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Resumen— Se evalud el contenido de catequina en cortezas de
las especies forestales Pinus patula, Pinus oocarpa y Eucaliptus
grandis, cultivadas en el Departamento del Cauca-Colombia. Los
extractos etandlicos se obtuvieron evaluando las mejores
condiciones de tamafio de particula, tiempo de agitacion, relacién
disolvente-corteza, temperatura y agitacion. El contenido de
catequina se determind usando cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) con detector ultravioleta y empleando
extraccion en fase sélida (SPE) para la limpieza de las muestras.
Se encontré un contenido de catequina de 2.00+0.03%,
2.96+0.02% y 0.18+0.03% en cortezas de P. patula, P. oocarpa y
E. grandis respectivamente. Este contenido de catequina indica el
gran potencial en aplicaciones industriales y medicinales para un
recurso renovable como la corteza, abundante en la region y cuya
disposicion en campo afecta ambientalmente las zonas forestales.

Palabras clave— Biomasa, HPLC, SPE, polifenoles, taninos
condensados.

Abstract— The catechin content in barks of the forest species
Pinus patula, Pinus oocarpa and Eucaliptus grandis, cultivated in
the Department of Cauca-Colombia, was evaluated. The ethanol
extracts were obtained by evaluating the best conditions of
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particle size, agitation time, solvent-bark ratio and temperature.
The catechin content was determined using high performance
liquid chromatography (HPLC) with ultraviolet detector and
using solid phase extraction (SPE) for sample cleaning. A
catechin content of 2.00 + 0.03%, 2.96 + 0.02% and 0.18 + 0.03%
was found in barks of P. patula, P. oocarpa and E. grandis
respectively. Catechin content indicates the great potential in
industrial and medicinal applications for a renewable resource
such as bark, abundant in the region and whose field disposition
environmentally affects forest areas.

Keywords— Biomass, HPLC, SPE, polyphenols, condensed
tannins.

. INTRODUCCION

L Departamento del Cauca es uno de los mayores

productores de madera en Colombia, donde las especies
de mayor aprovechamiento son el pino y el eucalipto. Del
aprovechamiento de la madera se generan grandes volumenes
de corteza, ya que esta representa del 10 al 15% del peso total
del arbol, el cual es un gran recurso que es subutilizado como
combustible o quedando esparcido en las plantaciones
forestales causando un impacto negativo al medio ambiente
[1,2]. La corteza esta constituida principalmente por celulosa,
lignina y sustancias extraibles formadas por el metabolismo
secundario de las plantas y entre las cuales se encuentran
grasas, terpenos, ceras, fenoles, azucares, entre otros [3,4]. Los
fenoles son un grupo importante de compuestos presentes en
las cortezas, dentro de los cuales vale la pena resaltar a los
fenoles simples, &cidos fenolicos, cumarinas, estilbenos,
flavonoides, lignanos y taninos [5,6]. Dentro del grupo de los
taninos se encuentran los condensados y los hidrolizables, los
condensados cuya estructura se basa en la unién de moléculas
de catequina en la formacion de dimeros, trimeros y tetramos
de gran interés por sus propiedades industriales y bioldgicas y
los taninos hidrolizables formados por moléculas de acido
gélico y cadenas de glucosas [7,8]. Los fenoles vegetales se
han empleado principalmente en el curtido de pieles y
formulacién de adhesivos [9,10]; sin embargo, también son
empleados en aplicaciones biomédicas. Entre los compuestos
fendlicos que se han extraido de la corteza de pino estan el
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acido galico, acido ferdlico y acido p-hidroxibenzoico, los
mondmeros como la catequina, epicatequina y taxifolin, y
flavonoides condensados como las procianidinas. En la Fig. 1
se presenta la estructura quimica de la catequina.

Fig. 1. Estructura quimica de la catequina.

El contenido de compuestos fen6licos presentes en material
vegetal se ha podido determinar gracias al desarrollo de
técnicas como la cromatografia de gases (GC), la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), la
cromatografia en capa fina (TLC), la espectroscopia infrarroja
(IR), espectrometria de masas (MS) y la resonancia magnética
nuclear (NMR) [11,12]. De esta manera se han investigado los
taninos extraidos de cortezas de especies como Pinus radiata
[13], Pinus pinaster y Pinus radiata [14], Pinus pinaster y
Pinus massoniana [15], Pinus maritimus [16], Acacia
mangium [17] y Acacia confuse [18]. Técnicas como SPE,
LLE, SPME vy ultrasonido, entre otras, han sido empleadas
para el tratamiento de muestras y limpieza de matrices
vegetales que contienen polifenoles [19]. La composicién de
taninos ha sido estudiada en cortezas de Pinus brutia
empleando MALDI-TOF-MS y RMN 38C [12]. Es bien
conocido que los compuestos fendlicos presentan propiedades
antifungicas, antibidticas, alelopaticas y otros efectos [20,4].
Estos compuestos se han ganado la reputacion por su actividad
en plantas para el control de ataque de insectos y dafios
microbianos. Se ha encontrado que compuestos polifenélicos
que contienen catequina en su estructura previenen dafios
cardiovasculares [21,22]. Estudios de la corteza de pino han
demostrado su  poder antioxidante, anticancerigeno,
antimutagénico, antimicrobial y antiinflamatorio [23].
Compuestos fenolicos como la catequina tienen aplicaciones
como la prevencion de la oxidacion de alimentos, astringencia,
reaccion con metales y proteinas, sintesis de derivados con
aplicaciones farmacéuticas, actividad antibacterial y diferentes
beneficios  medicinales  (disminucion  del  colesterol,
antialérgico, entre otros). En este trabajo se presenta el estudio
de las mejores condiciones de extraccion de catequina presente
en cortezas de las especies forestales P. patula, P. oocarpa y
E. grandis cultivadas en el Departamento del Cauca-Colombia
y la determinacion del contenido del polifenol catequina
empleando la técnica HPLC con detector ultravioleta visible.

