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ABREVIATURAS

C1s: Fase estacionaria de octadecilsilano
°C: Grados Centigrados

Co-A: coenzima A

Da: Daltons

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
CLAR: Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
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cm: centimetro

mm: milimetros

min: minuto

m.s.n.m.: metros sobre el nivel del mar



ppm: partes por millén

RSD: Desviacion Estandar Relativa
S: desviacion Estandar

P. patula: Pinus patula

GA: grado analitico

GR: grado reactivo

UV: ultravioleta

UV-Vis: ultravioleta-visible

W: peso

h: hora



RESUMEN

Del aprovechamiento de la madera se generan altos volumenes de corteza,
ya gue ésta representa del 10 % al 15 % del peso total del arbol y aunque es
un recurso abundante se subutiliza, empleandola como combustible @.
Debido a que los taninos se encuentran en gran cantidad ya sea en la
madera, corteza, hojas, frutos o raices de arboles, siendo la corteza de pino
una de las materias primas para su obtencion, se elige la especie de pino
Pinus oocarpa de una plantacién ubicada en la zona del Municipio de Sotard,
perteneciente a la empresa SmurFit Carton de Colombia por su abundancia

en la zona para realizar las extracciones y posterior analisis.

En este trabajo se realiza el estudio del contenido de taninos presentes en la
corteza del pino de la especie Pinus oocarpa. Esta corteza es uno de los
materiales no aprovechados en la actualidad; el trabajo de investigacion
examino las condiciones mas favorables para la extraccidén y cuantificacion

de dichos compuestos.

La extraccion de los taninos se realiza con agua, etanol y mezclas de ellos;
para posteriormente decantar y evaporar a temperatura controlada

obteniendo asi el producto final.

Para obtener una maxima extraccion de los taninos, se evaluaron diversos
parametros, tales como: diferentes proporciones y volumen de los solventes,
tiempos de extraccion, velocidad de agitacion, tamafio de particula de la
corteza, temperatura, mejor relacion corteza: volumen de solvente. Tras la
extraccion, se realizaron pruebas cualitativas tales como: Analisis
espectrofotométricos de Ultravioleta e infrarrojo. Para el proceso de
cuantificacion de los taninos en el extracto de corteza de Pinus oocarpa, se

utilizé como sustancia de referencia Catequina, esta cuantificacion se llevo a
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cabo utilizando el método analitico de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion CLAR con un detector de ultravioleta UV, donde las muestras se
leyeron a una longitud de onda de 280 nm y con flujo de 1.0 mL / min, de
fase estacionaria se utiliz6 una columna de C-18, y una fase mouvil,

compuesta por una mezcla de acido Fosférico, agua y acetonitrilo.

Para la cuantificacion se construyé una curva de calibracion entre 10.0 y
20.0 ppm del patrén de Catequina y posteriormente se inyectaron las
muestras extraidas de la corteza analizada. Con los datos obtenidos se
determind el contenido total del flavonoide en la muestra de taninos
extraidos. Ademas de la cuantificacion, también se llevd a cabo el
respectivo proceso de validacion del método analitico, donde se evaluaron
los diferentes parametros como precision, sensibilidad, linealidad, exactitud,

dentro del rango de concentraciones utilizadas.
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INTRODUCCION

Satisfacer las necesidades de la poblacibn de una manera racional,
perdurable y ecolégicamente sensata es uno de los principales retos de las
sociedades modernas. En muchas de ellas, los recursos forestales han
desempefiado un papel preponderante en el desarrollo de la civilizacion y la

contribucién de la industria forestal al producto interno bruto es significativa
@

La industria utiliza especialmente la madera del cultivo forestal, otros
subproductos no son aprovechados, entre tales subproductos se encuentran
especialmente las hojas y la corteza, estos presentan altos niveles de
biomasa disponible para una utilidad potencial, como es el caso de la
extraccion de aceites esenciales de las hojas y taninos de la corteza.

La corteza al igual que la madera esta formada quimicamente por los
componentes tipicos de la pared celular: celulosa, ligninina y sustancias
extraibles, que se forman a partir del metabolismo secundario de las plantas,
y que contiene compuestos variados como Terpenos, grasas, ceras, fenoles
y azlcares entre otros. Esta composicion quimica depende de factores
diversos como edad, especie, condiciones del arbol y localizacion. Un grupo
importante de estos compuestos por su abundancia, diversidad vy
complejidad, son los fenoles. Existe una gran variedad de estos
compuestos, entre ellos: fenoles simples, acidos fendlicos, cumarinas,

flavonoides, lignanos y taninos.
El uso tradicional de los fenoles vegetales ha sido en la formulacion de

adhesivos y en el curtido de pieles; sin embargo su utilizacion puede ser

muy amplia, como en las areas biomédicas en donde se aprovechan las
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propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias y

anticancerigenos que las otorgan principalmente los flavonoides®.

Los taninos son compuestos naturales que se emplean en la técnica del
curtido desde hace mucho tiempo, los taninos son acidos muy astringentes,
propiedad que los ha identificado como ingredientes Utiles en la medicina
tradicional, tratamientos terapéuticos, también se utilizan en la preparacion
de alimentos, maduracion de frutas, ingredientes de bebidas como la cocoa,

el té y el vino tinto, para la produccion de tintas, entre otras.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La corteza de pino es un residuo generado por las industrias que utilizan la
madera descortezada. Si la madera se descorteza se queda en el suelo,
enriqueciendo la formacion de humus y llegando a un punto donde puede
ser nocivo para este. Cuando el descortezado se realiza en las instalaciones
de las industrias, este residuo se acumula en grandes pilas, originando un
desequilibrio y generando un problema tanto econdmico como
medioambiental, sin embargo hoy en dia se reconoce cada vez mas su valor
como fuente de subproductos derivados como los compuestos de tipo

flavonoide.

En el departamento del Cauca existen aproximadamente 14000 Hectareas
de bosque industrial. De estas grandes extensiones se generan miles de
toneladas de material organico, donde cerca del 30 %, el cual se representa
como follaje, hongos y corteza no es aprovechado y se almacena en el suelo
como material organico ¥. La mitad de este porcentaje corresponde a
corteza, por lo que seria importante conocer la importancia en la
implementacion de un proceso de extraccion de taninos en la corteza de
Pinus oocarpa. Los taninos son productos ampliamente utilizados en las
industrias de curtiembre, en el area de la medicina como antioxidantes,
antivirales, antitumorales, antialérgicos; ademas de ser utilizados como
preconcentradores de metales pesados altamente toxicos, en el tratamiento

de aguas con residuos organicos, fotoprotectores, entre otros®).

La limitante que presentan este tipo de compuestos naturales es la
diversidad y complejidad de sus estructuras quimicas, que hace que para su
dilucidacion se requieran utilizar técnicas y equipos muy novedosos y de
muy alto costo, no obstante en la actualidad los quimicos cuentan con

herramientas muy Utiles para estos fines, y que pueden fortalecer en gran
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medida el desarrollo y la investigacion sobre estos compuestos tan

complejos estructuralmente ©).

El proceso de extraccion y la cuantificacion por CLAR se hace necesario
para observar las propiedades que poseen los taninos extraidos de la
corteza de Pinus oocarpa, puesto que estos han sido poco investigados y
no se encuentran referencias de estudios realizados en cuanto a extraccion

y cuantificacion de estos compuestos en dicha especie de pino.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

2.1.1 Extraer los taninos condensados de la corteza de la especie Pinus
oocarpa y posterior cuantificacion utilizando como sustancia de referencia
catequina, por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) como

técnica analitica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Optimizar la metodologia de extraccion de los taninos utilizando
etanol, agua y mezcla de ellos como solventes para llevar a cabo dicho

proceso.

2.2.2. Determinar la influencia de factores como temperatura, velocidad de
agitacion, tamafio de particula de la corteza, tiempo, mejor relaciéon de

solventes, en el proceso de extraccion de los taninos.

2.2.3. Cuantificar Catequina de los taninos condensados extraidos de la
corteza de Pinus oocarpa utilizando la técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (CLAR).

2.2.4. Validar la técnica cromatogréfica utilizada para la cuantificacién de los
taninos del pino especie Pinus oocarpa utilizando Catequina como patrén

de referencia.

2.2.5. Utilizar la técnica de UV-Vis, para ayudar en la identificaciéon de
catequina presente en los taninos extraidos de la corteza de Pinus oocarpa.
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3. JUSTIFICACION

La corteza de pino es un residuo generado por las industrias que utilizan la
madera descortezada. Si la madera se descorteza se queda en el suelo,
enriqueciendo la formacion de humus y llegando a un punto donde puede
ser nocivo para este. Cuando el descortezado se realiza en las instalaciones
de las industrias, este residuo se acumula en grandes pilas, originando un
desequilibrio y generando un problema tanto econdmico como
medioambiental, sin embargo hoy en dia se reconoce cada vez mas su valor
como fuente de subproductos derivados como los compuestos de tipo
flavonoide. Uno de los posibles usos que se pueden dar a este residuo
maderero es extraer compuestos tanicos, los cuales actualmente se
desaprovechan y que tienen un amplio uso en diferentes industrias:

farmacéutica, mordiente, curtiente y colorante.

Los taninos que son productos que se pueden obtener de la corteza de los
pinos, tienen una gran importancia ya que son muy utilizados en diferentes
tipos de industrias entre ellas se encuentran las industrias que se dedican a
curtir pieles, en el area de la medicina como antioxidantes, antivirales,
antitumorales, antialérgicos; ademas de ser utilizados como
preconcentradores de metales pesados altamente téxicos, en el tratamiento
de aguas con residuos organicos, fotoprotectores, entre otros®). Por la tanto
la implementacion de una metodologia para la extraccion de este tipo de
compuestos se hace muy importante ya que ayuda a la conservacion del
medio ambiente, esto debido a que los niveles de corteza que se depositan
en los suelos disminuirian, ademas la extraccion de estos compuestos
ayudaria econOmicamente a las empresas que cultivan pinos ya que se

obtienen productos que son muy utilizados en diferentes tipos de industrias.
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4. MARCO TEORICO

4.1. DEFINICION DE TANINOS

Los taninos comprenden un grupo de compuestos polifenélicos ampliamente
distribuidos en todo el reino vegetal; casi todo el arbol o arbusto contiene
algun tipo de Tanino en las hojas, raices, semillas, ramas, corteza, madera o
en el fruto. Son producios por las plantas como metabolitos secundarios
durante la sintesis de aminoacidos aromaticos a partir del acido shiquimico.
Pueden aparecer desde moléculas simples hasta compuestos muy

polimerizados con pesos moleculares superiores a los 30000 Da®).

El término tanino se puede definir desde el punto de vista operacional y
Quimico:

OPERACIONAL: Los taninos son compuestos fendlicos solubles en agua,
etanol o mezcla de ellos que precipitan proteinas en soluciones acuosas.
QUIMICO: Un tanino debe tener suficientes grupos hidroxilos fendlicos para
formar complejos con proteinas y otras macromoléculas que contengan
grupos carbonilos y aminos y formar puentes de hidrogeno con

macromoléculas susceptibles a la autooxidacion®),

Estos compuestos vegetales se dividen en dos grandes grupos: Los taninos
hidrolizables y los condensados.

4.1.1 Taninos hidrolizables. Son de naturaleza estérica que se
caracterizan por tener un grupo Fitol (alcohol polihidrico) y glucosa. Los
grupos hidroxilicos se esterifican total o parcialmente con el acido galico, o
sustancias relacionadas con el acido hexahidroxifénico. Este tipo de taninos

se puede hidrolizar facilmente con acidos, bases o enzimas para producir
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carbohidratos (glucosa), acido galico y/o fendlico. En la figura 1 se muestran

los taninos tipo hidrolizables ©).

Figura 1. Taninos hidrolizables.
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4.1.2. Taninos Condensados. Los taninos condensados, también
conocidos como procianidinas, son polimeros aromaticos multihidroxilados
basados en el mondmero flavano de 15 carbones. Estos polifenoles se
forman principalmente en la corteza, madera, frutos y semillas de una gran

variedad de especies vegetales. El peso molecular y grado de
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polimerizacion de los polifenoles varian con su origen, afectando
principalmente su solubilidad. En los extractos alcohdlicos de corteza de
coniferas mas del 50% suelen ser taninos condensados(*?).

