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RESUMEN

El pifion es un fruto seco que corresponde a la semilla del pino pifionero o mediterraneo
(Pinus pinea L.). Esta semilla se considera saludable, debido a que aporta nutrientes y diversos
compuestos bioactivos que promueven efectos beneficiosos para la salud. Este trabajo tuvo como
objetivo caracterizar quimicamente al pifion del pino (Pinus pinea L.) cultivado en tres macrozonas
agroclimaticas de Chile: Norte, Secano Costero (SC) y Sur. Para ello, se analiz6 el contenido de
humedad, proteinas, lipidos, cenizas y fibra dietética, asi como su contenido de compuestos
fendlicos, capacidad antioxidante, fitoesteroles, tocoferoles y vitamina C, ademas de su perfil de
acidos grasos, para estudiar la variabilidad causada por la zona de cultivo. Entre los resultados
mas relevantes destaca que el contenido de proteinas y lipidos fue mas alto en los pifiones
provenientes del SC, con 33,84 g/100 g y 45,05 g/100 g, respectivamente. Los acidos grasos
presentes en mayor cantidad en el pifion son poliinsaturados (predominantes en SC: 47,94 g/100
0), seguidos por los monoinsaturados (predominantes en Norte: 39,71 g/100 g). El mayor contenido
de fitoesteroles en el aceite de pifidbn se observod en el Sur (2.269,69 ug/g aceite), predominando el
B-sitoesterol. ElI mayor contenido de tocoferoles se obtuvo en SC (138,76 ug/g aceite),
predominando el y-tocoferol. Los resultados obtenidos entregan antecedentes de propiedades
nutricionales y saludables de los pifiones recolectados en tres macrozonas agroclimaticas de Chile,
confirmando la atractiva oportunidad de cultivo en el pais, sobre todo en la macrozona SC vy la

posterior comercializacién de las semillas de Pinus pinea L..



ABSTRACT

Pine nut is the fruit of the Stone pine tree (Pinus pinea L.). This tree nut is considered
healthy because their dietary intake provides nutrients and various bioactive compounds that
promote beneficial effects. The aim of this study was to analyze the chemical composition of pine
nuts (Pinus pinea L.) grown three different agroclimatic macrozones of Chile: North, Coastal
Dryland (CD) and South. For this purpose, humidity, proteins, lipids, ashes and dietary fiber
contents of the nuts were analyzed, as well as their content of minor compounds such as phenolics,
phytosterols, tocopherols, vitamin C, and the fatty acid profile, plus the antioxidant capacity of the
seeds in order to study the variability in the chemical composition caused by the growing zone. The
main results demonstrate that the content of proteins and lipids were higher in the pine nuts grown
at the CD area (33.84 and 45.05 g/100 g, respectively) compared with the other two samples
studied (p<0.05). The prevailing fatty acids in the seeds are polyunsaturated (predominant in CD:
47.94 g/100 g), followed by monounsaturated (predominant in the North zone: 39.71 g/100 g). The
highest content of phytosterols was obtained in seeds grown in the South area (2,269.69 ug/g oil),
mainly represented by B-sitosterol. Pine nuts from the CD zone presented the highest content of
tocopherols (138.76 pg/g oil), prevailing y-tocopherol. These results indicate that pine nuts grown in
three diverse agroclimatic macrozones of Chile exhibit good nutritional properties, confirming that
this tree nut represents an opportunity to grow Pinus pinea L., mainly at the CD macrozone of Chile

and commercialize the seeds.
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INTRODUCCION

Pinus pinea L., también conocido como “pino pifionero”, pertenece a la division
Spermatophyta Gymnospermae, orden Coniferales, familia Pinaceae, subfamilia Pinoideaea,
género Pinus, seccién Pinea. Puede alcanzar una altura de 20 a 30 m y hasta 1,5 m de diametro.
Posee una copa globosa, con ramas curvadas hacia arriba cuando joven y en forma de paraguas
cuando adulto (Fig. 1a), constituida por gruesas ramas bifurcadas (Serra 1987; Lanner 1989;

Loewe y Delard 2012).

Los conos de esta especie o “pifias” (Fig. 1b) se encuentran en la parte alta de la copa,
donde pueden persistir durante varios afios, incluso después de la dispersion de las semillas. En
cada escama o bractea normalmente se encuentran dos semillas lefiosas, ovaladas, de color
castafo claro, que poseen una testa gruesa de color café opaco (Crawford 1995), rodeada por un
polvillo negro caracteristico, llamado cisco. En su interior se encuentra el pifién (Fig. 1c), de 15 a
16 mm de largo y 5 mm de espesor, de forma alargada, color blanco-amarillo y de consistencia
harinosa, constituido por el endoderma primario y por el embrién, ambos comestibles. Existen
alrededor de 30 especies de pino que producen pifiones comestibles, pero no todos tienen las

mismas caracteristicas nutricionales y organolépticas.

Figura 1: Descripcion del arbol de Pinus pinea L. a) Pinus pinea L., b) Cono o pifia, ¢) Semilla.

(Adaptada de Museo Virtuale del Pinolo 2006; CESEFOR 2014)
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El pino pifionero es un arbol de distribucion mediterranea que se encuentra principalmente
en Portugal, Francia, Italia, Norte de Africa, Libano, Turquia, Israel y Espafia. Este ltimo pais
presenta la mayor ocupacion de la especie a nivel mundial, con aproximadamente 392.000 ha. En
Chile su cultivo se extiende desde la Region de Coquimbo hasta Los Rios, predominantemente en
zonas costeras. Dentro de los lugares con mayor presencia de Pinus pinea L. se encuentran la
zona central y la zona sur. La superficie total identificada es cercana a 100 ha, con edades desde
uno y mas de cien afos, que se distribuye entre individuos aislados a bosquetes y plantaciones

(Loewe y Delard 2012).

Dado que Espafia presenta la mayor ocupacion de esta especie a nivel mundial y por lo
tanto es uno de los principales exportadores de las semillas de Pinus pinea en el mundo (ASFOVA
2004), lo anteriormente descrito cobra relevancia en este trabajo, ya que si se desea comparar las
semillas chilenas en cuanto a sus propiedades nutricionales, el mejor contendor para comparar
seria precisamente Espafia, el principal exportador. Por otro lado, se sabe que en Europa hace
unos pocos afios atras llegé la plaga del insecto Leptoglossus occidentalis, que ha afectado
directamente la produccién de pifiones de Pinus pinea en distintos paises del mediterraneo,

principalmente ltalia, Espafia y Portugal (Loewe y Gonzalez 2012).

A pesar que en Chile no existe un mercado desarrollado del pifion del género Pinus, la
plaga que esta afectado a Europa, junto con el conocimiento de las propiedades nutricionales y
saludables del pifién producido en nuestro pais, puede contribuir a generar una oportunidad para
cultivar y comercializar nuestros pifiones, dado que ya posee un creciente mercado internacional,
caracterizado por una demanda insatisfecha y creciente, satisfaciendo una de las principales
demandas del consumidor actual por alimentos con propiedades saludables que ejercen efectos

beneficiosos para la salud.
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Caracteristicas nutricionales de los pifiones

Los frutos secos en general presentan una densidad energética (DE) que varia entre 5,6 a
6,4 kcal/g (Sola y cols 2002). En el caso del pifién, la DE alcanza valores cercanos a 6,0 kcal/g
(Brufau y cols 2006; Ros 2010; USDA 2014). Diversos estudios realizados en paises como ltalia,
Portugal, Espafia, Turquia y Chile indican que los pifiones de pino son una buena fuente de
proteinas, al poseer alrededor de un 40% (Escalona 2005; Brufau y cols 2006). También poseen
alto contenido de lipidos (46-51%), los cuales poseen caracteristicas saludables, entre los que se
destacan acidos grasos monoinsaturados (AGMI), predominando el oleico, y poliinsaturados
(AGPI), predominando el linoleico (Ryan y cols 2006). Ademas, los pifiones son una buena fuente
de vitaminas (acido félico, niacina, vitamina E), minerales (calcio, potasio, hierro, cobre) y ademas
poseen un bajo contenido de sodio, cercano a 2 mg/100 g. Todas estas caracteristicas hacen que
los pifiones posean de alto valor nutricional (Craig y Beck 1999; Segura y cols 2006). Los frutos
secos ademas contienen componentes bioactivos con propiedades saludables, tales como fibra
dietética (Salas y cols 2005), fitoesteroles, compuestos fendlicos, entre otros, que provocan efectos
beneficiosos para la salud (Kris-Etherton y cols 1999; Blomhoff y cols 2006; King y cols 2008; Lutz

y cols 2011a, Lutz y Loewe 2014).

La Tabla 1 muestra la composicion quimica proximal de la semilla de Pinus pinea L.

cultivado en distintos paises:
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Tabla 1. Composicién proximal de pifion mediterraneo cultivado en diferentes paises

(9/100 g)
Variable Chile Espafia Portugal Turquia Italia
Mix pais Andalucia  Alcacer do Sal Kozak Mix pais
Humedad 4,42 4,66 7,70 5,10 5,51
Cenizas 4,53 4,45 4,43 4,50 4,14
Proteinas 35,93 36,37 36,52 31,60 39,45
Grasa total 46,02 49,26 46,17 44,90 42,50

Fuente: Adaptado de Gonzalez y cols, 2012. Mix pais: 2 0 mas regiones de un mismo pais.

Las semillas de Pinus pinea se destacan por su alto contenido de AGMI y AGPI, ademas
de poseer un alto contenido de fibra dietética (5-9 g/100 g), y ser una importante fuente de vitamina
E y compuestos bioactivos, como los fitoesteroles. Entre los acidos grasos (AG) del pifién, el mas
abundante es el linoleico (C18:2n-6), en un 48% del total, seguido por el oleico (C18:1n-9),
presente en un 35% (Evaristo y cols 2010). El potencial cardioprotector de los frutos secos se
asocia a su elevada razon AGMI/AGPI (Ruiz-Gutiérrez y cols 1998). Entre los acidos grasos
saturados (AGS) destacan el palmitico (C16:0) en un 6%, el estearico (C18:0) en 4% y el
araquidico (C20:0) en un 0,6 %. Entre los AGPI de esta semilla se encuentran el a-linolénico
(C18:3n-3), pinolenico (cis-5,9,12-C18:3) y eicosadienoico (cis-11,14-C20:2), en cantidades

aproximadas de 0,8, 0,4 y 0,6%, respectivamente (Nasri y cols 2005; Evaristo y cols 2010).

