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EFECTODELSOLVENTEYDELARELACIONMASA/SOLVENTE,

SOBRE LA EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOSY LA

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE CORTEZA
DE Pinus durangensis Y Quercus sideroxyla

EFFECT OF SOLVENT AND SOLVENT-TO-SOLID RATIO ON
THE PHENOLIC EXTRACTION AND THE ANTIOXIDANT
CAPACITY OF EXTRACTS FROM Pinus durangensis AND
Quercus sideroxyla BARK

Marcela Soto-Garcia', Martha Rosales-Castro™

RESUMEN

En la blisqueda de compuestos bioactivos de las plantas, la corteza de especies maderables es un
subproducto promisorio, ya que contiene compuestos fenolicos de interés terapéutico. La extraccion
de estos metabolitos depende del disolvente que se utilice y de variables aplicadas en el proceso. Para
un fin terapéutico, la medicina tradicional utiliza inicamente mezclas de etanol y agua. Se realizaron
extracciones de la corteza de Pinus durangensis y Quercus sideroxyla, bajo un disefio experimental
2x3x3 para estudiar el efecto de soluciones hidroetanodlicas 20, 50 y 80%, y la relacion masa a
extraer/volumen de disolvente 1/10, 1/20 y 1/30 sobre el rendimiento en solidos, donde 28,72 +0,9%
correspondio a Pinus durangensis (PAE50-1/20) y 24,95+1,2% para Quercus sideroxyla (QsE50-1/30),
la méxima concentracion de fenoles totales se obtuvo con etanol 80%- 1/10 en ambas especies (PdES0-
1/10 con 712,36+13,4 mg equivalentes de acido galico (GAE)/g) y OsE80-1/10 de 592,97+10,6
(GAE/g), mientras que la capacidad antioxidante evaluada mediante las técnicas de DPPH, ABTS y
FRAP, mostr6 que PdE20-1/30 y OsE50-1/10, tuvieron la mayor actividad. Se encontraron diferencias
estadisticas (p<0,05) entre los tratamientos aplicados.

La concentracion de etanol tuvo mayor efecto que la relacién masa/volumen de extraccion. Pinus
durangensis contiene mayor concentracion de fenoles y de flavonoides, respecto a Quercus sideroxyla,
mientras que la cantidad de proantocianidinas es similar en ambas especies. Los flavonoides de Pinus
durangensis son principalmente de tipo flavanona y flavonol, mientras que Quercus sideroxyla contiene
acido galico y flavan-3-ol (catequinas).

Palabras clave: Compuestos bioactivos, corteza, fenoles, flavonoides, proantocianidina.

ABSTRACT

Bark from timber species might be a promising target of therapeutical interest due to its content of
bioactive, phenolic compounds. However, the extraction efficiency of these metabolites depends on the
type of solvent chosen and the process variables analyzed. Traditional medicine only uses ethanol and
water mixtures for therapeutical purposes. Therefore, in this study extractions of Pinus durangensis and
Quercus sideroxyla bark were realized. In order to study the effect of the hydroethanolic solutions of
20, 50 and 80% and the relation mass/solvent volume ratio of 1/10, 1/20 and 1/30, an experiment design
of 2x3x3 was followed, over the extract yield; where 28,72 +0,9% corresponded to P. durangensis
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(PdE50-1/20) and 24,95+1,2% to Q. sideroxyla (OsE50-1/30). The highest content of phenolic
compounds was obtained with ethanol 80%-1/10 in both species (PdE80-1/10 with 712,36+13,4 mg
of gallic acid equivalent (GAE)/g) and OsE80-1/10 of 592,97+10,6 (GAE/g); while the antioxidant
capacity evaluated through DPPH, ABTS and FRAP showed that PdE20-1/30 and QsES0-1/10
presented the strongest activity. Significant statistical differences (p<0,05) were found among the
treatments analyzed.