La mayoria de los taninos de este tipo estan formados por la condensacion
de dos o mas moléculas de flavan-3-ol, como la catequina y/o epicatequina
o flavan-3,4-diol, como la leucocianidina 0 mezclas de las dos. Los taninos
condensados se presentan generalmente en la madera, la corteza y las
raices de las plantas y pertenecen a este grupo los taninos de catecd,
quebracho, eucalipto, abeto y pino®). Estas procianidinas estan
conformadas por unidades de (+) catequina y/o (-) epicatequina unidas
principalmente por enlaces C4->C8 o enlaces C4->C6, estas unidades de
flavan-3-ol pueden encontrarse también doblemente unidas a través de
enlaces tipo C4->C6 y un enlace adicional tipo éter entre O7->C22, En la
figura 2 se observan las estructura de la catequina, epicatequina y

procianidinas.

Figura 2. Estructura Catequina, Epicatequina y Procianidinas
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OH

-R = -ll OH = (-)-EPICATEQUINA

-R = —== OH = (+)-CATEQUINA -R = —=ummll OH = PROCIANIDINA B2 (epi-epi)
-R = .1u 11 [OH = (+)-CATEQUINABL1(epi-cat)

OH
Procianidina C1 (epi-epi-epi)

Procianidina Oligébmero n = 0-13

A diferencia de los taninos hidrolizables, los taninos condensados sufren una
polimerizacion amérfica y el tratamiento con acidos no deriva en la

produccion estricta de monémeros.

4.1.3. Estructura Quimica. Los taninos condensados o procianidinas son
polimeros formados por la condensacion de unidades de catequina y/o
epicatequina, estas moléculas son de tipo flavonoide y tienen como
caracteristicas que son compuestos de bajo peso molecular que comparten
un esqueleto comun. La estructura general de los flavonoides comprende un
anillo A, derivado de la cadena policetidica, un anillo B, derivado del acido
shikimico, tres &atomos de carbono que unen los anillos A y B,
correspondientes a la parte alquilica del fenilpropano. Por eso se los conoce
como C6-C3-C6. La estructura puede conformar un heterociclo (g-pironas)

gue son los mas abundantes, o una cadena abierta, las chalconas. Las
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polimerizaciones ( en el caso de los taninos) son frecuentes, y ocurren
principalmente por uniones C-C. El estado de oxidacion del anillo central
determina vario grupos estructurales 13, como se puede observar en la

figura 3.

Figura 3. Estructuras Generales de los Flavonoides.

3
. "
5 © N
e |O |O
OH Z OH

FLAVONOIDE FLAVANOL ANTOCIANIDINA
O O O O
OH
(] [e]
FLAVONA FLAVONOL

La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las
propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacion estructural
entre las diferentes partes de la estructura quimica. Esta estructura basica

permite una multitud de patrones de sustitucion y variaciones en el anillo C.

La estructura base de los flavonoides puede presentar hidroxilos, metoxilos,
estar O-glicosidada o estar C-glicosidada. En general el anillo A presenta
hidroxilos, y no metoxilos, los cuales se ubican mayormente en 7 y en 5. El
anillo B en cambio presenta 1, 2 o 3 hidroxilos o metoxilos, los cuales se
ubican de la siguiente manera: si hay un solo hidroxilo/metoxilo su ubica en
la posicién 4’, si hay dos hidroxilos/metoxilos se ubican en las posiciones 3’y

5, y si hay tres hidroxilos/metoxilos se ubican en las posiciones 3’, 4’y 5'(13),

Los flavonoides se pueden clasificar en varios grupo:
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4.1.3.1. Flavanos: como la catequina, con un grupo -OH en posicion 3 del

anillo C.

4.1.3.2. Flavonoles: representados por la quercitina, que posee un grupo

carbonilo en posicién 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

4.1.3.3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en

posicion 4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicién C3.

4.1.3.4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero
ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3y 4 del anillo C4),

4.1.4. Funciones y Propiedades. Conocer e imitar los mecanismos de
sobrevivencia de los éarboles es un objetivo que los especialistas en
preservacion de maderas tratan de alcanzar. El contacto con el suelo, alta
humedad, intemperie y microorganismos son algunos de los factores de
deterioro que se desean superar. La tecnologia actual para prolongar la vida
uatil de la madera y sus productos ha alcanzado metas aun poco significativas
comparadas con la longevidad natural de muchas especies maderables.

Los arboles presentan dos mecanismos basicos de defensa: uno activo y
otro pasivo. Los mecanismos activos ocurren en los tejidos vivientes del
arbol (albura que es una capa blanda que se encuentra debajo de la
corteza en los tallos lefiosos o troncos, y corteza interior) como
consecuencia de un estimulo o ataque externo en un proceso de
aislamiento o compartamentalizacién. Durante este proceso se activa la
produccion de compuestos quimicos conocidos como fitoalexinas en defensa
contra patdgenos, particularmente microorganismos. Las fitoalexinas asi
como otras secreciones se acumulan alrededor de la infeccion o la herida

para restringir su avance.
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Un equivalente artificial del mecanismo activo para conservaciéon de
maderas, seria aquel que liberase de manera controlada y continua un
fumigante desde el centro de la muestra. El fumigante se difundiria por la
madera a través de rajaduras y areas deterioradas, impregnando asi las

zonas gue en efecto mas lo necesitan.

En los sistemas pasivos los compuestos quimicos de defensa estan ya
depositados y acumulados en la corteza externa y en el duramen del arbol
como extraibles téxicos. La relativa coloracion de estas partes del arbol es
caracteristica de la presencia, entre otros, de estos componentes. El sistema
pasivo ha servido de modelo para los tratamientos tradicionales de
conservacion de madera mediante la aplicacion de sustancias organicas e

inorganicas que la vuelven resistente a los factores de deterioro.

Al igual que los metabolitos secundarios, no existen evidencias de que los
taninos tengan una funcion establecida en los procesos fisiolégicos de las
plantas. Sin embargo, su papel en los mecanismos de proteccion de la
planta contra insectos, hongos de pudricion o como agente alelopético es
bien reconocido. Los taninos reaccionan rapidamente con otras
biomoléculas formando productos complejos con proteinas (estructurales y
cataliticas), almiddén, sustancias pécticas y celulosas. Asi se tiene que el
ataque enzimatico derivado del metabolismo de hongos o bacterias
hospedados en la madera puede ser inactivado o disminuido

sustancialmente ante la presencia de taninos?°.

Los taninos son compuestos que se oxidan al contacto con el aire, son
inodoros y de sabor agrio, solubles en agua, alcohol y acetona; reaccionan
con el cloruro férrico y otras sales; son combustible con un punto de
inflamacion de 199 °C, una temperatura de autoignicion de 528.5 °C; poco

toxico por ingestion o inhalacién®®).
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Estudios realizados en Espafia, muestran la importancia de los compuestos
de origen tanico en la produccién de vinos tintos, entre ellos, los compuestos
flavonoides, basicamente los flavanoles y las antocianidinas. Los analisis de
antocianos, efectuados primero mediante cromatografia en papel y
posteriormente por cromatografia en capa fina, permiten observar con
precision los cambios en la distribucion de estos pigmentos y comparar los
comportamientos de diferentes variedades de clones®9).

Los taninos también se emplean en la industria textil por su capacidad de
reaccionar con las sales férricas, los cuales dan lugar a productos negro-
azulados adecuados para tintes. Igualmente son utilizados como mordientes
para la aplicacion de tinte en tejidos, coagulante de gomas, o aprestos para

papeles o sedas.

En alimentacion, los taninos originan el caracteristico sabor astringente, a los
vinos tintos, al té, al café o al cacao. Las propiedades de precipitacion de los

taninos son utilizadas para limpiar o clarear vinos o cerveza.

Externamente, los preparados a partir de drogas ricas en taninos, como las
decocciones, se emplean para detener pequefias hemorragias locales; en
inflamaciones de la cavidad bucal, catarros, bronquitis, quemaduras,
hemorroides, etc. Internamente, son U(tiles contra la diarrea, enfriamiento
intestinal y afecciones vesiculares, aunque pueden producir alguna
intolerancia en personas con el estdmago delicado, por ello es conveniente
administrar en forma de tisanas maceradas, con objeto de extraer también

de la planta otras sustancias activas®?).

La catequina es la base estructural de los taninos que son un grupo
heterogéneo de derivados fendlicos, muy frecuentes en los vegetales.
Impiden el crecimiento de hongos y microorganismos cuando ocurren

lesiones en el duramen y el ritidoma, la catequina es un flavonoide muy
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utilizado en la industria farmacéutica ya que posee propiedades como la de
antioxidante, antiviral, antialérgica, antitumoral, asi como la de inhibir

algunas actividades de enzimas y receptores fisioldgicos*?),

Entre todas, las propiedades bioldgicas de mayor interés han sido sus
efectos antioxidantes, los cuales han sido blancos de un gran nimero de
estudios principalmente de corte clinico y nutricional, teniendo en cuenta
que a menudo dosis farmacolégicas de antioxidantes dietéticos
comunmente recomendados en todo el mundo, como es el caso de las
combinaciones vitaminicas (vitamina E mas vitamina C y B-caroteno), no
producen los efectos esperados o estos resultan dafinos, por lo que para
lograr una mejor accion antioxidante se prefiere incluir en la dieta una

mezcla de flavonoides y taninos 17,

4.1.5. Biosintesis. Los flavonoides son biosintetizados por una
combinacion de ambas vias biosintéticas, la del acido shikimico y la del
malonil-CoA. El compuesto obtenido por la via biosintética del &cido
shikimico, como se observa en la figura 4, por ejemplo, acido cinamico, es
luego utilizado como compuesto de partida para la via del malonil-CoA, en la
cual se le adicionan tres acetatos. Con la posterior ciclacion se obtiene la
estructura clasica de los flavonoides, en la cual el anillo A se formo por la via
del malonil-CoA, mientras que el anillo B se formé por la via del acido
shikimico, y el puente de tres carbonos proviene de la adicion de
fosfoenolpiruvato. Con sucesivas hidroxilaciones y reducciones se forman

los diferentes flavonoides, con la opcién de una glicosidacién final (3),
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Figura 4. Biosintesis del flavonoides.
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4.2 METODOS DE EXTRACCION

Los procedimientos para la extraccion de taninos pueden ser entre otros de
tipo rural (que se puede llevar a cabo no necesariamente en un laboratorio),

o de tipo industrial
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4.2.1. Procedimientos de Extracciéon a Nivel Rural. Las pilas de curticién
son cubas o barriles de madera, aunque también se emplean ollas grandes

de barro cocido, con la siguiente secuela de operacion:

1. Se llenan con el material triturado o machacado seis recipientes, el
primer dia se vierte agua en la primera vasija cubriendo el

material.

2. Segundo dia, el jugo producido en la primera vasija (A) se vacia
en la segunda (B), adicionar agua caliente sobre el material

desintegrado en la vasija (A), para su segunda lixiviacion.

3. Tercer dia, el liquido de la vasija (B) se pasa a la tercera (C), la
solucion de la vasija (A) se vierte en la (B), enseguida se agrega
agua en la vasija (A). El proceso se repite durante siete dias, a
razon de una vasija por dia, al final el material de la primera vasija
se habra lixiviado seis veces; de tal manera que el contenido de la
sexta vasija (F) presenta la maxima concentracion. El séptimo dia

el liquido se integra al depdsito de reserva.

4. El material agotado de la primera vasija (A) se tira, después de
haber vertido su contenido en la vasija (B), se le agrega material
triturado nuevo y el liquido de la vasija (E), el cual fue previamente
pasado por la cuba de reposicién (E-ST). En la quinta vasija (E) se
vierte el contenido de la vasija (C), en la sexta (F) el de la cuarta

(D) y en ésta la de la segunda (B), a la que se le agrega agua.

5. Durante el octavo dia, el liquido de la vasija (A) se pasa filtrado al
depdsito de reserva y al material residual se le adiciona el jugo de
la quinta vasija (E); a la quinta (E) el dela tercera (C) y a éste se le

agrega agua. El liquido de la segunda (B) pasa a la cuarta vasija
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(D) y el material residual se vacia a la sexta vasija (F).

El proceso continua hasta el duodécimo dia, de tal manera que el décimo
tercer dia se estardn realizando las mismas actividades del séptimo

dia.En el proceso se observaran las siguientes reglas:

1. El jugo curtiente no debe tener en ningln momento contacto con
hierro o con cal; los instrumentos de trabajo y recipientes
empleados soOlo podran ser de madera, barro, cobre, laton o

cesteria.

