenido en arbutina de hojas en
gayuba recogidas en otono (septiembre y noviembre de 2015) en 94 plantas de gayuba de
12 poblaciones naturales.
®  Analizar la variacién fitoquimica inter e intrapoblacional: efecto de la localidad y del
individuo; efecto de la latitud, de la altitud y del pH del suelo.
= Estudiar el efecto de la temperatura de secado de las muestras de hoja en el

contenido de fenoles de los extractos de gayuba.
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4.- Material y métodos

4.1.- Material vegetal

Las muestras de hoja de gayuba se recolectaron durante la brotacién de otofio en doce
poblaciones naturales del este de Espafna distribuidas en un amplio rango de altitud y latitud
(Figura 4, Tabla 1). Diez poblaciones fueron muestreadas en septiembre de 2015: cinco
ubicadas en la provincia de Huesca (Lierta, Agliero, Loarre, Pico del Aguila y Salto de Roldan),
una en la de Zaragoza (Santa Eulalia de Gallego), una en Teruel (Albarracin), dos en Castellén
(El Toro y Pina de Montalgrao) y una en Valencia (Chelva). En noviembre del mismo afio se
muestrearon, de nuevo, las poblaciones oscenses de Loarre y Salto de Rolddn, asi como dos
poblaciones andaluzas: una en Granada (Huétor) y otra en Almeria (Los Vélez).

En cada localidad se tomaron muestras de ocho plantas (individuos), excepto en

Huétor donde se recolectaron solo seis, debido a que no se encontraron mas individuos.
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Figura 4. Localizacion de las 12 poblaciones naturales de gayuba incluidas en el
estudio.
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Tabla 1. Localizacion y altitud de las doce poblaciones naturales de gayuba
muestreadas en este trabajo.

Localizacién Provincia Latitud (N) Longitud (W) Altitud (m)
Agliero (AG) Huesca 42021’ 0247’ 738
Albarracin (AL) Teruel 4009 24' 19 26' 1337
Chelva (CH) Valencia 399 44’ 02 59' 984
El Toro (TO) Castelldn 39° 58' 02 44' 999
Huétor (HU) Granada 37216’ 3230’ 1354
Lierta (LI) Huesca 42012’ 0228’ 590
Loarre (LO) Huesca 42020’ 02 36’ 1401
Los Vélez (VE) Almeria 37241 2912’ 1369
Pico del Aguila, Arguis (PA) Huesca 42918 02 24’ 1410
Pina de Montalgrao (PI) Castelldn 400 10' 0° 39' 1278
Salto de Roldan, Nueno (SR) Huesca 42015’ 0223’ 1016
Santa Eulalia de Gallego (SE) Zaragoza 42217’ 02 45’ 538

En la recoleccién de las muestras se cogieron 8-10 brotes terminales de cada planta.
Se separaron las hojas de las ramas (15-20 g) y se secaron en estufa a 60 2C durante 72 h.
Parte de las muestras de las poblaciones de Loarre y Agliero también fueron secadas a 80 2C.
Una vez determinado el peso seco, se procedié al molido en mortero de las hojas, hasta su
homogenizacion. Las muestras se conservaron en tubos cerrados a 4 2C hasta su analisis.

En las poblaciones de El Toro, Chelva, Albarracin y Pina se tomaron ademas muestras
de suelo, en concreto, los 5-10 cm superficiales. Estas cuatro poblaciones se encuentran a
similar latitud y altitud, pero dos de ellas, Pina y Albarracin, se asientan sobre sustratos
siliceos con pH menor a 7,5, mientras que las otras dos (El Toro y Chelva) lo hacen sobre
sustratos calizos con pH mayor a 7,5 (Tabla 2). La poblaciéon de Pina se encuentra en una
microrreserva de flora seguin el Decreto 218/1994 de la Conselleria de Medio Ambiente de la
Generalidad Valenciana (Orden, de 16 de octubre de 1994, DOCV 2-12-1994). Se trata de un
enclave elevado situado dentro del piso bioclimatico supramediterrdaneo subhimedo que se
sustenta sobre substratos de rodeno que son facies siliceas de areniscas rojas triasicas del
Buntsandstein (Figura 5A). Sobre este mismo tipo de substrato se ubica la poblacion de
gayuba de Albarracin, que se encuentra en el Paraje Protegido de los Pinares de Rodeno
(Figura 5B) declarado asi por el Decreto 91/1995 del Gobierno de Aragdn, del 2 de mayo,

siendo el primer espacio natural protegido en la provincia de Teruel.
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Figura 5. Plantas de gayuba muestreadas en las localidades de Pina de Montalgrao (A) y
Albarracin (B).

Los analisis realizados mostraron diferencias en el valor del pH de los suelos

muestreados, como se recoge en la Tabla 2.

Tabla 2. Tipo (World Reference Base) y pH de suelo en cuatro poblaciones de
gayuba muestreadas en este trabajo.

Poblacion Tipo de suelo (WRB) Sustrato pH
Albarracin Cambisol Siliceo 6,9 +0,01
Chelva Regosol Calizo 7,9+0,03
El Toro Cambisol Calizo 8,6 £ 0,06
Pina Leptosol Siliceo 5,4+0,14

4.2.- Preparacion de los extractos de hoja de gayuba

Para la preparacién de los extractos de hoja de gayuba, se pesaron en balanza analitica
50 mg de la muestra de hoja seca molida. Se realizaron extractos por triplicado, de cada
planta, extrayendo dicho material con 10 mL de metanol al 80% (MeOH/H,0) en tubos de
vidrio. Para favorecer la extraccion de los compuestos fendlicos, las muestras se
introdujeron en un bafio de ultrasonidos durante 30 min. Transcurrido ese tiempo, los
extractos se filtraron empleando filtros de jeringa de 0,45 um de tamano de poro. Los

extractos filtrados se conservaron en tubos de plastico de 15 mL a 4 C hasta su andlisis.
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4.3.- Determinacion de fenoles totales en extractos de hoja de gayuba

Para la determinacién del contenido de fenoles totales en hojas de gayuba se siguid un
protocolo basado en el reactivo de Folin-Ciocalteu, utilizando como patrén acido galico para
la obtencién de la curva de calibrado. En base a esta curva se calculd la concentracién de
fenoles totales en los extractos de hojas de gayuba, por lo que los resultados se expresaron
como mg equivalentes de acido galico por gramo de peso seco de muestra (mg EAG/g PS).

Para la obtencién de la curva de calibrado de acido galico se prepard una disolucién
de acido galico de 1000 ug/g controlada gravimétricamente, y a partir de ella se prepararon
los diferentes puntos de la curva de calibracién de 40, 100, 160, 220, 280 y 340 pg/g. Todas
las disoluciones se prepararon en metanol.

Para la preparaciéon y lectura de la curva de calibracién, en un tubo de ensayo de
vidrio dmbar de 15 mL se adicionaron 0,5 mL de disolucién patrén, 0,5 mL de reactivo Folin-
Ciocalteu y 8 mL de agua destilada. Esta mezcla se agitd manualmente durante 30s y se
introdujo en un bafio de ultrasonidos durante 5 min. Transcurrido este tiempo, se adiciond
1 mL de Na,CO3 al 20% y se mantuvo la reaccidon durante 30 min en oscuridad. Finalmente,
se midid la absorbancia de esta disolucidon en el espectrofotémetro UV/Vis a 760 nm,
empleando como blanco de calibrado una muestra preparada con 0,5 mL de metanol en
lugar de la disolucion patron.

