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RESUMEN

Se evalu6 la concentracion de fenoles totales, flavonoides y proantocianidinas en extractos de
acetona acuosa 70% (extracto crudo) y extractos semipurificados por particién liquido-liquido con
acetato de etilo (extracto organico), de cortezas de Pinus cooperi, Pinus engelmannii, Pinus leiophylla
y Pinus teocote, asimismo se determind la actividad antioxidante de los extractos por las técnicas de
radical acido 2,2 -azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTSe+), desoxi-d-ribosa (atrapamiento de
radical hidroxilo), y por la inhibicién de la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL). Se realiz6
una comparaciéon cromatografica de los extractos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC). La concentracion de fenoles fue de 491 mg g-1 a 604 mg g-1, los extractos orgénicos presen-
taron mayor concentracién de flavonoides (292 mg g-1 a 385 mg g-1) que los extractos crudos
(259 mg g1 a 314 mg g-1), mientras que la concentracion de proantocianidinas fue mayor en el
extracto crudo (186 mg g-la 286 mg g-1) que en el organico (70 mg g-la 151 mg g-1). La capacidad
de captura del radical ABTS fue de 49,48% a 57,44%, similares al que presenté el estandar catequina
(57,92%). La capacidad de captura del radical hidroxilo varié de 25,85% a 48,46% y fue mayor en el
extracto organico en todas las especies. La inhibicion de oxidacién de LDL fue de 64,41% a 89,39%,
con valores mas altos en el extracto organico. Los cromatogramas de HPLC muestran semejanza de
los compuestos quimicos en las cuatro especies. Se identifico el flavanol catequina a baja concentra-
cién en todas las especies. El compuesto principal en P. cooperi, P. engelmannii, y P. teocote, es
similar en las tres especies y por espectro de UV corresponde a una flavanona.
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ABSTRACT

Total phenolics, flavonoids and
proanthocyanidins ~ from  aqueous
acetone 70% (crude extract) and semi
purified extracts by liquid-liquid partition
with ethyl acetate (organic fraction) of
Pinus cooperi, Pinus engelmannii, Pinus
leiophylla and Pinus teocote bark were
evaluated. The antioxidant activity using
acid 2,2"-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonic radical (ABTSe+), deoxyribose
assay (scavenging of hydroxyl radical)
and human Low Density Lipoprotein
(LDL) inhibition were also determined.
Chromatographic analysis of High Pres-
sure Liquid Chromatography (HPLC) of
extracts was performed. Total phenolics
concentration was 491 mg g-1 to 604 mg
g-1, organic extracts showed higher
flavonoids concentration (292 mg g-1 to
385 mg g-1) than crude ones (259 mg g-
1 to 314 mg g-1), while proanthocyani-
dins concentration was higher in crude
extracts (186 mg g-1 to 286 mg g-1) than
organic extracts (70 mg g-1 to 151 mg g-
1). The radical scavenging activity ABTS
was (49,48% to 57,44%), similar to cate-
chin standard (57,92%). The scavenging
capacity of OH radical (25,85% to
48,46%), was higher in organic extracts
for all species. The LDL oxidation inhibi-
tion for organic extracts (64,41% to
89,39%), was higher than crude extracts.
Catechin was identified in all species at
low concentration. HPLC chromato-
grams showed a flavanone as the major
compound in P. cooperi, P. engelmannii,
and P. teocote bark extracts.

KEY WORDS:
ABTS, bark, Low Density Lipoprotein
(LDL), Pinus, polyphenols.

INTRODUCCION

La industria forestal es una de las princi-
pales actividades econdmicas en el
estado de Durango. Las especies de pino
son la fuente mas importante de madera
ya que constituyen uno de los recursos
forestales maderables mas abundantes
de los bosques de clima templado. Para
Durango se reportan al menos veinte
especies de pino, aunque las mas
comunes son Pinus arizonica, P. ayaca-
huite, P. cooperi, P. durangensis, P. engel-

mannii, P. leiophylla y P. teocote (Garcia y
Gonzélez, 2003).

La corteza es un subproducto de la
industria primaria de la madera, es relativa-
mente abundante, tiene un uso limitado en
la elaboracion de composta y carbén
vegetal, por lo que es considerado como un
desecho contaminante y de dificil elimina-
cién. La composicion quimica de la corteza
es compleja, al igual que la madera,
contiene polisacaridos (celulosa y hemice-
lulosa) y lignina, pero a diferencia de ella
tiene una mayor concentracion de extrai-
bles. Estos extraibles comprenden una
amplia variedad de compuestos organicos
dispersos y depositados en el lumen celular
o impregnando las paredes de las células,
que pueden removerse con solventes
neutros de polaridad variable como
hexano, éter, acetato de etilo, acetona,
etanol, metanol y agua, entre otros. De la
fraccion lipofilica (no polar) se extraen
grasas, ceras, terpenos y alcoholes alifa-
ticos superiores, mientras que la fraccion
hidrofilica (polar) esta constituida principal-
mente por sustancias polifendlicas (Fengel
y Wegener, 1989).

Los polifenoles son un grupo de
compuestos aromaticos con sustituyentes
hidroxilos, que se clasifican de acuerdo
con el nimero de atomos de carbono de
su esqueleto base: fenoles simples (Cg),
acidos fendlicos (Cg-Cq), acetofenonas
(C6-Cy), cumarinas (Cg-C3), estilbenos
(C6-C2-Cg), flavonoides (Cg-C3-Cg), bifla-
vonoides (Cg-C3-Cg)2, lignanos (Cg-C3)o,
ligninas (Ce-C3), v taninos condensados
(Ce-C3-Cg)n € hidrolizables (ésteres de
acidos fendlicos y glucosa) (Andersen y
Markham, 2006; Mann, 1994).