Il. METODOS DE ANALISIS

Muestras de cortezas. Las muestras de corteza de P.
oocarpa (18 afios) fueron tomadas en la vereda la cabuyerita
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ubicada al noroccidente de la ciudad de Popayan-Cauca
(2°16'36.43"N; 76°35'42.86"0). Las muestras de corteza de P.
patula (18 afios) y E. grandis (7 afios) se recolectaron en la
reserva forestal de Sotara (Paispamba) ubicada al suroccidente
de Popayan. En la Fig. 2 se presenta uno de los sitios de
muestreo y muestras de cortezas de pino.

SOTARA

Fig. 2. Zona de muestreo [24] y muestra de corteza de pino Fuente: Grupo
GIQA

Molienda de muestras de cortezas. Se tomaron muestras
de corteza de 1, 2 y 3 metros de altura de los arboles de las tres
especies estudiadas. Las muestras fueron puestas a la sombra
para la posterior reduccién de tamafio en un molino de aspas
de 2 caballos de fuerza y en un molino eléctrico (Retsch SK
100 Estandar Spezst). Las muestras fueron tamizadas entre
1000 y 53 pum y almacenadas en bolsas de polietileno evitando
humedad e incidencia de la luz.

Andlisis proximal de muestras de cortezas. A las
muestras de corteza se les determind porcentaje de humedad,
contenido de nitrdgeno total, extracto etéreo, cenizas, y
contenido de celulosa [25].

Extraccion de compuestos fenodlicos de muestras de
cortezas. Para la obtencion de los extractos se emplearon
mezclas de etanol-agua, se determinaron las mejores
condiciones de extraccion como agitacion, tiempo,
temperatura, relaciéon corteza-solvente y tamafio de particula.



Las condiciones de extraccion  fueron  variadas
sistematicamente como se muestra en la tabla I. Se construyd
un disefio experimental de 6 factores y tres niveles para cada
uno, haciendo una sola réplica para cada experimento. Para
tamarfio de particula se evaluaron los tamafios de 1.06, 1.70 y
2.36 mm, para temperatura se evaluaron 25°C, 40°C y 60°C,
para tiempo se evaluaron 3, 6 y 9 horas, para relacion corteza-
solvente (C:S) se evaluaron relaciones 1:6, 1:8 y 1:10, para
composicion de solvente se evaluaron cantidades de etanol de
50%, 70% y 100% completando con agua segun la proporcion,
para revoluciones por minuto se evaluaron 250, 380 y 550
rpm. Los extractos se obtuvieron rotaevaporando a una
temperatura de 55°C.

TABLAI.

VARIABLES DE EXTRACCION USADAS PARA CADA EXPERIMENTO
Experimento (mm) (°C) (h) C:S EtOH (rpm)
(mm) 1.06-2.36 40 6 1.8 70 380
(°C) 1.70 25-60 6 1:8 70 380
(h) 1.70 40 39 1.8 70 380
CsS 1.70 40 6 1:6-1:10 70 380
EtOH 1.70 40 6 1:8 50-100 380
(rpm) 1.70 40 6 1.8 70 250-550

Temperatura (°C), Tiempo de extraccion (h), Tamafio de particula (mm), radio corteza-
solvente (C:S), Composicion del solvente (Etanol: EtOH) and agitacién (rpm).

Purificacion de extractos de cortezas por SPE. Se empleo la
extraccion en fase sélida (SPE) para la limpieza de los extractos
previo a la medicion del contenido de catequina por HPLC. Se
tomaron 0.1 g del extracto de cortezas de P. patula 'y P. oocarpay se
disolvieron en 10 mL de metanol para ser pasados a traves de
cartuchos de Cis (Sep-Pak Cis), los cuales se acondicionaron con 8
mL de metanol, 4 mL de agua a pH 7 y 5 mL de una solucién de HCI
0.01 M, la muestra se cargé y se lavé con 10 mL de agua a pH 7,
finalmente la muestra es eluida con 12 mL de metanol, esta se lleva a
sequedad haciendo pasar nitrdgeno por la solucién y luego a
temperatura controlada de 40 °C, se afora a 5 mL con la fase movil y
por altimo se procede con la inyeccion del filtrado en el
cromatografo de liquidos [26,27]. Para muestras de extractos de
corteza de Eucaliptus grandis se empled una columna de silica (40-
63 um). Inicialmente la silica se sec6 en un horno a 150°C por cuatro
horas, se dej6 enfriar y luego se elabord una columna de
aproximadamente 5 cm de alto por 1cm de didmetro. A continuacion,
se procedio a activar la columna adicionando 5.0 mL de metanol
puro, 3.0 mL de agua deionizada y 5.0 mL de una solucion acuosa de
HCI 0.01 M. Posteriormente se procedié a adicionar la mezcla a
separar. Una vez incluida la mezcla se procedié a adicionar 5 mL de
metanol grado HPLC y por Gltimo 5 mL de una mezcla agua-metanol
50-50. El liquido recogido en el erlenmeyer con desprendimiento se
Ilevé a sequedad en la estufa de aire a 45 °C y se diluy6 en fase movil
para ser filtrado e inyectado en el equipo de cromatografia liquida de
alta resolucion [27].