2. El agua usada para la lixiviacion es la de lluvia o de rio, en general

sera blanda y limpia, de ser necesario hay que filtrarla.

3. En la lixiviacion el material vegetal se cubrira completamente con

el agua para evitar la oxidacion.

4. Nunca hay que utilizar agua hirviendo®®)

4.2.2. Procedimientos de Extraccién a Nivel Industrial.

4.2.2.1. Difusion en Tanque Abierto. Método adecuado para la extraccion
a partir de corteza, frutos y hojas; el material desmenuzado se coloca en una
serie de grandes depdésitos de madera o cobre con agua calentada con
vapor. Los recipientes se llenan a diferentes tiempos, en rotacion, de tal
forma que se establezca una contracorriente, en la que el agua nueva entre

en contacto con el material mas lixiviado.

35



El agua circula a contracorriente con los sélidos, de manera que,
progresivamente se enriquece en el componente soluble de la sustancia
tratada, hasta que, al final rebosa del primer compartimiento mas o menos
concentrada. De forma analoga la sustancia por lixiviar al avanzar hacia el
altimo compartimiento se pone en contacto con soluciones cada vez mas
débiles y su contenido de compuestos solubles va disminuyendo.

La temperatura del agua del depdsito que contiene el material nuevo debe
ser de 60 °C, aunque en algunas factorias se calienta hasta 82 °C; para la
extraccién de taninos de cortezas se recomienda conservar la temperatura
por debajo del punto de ebullicion, pues al hervir se propicia la precipitacion
de compuestos insolubles, con la consecuente pérdida de taninos y el

oscurecimiento del producto.

El proceso de difusién en tanque abierto tarda de tres a cuatro dias®®),

4.2.2.2. Colado. Recomendado para la obtencion de extractos de cortezas y
hojas; consiste en llenar un depdsito con el material vegetal desmenuzado y
someterlo a vapor; a continuacién se rocia con agua caliente y el liquido
resultante se retira a través del fondo del depésito. En comparacion con el
método de tanque abierto, el de colado se completa en la mitad del

tiempo(18),

4.2.2.3. Coccién. Método utilizado para extraer taninos de la corteza y la
madera; el material se reduce a particulas pequefias en astilladoras
parecidas a las que se emplean en la manufactura de pulpa para papel y

combustible, aungue con mayor desmenuzamiento.

El proceso consiste en hervir la madera en depositos dispuestos en serie, un
depdsito se llena con los solventes de extraccion y en él se sumerge la
madera, se calienta hasta alcanzar la maxima concentracién posible, se

retira y el depodsito se llena con el liquido del depdsito precedente; de tal
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manera que el liquido (licor) del primer depdsito pasa al segundo, de éste al
tercero y asi sucesivamente hasta el deposito final. El tiempo de extraccién
es de un dia®®),

4.2.2.4. Autoclave. El proceso utiliza temperaturas superiores al punto de
ebullicién del agua, en autoclaves de cobre que operan a presiones de 2 kg
/lcm? dispuestas en conjunto de ocho unidades, cada una de las cuales
contiene 2.5 m® de madera desmenuzada. Las autoclaves modernas estan
provistas de fondos caedizos operados por cilindros hidraulicos que reducen
el ciclo de descarga y carga a tres minutos. El método es econémico porque
usa menos agua y el tiempo de difusién es de s6lo 45 minutos.

En los dos ultimos procedimientos los residuos pueden emplearse en la
manufactura de papel, tableros aglomerados y combustible. Por otra parte,
el calentamiento induce la formacion de tanato de hierro (compuesto
insoluble de color rojo), por lo que en la Ultima etapa se agrega sulfito sédico

y se mantienen en agua fria®,

4.2.2.5. Contra Corriente o Sistema de Lixiviacion. La sustancia a tratar
se introduce en un primer compartimiento, colocado en el extremo de
rebosamiento del tanque, el residuo de la lixiviacion se descarga en el Gltimo
compartimiento, el disolvente se adiciona en éste y la solucién concentrada
qgue contiene el componente soluble sale por un vertedero colocado en el
primer compartimiento. El disolvente circula a contracorriente de la sustancia
tratada hasta que al final rebosa del primer compartimiento en forma mas o

menos concentrada.
El clasificador de plataformas multiples es el principal aparato normalizado

gue aplica el principio de circulacion continua a contracorriente; consiste en

una serie de dos o mas clasificadores, unidos e impulsados por un mismo
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mecanismo; utiliza un solo tanque dividido en dos a seis compartimientos de

lavado con sus correspondientes plataformas de escurrimiento. (18)

4.2.2.6. Métodos de Extraccion en Laboratorio. Para realizar los analisis
en laboratorio se han desarrollado varias metodologias, utilizando solventes
de polaridades diferentes. Uno de los métodos para obtener compuestos de
tipo fendlico extraidos de corteza de pino, es el propuesto por Marta Rosales
y Rubén Gonzalez @). “Los extractos tanicos se obtienen 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 etanolicos 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 repitio el proceso. Los extractos obtenidos de la primera y
segunda maceracién se combinaron y concentraron en rotavapor a 35 °C
aplicando vacio, obteniendo un extracto acuoso concentrado, a partir del
cual se realizaron los andlisis. Para los extractos acuosos utilizaron 20 g de
corteza y 200 ml de agua, se calentd a ebullicion y reflujo durante 1 h, se
filtr6 sobre papel filtro. En ambos extractos se calculé el rendimiento en
soélidos (extracto total), evaluado como el peso total de los sélidos extraidos

entre la cantidad de muestra seca utilizada en cada extraccion ®.”

Otro estudio que se realizé fue llevado a cabo J. Valls, M. Lampreave, M.
Nadal y L. Arola®®, quienes determinaron la importancia de los compuestos
fendlicos en los vinos de uva, para ello utilizaron un procedimiento de
extraccién que conlleve a determinar la cantidad de estos compuestos en la

uva.
La metodologia de extraccion de los compuestos fendlicos fue la siguiente:

Se pesan 0,5 gramos de la muestra congelada y pulverizada, y se extraen

sucesivamente con 3 volimenes de 25 mL de etanol absoluto acidulado con
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un 1% de acido férmico. El extracto se evapora hasta sequedad en un
rotavapor controlando que la temperatura no supere los 40 °C. El residuo
seco se redisuelve en una solucién de metanol al 50% acidulado con un 1%
de &cido formico, y se lleva a un volumen de 10 mL. Se guarda en alicuotas
a -20 °C hasta el andlisis de los antocianos por HPLC y las determinaciones

de polifenoles, antocianos totales y catequinas?®.

Segin Wu, Wang y Simon19, un procedimiento adecuado para la extraccion
de proantocianidinas y sus monémeros en la semilla de uva, es la utilizacién
de metanol al 70 % como solvente. Para retirar los taninos, una muestra de
100 mg, es llevada a un equipo de ultrasonido durante 10 minutos, tiempo
mediante el cual se realiza una extraccion cuantitativa de estas sustancias,
es importante mencionar que a pesar de que la muestra analizada en este
articulo (semilla de uva) es totalmente diferente a la muestra con la que se
lleva a cabo este trabajo (corteza de pino), el fin es el mismo, obtener
taninos condensados de bajo peso molecular utilizando metanol como

solvente para la extraccion.

Un estudio que generalmente se realiza es el de romper los polimeros que
constituyen los taninos, llevandolos a mondmeros tales como Catequina,
Quercitina, entre otros. Para tal efecto Hernes y Hedges % proponen un
tratamiento con un &cido inorganico como se describe a continuacién: A 50
mg de muestra que son hojas de Camelias, previamente secadas y
tamizadas, se le adiciona HCI 0.333 M, acetona y se agita hasta que la
acetona se volatilice y reduzca su volumen. La cantidad obtenida es agitada

por 24 horas a 30 °C, para que se realice la ruptura del polimero.

Otro estudio que se ha realizado ha sido el llevado a cabo por Maria Teresa
Escribano y Santos-Buelga Y, quienes han utlizado metanol, etanol,
acetona y soluciones acuosas de estos solventes para la respectiva

extraccion de las procianidinas, con estos solventes lograron extraer
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monoémeros como catequina, dimeros, trimeros y mas compuestos que
llevan a la formacién de los taninos condensados, estos estudios se han
llevado a cabo en diferentes partes de las plantas, como hojas secas,

cortezas.

4.3. PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE MUESTRAS

4.3.1. Extraccion en fase solida (SPE). La extraccion en fase sélida es
esencialmente una técnica de separacion y de limpieza de muestras que es,
al mismo tiempo, répida y econdémica, basada en los mismos principios de la
cromatografia liquida, con un poder de resolucion menor, pero con buena
selectividad, que ademas permite la preconcentracion de la muestra con un
riesgo minimo de pérdida o contaminacion de la misma. La técnica de
extraccion en fase sélida es tal vez la mas ampliamente utilizada hoy dia en
la preparacion de muestras para analisis por Cromatografia Liquida, de
Gases, Electroforesis y aun para Espectrofotometria. En cualquier sistema

de extraccion en fase sélida se cuentan tres componentes a saber:

e La muestra problema que contiene los analitos en una matriz compleja.
e La fase estacionaria o soporte solido (cartucho).

e Los solventes de acondicionamiento, lavado y elucion.

Los componentes de la muestra se separan por migracion diferencial desde
la fase estacionaria hacia los solventes de lavado y elucién, atendiendo a las
diferencias en cuanto a propiedades fisicas o quimicas, las cuales favorecen
las fuerzas de retencion para algunos compuestos y las fuerzas de elucién
para otros. La retencion de los analitos en los cartuchos de extraccion en
fase solida se realiza mediante diversos mecanismos. Los mas
corrientemente utilizados son: adsorcion, particion en fase ligada normal y
reversa, intercambio ibnico, apareamiento idnico, complejacién con iones

metalicos, exclusion molecular y filtracion en gel.
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4.3.1.1 Un método tipico de extraccion en fase sdlida se organiza en cinco
pasos:

4.3.1.1.1. Activacion. El primer paso es la activacion en la que se utiliza un
solvente para humidificar la fase. Con fases hidrofébicas (Cis) se usa un
solvente polar, como el metanol. Con fases estacionarias polares (Silice) se

usa un solvente no polar, como el cloruro de metileno.

4.3.1.1.2. Acondicionamiento. La fase estacionaria se acondiciona con el
mismo solvente de la matriz. El acondicionamiento permite alinear la fase

estacionaria, permitiendo la interaccion entre el analito y la fase estacionaria.

4.3.1.1.3. Retencidn. Las interacciones entre las moléculas de la muestra y
la fase estacionaria controlan la retencién en el adsorbente. Para maximizar
las interacciones la muestra (A = analitos + M = matriz) deben cargarse en el
adsorbente a aproximadamente 3 ml / min. Los componentes de interés han
de retenerse en el adsorbente mientras que la matriz y los contaminantes

deben eluirse y descartarse.

Durante las etapas 1-3 el adsorbente debe mantenerse hiumedo, puesto que

el secado del mismo puede acarrear una pérdida de muestra.

4.3.1.1.4. Eliminar interferencias. Usando un solvente o una serie de
solventes de fuerza creciente los contaminantes pueden eliminarse del

adsorbente hasta que soélo los analitos de interés queden atrapados.
4.3.1.1.5. Elucion. La elucion de los analitos se efectia mediante un

eluyente adecuado y a un caudal de 1 ml / min. El adsorbente y las

interacciones analito-adsorbentes determinan el eluyente final de elucion.
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Por ejemplo, con un adsorbente hidrofébico como Cais, el solvente de elucion
es usualmente un solvente organico muy polar (como acetonitrilo, metanol o
mezclas de estos eluyentes con agua). Tras la elucién los analitos y el

eluyente se recuperan en el recipiente colector 2,

Uno de los estudios que se ha realizado para la separaciéon de compuestos
de origen fenolico es el que desarrollé6 Alamo, Casado y colaboradores @3,
donde se estudia la separacibn de compuestos como catequina,
epicatequina, vainillina, acidos vainillinico, gélico, caféico, protocatéquico,
siringico, gentisico, sinapico, cumarico, ferrdlico, hidroxibenzaldehido,
aldehidos protocatéquico y siringico que son compuestos fendlicos,
comunmente encontrados en los extractos de plantas. El cartucho que
utilizaron para la extraccion fue de Cis, octadecilsilano (ODS) 100 mg. Los
mejores resultados se han obtenido al aplicar las siguientes condiciones:
tras cargar con 1 mL de muestra de 50 ppm se trata el cartucho con 1 mL de
acetonitrilo, 1mL de agua y posteriormente se eluye en primer lugar con 1
mL de una disolucion al 5 % de &cido acético en acetonitrilo 10 % y a
continuacion con 1 mL de la disolucion de hidréxido de amonio 2 % en

acetonitrilo 10 %.