Cada grupo tiene a su vez subdivi-
siones, por lo que la variedad de estos
compuestos en las plantas es muy
grande. El grupo mas numeroso es el de
los flavonoides, que se reporta existen
entre 4000 y 5000 (Middleton et al., 2000;
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Pérez, 2003). Los flavonoides presentan
un esqueleto comdn de difenil-piranos
(C-C3-Cg), compuesto por dos anillos de
fenilos (Ay B) ligados a través de un anillo
C de pirano (heterociclico). La clasifica-
cion de los flavonoides obedece a la
variacion en el anillo C.

Gran numero de investigaciones
realizadas a nivel mundial sustentan que
los polifenoles, de diversas fuentes vege-
tales, tienen propiedades bioldgicas impor-
tantes, tales como efecto antiinflamatorio,
antihistaminico, antiviral, antimicrobiano,
antifingico, antioxidante, anticancerigeno
y efecto cardioprotector y cardiovascular
(Han et al., 2007; Middleton et al., 2000;
Raj et al., 2001; Santos-Buelga y Scalbert,
2000; Souza et al., 2008).

Las propiedades antioxidantes y
cardioprotectoras de los polifenoles se
deben principalmente a que sus propie-
dades oxido-reductoras les permiten
actuar como agentes donadores de hidro-
geno y estabilizadores de radicales libres
como oxigeno reactivo, hidroxilo y supe-
réxido, implicados en la cadena de pero-
xidacion lipidica, ademas de sus propie-
dades de quelacion de hierro y metales
de transicion (Lee et al., 2004).

Con anterioridad se reportd que
extractos etandlicos e infusiones de
cortezas de Pinus ayacahuite, P. cooperi,
P. durangensis, P. leiophylla y P. teocote
presentan alta actividad de captura del
radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidra-
cilo), y una moderada actividad antibacte-
riana (Rosales et al., 2006), también se
reportd que las cortezas de estas espe-
cies, asi como las de P. arizonica, P.
chihuahuana y P. engelmannii, contienen
altas concentraciones de fenoles expre-
sados como equivalentes de acido tanico
y taninos condensados evaluados por el
método gravimétrico del Nimero de
Stiasny (Rosales y Gonzélez, 2003), en
extractos etandlicos y acuosos.
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En este trabajo se presenta un
estudio complementario de la corteza de
P. cooperi, P. engelmannii, P. leiophylla y
P. teocote, colectada en localidades y
épocas diferentes a las ya reportadas, en
el que se analizan extractos crudos obte-
nidos con acetona acuosa y extractos
semipurificados por particion liquido-
liquido con acetato de etilo, evaluando la
concentracion de polifenoles que incluye
fenoles totales, flavonoides y proantocia-
nidinas, asi como la actividad antioxi-
dante de los mismos, medida por tres
técnicas analiticas, dirigidas a deducir
diversos mecanismos de accién, como
son la capacidad de donacion de hidro-
genos (método del radical ABTS), atrapa-
miento del radical hidroxilo (ensayo de la
desoxi-d-ribosa) y quelacion de fierro y
metales de transicion (inhibicién de lipo-
proteinas de baja densidad). Se presenta
también un analisis cromatografico por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) de los extractos semipurificados y
la identificacion de algunos de sus
compuestos comunes y mayoritarios.

OBJETIVO

Evaluar la concentracion de fenoles
totales, flavonoides y proantocianidinas
en extractos crudos de acetona y en
extractos semipurificados con acetato de
etilo, de corteza de P. cooperi, P. engel-
mannii, P. leiophylla y P. teocote, asi
como su actividad antioxidante e inhibi-
cion de la oxidacion de lipoproteinas de
baja densidad, identificando algunos
de los polifenoles presentes.

METODOLOGIA
Colecta de material

La corteza de P. cooperi, P. engelmannii, P.
leiophylla y P. teocote se colecté en los
ejidos El Brillante, paraje Mesa de la
Mantoza, a 23° 46’ 30" N, 105° 20" 17" W,
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2579 msnm y Chavarria Viejo, 23° 38’ 32"
N, 105° 33’ 1" W, 1980 msnm, ambos en el
municipio de Pueblo Nuevo, Durango. Se
tomaron ejemplares botanicos de cada
uno de los pinos y se depositaron en el
herbario del CIIDIR-IPN Unidad Durango.

El muestreo se realizé en arboles de
aspecto vigoroso y sin evidencia de enfer-
medades o plagas. Para cada una de las
especies se colectd la corteza de cuatro a
seis pinos, se mezclaron y prepararon
COMO una muestra compuesta. La corteza
se secO a temperatura ambiente bajo la
sombra, se molié en un molino de labora-
torio y se tamiz6 hasta un tamafio de
particula de malla -20 + 40.

Obtencién de extractos

Desengrasado del material

A 100 g de corteza seca y tamizada
se le adicionaron 800 mL de n-hexano, se
maceraron a temperatura ambiente, con
agitaciéon durante 48 horas y se filtraron
sobre papel filtro. La corteza libre de
compuestos solubles en n-hexano se
secO a temperatura ambiente.

Extractos aceténicos (extracto crudo)

Se obtuvieron extractos con acetona
acuosa al 70%, a partir de la corteza
previamente desengrasada con n-hexano,
de acuerdo con la metodologia propuesta
por Karchesy et al. (1989). A 40 g de
corteza base seca se le adicionaron 300
mL de acetona acuosa al 70%. Se mace-
raron a temperatura ambiente durante 24 h
y se filtraron sobre papel filtro. A la corteza
remanente se le adicionaron 200 mL de
solvente fresco de acetona acuosa al 70%
y se repitié el proceso. Los extractos obte-
nidos de la primera y segunda maceracién
se combinaron y se concentraron en rota-
vapor a vacio a 35 °C para remover el
solvente, posteriormente una tercera parte
del extracto se liofiliz6 para obtener
extracto crudo seco y las dos terceras

partes se sometieron a una particion
liquido-liquido con acetato de etilo. Se
determind el rendimiento de las extrac-
ciones, mediante la relacion del peso de los
solidos solubles en acetona (g) entre la
cantidad de corteza base seca y desengra-
sada que se utilizé para la extraccion (40
g). Las determinaciones se hicieron por
triplicado.