Anadlisis de catequina por HPLC. El analisis de catequina en las
cortezas de P. patula, P. oocarpa y E. grandis se realiz6 empleando
HPLC. Soluciones estandar fueron preparadas a partir de catequina al
98% marca Sigma-Aldrich. Se empledé un cromatdgrafo liquido
marca Waters 1515, detector UV-Vis 2487 marca Waters, una
columna p-Bonda Pack Cis, temperatura ambiente, elucion isocratica
a 1.0 mL/min, 15 minutos de corrida y 10 pL de inyeccion. La fase
movil para el analsis de extractos de corteza de P. patula estuvo
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constituida por 0.5% de Metanol en A. Acético 0.01 M-Acetonitrilo
(96.5% - 3.5%). La fase movil empleada para el analisis de extractos
de corteza de P. oocarpa constituida por A. Fosférico 0.1% en Agua-
Acetonitrilo (88.0% - 12.0%) y para el andlisis de extractos de E.
grandis conformada por A. Férmico 0.1% en Agua -Acetonitrilo
(90.0% - 10.0%). La deteccion se realizd a 280 nm para P. patula y
P. oocarpa y 210 nm para E. grandis. Todas las muestras fueron
filtradas por filtros de membrana de 0.45 pum previo al analisis por
HPLC [28,29].

Analisis estadistico. Se realiz6 el analisis de varianza para
observar diferencias estadisticamente significativas en las variaciones
de condiciones de extraccién de compuestos fendlicos. Para este
analisis se empled el programa Statgraphics Centurion. También se
realiz6 andlisis de varianza para comparar el contenido de
compuestos fenolicos en las tres especies forestales estudiadas
empleando el programa SPSS versién 11.5.

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

A las muestras de corteza de las tres especies estudiadas,
una vez molidas y tamizadas, se les realiz6 un anélisis
proximal para determinar el contenido de humedad, nitrégeno
total, extracto etéreo, contenido de lignina y celulosa. En la
tabla Il se encuentran los porcentajes reportados para las
muestras de corteza de P. patula, P. oocarpa y E. grandis.

formaciéon de complejos, por lo cual la degradaciéon de
dichos metales plantea una mayor preocupacion [23].

TABLA I
ANALISIS PROXIMAL DE LAS MUESTRAS DE CORTEZA DE P.
PATULA, P. OOCARPA'Y E. GRANDIS
PROPIEDAD Pinus patula Pinus oocarpa Eucaliptus grandis

(%) (%) (%)
Humedad 1416003  13.21x0.03 7.09+0.05
Nitrogeno Total ~ 0.76x0.04  0.760.02 0.34+0.03
Extracto Etéreo  2.41+0.05  2.54+0.02 0.64+0.02
Cenizas 0.83+0.08  6.79x0.03 8.730.02
Celulosa 27.87+0.06  24.97+0.04 32.65+0.04