Para la determinacidn de los fenoles totales presentes en los extractos de gayuba se
siguio el mismo protocolo, si bien en este caso se tomd 0,1 mL de extracto metandlico y
0,4 mL de metanol al 80% (dilucion 1:5), para después continuar con la adicién de reactivo
Folin-Ciocalteau y seguir el mismo procedimiento descrito anteriormente.

En el Anexo se muestran los resultados obtenidos del analisis de fenoles totales de

todas las muestras sometidas a estudio.

4.4.- Determinacion de arbutina en extractos de hoja de gayuba

La determinacién del contenido de arbutina en los extractos metandlicos de hojas de gayuba

se realizé mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con detector UV/Vis.
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Las condiciones cromatograficas seguidas fueron optimizadas en el estudio previo de
Toa (2015) y se muestran en la Tabla 3, siendo la fase mévil A metanol (MeOH) y la fase

mévil B acetonitrilo (ACN); un flujo de 1 mL/min e inyeccién de 20 pL.

Tabla 3. Gradiente empleado en la determinacidn de arbutina en extractos
metandlicos de hoja de gayuba.

Condiciones cromatograficas

Columna Kinetex 5 um-EVO Cy5 (250 mm x 4,6 mm)
Flujo fase movil 1 mL/min

Volumen inyectado 20 pL

Detector 220 nm

Tiempo % Fase movil A % Fase movil B
0 min 0 100

5 min 25 75

6 min 100 0

10 min 100 0

11 min 0 100

14 min 0 100

20 min 0 100

En el Anexo se muestran los resultados obtenidos del analisis de arbutina en todas las

muestras sometidas a estudio.

4.5.- Analisis estadistico

Los resultados de las determinaciones analiticas efectuadas en los extractos de hoja de
gayuba se sometieron a analisis estadisticos empleando el programa SPSS 15.0 (IBM).

En concreto, se estudié la variacidn encontrada en el contenido en fenoles totales y
en arbutina en las plantas de gayuba analizadas. En primer lugar, se comprob6 si los datos
de ambas variables se ajustaban a una distribucién normal tedrica (p > 0,05), mediante el
test estadistico de Kolmogorov-Smirnov. Ademas, se comprobd la homogeneidad de la
varianza entre poblaciones mediante el test de Levene (p > 0,05). Se realizaron analisis de
varianza (ANOVAs) para estudiar el efecto de la poblacion y del individuo en el contenido en
fenoles totales y en arbutina, de los extractos de gayuba. Para la comparaciéon de medias de
las variables, cuyos datos mostraron una distribucién normal y homocedasticidad, se empled

el anadlisis de Tukey-b, mientras que las variables sin homocedasticidad se estudiaron
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mediante el test T2 de Tamhane. Los datos que no mostraron una distribucion normal se
analizaron mediante el test H de Kruskal-Wallis y la comparacién entre medias por pares se
realizd6 mediante la prueba U de Mann-Whitney. Finalmente, se analizaron las posibles
correlaciones entre la altitud y los fenoles totales, entre la altitud y la arbutina y entre los

fenoles totales y la arbutina mediante el coeficiente de Pearson.
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5.- Resultados

5.1.- Contenido de fenoles totales y arbutina en hojas de gayuba a diferentes
temperaturas de secado de las hojas

El porcentaje de peso seco de las muestras de hoja de gayuba secadas a 60 2C fue del
50,6 + 3,1%, y fueron similares a los resultados de las muestras secadas a 80 2C. En los
extractos de gayuba preparados a partir de 16 muestras de hoja secadas a 80 2C se
determinaron contenidos en fenoles totales significativamente inferiores a los determinados
en las mismas muestras secadas a 60 °C (promedio de 145,0 + 16,9 mg EAG/g PS frente a
162,2 + 20,5 mg EAG/g PS; P < 0,001). Sin embargo, la temperatura de secado de las hojas no

afectd al contenido en arbutina de los extractos (P = 0,764).

5.2.- Contenido de fenoles totales y arbutina en hojas de gayuba recolectadas
en septiembre

En el analisis de los fenoles totales en los extractos de hoja de 80 plantas de gayuba
muestreadas en septiembre de 2015 se determinaron contenidos que variaron de forma
continua (Figura 6) siguiendo una distribucién normal. El andlisis de la varianza encontré
diferencias estadisticamente significativas en el contenido en fenoles totales entre los
80 individuos (P <0,001). El rango de variacidon encontrado entre plantas fue muy amplio,
puesto que el menor valor se detectdé en el individuo 4 de la poblacién de Pina
(110,5 + 3,6 mg EAG/g PS), mientras que el maximo nivel de fenoles totales se encontré en el
individuo 4 de la poblacién de Loarre (200,9 + 9,8 mg EAG/g PS). Esto implica un coeficiente

de variacion del 11,7%.
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Figura 6. Distribucidn de los valores medios de fenoles totales determinados en
extractos de hoja de 80 plantas de gayuba muestreadas en diez poblaciones
naturales en septiembre de 2015.

Como se muestra en la Tabla 4, el contenido en fenoles totales de las plantas de
gayuba analizadas también dependié de la poblacién estudiada (P <0,001), aunque las
diferencias en el contenido de fenoles totales de los individuos se mantuvieron entre los
muestreados en una misma poblacion, para todas las localidades estudiadas (P < 0,001). En
promedio, los mayores contenidos en fenoles totales se determinaron en las hojas
muestreadas en las localidades de Chelva y Loarre (167,2 + 10,2 y 171,9 + 19,4 mg EAG/g PS,

respectivamente) y los menores en las hojas recolectadas en Albarracin, Pina, Salto de

Roldan y Santa Eulalia.
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Tabla 4. Contenido en fenoles totales en hojas de 80 plantas de gayuba recolectadas en septiembre,
en 10 poblaciones naturales (individuos analizados por triplicado). Entre poblaciones y para cada
poblacién, valores seguidos de la misma letra no difirieron significativamente (Test de Tamhane).

