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Glucésidos fendlicos amargos de las semillas del olivo (Olea europaea).
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RESUMEN

Glucésidos fendlicos amargos de las semillas del olivo (Olea
europaea).

Se han aislado de semillas de aceituna (Olea europaea) tres glucési-
dos secoiridoides ya conocidos: salidrésido (tirosol-glucosa), nuzhenida
(glucosa-acido elendlico-glucosa-tirosol) y nuzhenida-oledsido, asi como
otros dos glucdsidos secoiridoides que también tienen en su molécula
tirosol, acido elendlico y glucosa cuyas secuencias no se han podido
establecer.

PALABRAS-CLAVE: Glucésido secoiridoide—Hueso de aceituna—
Polifenol.

SUMMARY
Bitter phenolic glucosides from seeds of olive (Olea europaea).

From the seeds of Olea europaea, three known glucosides,
salidroside (tyrosol-glucose), niizhenide (glucose-elenolic acid-glucose-
tyrosol) and nilizhenide-oleoside have been isolated as well as two new
secoiridoid glucosides with tyrosol, elenolic acid and glucose moieties in
unknown sequence.

KEY-WORDS: Olive stone—Polyphenol—Secoiridoid glucoside.

1. INTRODUCCION

Los extractos en etanol o agua de las semillas de
olivo (Olea europaea) son muy amargos, por lo que se
ha considerado de interés aislar e identificar los produc-
tos responsables de este sabor, ya que podrian contri-
buir, como tales o después de hidrolizados, al amargor
de los aceites de oliva virgenes.

Légicamente, se pensé en un principio que podria
tratarse de la oleuropeina, el conocido glucésido fendli-
co de intenso sabor amargo, de estructura secoiridoide,
muy abundante en las aceitunas y hojas de olivo. Sin
embargo, aunque las semillas contienen de un 0,5 a
1,0% de productos fendlicos, no se ha detectado la pre-
sencia de oleuropeina, que sélo existe, por lo tanto, en
la pulpa del fruto.

No se ha encontrado en la bibliografia ninguna men-
cién a compuestos de tipo secoiridoide en la semilla de
la Olea europaea, aunque si en diversos érganos de
otras Oleaceas, como Syringa (Damtoft y col., 1993),
Fraxinus (Kuwajima y col., 1992; Calis y col., 1993),
Ligustrum (Willems, 1988), Jasminum (Tanahasi y col.,
1992), y Osmanthus (Sugiyama y col., 1993).

En este trabajo se describe la extraccion y purificacion de
estos glucdsidos, asi como la identificacion de tres de ellos.
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2. PARTE EXPERIMENTAL
a) Extraccion y purificacion de los glucésidos.

Las semillas, separadas manualmente de la parte
lefosa del hueso, se extraen con hexano en Soxlet hasta
eliminar la mayor parte del aceite. La harina desgrasada
se extrae con metanol, batiéndola tres veces en un
Omnimixer o similar. Se filira y evapora el metanol en
rotavapor a baja temperatura (<40°C). Se obtiene asi un
sélido en forma de escamas que se puede reducir facil-
mente a un polvo amarillo muy claro, algo higroscépico.
El rendimiento es de un 25% del peso de semillas inicial.

Para purificar los glucésidos brutos obtenidos, se
disuelven en diez veces su peso de agua, se extraen tres
veces con cloroformo y se elimina el agua en rotavapor a
baja temperatura. El residuo se agita muy bien con diez
veces su peso de alcohol absoluto y se deja reposar
durante la noche, con lo que se separan la mayor parte
de los azucares en forma de polvo blanco, que se filtra. El
etanol se evapora, dejando un residuo de escamas ama-
rillo claro de glucésidos purificados.

b) Cromatografia en capa fina.

Se usaron placas de silicagel Merck GF 254. El desa-
rrollo basico se hace con n-butanol saturado de agua, en
el que se separan muy bien los glucdsidos. También se
emplearon diversas mezclas de cloroformo y metanol y
otros disolventes mas especificos para determinados
casos. La deteccién se hizo con luz UV de 254nm, con
vapores de iodo y con pulverizacién con &cido sulfurico,
seguida de calefaccion a 110°C durante 3-4 minutos,
observandose entonces la placa a la luz UV de 366nm.
En estas condiciones, los productos que contienen acido
elendlico y tirosol, dan una intensa fluorescencia blanco-
amarillenta que los distinguen de los demas.

c) Separacion de los glucdsidos por cromatografia
en columna.