4.4. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) para la

determinacion de catequina en una muestra de taninos condensados .

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion es una técnica cromatografica
de reparto o posicion en la que la muestra se fracciona entre una fase movil
gue es liguida y una fase estacionaria. Utiliza una presién muy elevada para
forzar el paso del disolvente por una columna que contiene particulas muy
finas, consiguiendo asi separaciones de gran resolucion. Debido a estas
presiones el equipo para HPLC es elaborado y costoso. Deriva de una

evolucion de la cromatografia en columna, cuyos resultados, en términos de
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selectividad y de resolucion han mejorado mucho por la miniaturizacion y la

utilizacion de fases estacionarias muy elaboradas.

La fase movil puede ser un solvente puro o una mezcla de solventes.
Cuando se trata de una mezcla, puede programarse la bomba para que
tome solventes de diferentes botellas en una proporcion determinada y
realice la mezcla en una camara de mezclado. Cuando durante toda la
separacion se utiliza siempre el mismo solvente, se denomina isocratica, sin
embargo es normal realizar un gradiente de composicién del solvente a lo
largo de la cromatografia para mejorar la eficiencia y acortar la duracion del
proceso. Estos gradientes de solvente también son realizados en forma
automatica por las bombas. La bomba envia el solvente a través de tuberias
de diametro pequefo, generalmente de acero inoxidable, hacia la valvula de
inyeccién. Esta consiste en una véalvula de seis vias que permite introducir
en el flujo de solvente la muestra contenida en un aro o loop de volumen
calibrado. Luego de que se produzca la separaciéon en la columna, los
componentes de la mezcla pasan por el detector. Este produce una sefal
eléctrica proporcional a la cantidad de materia y esa sefial es enviada al
registrador que realiza un gréfico de intensidad en funcion del tiempo
(cromatograma), ldealmente, se trata de graficos (picos) gaussianos y cada
pico corresponde a un componente de la muestra original. El integrador
calcula ademas el area correspondiente a cada pico, la cual es proporcional
a la cantidad de sustancia. Dado que los detectores de HPLC son no
destructivos, es posible recuperar los productos que salen de él. De esta
manera, dependiendo del tamafo del loop de inyeccion y de la columna, y
del tipo de bomba, es posible realizar ademas de separaciones analiticas,
cromatografias preparativas. En CLAR, para mejorar la resolucion del
cromatograma, se cambia la composicion de la fase movil a lo largo de la

separacion utilizando mezclas de entre dos y cuatro solventes.
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Esta es la técnica mas utilizada de todos los tipos de cromatografia de
elucion, conociéndose como tal al desplazamiento de un soluto de la fase

estacionaria por un disolvente.

En los dltimos afios se han desarrollado varias técnicas cromatogréaficas
nuevas, entre ellas la cromatografia liquida de alta resolucion, para la
técnica de CLAR preparativa (es decir separa grandes cantidades ), se
utiiza en general una columna de fase reversa ODS Cis (
OctaDodecilSilano). La separacidon se basa en interacciones hidrofébicas y
no necesita derivados, tiene alto poder de resolucion y se necesita de un
detector de UV. Se usan solventes polares como mezclas de agua, metanol

y/o acetonitrilo 13,

La cromatografia de liquidos de alta resolucion ha sido la técnica mas
ampliamente utilizada para el analisis de flavonoides durante los ultimos 20
afios ?4, Esta técnica ha agregado una nueva dimensién a la investigacion
de flavonoides en las plantas y extractos de frutas. Las ventajas particulares
son: el mejoramiento en la resolucion de mezclas de flavonoides,
comparada con otras técnicas de cromatografia y la habilidad de obtener
los datos cuantitativos y cualitativos exactos de la muestra, y la gran

velocidad de analisis.

Cuando se tiene una fase polar unida al soporte y se utiliza un solvente
menos polar como fase movil, se habla de cromatografia en fase normal; la
fuerza elutropica del solvente aumenta por la accion de un solvente mas
polar 3, Esta se ha usado para la separacion de flavonoides (flavonas,
flavonoles y agliconas de flavona) en extractos de plantas. Para los sistemas
de fase normal, hay sin embargo una preocupacion de que los materiales
muy polares se retengan irreversiblemente en la columna, con el resultado
de que podrian alterarse las caracteristicas de la separacion gradualmente,
asi, la cromatografia de Fase Reversa en la que se utliza una fase
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estacionaria no polar y un solvente polar ha sido la mas utilizada para el
andlisis de flavonoides como la catequina; en este caso, la fuerza

eluotrépica aumenta por la adicién de solvente menos polar 6.

La técnica de CLAR ha sido el método analitico de opcion para la separacion
de flavonoles y otros flavonoides. La manera comun de trabajo en la
separacion consta de una columna de Cis (tamafio de particula 3-5 pm)
junto con fases moviles acuosas y Metanol o Acetonitrilo como un
modificador organico. Cantidades pequefias de acido acético, acido férmico
0 soluciones tampon de fosfato incorporados en la fase movil, tienden a
mejorar notablemente las separaciones de flavonoides y otros compuestos
fendlicos 7).

Cuando se desarrolla una técnica analitica por HPLC, normalmente se elige
en primer lugar una fase fija adecuada y una fase mdvil con una
composicién tal que sea compatible con la fase fija, que disuelva los
componentes a analizar y que permita una buena separacion. Luego se
optimizan las condiciones de flujo de solvente, cantidad de muestra a
inyectar y, en el caso de un detector de absorcion como el que se empleara
en este caso, se determinara la longitud de onda de deteccion.

Una vez sean elegidas las condiciones, se realizaran las curvas de
calibracion para cada analito inyectando unos pocos WL de cada solucién
patron. Graficar luego el area de pico en funcién de la concentracion y
verificar que se esta trabajando dentro del ambito lineal. Idealmente cada

punto de la curva de calibracién se realizara por triplicado.
Una vez obtenidas las curvas de calibracion, se compara la sensibilidad del

método para la determinacion de cada compuesto en las condiciones de

trabajo.
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El detector es también importante ya que de este depende la respuesta que
da al equipo a las diferentes concentraciones del patron, para el andlisis de
catequina por HPLC se utiliza generalmente el detector de UV.

Los flavonoides absorben en la regién de Ultravioleta Visible y este es el
detector méas usado en HPLC. Ninguna longitud de onda sola es ideal para
supervisar todas las clases de compuestos fendlicos puesto que ellos

despliegan sus maximos de absorbancia a longitudes de onda diferentes.

La deteccion de UV tiene la desventaja de no ser tan sensible o selectiva
como la deteccién de fluorescencia, y la interferencia de picos es mas
comun. Sin embargo, la deteccién de fluorescencia no ha sido aplicada
ampliamente a los compuestos flavonoides. En el andlisis de flavonoides en
el jugo de naranja, por fluorescencia ofrece ventajas mayores por encima del

UV por lo que se refiere a la selectividad reforzada y sensibilidad.

La deteccién Electroquimica (EC) es muy sensible para compuestos que
pueden oxidarse o pueden reducirse a potenciales de bajo voltaje. La
deteccion Electroquimica (EC) estd en aumento importante para la
determinacion de cantidades muy pequefias de flavonoides, pues este
presenta mayor sensibilidad y selectividad comparada al UV. La deteccion
Electroquimica (EC) ha sido aplicado para la deteccién de flavonoles y
acidos fendlicos en verduras, bebidas, y plasma 29,

En la figura 5. se muestra el equipo de Cromatografia liquida de alta
resolucion, y en la figura 6 se muestran los componentes basicos de un

sistema para Cromatografia liquida de alta resolucién
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Figura 5. Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

La utilizacion de la CLAR en fase normal y reversa en la cuantificacion de
taninos vegetales ha sido ampliamente utilizada en los ultimos afios para la
determinacion del contenido de estos flavonoides.

Nakagawa y Torii fueron los primeros en publicar un articulo de un método
cromatografico para el analisis de catequinas en 1964. Este método
disponia de unos tiempos de analisis muy largos, ademas de un alto
porcentaje de error. Los contenidos de catequinas en diferentes tipos de
muestras fueron analizados por Cromatografia en fase reversa los
solventes que se proponian en este trabajo eran metanol, agua, acido

acético, y con un sistema de gradiente. 9
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Figura 6. Componentes basicos de un sistema para HPLC.
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Otra metodologia reportada en la literatura fue la desarrollada por Rios L,
Bennett RGY, del Instituto de Investigacion de Alimentos y el Laboratorio de
Metabolitos y Micronutrientes en Saint-Genes en Francia, en donde se
realizO un analisis de procianidinas y sus componentes oligoméricos
presentes en el transito de los alimentos en el tracto digestivo humano. En
este estudio se utilizo CLAR en ambas fases. En la fase normal se utilizé un
equipo de cromatografia HP 1100 Series con bomba cuaternaria, una
columna de Silica de 250 x 4.6 mm y tamafio de particula de 5 pm. La

temperatura de la columna fue de 37 °C y el volumen de inyeccion de 20-L.

La fase mavil consistia en diclorometano, metanol, &cido acético y agua, la
cual fluia en modo de gradiente a una velocidad de 1 mL/min. El detector
utilizado en esta metodologia fue el de fluorescencia a una longitud de onda
de excitacién de 276 nm y una de emision de 316 nm. En fase reversa las
condiciones utilizadas muestran que la columna era de ODS con 250 mm de
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largo y 4.6 mm de diametro. La corrida cromatografica se realizé a una
temperatura de columna de 30 °C y una fase movil constituida por agua,
THF, é&cido trifluoroacético y Acetonitrilo en diferentes proporciones y en
modo de gradiente a un flujo lineal de 1.0 mL/min. El detector utilizado en
esta fase reversa fue UV a 220 nm de longitud de onda. Los resultados
obtenidos muestran la lectura de (+) Catequina aproximadamente a 7 min. y
30 seg. Un limite de cuantificacion de 21.88 mg / L y un coeficiente de

correlacion para la curva de calibracion de 0.9996 31,

Otra metodologia, es la propuesta por KUNAMOTO, M y TAKEDOMI, M(9),
quienes trabajaron en el proceso de separacion y cuantificacion por CLAR
de catequina en diferentes muestras de te oriental, este trabajo se realiz6
por cromatografia en fase reversa, como fase movil se utiliz6 una mezcla de
agua, acetonitrilo y acetato de etilo. Para leer el analito se utiliz6 un detector
electroquimico, otro factor que se tuvo en cuenta, fue la temperatura de la
columna ya que el trabajo se realiz6 con una temperatura de columna de 35

°C con el fin de que la separacion fuera mas eficiente.
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5. PARTE EXPERIMENTAL.

5.1. EQUIPOS Y REACTIVOS.

Los equipos y reactivos que se utilizaron para llevar a cabo la parte

experimental de este trabajo se presentan en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Equipos utilizados en la Extraccion de Taninos condensados y
Cuantificacion de Catequina.

EQUIPO MARCA
Ultrasonido Branson 1510 - Ultrasonic cleaner —TDC
Molino eléctrico Retsch SK 100 Estandar Spezst 1
Balanza analitica Mettler AJ 150 Max:150g min: 0.1 mg
Tamices Estandar Testing Sieve
Plancha de calentamiento/agitacion | Corning
pH-metro InoLab WTW pH Level 1
Cromatografo liquido de alta Waters 1515 Isocratic HPLC Pump con
resolucion detector UV-Vis 2487
Espectrofotometro UV-Visible Genesys
Horno de calentamiento Modelo BD-115 UL Binder GMBH
Deionizador E&Q
Bomba de Vacio General Electric HP 1/3. G180DX

Tabla 2. Reactivos Utilizados en la Extraccion de Taninos condensados y
Cuantificacion de Catequina.

