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Comparacién del contenido de compuestos
fendlicos en la corteza de ocho especies de pino

Martha Rosales Castro®
Rubén F. Gonzalez Laredo?

RESUMEN

Se evalud el contenido de taninos condensados y fenoles totales, expresados
como acido tanico, en extractos etanolicos y acuosos de las cortezas de ocho especies
de pino abundantes en el estado de Durango. Los extractos etandlicos se obtuvieron por
maceracion durante 48 h con etanol acuoso al 50 % y los acuosos con agua, a ebullicién
y reflujo. La evaluacion de taninos condensados se realizé mediante el nimero de
Stiasny y los fenoles totales se evaluaron por el método de Folin-Ciocalteu utilizando
acido tanico como estandar. Los rendimientos en extracto o sélidos totales extraidos,
Stiasny, taninos condensados y fenoles fueron mayores en los extractos etandlicos que
en los acuosos, en todas las especies. Se encontraron diferencias estadisticas en la
concentracion de compuestos fendlicos entre los solventes de extraccion utilizados y
entre las especies. Los extractos etandlicos de las cortezas de Pinus leiophylla, P.
ayacahuite, P. durangensis y P. teocote presentaron la mayor concentracion de taninos
condensados y fenoles, mientras que las especies P. cooperi y P. engelmannii
presentaron la menor concentracion.

PALABRAS CLAVE:
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ABSTRACT

Condensed tannins and total phenols content expressed as tannic acid were
evaluated on ethanolic and aqueous extracts from bark of eight Pinus species abundant
at Durango State forests. Ethanolic extracts were obtained by soaking bark 48 h with 50
% aqueous ethanol and the aqueous extracts with hot water. Condensed tannins were
evaluated by the Stiasny number and total phenols by the Folin-Ciocalteu method.
Extract yields, Stiasny number, condensed tannins and total phenols were higher in
ethanolic extracts, for all species. Statistical differences were found between extraction
solvents and species. Ethanolic extracts of P. leiophylla, P. ayacahuite, P. durangensis
and P. teocote barks showed the highest concentration of condensed tannins and
phenols, while P. cooperi and P. engelmannii showed the lowest.
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INTRODUCCION

El estado de Durango es uno de los
principales productores de madera en
México, donde las especies mas explotadas
son los pinos. Existen aproximadamente
veinte especies de pino en el estado, de
las cuales diez son las mas aprove-
chadas, principalmente por su abundancia
y calidad de madera, entre las que se
encuentran Pinus durangensis, Pinus
arizonica, Pinus engelmannii y Pinus
cooperi (Garcia y Gonzélez, 1998). Otras
especies representativas son Pinus
leiophylla, Pinus ayacahuite y Pinus
chihuahuana. Del aprovechamiento de la
madera se generan altos volimenes de
corteza, ya que ésta representa del 10 %
al 15 % del peso total del arbol (Kofujita et
al., 1999) y aunque es un recurso
abundante se subutiliza, empleandolo
como combustible.

La corteza, al igual que la madera,
estd formada quimicamente por los
componentes tipicos de la pared celular:
celulosa, lignina y por sustancias
extraibles, que se forman a partir del
metabolismo secundario de las plantas y
que contienen compuestos variados como
terpenos, grasas, ceras, fenoles vy
azlcares, entre otros (Fengel y Wegener,
1989). Esta composicion quimica depende
de factores diversos como edad, especie,
condiciones del arbol y localizacién
(Vazquez et al., 1987). Un grupo impor-
tante de estos compuestos por su
abundancia, diversidad y complejidad son
los fenoles. Existe una gran variedad de
estos compuestos, entre ellos: fenoles
simples, 4&cidos fendlicos, cumarinas,
estilbenos, flavonoides, lignanos y taninos
(Dey y Harborne, 1989).