Se empled un sistema que comprendia una bomba
Duramat, un colector de fracciones LKB Ultrorac, un
detector Uvicord Il y registradores. Se usaron columnas
Pharmacia con relleno de silicagel 60, eluyendo con mez-
clas de cloroformo-metanol desde (95:5) hasta (1:1), o
bien con butanol saturado de agua. Este sitema es el
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mejor, pero mucho mas lento. El sistema mas rapido es el
que utiliza una columna de fase inversa Loar RP-18 de
Merck, y como eluyente metanol-agua (1:1). Con esta
columna de tamano B se separan, ademas, los azlucares
que impurifican a los glucésidos mas polares.

d) Técnicas quimicas.

La hidrolisis &cida de los productos se realiza con HCI
2N, calentando 1-2 horas a 100°C. La hidrdlisis alcalina
se lleva a cabo con NaOH 0,5N, hirviendo una hora. En
ambos casos se neutraliza la solucién con una resina
cambiadora basica o 4cida y se lleva a sequedad. Los
productos resultantes se separan por cromatografia en
columna de silice, con mezclas de cloroformo-metanol o
acetato de etilo-metanol.

La esterificacion de los grupos carboxilos libres se
consigue con diazometano en solucion etérea. La meta-
nolisis de los glucésidos se hace por calefaccion con
metanol absoluto, neutro, en tubo cerrado, a 80-90°C. La
acetilacion total de los grupos OH de los azucares, por el
método habitual, con anhidrido acético y piridina seca.

e) Hidrdlisis enzimatica.

Se opera a 37°C con un tampén acetato (pH 5,0) y
con concentraciones de glucésido y de B-glucosidasa
(Worthington Bioch. Co.) del orden de mg/ml. El tiempo
necesario para que tenga lugar la hidrélisis oscila de 1 a 3
horas. La solucién se extrae con un disolvente organico
adecuado (éter, acetato de etilo) y se investigan por sepa-
rado los azucares y las agluconas.

f) Espectros de absorcion.

Los espectros de absorcién UV se registraron en un
Hewlett Packard 8450A Spectrophotometer. Como blanco
se uso etanol procedente de eluir una zona de placa en la
que no se habia depositado ningtn fenol.

Los espectros infrarrojos se determinaron en peliculas
o en pastillas de BrK, en un Perkin-Elmer 782 acoplado a
una estacién de datos 3600.

g) Estimacion del peso molecular.

Se calcularon a partir de los tiempos de retencion con
agua destilada en una columna Pharmacia rellena con
Sephadex 25-superfino. El sistema va provisto de la
bomba, detector y registrador ya indicados en c). La recta
de calibrado se trazé con el glucésido G1-6 (niizhenida,
PM 686) ya conocido y la vitamina By, (PM 1355) que
suministra la firma Pharmacia como patrén. Entre estos
limites deben hallarse los pesos de los restantes glucési-
dos, teniendo en cuenta su polaridad y el orden en que se
desplazan en cromatografia en capa fina.

h) Productos de referencia.

La oleuropeina se ha obtenido por un método simplifi-
cado, basado en los ya conocidos (Walter y col., 1973;
Inouye y col., 1974), el metil-oleésido y su derivado tetra-
acetilado segun Inouye (1974) y Lalonde (1976), por
hidrdlisis alcalina de la oleuropeina, metilacion con diazo-
metano y acetilacion final. El tirosol se obtuvo por reduc-
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cién de sodio y alcohol del acido 4-hidroxifenilacético v,
posteriormente, se adquirié de la firma Aldrich. El salidré-
sido y la nuzhenida, a partir de los frutos del aligustre
(Inouye, 1972). Todos estos productos se han identificado
por sus datos cromatograficos y espectros, de acuerdo
con los descritos por los autores citados.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis por cromatografia en capa fina de los glu-
césidos purificados (placa de silicagel GHyg4 desarrollo
con butanol saturado de agua) muestra siete bandas
importantes, segun se aprecia en la figura 1. De estas
bandas, sélo las 3, 4, 5, 6 y 7 dan positivo con el reactivo
de Lieberman o simplemente con &cido sulfarico, calen-
tando 3-4 minutos a 110°C y observando la placa a la luz
de 366 nm. Las bandas 1 y 2 dan positiva la reaccién de
Partridge y la de la ninhidrina, indicando que contienen
azucares y aminodacidos libres, parte de los cuales impuri-
fican las bandas 3 y 4. La eliminacién de estas impurezas
se consigue por cromatografia en columna de fase inver-
sa RP-18, eluyendo con agua-metanol (1:1) que las arras-
tra con el frente.