Entre los compuestos bioactivos presentes en la semilla de pino estan los fitoesteroles,
tales como campesterol, estigmasterol y B-sitosterol (Maguire y cols 2004; Nasri y cols 2007) que
poseen propiedades hipocolesterolémicas, al bloguear la absorcion de colesterol a nivel intestinal,
tanto el de origen exdgeno (dieta) como endogeno (biliar), ademas inhiben la la reesterificacion del
colesterol a nivel de la actividad de la ACAT (Acetil coenzima A acetiltransferasa) (Jons y cols

1997), y aumentan la actividad y la expresién del transportador tipo ABC (de membrada,
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dependiente de ATP) (Nguyen 1999), acelerando el eflujo de colesterol desde las células
intestinales al lumen intestinal, de esta forma al tomar contacto la micela mixta con las
microvellosidades de las células intestinales, los fitoesteroles ocuparian el lugar del colesterol
(Valenzuela y Ronco 2004), reduciendo los niveles de colesterol LDL en suero y el riesgo

cardiovascular (Fraser y cols 1992; Abbey y cols 1994; Albert y cols 2002; De Jong y cols 2003).

Otra caracteristica importante de los pifiones es su alto contenido de tocoferoles,
predominando a-tocoferol (que, junto a otros tocoferoles bioactivos, se incluye en la Vitamina E
total). La vitamina E es liposoluble, y reacciona con especies reactivas de oxigeno como los
radicales peroxilos, convirtiéndolos en hidroperéxidos lipidicos mediante la donacion de un atomo
de hidrogeno, frenando las reacciones en cadena que propagan la peroxidacion lipidica (Sies y
Sthal 1995; Nikki y cols 1995). Los hidroperdxidos lipidicos pueden ser eliminados por la accién
conjunta con GSH peroxidasas y fosfolipasas. Existe un sinergismo entre las vitaminas
antioxidantes E y C, en que la vitamina C es un estimulante del poder antioxidante del a-tocoferol,
neutralizando el oxigeno singlete de la forma oxidada de la vitamina E para asi regenerarla por una
via no enzimatica (Gil y Sdnchez de Medina 2010). Otro mecanismo que se atribuye a vitamina E
es estimular la activacién de éxido nitrico sintasa (NOS), que aumenta la sintesis del éxido nitrico
(NO) a nivel del endotelio celular, actuando como un potente vasodilatador (Mol y cols 1997).
Estos efectos influyen en la funcion y la estructura de los vasos sanguineos, por lo que, entre otros,
pueden ayudar a disminuir el riesgo de hipertension (Chen y Cols 2001; Arranz y cols 2008;

Miraliakbari y Shahidi 2008).

Las semillas de pifion también contienen compuestos fendlicos (CF), metabolitos
secundarios de las plantas cuya funcién es proporcionar una proteccion antioxidante frente a los
radicales libres (R*) generados durante el proceso fotosintético. De igual forma participan en la
guelacién de metales téxicos, entregan una defensa frente a la radiacion UV y ademas protegen de

los ataques de insectos, infecciones bacterianas y fungicas (Bhattacharya y cols 2010; Lu y cols
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2010; Rafieian-Kopaei y cols 2013; Cheng vy cols 2014). Los CF comUnmente presentes en
semillas de Pinus pinea L. y frutos secos de caracteristicas similares son el &cido cafeico (Shahidi y

Miraliakbari 2005), acido galico y catequina (King y cols 2008; Vinson y Cai 2012).

Los CF actian como antioxidantes indirectos in vivo mediante la regulacion de enzimas
antioxidantes endogenas (Lee y cols 2004b; Stevenson y Hurst 2007), pese a tener una baja
biodisponibilidad (Crozier y cols 2010; Lutz 2013). Entre los numerosos beneficios para la salud de
su consumo se describen efectos antiinflamatorios, anticancerigenos, antiagregantes plaquetarios,
vasolidatatores, mejoramiento del sistema inmune, entre otros (Pezzuto 2008; Dohadwala y Vita
2009; Xia y cols 2010; Vislocky y Fernandez 2010; Lutz y cols 2011a). La presencia de estos y
otros compuestos bioactivos presentes en el pifién le otorga una capacidad antioxidante (CA),
dada por la sumatoria, accion sinérgica y/o antagonismo de los diferentes compuestos
antioxidantes que contienen (Bravo 1998; Arts y Hollman 2005; Stevenson y Hurst 2007). Esta
capacidad se puede evaluar a través de diversos ensayos analiticos, entre los cuales cominmente
se aplica como método de referencia el método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity),
basado en medir la capacidad global que tienen los antioxidantes en una muestra para inhibir los
radicales peroxilos (donando atomos de hidrégeno a dichos radicales), especies reactivas
comparables a las generadas en el organismo y de gran significancia bioldgica (Cao y Prior 1998;

Huang y cols 2005).

Frutos secos y dieta saludable

El pifidbn se encuentra dentro de las nueve especies principales de frutos secos mas
consumidos a nivel mundial, ello en conjunto con las avellanas, nueces, castafias, pistachos,
almendras, entre otros. Presenta asi un gran potencial como alimento saludable per se (Brufau y

cols 2006).
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Los frutos secos se encuentran dentro de la popular dieta mediterranea, que es
caracteristica de paises como Espafia, Italia, Portugal y Turquia (Salas-Salvad6 y cols 2008). Esta
dieta consiste principalmente en un alto consumo de cereales, legumbres, frutos secos, frutas y
verduras, ademas de un consumo relativamente alto en grasa, la que incluye principalmente acidos
grasos AGMI, mediante el uso de aceite de oliva virgen, asi como también el consumo moderado a
alto de pescado. La dieta mediterrdnea ademas se caracteriza por un consumo moderado a bajo
de aves y derivados lacteos, un bajo consumo de carnes rojas y derivados, y un consumo
moderado de alcohol, en forma de vino tinto junto con las comidas (Trichopoulou y cols 1995;

Martinez-Gonzalez y cols 2004; Zazpe y cols 2008).

La evidencia epidemiolégica muestra que los frutos secos son un componente importante
de la dieta mediterranea, que poseen efectos protectores sobre el sistema cardiovascular (Kris-
Etherton y cols 2001a; Sofi y cols 2008). En diversos estudios observacionales se ha comprobado
gue la frecuencia de consumo de frutos secos se asocia inversamente con el riesgo cardiovascular,
entre los cuales destacan el Adventist Health Study (Fraser y cols 1992), el lowa Women’s Health
Study (Ellsworth y cols 2001), el Nurses” Health Study (Hu y cols 1998) y el Physician’s Health

Study (Albert y cols 2002).

En ensayos clinicos se ha observado que la ingesta frecuente de frutos secos, junto con
aceite de oliva, se asocia a una reduccién de biomarcadores de riesgo cardiovascular, tales como
la presion sanguinea, la agregacion plaquetaria y la proteina C reactiva, entre otros, lo que se
asocia a una mejoria de la funcién endotelial (Fuentes y cols 2001; Esposito y cols 2004). El
endotelio vascular juega un rol importante en la regulacién, mantencion y control de las funciones
cardiocirculatorias, a través de la produccion y liberacién de mdaltiples sustancias (Ley y cols 1989).
Estos mecanismos asociados a la mejora en la vasodilatacion dependiente de endotelio y la
reducciéon de la concentracion sérica de VCAM-1 (molécula de adhesion vascular celular, cuya

expresion aumenta en ateroesclerosis), son algunos de los posibles mecanismos mediante los
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cuales el consumo de frutos secos podria reducir el riesgo cardiovascular, ademas de la probable

interaccion sinérgica de sus compuestos bioactivos (Ros y cols 2004; Brufau y cols 2006).

Uno de los estudios epidemioldgicos mas citados durante el Ultimo tiempo en relacion al
consumo de los frutos secos es el PREDIMED, realizado en Espafia, el cual es el primer ensayo
clinico a gran escala que aleatoriza pacientes con alto riesgo vascular para determinar la mayor
evidencia cientifica de los posibles efectos cardiovasculares de la dieta mediterranea intervenida
con frutos secos, aceite de oliva y una dieta baja en grasas. La importancia de este estudio es que
incluye a los pifiones, avellanas, nueces y almendras, todos estos comunes de la dieta
mediterranea. Entre sus hallazgos cabe mencionar que una dieta suplementada con aceite de oliva
virgen o frutos secos reduce la incidencia de eventos cardiovasculares graves, trastornos crénicos
prevalentes como diabetes, cancer y enfermedades neurodegenerativas en las personas con alto
riesgo cardiovascular y (Salas-Salvad6 y cols 2008; Sanchez-Tainta y cols 2008; Zazpe y cols
2008; Estruch y cols 2013). La ingesta de frutos secos reduce los niveles de colesterol total y LDL
(Kris-Etherton y cols 2001b), junto con una disminucién de la presion arterial (Lino y cols 2000),
efectos que se obtienen con la ingesta de dos a tres porciones (aproximadamente 30 g/dia) de
frutos secos, en pacientes con hipercolesterolemia e hipertensos, respectivamente (Sabaté 1999;
Van-der-Schouw 2000, Yochum y cols 2000). Por otra parte, los individuos que consumen
habitualmente frutos secos son, en general, mas delgados que los que no lo los consumen, y
presentan un menor indice de masa corporal (IMC) (Shai 2008). Este efecto se asocia a la no
ganancia de peso, saciedad, promocion del gasto energético y promocién de la masticacion
(McManus 2001; Sabaté y Angt 2009; Ros 2010), contrariamente a lo esperado debido a la alta
densidad energética (DE) de los frutos secos (Rajaram y cols 2006; Nash y Nash 2008; Mattes y

cols 2008).
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Mensajes saludables asociados a los frutos secos y a sus componentes

En 2003 la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos permitid el uso de
un mensaje saludable en el que destaca que el consumo diario de frutos secos (una porcion de
aproximadamente 40 g/dia), ademas de una dieta baja en grasas saturadas y colesterol, puede
contribuir a reducir el riesgo de enfermedades coronarias (FDA 2003). Asimismo, Chile posee un
mensaje saludable que asocia los fitoesteroles y fitoestanoles (compuestos bioactivos presentes en
los frutos secos) con enfermedad cardiovascular, el que sefiala que, entre los muchos factores de
riesgo que afectan a las enfermedades cardiovasculares, las dietas que contengan ésteres de
fitoesteroles y/o ésteres de fitoestanoles, sean bajas en grasas saturadas y colesterol, sin acidos
grasos trans, pueden contribuir a reducir los niveles de colesterol y el riesgo de estas
enfermedades (Resolucion Exenta N°764/09, Ministerio de Salud, 2009). Entre los alimentos
funcionales que contienen fitoesteroles y fitoestanoles se destacan las margarinas (Bonella

Proactiv®), yogures (Yogurt Benecol®, Acticol®), leches (Acticol®), entre otros.

Este trabajo se inserta en el marco del proyecto FONDEF D1111134 “Desarrollo de técnicas de manejo para
producir pifiones de pino pifionero (Pinus pinea L.), una opcion comercial atractiva para Chile”, realizado
conjuntamente por el Instituto Forestal (INFOR) y la Universidad de Valparaiso, con la participacion de
ODEPA y diversos productores y empresas nacionales.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar quimicamente el pifion de pino mediterraneo (Pinus pinea L.) cultivado en tres

macrozonas de crecimiento de la especie en Chile (Norte, Secano Costero y Sur).