REACTIVO MARCA
Acetonitrilo grado HPLC Fischer Scientific
(+)Catequina estandar Sigma
Agua grado HPLC Merck
Alcohol etilico GA Merck
Eter etilico GA Merck
Acido Fosforico
Metanol grado HPLC Merck
Agua destilada
Acido acético Mallinckrodct
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5.2 TRATAMIENTO FiSICO.

La Cooperativa Agroforestal del Cauca (COOTRAFORC), proporcioné las
muestras de corteza Pinus oocarpa, Para llevar a cabo la parte experimental
de este trabajo, estas muestras fueron traidas desde la reserva forestal del
municipio de Sotara (Paispamba) ubicado al suroccidente de la ciudad de
Popayéan, el cual presenta una altitud de 1800 msnm, longitud 76° 33’ 40”
(Occidente) y latitud 2° 18 40” (Norte). Los arboles son derribados y
descortezados cuando tienen una edad de 7 afios aproximadamente, a esta
edad se considera que el arbol es apto y se ha desarrollado de tal manera
gue ya puede ser sometido a su respectivo proceso industrial. Este factor es
importante ya que el proceso de maduracién de un arbol puede influir en el
proceso de extraccion de los taninos. Las muestras fueron guardadas en un

lugar fresco y seco para proceder con los analisis respectivos.

5.3 ANALISIS FISICO

5.3.1. Preparacion de la muestra. Toda la muestra de corteza utilizada
para la extraccion de taninos se tratdé bajo las mismas condiciones. Dentro

de los procesos que se le realizaron a la corteza se encuentran:

5.3.1.1. Recoleccion de la Muestra. El descortezado de los arboles se
realiz6 por los empleados de la empresa Smurfit Carton de Colombia, la
corteza fue transportada hasta el laboratorio donde se almacend en un lugar

limpio y fresco.

5.3.1.2. Secado de la Muestra. La corteza se sec6 a temperatura ambiente
en un lugar fresco y evitando ser expuesta a la luz solar directamente, con el
fin de eliminar mohos y la presencia de algunos microorganismos que

pudieran degradar la muestra hecho que podria alterar los porcentajes de
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extraccion de los taninos, ademas la muestra no se expone directamente al
sol ya que por la temperatura alta se podrian degradar o alterar la estructura
de los flavonoides, El tiempo de secado de la muestra oscilo entre los 10
dias En este tiempo se determiné la humedad de la muestra obteniendo los

porcentajes mas bajos de humedad en la muestra de corteza.

5.3.1.2.1 Determinacion del Porcentaje de Humedad. Para determinar la
humedad se tomaron 5,0000 g de corteza molida, con tamafio de corteza
entre 1.0 - 0.106 mm y se llevé a la estufa de aire a 105 °C por dos horas;
luego la muestra se llevd al desecador y se pesd una vez alcanzd la
temperatura ambiente. Con los datos obtenidos se calcul6 el porcentaje de
humedad y sustancias volatiles remanentes del proceso de secado el

porcentaje de humedad fue de 7.483 %.

5.3.1.3. Molido. Una vez seca la muestra (corteza) se sometié al proceso de
molido, para ello se utilizé un molino eléctrico de aspas, el cual producia una

corteza fina de varios tamafios de particulas.

5.3.1.4. Tamizado y tamafio de particula. Después del proceso de molido,
la corteza fina que se obtuvo, se paso por diferentes tamices, obteniendo asi
muestras de diferente tipo de tamafio de particula, los tamices que se

utilizaron para este proceso tienen las siguientes dimensiones:

e Tamiz No. 20 — 1.000 mm
e Tamiz No. 35— 0.500 mm
e Tamiz No. 60 — 0.212 mm
e Tamiz No. 140 — 0.106 mm

5.3.2. Extraccién de los taninos. Todas las extracciones de los taninos

condensados se realizaron por triplicado, para este proceso de extraccion,
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se utilizd el método de lixiviacion, que en este caso, consiste en aislar las
sustancias de interés al aplicar solventes a la corteza y agitar la mezcla

heterogénea hasta que los compuestos pasen del sélido al liquido.

Para optimizar la extraccion de taninos condensados se determind la
influencia positiva de diferentes factores como lo son: la utilizacion de
solventes agua, etanol y diferentes mezclas de ellos, el tamafio de particula,
la relacion gramos de corteza-volumen de solvente, velocidad de agitacion,

la temperatura y tiempo de extraccion.

Para desarrollar este trabajo se tomaron unos parametros estandar, es
decir, s6lo se modificaba la variable en estudio y las demas condiciones
seguian igual. Al final del trabajo se unieron los parametros Optimos y se

realiz6 una sola extraccion.

Todas las extracciones se llevaron a cabo en planchas de calentamiento
Corning, donde se evaluaron los diferentes factores mencionados

anteriormente.

5.3.2.1. Solventes para la extraccion. Los solventes utilizados para la
extraccion se eligieron por la afinidad en cuanto a la polaridad que tienen
los taninos condensados presentes en la corteza y el solvente, ademas,
estos solventes influyen en el aspecto econdémico, ya que si se requiere
industrializar el proceso se necesitan solventes de bajo costo para disminuir

el monto de extraccion.

Los solventes usados para la extraccion son: agua destilada y etanol
absoluto GA en las siguientes relaciones: 100: 0, 50: 50, 30: 70 y 0: 100.
Después del proceso de extraccidn el solvente es evaporado a una
temperatura controlada de 40 °C, obteniendo asi los taninos condensados y

se calcula el porcentaje de extraccion.
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5.3.2.2. Tamafo de Particula. Este parametro es uno de los mas
importantes en todo proceso de extraccion solido-liquido. En este trabajo se
utilizaron cinco rangos de tamafio de particula : 1000-500; 500-212; 212-
106; <106; um.

5.3.2.3 Relacion Corteza-Solvente. Para este parametro se evaluaron las
siguientes relaciones (g Corteza / mL solvente): 2.5/25; 2.5/40; 2.5/60;
2.5/80; 2.5/100 @,

5.3.2.4. Nivel de Agitacion. Se evaluaron diferentes velocidades de
agitacion: 0; 155; 250; 380; y 550 rpm, esto con el fin de determinar la mejor
velocidad de agitacion que conlleve a un mejor rendimiento en la extraccion

de los taninos.

5.3.2.5. Tiempo de Extraccion. Otro factor importante a evaluar en el
proceso, es el tiempo extraccion, para ello se utilizaron diferentes tiempos:
30 minutos, 1, 3, 6, 9 horas.

5.3.2.6. Efecto de la temperatura. Este es el dltimo factor importante que
se tuvo en cuenta en la extraccion de los taninos. Las temperaturas
evaluadas fueron las siguientes: temperatura ambiente, 30 y 40 °C este
proceso se realizé en planchas de calentamiento Corning, no se trabajé con
temperaturas mayores ya que a temperaturas mayores de 40 °C algunos
taninos de bajo peso molecular y la catequina pueden sufrir procesos de
degradacion.

5.3.3. Andlisis Espectroscopico. Para el analisis de identificacion de
catequina en el extracto de taninos obtenido de la corteza de Pinus oocarpa
se utilizo la espectrofotometria ultravioleta. Las muestras que se estudiaron
corresponden a los taninos obtenidos del proceso de extraccion, asi como al

patrén de catequina utilizado para la cuantificacion.
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5.3.3.1. Espectroscopia Ultravioleta. Para el analisis de catequina por esta
técnica, Se utiliz6 como solvente para disolver a los taninos y el patron una
mezcla 30-70 Agua-Etanol, la cual también sirvi6 como blanco. La
concentracion de la solucion leida fue de 30.0 ppm y la del patron fue de

10.0 ppm

5.3.4. Extraccion en Fase Solida. La mezcla adicionada estaba constituida
por 0.0050 g de taninos disueltos en 10 mL de una mezcla 30-70 Agua-
Etanol., 5 mL de esta muestra se pasa por el cartucho Cis empaquetada con
octadecil-silica enlazada (Sep-Pak Cis), los cuales anteriormente fueron
acondicionados por el paso secuencial de 8 mL de metanol, 4 mL de agua a
pH 7 y 5 mL de una solucién de HCI 0.01 M, se carga la muestra y se lava
con 5 mL de agua a pH 7, finalmente la muestra es eluida con 10 mL de
metanol, y por ultimo 10 mL de una mezcla Agua-Metanol 50-50. El liquido
recogido en el erlenmeyer con desprendimiento, se llevé a sequedad en la
estufa de aire a 40 °C, se diluye con la fase movil y por dltimo se procede

con la inyeccién del filtrado en el cromatografo de liquidos.

La Figura 7 muestra el montaje utilizado para llevar a cabo la extraccién de
las muestras.

Figura 7. Montaje para la extraccion por cartuchos de Cis.

Cartucho Cig < -=----- ;;::;: '

» Bomba Vacio

» Tubo de Ensayo
(Deposito de muestra)
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5.4. CUANTIFICACION DE CATEQUINA EN LA MUESTRA DE TANINOS
CONDENSADOS EXTRAIDOS DE LA CORTEZA DE Pinus oocarpa POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR) .

Para el proceso de cuantificacion de catequina en la muestra de taninos
extraidos de la corteza de Pinus oocarpa, se utilizO un equipo de
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) con las siguientes
especificaciones: marca Waters 1515, bomba Isocréatica, detector UV-Vis
2487, las muestras fueron leidas a una longitud de onda de 280 nm, una
columna p-Bonda Pack Cis y como fase movil se utilizé una solucion 0.1 %
de &cido fosférico en agua grado (HPLC) — Acetonitrilo (Merck) grado HPLC
(88% - 12%). El flujo de fase movil que fue de 1.0 mL/min. La columna se

trabaj6 a temperatura ambiente.

5.4.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO. Una vez desarrollado un
método de analisis por CLAR, al igual que toda técnica analitica, debera
validarse, es decir, se debe confirmar y documentar que los resultados por el
producidos son confiables. La validacion comprende parametros como la

linealidad, precision, exactitud, sensibilidad.

5.4.1.1. Linealidad. Para evaluar la linealidad del método analitico, se
realizaron dos curvas de calibracion en diferentes rangos, la primera
comprende el rango entre 5 — 10 ppm Yy la segunda comprende el rango
entre 10 — 20 ppm, las soluciones se prepararon utilizando catequina (
pureza 98%) como sustancia de referencia. El proceso consiste en medir por
triplicado el area dada como repuesta del detector de UV a una longitud de
onda de 280 nm para cada concentracién evaluada, posteriormente se
realiza una grafica del area medida contra la concentracion del patron
inyectado. Los coeficientes de correlacion deben ser cercanos a uno (0.99).

Basados en estos coeficientes de correlacién de cada una de las curvas las
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cuales abarcan los diferentes rangos de concentraciones, se puede decir si
el método es lineal o no.

5.4.1.2. Sensibilidad. La sensibilidad de un método analitico corresponde a
la minima cantidad de analito que puede producir un resultado significativo.
Los parametros que se evallan para evaluar la sensibilidad de un método

son los limites de deteccion y cuantificacion.

e Limite de deteccion. Corresponde a la menor concentracién de analito
que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una
muestra. Su determinacion puede efectuarse por comparacion con la
respuesta de un blanco, siendo positiva cuando la sefal supere la

relacion sefial/ruido en un factor de 2 o 332,

Para determinar este limite de deteccion, se realiz6 una curva de calibracion
qgue comprende el rango de concentraciones entre 5 — 10 ppm de
catequina, cada punto de concentracién se inyecté por triplicado. Con los
datos obtenidos se determind la respuesta a concentracion cero (Yul), que es
el intercepto de dicha recta y la desviacion estandar para hallar la respuesta
a concentracion cero (Sw). También se utilizo la pendiente (b) de la curva de
cuantificacion entre 10 y 20 ppm para incluirla en las ecuacién 1 que es la

que determina el respectivo limite.

LOD = Yb”ngb' (Ec. 1)

e Limite de cuantificacion. Corresponde a la menor concentracion de
analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables en

las condiciones establecidas ©2),

Para la determinaciéon del limite de cuantificacion se utilizé la misma curva

de calibracion y un procedimiento similar que el utilizado para calcular el
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limite de deteccion, este limite de cuantificacion se calcula utilizando la

ecuacion 2.