Extractos semipurificados con acetato de
etilo (extracto orgénico)

Se realiz6 a partir del extracto crudo
de acetona (parte acuosa remanente de
la evaporacion de la acetona). Se adicio-
naron tres lavados de 200 mL de acetato
de etilo (3X200) en un embudo de sepa-
racion de 500 mL, se agitaron vigorosa-
mente y se dejaron reposar hasta separar
las fases inmiscibles. Las fracciones
organicas se combinaron y se concen-
traron en rotavapor con vacio a 35 °C
hasta sequedad. Se calculé la cantidad
de solidos obtenidos.

Evaluacion de polifenoles

Rendimiento de extracto o sélidos totales

Se evaludé la cantidad de sélidos
totales disueltos con el solvente de extrac-
cién. El resultado corresponde al porcen-
taje en peso del extracto seco con respecto
a la cantidad de corteza base seca desen-
grasada utilizada en la extraccion.

Fenoles totales

Se evalué tanto en extractos crudos
como en extractos organicos. Se realizé
por el método de Folin-Ciocalteu,
mediante el procedimiento descrito por
Waterman y Mole (1994). Se trabaj6é con
una curva de calibracion de &cido galico a
cinco concentraciones (0,5; 0,4; 0,3; 0,2y
0,1) mg mL-1 (y= 0,0011x + 0,0012;
R2 = 0,999). A 0,1 mL de cada uno de los
extractos (crudo y organico) se le adicio-
naron 6 mL de agua deionizada y 0,5 mL
de reactivo comercial de Folin-Ciocalteu
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(2N). Después de 1 min y antes de 8 min
de afadir el reactivo de Folin, se adicio-
naron 1,5 mL de carbonato de sodio
(20%), se aford a 10 mL y se dejo reposar
durante 2 h. Se ley6 luego la absorbancia
a 760 nm y los resultados se expresaron
como equivalentes de acido galico en
mg g-lde extracto seco. Las determina-
ciones se hicieron por triplicado.

Flavonoides totales

Se siguié el procedimiento descrito
por Heimler et al. (2005). Se realiz6 una
curva de calibracion con catequina a
cinco concentraciones (0,25; 0,2; 0,15;
0,1y 0,05) mg mL-1(y = 0,0016x — 0,016;
R2 = 0,995). Para este ensayo cada uno
de los extractos secos (crudos y orga-
nicos) se diluyd con metanol a una
concentracién de 0,5 mg mL-1. De cada
uno de los extractos diluidos se tom6 una
alicuota de 0,25 mL y se le adicionaron 75
ulL de nitrito de sodio (5,0 %), 0,150 mL de
cloruro de aluminio (10,0 %) recién prepa-
rada y 0,5 mL de hidréxido de sodio (1M).
Se ajusto el volumen a 2,5 mL con agua
deionizada y se reposo6 durante 5 min. Se
midi6 la absorbancia a 510 nm con blanco
sin muestra. Los resultados se expre-
saron como equivalentes de catequina en
mg gl extracto seco. Las determina-
ciones se hicieron por triplicado.

Proantocianidinas (taninos condensados)

Se trabaj6é con una curva de calibra-
cion de catequina a cinco concentra-
ciones (0,5; 0,4; 0,3; 0,2 y 0,1) mg mL-1
(y = 0,0005x — 0,0077; R2 = 0,997), de
acuerdo con el procedimiento de Heimler
et al. (2005). Cada uno de los extractos
secos (crudos y organicos) se diluyé con
metanol a una concentracién de 0,5 mg
mL-1. A una alicuota de 50 uL de cada
extracto diluido a evaluar, se le adicio-
naron 3 mL de vainillina en metanol (4,0
%) y 1,5 mL de acido clorhidrico concen-
trado. La muestra se dej6 reposar 15 min
y se midio la absorbancia a 500 nm contra
un blanco de metanol. Los resultados se
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expresaron como equivalentes de cate-
quina en mg g-1 extracto seco. Las deter-
minaciones se hicieron por triplicado.

Evaluacién de la actividad antioxidante

Método ABTS

La capacidad de atrapamiento de radi-
cales libres se evalu6 en extractos crudos
y extractos organicos, asi como en 4cido
galico, catequina y rutina, que se utili-
zaron como estandares de referencia. Se
utiliz6 el método del radical ABTS
desarrollado por Re et al. (1999), ya que
es un método validado por su estabilidad
y reproducibilidad, y esta indicado para el
caso de compuestos coloridos, como es
el caso de los extractos del presente
trabajo. Se sigui6 la metodologia descrita
por Kuskoski et al. (2004), con modifica-
ciones menores en cuanto al volumen de
muestra ensayada. Las determinaciones
se hicieron por triplicado. El radical
ABTSe+ (acido 2,2 -azinobis-3-etilbenzo-
tiazolin-6-sulfénico) se obtuvo tras la
reaccion de ABTS con persulfato de
potasio, incubados a temperatura
ambiente con agitacion y en la oscuridad
durante 16 h. Una vez formado el radical
se aforé con agua a 10 mL. De esta solu-
cion se tomaron 1,0 mL y se diluyeron con
etanol hasta obtener un valor de absor-
bancia de (0,70 + 0,1) nm a 754 nm. Las
muestras y estandares se prepararon a
0,1 mg mL-1 diluidas en etanol absoluto.
Se utilizaron 40 uL de muestra y 960 uL
del radical y se leyeron a 754 nm, la
absorbancia se monitore6 a 1 min'y 6 min
después de adicionar el radical. En la
metodologia original se utilizan 20 uL de
muestra y 980 ulL del radical.