The ethanol concentration had a higher effect than the relation mass/solvent volume ratio. More
importantly, P. durangensis showed the highest phenol and flavonoid concentration respect to Q.
sideroxyla. However, the proanthocyanidin amount was similar in both species. Finally, the flavonoid
content of P. durangensis is mainly composed by flavanone and flavonol type compounds, while Q.
sideroxyla contains gallic acid and flavan-3-ol (catechins).

Keywords: Bioactive content, cork, flavonoid, phenolic compounds, proanthocyanidin.

INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos representan uno de los grupos mas numerosos de metabolitos secundarios
en las plantas. Son una familia heterogénea de compuestos quimicos que comprende acidos fenoélicos,
flavonoides, estilbenos, cumarinas, lignanos y taninos, entre otros (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

Existen diferentes técnicas para la extraccion de compuestos fenolicos, desde técnicas tradicionales
como la extraccion Soxhlet y la maceracion, hasta técnicas desarrolladas en afios posteriores como la
extraccion con fluido supercritico, extraccion con ayuda de ultrasonido, extraccion mediante liquidos
presurizados, extraccion por microondas, etc. (Azmir et al. 2013, Elbir et al. 2015). El rendimiento
cuantitativoy cualitativo de la extraccién depende en gran medida de la polaridad del disolvente utilizado.
Se ha reportado el uso de etanol, metanol, acetona y sus mezclas con agua en diferentes proporciones
como solventes de extraccion, pero no existe un método y solvente definido, pues ello dependera de la
composicion quimica de los compuestos a extraer, de la cantidad y posicion de sus grupos hidroxilo,
del tamafio molecular, asi como de factores como la concentracion del solvente, temperatura, tiempo de
contacto, tamafio de particula y relacion masa-solvente, entre otros (Amyrgialakiu et al. 2014, Aspéy
Fernandez 2011, Gironi ef al. 2011, Caprioti ef al. 2014).

La extraccion con solventes orgéanicos es eficiente y sencilla, pero costosa ya que se necesitan
grandes cantidades de solventes, también puede ser perjudicial para uso humano debido a trazas
de solvente organico que pueden quedar en el extracto. Por esta razon, en medicina tradicional se
reporta que las plantas deben macerarse en soluciones hidroetanodlicas a concentraciones de etanol
de 30% (Hoffmann 1996), 6 70% (Sosa 1997), debido a su baja toxicidad para consumo humano,
considerandose como un procedimiento de extraccion seguro y eficiente (Xavier et al. 2015).

Los compuestos fendlicos han despertado interés debido a sus propiedades antioxidantes y sus
posibles implicaciones benéficas en la salud humana, han ganado atencion dada su posible aplicacion
terapéutica y dietaria, tratando de encontrar formas nuevas y seguras de antioxidantes naturales para
ser incorporados en alimentos funcionales y nutracéuticos (Frevel ef al. 2012). Los residuos agricolas
y forestales tienen un gran potencial como fuente de fenoles antioxidantes y la industria nutracéutica
se ha centrado en la optimizacién de los procesos de extraccion, ejemplo de ello son el proceso de
extraccion de hojas de guayabo (Seo et al. 2014, Liu ef al. 2014), semillas de uva (Dang et al. 2014),
corteza de pino (Aspéy Fernandez 2011, Chupin et al. 2015, Jeréz et al. 2006, Jeréz et al. 2007, Ramos
et al. 2013), subproductos de olivo (Elbir ef al. 2015), entre otros.

Las especies Pinus durangensis'y Quercus sideroxyla, son predominantes del bosque en el Estado
de Durango, México, ya que se aprovechan industrialmente por su abundancia y calidad de madera.
Representan un residuo importante para la produccion de nutracéuticos, por lo que el objetivo del
presente trabajo fue extraer los compuestos fenolicos de la corteza de ambas especies, enfocando su
aplicacion hacia un futuro consumo humano, considerando lo que recomienda la medicina tradicional,
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se evaluo6 el efecto de utilizar tres concentraciones de etanol, a tres relaciones masa/volumen, sobre el
rendimiento de s6lidos, la concentracion de fenoles y la actividad antioxidante de los extractos.