El uso tradicional de los fenoles
vegetales ha sido en la formulacién de
adhesivos y en el curtido de pieles (Garro
et al., 1997; Van Sumere, 1989); sin
embargo, su utilizacibn puede ser muy
amplia, como en las areas biomédicas, en

las que se aprovechan las propiedades
antimicrobianas, antioxidantes, antiinfla-
matorias y anticancerigenas (De Bruyne et
al., 1999; Peterson y Dwyer, 2000), que
les otorgan, principalmente, los flavonoides.

La importancia de evaluar la concen-
tracion de compuestos fendlicos entre
diversas especies forestales radica en
conocer cuales de ellas pueden ser las
fuentes mas importantes de estos
compuestos. Los compuestos fendlicos
pueden extraerse de material vegetal
utilizando diversos solventes: acetona,
etanol, metanol, agua, asi como mezclas
de ellos en diferentes proporciones
(Waterman y Mole, 1994), siendo el agua
caliente el solvente mas econdmico para
la extraccion (Gonzélez et al., 1989).

OBJETIVO

Evaluar la concentracion de
compuestos fendlicos, expresados como
taninos condensados y fenoles totales, en
extractos etandlicos y acuosos de la
corteza de ocho especies de pino, las
posibles diferencias entre ellas y definir
las especies en las que se tiene la mayor
concentracién de estos compuestos, para
su posible utilizacién en areas biomédicas.

METODOLOGIA

Se seleccion6 corteza de ocho
especies de pino, Pinus arizonica, P.
ayacahuite, P. cooperi, P. chihuahuana, P.
durangensis, P. engelmannii, P. leiophylla
y P. teocote. Las muestras fueron
colectadas en el Municipio de Pueblo
Nuevo Durango, excepto P. chihuahuana
gue se colect6 en el km 36 de la carretera
Durango-La Flor. Las especies fueron
identificadas por personal del Herbario
CIIDIR IPN Unidad Durango, en el que se
depositaron los ejemplares botanicos.
Se recolecto6 la corteza de cinco a seis
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arboles por especie, a diferentes alturas
del arbol, se mezclaron y tomaron
muestras representativas de cada una.

Obtencion de extractos

Considerando que la utilizacién
principal de los extractos obtenidos de las
cortezas de este estudio se propone para
areas biomédicas (Rosales, 2002) y de
acuerdo con lo que presentan Waterman y
Mole (1994) y Gonzalez et al. (1989), con
respecto a los solventes y condiciones de
extraccion para compuestos fendlicos, los
extractos se obtuvieron a partir de corteza
seca y triturada, tamizada a un tamafo de
particula de 10 mallas. Se obtuvieron
extractos en etanol acuoso al 50 % y en
agua caliente. En los extractos etandlicos
se utilizaron 10 g de corteza y 100 ml de
etanol al 50 %, se maceraron a
temperatura ambiente durante 24 h y se
filtraron sobre papel filtro. A la corteza
remanente se le adicionaron 100 ml de
solvente fresco y se repitié el proceso. Los
extractos obtenidos de la primera y
segunda maceracion se combinaron y
concentraron en rotavapor a 35 °C
aplicando vacio, obteniendo un extracto
acuoso concentrado, a partir del cual se
realizaron los analisis. Para los extractos
acuosos se utilizaron 20 g de corteza y
200 ml de agua, se calent6 a ebullicién y
reflujo durante 1 h, se filtr6 sobre papel
filtro. En ambos extractos se calculo el
rendimiento en sélidos (extracto total),
evaluado como el peso total de los sélidos
extraidos entre la cantidad de muestra
seca utilizada en cada extraccion.