Se puede observar en la tabla Il que las muestras de corteza
de P. patula y P. oocarpa presentan una cantidad mayor de
nitrégeno total con respecto a las muestras de E. grandis. En
cuanto al contenido de grasa (extracto etéreo), las muestras de
corteza de P. patula y P. oocarpa presentaron valores de 2.41
y 2.54% respectivamente, mientras que las muestras de E.
grandis solo presentaron un 0.64%. En cuanto al contenido de
cenizas el mayor porcentaje lo presentaron las muestras de
corteza de E. grandis, seguido de las muestras de corteza de P.
oocarpa y por ultimo las muestras de P. patula. Las muestras
de E. grandis presentaron el mayor porcentaje de celulosa,
seguidas de las muestras de corteza de P. patula 'y P. oocarpa.
El contenido de proteina bruta de las especies estudiadas fue
similar al de otras especies de pino como P. ponderosa
(1.10%). EIl contenido de grasa fue muy similar al de especies
de P. ponderosa (2.50%), mientras que el contenido de cenizas
estuvo por debajo del que presenta esta especie (1.10%).
Cortezas con alto contenido de mineral sugieren ser usadas
como compost 0 como sustrato para el crecimiento de plantas
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[30]. Teniendo en cuenta los resultados de analisis proximal de
otras especies de pino, contenidos de carbono, oxigeno y
nitrégeno (C: 52.40, N: 2.70, O: 38.30) [31,32], indican que
estas especies son una importante fuente nutricional para
animales a partir de los cuales se puede obtener una fuente
carbohidratos. Para la obtencion de los extractos de cortezas
de P. patula, P. oocarapa y E. grandis se determinaron las
mejores condiciones de extraccion de acuerdo con la tabla I.
En la extraccién de taninos a partir de la corteza de E. grandis
se pudo observar que los solventes que presentaron mayor
porcentaje de extraccion fueron las mezclas agua-etanol 50-50
y 30-70 con unos porcentajes muy similares de 9.07 y 9.02%
respectivamente. Desde el punto de vista econdmico para un
aprovechamiento industrial de la corteza de E. grandis es mas
aconsejable la mezcla agua-etanol (50:50), ademas el agua es
un solvente menos volatil que el etanol, evitando pérdidas
durante el proceso de extraccion si este se realiza a tanque
abierto. Para corteza de P. oocarpa la mezcla agua-etanol (30-
70) permitio extraer taninos en un 6.71%, con mezclas etanol-
agua (50-50) y etanol 100% se obtuvieron porcentajes de
extraccién del 5.70 y 6.80% respectivamente. Desde el punto
de vista industrial la mezcla agua-etanol (30-70) es la mas
adecuada para extraer taninos a partir de la corteza de P.
oocarpa. Para el proceso de extraccion a partir de la corteza de
P. patula se pudo observar que empleando etanol (100%) se
obtiene el mayor porcentaje de extracto total (9.37%); sin
embargo, la mezcla etanol:agua (70:30) permitié obtener
porcentajes de extracto total (9.14%), muy cercanos a las
obtenidas con etanol 100%, siendo esta Ultima mas favorable
desde el punto de vista industrial. Con agua-etanol (50:50) y
agua (100%) se obtuvieron porcentajes de extracto total del
9.07 y 9.19% respectivamente para corteza de Eucaliptus
grandis. Al realizar la prueba ANOVA se observaron
diferencias significativas a las tres temperaturas ensayadas
para las tres especies forestales con (Fcal=19.51>Ftab=7.71,
0:0.05), (Fcal=21.21>Ftab=7.71, 0.:0.05) y
(Fcal=19.55>Ftab=7.71, @:0.05) para P. patula, P. oocarpa y
E. grandis respectivamente. EI empleo de metanol y mezclas
metanol/agua para extraer fenoles de la corteza de Pinus
radiata (agua 100%, agua:metanol 7:3, agua:metanol 1:1,
agua:metanol 3:7, metanol 100%) ha permitido obtener a
partir de esta especie porcentajes promedio de extraccion del
8.3, 11.98, 16.04 y 21.93% respectivamente; las extracciones
de esta especie de pino chileno se realizaron a muestras de
corteza de 27 afios, tamafio de particula pasando la corteza por
mallas de 40-60 mesh, agitacién de 100 rpm y 70°C de
calentamiento. Se not6 que el incremento de metanol aumenta
el porcentaje de extraccion [33]. En otros trabajos se ha
obtenido un 2.23% de extracto total para P. cooperi y 10.61%
para P. ayacahuite con agua (100%), mientras que en el
extracto etanolico (50%) los rendimientos fueron de 6.66 %
para P. engelmannii a 19.4 % para P. ayacahuite; donde se
pudo observar que el rendimiento en extracto obtenido con
etanol al 50% fue el doble o mayor al obtenido con agua [34].
Para corteza de E. grandis un nivel de agitacion de 250 rpm en
adelante mostr6 porcentajes de extraccion constantes (9.06,
9.07 y 9.08% para 250, 380 y 550 rpm respectivamente), lo
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que indica que la corteza no requiere de una agitacion muy
vigorosa. Para cortezas de P. oocarpa se observa que los
porcentajes de extraccion con agitaciones de 250 rpm y
mayores que esta no difieren mucho entre sus valores, pero a
una velocidad de agitacion de 380 rpm se obtienen los
mayores porcentajes de extraccion (29.73%). Si el interés es la
disminucion del gasto energético, la agitacion adecuada es la
de 250 rpm (28.76%). Para cortezas de Pinus patula y
Eucalipto grandis a 250 rpm se obtuvieron porcentajes de
recuperacion de 9.56 y 9.06% respectivamente. Los resultados
de ANOVA indicaron la existencia de diferencias
significativas para las tres revoluciones ensayadas en las tres
especies forestales con Fcal>Ftab, a:0.05. La tabla Il muestra
los resultados obtenidos con el disefio experimental aplicado.

TABLA I
RESULTADOS DEL PROCESO DE EXTRACCION DE COMPUESTOS
FENOLICOS EN CORTEZAS DE P. PATULA, P. OOCARPA Y E.

GRANDIS
P. patula P. oocarpa E. grandis
Variable %EXxtracto
Tiempo (h) 3 4.77 30.04 9.08
6 5.30 28.63 9.09
9 6.02 28.36 9.10
Tamafio de 1.06 477 2431 10.21
particula (mm)
1.70 2.84 7.43 9.42
2.36 1.29 7.34 9.11
Temperatura 25 6.09 29.66 19.05
Q)
40 9.37 30.10 19.28
60 9.45 30.26 19.76
Relacion de 50 8.96 5.70 9.07
solvente
(etanol:agua)
70 9.14 6.71 9.02
100 9.37 6.80 9.19
Relacion 1-6 3.92 25.09 7.11
corteza-solvente
(C:S)
1-8 4.28 25.42 8.24
1-10 4.77 25.75 8.88
Velocidad  de 250 9.56 28.76 9.06
agitacion (rpm)
380 10.19 29.73 9.07
550 9.98 28.42 9.08