Objetivos especificos

e Determinar, a partir de muestras recolectadas de tres macrozonas el contenido de
humedad, cenizas, proteinas, lipidos, fibra dietética, tocoferoles, vitamina C, fitoesteroles,

polifenoles totales, perfil de acidos grasos y la capacidad antioxidante de las semillas.

e Comparar la composicién quimica y la capacidad antioxidante de las semillas de pifién de

pino provenientes de las macrozonas en Chile y una de Espafia.

e Comparar los resultados que se obtengan en los analisis con aquellos reportados por la

literatura cientifica.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se llevo a cabo en el Laboratorio de Andlisis de Alimentos y
Compuestos Bioactivos del Centro de Investigacion y Desarrollo de Alimentos Funcionales

(CIDAF), en la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valparaiso.

Materiales y Reactivos:

Estandares Sigma: acido gdlico, catequina, acido cafeico, Trolox, B-sitosterol, estigmasteral, a
y y—tocoferol.

e Estandar Nu-Chek: FAME GLC 15A, Walnut Standard.

e Estandar Merck: acido ascorbico.

e Agua ultra pura (UP).

e Alcohoal etilico al 95% p.a.

e Acetonitrilo HPLC Merck.

e Metanol HPLC Merck.

e Metanol p.a Merck.

e Cloroformo p.a. Merck.

e Reactivo Folin- Ciocalteu (Merck).

e Enzimas Merck (HC 260169 Kit BIOQUANT): Proteasa, a-amilasa, amiloglucosidasa.
e Eter de petrdleo p.a.

e Acido clorhidrico concentrado p.a.

e Celite Merck 545.

e Acido sulftrico concentrado p.a.

e Solucién de acido boérico al 3% p/v.

e Hidroxido de sodio al 32 % p/v.

e Hidroxido de potasio metandlico 2N p.a.



Hexano p.a.

Metanol p.a.

Etanol 95%.

Acetona p.a.

Carbonato de sodio anhidro p.a.
Hidrogeno fosfato dipotasico p.a.

Acido fosférico (Merck)

Oxido de mercurio.

Acido borico 1:25.

Sulfato de potasio p.a.

Sulfato de cobre p.a.

Indicador de Tashiro.

Solucién de hidréxido de potasio metandlico 2N.
Solucién de hidréxido de sodio al 32% piv.
Fluoresceina (Merck).

Acido orto-fosférico pa.

Fosfato diacido de sodio anhidro pa.
Pirogalol etandlico pa.

Dithiothreitol (DTT) (Sigma).
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Instrumentos y Equipos:

e Procesador de alimentos Moulinex.

e Balanza granataria Sartorius GMBH Géttingen type PT 600.

e Balanza analitica Sartorius Basic.

e Balanza de humedad Radwag®, modelo MAC 50/1.

e Estufa de secado Memmert.

e Horno mufla Naber.

e Bafios termorregulados con agitacion Memmert.

e Destilador de nitrogeno UDK 129 (VELP)

e Digestor de nitrégeno DK6 (VELP)

e Sistema extractor Soxhlet Pyrex.

e Equipo automatico Kjeldahl, digestor y destilador Velp.

o Espectrofotémetro Perkin Elmer modelo Lambda 25.

e Bafio termoregulado con agitacion Memmert.

e Lector de microplacas Synergy Multidetection HT, Biotek.

e Cromatégrafo liquido de alta resolucion (HPLC), Merck Hitachi Lachrom L-7455 con
detector de arreglo de diodo, Horno Column Oven L-7360, Bomba L-7100 Lachrom.

e Centrifuga Thermo Scientific, modelo Heraeus Megafuge 16R.

e Desgasificador Merck L7614.

e pH-metro Cientec.

¢ Homogenizador Vortex Julabo®, modelo Paramix 3.

e Homogenizador MRC®, modelo HOG-020.

e Placa calefactora Cientec, modelo Nuova.

o Cromatoégrafo de gases (Hewlett Packard HP series Il 5890) equipado con detector FID, y

Software Integrador Young Lin Autochro-3000, version 2.0.
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Muestras:

Los pifiones de Pinus pinea L. fueron recolectados desde julio a noviembre de 2013, entre
las regiones de Coquimbo (30.819817°) y la Araucania (38.990393°). Las muestras provienen de

formaciones de pino pifionero de individuos aislados, bosquetes y plantaciones, los que fueron
seleccionados mediante registros en incremento de diametro, altura, edad de las plantaciones y
variabilidad espacial de los individuos por un andlisis multivariado de cluster, donde se
establecieron tres poligonos que delimitaban detalladamente las macrozonas a conformar, las que
posteriormente se definieron como Norte, Secano Costero (SC) y Sur. Ademas de las tres
muestras chilenas, hay una cuarta muestra proveniente de Espafia, todas entregadas por INFOR
(Instituto Forestal, Ministerio de Agricultura). La muestra espafiola fue ocupada con el fin de
comparar su composicion quimica con las semillas de las tres macrozonas, dado que Espafia es el
mayor productor mundial de pifiones de Pinus pinea, lo que permitié establecer cuales semillas

presentaban el mayor potencial saludable.

La macrozona Norte se encuentra delimitada entre las regiones de Coquimbo y
Metropolitana (Latitud 31° a Latitud 33°), y en la depresion intermedia entre las regiones O Higgins
y el Maule (Latitud 34° a Latitud 35°). La macrozona Secano Costero queda comprendida entre las
regiones de O'Higgins y el Maule (Latitud 34° a Latitud 35°) en sectores de influencia maritima
incluyendo hacia el sur de la provincia de Cauquenes. Por ultimo, la macrozona Sur queda
conformada por las regiones del Biobio y La Araucania (Latitud 36 a Latitud 38°). La presentacién

detallada de estos datos se encuentra en la Figura 2.

La colecta de pifias de Pinus pinea L. de estas tres macrozonas se realiz6 especificamente
de un total de 167 &rboles, quedando la zona Norte representada por 42 individuos, el SC por 89
individuos y la macrozona Sur por 36 individuos. La cantidad de individuos de los cuales se colect6

pifiones en cada macrozona, se definid de acuerdo a la variabilidad de cada una de estas zonas de
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crecimiento, a modo de obtener una caracterizacion quimica y nutricional que refleje en forma

adecuada la realidad.

Las muestras fueron conservadas en mallas con identificaciéon individual por arbol a
temperatura ambiente, hasta su procesamiento. Las pifias y los pifiones con cascara se abrieron
en forma manual, y los pifiones se secaron a 40°C durante 40 min hasta un contenido de humedad

de 4%, aproximadamente.

Para la realizacién de este trabajo, las semillas provistas por INFOR se almacenaron
refrigeradas a 4°C, en bolsas dobles de polipropileno de alta densidad con cierre hermético, previa

rotulacion de su peso y procedencia.

Figura 2: Detalle de las tres macrozonas de muestreo: Norte, Secano Costero y Sur, Adaptado por

(Loewe y Delard 2012).
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Preparacion de las muestras:

Las semillas fueron sometidas a molienda a través de una procesadora de alimentos
(Moulinex) y se tamizaron hasta obtener un tamafio de particula de 0,5 mm, manteniéndose luego
congeladas en bolsas herméticamente selladas a -20°C hasta su analisis. Ademéas de las

muestras, se guardaron las correspondientes contramuestras en idénticas condiciones.

Metodologia:

Para analizar la composicién quimica de los pifiones se aplicaron las metodologias

oficiales establecidas por la AOAC (AOAC 2005), con excepcion de las metodologias para realizar

los analisis complementarios, en las cuales se indican las referencias utilizadas.

1. Analisis quimicos

1.1. Humedad:

El método se basé en la determinacion gravimétrica de la pérdida de peso de la muestra

desecada, hasta peso constante en estufa de vacio, segiin Método AOAC 925.40 (AOAC 2005).

Procedimiento: Se secan las capsulas a utilizar durante al menos 1 h en estufa, a 105°C y
se pesan. Se pesa 2 g de muestra previamente homogenizada, se lleva a estufa a vacio a 95°C
por 6 h a 100 mm Hg y luego se enfria en desecador durante 30 a 45 min. Finalmente se pesay

se registra la diferencia de peso.

% Humedad = peso muestra inicial — peso muestra final x 100

peso muestra inicial
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1.2. Cenizas:

El método se basé en la obtencién de un residuo que se logra por la incineracién de la
muestra a 525 + 10°C hasta combustién completa de la materia organica, segin el Método AOAC

950.49 (AOAC 2005).

Procedimiento: Se pesa 3-5 g de muestra previamente deshidratada en crisol (incinerado,
enfriado en desecador y pesado luego de alcanzar temperatura ambiente). Se incinera la muestra
en mufla a 525°C hasta peso constante. Se enfria en desecador y se pesa una vez alcanzada la
temperatura ambiente.

% Cenizas = peso muestra calcinada x 100

peso muestra inicial

1.3. Nitrégeno Total (Proteinas):

Se aplicé el método de Kjeldahl, basado en la destruccion de la materia organica con acido
sulfarico concentrado, formandose sulfato de amonio, que en exceso de NaOH libera amoniaco, el
que se destila recibiéndolo en acido bérico. El borato de amonio se valora con acido sulfurico,

segln AOAC método 950.48 (AOAC 2005).

Procedimiento:

a) Digestion: Se pesa 0,5 g de muestra, se agrega 4,5 g de sulfato de potasio, 0,5 g de sulfato
de cobre y 7 mL de &cido sulfirico concentrado a los tubos de digestion, se llevan al
digestor, se calientan a 420°C por 1 h hasta obtener una solucion clara color esmeralda.

b) Destilacion: Se agrega 70 mL de agua y 80 mL de NaOH 32%, para luego llevar al
destilador semiautomatico hasta obtener 150 mL de destilado en un matraz receptor, al

cual se afade 25 mL de acido bdrico 1:25 y gotas del indicador Tashiro.
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c) Valoracion: el destilado se titula con una solucién de H,SO, 0,101 N y se registra el

volumen gastado.

Se trabaja con un blanco para descartar interferencias de compuestos nitrogenados ajenos

al amoniaco destilado, que pueden provenir de los reactivos ocupados.

Proteina = N x 5,30 (factor aplicado a frutos secos)

% Proteinas = mL acido x N acido x_peso equivalente del nitrégeno x 5,30 x 100

mg muestra

1.4. Lipidos totales:

El método se bas6 en la extraccion directa de una muestra con éter de petréleo segun
Soxhlet, por medio de destilacién en condiciones preestablecidas, para asi obtener el contenido de

lipidos presentes en la muestra, segun AOAC 948.22 (AOAC 2005).

Procedimiento: Se pesa 2 g de muestra seca dentro de un dedal de celulosa para ser
depositado en el extractor de Soxhlet, se agrega 50 mL de éter de petréleo y se calienta a 80 °C. El
periodo de extraccion aplicado fue de 16 h. Una vez finalizada la extraccion, se evapora cualquier
residuo de éter que pudiese quedar de la muestra tratada, durante 30 min a 100°C en bafio de
vapor. Finalmente se seca la materia grasa extraida en estufa de secado hasta peso constante, se

deja enfriar en desecador y posteriormente se pesa.