Se realiz6 una curva de Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-4cido
carboxilico) disuelto en etanol a concen-
traciones de 100 uM a 500 uM con el
mismo procedimiento que para las mues-
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tras y estandares. Los resultados fueron
expresados como TEAC (capacidad
antioxidante equivalente a Trolox).

Método de la desoxi-d-ribosa

Por este método se evalud la capacidad
de los extractos para atrapar el radical
hidroxilo (OH). Se siguié la metodologia
propuesta por Dorman et al. (2003) y
Halliwell et al. (1987). Los extractos
crudos y organicos se diluyeron a una
concentracion de 0,5 mg mL-1 con buffer
fosfato salino (PBS) 50 mM a pH de 7,4.
Se mezclaron 500 uL de cada uno de los
extractos a evaluar, con 100 uL de
desoxi-d-ribosa (2,8 mM), 100 uL de
cloruro férrico (1,0 M), 100 uL de etilén
diamino tetracético (EDTA) (104 uM), 100
uL de peroéxido de hidrégeno (1,0 mM), y
100 uL de acido ascérbico (100 uM). Para
el blanco se adicionaron 500 uL de PBS
en lugar de muestra. La mezcla de reac-
cién se agité vigorosamente y se incub6 a
37 °C durante una hora. Transcurrido este
tiempo se adicion6 1,0 mL de acido triclo-
roacético y 1,0 mL de acido tiobarbitdrico
y se calenté 20 min a ebullicion. La reac-
cion se detuvo enfriando las muestras en
agua fria, posteriormente se adicioné 3
mL de n-butanol, se agité vigorosamente
durante 3 min en vortex, se centrifugd a
4500 rpm durante 10 min para separar la
fase orgénica. Finalmente la fase orga-
nica se leyé a 532 nm, usando n-butanol
como blanco. Se utilizaron como estan-
dares de referencia acido galico y cate-
quina, éstas se prepararon de la misma
forma que los extractos. Las determina-
ciones se hicieron por duplicado, los
resultados se expresaron como % de
atrapamiento del radical OH:

Inhibicién de oxidacion de Lipoproteinas

de Baja Densidad (LDL).

Se tomd como base el procedimiento
propuesto por Loy et al. (2000), aunque el
desarrollo experimental de esta técnica
se establecié dentro del Cuerpo Acadé-
mico de Alimentos Funcionales y Nutra-
céuticos del Instituto Tecnoldgico de
Durango, y consistio en lo siguiente: las
Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL) se
precipitaron a partir de plasma humano,
donado por el banco de sangre del
Hospital General de Durango. Los
extractos a ensayar (crudos y organicos)
se diluyeron con PBS a una concentra-
cién de 0,5 mg mL-1, y posteriormente se
diluyeron a 0,020 mg mL-1 con el mismo
buffer. Se utilizaron como estandares de
referencia acido galico, catequina y
rutina, éstas se prepararon de la misma
forma que los extractos. La reaccién
consistié en mezclar 700 uL de PBS, 100
uM de sulfato cuprico (0,5 ulL), 100 uL de
la muestra adecuadamente diluida y 100
uL de LDL. Para el blanco se adicionaron
100 uL de PBS en lugar de muestra. La
mezcla de reaccién se agitd vigorosa-
mente y se incub6 a 37 °C durante 3 h.
Transcurrido este tiempo se adicioné 1
mL de acido tricloroacético 'y
1 mL de A&cido tiobarbitlirico, se some-
tieron a ebullicion durante 20 min. La
reaccion se detuvo colocando las mues-
tras en agua fria, posteriormente se
adicioné 2 mL de n-butanol, se agitaron
vigorosamente en vortex, y se centrifu-
garon a 3000 rpm durante 10 min para
separar la fase organica. Finalmente se
leyo la absorbancia de la fase organica a
532 nm. Los resultados se reportaron
como % de inhibicién de la oxidacion:

(% Atrapamiento de OH) = Absorbancia del blanco — Absorbancia de la muestra y 1qg

Absorbancia del blanco

(% Inhibicion) = Absorbancia del blanco — Absorbancia de la muestra. x 109
Absorbancia del blanco
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Evaluacion cromatografica

HPLC-Arreglo de diodos

Se utiliz6 un Cromatografo de
Liquidos de Alta Resolucion marca Perkin
Elmer, serie 200 con arreglo de diodos,
columna Cig. Se utilizaron las muestras
de la fraccion organica. Se siguio la meto-
dologia propuesta por Sakakibara et al.
(2003), con pequefias modificaciones, ya
que para preparar la fase A se utilizé agua
acidificada en lugar de buffer de fosfatos
acidificado.

Las muestras se disolvieron en
metanol grado HPLC, se utiliz6 como fase
A agua con 10% metanol y 0,3% de 4cido
fosférico y como fase B metanol al 70%, a
un flujo de 1 mL min-1. La elucién se inicid
con 100% de A durante 20 min, se cambid
a 70% A por 15 min, después 65% A
durante 10 min, seguido de 60% A por 20
min, 50% A 5 min y finalmente 100% B
por 9 min. Se inyectaron 20 ulL de
muestra, y se utilizaron como estandares
catequina, epicatequina, taxifolina y quer-
cetina. Se obtuvieron espectros de UV de
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cada uno de los picos resueltos en los
cromatogramas de HPLC.

Analisis de resultados

Para evaluar las diferencias estadisticas
de los resultados obtenidos se utilizo el
programa Statistica 7, con una compara-
cion de medias, prueba de Tukey en la
concentracién de polifenoles y la acti-
vidad antioxidante, entre extractos y entre
especies, a un nivel de significancia de
0,05. El andlisis de correlacion se realizé
mediante la prueba de Pearson.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de polifenoles

Los resultados del rendimiento de
extracto de las diferentes especies se
muestran en la figura 1. P. cooperi
presento6 el mayor rendimiento en sélidos,
tanto en el extracto crudo (11,5%) como
en el organico (3,7%). En el extracto
crudo los rendimientos de P. leiophylla y

Rendimiento de extracto

P.cooperi

P.engelmannii

P.leiophyilla P.teocote

W Extracto crudo B Extracto orgémico|

Figura 1. Rendimiento de extracto crudo y organico de cortezas de pino
(Expresado como gramos de extracto por 100 g de corteza seca).
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P. engelmannii fueron similares (10,4% y
9,9%), mientras que el rendimiento en el
extracto orgédnico de P. engelmannii
(1,8%) fue superior al de P. leiophylla
(1,2%). El rendimiento menor fue en P.
teocote con 8,5% y 1,0%, respectiva-
mente. Se encontraron diferencias signifi-
cativas (p < 0,05) entre las especies, para
cada extracto.