Fenoles Totales

Fenoles Totales

Poblacién Planta (mg EAG/g PS) Poblacidén Planta (mg EAG/g PS)
Pina 1 118,1 + 4,7bc Albarracin 1 138,9 + 6,1b
2 154,7 + 6,3° 2 147,0 £ 9,6™
3 129,0 + 4,0° 3 144,3 +3,3%
4 110,5 * 3,6° 4 140,4 +1,6°
5 167,5 + 11,0 5 154,1+4,2°
6 126,3 +3,9™ 6 153,7+1,7°
7 130,9+7,3° 7 147,1+1,5%
8 130,5 + 8,9° 8 141,7 +5,1%
Promedio 133,5+18,8" Promedio 145,9 + 6,8
Chelva 1 162,1+2,3™ El Toro 1 155,3 + 4,47
2 172,7 £5,1% 2 122,5+4,7°
3 177,5+6,0° 3 144,7 +5,1°
4 174,5 +2,1% 4 144,5+3,9°
5 156,9 + 9,4 5 167,5+5,7°
6 177,44 2,2° 6 149,7 +8,2°
7 166,5 + 0,9°™ 7 148,2 +7,3"
8 149,6 + 4,9° 8 142,4 +3,8°
Promedio 167,2+10,2 % Promedio 146,9 + 13,0°
Santa 1 144,6 +2,1° Salto Roldan 1 139,6 + 6,4
Eulalia 2 164,1 % 6,2° 2 131,7 + 2,2
3 169,1+8,7° 3 166,9 + 6,3°
4 144,0 + 8,2° 4 131,1+7,1“
5 139,1+3,6™ 5 141,3 + 8,6
6 125,8 + 6,9 6 125,9 +9,3°
7 138,0 + 7,8 7 159,2 +13,2%
8 120,3 +5,3° 8 151,7 + 8,1%°
Promedio 143,1 + 16,9 Promedio 143,4 + 15,5
Loarre 1 191,9 +4,1° Agiiero 1 168,8 + 6,2°
2 159,9 + 4,9° 2 153,2 + 3,7
3 152,5+9,8° 3 161,5 + 6,07
4 200,9 +9,8° 4 174,3+9,7°
5 161,9+6,8° 5 149,6 + 3,2™
6 154,1 +9,0° 6 119,2 +2,6°
7 163,6 +3,1° 7 149,5+6,1™
8 190,3+7,9° 8 144,1 + 4,8°
Promedio 171,9 + 19,4° Promedio 1525+ 16,9°
Pico del 1 136,6 + 7,1° Lierta 1 148,2 + 13,6
Aguila 2 151,4 +9,4° 2 173,5+3,9°
3 142,7 + 4,5 3 136,7 + 4,5°
4 146,6 + 5,8 4 152,3 + 5,3%
5 142,94+ 1,1 5 160,4 + 7,47
6 171,4 + 4,4° 6 163,8 +6,9%°
7 167,9 +3,0° 7 164,9 +9,7°
8 136,1+ 2,6 8 154,7 +9,1°*
Promedio 149,4 + 13,6° Promedio 156,1 + 13,4"
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En cuanto a la variabilidad encontrada en el contenido en arbutina, de nuevo los
resultados obtenidos para las 80 plantas analizadas siguieron una distribucién continua y
normal (Figura 7). Respecto al rango de variacién observado, el menor valor se detectd en el
individuo 2 de la poblacién de El Toro (87,1 £ 0,4 mg/g PS), mientras que el maximo valor de
arbutina se observé en el individuo 2 de la poblacion de Lierta (211,5 +5,9 mg/g PS). El

coeficiente de variacién estimado para este parametro fue del 17,1%.
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Figura 7. Distribucion de los valores medios de arbutina determinados en
extractos de hoja de 80 plantas de gayuba muestreadas en diez poblaciones
naturales en septiembre de 2015.

El analisis de la varianza nuevamente encontrd que el contenido en arbutina en las
plantas dependié del individuo (P <0,001) y también de la localidad muestreada (Tabla 5).
En promedio, las poblaciones que menos contenido en arbutina presentaron fueron las de
Albarracin y El Toro (109,0+ 12,5 y 113,3 + 16,3 mg/g PS, respectivamente) frente a las
poblaciones recolectadas en Lierta y Pico del Aguila (162,1 +23,8 y 161,7 + 13,3 mg/g PS,
respectivamente), aunque éstas no difirieron significativamente de los contenidos de
arbutina determinados en las hojas de gayuba recolectadas en Loarre (157,1 +22,0 mg/g
PS). Como ocurrié para el contenido en fenoles totales, se observaron diferencias
significativas en el contenido de arbutina entre individuos de la misma localidad, excepto en

las poblaciones de Pico del Aguila y Salto de Roldan (Tabla 5).
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Tabla 5. Contenido en arbutina en hojas de 80 plantas de gayuba recolectadas en 10 poblaciones
naturales (individuos analizados por triplicado). Entre poblaciones y para cada poblacién, valores
seguidos de la misma letra no difirieron significativamente (Test de Tamhane).

.. Arbutina .. Arbutina
Poblacién Planta (mg/g PS) Poblacidén Planta (mg/g PS)
Pina 1 131,1+2,7° Albarracin 1 100,1 + 7,7*

2 145,7 + 13,37 2 104,6 + 3,7
3 127,6  6,4° 3 107,9 +6,0™
4 102,8 £5,7° 4 117,15,7%°
5 132,5+11,6° 5 107,6 + 3,8™
6 134,1 + 15,5° 6 130,7 + 13,4°
7 130,6 £ 0,8° 7 91,8 +5,8°
8 125,5+8,9° 8 112,4+2,5°
Promedio 128,7 +13,9° Promedio 109,0 + 12,5
Chelva 1 98,5 +4,4° El Toro 1 124,4+2,1°
2 115,9+3,1° 2 87,0 £+0,4°
3 138,7 + 6,62 3 125,2 +3,2°
4 114,1+1,2° 4 119,8 + 14,6°
5 115,3+3,2° 5 126,14 9,72
6 139,7 + 18,32 6 109,6 + 8,3%°
7 135,4 +5,0° 7 92,7 +9,1
8 133,9+1,7° 8 121,8 +9,5°
Promedio 123,9 + 15,6% Promedio 113,3+ 16,34
Santa 1 114,8+3,9°  salto 1 147,0+ 1,4
Eulalia 2 156,0 + 7,9° Roldan 2 129,3+3,8
3 137,3 +4,7% 3 127,6 + 4,4
4 126,5 + 8,6™ 4 141,1 + 14,9
5 110,2 + 11,1° 5 144,9 + 8,3
6 119,2 + 8,7* 6 135,7 + 12,0
7 133,2 + 11,3%° 7 128,9+5,0
8 137,14+ 11,5% 8 145,4 +8,0
Promedio 129,3 + 16,0° Promedio 137,5+ 10,4
Loarre 1 139,4 +9,3° Agiiero 1 157,5 + 3,4%°
2 181,3+2,3° 2 140,5 + 6,2"
3 143,5+5,6% 3 146,7 +1,2™
4 158,6 + 9,1° 4 136,0 + 10,6
5 130,4 +7,3° 5 128,4 + 7,6°
6 161,7 +1,9° 6 140,6 + 1,4™
7 151,0 + 3,2 7 150,4 + 9,3°
8 195,6 +1,1° 8 173,6 + 23,1°
Promedio 157,1 +22,0™ Promedio 146,7 + 15,9
Pico del 1 172,2 +24,2 Lierta 1 156,8 + 4,5
Aguila 2 162,5+11,1 2 211,5+5,92
3 165,2 + 8,5 3 142,5 + 5,8°
4 156,6 + 21,3 4 161,3 + 6,8™
5 171,8+9,1 5 163,7 + 10,2"
6 152,4 3,0 6 173,4 +19,3°
7 157,8+6,3 7 139,6 + 7,7°
8 155,4+9,3 8 147,8 + 16,7
Promedio 161,7 + 13,3° Promedio 162,1 +23,8°
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5.3.- Contenido de fenoles totales y arbutina en hojas de gayuba recolectadas