El porcentaje de extracto etéreo se obtiene segun la siguiente formula:

%EE = Peso Muestra Inicial — Peso muestra Final x 100

Peso Muestra inicial
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1.5. Fibra dietética:

Se aplicé el método oficial AOAC 991.43 (AOAC 2005), que corresponde a un método
enzimatico-gravimeétrico basado en la digestion de las muestras secas y desgrasadas mediante el
uso deenzimas. Las muestras son gelatinizadas con a-amilasa, para luego ser digeridas
enzimaticamente por proteasa y amiloglucosidasa, para asi eliminar la proteina y el almidén

presentes en ellas.

a) Para la determinacion de fibra dietética insoluble (FDI), las muestras digeridas
enzimaticamente son filtradas y lavadas con etanol y acetona, para posteriormente secar el
residuo pesar.

b) Para la determinacion de fibra dietética soluble (FDS), a las aguas de filtrado de la FDI se
les afiade etanol caliente, con lo que la FDS precipita. Posteriormente el residuo se lava y
filtra con etanol y acetona, para ser secado y pesado como en el paso anterior.

c) La fibra dietética total (FDT) corresponde al peso de los residuos menos el peso de las

cenizas y proteinas.

Procedimiento: Se pesa 1 g de muestra mas un respectivo blanco, se afiade 40 mL de
buffer MES-TRIS (pH 8,2) a cada vaso y luego se afiade 100 yL de a-amilasa, y una barra
magnética. Los vasos se cubren con papel aluminio y se llevan a bafio termoregulado (previamente
calentado) a 95°C por 35 min con agitacion constante para la digestion de las muestras. Finalizado
el tiempo se enfrian hasta 60°C, se retira el papel aluminio, se raspa con espatula, se enjuaga las
paredes con no mas de 10 mL agua destilada y se afiade 100 pL de proteasa a cada vaso, se
cubre con papel aluminio y se lleva a bafio termoregulado con agitacién constante a 60°C por 30
min. Se retira el papel aluminio y se ajusta el pH agregando 2 mL de HCl 1N (pH 4,1-4,8), se
agrega 100 pL de amiloglucosidasa, se cubren los vasos con papel aluminio y se llevan a bafio

termoregulado con agitacién a 60°C por 30 min.
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Para la determinacién de FDI se pesan 0,5 g de Celite (lavado en acido) en crisoles
previamente tratados, se humedecen con agua destilada con el fin de distribuir el lecho de Celite
sobre el vidrio poroso, y el contenido de la digestion enzimatica se filtra al vacio. Luego de la
filtracion se lava dos veces con 10 mL de agua a 70°C, 10 mL de etanol al 95% y 10 mL de
acetona. Se recogen las aguas de filtrado para el posterior analisis de FDS. Finalmente se secan

los crisoles en estufa a 60°C toda la noche, para posteriormente registrar su peso.

Para la determinaciéon de FDS se toman las aguas de lavado recogidas del filtrado de FDI,
se pesan y se les afiade 4 veces su volumen en etanol al 95% calentado previamente a 60°C. Se
deja reposar hasta que precipite la FDS. Luego se pesa 0,5 g de Celite en nuevos crisoles, se les
humedece con 15 mL de etanol al 78% para distribuir el lecho de Celite y posteriormente se filtra al
vacio. El contenido de FDS precipitada se lava dos veces con 15 mL de etanol al 78%, 15 mL de
etanol al 95% y 15 mL de acetona. Finalmente los crisoles se secan en estufa a 60°C toda la

noche, para luego registrar su peso.

Una vez concluidos estos procesos se separan los crisoles de FDI, FDS y blanco, para
realizar la correccién de proteinas y cenizas. El contenido de FDT corresponde a la suma del
porcentaje de FDI y FDS en las muestras, restando el blanco y afiadiendo el contenido de grasa y

humedad.

2. Analisis complementarios en extractos liposolubles

Extraccion de materia grasa: Métodos Bligh y Dyer (1959) y Folch y cols (1957). Se pesa
10 g de muestra previamente homogenizada, se lleva a un vaso precipitado de 250 mL, se agrega
16 mL de agua destilada, 40 mL de metanol y 20 mL de cloroformo, para luego ser extraido en
ultraturrax por 2 min. Se agrega nuevamente 20 mL de cloroformo, se extrae por 30 s con

ultraturrax, y se repite este mismo procedimiento con 20 mL de agua destilada. Una vez terminada
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la extraccion, se distribuye el contenido del vaso precipitado en tubos Falcon de 50 mL, se
centrifuga por 10 min a 4000 rpm, para luego extraer con jeringa la capa inferior de cloroformo sin

perturbar las capas flotantes.

Se filtra el contenido a través de papel en un matraz de 50 mL, para posteriormente
evaporar el solvente en bafio de vapor a 40°C. Se completa el secado a 60°C en estufa a vacio por

2 h, se enfria en desecador y se almacena a -20°C hasta su posterior analisis.

2.1. Perfil de acidos grasos (AG):

Se aplico el Método Oficial 1ISO 5509:2000 para acidos grasos en aceites, grasas animales

y vegetales (ISO 2000). Etapas:

a) Obtencién de la materia grasa por método de extraccién en frio con mezcla de solventes
(cloroformo, metanol y agua destilada).

b) Preparacion de metilésteres por transesterificacion de los AG.

¢) Andlisis por cromatografia gas-liquido, utilizando estandar de metilésteres de acidos

grasos (Nu-Chek: FAME GLC 15A, Walnut Standard).

El estandar de acidos grasos junto con las muestras se presenta en el Anexo 1 ay b.

Obtencién de la materia grasa: Se pesa 1 g de materia grasa previamente extraida, se
adiciona 1 mL de hexano y se disuelve. Se agrega 100 pL de una solucién de KOH metandlico 2 N.
Se agita vigorosamente y se deja reposar por 1 h. Se inyecta 1 pL de sobrenadante en el

cromatografo de gases, bajo las siguientes condiciones:
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Temperatura

Inyector: 210°C, Detector: 240°C

Rampa de temperaturas del horno:

Inicial : 150°C x 2 min
Velocidad 1 : 10°C/min
Final 1 : 230°C
Velocidad 2 : 6°C/min

Final 2 : 215°C
Velocidad 3 : 30°C/min
Final : 0°C

Tiempo total : 45 min

Condiciones de Gases: flujo y presion

Helio (portador): 1 mL/min (flujo total)

Hidrégeno (FID): 30 mL/min (15 psi)

Aire (FID) : 300 mL/min (35 psi)

2.2. Fitoesteroles (FE):

Se determinaron a través del método adaptado de Maguire y cols (2004). Se analiza el
contenido de [-sitosterol y estigmasterol en el aceite proveniente de la extraccién de lipidos del
pifion con CHCl; y MeOH, el cual se saponifica con NaOH metandlico 3% y los fitoesteroles se
extraen con hexano, para ser identificados y cuantificados por HPLC. La identificacion se realiz6

utilizando los correspondientes estdndares de estigmasterol y B—sitosterol (Sigma).
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Saponificacién y extraccion de lipidos insaponificables

Se pesa 100-500 pL de aceite obtenido por la extraccion en frio con mezcla de MeOH y
CHCl3, en viales de vidrio ambar de 10 mL, para luego adicionar 1 mL de NaOH metandlico 3%. Se
llevan a bafio termoregulado a 60°C por 15 min. Se extrae con 2 mL de hexano, se agita por 10 s
en agitador Vortex, se recoge la capa superior de hexano con pipeta Pasteur y se transfiere a un
vial ambar de 10 mL. Las muestras se vuelven a extraer con 2 mL de hexano, se agitan por 10 s en
agitador y se recoge la capa superior de hexano, transfiriéndola al mismo vial utilizado en la
primera extraccién. Las capas de hexano recogidas se evaporan en estufa a 60°C por 15 min o
hasta no presentar residuos de hexano. Una vez secas, las muestras se disuelven en 100 pL de
acetonitrilo y transfieren a un vial ambar de 2 mL para ser analizadas de inmediato, o bien

almacenadas a -20°C hasta su posterior analisis.

Analisis de fitoesteroles

Los FE fueron analizados por HPLC bajo las siguientes condiciones cromatograficas (Shah

y cols 2010):

Columna: RP 18

Longitud de onda: 210 nm

Volumen de inyeccion; 20 L

Flujo: 1 mL/min
Temperatura: 30°C

Fase movil: 70:30 (ACN: MeOH)
Gradiente: Isocrética

Tiempo de retencion: Estigmasterol 26,29 min, B-sitosterol 29,44 min
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Elaboracién de la curva de calibrado: Se prepar6 una solucion de 1000 ppm de
estigmasterol disuelto en MeOH, y se reconstituyé el estandar de B-sitosterol en MeOH para
obtener una solucion de 1300 ppm. Luego se realizé una bateria de soluciones de concentraciones
en el rango de 10 a 500 ppm para estigmasterol y 100 a 1300 ppm para B-sitosterol, las que luego
fueron inyectadas en el equipo HPLC bajo las condiciones indicadas con anterioridad. Cada punto
de la curva de calibrado se midié por duplicado. La curva de calibrado para cada estandar se

presenta en el Anexo 2 ay b.

2.3. Tocoferoles:

Se determinaron a través de un método basado en la Norma Ce 8-89 (AOCS 1993;
Maguire y cols 2004), que consiste en medir el contenido de a y y-tocoferol presentes en el aceite
de pifiones. Luego de esto ambos tocoferoles fueron separados y cuantificados individualmente por

HPLC, utilizando estandares de a y y tocoferol.

Obtencion de la materia grasa

La materia grasa fue obtenida por el Método de Bligh and Dyer (1959) y Folch y cols (1957)

descrito anteriormente.

Saponificacion y extraccion de lipidos insaponificables

Se pesa 40 mg del aceite extraido de las muestras, se agrega 300 pL de KOH 50% y 2 mL
de pirogalol etandlicol%, luego se transfiere a tubos Falcon de 10 mL y se llevan a bafio
termoregulado a 70°C por 30 min. Se enfrian los tubos en hielo y se les afiade 1 mL de agua UP y
4 mL de hexano, se agita vigorosamente por 30 s y centrifuga a 4000 rpm por 10 min. Se recoge la

capa superior de hexano y se transfiere a un vial ambar de 2 mL, procedimiento que se repite con
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2 mL de hexano. Las mezclas de los extractos de hexano recogidos se secan bajo corriente de
nitrégeno, y luego disuelven en 200 pL de etanol, se llevan a viales &mbar de 2 mL para analizarlos

de inmediato o se almacenan a -20 °C hasta su posterior andlisis.