Los rendimientos de extractos
crudos obtenidos con etanol acuoso
(50%) que mencionan Rosales vy
Gonzélez (2003), para las mismas espe-
cies, colectadas de arboles y sitios
distintos a las del presente estudio, son
diferentes para P. cooperi (9,94%), P.
engelmannii  (6,65%), P. leiophylla
(19,11%) y P. teocote (12,15%), aunque
se ha registrado que diversos parametros
como la edad del arbol, sitio de colecta y
solvente de extracciéon, entre otros,
afectan los resultados en los rendimientos
de fenoles y en la evaluacién quimica de
las especies maderables (Vazquez et al.,
1987; Waterman y Mole, 1994).

Los rendimientos del extracto orga-
nico son similares a los que presentan
Matthews et al. (1997), para algunas
especies de pino, como P. sylvestris
(0,5%), P. radiata (1,9%) y P. pinaster
(3,6%). Se tiene una marcada diferencia
entre los rendimientos de extracto crudo y
organico en las cuatro especies de
estudio y es importante mencionar que el
extracto organico corresponde a la frac-
cién de compuestos del extracto crudo
gue fueron solubles en acetato de etilo, y
de acuerdo con lo que mencionan
Hemingway et al. (1983); Matthews et al.
(1997) y Tourifio et al. (2005), en esta
fraccion se extraen compuestos monomeé-
ricos y oligoméricos y se realiza con el fin
de separarlos de la fraccién polimérica
(que contiene taninos y otros fenoles de
alto peso molecular). De acuerdo con los
resultados obtenidos, la fraccion mono-
meérica y oligomérica en P. cooperi corres-

ponde a 32% del extracto crudo, la de P.
engelmannii a 18% y tanto la de P.
leiophylla como la de P. teocote a 12%.

La concentracion de fenoles totales,
flavonoides y procianidinas se muestra en
la figura 2. En P. cooperi y P. teocote la
concentracién de fenoles fue mayor en el
extracto organico que en el crudo, en el
extracto crudo los valores fueron de 543
mg g-1 y 579 mg g-1, en el extracto orga-
nico 592 mg g-1 y 604 mg g-1, respectiva-
mente. La concentracion de fenoles
totales en P. engelmannii fue similar en
los dos extractos, con valores de 579 mg
g-1 en el extracto crudoy 576 mg g-1 en el
organico. En P. leiophylla la concentra-
cién de fenoles fue menor en el extracto
organico (491 mg g-1) que en el crudo
(543 mg g-1), aunque sin diferencia esta-
distica (p = 0,05).

Los resultados de fenoles totales
gue publican Rosales y Gonzéalez (2003),
para extractos etandlicos de las mismas
especies, son diferentes a los que se
encontraron en el presente trabajo. En los
resultados anteriores el orden de concen-
tracion de fenoles totales en extractos
etandlicos fue P. leiophylla > P. teocote >
P. engelmannii > P. cooperi, mientras que
en extractos crudos de acetona el orden
es P. engelmannii > P. teocote > P.
leiophylla = P. cooperi. Evidentemente
gue las condiciones de colecta como
edad del arbol y sitio, asi como el
solvente utilizado para la extraccion,
afectan los resultados de su concentra-
cion fendlica, aunque puede deducirse
que en ambos estudios, el extracto crudo
de P. cooperi es el que presenta la menor
concentracién en fenoles.

Las concentraciones de fenoles
totales encontradas en las especies de
este estudio son similares a las que
reportan Ku et al. (2007) en extractos con
agua caliente de cortezas de diferentes
especies de pino, con concentraciones de
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Figura 2. Concentracion de polifenoles en extracto crudo y organico de cortezas de
pino. Fenoles expresados como equivalentes de acido galico en mg g-1 extracto seco.
Flavonoides expresados como equivalentes de catequina en mg g-1 extracto seco.
Proantocianidinas expresados como equivalentes de catequina en mg g-1 extracto seco.

501 mg g-1 en P. banksiana, 541 mg g-1
en P. thunbergii, 558 mg g-1 en P. rigida y
629 mg g-1 en P. radiata.

Con respecto a la concentracion de
flavonoides, los valores fueron mayores
en el extracto organico que en el crudo,
en todas las especies, lo que indica que la
particiéon liquido-liquido con acetato de
etilo favorecié la separacion selectiva de
compuestos de tipo flavonoide, en
algunos de los extractos aumentaron de
forma significativa y en otras no. El
extracto crudo de P. cooperi presento la
menor concentracion (259 mg g-1) con
diferencias estadisticas (p = 0,05) para el
resto de los extractos evaluados, el
extracto organico de P. teocote es signifi-
cativamente mayor (p = 0,05) al resto de
los extractos (385 mg g-1). La concentra-
cién de flavonoides entre P. leiophylla y P.
engelmannii no presentd diferencias
significativas (p = 0,05), entre especies ni
entre extractos. No se tienen antece-
dentes sobre la concentracién de flavo-

noides en estas especies por lo que no
hay forma de compararlas con otros estu-
dios similares.

Se realizé un andlisis de correlacion
(Pearson) entre las variables de estudio,
considerando tanto extractos crudos
como organicos, los resultados se
presentan en la tabla 1. Se encontré
correlacion significativa entre la concen-
tracion de fenoles totales y la concentra-
cion de flavonoides (R= 0,551).