en noviembre

El andlisis de la varianza encontrd diferencias significativas (P < 0,001) en el contenido de
fenoles totales de las 28 plantas muestreadas en noviembre de 2015 en cuatro poblaciones
naturales, dos en Huesca (Loarre y Salto de Roldan) y dos en Andalucia, concretamente en
las provincias de Granada (Huétor) y Almeria (Los Vélez). EIl menor contenido de fenoles
totales se detectd en el individuo 2 de la poblaciéon de Huétor (120,7 + 2,5 mg EAG/g PS),
mientras que en las hojas del individuo 3 de Loarre se encontrd el mayor contenido
(189,3+ 1,7 mg EAG/g PS). Asi mismo, el andlisis de la varianza detectd diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 6) entre los contenidos medios de las cuatro
poblaciones muestreadas (P <0,001) ya que en promedio, las hojas recolectadas en la
poblacién de Loarre acumularon significativamente mas compuestos fendlicos que las de las
otras tres poblaciones, mientras que en la localidad de Los Vélez se determiné en promedio
el menor contenido en fenoles totales (145,5 + 11,3 mg EAG/g PS), aunque este valor no
difirié significativamente del encontrado en las muestras de la otra poblacién andaluza,
Huétor, que a su vez mostrd similar nivel promedio de fenoles totales que las muestras
recolectadas en la poblacién oscense de Salto de Roldan. Las diferencias en el contenido de
fenoles totales entre las distintas plantas analizadas se observaron también cuando las
plantas se muestrearon en una misma localidad, para las cuatro poblaciones (Tabla 6).
Respecto al contenido de arbutina, los valores determinados en estos individuos
(Tabla 6) no siguieron una distribucion normal (estadistico Kolmogorov-Smirnov 0,131;
P <0,001), encontrandose diferencias significativas entre los niveles de arbutina de las
28 plantas estudiadas (Prueba de Kruskal-Wallis; P <0,001). El individuo 2 de Huétor fue el
que acumulé menos arbutina (138,2 + 3,0 mg/g PS), mientras que el mayor contenido de
este compuesto se encontré en las hojas del individuo 6 de Salto de Roldan
(212,0 £ 10,2 mg/g PS). El test de Kruskal-Wallis no encontrd, sin embargo, diferencias
estadisticamente significativas entre los contenidos medios de los extractos obtenidos a
partir de hojas recolectadas en cada localidad (P =0,067) aunque, cuando se realizaron los
tests para comparar las medias si se detectaron diferencias significativas entre las muestras
de la localidad de Huétor y las recolectadas en Los Vélez o en Salto de Roldan (Prueba U de

Mann-Whitney P =0,025 y P =0,021, respectivamente). La variabilidad debida al individuo,
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se mantuvo cuando se estudié el contenido en arbutina de las plantas recolectadas en una

misma poblacidon (Test de Tamhane P <0,001), para las cuatro localidades estudiadas

(Tabla 6).

Tabla 6. Contenido de fenoles totales y arbutina en hojas de 28 plantas de gayuba recolectadas en
noviembre de 2015 en 4 poblaciones naturales (individuos analizados por triplicado). Entre
poblaciones y para cada poblacidn, valores seguidos de la misma letra no mostraron diferencias

significativas de acuerdo al test de Tamhane.

Poblacién Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
Loarre 2 175,0+ 7,7%° 172,8+7,2°
3 189,3+1,7° 149,4 + 4,5°
5 164,3+2,7° 139,8 +2,3"
6 171,5 + 4,0%° 167,5 +2,1°
7 173,9 ¢ 5,0%° 146,8 +5,1°
8 188,3 + 14,2° 177,2 +2,5°
Promedio 177,1+11,0° 158,9 + 15,0
Salto de Roldan 1 163,9 + 1,9 173,2 + 8,5
2 141,0 + 8,4° 140,8 + 4,5°
3 139,1 + 7,4° 146,7 +3,1°
4 142,3 +1,9° 153,2 +1,7
5 151,4 + 7,9% 178,0 +3,4°
6 189,2 + 7,8° 212,0 + 10,2°
7 160,8 + 6,8" 152,5 + 16,3
8 170,3+8,3° 164,8 +10,8°
Promedio 157,2+17,5° 165,9 +23,2°
Huétor 1 159,4 + 5,5° 162,0 + 7,0°
2 120,7 £2,5° 138,2 +3,0°
3 163,7 +9,6° 153,4 +0,2%°
4 166,7 + 7,2° 152,0 + 4,4°*
5 151,1 + 3,7° 143,5 + 4,6
6 166,3 + 4,2° 145,7 +9,3"
Promedio 154,6 +17,3" 149,1+9,2°
Los Vélez 1 145,7 +12,5° 172,6 + 14,97
2 146,2 +4,1° 162,4 + 7,87
3 143,9+9,8° 153,6 + 5,6
4 126,3 + 4,8° 140,0 + 7,6°
5 142,3+4,2° 167,1 + 2,6™°
6 164,3 + 6,5° 146,6 + 6,5
7 148,5+2,8° 151,4 + 4,7°
8 146,3+2,6° 182,2 +9,8°
Promedio 145,5+11,3° 159,5 + 15,2°
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6.- Discusion

6.1.- Efecto de la temperatura de secado de las hojas de gayuba en el
contenido de fenoles totales y arbutina

La temperatura de secado de las muestras de gayuba influyd significativamente en el
contenido de fenoles totales de los extractos metandlicos preparados, dado que en los
extractos procedentes de muestras secadas a 802C se determinaron contenidos
significativamente inferiores a los determinados en los procedentes de muestras secadas a
60 2C. Sin embargo, el contenido en arbutina de los extractos no se vio afectado por la
temperatura de secado de las hojas. Por lo tanto, aunque se haya citado un mayor contenido
de arbutina en hojas de otra especie secadas a mas de 60 2C (Lubsandorzhieva et al., 1999),
en el caso de la gayuba el secado de las hojas a 60 2C parece ser suficientemente rapido
puesto que al aumentar la temperatura de secado a 80 2C no se mejora la extraccion de

arbutina y sin embargo se producen pérdidas en el contenido en fenoles totales.

6.2.- Factores que influyen en la variabilidad en el contenido de fenoles
totales y arbutina en las hojas de gayuba de poblaciones naturales espainolas

Las concentraciones de metabolitos secundarios son muy variables en los vegetales, lo cual
se suele achacar tanto a factores genéticos como ambientales (Covelo & Gallardo, 2001). En
el estudio realizado en este TFG, se analizaron extractos de hoja de 94 plantas de gayuba
pertenecientes a doce poblaciones naturales que se encuentran distribuidas en el este de la
Peninsula Ibérica, desde Huesca hasta Almeria, en un amplio rango de latitud y altitud
(desde 538 hasta 1410 m). Las hojas se recolectaron en 2015 en los meses de septiembre y
noviembre. En las muestras obtenidas se determinaron niveles de fenoles totales muy
variables, lo que se tradujo en diferencias estadisticamente significativas, tanto cuando se
compararon las plantas entre si como cuando se estudiaron los promedios de las
12 poblaciones, para las dos fechas de muestreo. Estas diferencias en el contenido de
fenoles totales de los individuos se mantuvieron también cuando se compararon individuos
muestreados en una misma poblacion, para todas las localidades estudiadas, tanto en

septiembre como en noviembre.