Anadlisis de tocoferoles

Las muestras tratadas en el paso anterior fueron analizadas por HPLC bajo las siguientes

condiciones cromatogréficas (Maguire y cols 2004):

Columna: RP 18

Longitud de onda: 292 nm

Volumen de inyeccion; 20 pL

Flujo: 1 mL/min

Temperatura: 25°C

Fase movil: 99:1 (MeOH: H,O UP)

Gradiente: Isocrética

Tiempo de retencion: a-tocoferol 8,01 min, y- tocoferol 7,09 min

Elaboracién de la curva de calibrado: Se prepard una solucion de 100 ppm de a-tocoferol
disuelta en etanol y se reconstituyé el estandar de y-tocoferol con EtOH para obtener una solucién
de 500 ppm. Luego se prepard una bateria de soluciones en el rango de 5 a 50 ppm de a-tocoferol
y 10 a 180 ppm de y-tocoferol, las que luego fueron inyectadas en el equipo HPLC bajo las
condiciones cromatogréficas antes descritas. Cada punto de la curva de calibrado de midi6 por

duplicado. La curva de calibrado para cada estandar se presenta en el Anexo 3ay b.
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2.4 .Compuestos fendlicos (CF) totales, especificos y capacidad antioxidante (CA):

Para determinar el contenido de compuestos fendlicos (CF) totales, capacidad antioxidante
(CA) y CF especificos se realizé una extraccién ensayando diferentes sistemas de solventes

(Barraza 2013; Hernandez 2013):

1) Agua
2) Acetona/agua (7:3)
3) Metanol/agua (8:2)

4) Metanol/agua (5:5)

Metodologia: Se pesa 0,5-1,5 g de muestra, se tritura (procesador de alimentos Moulinex) y
se extrae con 50 mL de cada uno de los diferentes sistemas de solventes a probar, se homogeniza
por 2 min con ultraturrax, luego se agita en bafo termoregulado orbital durante 1 h, para finalmente

centrifugar a 4000 rpm a 25°C por 10 min.

El sistema de solventes que presentd mayor eficacia para los ensayos fue el siguiente: CF

totales: acetona/agua (7:3), CA 'y CF especificos: metanol/agua (8:2).

Contenido de CF totales

Se adapt6 el método de Singleton y Rossi (1965), que utiliza el reactivo de Folin-Ciocalteu
(F-C), mezcla de &cidos fosfotungstico y fosfomolibico, el cual se reduce al oxidar los fenoles,
formando complejos. La transferencia de electrones a pH basico reduce estos complejos en 6xido
de tungsteno (WgOy3) ¥y molibdeno (MogO,3). Como resultado de la donacion de electrones, el
reactivo de color amarillo se reduce y adquiere un intenso color azul. La coloracién que se produce

tiene una absorcion maxima alrededor de 760 nm y es proporcional a la concentracion de CF
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presentes. La medicion espectrofotométrica se realizdé por medio de un lector de microplacas de 96
pocillos (Synergy), en el cual se desarrollo la reaccién e incubacion por 30 min a temperatura

ambiente, y posteriormente se midié a la absorbancia a la longitud de onda indicada.

La curva de calibrado de &cido galico (AG) fue elaborada utilizando el estandar de AG
(Sigma). Se prepara una solucién estandar de 1 g/L, y se diluye en proporciéon 1:10 con agua
destilada. De la misma forma se prepara una solucion de carbonato de sodio 20%, el cual es una
base que da inicio a la reaccion. Para la reaccion se prepara una solucion 1 N de reactivo F-C,
diluyendo el reactivo comercial (2 N) en agua destilada 1:2. Para realizar la curva de calibrado se
toman alicuotas de la solucion estandar de AG 0,1 mg/L, hasta obtener concentraciones de 0, 2, 4,

8y 10 mg/L.

Las alicuotas correspondientes a los puntos de la curva de calibrado y las muestras a
analizar se siembran en los pocillos junto con el reactivo F-C, agua destilada y la solucion de
Na,CO3; 20%. Se agita e incuba por 30 min y lee absorbancia a 760 nm en el lector de microplacas.
Los resultados se expresan en miligramos de equivalentes de acido gélico por gramo de muestra

(mg EAG/g). La curva de calibrado se presenta en el Anexo 4 a.

Procesamiento de las muestras para determinar CF especificos

Se pesa 7 g de muestra y se tritura (en procesador de alimentos Moulinex) hasta su
completa uniformidad, para luego afadirla en 50 mL de una solucion de metanol/agua 80:20 v/v.
Se homogeniza en ultraturrax y se agita en bafio termoregulado por 1 h. Luego se centrifuga a
4000 rpm por 10 min. Una vez centrifugada la muestra se filtra por papel (Millipore de 0,2 nm), se
homogeniza en agitador vortex y se inyecta 20 pL en el equipo HPLC, midiendo absorbancia a 280

nm (Cantos y cols 2000).
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Identificacion de compuestos fendlicos

Para la medicion de AG, catequina y acido cafeico en los pifiones de las distintas
macrozonas, se utilizo HPLC con deteccion UV-Visible, bajo las siguientes condiciones

cromatograficas (Lutz y cols 2011a).

Columna: RP 18

Longitud de onda: 280 nm

Volumen de inyeccion: 10 uL

Flujo: 0,7 mL/min

Temperatura: 30°C

Fase movil: Acido orto-fosférico 0,085 % (agua UP): Acetonitrilo, (95:5 v/v)
Gradiente: Isocrética

Los tiempos de retencién de los CF especificos son (min): AG: 5,25 + 0,05, catequina: 13,5
+ 0,10, acido cafeico: 19,15 + 0,25. La identificacién de los CF se realiz6 utilizando los estandares
correspondientes de AG, acido cafeico y catequina (Sigma). De estos CF, s6lo fue posible

cuantificar AG, ya que los otros CF sélo se detectaron a nivel de trazas.

Elaboracién de la curva de calibrado de AG: Se prepara una solucién estandar de 100 ppm
de AG en metanol. Para construir la curva se toman alicuotas de la solucion estandar en

concentraciones de 1 a 50 ppm. La curva de calibrado se presenta en el Anexo 4 b.
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2.5. Capacidad antioxidante:

Se aplicé el método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) adaptado de Ouy cols
(2002) y Huang y cols (2005). El método se basa en la degradacion oxidativa de la molécula de
fluoresceina en presencia de un radical libre (R*), o mezcla de generadores de R* (azo
compuestos del AAPH) que dafian la molécula fluorescente, lo que resulta en la pérdida de la
fluorescencia, lo cual se traduce en un decaimiento del area bajo la curva de la fluorescencia vs el

tiempo.

El ensayo mide la capacidad global que tienen los antioxidantes en una muestra para
inhibir a los radicales peroxilo, es decir, la capacidad para donarles atomos de hidrogeno. En este
caso, la presencia de antioxidantes incrementa de forma lineal el area bajo la curva, lo que es
proporcional a su concentracion. El grado de proteccion o capacidad antioxidante (CA) se

cuantifica por fluorimetria.

Soluciones de trabajo:

1) Fluoresceina: 15 mg/L, preparada con buffer fosfato 75 mM pH 7,4
2) APPH: 42,4 mg/L, preparada con buffer fosfato 75 mM pH 7,4

3) Estandar Trolox (Sigma)

Curva de calibrado de Trolox: Se prepara una solucién 0,5 mg/mL de Trolox con agua
destilada y se realiza una bateria de 5 diluciones con concentraciones que van desde 6,25 UM a
100 puM. Posteriormente se aflade 25 pL de cada solucion diluida a la microplaca de 96 pocillos, se
agrega 150 pL de fluoresceina, se incuba por 30 min a 37°C y finalmente se adiciona 25 pL de

AAPH, con lo que se da comienzo a la reaccién. La cinética de reaccion se mide a longitudes de
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onda de 485 nm de excitacién y 528 nm de emisibn maxima. La curva de calibrado para la

determinacion de la CA se presenta en el Anexo 5.

El lector de microplacas Synergy afiade automaticamente fluoresceina y AAPH en el
volumen que se le indique. En cada pocillo se agrega 25 puL de muestra y 150 uL de fluoresceina,
se incuba durante 30 min a 37°C y se agrega el AAPH, que comienza la reaccion, realizandose
lectura cada 1 min, durante un total de 90 min. Los resultados se expresan como micromoles de

equivalentes de Trolox (TE) por gramo de muestra (umol TE/Q).

2.6. Contenido de vitamina C:

Procesamiento de las muestras

Se pesa 1 g de muestra y se tritura (procesador de alimentos Moulinex) hasta alcanzar
uniformidad en el tamafio de particulas. Una vez homogenizada, se pesa 0,6 g de muestra, se
mezcla con 50 mL de una solucién de acido ortofosférico 5% que contiene 5 mM de DTT
(ditiotreitol). Se homogeniza en ultraturrax por 2 min, se agita por 30 min en agitador orbital en
completa oscuridad y finalmente se centrifuga por 10 min a 4000 rpm a 25°C vy se filtra (Novakova

y cols 2008).

Contenido de Vitamina C

Se empleé el método adaptado de Gokmen y cols (2000), basado en determinar la
vitamina C total presente en los alimentos, es decir, la suma del contenido de acido ascorbico (AA)
y acido dehidroascérbico (ADH). Para ello, el ADH es convertido en AA mediante una reaccion
redox con DTT, que actia como reductor (Gokmen y cols 2000; Hernandez y cols 2006). Tanto AA

como ADH poseen bioactividad de vitamina C. La identificacion se realiza utilizado el estandar
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correspondiente (Merck) y el contenido total de vitamina C de las muestras se determind por HPLC

con detector DAD, usando las siguientes condiciones cromatograficas:

Columna: RP 18

Longitud de onda: 240 nm

Volumen de inyeccion: 20 pL

Flujo: 0,8 mL/min

Temperatura: 35°C

Fase movil: 25 mM KH,POy,, pH 3,0, ajustado con H3PO,
Gradiente: Isocratica

Tiempo de retencion AA: 4,23+ 0,8 min

Elaboracién de la curva de calibrado para vitamina C: Se prepara una solucion de AA de
1000 ppm en agua UP, luego se realiza una bateria de soluciones de concentraciones en el rango
de 5 a 80 ppm, para luego ser inyectadas en el equipo HPLC. La curva de calibrado se presenta en

el Anexo 6.

Analisis estadistico

Los andlisis quimicos se realizaron sobre la base de tres repeticiones, cada una de ellas
por triplicado, y los resultados se expresan como X + DE. Las comparaciones entre las muestras
se efectuaron mediante andlisis de varianza (ANOVA), con una significancia de p<0,05 (95% de
confianza), utilizando el programa SAS®. Las diferencias entre las muestras analizadas se

determinaron utilizando el test de Tukey.
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RESULTADOS

En este trabajo se realizé una caracterizacién quimica de pifiones de pino provenientes de

tres macrozonas del pais y una de Espafia.

Composicién quimica

La Tabla 1 muestra la composicion quimica de los pifiones analizados.

Tabla 1: Composicion quimica de semillas de pifion de pino provenientes de distintas macrozonas

de cultivo (g/100 g).