MATERIALES Y METODOS

Preparaciéon de muestras

La corteza de P. durangensis y Q. sideroxyla se colectd en el predio Peiiitas, del ejido San Pablo,
en el Municipio de Pueblo Nuevo, Durango, México. Las especies fueron identificadas por personal
del Herbario CIIDIR IPN Unidad Durango, en el que se depositaron los ejemplares botanicos. Se tomo
la corteza de cuatro a seis arboles por especie, se mezclaron para obtener una mezcla homogénea por
cada especie. La corteza se secod al ambiente a temperatura de 25°C, se moli6 y tamiz6 hasta un tamafio
de particula de 10 mallas.

Obtencion de extractos

Se utilizo como solvente de extraccion soluciones hidroetanoélicas a concentraciones de 20, 50 y
80% de etanol. Se evaluaron tres relaciones de masa/solvente de extraccion: 1/10, 1/20 y 1/30 (masa de
corteza/volumen de solvente), para un total de nueve extractos por cada especie.

Para realizar la extraccion, cada tratamiento se macerd a temperatura ambiente (25°C), con
agitacion, durante 24 h. Transcurrido el tiempo el extracto se separd por filtracion con papel Whatman
No. 4. La corteza remanente se sometié nuevamente a extraccion con solvente fresco, con las mismas
condiciones de la primera etapa de extraccion. Los extractos obtenidos de la primera y segunda
maceracion se combinaron y concentraron en rotavapor a 40 °C aplicando vacio, obteniendo un extracto
acuoso concentrado, el cual se llevo a sequedad en campana de extraccion con recirculacion de aire.

Determinacion de rendimiento o contenido de sélidos

Se evalué la cantidad de solidos totales disueltos con el solvente de extraccion. El resultado
corresponde al porcentaje en peso del extracto seco en estufa a 105 °C durante 4 h, con respecto a la
cantidad de corteza base seca utilizada en la extraccion. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

Evaluacion de fenoles totales

Se realizé mediante el método de Folin-Ciocalteu, utilizando la metodologia descrita por Rosales-
Castro et al. (2012). Se utilizé una curva de calibracion con acido galico a concentraciones de 100 a
500 mg/l, obteniendo la ecuacion y = 0,0011x- 0,0056 (R?>= 0,995). Los resultados se expresaron en
miligramos equivalentes de acido galico/g de extracto seco (mg GAE/g).

Determinacion de flavonoides

Se utiliz6 la metodologia de Heimler et al. (2005). Se construyd una curva de calibracion con
catequina a cinco concentraciones, (50, 100,150, 200, 250) mg/l, obteniendo la ecuacion y = 0,0021x-
0,0055 (R?>= 0,9989). Se utiliz6 el procedimiento descrito por Rosales-Castro et al. (2009). Los
resultados se expresaron como miligramos equivalentes de catequina/g extracto seco (mg EC/g).

Determinacion de proantocianidinas
Se utiliz6 la metodologia de Heimler et al. (2005). Se construyd una curva de calibracion con
catequina, a concentraciones de 100 a 600 mg/l, obteniendo la ecuacion y = 0,0005x- 0,007; (R*>=

0,9963). Se utilizé el procedimiento descrito por Rosales-Castro et al. (2012). Los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de catequina/g extracto seco (mg EC/g).
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Evaluacion de la Actividad Antioxidante
Ensayo de DPPH

Se realiz6 por el método propuesto por Brand-Williams et al. (1995), con algunas modificaciones.
Se prepar6 una solucion del radical DPPH (2,2-difenilo-1-picrylhidracilo) a concentracion de 2,4
mg/100 ml, disuelta en metanol. Los extractos se disolvieron en metanol a una concentracion de 200
mg/l. Se colocaron 50 pl de extracto en tubos de ensayo y se adicionaron 1950 pl de la solucion DPPH,
se agitd y se mantuvieron en la oscuridad a temperatura ambiente (+ 25°C) durante 30 min. Para el
control se utilizd metanol en lugar de muestra. Transcurrido el tiempo se midio la absorbancia en
espectrofotometro a 515 nm, tanto de la muestra como del control. Los resultados se expresan como
porcentaje de inhibicion.