35



TFG Marina Ribalta

Este mismo comportamiento se observd respecto al contenido de arbutina de los
extractos de hoja: las 80 plantas recolectadas en septiembre y las 28 muestreadas en
noviembre mostraron diferencias significativas en el contenido de arbutina entre ellas y
entre localidades, asi como entre individuos de una misma poblacién, excepto entre los
individuos de las poblaciones de Pico del Aguila y Salto de Rolddn muestreadas en
septiembre.

La variabilidad en el contenido de metabolitos fendlicos de las plantas de gayuba
recolectadas en septiembre, expresada como coeficientes de variacién, fue mayor para los
contenidos en arbutina que para los niveles de fenoles totales. En concreto en las 80 plantas
analizadas en septiembre se estimdé un CV del 11,7% para fenoles totales y del 17,1% para la
arbutina. Cuando se estudid la variabilidad entre poblaciones también se encontré mayor
variacion en los contenidos medios de arbutina (CV =14,2%) entre las 10 poblaciones
analizadas que para los contenidos en fenoles totales (CV = 7,6%). Mientras que en el caso
de las plantas de gayuba recolectadas en noviembre la variabilidad encontrada tanto para
fenoles totales como para arbutina fue similar.

Por otro lado, en los analisis de las hojas de las 80 plantas de gayuba muestreadas en
septiembre se encontré correlacion positiva significativa entre el contenido en fenoles
totales y en arbutina, con un coeficiente de Pearson de 0,288 (P < 0,001), es decir, las
plantas con mayor contenido de fenoles totales mostraron mayores contenidos en arbutina,
aunque se trata de una correlacidén baja. Estos resultados se observaron también en las
muestras de las 28 plantas recolectadas en noviembre, puesto que se estimé una correlacion
positiva significativa entre el contenido de fenoles totales y en arbutina, con un coeficiente
de Pearson de 0,319 (P = 0,003).

A pesar de que los contenidos en fenoles totales y en arbutina de las muestras de
gayuba variaron en funcién de la localidad en que se recolectaron las hojas, el amplio rango
de variacion entre individuos se tradujo en la no existencia de un patrén claro de variacion
poblacional tanto cuando se compararon los resultados de las muestras de septiembre

(Figura 8A), como en las de noviembre (Figura 8B).
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Figura 8. Variabilidad encontrada para el contenido en fenoles totales (mg

EAG/g PS) y en arbutina (mg/g PS) en los extractos de hojas de gayuba recolectadas
en septiembre de 2015 en 80 plantas (A) y en noviembre de 2015 en 28 plantas (B).

Los contenidos en fenoles totales obtenidos en este estudio fueron similares a los

determinados en el estudio realizado con muestras recolectadas en 2014 (Toa, 2015). De

hecho, cuando se compararon los resultados de las seis poblaciones de la provincia de

Huesca que se muestrearon en septiembre de 2014 y 2015, no se detectaron diferencias

37



TFG Marina Ribalta

significativas entre los resultados de los dos afios (P = 0,467). Ademas, los niveles de fenoles
totales encontrados en las hojas de gayuba de 12 poblaciones naturales espafiolas son
similares a los referidos en extractos acuosos de otras especies de conocido potencial
antioxidante que se emplean en la industria agroalimentaria como es el caso del romero
(185 mg EAG/g PS), el té (149,3 mg EAG/g PS) o la guayaba (154,4 mg EAG/g PS) (Chen et al.,
2008). Por lo tanto, nuestros resultados confirmarian el potencial de esta especie como
aditivo antioxidante.

En el caso del contenido en arbutina en las hojas recolectadas en septiembre, las
variaciones entre promedios de localidades coinciden con el rango de variacion descrito en
la bibliografia para esta especie (American Herbal Pharmacopoeia, 2008) y con el estudio de
Toa (2015). De hecho, tal y como cabria esperar, el valor promedio de arbutina que se
obtuvo es muy similar al de este trabajo (143,9 +24,1 frente a 137,1 +23,5 mg/g PS,
respectivamente). Sin embargo, cuando se comparan estos resultados con el Unico estudio
realizado en poblaciones naturales espafiolas (Parejo et al., 2001) se observa que en varias
localidades catalanas se determinaron menores contenidos en arbutina, con valores
comprendidos entre 6-9%, es decir, entre 60-90 mg/g PS. Esta diferencia en el contenido en
arbutina puede explicarse por la variacion fitoquimica poblacional y también podria deberse
al secado de las muestras a 60 2C que se ha realizado en este estudio, ya que en el trabajo de
Parejo et al. (2001) no se especifica como se realizd el proceso de secado. Finalmente, estos
autores emplearon como solvente una mezcla agua:metanol (95:5) para la extraccién de
arbutina, lo cual también pudo afectar a los resultados analiticos. Por otro lado, los datos
obtenidos en este trabajo coinciden con los del estudio de Sonnenschein & Tegtmeier
(2012), quienes refirieron porcentajes de arbutina respecto a peso seco de hasta el 19%
(190 mg/g PS) en hojas de gayubas espafiolas.

Para el caso de las hojas de gayuba recolectadas en septiembre, aunque no se
aprecie una separacidon completa de las poblaciones, en la Figura 7A si se puede observar
gue los individuos de las poblaciones situadas mas al sur se encuentran en la parte inferior
del grafico (Albarracin, Pina, El Toro y Chelva). Cuando se compararon mediante un ANOVA
los resultados de las poblaciones recolectadas en las provincias de Huesca y Zaragoza, en el
paralelo 429, con los obtenidos en las cuatro poblaciones del sur de Aragén y norte de la

Comunidad Valenciana, en el paralelo 409, se encontraron contenidos en fenoles totales
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similares (P =0,274), pero en las muestras estas cuatro poblaciones se encontraron en
promedio contenidos de arbutina significativamente inferiores (P<0,001) a los
determinados en las poblaciones de Huesca y Zaragoza (118,7+15,3 frente a
149,0 + 19,8 mg/g PS, respectivamente).

Este mismo analisis estadistico se realizd con los resultados de las cuatro poblaciones
muestreadas en noviembre, ya que las dos poblaciones andaluzas (Huétor y Los Vélez) se
ubican en el paralelo 3792, a una latitud ain menor. En este caso, por el contrario, el andlisis
de la varianza detectd diferencias significativas en el contenido de fenoles totales (P < 0,001)
entre los dos grupos de poblaciones que, en promedio, fueron mayores en las hojas de
gayuba que crecian a una latitud de 422 frente a las muestreadas en el sur de Espafia
(165,7 £ 17,9 frente a 149,4 + 14,7 mg EAG/g PS, respectivamente). La prueba U de Mann-
Whitney, sin embargo, no detectd diferencias significativas entre los contenidos de arbutina
de las hojas recolectadas en noviembre en las dos latitudes (P = 0,138).