Determinacion de taninos

Para la cuantificacién de taninos se
utilizé6 el método de Stiasny, como una
forma indirecta de medir la concentraciéon
de compuestos flavonoides presentes, ya
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gue de acuerdo con lo indicado por Yazaki
et al. (1993); Yazaki y Hillis (1980), el
Numero de Stiasny corresponde a la
cantidad de poliflavonoides o taninos
condensados que reaccionan con formal-
dehido en medio &cido y, por definicion,
“los poliflavonoides o taninos conden-
sados son polimeros multihidroxilados,
basados en unidades flavonoides de 15
carbonos” (Pizzy y Mittal, 1994). EI NUmero
de Stiasny es un método gravimétrico que
consiste en agregar 10 ml de formal-
dehido al 38 % y 5 ml de acido clorhidrico
concentrado a 50 ml de extracto. La
mezcla se deja en ebullicion y reflujo
durante 30 min, el precipitado formado se
separa sobre un filtro de vidrio de
porosidad media, se lava con agua
caliente, se seca a peso constante y se
cuantifica. En otros 50 ml de extracto se
determina la cantidad de soélidos totales,
evaporandolos a sequedad y pesando. El
namero de Stiasny es la relacion entre el
precipitado formado con respecto a los
sélidos totales y corresponde al porcen-
taje de taninos condensados en el
extracto. El porcentaje de taninos conden-
sados en la corteza se calcula multipli-
cando este numero en fraccion, por el
rendimiento en solidos obtenidos en cada
extracto, de acuerdo con la siguiente
formula:

No. Stiasny = PP00
PR
donde:
PP = peso del precipitado, g
PR = peso del residuo de 50 ml de
extracto, g
7O = NS xET
100
donde:
TC = porcentaje de taninos

condensados
NS = numero de Stiasny
ET = porcentaje de extracto total
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Determinacion de fenoles (expresados
como acido tanico)

El andlisis de fenoles totales se
realizé por el método de Folin-Ciocalteu,
de acuerdo con lo establecido por
Waterman y Mole (1994) y Scalbert
(1992), utilizando &cido ténico como
estandar, por lo que los resultados se
expresan como porcentaje de acido tanico
en cada extracto.

Este es un método espectrofoto-
métrico que consiste en agregar 0,1 ml de
muestra a un matraz de 10 ml que
contenga de 6 ml a 7 ml de agua
desionizada, luego 0,5 ml del reactivo
comercial de Folin-Ciocalteu. Después de
1 min y antes de 8 min se agregan 1,5 ml
de Na,CO; al 20%, se afora a 10 ml con
agua desionizada, se mezcla y después
de 2 h se mide la absorbancia a 760 nm.
Se preparé una curva estandar de 20 ppm
a 200 ppm de acido tanico.

Diseiio experimental

Se trabajé con un disefio estadistico
de bloques al azar, con ocho especies,
dos extractos (tratamientos o sistemas de
extraccién) y tres repeticiones. Las
diferencias se evaluaron mediante un
andlisis de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los rendimientos
promedio del porcentaje de extracto total,
Numero de Stiasny, taninos condensados
y fenoles totales expresados como
porcentaje de acido tanico, en los
extractos etandlicos y acuosos se
presentan en la Tabla 1.

Los rendimientos en extracto total
(solidos totales extraidos) variaron con
respecto al solvente de extraccion y a la
especie. Los rendimientos mas bajos
fueron los del extracto acuoso, obtenién-
dose valores de 2,23 % (P. cooperi) a
10,61 % (P. ayacahuite), mientras que en
el extracto etandlico los rendimientos
alcanzados fueron de 6,6 % (P.
engelmannii) a 19,4 % (P. ayacahuite). En
todas las especies el rendimiento en
extracto obtenido con etanol al 50 % fue el
doble o mayor al obtenido con agua. De
acuerdo con el analisis estadistico existen
diferencias significativas (p < 0,05) en el
rendimiento en extracto total entre las
especies y entre los solventes de
extraccién (tratamientos). En la Tabla 2 se
presentan los valores medios del
porcentaje de extracto total y sus
diferencias estadisticas.

El rendimiento de extracto en P.
durangensis es semejante al encontrado
para esta especie al utilizarse como
solvente etanol acuoso al 80 % (Rosales
et al., 2002), en el cual el rendimiento fue
del 16,15 %, menor a 18,7 %, que es el
rendimiento obtenido con el sistema de
extraccion acetona acuosa al 70 %.