El tiempo adecuado para la obtencion de extractos de
corteza de P. patula fue de 9 horas con un 6.02 % de extracto
total. Con tiempos de 3 y 6 horas se obtuvieron 4.77 y 5.30%
de extracto total respectivamente. Tiempos de extraccion
superiores a 6 horas incrementan los costos de extraccion. En
extractos de corteza de P. pinaster se ha encontrado que
tiempos prolongados de extraccion no son necesarios para la
liberacién de compuestos fendlicos de la estructura de cortezas
de pino [35]. Segin los valores encontrados el tiempo
adecuado para alcanzar porcentajes de extraccién adecuados
estan por encima de 3 horas, encontrandose los mejores




porcentajes de extraccion entre 3y 9 horas. Se encontraron los
mejores porcentajes de extraccion de 6.02%(9h), 28.63%(6h)
y 9.10%(9h) para cortezas de P. patula, P. oocarpa y E.
grandis respectivamente. Tiempos de extraccion superiores a
3 horas incrementan costos de extraccion. La prueba ANOVA
para observar diferencias en cada uno de los tratamientos
arrojo la no existencia de diferencias en la variacién del
tiempo de extraccion para la corteza de P. patula
(Fcal=0.12<Ftab=7.71, «:0.05) y E. grandis (Fcal<Ftab,
a:0.05). Se observaron diferencias al variar el tiempo en la
extraccién de compuestos fendlicos de la corteza de P.
oocarpa (Fcal>Ftab, 0:0.05). Trabajos hechos en Cuba, han
reportado rendimientos de obtencion de extracto de 8.29 y
10.19% para P. caribea y P. cubensis respectivamente a
tiempos inferiores de extraccién de 3h [36,37]. La relacion de
corteza de P. patula-solvente de 1:10 permitié obtener el
mayor porcentaje de extracto total del 4.77%. Con relaciones
de corteza-solvente de 1:6 y 1:8 se obtuvieron porcentajes de
extracto total del 3.92 y 4.28% respectivamente. Relaciones de
corteza-solvente de 1:10 permitieron obtener los mayores
porcentajes de extraccion de 25.75% y 8.88% para cortezas de
P. oocarpa y E. grandis respectivamente. EI empleo de un
tamafio de particula menor (1.06 mm) permitié obtener el
mayor porcentaje de extracto total para la especie de P. patula
(4.77%). Se observa que, al disminuir el tamafio de particula,
aumenta el porcentaje de extracto total debido a la mayor
superficie de contacto entre la muestra y el solvente. Para
cortezas de P. oocarpa y E. grandis también se obtuvieron los
mayores porcentajes de extraccion al menor tamafio de
particula (1.06 mm) de 24.31% y 10.21% respectivamente. La
prueba de ANOVA arroj6 diferencias significativas en el
tamafio de particula para la extraccion de P. patula y P.
oocarpa con (Fcal>Ftab, ¢:0.05). Para la extraccion de E.
grandis no se observaron diferencias significativas para el
tamafio (Fcal=0.004<Ftab=7.71, 0.:0.05).

La temperatura a la que se logr6 mayor extraccién de
compuestos fenolicos a partir de la corteza de P. patula fue la
de 60°C con un porcentaje de extracto total del 9.45%,
superior al obtenido a temperatura de 25°C y 40°C de 6.09% y
9.37% respectivamente. Para cortezas de P. oocarpa y E.
grandis la temperatura més alta de 60°C permitié obtener los
porcentajes de extraccién mas altos de 30.26% y 19.76%
respectivamente. Se observd efecto estadisticamente
significativo por temperatura para la extraccién de compuestos
fendlicos de la corteza de P. patula (Fcal>Ftab, a:0.05). No se
observo efecto estadisticamente significativo por temperatura
para la extraccion en cortezas de P. oocarpa y E. grandis
(Fcal<Ftab, ¢:0.05). El analisis de varianza con respecto al
porcentaje de extracto fenolico de corteza de P. patula
permitid observar que no existen efectos estadisticamente
significativos al variar las condiciones de cada una de las
variables estudiadas (A:Tiempo, B:Tamafio de particula,
C:Temperatura, D:Etanol, E:Relacion C:S, F:Revoluciones).
Solamente se observo un efecto estadisticamente significativo
para (DxF) con un p<0.05 para la extraccion de corteza de P.
patula, indicando su efecto negativo, al no necesitarse la
cantidad de etanol ni revoluciones de agitacién mas altas para

23

una extraccion efectiva. Para el andlisis de varianza de la
extraccion de compuestos fendlicos de la corteza de P.
oocarpa no presentd efectos estadisticamente significativos
(p>0.05) para ninguna de las variables en estudio (A:Tiempo,
B:Tamafio de particula, C:Temperatura, D:Etanol, E:Relacion
C:S, F:Revoluciones). Las variables que marcaron mayor
importancia fueron un efecto negativo para (FXE) y efecto
positivo (BXE), indicando que efectos de relacion C:S y
agitacion a la baja pueden incrementar el porcentaje de
extraccién y efectos tamafio de particula y relacién C:S altos
pueden incrementar el porcentaje de extraccion de compuestos
fendlicos. El analisis de varianza para la extraccion de
compuestos fenolicos de cortezas de E. grandis no mostro
efecto estadisticamente significativo para ninguna de las
variables en estudio (A:Tiempo, B:Tamafio de particula,
C:Temperatura, D:Etanol, E:Relacion C:S, F:Revoluciones)
con p>0.05. Las variables conjuntas de mayor efecto fueron
(AXE) con efecto negativo y (AxC) con efecto positivo, lo que
indica que tiempos y relaciones C:S no muy altos permiten
buenos porcentajes de extraccién y el aumento del tiempo y
temperatura incrementan la extraccién. En la tabla IV se
presenta el andlisis de varianza en la variacion de condiciones
para la obtencion de extracto fendlico para las tres especies en
estudio.