Algunos estudios apuntan a que las plantas que crecen en latitudes superiores
acumulan, en general, mayores contenidos de metabolitos secundarios como flavonoides y
antocianinas debido a la mayor duracion de los dias y las menores temperaturas nocturnas
(Jakaaola & Hohtola, 2010). Por ejemplo Martz et al. (2009) demostraron que las aciculas de
enebro acumulan significativamente mas fenoles solubles a medida que aumentan la latitud
y la altitud y, Yang et al. (2013) encontraron que a mayor latitud se acumulaban mayores
contenidos de fenoles (con incrementos del orden del 10-19%) en las bayas de tres cultivares
de grosellas cultivadas en dos localidades finlandesas, relacionando los menores contenidos
en estos compuestos con los mayores niveles de radiacién y temperatura. El patrén de
variacién latitudinal de los flavonoides en Silene littorea, (Caryophyllaceae) también fue
estudiado, tanto a nivel intra como interpoblacional, por Del Valle et al. (2015). En nuestro
estudio no detectamos diferencias entre los promedios de los contenidos en fenoles totales
de las poblaciones de gayuba ubicadas en el norte de Aragdn y los de las plantas de
poblaciones situadas en el paralelo 40. Sin embargo, como hemos mencionado, la mayor
latitud si se tradujo en mayores contenidos en arbutina en las muestras recolectadas en
septiembre y en mayores contenidos en fenoles totales en las muestras recolectadas en

noviembre.
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Este comportamiento diferente de plantas de gayuba de localidades situadas en
distintas latitudes respecto a los contenidos de fenoles totales y arbutina podria deberse en
parte, a que dos de las poblaciones situadas en el paralelo 402 (Albarracin y Pina) se
encuentran sobre un sustrato siliceo con un pH menor a 7,5. Generalmente las plantas que
crecen en suelos pobres y con pH mayoritariamente acidos suelen mostrar mayores
contenidos en compuestos fendlicos (Taiz & Zeiger, 2006), aunque en el trabajo de Kraus et
al. (2004) determinaron que para cinco especies diferentes la influencia mas determinante
en este sentido es la disponibilidad de nutrientes, mas que la variacion de pH en si. Sin
embargo, en nuestro trabajo el andlisis de la varianza detectd diferencias significativas
(P<0,001) en el contenido en fenoles totales de las hojas de gayubas que crecieron en un
suelo con menor pH, que acumularon niveles inferiores (promedio de 139,7 + 15,3 mg EAG/g
PS) a los determinados en las hojas de las otras dos poblaciones de esta zona que se
desarrollan sobre sustrato calizo con pH mayor a 7,5 (promedio 157,0 £ 15,6 mg EAG/g PS),
mientras que los contenidos medios de arbutina de las plantas no se vieron afectados por el
tipo de sustrato en estas cuatro poblaciones (P = 0,870). En el estudio de Parejo et al. (2002)
sobre variabilidad en el contenido de arbutina de cuatro poblaciones de gayuba situadas en
el norte de Cataluia incluyeron una poblacién que se encuentra en sustrato siliceo y
tampoco detectaron diferencias significativas debidas a este factor. Por lo tanto, el tipo de
suelo no parece explicar el menor contenido promedio en arbutina de las poblaciones
situadas en el paralelo 402. De hecho, si analizamos los resultados obtenidos en las muestras
de septiembre en las cinco poblaciones que se encuentran en similares condiciones de pH de
suelo y altitud, es decir, descartamos los datos de las poblaciones que se encuentran sobre
sustratos siliceos con pH menor a 7,5 (Albarracin y Pina) y a una altitud inferior a 1000 m
(Aguero, Lierta y Santa Eulalia), corroboramos que las 40 plantas de gayuba acumularon
similares contenidos en fenoles totales (P = 0,548), pero diferente contenido en arbutina, ya
que en promedio las hojas de las poblaciones de Loarre, Pico del Aguila y Salto de Roldan
mostraron un contenido en arbutina de 152,1 + 19,0 mg/g PS frente a una media de 118,6 +
16,7 mg/g PS en las plantas de Chelva y El Toro. Sin embargo, como se ha mencionado, el
contenido en arbutina de las muestras recolectadas en noviembre en dos poblaciones
andaluzas fue similar al encontrado en dos poblaciones oscenses, aunque si se encontraron

diferencias significativas en el contenido en fenoles totales.
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Otro factor que podria explicar esta variacion encontrada en el contenido fendlico de
hojas de gayuba recolectadas en diferentes regiones de Espafia es la fecha de muestreo. Las
hojas de las dos poblaciones oscenses muestreadas en septiembre y en noviembre (Loarre y
Salto de Roldan) mostraron en promedio mayores contenidos en fenoles totales, aunque en
el limite de significaciéon (P = 0,047), en noviembre que en septiembre (165,7 + 17,4 frente a
152,1+ 17,2 mg EAG/g PS, respectivamente), y lo mismo sucedid con el contenido en
arbutina (P =0,027), ya que las plantas en promedio acumularon mayor cantidad de este
compuesto en noviembre respecto a los niveles encontrados en hojas recolectadas en
septiembre (162,8 + 20,1 frente a 147,3 £ 19,7 mg/g PS, respectivamente). Sin embargo, la
variacion en el contenido de arbutina en funcién de la fecha de muestreo dependié de la
poblacion analizada, ya que en las muestras recogidas en Loarre se determinaron niveles
similares de arbutina en los dos muestreos, mientras que en Salto de Rolddn aumentd el
contenido en arbutina en noviembre respecto a septiembre (165,1 + 23,2 mg/g PS frente a
137,5 + 10,4 mg/g PS, respectivamente). Probablemente esto se explique por las
temperaturas mas suaves de lo habitual que se dieron en el otofio de 2015 en toda Espania,
gue permitieron a las plantas de gayuba que crecen en el norte de la peninsula extender el
periodo de actividad vegetativa.

Como se ha mencionado, la acumulaciéon de compuestos fendlicos en las plantas
también se ve afectada por la altitud. Monschein et al. (2010) por ejemplo, refirieron una
mayor acumulacion de flavonoides en poblaciones situadas a mayor altitud de otra Ericacea,
Calluna vulgaris. En este trabajo, el efecto de este parametro se estudio en las 48 plantas de
seis poblaciones ubicadas en el paralelo 422, que son las que se distribuyen en un rango de
altitud mas amplio, dado que las poblaciones de gayuba de latitudes inferiores se
encuentran todas a partir de practicamente 1000 m. En los analisis efectuados se encontré
correlacién, aunque baja, entre la altitud y el contenido en arbutina, con un coeficiente de
Pearson de 0,306 (P =0,036), mientras que la altitud no afecté al contenido en fenoles
totales. Estos resultados, corroboran los obtenidos en el estudio realizado en 2014, que
incluia, entre otras, esas mismas seis poblaciones de la provincia de Huesca. Esto podria
indicar un papel de la arbutina en la defensa de la planta frente a niveles mayores de
radiacion ultravioleta, aunque seria necesario desarrollar un estudio mas amplio para

confirmar dicha hipdtesis.
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7.- Conclusiones

El secado de las hojas de gayuba a 80 2C no incrementd el contenido en arbutina de
los extractos metandlicos de las mismas, por el contrario se encontraron contenidos
de fenoles totales significativamente inferiores a los determinados en extractos de
hojas de las mismas plantas secadas a 60 2C.

Se encontré una gran variabilidad en el contenido de fenoles totales y en el
contenido de arbutina en los 94 individuos analizados, incluso entre las plantas de
una misma poblacidn, tanto en las poblaciones muestreadas en el mes de noviembre
como en septiembre, exceptuando en este mes las poblaciones de Pico del Aguila y
Salto de Roldan.