Las proantocianidinas son un grupo
particular de flavonoides y corresponden
a compuestos de tipo flavan-3-ols (flava-
noles o catequinas). A estos compuestos
también se les conoce como taninos
condensados. La concentracion maxima
de proantocianidinas en el extracto crudo
fue para P. leiophylla (283 mg g-1) y la
minima en P. cooperi (186 mg g-1), la cual
presento diferencia estadistica (p < 0,05)
con el resto de las especies. En los
extractos orgéanicos, P. teocote presentd
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Tabla 1. Correlaciones de Pearson (R),
de las variables estudiadas en los extractos de cortezas de pino.

FT FL PAC ABTS Desoxi LDL
Fenoles totales (FT) 1 0,551* -0,04 0,054 0,374 0,582*
Flavonoides (FL) 1 -0,11 -0,41 0,165 0,673*
Proantocianidinas (PAC) 1 0,278 -0,80* -0,28
ABTS 1 0,115 -0,32
Desoxi-d-ribosa 1 0,259
LDL 1

* Indica correlacion significativa entre variables a un nivel de significancia de 0,05

la mayor concentracién (151 mg g-1),
mientras que P. cooperi presentd la
menor (70 mg g-1), con diferencias signifi-
cativas (p < 0,05) para el resto de las
especies. La concentracion de proanto-
cianidinas en el extracto organico fue
significativamente menor (p < 0,05) que
en el crudo, en las cuatro especies, lo que
indica que aunque la particion liquido-
liquido con acetato de etilo es selectiva
para extraer compuestos de tipo flavo-
noide (Cg-C3-Cg), los flavonoides mayori-
tarios contenidos en los extractos semipu-
rificados de las cortezas de P. cooperi, P.
engelmannii, P. leiophylla y P. teocote, no
corresponden a compuestos de tipo
flavanol (catequinas), sino a otro tipo de
flavonoides (flavonoles, flavanonas, etc).
Sin embargo, los resultados indican que
las especies en estudio contienen cate-
quinas monoméricas y/o oligoméricas,
aunque en bajas concentraciones, ya que
las fracciones poliméricas de las proanto-
cianidinas no alcanzan a extraerse con
acetato de etilo y permanecen en el
extracto crudo.

Haciendo una comparacion con los
resultados de la concentracién de taninos
condensados que presentan Rosales y
Gonzélez (2003), para extractos etano-
licos de las mismas especies, el orden de

concentracién de taninos condensados
(proantocianidinas) en extractos etané-
licos fue P. leiophylla > P. teocote > P.
cooperi > P. engelmannii, mientras que en
extractos crudos de acetona obtenidos en
este estudio el orden es P. leiophylla > P.
teocote > P. engelmannii > P. cooperi. A
pesar de que ambos estudios se reali-
zaron con muestras de corteza indepen-
dientes, los extractos crudos se obtu-
vieron con solventes distintos y se utili-
zaron técnicas diferentes para la cuantifi-
cacion de proantocianidinas, los resul-
tados coinciden que las especies P.
leiophylla y P. teocote contienen mayor
cantidad de proantocianidinas que el
resto de las especies. Se han registrado
concentraciones de proantocianidinas en
extractos de agua caliente de cortezas de
pino, con valores de 103 mg g1 en P.
thunbergii, 102 mg g-1 en P. contorta y
404 mg g-1 en P. radiata (Ku et al., 2007).

Actividad antioxidante

La capacidad de los extractos a la captura
del radical ABTS se presenta en la tabla
2, expresados tanto en porcentaje de inhi-
bicion como en equivalentes de trolox
(TEAC uM). Los extractos crudos
presentan inhibicién del radical de 276,76
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Tabla 2. Capacidad de captura de radical ABTS

en extractos crudos y organicos de corteza de pino.
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Especie Alnhibicién en (%) BTEAC um

Extracto crudo Extracto organico Extracto crudo Extracto organico
P. leiophylla 56,53+ 2,34 a 50,0+ 0,16 b 311,81+4,2a 272,01 + 0,98 ¢
P. teocote 56,25+ 0,13 2 49,54 +1,15b 310,08 + 0,79 2 269,3+7,01¢
P. cooperi 54,77+ 0,09 a 57,44 £ 1,45 2a 301,1+ 0,55 ab 317,33+8,82
P.engelmannii 50,77 +0,94 b 49,48 + 0,65 b 276,76 + 5,7 bc 268,95 + 3,96 ¢
Estandares Alnhibicién en (%) BTEAC um
Acido gélico 98,48 + 0,05 566,84 + 0,30
Catequina 57,92 £ 0,62 320,26 + 3,8
Rutina 33,23+1,11 170,17 + 6,7

Los extractos y estandares fueron evaluados a 0,1 mg mL-1

A Resultados expresados en porcentaje

B Resultados expresados como equivalentes de trolox (TEAC uM)
Valores con literales distintas en una columna son estadisticamente diferentes (p < 0,05).

en corteza de P. engelmannii a 311,81
TEAC uM en P. cooperi. Se encontraron
diferencias significativas (p < 0,05) entre
la inhibicion que presenta el extracto
crudo de P. engelmannii con el resto de
los extractos crudos. Los extractos orga-
nicos inhibieron el radical ABTS de
268,95 TEAC uM en P. engelmannii a
317,33 TEAC uM en P. cooperi, presen-
tando este Ultimo diferencias estadisticas
(p < 0,05) con el resto de los extractos
organicos. A excepcion de la corteza de P.
cooperi, la capacidad de captura del
radical ABTS de los extractos organicos
fue menor que la de los extractos crudos.

Al comparar la capacidad de captura
de los extractos estudiados con la de los
estandares de referencia, los dos
extractos de P. cooperi, asi como los
extractos crudos de P. leiophylla y P.
teocote presentan actividad similar a la
del estandar catequina (320,26 TEAC
uM). Todos los extractos superan la acti-
vidad del estandar rutina (170,17 TEAC
uM), y ninguno alcanz6 la inhibicion

mostrada por el acido galico (566,84
TEAC uM).