Ensayo de ABTS

Se realizé segin la metodologia propuesta por Re ef al. (1999) con algunas modificaciones. El
radical ABTS (2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) se obtuvo mediante la reaccion
de ABTS (7 mM) con persulfato de potasio (K,S,0,) 2,45 mM, posteriormente se aforé con agua a un
volumen de 10 ml e incubd a temperatura ambiente (+ 25°C) con agitacion y en la oscuridad durante 16
h. Elradical ABTS se diluy6 con etanol hasta obtener un valor de absorbancia comprendido entre 0,70
(£ 0,1) a una longitud de onda de 754 nm. Los extractos se disolvieron en etanol a una concentracion
de 200 mg/l. En un tubo de ensayo se colocaron 50 ul de muestra y 1950 ul de ABTS, se agitaron y
mantuvieron en la obscuridad durante 10 min. Para el control se utilizé etanol en lugar de muestra.
Posteriormente se ley6 la absorbancia a 754 nm, tanto de la muestra, como del control. Los resultados
se expresaran como porcentaje de inhibicion.

Ensayo FRAP

La evaluacion de la capacidad antioxidante mediante FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power
Assay) se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito por Rosales-Castro et al. (2012). Los extractos
se disolvieron en etanol a una concentracion de 200 mg/l. Los resultados se expresan como pmoles
equivalentes de acido ascorbico (UM EAA).

Analisis por HPLC-DAD

Se analizaron los extractos Pd50-1/30 y (Qs50-1/10, disueltos en metanol. Se utilizdé un
Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion Hewlett-Packard 1100, con arreglo de diodos, columna
C,; (Waters, 4x150 mm, 3 pum poro). El sistema de elucion fue 0,1% de acido formico en agua (fase A)
y acetonitrilo (fase B), con flujo de 0,5 ml/min, con gradiente de 0-5 min, 15% B, 5-10 min, 20% B,
10-20 min, 35% B, 20-30 min, 50% B, 30-40 min, 60% B y 40-45 min, 15% B. Se inyectaron 50 pL
de muestra, y los picos eluidos fueron monitoreados a 250, 280 y 370 nm. Los compuestos fenolicos
fueron caracterizados de acuerdo a sus espectros de UV, en las diferentes longitudes de onda.

Disefio experimental
Para el proceso de extraccion se trabajo con un disefio estadistico factorial 2x3x3, considerando
dos especies, tres concentraciones de solvente de extraccion y tres relaciones masa corteza/volumen

de solvente. Los experimentos se efectuaron por triplicado. Las diferencias se evaluaron mediante un
analisis de varianza y prueba LSD a p < 0,05; mediante el paquete STATISTICA 7.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los rendimientos de extracto (solidos totales extraidos, % p/p), de los diferentes tratamientos de
extraccion aplicados a las cortezas de P. durangensis y Q. sideroxyla se presentan en la Tabla 1. De
acuerdo con el analisis estadistico existen diferencias significativas (p < 0,05) en el rendimiento entre
los solventes de extraccion para la especie de P. durangensis, en la cual el mayor rendimiento se obtuvo
con el solvente de etanol al 50% (PdE50-1/20), con 28,72 + 0,9%; mientras que el rendimiento menor
fue de 14,34+0,3% con el solvente de etanol al 20% (PdE20-1/20). En la corteza de Q. sideroxyla se
observa una tendencia de disminucion de solidos extraibles conforme se aumenta la concentracion de
etanol, de tal forma que la muestra con solvente al 80% (QOsE80-1/10) mostré el menor rendimiento
de extraccion de solidos, con 19,15+0,3% mientras que la de etanol al 50% (QsE50-1/30) tuvo el
mayor rendimiento (24,95+1,2%). La relacion masa/solvente empleada tuvo efecto significativo (p <
0,05) en PAE20 y PdES0, entre las relaciones 1/10, 1/20 y 1/30 m/v, mientras que en Q. sideroxyla las
diferencias fueron entre OsE5S0 y OsES8O.