Procedencia Humedad Cenizas Proteinas Lipidos
Norte 4,09+0,26 a 4,55+0,01 a 33,53+0,16 a 40,56+0,55 a
Sur 4,34+0,02 b 4,39+0,04 ab 30,80+0,23 ¢ 41,83+0,11 b
Secano Costero 4,48+0,01 c 4,52+0,03 a 33,84+0,17 a 45,05+0,12 ¢
Espafia 4,77+0.04 d 4,14+0,03 ¢ 33,08+0,07 b 45,29+0,35 ¢

(n=3). Promedio + DE
Los valores en una columna con diferentes letras indican diferencia significativa, p<0,05 (ANOVA).
Los resultados entregados se presentan sobre muestra seca.

Todas las muestras difirieron en su contenido de humedad (p<0,05). La mayor humedad se
observé en los pifiones provenientes de Espafia, en tanto que el contenido de agua de los pifiones

cultivados en las macrozonas Sur y SC presenté valores intermedios.

El contenido de minerales de las semillas mostré un rango de 4,14 a 4,55 g/100 g (p<0,05).
La variaciéon podria relacionarse con las propiedades del suelo donde fueron cultivadas. Los
pifiones que presentaron mayor cantidad de cenizas fueron los del Norte y SC, que resultaron

similares entre si.
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El contenido de proteinas es diferente en todas las muestras analizadas (p<0,05). Su
contenido varié entre 30,80 y 33,84 g/100 g (p<0,05). EI menor contenido se observé en los
pifiones de la macrozona Sur, en tanto el contenido mas alto fue presentado por la macrozona SC,

seguido por la macrozona Norte y Espaiia.

El contenido de lipidos mostré un rango entre 40,56 y 45,29 ¢g/100 g (p<0,05). Las

muestras que presentaron el mayor contenido de lipidos fueron las de Espafia y zona SC (similares

entre si), y el menor contenido de lipidos se observé en la macrozona Norte.

Los resultados obtenidos muestran que la composicion quimica de las semillas de pifiones

de pino varia dependiendo de la zona de cultivo.

Compuestos bioactivos

La Tabla 2 muestra el contenido de fibra dietética total, insoluble y soluble de las muestras

de pifiones de las 3 macrozonas de Chile mas la muestra de Espafia.

Tabla 2. Contenido de fibra dietética total, insoluble y soluble en semillas de pifién de pino

provenientes de distintas macrozonas de cultivo (g/100 g).

Procedencia FDT FDI FDS
Norte 11,59+0,20 9,23+0,16 ¢ 2,37+0,04 a
Sur 11,83+0,17 9,80+0,18 a 2,03+0,01 c
Secano Costero 11,61+0,44 9,79+0,13 a 2,00+0,06 c
Espafia 12,37+0,33 9,95+0,01 ab 2,11+0,11 b

(n=2). Promedio + DE
Los valores en una columna con diferentes letras indican diferencia significativa, p<0,05 (ANOVA).
Los resultados entregados se presentan sobre muestra seca.
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Todas las semillas analizadas presentaron un contenido similar de FDT. El contenido de
FDI fue similar en las semillas de Espafia, zona Sur y SC, mientras que la zona Norte present6 un

contenido mas bajo (p<0,05).

La FDS mostré una fluctuacion entre 2,00 y 2,37 g/100 g (p<0,05). Los pifiones que
presentaron el mayor contenido de FDS fueron los de la macrozona Norte, que a su vez fue la

muestra con menor contenido de FDT.

La Tabla 3 muestra el contenido de CF totales y la CA de los pifiones de las distintas

macrozonas de Chile y la muestra de Espafia.

Tabla 3: Contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en semillas de pifion de pino

provenientes de distintas macrozonas de cultivo.

Muestra CF' CA®
F-C ORAC
Norte 0,27 +0,03 a 8,60 + 0,07 a
Sur 0,34+0,01b 8,59+ 0,07b
Secano Costero 0,39+0,01c 8,44 + 0,06 c
Espafa 0,38+0,01c 8,44 + 0,06 c

(n=9). Promedio + DE.

Los valores en una columna con diferentes letras indican diferencia significativa, p<0,05 (ANOVA).
'CF: compuestos fendlicos. Los valores se presentan en mg EAG/g.

CA: capacidad antioxidante. Los valores se presentan en pmol TE/g.

Los resultados entregados se presentan sobre muestra seca.

El contenido mas bajo de CF se observo en las muestras del Norte (0,27 mg EAG/g), en
tanto el més alto se observé en las de la macrozona SC y de Espafa (similares entre si). Los
valores son similares a los entregados por la literatura, donde se acentla que en la ciscara de los

frutos secos se encuentra el mayor contenido de compuestos fendlicos totales y especificos.
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La CA fluctué entre 8,44 y 8,60 umol TE/g (p<0,05). Los pifiones de las macrozonas Norte
y Sur presentaron los valores mas altos de CA, y los mas bajos se observaron en SC y Espafia,

siendo estos similares entre si.

El &cido gélico es un acido fendlico representante de los acidos hidroxibenzoicos, que son
parte de los compuestos fendlicos (CF) bioactivos. La Tabla 4 presenta el contenido de acido

galico en los pifiones analizados.

Tabla 4: Contenido de acido galico (AG) en semillas de pifién de pino provenientes de distintas

macrozonas de cultivo (mg AG/g).

Procedencia Acido gélico
Norte 0,26 + 1,04 x 10° a
Sur 0,28 +4,61x 10° a
Secano Costero 0,12 +3,38x 10° b
Espafa 0,17 + 3,27x 10"¢c

(n=3). Promedio + DE.
Los valores en una columna con diferentes letras indican diferencia significativa, p<0,05 (ANOVA).
Los valores de acido galico se presentan en mg AG/g, en muestra seca.

El contenido mayor de AG se observé en pifiones de las macrozonas Norte y Sur, similares

entre si, en tanto que el mas bajo fue el de la zona SC (p<0,05).

La Tabla 5 muestra la correlacién (r) entre el contenido de CF, AG y vitamina C con ORAC.

Tabla 5. Correlaciéon entre CF, CA, AG y vitamina C con la capacidad antioxidante (ORAC).

Correlacion (r)

CF ORAC AG VITC
ORAC 0,69* 1 0,77* NS
CF 1 0,69* 0,78* -

*p<0,05
NS: no significativa, ORAC: Capacidad de atrapar radicales de oxigeno, CF: Compuestos fenclicos,
AG: Acido galico, VIT C: Vitamina C.
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La mayor correlacion se encontré entre el contenido de CF y AG, con r=0,78 (p<0,05),
seguido de la CA y el contenido de AG, con r=0,77 (p<0,05). También se observé correlacion
significativa entre los CF y la CA, con r=0,69. No se observé una correlacion significativa entre la
CA y el contenido de vitamina C, lo cual descarta que la CA total de los pifiones esté determinada

por la presencia de esta vitamina.

El aceite de las semillas de frutos secos contiene diversos compuestos liposolubles, entre
los que destacan los tocoferoles y los fitoesteroles (FE). En la Tabla 6 se muestra el contenido

estigmasterol y B-sitosterol presentes en el aceite de los pifiones analizados.

Tabla 6: Contenido de fitoesteroles en aceite de semillas de pifion de pino provenientes de

distintas macrozonas de cultivo (ug/g).

Procedencia Estigmasterol B-sitosterol Total FE
Norte 207,99+ 1,18 a 1.576,55+ 1,34 a 1.784,54 a

Sur 320,88 +0,81b 1.948,81+4,63b 2.269,69 b
Secano Costero 356,51 + 1,09 c 1.897,30+1,96 ¢c 2.25381c
Espafia 388,50 +1,39d 1.934,62+231d 2.323,12d

(n=4). Promedio + DE.
Los valores en una columna con diferentes letras indican diferencia significativa, p<0,05 (ANOVA).
Los resultados entregados se presentan sobre muestra hiumeda.

Todas las muestras difieren en su contenido de los FE analizados (p<0,05). ElI FE
predominante en las muestras analizadas es el B-sitosterol, cuyo contenido fue mas alto en las

semillas cultivadas en la macrozona Sur (p<0,05).
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Vitaminas antioxidantes

La vitamina C o acido ascérbico es un compuesto hidrosoluble que cumple importantes

funciones como antioxidante en el organismo. Entre sus funciones esta el inhibir la formacion de

radicales superéxido y reduce los radicales fenoxilo formados durante la accion de la vitamina E,

restableciéndola (Mayes 1997).

En la Tabla 7 se presenta el contenido de vitamina C de los pifiones analizados.

Tabla7: Contenido de vitamina C en semillas de pifibn de pino provenientes de distintas

macrozonas de cultivo (mg/100 g).

Procedencia Vitamina C
Norte 2,37+0,10 a

Sur 259+014c
Secano Costero 284+0,16d
Espafia 2,30 + 0,09 ab

(n=9). Promedio + DE
Los valores en una columna con diferentes letras indican diferencia significativa, p<0,05 (ANOVA).
Los resultados entregados se presentan sobre muestra hiumeda.

Los pifiones de la macrozona SC presentan el mayor contenido de vitamina C de las
semillas analizadas (p<0,05), en tanto que el contenido mas bajo se observé en las muestras de

Espafia y Norte, siendo similares entre si.
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La Tabla 8 muestra el contenido de tocoferoles (a y y-tocoferol) en el aceite de los pifiones

analizados.

Tabla 8: Contenido de tocoferoles en aceite de semillas de pifion de pino provenientes de distintas

macrozonas de cultivo (ug/g aceite).

Procedencia a-tocoferol y-tocoferol Total tocoferoles
Norte 9,43+0,04 a 111,05+ 3,73 a 120,48 a
Sur 2,52+0,07b 74,70+ 3,43 b 77,22 b
Secano Costero 5,74+ 0,16 c 133,02 +3,41 ¢ 138,76 ¢
Espafia 41,14 +0,48d 144,94 + 4,56 d 186,08 d

(n=4). Promedio + DE.
Los valores en una columna con diferentes letras indican diferencia significativa, p<0,05 (ANOVA).
Los resultados entregados se presentan sobre muestra himeda.

Todas las muestras difirieron entre si (p<0,05). El contenido méas alto de tocoferoles se
observé en las semillas provenientes de Espafia (p<0,05), seguidas de las muestras de la
macrozona SC vy las del Norte, respectivamente. El tocoferol prevalente es el y-tocoferol, que se

encuentra en mayor cantidad en las semillas espafiolas (p<0,05).

Perfil de acidos grasos

La Tabla 9 muestra la composicion relativa en acidos grasos de las muestras de pifiones

provenientes de las distintas macrozonas de cultivo chilenas y una espafiola.
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Tabla 9: Composicion relativa en acidos grasos de semillas de pifion de pino provenientes de

distintas macrozonas de cultivo (g/100 g aceite).