Butanol -Sat H,0

GL-7
em—
 e——L

= [—— e B
Ligustrasfdo G!ucg‘sados Gluc?".sldos Oleuropeina
o
Pulpa Semilla
Figura 1

Cromatografia en capa fina de celulosa de extractos de pulpa
y de semillas de aceituna.

Por ello se ha dedicado la atencién a las cinco ban-
das, de 3 a 7, que pueden contener un esqueleto carbo-
nado insaturado. La pulverizacién de la placa con peryo-
dato sddico y después con bencidina pone en evidencia la
presencia de azucares en todos los compuestos (bandas
blancas sobre fondo azul, especialmente intensas desde
la banda 3 hasta el origen). La pulverizacion con cloruro
férrico y con el reactivo de Folin, indica la presencia de
grupos fendlicos libres en las bandas 5, 6, y 7 solamente.

Por otra parte, la accién de la B-glucosidasa por sepa-
rado sobre cada una de las bandas obtenidas en columna
preparativa, indica que en todos los casos se separa glu-
cosa y se forman agluconas menos polares, por lo que se
debe considerar que todas ellas son glucésidos de la B-
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glucopiranosa, que al menos tienen una glucosa en un
extremo de la molécula. La glucosa se ha identificado por
cromatografia en capa fina de celulosa con butanol-acido
acético-agua (4:1:5), y acetato de etilo-piridina-agua
(2:1:2) y acetato de etilo-piridina-agua (6:1:1,5); este ulti-
mo sistema permite diferenciar la glucosa de la galactosa.

Finalmente, la hidrélisis 4cida de la mezcla de glucé-
sidos con HCI 2N (2 horas a 100°C) origina exclusiva-
mente glucosa, tirosol [Rf en cloroformo-metanol (4:1) =
0,86; en benceno-dioxano-acético (90:25:4) = 0,17; en
hexano-éter (3:7) = 0,40] y un tercer producto que ha
sido identificado como &cido elendlico por comparacién
con una hidrdlisis acida de la oleuropeina, realizada en
las mismas condiciones.

Por lo tanto, se tiene una serie de glucésidos muy
parecidos, con las mismas unidades estructurales, aun-
que, posiblemente, en distintas proporciones y/o secuen-
cias. Esto se ha confirmado por los espectros infrarrojos
de las distintas bandas, que coinciden practicamente,
entre si, y también con el de la oleuropeina. Los méximos
de absorcién caracteristicos de estos espectros (en cm-1)
estan a: 3422 (-OH), 1740 (grupo éster), 1708 (éster con-
jugado), 1635 (doble enlace), 1511 (benceno sustituido) y
1077, 818 y 855 (benceno 1,4-disustituido).

Glucésido 7.

La unica excepcion a este esquema general la presen-
ta el glucdsido 7, cuyo espectro IR no contiene las bandas
correspondientes al grupo éster y, ademas, es el Unico de
los cinco glucésidos cuyo orden de desplazamiento se
altera al trabajar en columna de fase inversa RP-18, elu-
yéndose entre los glucésidos 4 y 5. Este producto se
extrae casi selectivamente con acetato de etilo de la solu-
cién acuosa de los glucésidos totales, aunque esta impu-
rificado con el glucésido 6. La purificacién posterior se
hace en columna de silice, eluyendo con acetato de etilo-
metanol (95:5) y, finalmente, en CCF preparativa, con
butanol saturado de agua. El glucésido cristaliza dificil-
mente de etanol (p.f. 150-154 °C) y presenta unos maxi-
mos de absorcién en UV a 224 y 277 nm.