En estudios relacionados con extraccion de fenoles con distintos solventes y métodos de extraccion,
Do et al. (2014), mencionan que la extraccion incrementa con el aumento del contenido del agua, lo
que puede deberse a la facilidad de extraccion por la solubilidad que presentan los compuestos de la
muestra. Para corteza de Pinus radiata, Ramos et al. (2013) obtuvieron mayor rendimiento de extracto
al disminuir la concentracion de etanol, utilizando temperatura de 40°C, caso contrario a lo observado
para corteza de P. durangensis, en el que al disminuir la concentracion de etanol se obtuvieron los
menores rendimientos, posiblemente debido al efecto de la temperatura utilizada no fue la misma.
Con respecto al efecto de la relacion masa/volumen, Pinelo et al. (2005) encontraron optimo trabajar
con relaciones masa/solvente que involucren mayor volumen de solvente por considerarlo como
un fendémeno adecuado de acuerdo a los principios de transferencia de masa. Otros investigadores,
Spingo et al. (2007) y Nepote et al. (2005), encontraron mayores rendimientos de extraccién con
aquellas relaciones que involucran apenas un volumen de solvente necesario para cubrir el material de
extraccion. Se infiere que el rendimiento de extraccion de compuestos fenolicos de diversos materiales,
depende principalmente de la naturaleza del compuesto extraible estructura, grado de polimerizacion-
y su relacion con la polaridad del solvente utilizado en la extraccion, ya que no existe un método
preciso para la extraccion, (Bochi ef al. 2014, Sulaiman 2011, Trabelsi ef al. 2010). Para la corteza
de Q. sideroxyla se pueden obtener rendimientos del 21,6:£1,4% con una baja concentracion de etanol
y el minimo volumen de solvente (QsE20-1/10), que aunque no se obtiene el maximo rendimiento
de extraccion en solidos, podria ser conveniente considerando aspectos econoémicos al disminuir la
concentracion y el volumen de etanol.

Evaluacion de fenoles totales

El efecto de la concentracion de etanol y la relacion corteza/solvente sobre la extraccion de
fenoles totales en las cortezas de P. durangensis 'y Q. sideroxyla se muestra en la Figura 1. La cantidad
maxima de fenoles totales en P. durangensis se obtuvo en PdE80-1/10, con valor de 712,36 £13,4
mg GAE/g, aunque sin diferencia estadistica con PdE50-1/20 con valor de 710,85+17,7 mg GAE/g.
En esta especie, el etanol al 20% fue el solvente con el que obtuvieron las menores concentraciones
de fenoles totales. En la especie Q. sideroxyla la concentracion maxima de fenoles totales fue de
592,97+10,6 mg GAE/g en OsE80-1/10, similar a QsE80-1/30 de 590,09 £18,6 mg GAE/g. Al igual
que en P. durangensis, la concentracion de etanol al 20% fue la que tuvo las menores concentraciones
de fenoles totales. La relacion corteza/volumen de solvente no tuvo un efecto significativo (p<0,05) en
el rendimiento de fenoles totales, en ninguna de las especies de estudio. Ramos et al. (2013) reportan
una tendencia similar para extractos de corteza de Pinus radiata, ya que a mayor concentracion de
etanol, mayor fue la concentracion de fenoles totales. Se encontré una diferencia significativa de la
concentracion de fenoles totales entre las dos especies de estudio (p<0,05) en la cual la concentracion
de estos compuestos en la corteza de P. durangensis es superior a la de Q. sideroxyla.
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Evaluacion de flavonoides y proantocianidinas

Las concentraciones flavonoides y proantocianidinas de los extractos se presentan en la Figura
2. La concentracion de flavonoides en P. durangensis fue de 492,62 +21,9 mg EC/g en PdE50-1/20
de 614,68+8,1 mg EC/g en PdE20-1/10, en la cual se observa que al incrementar la concentracion de
agua, tiende a incrementar el contenido de flavonoides. En Q. sideroxyla la concentracion fue de 318,97
+15,8 mg EC/g en OsE50-1/30 a 385,954+22.2 mg EC/g en OsE80-1/10, en esta especie se observa una
tendencia de aumentar la concentracion de flavonoides al aumentar la concentracion de etanol.