LOQ = Ybl +blOSb| (Ec. 2)

5.4.1.3. Precision. La precision esta relacionada con la dispersion de las
medidas alrededor de su valor medio o central y corresponde al grado de
concordancia entre ensayos individuales cuando el método se aplica
repetidamente a mudltiples alicuotas de una muestra homogénea®?. La
precision debe medirse en condiciones repetitivas (condiciones iguales) y

reproducibles (diferentes condiciones) :

e Repetitividad. Para determinar la repetitividad del sistema, se utilizaron
las mediciones realizadas por triplicado en la realizacién de la curva de
calibracion comprendida entre el rango de concentracion 10 — 20 ppm, a
las cuales se les calcul6 la desviacion estandar y la desviacién estandar

relativa con el fin de establecer dicho parametro

e Reproducibilidad. La reproducibilidad se determiné al inyectar patrones
de Catequina con concentraciones de 10, 14 y 20 ppm, estas mediciones
se realizaron en tres dias diferentes en un término de 15 dias, con lo que
Se conseguian tres areas por cada patron. Con las areas encontradas se
calculo el promedio, las desviaciones estandar y se determin6 si el

método era o no reproducible.
5.4.1.4. Exactitud. La exactitud de un método también conocida como error

sisteméatico o tendencia, corresponde a la diferencia entre el valor obtenido

(media) y el valor verdadero®2),
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Para medir la exactitud, se utilizaron los porcentajes de recuperacién de
catequina en las concentraciones de 10, 14 y 20 ppm, se utilizé la curva de
calibracion comprendida entre los rangos de concentraciones de 10 — 20
ppm, Yy con ello se calcula el valor de tont y compararlo con el tan Se
determina si el método es exacto o no lo es. Si tont €S menor que tab, se dice

que el método es exacto®3).

Para medir el valor de tobt Se utiliza la ecuacion 3.

100-R
RSD

Jn (Ec. 3)

obt

R = Porcentaje de Recuperacion.
RSD = Desviacion estandar Relativa

n = Numero de datos.
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6. DISCUSION Y RESULTADOS

Este trabajo se divide en dos partes, la primera parte es el proceso de
extraccidon de los taninos condensados a partir de la muestra de corteza de
Pinus oocarpa, esta parte es muy importante y abarca el analisis de todos
los parametros como temperatura, tiempo de extraccion, relacién de
solventes, agitacion, tamafo de particula, se estudia la influencia positiva de
estos factores en el respectivo proceso de extraccion, posteriormente se
reunen los factores donde el rendimiento fue 6ptimo y se realiz6 una sola
extraccion la cual se utilizd para realizar la segunda parte del trabajo. La
segunda parte del también es importante y comprende el proceso de
cuantificacion de catequina en la muestra de taninos extraidos de la corteza
utilizando la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién, en esta
parte también se determinaron las condiciones éptimas para trabajar en el
cromatografo, se estudio la influencia de varias fases moviles en el proceso
de separacion de la catequina, también se determind la mejor longitud de
onda donde absorbe este compuesto, ademas se realizd la respectiva
validacion del método analitico determinando variables como linealidad,

sensibilidad, exactitud y precision.

6.1 PARAMETROS OPTIMOS DE EXTRACCION

Este proceso abarca un alto porcentaje en el estudio realizado, se trata de
obtener los mejores parametros para la extraccion de los taninos en la
corteza de Pinus oocarpa, dentro de los parametros a estudiar se encuentra:
el mejor solvente para la extraccion, tamafio de particula, mejor relacion de
g de corteza/mL de solvente, velocidad de agitacion, tiempo y temperatura

de extraccion.
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6.1.1 Solventes para la Extraccion. Los solventes para la extraccion fueron
agua destilada y Etanol absoluto (GA) en las siguientes relaciones (mL):
100 :0; 50 :50; 30 :70; 0 :100; estos solventes se eligieron debido a la
afinidad que presentan con los taninos condensados presentes en la corteza
del pino de la especie analizada, ademas son unos de los solventes mas
empleados a nivel industrial para realizar procesos de extraccion de taninos,
(son los mas reportados en la literatura para extraer estos compuestos).
Otra razon por la cual se eligieron estos solventes es por el factor
econdémico, ya que lo que se pretende es llevar el proceso de extraccion a
nivel industrial aprovechando al maximo la corteza que es desperdiciada
generando un impacto ambiental negativo por las industrias que manejan
este tipo de materia prima, por lo tanto se necesitan solventes que sean
‘econdmicos” disminuyendo asi el costo de la extraccion hecho que
beneficia a las industrias, que los productos que se obtengan sean de buena
calidad y que no se genere algun tipo de contaminacion con los solventes

empleados.

Para escoger el solvente que se utiliz6 para el proceso de extraccion, se
procedid de la siguiente manera: después que la corteza se sometié al
proceso de secado, molido y tamizado, se escogio la corteza que se paso
por el tamiz numero 20 (tamafio de particula 1mm) y se le adiciono6 los
diferentes solventes, cabe decir que cada extraccion se realizo por triplicado.

Se obtuvieron los siguientes resultados, mostrados en la tabla 3:

Tabla 3. Identificacién del Solvente Optimo para la Extraccion,

Tamafio de particula de corteza de 1 mm.

Relaciéon
agua : etanol Porcentaje Extraccion
(v:v)(mL)
100:0 2.18 %
50 : 50 5.70%
30:70 6.71%
0:100 6.80%
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Los resultados muestran que los solventes que mayor porcentaje de
extraccion son etanol absoluto (GA) y la mezcla agua: etanol en un relacion
30 : 70, estos porcentajes son muy similares 6.80 y 6.71 %, para escoger el
solvente de extraccion y debido a que los dos porcentajes son muy similares
se analizd el proceso de industrializacion del proceso de extraccion. Bajo
esta condicion se asumié que el solvente que deberia utilizarse para el
proceso de extraccion de los taninos condensados es la mezcla de agua
etanol 30 : 70 v/v, ya que el agua que contiene esta mezcla hace que el
solvente sea mas econdmico y por lo tanto reduce el costo del proceso de
extraccion, comparado con el de etanol absoluto (GA) que generaria una
extraccidn un poco mas costosa y por lo tanto no seria rentable para estas
industrias el producir taninos de la corteza del pino analizado. Es importante
mencionar que las extracciones se realizaron bajo un medio cerrado. Otro
hecho que resalta la importancia de utilizar esta mezcla como solvente de
extraccidn es que si esta se llevara a cabo en un sistema abierto, las
pérdidas de etanol serian menores que si se utilizara el etanol absoluto
como solvente de extraccion ya que este se evaporaria mas rapido,
disminuyendo asi el porcentaje de extraccion, otro factor que se analiz6 para
determinar que estos solventes eran los indicados para la extraccion fue que
con ellos se extraian en mayor proporcién taninos condensados de bajo
peso molecular y algunos mondémeros como la catequina, en menor
proporcidn se extraen los taninos de peso molecular elevados ( polimeros de
catequina de 5 o mas unidades). Otro factor importante esta ligado a la baja
toxicidad que presentan estos dos solventes, lo que garantiza que el
material obtenido pueda ser utilizado en la industria farmacéutica y en
productos de consumo humano o animal, donde se utilizan de diversas

formas.

6.1.2. Tamafio de particula de la corteza. Una vez escogido el solvente

que se utilizd para la extraccion, se procedié a analizar como influia el
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tamafo de particula de la corteza en el proceso de extraccion. El tamafio de
las particulas en los procesos de extraccion juega un papel muy importante
ya que a mayor superficie de contacto mejor sera la interaccion del solvente

con la muestra. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Influencia del Tamarfio de Particula en la Extraccién de Taninos.

Tamarfo de Porcentaje de extraccion
Particula. (pm)
1000-500 6.71%
500-212 7.34%
212-106 7.43%
< 106 24.31%

La mejor extraccion se observo cuando la muestra de corteza que se utilizo
se paso por el tamiz mas pequefio dando un tamafio de particula < 106 pym ,
esto se debe a la mayor superficie de contacto que tiene la corteza con el
solvente empleado para la extraccidén, con la muestra de este tamafio se
siguen encontrando los otros parametros que conlleven a optimizar ain mas

la extraccion de los taninos.

6.1.3. Relacion Corteza-Volumen de Solvente. Este parametro es
importante ya que permite establecer el equilibrio entre la corteza y el
solvente utilizado, en este paso es importante que las sustancias de interés
(taninos) se solubilicen totalmente en el solvente empleado para su
extraccion. Por tanto esta relacion entre la cantidad de corteza y el volumen
de solvente, es un factor importante a determinar. Para llevar a cabo el
estudio de este factor se procedié a adicionar volumenes diferentes del
solvente extractante a una cantidad (g) fija de corteza, esto se realizo hasta
encontrar que el porcentaje de extraccidbn permanecia constante con el
aumento del volumen del solvente. Los resultados son presentados en la
tabla 5.
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Tabla 5. Relacion entre la Corteza y el Volumen de Solvente.

Relacion corteza- Porcentaje de
volumen de solvente. (g extraccion
Corteza / mL solvente)

2.5/25 24.31%
2.5/40 27.45%
2.5/60 29.65%
2.5/80 29.57%
2.5/100 29.74%

En estos resultados se puede observar que los taninos presentes en la
corteza del pino estudiado saturan el solvente cuando este llega a los 60
mL, a partir de ahi a volumenes mas grandes de solvente extractante, el
porcentaje de rendimiento no cambia notoriamente permaneciendo casi
constante, por lo que se puede concluir que por cada 2.5 g de corteza se
necesitan 60.0 mL del solvente agua:etanol 30:70, por lo que esta seria la
relacion optima de corteza:solvente, es decir que hay una relacion corteza/
solvente 1/24 P/V.

6.1.4. Velocidad de agitacion. La agitacion en el proceso de extraccion es
muy importante ya que pone en contacto toda la muestra con el solvente
extractante, por lo que es importante saber cual es el nivel 6ptimo de
agitaciéon que conlleva a una extraccion exitosa, para el estudio de este
parametro, se realizaron extracciones manteniendo constante las
condiciones Optimas antes encontradas y se varié la velocidad de agitacion.
Encontrandose los resultados mostrados en la tabla 6.

Tabla 6. Determinacion de la velocidad de Agitacion 6ptima en el Proceso de

extraccion de los taninos condensados.

Nivel de Porcentaje de
Agitacion (rpm) extraccion
0 5.36%
155 27.50%
250 28.76%
380 29.73%
550 28.42%
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Los resultados mostrados en la tabla anterior son el resultado del promedio
de tres extracciones ya que estas fueron realizadas por triplicado tanto para
la determinacion de este factor asi como para los deméas factores. Se
observa que los porcentajes de extraccion con agitaciones de 155 rpm y
mayores que esta no difieren mucho entre sus valores, pero a una
velocidad de agitacion de 380 rpm se tiene el mayor porcentaje de
extraccion 29.73 %, a pesar de que este es un factor que podria incrementar
los costos en la extraccion ya que se consume energia eléctrica, se tomo
esta velocidad de agitacion como la Optima para realizar el proceso de
extraccion de los taninos presentes en la corteza, puesto que con las otras

agitaciones también hay consumo de energia.

6.1.5. Efecto de la temperatura en el proceso de extraccion. La
temperatura es otro de los factores importantes que se estudia en el proceso
de extraccion. Para analizar como afecta la temperatura en la extraccion de
los taninos, se realizaron extracciones también por triplicado a diferentes
temperaturas, manteniendo constantes las condiciones éptimas
anteriormente encontradas, las temperaturas a las cuales se trabaj6é fueron
de T.A, 30 °C, 40 °C; solo se trabajo con estas tres temperaturas ya que a
temperaturas mas elevadas hay descomposicion térmica de algunos
monomeros como la catequina que es el compuesto que posteriormente se
cuantificar4 y algunos dimeros y trimeros de taninos condensados. Los
resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Efecto de la Temperatura en el Proceso de Extraccion de Taninos.

Temperatura | Porcentaje de extraccion
°C.
T.A 29.66%
30 29.10%
40 30.10%

En estos resultados se puede observar que a una temperatura de 40 °C, se
obtiene el mayor porcentaje de extraccion 30.10%, pero este no es lo
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significativamente alto comparado con el porcentaje que se obtuvo a
temperatura ambiente que fue de 29.66%, ademés de que a T.A, no hay
consumo de energia eléctrica, mientras que a 40 °C se consume una
cantidad considerable energia eléctrica por lo que se incrementan los costos
del proceso de extraccion, ademas estos porcentajes son casi constantes y
la diferencia es minima, por lo que la temperatura éptima a la cual se debe

realizar el proceso de extraccion de taninos es a temperatura ambiente.