Con independencia de la fecha de recoleccién, la localidad de muestreo también
afectd al contenido en fenoles totales y en arbutina de los extractos de hoja de
gayuba. En el muestreo realizado en septiembre, las hojas de las poblaciones de
Loarre y Chelva, en promedio, acumularon contenidos significativamente mayores en
fenoles totales (171,9+ 19,4 y 167,2 £ 10,2 mg EAG/g PS, respectivamente) que el
resto de las poblaciones (146,4 + 6,9 mg EAG/g PS). En cuanto al contenido en
arbutina, en promedio las hojas recolectadas en las poblaciones de Lierta, Pico del
Aguila y Loarre (en promedio 160,3 +2,8mg/g PS) mostraron contenidos
significativamente superiores a los encontrados en otras poblaciones, sobre todo
respecto a las hojas de Albarracin y El Toro donde se determinaron contenidos de
arbutina significativamente inferiores (111,2 + 3,1 mg/g PS). En el muestreo realizado
en noviembre, nuevamente los mayores contenidos de fenoles totales se
encontraron en las hojas de la poblacion de Loarre, (177,1 £ 11,0 mg EAG/g PS),
siendo la poblaciéon de Los Vélez la que acumulo significativamente menos que el
resto (145,5 + 11,3 mg EAG/g PS).

Las plantas de localidades situadas a mayor latitud, en el norte de Aragdn,
acumularon en promedio mayores contenidos en fenoles totales que las plantas de
las dos localidades andaluzas estudiadas. En el muestreo realizado en septiembre, se
encontraron diferencias debidas a la latitud para el contenido en arbutina, ya que las

plantas de las seis poblaciones situadas mas al norte acumularon mayor cantidad de
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este compuesto, en promedio, que las de las cuatro poblaciones ubicadas en el
paralelo 40.

e La altitud no afecté al contenido de fenoles totales en las seis poblaciones
recolectadas en el norte de Aragdén en septiembre, pero si influyd en el contenido
arbutina, ya que las plantas de poblaciones situadas a mayor altitud presentaron en
promedio mayores niveles de este compuesto (coeficiente de Pearson de 0,306;
P =0,036).

e El pH del suelo influyé en el contenido en fenoles totales de las plantas de gayuba
analizadas, ya que las hojas muestreadas en dos localidades con suelos siliceos y
valores de pH menores a 7,5 (Albarracin y Pina) acumularon significativamente
menos fenoles totales que las recolectadas en dos poblaciones cercanas que se
encuentran sobre suelos calizos a mayor pH (Chelva y El Toro). Sin embargo, este
parametro no afectd al contenido de arbutina de estas plantas.

e Lafecha de recoleccidn influyd en el contenido en fenoles totales y en arbutina de los
extractos obtenidos a partir de hojas de dos poblaciones oscenses, ya que en las
hojas recolectadas en noviembre se determinaron mayores contenidos de estos

compuestos que en las recogidas en septiembre.
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Anexo. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de

gayuba analizados en este trabajo

Tabla I. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 8 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Albarracin en el
mes de septiembre. Muestras secadas a 60 2C.

Albarracin
Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 131,90 108,88
1 143,18 96,82
1 141,58 94,58
2 149,99 107,15
2 154,68 100,34
2 136,23 106,19
3 144,01 107,90
3 141,13 101,93
3 147,66 113,99
4 142,02 119,17
4 138,82 121,50
4 140,26 110,62
5 158,50 111,94
5 153,78 104,79
5 150,07 106,03
6 152,36 122,08
6 153,19 123,78
6 155,64 146,12
7 148,34 95,85
7 147,58 85,17
7 145,52 94,25
8 145,98 113,00
8 136,05 109,72
8 143,00 114,57
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Tabla Il. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 8 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Agliero en el mes
de septiembre. Muestras secadas a 60 2Cy 80 2C.

Aguero
60 2C 80 eC
Planta Fenoles totales Arbutina Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS) (mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 165,26 155,60 161,58 161,90
1 175,93 155,45 137,74 155,89
1 165,26 161,49 159,84 157,81
2 150,93 133,41 130,76 148,70
2 157,50 143,75 128,19 135,73
2 151,14 144,46 121,19 139,56
3 163,68 147,68 153,46 140,28
3 166,12 147,09 150,17 146,48
3 154,68 145,31 150,64 139,50
4 165,39 123,98 157,16 138,27
4 184,69 139,85 154,98 136,82
4 172,69 144,18 164,84 161,04
5 151,52 137,03 153,08 127,00
5 151,35 125,36 130,06 129,85
5 145,97 122,88 133,82 126,27
6 116,57 140,98 105,32 125,99
6 121,72 139,10 115,01 122,23
6 119,32 141,74 106,20 124,20
7 142,43 142,48 125,08 133,70
7 152,93 148,07 131,23 146,68
7 153,22 160,66 116,23 137,05
8 148,42 158,90 140,43 145,13
8 138,94 200,26 132,80 143,22
8 144,95 161,75 145,41 144,01
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Tabla lll. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 8 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Chelva en el mes

de septiembre. Muestras secadas a 60 2C.

Chelva
Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 162,35 103,57
1 164,23 95,95
1 159,70 95,88
2 177,27 119,36
2 173,67 115,05
2 167,21 113,26
3 170,69 132,00
3 179,46 138,88
3 182,29 145,09
4 177,01 112,77
4 173,27 114,98
4 173,31 114,54
5 167,64 116,97
5 153,42 117,43
5 149,78 111,62
6 179,74 139,44
6 177,06 121,58
6 175,39 158,13
7 167,00 140,86
7 165,48 134,08
7 166,94 131,21
8 155,16 134,83
8 145,89 134,98
8 147,74 131,89
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Tabla VI. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 8 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en El Toro en el mes
de septiembre. Muestras secadas a 60 2C.

El Toro
Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 151,05 123,18
1 159,76 126,81
1 155,17 123,10
2 126,08 87,07
2 117,23 86,67
2 124,30 87,38
3 141,01 122,99
3 142,61 123,72
3 150,47 128,87
4 141,98 135,73
4 142,54 116,78
4 149,04 107,02
5 172,64 130,77
5 168,57 115,01
5 161,44 132,65
6 158,94 114,65
6 143,45 100,03
6 146,60 114,23
7 153,35 82,62
7 151,50 95,24
7 139,84 100,21
8 146,72 121,62
8 140,69 131,36
8 139,82 112,44
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Tabla V. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 8 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Lierta en el mes

de septiembre. Muestras secadas a 60 2C.

Lierta
Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 150,67 157,24
1 150,57 152,06
1 127,02 161,07
2 177,96 216,47
2 170,82 205,00
2 171,78 213,13
3 139,47 138,59
3 139,13 139,74
3 131,46 149,13
4 156,50 169,04
4 146,35 158,62
4 154,17 156,38
5 159,81 157,28
5 153,35 158,40
5 168,04 175,46
6 170,89 190,88
6 163,39 176,62
6 157,08 152,61
7 171,56 146,96
7 169,43 140,27
7 153,81 131,56
8 144,68 134,56
8 162,37 142,29
8 156,93 166,54
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Tabla VI. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 8 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Loarre en el mes
de septiembre. Muestras secadas a 60 2C y 80 2C.