La concentracion de flavonoides es significativamente mayor (p<0,05) en la corteza de P,
durangensis con respecto a Q. sideroxyla. Los resultados son similares a los que reportan Rosales-
Castro et al. (2009) en extractos acetonicos de corteza de P. cooperi, P. engelmannii y P. teocote, asi
como los reportados para extractos acetonicos de Q. sideroxyla (Rosales-Castro et al. 2012).

Las proantocianidinas son un grupo particular de flavonoides y corresponden a compuestos de
tipo flavan-3-ols (flavanoles o catequinas). A estos compuestos también se les conoce como taninos
condensados. La concentracion maxima de proantocianidinas en P. durangensis fue de 318,17+4,4
mg EC/g en PdE20-1/10, la minima de 272,06+ 2,5 mg EC/g en PdE80-1/30. En Q. sideroxyla la
concentracion maxima fue de 319,83+3,3 mg EC/g en OsE20-1/30, y la minima de 267,61£2,5 mg
EC/g en OsE80-1/20. La concentracion de etanol y la relacion masa/volumen utilizado tuvieron efecto
significativo en la concentracion de flavonoides y proantocianidinas, en ambas especies.

La concentracion de proantocianidinas en las dos especies de estudio fue similar, aunque P
durangensis contiene una mayor cantidad de flavonoides, lo que significa que esta especie contiene
tanto flavonoides del tipo flavan-3-ol (catequinas), asi como de otro tipo, mientras que en Q. sideroxyla
la concentracion de flavonoides corresponden en su mayoria al tipo flavan-3-ol, lo cual coincide
con lo reportado por Rosales-Castro et al. (2012), ya que identificaron dimeros y tetrameros de
proantocianidinas en la especie.

Capacidad antioxidante

Las técnicas de ABTS, DPPH y FRAP, miden la habilidad de un antioxidante en la reduccion de
un oxidante, el cual cambia de color cuando es reducido y se basan en la capacidad de transferencia
de electrones. En la Tabla 1 se presentan los resultados del porcentaje de inhibicion de radicales libres,
de los extractos obtenidos de los diferentes tratamientos de extraccion, asi como de los flavonoides
catequina y taxifolina, que se utilizaron como estandares de referencia.

La concentracion de etanol y la relacion masa/volumen de solvente tuvieron efecto significativo en
la capacidad antioxidante de los extractos, en los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP. En P. durangensis
la mayor capacidad antioxidante se obtuvo en el extracto PdE20-1/30, mientras que en Q. sideroxyla
fue en OsES0-1/10.
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Tabla 1. Rendimiento de so6lidos y capacidad antioxidante de las cortezas de P. durangensis 'y Q.

sideroxyla.
Muestra % Rendimiento % Inhibicion % Inhibicion FRAP
(so6lidos) DPPH ABTS uM EAA