TABLA IV
ANALISIS DE VARIANZA PARA OBTENCION DE EXTRACTO
FENOLICO DE CORTEZAS DE P. PATULA, P. OOCARPA Y E. GRANDIS

Fuente Gl Razon-F Valor-P
P. P. E. P. P. E.

patula | oocarpa | grandis | patula | oocarpa | grandis
A:Tiempo 1 1.85 0.22 0.04 0.19 0.64 0.84
B:Tamatio 1| 230 | o046 000 | 015 | 050 0.99
particula
C:Temperatura 1 0.34 0.52 1.40 0.57 0.48 0.25
D:Etanol 1 0.12 0.52 0.73 0.73 0.48 0.40
E:Relacion C:S 1 1.01 0.33 0.45 0.39 0.57 0.51
F:Revoluciones 1 2.28 0.01 0.60 0.15 0.94 0.45
AA 1 0.17 0,00 1.37 0.69 0.98 0.26
AB 1 0.11 0.40 0,00 0.74 0.53 0.98
AC 1 0.09 0,00 2.15 0.77 0.96 0.16
AD 1 0.14 1.22 0.00 0.72 0.28 0.99
AE 1 0.05 0.80 0.64 0.82 0.38 0.43
AF 1 0.01 0.66 2.23 0.92 0.43 0.15
BB 1 0.07 0.43 0.05 0.79 0.52 0.83
BC 1 0.15 0.21 0.67 0.70 0.66 0.42
BD 1 0.62 0,00 0.47 0.44 0.97 0.50
BE 1 0.11 1.96 0.01 0.75 0.18 0.93
BF 1 0,00 2.40 0.40 0.97 0.14 0.54
cc 1 3.09 0.22 0.00 0.10 0.64 0.99
CD 1 1.22 0.41 0.68 0.28 0.53 0.42
CE 1 0.97 0.95 0.00 0.34 0.34 0.99
CF 1 0.47 0.67 0.44 0.50 0.42 0.52
DD 1 0.09 0.52 0.81 0.76 0.48 0.39
DE 1 0.00 0.06 0.02 0.98 0.81 0.88
DF 1 4.57 1.66 0.63 0.05 0.21 0.44
EE 1 0.43 0.74 0.00 0.52 0.40 0.99
EF 1 2.33 1.20 0.04 0.14 0.29 0.85
FF 1 0.36 3.39 1.37 0.56 0.08 0.26
Error total 18
Total (corr.) 45
R-cuadrada = 58,7487 porciento, R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 0,0

porciento, Error estandar del est. = 2,80701, Error absoluto medio = 1,37271,
Estadistico Durbin-Watson = 1,41427 (P=0,0125), Autocorrelacion residual
de Lag 1 =0,257528

El andlisis estadistico y el resultado en los porcentajes de
extraccién permitieron determinar las mejores condiciones de
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extraccion de compuestos fendlicos para cortezas de P. patula,
P. oocarpa y E. grandis, los cuales se presentan en la tabla V.
Se debe tener en cuenta que el P. oocarpa es mas voluminoso
que el P. patula, esto indica que la corteza del P. oocarpa es
méas abundante y a la vez debe estar relacionado con el
contenido de compuestos fendlicos. Tanto las muestras de
cortezas de P. patula y P. oocarpa fueron tomadas de arboles
de 18 afios, edad en la cual el arbol ya puede ser cosechado.
Este tipo de pinos pueden ser cosechados entre 15 y 25 afios.
Las muestras de cortezas de E. grandis fueron tomadas de
arboles de 7 afios, este tipo de arboles maduran méas pronto
que los pinos y pueden ser cosechados desde los 7 afios, lo que
a su vez puede estar relacionado con su contenido de
compuestos fendlicos en la corteza. Cabe mencionar que el
crecimiento de estas especies forestales depende de variables
como altura, temperatura, tipo de suelo, pH, agua, entre otras
[38].