Para algunas especies de pino se
han encontrado rendimientos en extractos
acuosos de 13,3 % en P. radiata (Inoue et
al., 1998); 4,1 % en P. contorta; 11,6 % en
extractos etandlicos de P. echinata
(Vdzquez et al, 1987) y 88 % en
extractos de acetona al 50 % en P. loblolly
(Laks y McKaig, 1988).

El nimero de Stiasny obtenido en los
extractos etandlicos fue superior al de los
extractos acuosos. El menor valor de
Stiasny fue de 30 % para el extracto
acuoso de P. engelmannii, mientras que el
mayor fue para el extracto etandlico de P.
leiophylla con 85 %.
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Tabla 1. Rendimientos promedio de los diferentes extractos y especies

ESPECIE RENDIMIENTO NO. DE TANINOS FENOLES
EXTRACTO EXTRACTO STIASNY, % CONDENSADOS, % COMO ACIDO
TOTAL, % TANICO, %
Pinus arizonica
Etandlico 9,66 67,0 6,46 61,2
Acuoso 5,87 53,6 3,15 53,5
Pinus ayachuite
Etandlico 19,39 80,0 15,50 61,83
Acuoso 10,61 69,0 7,32 64,33
Pinus cooperi
Etandlico 9,94 71,0 7,06 49,16
Acuoso 2,23 44,4 1,00 37,5
Pinus chihuahuana
Etandlico 8,86 81,2 7,20 81,7
Acuoso 4,14 59,4 2,46 62,0
Pinus durangensis
Etandlico 16,68 80,8 13,48 78,2
Acuoso 9,32 69,3 6,46 72,2
Pinus engelmannii
Etandlico 6,66 49,0 3,25 59,5
Acuoso 3,30 30,0 1,00 32,2
Pinus leiophylla
Etandlico 19,11 85,0 16,18 78,5
Acuoso 7,35 80,0 5,88 72,2
Pinus teocote
Etandlico 12,15 75,0 9,12 62,3

Acuoso 5,27 57,4 3,02 56,8
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Tabla 2. Tabla de medias del porcentaje de extracto total

EXTRACTO ACUOSO EXTRACTO ETANOLICO
Especie Media * Especie Media *
P. ayacahuite 10,61 a P. ayacahuite 19,39 a
P. durangensis 932 b P. leiophylla 19,11 a
P. leiophylla 7,35 ¢ P. durangensis 16,68 b
P. arizonica 5,87 d P. teocote 12,15 ¢
p. teocote 5,27 e P. cooperi 9,94 d
P. chihuahuana 4,14 f P. arizonica 9,66 d
P. engelmannii 3,30 g P. chihuahuana 8,86 e
P. cooperi 2,23 h P. engelmannii 6,65 f

*Letras iguales significa que no existe diferencia estadistica

Para extractos acuosos de la corteza
de P. radiata se han encontrado valores
de Stiasny de 81,5 % (Yazaki y Aung,
1989) y de 88 % (Inoue et al., 1998), por
lo que de los extractos acuosos de las
especies estudiadas en este trabajo, sélo
el P. leiophylla alcanza valores similares al
P. radiata (Tabla 1).

El contenido de taninos condensados
es directamente proporcional al rendi-
miento en extracto total y al nimero de
Stiasny. Los valores mas bajos de taninos
condensados fueron los de los extractos
acuosos de P. cooperi 'y P. engelmannii,
con tan solo el 1 %. En general, estos
rendimientos fueron bajos en los extractos
acuosos de todas las especies, el valor
mas alto se alcanz6 en P. ayacahuite con
7,32 %. Sin embargo, en los extractos
etandlicos de todas las especies los
rendimientos fueron mucho mayores, con
valores de 6,46 % (P. arizonica) a 16,18 %
(P. leiophylla). La excepcion fue P.
engelmannii con 3,25 %. De acuerdo con
el andlisis estadistico se encontraron dife-
rencias significativas (p < 0,05) entre los
sistemas de extraccion y entre las
especies. En la Tabla 3 se presentan los

valores medios del porcentaje de taninos
condensados.