Acido graso Norte Sur Secano Espafia
Costero
C16:0 Palmitico 6,16 +0,02a 6,19+0,07a 650+004b 6,90+0,08c
C18:0 Esteéarico 4,17+0,04a 425+0,13a 4,49+006a 349+0,13b
C20:0 Araquidico 0,77+0,01a 090+001b 080+001a 060+0,01lc
Total Saturados 11,10 11,34 11,79 10,99
C18:1n-9 Oleico 39,71+0,06a 39,27+0,09b 36,29+0,05c 38,48+0,01d
Total Monoinsaturados 39,71 39,27 36,29 38,48
C18:2n-6 Linoleico 4448 +0,12a 44,81+0,05b 47,57+0,11c 46,55+0,05d
C18:3n-3 a-Linolénico 0,37+00la 039+00la 0,37+005a 034+0,02a
Total Poliinsaturados 44,85 45,20 47,94 46,89
No identificados 4,65+ 0,14 a 4,44 +0,21b 4,25+ 0,07 c 4,01 +0,14d
Total No identificados 4,65 4,44 4,25 4,01

(n=2). Promedio + DE

Los valores en una fila con diferentes letras indican diferencia significativa, p<0,05 (ANOVA).
Los resultados entregados se presentan sobre muestra hiumeda.

Los frutos secos se caracterizan por su aporte de AG insaturados. En las semillas

analizadas, el contenido de &acido oleico fue mayor en las semillas de la macrozona Norte (p<0,05),
mientras que el nivel mas bajo se observd en semillas del SC. En relacion a los acidos grasos
esenciales, el acido linoleico se encontr6 en mayor cantidad en las semillas del SC (p<0,05),
mientras que el nivel mas bajo fue presentado en las provenientes del Norte (p<0,05). El contenido
de acido a-linolénico fue similar en todas las muestras analizadas. En relacion a los acidos grasos
no identificados se encontr6 mayor cantidad en las semillas del Norte (p<0,05), mientras que el

nivel mas bajo se observé en las muestras de Espafia.
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DISCUSION

La informacién sobre la composicion quimica de las semillas de Pinus pinea L. a nivel
mundial es bastante limitada. El enfoque de estos estudios se limita solo a ciertos componentes y
existen pocos trabajos que incluyan un analisis completo, tanto de la composicién quimica
proximal como de vitaminas y compuestos bioactivos presentes en este alimento. Este trabajo
contempla la determinacién de la composicion quimica del pifibn de pino cultivado en tres
macrozonas agroclimaticas de nuestro pais, informacién que aporta datos relevantes para
promover el cultivo y comercializacion del pifién de pino en Chile, generando una atractiva opcion

comercial.

El andlisis de la composicion de las semillas analizadas mostré que su contenido de
humedad es similar a los descritos por Savage (2001), quien indica valores comprendidos entre
4,66 y 4,88 g/100 g, los que son mas bajos que los observados por Nergiz y cols (2004), de 5,10
0/100 g, y Evaristo y cols (2010), de 5,9 g/100 g. Los pifiones pelados se deterioran rdpidamente
por rancidez oxidativa, incluso en dias, en condiciones himedas y templadas, por lo que su secado
es esencial. Normalmente se secan hasta alcanzar un contenido de agua cercano a 6 g/100 g,
valor dictado por la norma europea (establecido por su resistencia y durabilidad), con el fin de
evitar su deterioro y contaminacién microbioldgica (Loewe y Delard 2012). El secado habitual de
las semillas se realiza mediante aire caliente (70-80°C), hasta llegar a 3-4 g/100 g de agua, que
debe mantenerse si se almacenan por un tiempo prolongado (Loewe y Gonzalez 2012). La
humedad relativa de las semillas analizadas entregadas por INFOR era de un 4%
aproximadamente, las que fueron almacenadas en bolsas dobles de polipropileno con cierre
hermético para evitar su deterioro. La humedad resultante de las semillas analizadas, junto con sus
condiciones de almacenamiento, resultd estar dentro de los valores europeos aceptados para

prevenir su rancidez.
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El contenido de minerales (cenizas) en todas las muestras analizadas fue similar a los
datos entregados por Nergiz y cols (2004), quienes indican valores promedio de 4,5 g/100 g, y
Savage (2001), quien informa un contenido de cenizas de 4,45 a 4,96 g/100 g. Sin embargo, los
valores obtenidos fueron mas altos que los descritos por Venkatachalam y cols (2006), de 2,50
0/100 g. Las cenizas reflejan que los pifiones son una buena fuente de minerales, entre los que se
ha descrito un buen aporte de P, Mg, K, Na, Fe, Zn, entre otros (Nergiz y cols 2004; Evaristo y cols
2010; USDA 2014). Los minerales son elementos esenciales en la fisiologia humana, que cumplen
funciones especificas como constituyentes estructurales importantes de moléculas organicas
(Evaristo y cols 2010). Ademas, los minerales son constituyentes de tejidos y liquidos corporales,
participan en funciones especificas en funcién muscular, transporte osmotico, formacién de
hormonas, entre otros (Gil y Sanchez de Medina 2010). En la dieta mediterranea se recomienda el
consumo de frutos secos, entre los cuales esta el piidn mediterraneo, que es el fruto seco con
menor contenido de sodio y que presenta ademas un alto contenido de potasio (Nergiz 2004). Los
frutos secos asociados a dietas hiposédicas reducen factores de riesgo vinculados a la
hipertension y enfermedades cardiovasculares (Ros 2010), ya que existe evidencia cientifica que
demuestra la correlacion directa entre la ingesta de sodio y el aumento de la presion arterial

(Yamori y cols 2001; He y Macgregor 2002; Akita y cols 2003; Kawano y cols 2007).

Se ha descrito que los pifiones de Pinus pinea L. presentan el contenido mas alto de
proteinas entre todas las especies de semillas de pino (P. edulis, P. monophylla, P. cembroides, P.
cuadrifolia, P. sabiniana, P. strabiformis, P. gerardiana), que oscilan entre 10 a 30 g/100 g (FAO
1995; Matta 2001). El contenido de proteinas de las semillas obtenidas en las macrozonas Norte,
SC y la muestra espafiola fueron mayores a los descritos en la literatura (Nergiz y cols 2004;
Venkatachalam y cols 2006), con excepcion de la macrozona Sur, donde el resultado fue similar a
los entregados por Ruggeri y cols (1988) y Nergiz y cols (2004). Evaristo y cols (2010) informan
gue en semillas de Pinus pinea provenientes de distintas zonas de Portugal el contenido de

proteinas es de 33,85 g/100 g, lo que coincide con los resultados de este trabajo.
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El contenido de proteinas del pifion de pino es superior al de otros frutos secos, como
pecano (Carya illinoiensis) y nuez (Junglans regia): 10 g/100 g, almendra (Pranus amigdalus): 15 g/
100 g, avellana (Colylus avellana): 7-8 g/100 g. Ademas otros alimentos como el mani (Arachis
hypogea), que es una leguminosa y no un fruto seco, presenta un contenido de proteinas de 26
g/100 g, mientras que el pifidn de la araucaria (Araucaria araucana), que no es un pino, contiene
26 g/100 g de proteinas (Loewe y Delard 2012). Complementariamente, seria de interés realizar un
perfil de aminoacidos, ya que el contenido de algunos aminoacidos esenciales (como treonina,
isoleucina, arginina, lisina, metionina y cisteina) en frutos secos puede variar segin su procedencia
y condiciones de cultivo (Feldman 2002; Alasavar y cols 2003). Por ello, es importante que para un
mejor aprovechamiento de las proteinas de los frutos secos, la dieta se complemente con otras

fuentes de proteinas.

El contenido de lipidos del pifién resulté ser mas bajo que lo indicado por distintos autores
(Ruggeri y cols 1998; Escalona 2005; Evaristo y cols 2010), aunque Nergiz y cols (2004) indican
un contenido de 44,9 g/100 g, el que coincide con nuestros resultados. La variacién de la materia
grasa se puede atribuir a diferencias en la especie, el lugar de cultivo y factores medioambientales,
variando entre 31y 68 g/100 g (Wolff y cols 1997). Las semillas con el mayor contenido de lipidos
fueron las de Espafia y la macrozona SC (45,29 y 45,05 g/100 g, respectivamente). Si se compara
el contenido de lipidos del pifién de la macrozona SC con otros frutos secos como avellana chilena
49,3 g/100 g, nuez 50,1 g/100 g y almendra 43,3 g/100 g (Schmidt-Hebbel y cols 1992; Escalona

2005), el pifion presenta valores similares, que se encuentran entre la nuez y la avellana chilena.

En cuanto al contenido de fibra dietética del pifion de Pinus pinea L., la literatura muestra
muchas veces el valor obtenido mediante el ensayo de fibra cruda, que tiene poca significancia
fisiolégica y no debe usarse para informar el contenido de fibra de los alimentos (FAO 2007;
Southgate y cols 1978; Slavin 1987). La determinaciéon de FC quedd en desuso desde hace

aproximadamente 40 afios, cuando Hipsley introdujo por primera vez el término de fibra alimentaria
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o dietética (Hipsley 1953). La metodologia aplicada para la cuantificacion de fibra cruda entrega
valores que subestiman el contenido real de fibra en los alimentos. El contenido de FD de una
muestra es 3 a 5 veces mayor que el obtenido por el método de analisis de fibra cruda, y no puede
hacerse una correlacion entre ambos resultados porque la relaciéon entre fibra cruda y FD varia

dependiendo de la composicién del alimento.

Diversos autores (Ryan y cols 2006; Kris-Etherton 1999) indican que la especie Pinus spp.
es una buena fuente de FD. Ros (2010) y King y cols (2008) indican que el contenido de FD en una
mezcla de Pinus koraiensis y Pinus pinea es de 3,7 g/100 g. Estos valores no se pueden comparar
con los del presente trabajo, al ser una mezcla de pifiones diferentes. El mayor contenido de FD
total se observo en las semillas de Espafa (12,37 g/100 g), mayor al entregado por Voicevale
(2014) de 10,7 g/100 g, mientras que la USDA (2014) entrega resultados de 10,8 ¢g/100 g en
mezcla de especies de Pinus koraiensis y Pinus pinea. Este valor es similar al de las semillas de
las tres macrozonas chilenas, destacando la zona Sur con 11,83 g/100 g. Lintas y Capelloni (1992)
entregan valores de FD total en distintos frutos secos, como las nueces de macadamia: 16 g/100 g,
almendras: 15 g/100 g, pistacho: 11 g/100 g, avellanas 8,2 g/100 g y nueces: 6,1 g/100 g. Estos
resultados, a pesar de no haber incluido a los pifiones, pueden ser comparados con los analizados
en nuestro trabajo, por lo que las semillas de pifibn son semejantes en cuanto a FD total a los
pistachos. Los resultados obtenidos en este trabajo se asemejan a los pocos que hay disponibles
en la literatura sobre FD en Pinus pinea, por lo que son un importante referente a la informacion

nutricional de este fruto seco.

Los resultados de FD insoluble y soluble en las semillas de pifiones analizadas pueden ser
comparados con los obtenidos por Souci y cols (2000) en frutos secos, a pesar de no incluir a los
pifiones. Las avellanas contienen 0,4 g/100 g de FDS y 7,8 g/100g de FDI, las nueces de
macadamia: 0,2 g/100 g de FDS y 11 g/100 g de FDI, las almendras: 1,1 g/100 g de FDS y 12

g/100 de FDI, los pistachos: 0,3 g/100g de FDS y 10 ¢g/100 g de FDI, finalmente las nueces: 0,8
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0/100 g de FDS y 5,3 g/100g de FDI, resultados que ponen en evidencia que los frutos secos
poseen un mayor contenido de FDI. Al comparar estos resultados con el presente trabajo, las
semillas de pino pifionero presentan semejante contenido de FDI y un mayor contenido de FDS, tal
es el caso de la muestra de Espafia, que contiene 9,95 g/100 g de FDI y 2,11 g/100 g de FDS

soluble, los mas altos entre las semillas analizadas.