TABLAV
PARAMETROS OPTIMOS DE EXTRACCION DE TANINOS A PARTIR
DE CORTEZA DE P. PATULA, P. OOCARPA Y E. GRANDIS

Parametro Corteza P. Corteza P. Corteza E.

patula oocarpa grandis

Tiempo (h) 3 3 3

Tamafio de particula 1.06 1.06 1.06

(mm)

Temperatura (°C) 60 60 60

Relacién de solvente 30: 70 30:70 50: 50

(agua: etanol)%

Relacion corteza- 1-10 1-10 1-10

solvente (g/mL)

Velocidad de agitacion 250 380 250

(rpm)

Las mejores condiciones de extraccién permitieron obtener
porcentajes de extracto de compuestos fenolicos del
10.90+0.06, 29.67+0.05 y 19.92+0.07% para corteza de P.
patula, P. oocarpa y E grandis respectivamente. Una vez
fijadas las condiciones para la extraccion de polifenoles a
partir de las cortezas, las muestras fueron filtradas y se
concentraron a presion reducida en rotavapor. Se tomaron 0.5
g del extracto obtenido y se disolvieron en etanol. Las
muestras fueron sometidas a un proceso de limpieza de matriz
usando SPE [26,39]. La estandarizacién del proceso de SPE
permitié obtener porcentajes de recuperacion para catequina
del 98%, 97% y 96% para extractos de corteza de P. patula, P.
oocarpa y E. grandis respectivamente. El uso de la SPE ha
permitido la extraccion de compuestos bioactivos como
catequina, quercetina y (E)-Resverattrol presentes en vino
rojo, alcanzando porcentajes de recuperacion del 99% para
(E)-Resverattrol [40]. La determinacion de polifenoles en
material vegetal por espectrometria de masas con ionizacion
por electrospray (ESI-MS) con limpieza de muestras usando
SPE ha permitido porcentajes de recuperacién entre el 69 y el
91% [41]. Una vez realizado el proceso SPE, el eluato fue
concentrado a sequedad con corriente de nitrogeno vy
redisuelto en 5 mL de fase moévil y pasadas por filtros de
membrana de 0.45 um para ser analizadas por HPLC. En la
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Fig. 3 se presentan los cromatogramas de las muestras de
extractos de cortezas de P. patula, P. oocarpa y E. grandis
[28]. Se puede observar como la SPE permite eliminar
posibles interferencias y se observa un pico resuelto y
representativo para la catequina como analito de interés.
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Fig. 3. Cromatograma de catequina para A) corteza de P. patula, B) corteza de P.

oocarpa, C) corteza de E. grandis

El método cromatografico mostré buena sefial de la
catequina, los picos cromatogréaficos de la catequina para las
tres especies de pino mostraron buena simetria y resolucién.
Se presentaron tiempos de retencién para catequina de
8.0520.03 min, 4.72+0.06 min y 4.93+£0.05 min para extractos
de corteza de P. patula, P. oocarpa y E. grandis
respectivamente. Se observa que la variacion de la
composicién de la fase maévil permite separar y cuantificar de
forma adecuada la catequina, teniendo en cuenta que el
método cromatografico se construyé con el estdndar de
catequina. La fase movil compuesta de un solvente organico y
un pequefio porcentaje de acido permite separar de forma
adecuada compuestos fendlicos presentes en matrices
vegetales [42]. La variacion de la fase mdvil permiti6
comprender las interacciones de la catequina con la fase movil
y la fase estacionaria, se pudo observar con la fase movil
empleada para separar la catequina presente en la corteza de P.
patula (0.5% MeOH en A. acético 0.01 M-Acetonitrilo:
96.5%-3.5%) un mayor tiempo de retencién (8.05 min),
indicando la influencia de la presencia del metanol en la fase
movil mezclado con 4cido acético y acetonitrilo, lo que pudo
generar mayor interaccion fase movil-analito [48], esta
interaccion genera ensanchamiento del pico debido al mayor
tiempo que pasa el analito en la columna. Para la separacion
de catequina en los extractos de P. oocarpa y E. grandis
donde se usé fase movil con &cido fosférico-Acetonitrilo y A.
férmico-Acetonitrilo respectivamente se obtuvieron tiempos
de retencion similares (4.72 min P. oocarpa; 4.93 min E.
grandis) con una forma del pico similar y mayor simetria que

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500



la obtenida para la separacion en el extracto de P. patula. El
empleo de una columna C18 permitio la adecuada separacion
de la catequina presente en los extractos etandlicos de corteza
previa limpieza del extracto empleando SPE conformado por
adsorbente de C-18. Entre los factores que mas influyen en la
retencion estan la estereoquimica, sustitucion en el anillo
fenolico, peso molecular y polaridad total [43,12]. Las
longitudes de onda de 210 y 280 nm permitieron detectar el
compuesto de interés teniendo en cuenta que la catequina
presenta dobles enlaces y atomos de oxigeno con electrones
libres facilitando las transiciones n—n* y m—n*. El espectro
UV-Vis de compuestos fendlicos normalmente presenta
bandas de maxima absorbancia entre los 200 y los 300 nm,
dependiendo de los sustituyentes del anillo aromatico. La
absorbancia méxima muchas veces depende de la conjugacion,
la posicién y el nimero de sustituyentes en el anillo aromatico
[43,12].