Loarre
60 2C 80 2eC
Fenoles totales Arbutina Fenoles totales Arbutina
Planta (mg EAG/g PS) (mg/g PS) (mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 187,29 125,35 176,89 123,18
1 193,25 143,92 177,04 136,40
1 195,24 135,49 168,46 138,76
2 165,47 181,07 143,13 174,32
2 157,50 183,64 143,74 182,67
2 156,62 179,06 145,07 192,76
3 154,64 140,40 136,59 140,97
3 161,10 149,99 139,39 150,00
3 141,75 140,12 142,17 152,19
4 200,27 149,52 154,85 183,33
4 191,46 167,69 155,16 168,52
4 211,07 158,56 153,75 170,17
5 169,28 134,90 146,72 142,21
5 155,89 121,97 150,62 147,44
5 160,61 134,18 144,76 154,13
6 153,97 163,81 131,13 181,76
6 163,17 160,82 145,26 168,91
6 145,11 160,39 141,78 176,93
7 161,31 147,35 158,60 159,03
7 162,33 152,76 149,87 160,53
7 167,11 152,92 145,56 162,24
8 193,77 194,58 172,36 206,22
8 181,35 196,82 165,49 205,78
8 195,91 195,44 166,58 208,55
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Tabla VII. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de gayuba de 8

plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Pico del Aguila en el mes de septiembre.

Muestras secadas a 60 ©C.

Pico del Aguila
Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 140,08 200,17
1 128,49 156,62
1 141,26 159,95
2 161,06 170,23
2 142,41 149,76
2 150,62 167,42
3 146,65 170,48
3 143,68 169,61
3 137,88 155,39
4 143,55 137,39
4 153,34 152,98
4 142,90 179,49
5 142,23 181,36
5 144,10 170,79
5 142,32 163,27
6 166,43 151,25
6 172,96 155,73
6 174,74 150,10
7 164,64 151,16
7 168,65 158,48
7 170,41 163,76
8 134,69 156,45
8 134,52 145,68
8 139,13 164,17
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Tabla VIIl. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 8 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Pina de
Montalgrao en el mes de septiembre. Muestras secadas a 60 2C.

Pina de Montalgrao
Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 117,21 133,24
1 113,89 131,92
1 123,17 128,11
2 156,06 137,79
2 147,87 160,81
2 160,31 137,64
3 125,86 133,90
3 127,65 121,17
3 133,49 127,68
4 106,92 100,31
4 110,27 98,80
4 114,17 109,31
5 154,90 145,32
5 174,60 129,45
5 173,15 122,76
6 122,79 122,09
6 130,46 151,66
6 125,74 128,63
7 135,69 131,34
7 122,51 130,70
7 134,49 129,79
8 123,30 127,46
8 127,80 115,85
8 140,52 133,32
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Tabla IX. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 8 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Salto de Roldan
en el mes de septiembre. Muestras secadas a 60 2C.

Salto de Roldan

Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 145,90 145,53
1 139,87 148,35
1 133,13 147,07
2 133,97 125,84
2 129,54 133,33
2 131,45 128,81
3 161,67 125,49
3 173,96 132,68
3 165,21 124,65
4 125,80 157,89
4 128,29 136,08
4 139,19 129,42
5 142,88 147,91
5 149,02 135,60
5 132,00 151,29
6 127,97 125,83
6 115,80 149,01
6 133,97 132,23
7 160,99 130,61
7 171,47 123,28
7 145,24 132,75
8 142,49 136,74
8 155,13 152,51
8 157,47 147,03
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Tabla X. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 8 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Santa Eulalia en
el mes de septiembre. Muestras secadas a 60 2C.

Santa Eulalia
Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 142,37 116,28
1 146,55 117,64
1 144,90 110,34
2 166,69 152,94
2 168,55 150,21
2 156,96 164,98
3 178,12 132,21
3 160,79 141,52
3 168,31 138,21
4 139,60 136,17
4 139,03 123,39
4 153,45 119,84
5 141,98 115,31
5 135,01 117,85
5 140,17 97,51
6 132,16 115,46
6 120,28 112,95
6 125,04 129,15
7 147,03 136,16
7 133,61 120,69
7 133,49 142,76
8 117,80 145,25
8 116,72 123,89
8 126,44 142,08
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Tabla XI. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 6 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Huétor en el mes

de noviembre. Muestras secadas a 60 2C.

Huétor
Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 164,34 166,97
1 160,26 165,09
1 153,52 154,04
2 122,42 135,40
2 121,91 137,80
2 117,86 141,35
3 174,69 153,48
3 156,80 153,68
3 159,56 153,19
4 174,62 147,87
4 160,75 156,68
4 164,66 151,39
5 147,51 139,51
5 150,85 142,50
5 154,89 148,56
6 163,31 143,62
6 171,11 155,89
6 164,40 137,64
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Tabla XII. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 6 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Loarre en el mes
de noviembre. Muestras secadas a 60 2C.

Loarre
Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
2 166,88 174,11
2 175,95 165,01
2 182,23 179,26
3 187,54 154,62
3 189,30 146,70
3 191,03 146,79
5 164,80 137,96
5 161,41 139,05
5 166,76 142,39
6 166,97 167,97
6 173,36 169,36
6 174,29 165,21
7 168,56 144,09
7 178,51 152,58
7 174,59 143,60
8 172,52 174,46
8 199,88 179,31
8 192,62 177,95
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Tabla XIIl. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 8 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Los Vélez en el
mes de noviembre. Muestras secadas a 60 2C.

Los Vélez
Planta Fenoles totales Arbutina
(mg EAG/g PS) (mg/g PS)
1 158,32 185,20
1 145,52 176,49
1 133,41 156,19
2 143,49 165,02
2 150,91 168,62
2 144,09 153,60
3 132,83 147,55
3 147,90 158,59
3 151,09 154,73
4 125,75 135,56
4 121,85 135,64
4 131,42 148,82
5 143,54 164,33
5 137,59 167,40
5 145,80 169,55
6 156,85 139,26
6 169,12 151,85
6 166,95 148,69
7 146,43 156,36
7 151,65 147,08
7 147,35 150,62
8 148,57 189,38
8 143,46 171,02
8 146,99 186,30
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Tabla XIV. Contenido en fenoles totales y arbutina de los extractos de hojas de
gayuba de 8 plantas (analizadas por triplicado) recolectadas en Salto de Roldan
en el mes de noviembre. Muestras secadas a 60 2C.

Salto de Roldan
Planta | Fenoles totales (mg | Arbutina (mg/g PS)
EAG/g PS)
1 163,76 163,40
1 162,05 178,32
1 165,94 177,80
2 132,45 137,34
2 141,21 139,21
2 149,30 145,86
3 131,13 148,95
3 145,73 144,52
3 140,35 perdida
4 143,83 152,38
4 140,17 155,18
4 142,79 151,97
5 142,72 174,20
5 158,16 178,66
5 153,28 180,99
6 181,81 217,40
6 197,36 218,28
6 188,51 200,17
7 154,42 138,39
7 160,02 170,14
7 167,96 148,01
8 171,45 177,18
8 177,89 159,79
8 161,41 157,34
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