6.1.6. Tiempo de extraccion. Alcanzar el equilibrio entre los taninos
disueltos en el solvente de extraccion toma un periodo determinado, por lo
que utilizar tiempos muy largos conlleva a costos innecesarios en el proceso
de produccion de los taninos esto debido a los gastos energéticos y de
operarios entre otros; si por el contrario, los tiempos son muy cortos, la
extraccion no sera totalmente eficiente por lo que la solucion extractora no
seria utilizada correctamente. El tiempo es el dltimo factor que se analiza en
el respectivo proceso de extraccion, para ello se realizaron varias
extracciones donde se mantuvieron constantes las variables encontradas
anteriormente y se variaron los tiempos. En la tabla 8 se muestran los
resultados que se obtuvieron al evaluar este factor.

Tabla 8. Influencia del Tiempo en el proceso de extraccion.

Tiempo de Porcentaje de
extraccion extraccion

(h)

0.5 15.46%

1 29.71%

3 30.04%

6 28.63%

9 28.36%

Con estos resultados se puede observar que no necesariamente se
necesitan de tiempos muy largos para obtener buenos rendimientos en la
extraccion de los taninos, a tiempos de extraccién de 1 y 3 horas se
encuentran los porcentajes de extraccibn mas altos, 29.71 y 30.04%
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respectivamente, pero en un tiempo de extraccion de 3 horas se
incrementaria el costo en la extraccion por los factores mencionados
anteriormente, ademas el porcentaje de extraccion que se obtuvo a este
tiempo no es significativamente mayor que el que se obtuvo con un tiempo
de extraccion de 1 hora, por lo que el tiempo Optimo para llevar a cabo la

extraccion fue de 1 hora.

6.1.7. Condiciones Optimas para el proceso de extraccion.

Con los parametros 6ptimos que se encontraron anteriormente, se realizo
una extraccion por triplicado juntado todos estos factores y obteniendo un
porcentaje de extraccion del 29.67%, a esta muestra de taninos se le realiz
la respectiva purificacion para posteriormente ser inyectada en el
cromatografo liquido de alta resolucion para la cuantificacion de catequina
presente en esa muestra de taninos. En la tabla 9 se muestra en resumen
los factores 6ptimos que se encontraron experimentalmente, con los que se
realizd el respectivo proceso de extraccion de los taninos condensados

presentes en la corteza del pino de la especie Pinus oocarpa.

Tabla 9. Condiciones Optimas encontradas para la Extraccion de Taninos.

PARAMETRO MAGNITUD
Relacién de solvente 30-70 Agua-Etanol
Tamafio de particula <106 um
Relacion corteza-volumen de solvente| 2.5 g Corteza/16mL svte.
Velocidad de agitacion Aprox. 380 rpm
Temperatura de extraccion T.A/(25°C aprox.)
Tiempo de extraccion 60 minutos

6.2. Solubilidad de los taninos. A los taninos extraidos de la corteza de
pino de la especie Pinus oocarpa, se les realizaron pruebas de solubilidad en

diferentes solventes, arrojando los resultados mostrados en la tabla 10.
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Tablal0. Solubilidad de los Taninos presentes en la corteza de Pinus

oocarpa.
SOLVENTE SOLUBILIDAD
Medianamente
Agua
soluble
Etanol-Agua 70-30 Soluble
Etanol Soluble
Metanol Soluble
Acetonitrilo Soluble
Acetona Medianamente
soluble
Eter de Petrdleo Insoluble
Cloroformo Insoluble

Los taninos extraidos presentan una solubilidad relativa en agua y acetona,
por lo que no pueden ser totalmente disueltos en estos solventes, sin
embargo son solubles en solventes organicos como etanol, metanol,
acetonitrilo, que son solventes un poco menos polares que el agua pero sin
mucha diferencia. Este estudio muestra que los taninos condensados son
completamente insolubles en solventes organicos apolares como el éter de
petréleo, hexano y cloroformo, hecho que también ha sido reportado en la

literatura para este tipo de compuestos.

6.3 ANALISIS ESPECTROSCOPICO.

6.3.1 Espectroscopia Ultravioleta-Visible (Uv-Vis). la figura 8 corresponde
al patron de catequina de 10 ppm vy la figura 9 corresponde a la muestra de

taninos de 30 ppm.

Figura 8. Espectro UV-Vis. Patron de Catequina 10.0 ppm.

68



Z.M'l‘

B
E

199.0 ) " L. de onda 550

Figura 9. Espectro UV-Vis. Para muestra de Taninos de 30 ppm.
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Los flavonoides (taninos condensados) presentes en la corteza estudiada

muestran dos grandes bandas de absorcién en la region del UV, la primera
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banda se encuentra alrededor de los 203 nm y la segunda cerca de los 280
nm. Al comparar las bandas obtenidas para la muestra, con las que se
obtienen con la Catequina, se muestra que existe una amplia absorcién a
una longitud de onda de 203 nm y una absorcion pequefia a 280 nm, pero
con la diferencia de que el pico presentado para el patron de catequina es
menos ancho. Esta diferencia se debe especificamente a la presencia de
otros flavonoides en el extracto tanico, como son antocianidinas y otras
catequinas, como la epicatequina que por poseer grupos fendlicos similares
u otros grupos éster de los sistemas conjugados (-OR) desplazan la
longitud de onda de la absorcion en forma moderada®®, lo que justifica el
ensanchamiento de la banda.

6.4 VALIDACION DEL METODO ANALITICO DE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR) EMPLEADO PARA LA
CUANTIFICACION DE CATEQUINA.

Esta segunda etapa del trabajo consiste en la separacion y cuantificacion de
catequina, que es un flavonoide de tipo flavon-3-ol, y que ademas es la
unidad estructural por la cual se forman los taninos condensados, por lo que
se hace importante conocer la cantidad que hay de esta sustancia en la
muestra de taninos extraidos, este compuesto también es muy utilizado en la
industria farmacéutica debido a su alto potencial de antioxidante, entre otros

usos.

6.4.1. Preparacion de las soluciones estandar. Todos las soluciones
estandares se prepararon a partir de una solucion madre de Catequina de
200 ppm disuelta en una mezcla de Acido fosférico 0.1% en agua y
acetonitrilo en una relacion 88:12, la cual se utilizé como fase movil para la
elusién del patrén de catequina, el analito y los demas componentes

contenidos en la muestra de taninos presentes en la corteza estudiada.

70



6.4.2. Determinacién del flujo 6ptimo de la fase movil. El flujo éptimo se
determindé mediante la construccion de la curva de Van Deemter, donde se
relaciona la altura equivalente del plato teérico, H, determinada

experimentalmente versus la velocidad de flujo

Para la determinacion del flujo éptimo fue necesario calcular el nUmero de
platos tedricos (N) y la altura equivalente de plato tedrico (H), también se
debe tener en cuenta la longitud de la columna L, para ello se utilizo la
ecuacion N = L/H, cuando el numero de platos tedricos es mayor, H es
mas pequeio. El flujo donde H tiene el valor mas pequefio de la curva, se
asume como el flujo 6ptimo para la eluciébn del compuesto que se quiere
analizar para realizar estos calculos se inyecto un patrén de catequina de 20
ppm. En la figura 10 se muestra la curva de Van Deemter construida para
los diferentes flujos utilizados, se observa que en un flujo de 1.0 mL/min, la
altura equivalente de plato teérico (H), tiene el valor mas pequefio, por lo que
se toma este flujo como el 6ptimo para llevar a cabo la elucién del patron de
catequina y de los diferentes compuestos presentes en la muestra de

taninos condensados.

Figura 10. Curva de Van Deemter construida para determinar el flujo éptimo.
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6.4.3. Condiciones Cromatograficas Optimas. Para establecer las
condiciones oOptimas de trabajo en el equipo de cromatografia liquida de alta
resolucion fue necesario estandarizar la fase movil antes de realizar la curva
de Van Deemter. Una vez estandarizada la fase moévil y realizada la curva,
se procedi6 a establecer las condiciones cromatograficas oOptimas para
realizar la separacion y cuantificacion de catequina en la muestra de taninos
condensados extraidos de la corteza del pino estudiado. Las condiciones

Optimas se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Condiciones cromatograficas optimas.

PARAMETRO DATO
Columna p-Bondapak Cig 150 X 3.9 mm
Volumen de inyeccion 10 pl
Flujo 1.0 mL/min
Elusion Isocratica
Fase movil Acido fosforico 0.1 % en agua — Acetonitrilo
(88.0% - 12.0%)
Detector UV-Vis- 280 nm
Tiempo de corrida 10 minutos
Temperatura columna Ambiente

En la practica se encontré que trabajando con esta condiciones la catequina
eluia en un tiempo de 4.103 minutos como se muestra en el cromatograma

de la figura 11.
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Figura 11. Cromatograma para Catequina Patrén 20 ppm.
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el tiempo de retencion de la catequina se establecié luego de realizar 10
inyecciones en el equipo de cromatografia de un patron de 20 ppm, se
determiné que el tiempo de retencidén de 4.103 minutos, tiene una desviacion
estandar relativa (RSD) de 0.20%.

6.5. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

6.5.1 Linealidad. Para evaluar la linealidad del método empleado, se
realizaron dos curvas de calibracion en diferentes rangos de concentracion.
Una curva de calibraciéon se realizé entre 5-10 ppm, que también se utilizé
para determinar el limite de deteccién y el limite de cuantificacion. La otra
curva de calibracion se realizé entre un rango de concentraciones de 10-20
ppm de estandar de catequina, esta se realizd para la respectiva
cuantificacion de catequina en la muestra de taninos extraidos. En la figura
12 y 13, se presentan las ecuaciones de la recta ademas de las graficas que

se obtuvieron para las dos curvas de calibracién.
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Figura 12. Curva de calibraciéon para Catequina en un rango de 5.0-10.0

ppm.
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Figura 13. Curva de calibracién para Catequina en un rango de 10.0-20.0
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los coeficientes de correlacion para las graficas mostradas en las figuras 12
y 13 son de 0.9992 y 0.9995 respectivamente, por lo que se concluye que el

método analitico utilizado para la cuantificacién de catequina es lineal.

6.5.2. Sensibilidad. Los datos utilizados para la determinacién del limite de
deteccién y cuantificacion fueron extraidos de las curvas de calibracién
mostradas en las figuras 10 y 11, donde, de la curva comprendida entre los
rangos de concentracion de catequina de 5.0 a 10.0 ppm sirve para
determinar la respuesta del analito a una concentracién cero (Ys) que es
igual a 3397.3 y la desviacion estandar de la respuesta a concentracion cero
(Se) que tiene un valor de 1526.4 y de la curva comprendida entre 10- 20

ppm se tomo la pendiente de 10154,1.

6.5.2.1. Limite de Deteccion (LOD). Con los datos mostrados en la seccion
6.5.2, se calculd el limite de deteccion, es decir, la cantidad minima que
pudiese llegar a mostrar respuesta al inyectar una muestra al cromatégrafo
cuando se usa la técnica analitica estandarizada. El valor de este limite fue
de 0.785 ppm.

6.5.2.2. Limite de Cuantificacion (LOQ). El valor minimo cuantificable con
la técnica estudiada mostré un valor de 1.837 ppm, con este valor a pesar de
gue es un poco alto muestra que el detector de UV utilizado para realizar las
lecturas en el equipo de cromatografia responde bien en el rango de

concentraciones utilizado para realizar las dos curvas de calibracion.
6.5.3. Precision del sistema.
6.5.3.1. Repetitividad. Para evaluar la repetitividad de una técnica analitica

se tiene el criterio que la desviacion estandar relativa no debe superar el 5.0
%.
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En las tablas 12 y 13 se muestran los datos de las areas encontradas para

cada concentracién estudiada para construir las curvas de calibracién en el

rango de concentraciones de 5-10 y 10-20 ppm, asi como su desviacion

estandar y la desviacion estandar relativa RSD.

Tablal2. Evaluacion de la Repetitividad. Datos de &reas y Desviaciones

Estandar de Catequina para la curva de calibracion en el rango de

concentracion de 5.0-10.0 ppm..