Rosales et al. (2006), mencionan
que las propiedades antirradicales libres
de extractos etandlicos y acuosos de
cortezas de pino, evaluados por el
método del radical DPPH (1,1-difenilo-2-
picrilhidracilo), la actividad que presen-
taron las especies son en el orden P.
leiophylla > P. teocote > P. cooperi. En el
presente trabajo se encontr6 que los
extractos crudos de acetona, evaluados
por el radical ABTS, tienen el mismo
orden de actividad P. leiophylla > P.
teocote > P. cooperi. En este caso el
solvente de extraccién y el muestreo
independiente no alteraron los resultados
de la actividad de captura de radicales en
las especies de pino.

Los resultados de la capacidad de
captura del radical OH se presentan en la
tabla 3. Los extractos crudos presentaron
inhibiciones de 25,85% en P. teocote a
32,32% en P. cooperi, aunque sin diferen-
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cias estadisticas (p = 0,05) entre las
especies, mientras que en los extractos
organicos la inhibicién fue de 31,74% en
P. leiophylla a 48,46% en P. cooperi, este
ultimo presenta diferencias estadisticas
(p < 0,05) con el resto de los extractos
organicos. La actividad en el extracto
organico fue superior a la del extracto
crudo, en todas las especies. Existe alta
correlacion inversa (Pearson R= -0,80),
entre la concentracion de proantociani-
dinas y la capacidad de captura del
radical OH, a mas baja concentracién de
proantocianidinas, mayor es la capacidad
de captura de radical OH (Tabla 1). El
extracto organico de P. cooperi presenta
la menor concentracion de proantociani-
dinas y es el mas eficiente en actividad de
captura de radical OH, aparentemente la
actividad inhibitoria de radical OH se
debe a los flavonoides no catequinicos de
las cortezas. Ninguno de los extractos
igualé la capacidad de captura de radical
OH que presentd el estandar de cate-
quina (64,09%) y solamente el extracto
organico de P. cooperi fue similar al del
acido galico (45,01%).

La inhibicion de la oxidacion LDL se
muestra en la figura 3. Todos los
extractos mostraron muy alta inhibicion
ya que fueron evaluados a 0,020 mg mL-1,
los extractos organicos presentaron
mayor inhibicion que los extractos
crudos. La menor inhibicion fue en el
extracto crudo de P. cooperi (64,41%), el
cual presenta diferencia estadistica (p =
0,05) con el resto de los extractos, y la
mayor inhibicion la tuvo el extracto orgéa-
nico de P. engelmannii (89,39%). Los
extractos organicos de P. cooperi
(84,95%), P. engelmannii (89,39%) y P.
teocote (88,52%), no presentaron dife-
rencias estadisticas (p = 0,05), tampoco
se encontraron diferencias entre el
extracto crudo de P. leiophylla (74,0 %) y
el extracto organico de la misma especie
(77,92%). Existe correlacion (Pearson
R= 0,673) (Tabla 1), entre la concentra-
cion de flavonoides y la inhibicion de la
oxidacion de LDL, los extractos con la
mayor concentraciéon de flavonoides
presentaron la mayor inhibicién de oxida-
cion de LDL.

Tabla 3. Capacidad de captura del radical hidroxilo (OH),
de extractos crudos y organicos de corteza de pino.

Especie ACapacidad de captura del radical OH (%)

Extracto crudo Extracto organico
P. cooperi 32,32+ 0,83 ab 48,46 £ 0,08 a
P. leiophylla 29,88 + 2,63 ab 31,74 + 0,30 be
P. engelmannii 27,71 £ 0,15 ab 35,77 + 1,95 be
P. teocote 25,85+ 4,28 b 37,84 £2,63b
Estandares
Acido galico 45,01 + 0,70
Catequina 64,09 + 0,38
A Los extractos y estandares fueron evaluados a 0,5 mg mL-1

Valores con literales distintas en una columna son estadisticamente diferentes (p < 0,05).
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Figura 3. Inhibicion de oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL). Los extractos
fueron evaluados a 0,020 mg mL-1.

Devaraj et al. (2002), mencionan que el
extracto de la corteza de P. pinaster, el
cual estd patentado como Pycnogenol,
reduce significativamente los niveles de
colesterol LDL y aumenta las Lipoprote-
inas de Alta Densidad (HDL) en
humanos, a dosis de 150 mg de extracto
por dia, durante seis semanas. Para las
especies de pino estudiadas en el
presente trabajo no se tienen antece-
dentes sobre el efecto de sus extractos
como inhibidores de oxidacién de LDL,
por ningun método, por lo que no se
puede realizar una comparacion, sin
embargo, al comparar con los estan-
dares de referencia, los extractos crudos
de P. engelmannii y P. teocote, asi como
el extracto organico de P. cooperi,
presentan una inhibicién de oxidacion de
LDL similar a la de los estdndares &cido
galico (84,82%) y rutina (82,39%), mien-
tras que los extractos organicos de P.
engelmannii y P. teocote presentan inhi-
bicion similar a catequina (89,86%). De
los estandares utilizados como refe-
rencia, principalmente &acido galico y
catequina, se ha reportado la viabilidad
de utilizarse en sistemas bioldgicos para
la prevencion y tratamiento de diversas

enfermedades, incluidas las enferme-
dades cardiovasculares, ya que estos
compuestos presentan capacidad antio-
xidante por diversos mecanismos de
accion, por lo que, si los extractos de las
cortezas en estudio presentan activi-
dades similares a las de dichos estan-
dares, los coloca como fuentes poten-
ciales para la elaboracién de productos
nutracéuticos.