Se han determinado rendimientos en
taninos condensados de 10,5 % para
extractos acuosos de P. radiata (Inoue et
al., 1998). Honorato y Hernandez (1998),
mencionan que las cortezas con un 8 %
de taninos pueden considerarse con
potencial comercial para utilizarse como
fuentes alternativas de taninos, por lo que
se puede deducir que solamente los
extractos etandlicos de las especies P.
ayacahuite, P. durangensis, P. leiophylla'y P.
teocote pudieran ser viables para este fin.

Los rendimientos de fenoles totales
en el extracto fueron menores en el
acuoso con respecto al etandlico, aunque
en algunas especies estos rendimientos
fueron similares, como en P. leiophylla con
72,2 % en el extracto acuoso y 78,5 % en el
extracto etandlico. Los rendimientos mas
bajos fueron los del extracto acuoso de P.
cooperi con 37,5 % y P. engelmannii con
32,2 %. Estadisticamente se encon-traron
diferencias entre algunos de los extractos
y especies (p < 0,05), asi como
semejanzas entre otras, como en el caso
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de los extractos acuosos de P. durangensis
(72,20 %) y P. leiophylla (72,17 %), asi
como P. ayacahuite (64,30 %) y P.
chihuahuana (62,0 %). En los extractos
etandlicos no se encontraron diferencias
estadisticas entre P. leiophylla (78,50 %) y
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P. durangensis (78,17 %), ni entre P.
teocote (62,33 %), P. ayacahuite (61,83
%) y P. arizonica (61,17 %). En la Tabla 4
se resumen los valores de fenoles como
acido tanico y las diferencias.

Tabla 3. Tabla de medias del porcentaje de taninos condensados

EXTRACTO ACUOSO

EXTRACTO ETANOLICO

Especie Media * Especie Media *
P. ayacahuite 7,32 a P. leiophylla 16,18 a
P. durangensis 6,46 b P. ayacahuite 15,50 b
P. leiophylla 587 ¢ P. durangensis 13,48 ¢
P. arizonica 3,15 d P. teocote 912 d
p. teocote 3,03 d P. chihuahuana 7,20 e
P. chihuahuana 2,46 e P. cooperi 7,06 e
P. cooperi 1,00 f P. arizonica 6,47 f
P. engelmannii 1,00 f P. engelmannii 3,25 g

*Letras iguales significa que no existe diferencia estadistica

Tabla 4. Tabla de medias del porcentaje de fenoles como &cido tanico

EXTRACTO ACUOSO EXTRACTO ETANOLICO
Especie Media * Especie Media *
P. durangensis 72,20 a P. chihuahuana 81,67 a
P. leiophylla 72,17 a P. leiophylla 78,50 b
P. ayacahuite 64,30 b P. durangensis 78,17 b
P. chihuahuana 62,00 b P. teocote 62,33 c
P. teocote 56,83 ¢ P. ayacahuite 61,83 cd
P. arizonica 53,50 d P. arizonica 61,17 cd
P. cooperi 37,50 e P. engelmannii 59,50 d
P. engelmannii 32,17 f P. cooperi 49,17 e

*Letras iguales significa que no existe diferencia estadistica
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CONCLUSIONES

Existen diferencias estadisticas en la
concentracibn de compuestos fendlicos
entre las especies de pino estudiadas, asi
como entre los solventes de extraccion
utilizados. Los extractos etandlicos presentan
un mayor rendimiento en extracto total,
taninos condensados y fenoles totales,
con respecto a los acuosos. Los extractos
etanolicos de las cortezas de P.
durangensis, P. ayacahuite y P. leiophylla,
son los que presentan la mayor concen-
tracion de compuestos fendlicos, con
porcentajes de taninos condensados de
13 % a 16 %, lo que indica que poseen
una considerable proporcibn de com-
puestos flavonoides, que les dan un buen
potencial para su utilizacion en éreas
biomédicas. Las especies que presentan
la menor concentracion de estos com-
puestos son P. engelmanniiy P. cooperi.
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