El método para determinar catequina en muestras de
corteza de P. patula present6 buena linealidad en el rango de
10 a 100 ppm (r2 = 0.9954), un limite de deteccion de 0.058
ppm y un limite de cuantificaciéon de 0.19 mgL, el método
presentd buena repetitividad en el rango de concentraciones
examinado con valores de %RSD entre 0.197 y 4.532, valores
qgue no sobrepasan el 5%, criterio de aceptacion para el
andlisis de catequina [42,23]. El método presentd
reproducibilidad con valores de %RSD por debajo del 5%
(0.063- 1.360%). El método presentd exactitud con un tobt de
1.430, inferior al ttab de 2.31 para ocho (8) grados de libertad
y un 95% de confianza. EI método cromatografico para
determinar catequina en muestras de corteza de P. oocarpa
presentd buena linealidad en el rango de 10 a 20 mgL™?* (r2 =
0.9995), presenté un limite de deteccion de 0.785 mgL? y un
limite de cuantificacion de 1.837 mgL™?, el método presentd
buena repetitividad en el rango de concentraciones examinado
con valores de %RSD entre 0.500 y 2.570, valores que no
sobrepasan el 5%, criterio de aceptacion para el analisis de
catequina. El método es reproducible porque los valores de

%RSD estan por debajo del 5% (1.34-1.61). EI método es
exacto al presentar un tobt de 1.640, inferior al ttab de 2.31
para ocho (8) grados de libertad y un 95% de confianza. El
método cromatografico para determinar catequina en muestras
de corteza de E. grandis present6 buena linealidad en el rango
de 1 a 100 mgL? (r2 = 0.9998), presentd un limite de
deteccion de 0.013 mgL™? y un limite de cuantificacion de
0.021 mgL™, el método presentd buena repetitividad en el
rango de concentraciones examinado con valores de %RSD
entre 0.235 y 3.681, valores que no sobrepasan el 5%, criterio
de aceptacién para el analisis de catequina. EI método es
reproducible porque los valores de %RSD estan por debajo del
5% (0.647-1.838%). El método es exacto al presentar un tobt
de 1.941 inferior al ttab de 2.31 para ocho (8) grados de
libertad y un 95% de confianza. Los métodos cromatogréaficos
permitieron cuantificar catequina en muestras de corteza de P.
patula, P. oocarpa y E. grandis. Los resultados se encuentran
en la Fig. 4. Las muestras de cortezas de P. patula presentaron
un porcentaje de catequina de 2.00+0.03%, las muestras de
corteza de P. oocarpa presentaron un 2.96+0.02% de
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catequina y E. grandis un 0.18+0.03%. Especies como la P.
maritima presenta contenidos de catequina del 18.9% [44]. Se
han reportado contenidos de catequina del 7% extraida con
acetato de etilo de cortezas de P. brutia [44]. También, se han
encontrado contenidos de catequina del 8.1% en cortezas de P.
pinaster [45]. Contenidos de los dimeros epicatequina y
catequina del 40.9% han sido reportados para cortezas de P.
maritima, lo que indica que bajo procesos adecuados de
hidrdlisis se pueden obtener mayores contenidos de catequina
en las muestras de cortezas [46].

2,96 £0,02

0,18 £0.03

0,00
Corteza de P. Corteza de P. Corteza de E.
patula oocarpa grandis

Fig. 4. Contenido de catequina en muestras de cortezas de P. patula, P.
oocarpay E. grandis.

La prueba ANOVA mostr6 que existe diferencia entre los
contenidos de catequina en corteza de las tres especies
forestales estudiadas, presentando un Feaiculado (9968.67) mayor
que el Frapia (5.14) a un 95% de confianza. La prueba de tukey
permiti6 observar que existe diferencia honestamente
significativa (HSD) entre los contenidos de catequina en
cortezas de P. patula, P. oocarpa con respecto a la de E.
grandis. La prueba de Tukey indica que no existe diferencia
significativa entre el contenido de catequina en las cortezas de
P. patula y P. oocarpa. La caracterizacion de este tipo de
materiales lignocelulésicos permite contar con metodologias
para analizar muestras similares. La determinacion de
catequina en cortezas permite conocer su proporcion, respaldar
metodologias de aislamiento, sintesis y cuantificacion
cromatografica, como también el desarrollo de ensayos
biologicos para determinar sus propiedades antibacteriales,
antiinflamatorias entre otras [47].

IV. CONCLUSIONES

Las condiciones adecuadas para el proceso de extraccion de
compuestos fendlicos a partir de la corteza de P. patula, P.
oocarpa y E. grandis a nivel del laboratorio, en cuanto a
tamafio de particula, relacion corteza - solvente, agitacion,
tiempo de extraccion, tipo de solvente usado y temperatura
fueron establecidas de acuerdo con los resultados obtenidos.
Con las cuales se obtuvo un rendimiento de 10.90+0.06,
29.67+0.05 y 19.92+0.07% en peso respectivamente. La
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una buena
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técnica analitica para la determinacion cualitativa y
cuantitativa de flavonoides presentes en muestras de corteza,
suministrando picos cromatograficos definidos, con bajos
limites de deteccion y cuantificacion. Ademas, los métodos
presentaron apropiada linealidad, reproducibilidad, exactitud y
precision. Los métodos permitieron determinar la cantidad de
catequina en las muestras. La extraccion en fase solida (SPE)
es un excelente método para evitar el efecto de matriz en el
analisis de compuestos como la catequina. Los contenidos de
catequina en las muestras de corteza de P. patula, P. oocarpa y
E. grandis fueron 2.00, 2.96 y 0.18% respectivamente. La
determinacion del contenido de catequina, en las tres especies
forestales estudiadas con los métodos propuestos indican su
viabilidad y buena proyeccién para su uso.
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