De acuerdo con los resultados obte-
nidos, la actividad antioxidante que
presentan los extractos polifendlicos de
las cortezas de P. cooperi, P. engel-
mannii, P. leiophylla y P. teocote se debe
principalmente a su capacidad para
acomplejar metales de transicion (Lee et
al., 2004), ya que en la técnica de inhibi-
cién de oxidacion de LDL se utiliza Cu+2
para catalizar la reaccion y los resultados
alcanzados en esta evaluacion fueron los
mas altos. Por los resultados en la
técnica de ABTS se deduce que los
extractos también actdan como dona-
dores de hidrégeno para inhibir radicales
libres, aunque la captura de radical OH
es baja.
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Evaluacién cromatografica compuestos comunes en las cuatro espe-
cies en estudio. Al comparar con los
En la figura 4 se presentan los cromato- estandares utilizados como referencia se
gramas de HPLC de los extractos orga- puede identificar la presencia de cate-
nicos de las cuatro especies en estudio, y quina en las cuatro especies, a un tiempo
en la tabla 4 los tiempos de retencién y la de retencién de 17,5 min (compuesto 3).
indicacién de presencia 0 ausencia de los
compuestos mas sobresalientes, de En la figura 5 se presentan los
acuerdo con su altura y area bajo los picos. espectros de ultravioleta de los
compuestos, obtenidos directamente del
Los cromatogramas de HPLC mues- cromatégrafo de HPLC con arreglo de
tran semejanza quimica entre las dife- diodos, los cuales confirman que el
rentes especies, destacando la que existe compuesto eluido a 29,6 min esta
entre las cortezas de P. cooperi, P. engel- presente en las cuatro especies y que es
mannii y P. teocote, en los cuales se el compuesto mayoritario en los extractos
muestra como compuesto mayoritario el organicos de P. cooperi, P. engelmannii y
que eluy6 a un tiempo de retenciéon de P. teocote. Este compuesto presenta una
29,6 min (compuesto 5 en la figura 4). En absorbancia maxima en UV de 289 nm y
P. leiophylla se observa la presencia de un hombro a 320 nm, por lo que puede
este compuesto so6lo que a una concen- inferirse que corresponde a un flavonoide
tracion mucho menor, mientras que de tipo dihidroflavonol, ya que las absor-
presenta como su compuesto mayoritario bancias en UV para éstos son intensas en
el eluido a 34,7 min (compuesto 8), y de el rango de 284 nm — 290 nm (Banda ),
acuerdo con la figura 4 también es abun- con hombros de baja intensidad en 325
dante en P. teocote. En los cromato- nm — 330 nm (Banda 1) (Campos y
gramas de observan de ocho a diez Markham, 2007; Rijke et al., 2006).

Tabla 4. Compuestos observados por HPLC y absorbancias de UV en los extractos
organicos de corteza de pino.

Comp. Tr (min) P. cooperi P. engelmannii P. leiophyla P. teocote | max-

1 2,2 - ++ +++ +

2 13,1 + ++ ++ ++

3 17,57 + + + + 223sh, 278
4 21,5 + + + +

5 29,6™ +++ +++ + +++ 289, 320sh
6 31,2 + + + +

7 32,5 + + ++ -

8 34,7 ¥ + +4+ ++ 240, 280sh
9 41,0 + + + +

10 46,5 + + + +

+ Baja concentracion

++ Mediana concentracion

+++ Alta concentracion

* Catequina

** Pico principal en P. cooperi, P. engelmannii y P. teocote
** Pico principal en P. leiophylla

Sh = hombro
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Figura 4. Cromatogramas de HPLC de los extractos organicos de corteza de pino
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Tiempos de retencion 29,6 min 17,5 min

Catequina

Pinus cooperi
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Figura 5. Espectros de Ultravioleta de los compuestos separados por HPLC.
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El compuesto mayoritario en P.
leiophylla presenta un tiempo de reten-
cion de 34,7 min, una absorbancia
maxima de 240 nm, y de acuerdo con el
cromatograma de HPLC y con el espectro
de UV también lo contienen las cortezas
de P. teocote y P. engelmannii, a una rela-
cion P. teocote >> P. engelmannii.

Para especies de pino, se han iden-
tificado derivados de catequina, prociani-
dinas oligoméricas, taxifolina y derivados
de ella, lignanos y &cidos fendlicos en
extractos de acetona acuosa (70%) de la
corteza de P. sylvestris, (Vuorela et al.,
2005). Se encontr6 también los
compuestos catequina, epicatequina,
procianidinas y taxifolina en extractos
estandarizados (Pycnogenol) de Ia
corteza de P. maritima (Virgili et al., 2000).

CONCLUSIONES

Los extractos crudos y semipurificados de
las cortezas de P. cooperi, P. engelmannii,
P. leiophylla y P. teocote tienen altas
concentraciones de compuestos polifeno-
licos. Las concentraciones de fenoles y
flavonoides son similares en las cuatro
especies, aunque sobresale la corteza de
P. teocote, misma que contiene también
la mayor concentraciéon en proantociani-
dinas. Se identifico el flavanol catequina
en las cuatro especies, aunque a baja
concentracion. Existe semejanza croma-
tografica en los extractos organicos de las
cuatro especies, principalmente entre P.
cooperi, P. engelmannii y P. teocote, en
los cuales su compuesto mayoritario
corresponde a un flavonoide de tipo dihi-
droflavonol. Todos los extractos tienen
alta actividad antioxidante, muestran alta
capacidad de inhibicion de radicales
libres (ABTS), que esta relacionada con
su capacidad para donar atomos de
hidrégeno, tienen una moderada capa-
cidad de captura de radical OH, y una
muy alta inhibicién de oxidacion de lipo-
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proteinas de baja densidad, lo que indica
su alta capacidad para quelar metales de
transicion. Su alto contenido de polife-
noles y la actividad antioxidante que
presentan los extractos de las cortezas
en estudio los coloca como una fuente
importante de fitoquimicos, biolégica-
mente activos.
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