La hidrdlisis acida de este producto origina exclusiva-
mente glucosa y tirosol, sin ningin producto intermediario.
La hidrdlisis con B-glucosidasa origina glucosa, como ya
se ha dicho. Por lo tanto, la estructura méas probable de
este compuesto es la de un glucédsido del tirosol, el B-(4-
hidroxifenil)-etil-B-D-glucopiranésido o salidrésido (ver fér-
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Figura 2
Estructuras de algunos glucésidos de las semillas de aceituna.
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mula en la figura 2), ya descrito por otros autores
(Birkofer, 1968; Inouye, 1972) en los Géneros Syringa y
Ligustrum de la familia de las Oleaceae. Esta estructura
esta confirmada por comparacién con el salidrésido extra-
ido de los frutos de Ligustrum segun Inouye (1972), espe-
cialmente por los valores de Rf en CCF [Butanol-agua =
0,39; cloroformo-metanol (9:1) = 0,25; cloroformo-metanol
(4-1) = 0,39; cloroformo-metanol (7:3) = 0,76], por el color
con p-nitroanilina diazotada (magenta), asi como por los
espectros de absorcion.

Glucésido 6.

Es el mas abundante de todos y el lGnico que se
puede cristalizar bien de etanol (p.f. 111-114 °C). La puri-
ficacion final se hace por CCF preparativa (butanol satu-
rado de agua). El espectro UV en etanol muestra maxi-
mos a 205, 226, 240 y 278 nm. Esta sustancia debe tener
una glucosa en un extremo (se ataca por la B-glucosida-
sa) y un grupo fendlico libre (da positivo con Folin o con
p-nitroanilina). La hidrdélisis acida total origina glucosa,
tirosol y acido elendlico, este ultimo dificil de identificar
como tal acido libre, ya que se altera facilmente al perder
su enlace con la glucosa.

Por todos estos datos y por su comportamiento cro-
matografico en butanol-agua y cloroformo-metanol (4:1),
podria tratarse de la nlizhenida (ver férmula en la figura
2), glucdsido secoiridoide aislado de los frutos del
Ligustrum lucidum (Inouye, 1972) y, posteriormente, de
otras Oleaceae. Para confirmarlo se ha hidrolizado el glu-
coésido con NaOH 0,5 N a reflujo durante una hora, neu-
tralizando la solucién con resina Dowex 50 y evaporando
el disolvente. El sirupo resultante no se resuelve por cro-
matografia en capa fina, por lo que se metila con una
solucién etérea de diazometano. El producto resultante se
fracciona por CCF preparativa (cloroformo-metanol 4:1),
obteniéndose dos bandas a Rf 0,35 y 0,60. La primera de
ellas, rascada y eludida, corresponde al salidrésido o glu-
cosido 7, ya descrito anteriormente. La banda a Rf 0,60,
una vez eluida, tiene unos maximos en UV a 237 y 279
nm y un Rf en butanol-agua de 0,55. Estos datos se
corresponden con los del éster metilico del oledsido
(Lalonde, 1976). Para confirmarlo se ha acetilado todo el
producto disponible, obteniéndose una pequefa cantidad
de aguijas cristalinas (de etanol), que funden a 113-114 °C
y que corresponden al metil-oleésido tetraacetilado
(Inouye, 1974), obtenido de la hidrdlisis de la oleuropeina.
En consecuencia, la estructura mostrada por el glucésido
6 (o nizhenida) se corresponde con la secuencia gluco-
sa-acido elendlico-glucosa-tirosol, esto es, a una molécu-
la de oledsido que esterifica al OH en C-6 del salidrésido.

La identidad del glucésido C-6 con la nlzhenida se ha
comprobado finalmente por comparacién con una mues-
tra de este producto obtenido de los frutos del Ligustrum
lucidum (aligustre o durillo).

Glucésido 4.