PdE20-1/10 18,5+ 0,4 59.6+0.1 61.04+3.2 473.87+1.0
PdE20-1/20 14,3+0,3 52,4+0,2 58,31+0,9 445,2042,0
PdE20-1/30 16,5+0,3 63,58+3,7 67,73+1,7 474,5343,0
PdES0-1/10 27,1+£2,4 55,86+3,6 61,43+3,1 458,87+0,9
PdES50-1/20 28,72+0,9 49,68+3,5 57,86+1,0 435,20+4,6
PdES0-1/30 22,4+0,3 53,5722 58,31£1,6 399,20+2,8
PdE80-1/10 23,5+0,4 52,02+2.,7 62,14+0,5 438,53+1,9
PdE80-1/20 19,6+2,6 50,05+0,6 58,77+0,5 443,2042,0
PdER0-1/30 22,94+0,5 50,32+0,4 61,88+0,4 422,53+4.4
OsE20-1/10 21,6+1,4 46,92+1,6 64,29+3,6 398,53+7,5
0OsE20-1/20 21,940,2 46,34+1,2 58,64+2,5 383,5348,9
0OsE20-1/30 24,5+1,5 52,91£3,7 62,86+1,3 441,20+8,8
0OsE50-1/10 20,9+0,8 55,70+2,4 69,35+0,9 472,85+4,1
0OsE50-1/20 22,2+0,1 53,20+1,2 68,05+0,2 429,87+7,5
0OsE50-1/30 24,95+1,2 51,10+0,9 64,16+4,0 459,30+5,3
OsE80-1/10 19,15+0,3 54,71£3,6 64,74+0,5 430,20+4,2
0OsE80-1/20 20,3+0,04 53,90+0,9 67,01+0,2 473,50+1,4
0OsE80-1/30 22,440,7 47,03£1,6 60,58+3,8 416,2045,1
Catequina --- 69,88+1,0 88,64+3,1 453,53+8,0
Taxifolina -—- 67,85+1,4 39,16+3,5 406,87+5,1
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a) P. durangensis b) Q. sideroxyla
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Figura 1. Efecto de la concentracion de etanol y la relacidon corteza/solvente sobre el contenido de
fenoles totales en la corteza de P. durangensis 'y Q. sideroxyla.
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Figura 2. Contenido de flavonoides y proantocianidinas en corteza de P. durangensis y Q. sideroxyla,
obtenidos con los diferentes tratamientos de extraccion.

Considerando el promedio de los nueve tratamientos realizados para cada una de las especies,
en P. durangensis se obtuvo un porcentaje de atrapamiento del radical DPPH de 54,12% asi como
de 60,83% en ABTS y 439,66 uM EAA para FRAP, mientras que en Q. sideroxyla los promedios
fueron de 51,31% en DPPH 64,41% en ABTS y 434,01 pM EAA en FRAP. Los resultados en DPPH y
FRAP son similares en ambas especies, y en ABTS la corteza de Q. sideroxyla tiene mayor actividad.
Para los flavonoides de referencia los resultados en DPPH fueron de 69,88% en catequina y 67,85%
en taxifolina, por la técnica de ABTS la inhibicion mostrada por catequina fue de 88,64% mientras
que en taxifolina fue de 39,16% (Tabla 1). Al respecto, Manigandan et al. (2015), reportan que la
taxifolina tiene una menor inhibicion por el ensayo de ABTS, comparada con el ensayo por DPPH, por
lo que se puede inferir que Q. sideroxyla al contener mayor cantidad de compuestos de tipo flavan-3-ol
(catequinas), muestre una actividad mayor por el ensayo de ABTS.

Analisis por HPLC

En la Figura 3 se muestran los cromatogramas de HPLC, monitoreados a una longitud de onda de
250 nm, de extractos de corteza de P. durangensis (a) y Q. sideroxyla (b), asi como de los espectros
de UV de los picos con mayor intensidad, en P. durangensis a tiempos de retencion de 8,9; 19,7; 28,1
y 28,4 min; y en Q. sideroxyla a tiempos de 4,5; 6,5; 8,9; 19,7 y 22,2 min. En la Tabla 2 se presentan
los datos relacionados con el tiempo de retencion de los compuestos (cromatogramas de HPLC),
monitoreados a longitudes de onda de 250, 280 y 370 nm, la intensidad de las sefales de los picos y las
sefales de UV de los compuestos.
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En P. durangensis se tienen sefales de UV correspondientes a derivados de catequinas (6,5 min),
catequina (8,9 min), un flavonoide de tipo dihidroflavonoide o flavanona (19,7 min), ya que presenta
una absorbancia maxima en UV de 290 nm y un hombro a 335 nm, que son caracteristicas para este
tipo de flavonoides (Da Graga Campos y Markham 2007), asi como sefales que corresponden a
compuestos de tipo flavonol (28,1 y 28,4 min). Para extractos de corteza de P. radiata, Ramos et
al. (2013) reportaron que la especie contiene altas concentraciones de taxifolina (dihidroquercetina);
Ku y Mun (2008) identificaron catequina, y taxifolina en la corteza de Pinus radiata, mientras que
Rosales-Castro ef al. (2009) reportaron la presencia de estos compuesto en las cortezas de P. cooperi,
P. engelmanni 'y P. teocote, por lo cual la flavanona que contiene la corteza de P. durangensis, puede
corresponder al flavonoide taxifolina. Uno de los flavonoles pudiera corresponder a quercetina, ya que
se ha reportado en P. radiata. En Q. sideroxyla el compuesto a 4,5 min puede corresponder a acido
galico, los de 5,4 y 6,5 min, con absorbancias a 278 nm son compuestos de tipo flavan-3-ol, el de 8,9
min corresponde a catequina y por las sefiales de UV que presentan los compuestos a 19,7 y 22,2 min.,
corresponden a flavonoles. Para esta especie Rosales-Castro et al. (2012) reporto la presencia de acido
galico, catequina y otros flavan-3-ols.