CONCENTRACIO AREA1 AREA2 AREA3 AREA  DESVIACION %RSD
N [ppm] PROMEDIO ESTANDAR
5.0 48695 47517 49338 48517 923.50 1.90
6.0 56867 56612 59357 57612 1516.60  2.63
7.0 64601 64314 67033 65316 1493.90  2.30
8.0 72229 74698 75778 74235 1819.24  2.45
9.0 83001 83204 85420 83875 1240.43  1.48
10.0 92695 94074 94134 93634 814.04 0.87

Tablal3. Evaluacion de la Repetitividad. Datos de areas y Desviaciones

Estandar de Catequina para la curva de calibracion en el rango de

concentracion de 10-20 ppm.

CONCENTRACION AREA1 AREA2 AREA3  AREA  DESVIACION %RSD
[ppm] PROMEDIO _ESTANDAR
10.0 92695 94074 94134 93634 814.04 0.87
12.0 115880 116344 115203 115809 573.80 0.50
14.0 135823 131429 134830 134027 2304.30 1.72
16.0 155054 153432 150672 153053 2215.50 1.45
18.0 174344 180580 171819 175581 4509.60 2.57
20.0 195134 194138 199098 196123 2623.83 1.34

Segun los resultados mostrados en las dos tablas anteriores, se puede

establecer que el método analitico utilizado para la cuantificacion de

catequina es repetitivo dentro del rango de concentraciones examinado, ya

que en ninguno de los casos la desviacion estandar relativa (RSD) supera el

valor estipulado del 5%.
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6.5.3.2. Reproducibilidad. Para evaluar la reproducibilidad del método
analitico, se realizaron también por triplicado las mediciones de las areas

para tres patrones de catequina. Los resultados se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Datos de reproducibilidad.

Concentracion Areal  Area2  Area3 Area Desviacion % RSD
(ppm) promedio Estandar
10 94988 92774 92741 93491 128794 1.38
14 137823 134666 133638 135376 218090 1.61
20 200134 199144 195124 198134 2653.32 1.34

Con estos resultados se puede establecer que el método analitico es
reproducible ya que los valores de desviacion estandar relativa RSD son
menores del 5%, lo que indica una buena reproducibilidad del método

empleado.

6.5.4. Exactitud. Para evaluar la exactitud del método analitico, se
determind el porcentaje de recuperacidbn para tres concentraciones
diferentes de catequina las cuales se inyectaron por triplicado, para lograr
esta determinacion es importante determinar el valor de t ont, luego este
valor es comparado con el t wb, el cual debe ser mayor que el que se
determind en la practica, esto dice si el método empleado es exacto o no.

Los resultados se muestran en la tabla 17.
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Tabla 15. Datos de exactitud para Catequina.

Compuesto | Concentracion AREA tobt
ppm
10 92695 | 94074 | 94134 | S=1.07
Catequina
14 135823 | 131429 | 134830 | R(n=9) = | 1.64
99.94%
20 195134 | 194138 | 199098 | RSD(%)=
1.10

El porcentaje de recuperacién (99.94%) se obtuvo como el promedio de
nueve medidas, al igual que la desviacion estandar. Con estos valores se
determind el tont, €S decir que este valor se determiné para un numero de
datos de 9, con 8 grados de libertad 95% de nivel de confianza, para estos
grados de libertad y nivel de confianza se reporta en la literatura un valor de
trab de 2.306, comparado con el valor obtenido en la practica que fue de 1.64,
se observa que el valor reportado es mayor que el obtenido, por lo que se

puede concluir que el método analitico es exacto.

6.6. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

6.6.1. Extraccion en Fase Soélida. La técnica de extraccion en fase sélida
fue escogida para el tratamiento de las muestras debido a sus mejores
resultados en cuanto a limpieza de la muestra y porcentajes de

recuperacion.
El extracto de taninos que se aisl6 de la corteza del pino en estudio, es una

matriz muy compleja, y por lo tanto su inyeccion en el equipo de

cromatografia liquida de alta resolucion sin un previo tratamiento, conllevaria
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a una serie de errores que no permitirian la cuantificacion de la sustancia de
interés que es la catequina. En la muestra de taninos hay una gran variedad
de compuestos de origen fendlico (los de interés), entre otros, que absorben
a la misma longitud de onda, son mas polares que la catequina por lo tanto
pueden presentar interferencias en la separacion y cuantificacion de este
compuesto, estos compuestos se encuentran en altas concentraciones
incrementando notoriamente la escala del cromatograma haciendo que el
pico obtenido para el analito no muestre bien su resolucion. La extraccion en
fase solida es un tratamiento importante que se le realizé a la muestra de
taninos antes de ser inyectados en el equipo de cromatografia, con este
proceso se pretende limpiar la muestra, eliminando la mayor cantidad de
interferencias permitiendo una buena separacion y resolucion del pico de
catequina que conlleve a un buen proceso de cuantificacion de este

compuesto en la muestra de taninos condensados.

El montaje que se realiz6 para llevar a cabo la extraccion fase sdlida se

muestra en la figura 7.

En la Figura 14 se muestra un cromatograma de la inyeccion de catequina
después de pasar por el cartucho Cis. Se observO que no existe
interferencias significativas de la matriz en el proceso de extraccion de los

flavonoides en las muestras.
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Figura 14. Cromatograma de estandar de Catequina.
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6.7 CUANTIFICACION DE CATEQUINA EN LA MUESTRA DE TANINOS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

Antes de ser eluidas por los cartuchos de C-1s las muestras poseian el color
caracteristico de las soluciones estandar de catequina, presentaban solidos
en suspension, por lo cual era necesario realizarles este tratamiento,
logrando una purificacién de la muestra, evitando asi la contaminacion de la

columna y alargando su vida util.

Después de realizado el proceso de separacién en fase sdlida, se procedio a
inyectar las muestra en el equipo de CLAR con las condiciones que se

establecieron anteriormente.

En la figura 15 se muestra el cromatograma que se obtuvo después del
proceso de extraccion en fase solida, en este se muestra que los
compuestos que pueden presentar interferencia en la resolucion, separacion
y cuantificacion de catequina han sido retenidos en el cartucho de C-18
permitiendo visualizar la separacién del pico de catequina con respecto al de
otras especies, lo cual hace de la técnica de separacién en fase soélida un
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mecanismo importante para la limpieza de la muestra y retencion de
compuestos que pueden interferir negativamente en el momento de realizar

el andlisis por CLAR.

Figura 15. Cromatograma para muestra de taninos de corteza de Pinus

oocarpa posterior a aplicarle extraccion en fase sélida.
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en este cromatograma se observa un pico de un compuesto no identificado
con un tiempo de retencion de 2.4 minutos, este pico no interfiere con el
segundo pico que aparece a un tiempo de retencion de 4.094 minutos y que
corresponde a la catequina ya que presentan tiempos de retencion muy
similares ( 4.103 minutos para el patrén de catequina y 4.094 para la
catequina presente en la muestra de taninos condensados), por lo que se
considera que la separacion es buena y que el compuesto se puede

cuantificar.

Una vez obtenida la separacion 6ptima mediante el proceso cromatografico,
se procedi6 a cuantificar el contenido de Catequina en la muestra de taninos
y posteriormente en la corteza del pino. El area promedio hallada en el
cromatograma para un tiempo de retencion de 4.094 minutos fue de 142572,
valor que al ser evaluado en la curva de calibracion que se muestra en la
figura 13, representa una concentracion de 14.789 ppm. Si se considera que

para realizar el proceso de extraccion en fase sélida se utilizd una solucion
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de 500 ppm de muestra de taninos y al realizar las respectivas diluciones, se
determiné que el contenido de catequina en la muestra de taninos fue de
29.578 mg de catequina /g de taninos (2.96%). Lo que equivale a un

contenido de catequina de 11.780 mg /g de corteza de pino.

Los resultados obtenidos para la cuantificacion de catequina en la muestra
de taninos extraidos de la corteza de Pinus oocarpa, muestra un contenido
de catequina muy bajo (2.96%) ya que hay otras especies como Pinus
patula, donde el porcentaje de catequina en muestra de taninos alcanza un
valor de 21.4%G%, ademas en otras especies de pinos que no se reportan
sus especies el contenido de catequina en corteza alcanza un 18.9% @9, Sin
embargo este contenido de catequina es mas alto comparado con el
obtenido para la especie Eucalyptus grandis que arrojo un valor de
0.182%9),
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7. CONCLUSIONES

En el proceso de extraccion de los taninos de la corteza de Pinus
oocarpa, fue importante establecer las condiciones Optimas para dicha
extraccion, ya que de ellas depende que el proceso se pueda llevar a

escala industrial.

El porcentaje de extraccion de taninos del 29.67% de la corteza de Pinus
oocarpa es alto si se compara este con los encontrados para las
especies Yya estudiadas como pinus Patula y Eucalyptus grandis que
muestran valores de 10.9 y 19.92% respectivamente

Los taninos extraidos asi como la sustancia de referencia que es la
catequina muestran una afinidad hacia los solventes organicos como
etanol, metanol y acetonitrilo determinando que los taninos extraidos

hacen parte de los taninos condensados de origen catequinico.

El proceso de extraccion en fase sélida que se le realizé a la muestra de
taninos es muy importante ya que ayuda a limpiar y purificar la muestra,
evitando que en el momento de realizar la separacién y cuantificacién de
la sustancia de referencia (catequina) por la técnica de CLAR hayan

interferencias que no permitan evaluar estos parametros.

La técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucién es buena para
realizar el proceso de separacion y cuantificacién de catequina presenta

en la muestra de taninos extraidos de la corteza de Pinus oocarpa.
La catequina es un compuesto que presenta dos absorciones en el UV a

dos longitudes de onda diferentes 203 y 280 nm, sin embargo a una

longitud de onda de 280 nm la intensidad de la absorcion es mucho
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menor con la que se presenta a 203 nm, lo que repercute en la
respuesta del detector, hecho que conlleva a obtener unas magnitudes
del limite de deteccion y cuantificacion un poco altas.

La técnica de cromatografia liquida de alta resolucion utilizada para la
separacién y cuantificacion de catequina presente en la muestra de
taninos extraidos de la corteza de Pinus oocarpa, cumplié con todos los
parametros de linealidad, sensibilidad, precision y exactitud, por lo que

se dice que el método empleado es valido.

El contenido de catequina en la muestra de taninos extraidos de la
corteza del pino en estudio es un poco bajo 2.96% comparado con los
porcentajes de catequina encontrados en otras especies como pinus
Patula sonde se obtuvo un alto contenido de esta 21.4% y en otras
especies de pino donde el contenido de catequina alcanza un 18.9%, sin
embargo el contenido de catequina hallado es mas alto que el que se
encontro en la especie Eucalyptus grandis que fue de 0.186%.

A pesar de que en el proceso de extraccion de los taninos condensados
se obtuvo un alto porcentaje de rendimiento, hecho que es bueno, el
contenido de catequina en estos compuestos es bajo, por lo que el
proceso de extraccién es deficiente si lo que se quiere es comercializar

este flavonoide.
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8. RECOMENDACIONES

Es importante que la muestra de corteza utilizada para la extraccion de
los taninos esté bien seca antes de someterla al mismo, este proceso de
secado debe realizarse a temperatura ambiente sin exponer

directamente la corteza a los rayos del sol.

En el proceso de extraccion es importante establecer las mejores
condiciones de extraccion que conlleven a un mayor porcentaje de
extraccion, pero, estas condiciones no deben ser extremas (consumos
altos de energia, solventes caros, altas temperaturas, entre otras) ya que
esto aumentaria el costo de la extraccion y por lo tanto perjudicaria

llevar el proceso de extraccion de taninos a una escala industrial.

Seria importante separar los taninos extraidos de acuerdo al grado de
polimerizaciéon que estos tengan (tamafo), para ello se necesitaria una
columna para separacion de  Shepadex LH-20, y su posterior
cuantificacion por CLAR, es importante también conseguir los patrones

de estos taninos para realizar las respectivas comparaciones.

Es importante que las muestras extraidas asi como las soluciones patron
preparadas, se mantengan en lugares frescos y protegidas de la luz, por
lo que se deben almacenar en frascos ambar o cubiertos por papel
aluminio, esto con el fin de evitar la degradacién de los compuestos

como la catequina que es muy fotosensible y térmicamente inestable.
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