Es tambien bastante abundante, pero menos estable
que el anterior. La purificacion final se ha hecho también por
cromatografia en capa fina preparativa. Cristaliza dificilmen-
te de butanol (p.f. 128-135 °C) y tiene dos maximos de
absorcién en UV a 207 y 234 nm. No da color con los reacti-
vos de fenoles, pero si libera glucosa con la B-glucosidasa.
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Este glucdsido, en medio &cido débil, se hidroliza par-
cialmente dejando libre el glucésido 6, y lo mismo ocurre
en la cromatografia en capa fina con disolventes acidos.
En la hidrdlisis &cida total seguida de metilacién con dia-
zometano, se obtienen salidrésido y metil-oledsido, mien-
tras que en la metanolisis, con metanol absoluto, a 90°C
en tubo cerrado, se obtienen el glucésido 6, el metil-oleé-
sido y salidrésido.

Por otra parte, la estimacion del peso molecular da un
valor de 1170=10%, que excede en 484 del peso molecu-
lar del glucésido 6 (niizhenida), que es 686. Teniendo en
cuenta que una molécula de oledsido pesa 404 y los
resultados obtenidos en las hidrolisis, proponemos como
estructura (véase figura 2) para el glucésido 4 la de una
molécula de nilizhenida cuyo OH fendlico estd esterificado
por una molécula de oleédsido. EI PM resultante de esta
molécula es de 1071, lo que supone un error de 8% para
el valor estimado. La diferencia de peso con el glucésido
6 corresponde ahora exactamente a la adicién de un ole6-
sido con pérdida de agua.

Glucésidos 3y 5.

Las hidrdlisis de los glucésidos 3 y 5 no nos ha llevado
a conclusiones definitivas sobre el orden en que deben
estar los diversos componentes que se obtienen: tirosol,
glucosa, oledsido o salidrésido. La estimacion de pesos
moleculares nos da un valor de 973 para el glucésido 5 y
de 1260 para el glucdsido 3. Teniendo en cuenta los
pesos de las tres unidades estructurales presentes, el
tirosol (138), la glucosa (180) y el acido elendlico (242),
podemos aventurar la hipétesis de que el glucésido 5
tiene una molécula més de &acido elendlico que la niizhe-
nida y que el glucésido 3 tiene una molécula mas de glu-
cosa que el glucésido 4.

La mayor parte de los derivados fendlicos de las semi-
llas estan en forma de glucésidos, formando un grupo de
componentes muy afines que contienen las mismas uni-
dades estructurales, aunque en distinta secuencia y canti-
dades relativas. Efectivamente, en la hidrélisis acida o
alcalina de estos productos siempre se obtiene glucosa,
tirosol (B-(4-hidroxifenil)-etanol) y acido elendlico, que es
un secoiridoide derivado del dihidropirano.

Estas unidades estructurales existen en todos los glu-
cosidos aislados de las semillas, salvo en el menos polar
de todos, que no contiene &cido elendlico y consiste sim-
plemente en glucosa y tirosol.

Es de notar la semejanza entre los glucésidos aisla-
dos de las semillas y el principal glucésido de la pulpa, la
oleuropeina, que se compone de glucosa, acido elendlico
e hidroxitirosol (B-(4-hidroxifenil)-etanol), en el lugar del
tirosol de las semillas. Ello explica que estos glucésidos
tengan también un sabor amargo, pero que sean mucho
mas estables al aire que la oleuropeina, que por tener
hidroxitirosol, con un grupo orto-difenol, se oxida mucho
mas facilmente. Igualmente, esta semejanza estructural
de los glucésidos de las semillas con la oleuropeina,
especialmente la presencia de acido elendlico, permite
considerarlos como potenciales inhibidores del crecimien-
to microbiano (Federici y Bougi, 1983).

La gran cantidad de tirosol combinado que existe en
las semillas (como éster de acido elendlico o éter de la
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glucosa) justifica que este alcohol fendlico sea uno de los
principales componentes polares del aceite de oliva vir-
gen (Vazquez y col, 1976), ya que en la hidrélisis que
tiene lugar durante la molienda de la aceituna, el tirosol
liberado, que es muy estable, se disuelve parciaimente en
el aceite.

Los glucésidos que se han aislado de las semillas de
olivo son andlogos a los descritos en otras Oleaceas de
los géneros Syringa (Damtoft y col., 1993), Fraxinus
(Kuwajima y col., 1992; Calis y col., 1993), Ligustrum
(Willems, 1988), Jasminum (Tanahasi y col., 1992), y
Osmanthus (Sugiyama y col., 1993), que se supone que
intervienen en la germinacion de las semillas.
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