P dangensis 250 e

Q@ siderorpio 250 ren

b) HPLC de Q. sideroxyla a 250 nm, y espectos de UV de picos a 4,5; 6,5; 8,9; 19,7 y 22,2 min.

Figura 3. Cromatograma de HPLC a 250 nm de extractos de corteza de P. durangensis 'y Q.
sideroxyla, y espectros de UV de los picos con mayor intensidad.
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Tabla 2. Tiempos de retencion de los compuestos determinados por HPLC-UV de extractos
hidroetanolicos de las cortezas de P. durangensis y Q. sideroxyla.

Tiemp’o .
rezzlicl:ll)on Aso Mo Ao Sefiales de UV Compuesto sugerido
P. durangensis
6,5 + + 278 Flavan-3-ol (catequinas)
8,9 + + 278 Catequina
10,3 + + 278 Flavan-3-ol (catequinas)
19,7 | 290, 335sh Dih(i%igi‘l’i‘r’f:)’ide
24,1 +++ +++ 250, 260sh, 370 Flavonol
28,1 +++ + 252,290sh, 370 Flavonol
28,4 +t ++++ | 252, 270sh, 370 Flavonol
Q. sideroxyla
4.5 +++ +++ 270 Acido galico
5,4 ++ ++ 278 Flavan-3-ol (catequinas)
6,5 ++ ++ 278 Flavan-3-ol (catequinas)
8,9 +++ 4+ 278 Catequina
19,7 -+ -+ 265, 350 Flavonol
22,2 ++ +++ 258, 285sh, 350 Flavonol

Intensidad del pico: + muy baja, ++ baja, +++ alta, ++++ muy alta.

CONCLUSIONES

Las cortezas de P. durangensis y Q. sideroxyla contienen altas concentraciones de fenoles con
capacidad antioxidante. Las soluciones hidroetandlicas al 20, 50 y 80% v/v son eficientes para la
extraccion de fenoles, considerando que la medicina tradicional recomienda la extraccion con estos
disolventes ya que los considera de baja toxicidad.

La concentracion de etanol y la relacion masa/volumen de solvente utilizado tienen un efecto
significativo en la extraccion de fenoles, ya que se obtienen diferentes rendimientos, cantidad de
fenoles y capacidad antioxidante en los extractos obtenidos con los distintos tratamientos aplicados.
No se encontrd un tratamiento Ginico para maximizar todas las variables respuesta.
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La concentracion de etanol tuvo mayor efecto que la relacion masa/volumen de extraccion. P
durangensis contiene mayor concentracion de fenoles y de flavonoides, respecto a Q. sideroxyla,
mientras que la cantidad de proantocianidinas es similar en ambas especies. Los flavonoides de P,
durangensis son principalmente de tipo flavanona y flavonol, mientras que Q. sideroxyla contiene
acido galico y flavan-3-ol (catequinas). Considerando que las cortezas de ambas especies son
subproductos importantes y viables para ser utilizados como nutracéuticos, desde el punto de vista
econdmico es conveniente seleccionar el tratamiento que requiera el menor gasto de disolvente, ya sea
baja concentracion de etanol y/o bajo volumen de extraccion.
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