Es importante destacar que los efectos beneficiosos de la FD se deben tanto a sus
propiedades mecanicas como bioguimicas en el tracto gastrointestinal. El déficit de ingesta de FD
se ha involucrado en la patogénesis de diversas enfermedades como constipacion, sindrome de
colon irritable, diverticulosis, apendicitis, cancer colonorectal, hipercolesterolemia, obesidad,
diabetes mellitus y aterosclerosis (Roberfroid 1993; de Leeuw y cols 2004; Streppel y cols 2005).
En Chile no se han establecido recomendaciones especificas en el consumo de FD, pero se
cuenta con mensajes saludables que relacionan inversamente la ingesta de FD con cancer, riesgo
de ECV y obesidad (Ministerio de Salud 2009). Una de las recomendaciones internaciones mas
utilizadas hasta el dia de hoy sobre el consumo de FD es la instaurada en FASEB (Federacién de
Sociedades Americanas para la Biologia Experimental) por Pilch (1987), la cual menciona que
para adultos el consumo de FD es de 20 a 35 g/dia o de 10 a 13 g/ 1000 kcal en poblacion adulta
sana, y es deseable que la ingesta provea una relacién de FDI y FDS de 3:1 (Pak 2000). Se
recomienda que la ingesta derive de cereales integrales, frutas, verduras y leguminosas. En
relacion a la porcion recomendada por la FDA (2003), de 30-40 g de frutos secos por dia, el
consumo de esta cantidad de semillas de pino pifionero contribuirian en casi un tercio de la ingesta
de FD recomendada por dia, junto con proveer una relacion de 3:1 adecuada en cuanto a FDI y

FDS por porciéon consumida.
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Compuestos Fendlicos y Capacidad Antioxidante

La CA informada por las tablas USDA (2014) en semillas de pino (mezcla de especies
Pinus pinea, Pinus koraiensis), expresada en ORAC, es de 7,2 umol TE/g. Este valor, a pesar de
no ser so6lo de Pinus pinea L., es similar al obtenido en este trabajo. Wu y cols (2004a) encontraron
un contenido de CF de 0,68 mg EAG/g en semillas de pino (mezcla de especies), valor superior a
los del presente trabajo; sin embargo, Kornsteiner y cols (2006) informa un contenido de CF en
semillas de pino (Pinus spp.) de 0,32 mg EAG/g, el cual es semejante a los valores entregados en
este trabajo. El mayor contenido de CF se encuentra en la piel o los subproductos de los frutos
secos, y solo el 10% es retenido en el ndcleo cuando se quita la piel (Blomhoff y cols 2006;
Halvorsen y cols 2006; Shahidi y cols 2007; Del Rio 2011), lo que podria explicar el menor

contenido de CF y CA observados en los pifiones analizados.

El mayor contenido de acido galico se encontrd en las semillas de pifiones provenientes de
la macrozona Sur (0,28x10° mg AG/ g) seguido por la macrozona Norte (0,26x10° mg AG/g).
Estos CF son especificos, y forman parte del contenido de CF totales, expresados como
equivalentes de &cido galico. A la CA, entretanto, contribuyen ademas de los polifenoles otros
antioxidantes como vitamina E, vitamina C, acido félico, riboflavina, tiamina, entre otros (Nergiz y

cols 2004; Blomhoff y cols 2006).

La concentracion y tipos de CF en un vegetal dependen del genotipo, sitio y zona
geogréfica de crecimiento (temperatura, radiacion), practica de cultivo (organico, sustentable o
convencional), caracteristicas del suelo, condiciones de almacenamiento y métodos de
procesamiento, que afectan a los compuestos bioactivos (Tomas-Barberan y Espin 2001; Boyer y
Lui 2004). En concordancia con lo anterior, dado que los métodos utilizados para determinar el
contenido de CF y considerando que se basan en mecanismos redox, se espera hallar una

correlacion significativa entre ambos pardmetros. Las correlaciones mas altas se observaron entre
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CF totales y el contenido de AG (r=0,78) y entre ORAC y el contenido de AG (r=0,77), seguido de
una buena correlacion entre CF y ORAC (r=0,69). No se observé correlacion entre vitamina C y
ORAC (r=0,20). En consecuencia, debido a que las determinaciones del contenido de CF y ORAC
se basan en mecanismos redox, se esperaria observar la mejor correlacion. Con respecto a los
resultados obtenidos, los CF se correlacionan con su contenido de AG, al igual que la capacidad
CA; sin embargo, no se descarta que la CA pueda estar influenciada ademas por otras moléculas
no fendlicas, tales como vitaminas, y/o sinergismo entre ellas y los CF, que podrian contribuir a la
CA (Velazquez y Zeballos 2009, Lutz y cols 2011b; Speisky y cols 2012). En consecuencia, tanto el
contenido de CF como la CA dependen en gran medida del contenido de AG en las semillas de
pifiones. Kevers y cols (2007) muestran que, en frutas y verduras, no hay una buena correlacion
entre CF y ORAC, ademas Eberhardt y cols (2000) y Wolfe y cols (2003), muestran que no hay
correlacién entre CA y vitamina C en muestras de manzanas frescas, informacion que sustentaria

la evidencia presentada en este trabajo.

El contenido de vitamina C en las semillas de pifion analizadas es similar al informado por
Nergiz y cols (2004), de 2,5 mg/100 g, valor relativamente alto dentro de los frutos secos (Farris
1983). El mayor contenido de &cido ascérbico se observd en semillas del SC, con 2,84 mg/100 g.
La vitamina C es necesaria para la sintesis de coladgeno (componente estructural de los vasos
sanguineos, tendones, entre otros), ligamentos y huesos (Fain 2004). También juega un rol
esencial en la sintesis de noradrenalina, carnitina y posiblemente en la conversién metabdlica de
colesterol en &cidos biliares (Pfeffer y cols 1998). Es por esto que, a pesar que los pifiones no sean
una buena fuente de vitamina C, pueden contribuir a la cobertura de las necesidades diarias de

acido ascorbico en la dieta.
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Lipidos en semillas de pifién pifionero

En la realizacion de los analisis quimicos en los que se obtuvieron extractos liposolubles
(fitoesteroles, tocoferoles y perfil de acidos grasos), fue necesario extraer la materia grasa de una
manera rapida y sin dafar el aceite. La extraccion de lipidos totales por el método Soxhlet, a alta
temperatura y tiempo prolongado, aumenta la hidrdlisis de los triglicéridos y formacion de &cidos
grasos libres, asi como la oxidacién de los acidos grasos insaturados (Wu y cols 2004b; Nasri y
cols 2005; Ryan y cols 2006; FAO/OMS 2007). En consecuencia, se aplico el método de Bligh and
Dyer (1959), que es el método actualizado de Folch y Cols (1956), que mejora notablemente la

extraccion lipidica en matrices alimentarias, sin aplicar calor.

El analisis de FE se llevé a cabo por un método relativamente nuevo, donde en lugar de
usar cromatografia de gases se us6é cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). En este
trabajo se midieron dos FE en el aceite extraido de pifibn: B-sitoesterol y estigmasterol. Las
muestras que presentaron el mayor contenido de FE fueron las semillas provenientes de Espafia y
la macrozona Sur (2.323,12 y 2.269,69 ug/g aceite, respectivamente). El FE prevalente fue el B-
sitoesterol, presente en mayor cantidad en las semillas del Sur (1.948,81 ug/g aceite). Los
resultados obtenidos son similares a los de Ryan y cols (2004) en semillas de pino (Pinus spp) y
otros frutos secos, con el mismo método de cuantificacion: B-sitoesterol 1.841,70 ug/g aceite y
estigmasterol: 680,50 pg/g aceite. Nasri y cols (2007) estudié el contenido de FE en pifiones de
Pinus pinea L. en distintos paises de la cuenca mediterranea, informando que el contenido de -
sitoesterol es superior al indicado en este trabajo, con valores que bordean los 3.208,89 ug/g
aceite, en tanto que el contenido de estigmasterol es 7,22 pg/g aceite, muy inferior a los

presentados en nuestro trabajo.

Al comparar el contenido de FE en distintos frutos secos, Maguire y cols (2004) informan

resultados en nueces de Brasil de 1.325,4 de B-sitoesterol y 577,5 pg/g de estigmasterol, nuez
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pecana: 1.572,4 de B-sitoesterol y 340,4 ug/g de estigmasterol, castafias de caji: 1.768,0 de B-
sitoesterol y 116,7 ug/g de estigmasterol, por ultimo los pistachos: 4.685,9 ug/g de B-sitoesterol y
663,3 ug/g de estigmasterol. Estos resultados muestran que los pifiones estudiados son una
excelente fuente de FE que, al ser incorporados en la dieta, pueden contribuir a disminuir el
colesterol total, la relacién colesterol total/colesterol HDL y la relacion colesterol LDL/colesterol
HDL, con un positivo resultado sobre los lipidos sanguineos (Edwards y cols 1999; Moreau y cols
2002; De Jong y cols 2003). Por esta razon, los fitoesteroles han sido incorporados en mensajes
saludables tanto en nuestro pais, como en otros paises del mundo, donde se asocia que una dieta
gue contenga ésteres de fitoesteroles y/o éstres de fitoestanoles y que sean bajas en grasas
saturadas y colesterol, sin acidos grasos trans, pueden contribuir a reducir los niveles de colesterol
y el riesgo de enfermedades cardiovasculares. Por lo tanto, los pifiones contribuirian a disminuir el
riesgo de enfermedades cardiovasculares y su compleja conjuncién de factores desencadenantes,

proporcionando efectos beneficiosos para la salud.

El contenido de tocoferoles de los pifiones analizados es similar a los entregados por Nasri
y cols (2009) en pifiones de Pinus pinea, donde predomina el y-tocoferol, con 168,17 pg/g aceite,
seguido de a-tocoferol, con 1,53 pg/g aceite. El contenido de tocoferoles totales (a y y-tocoferol)
mas alto de las semillas analizadas lo presentaron las muestras espafiolas (186,08 ug/g aceite) y
macrozona SC (138,76 pg/g aceite). Destaca el contenido prevalente de y-tocoferol, que fue
mayoritario en las semillas provenientes de Espafia (144,94 ug/g aceite) y de la macrozona SC
(133,02 pg/g aceite). Kornsteiner y cols (2006) informan que el contenido de y-tocoferol es mayor al
de a-tocoferol en diferentes frutos secos, tal es el caso de las nueces de Brasil con 10,0 pg/g de a-
tocoferol y 132,0 pg/g de y-tocoferol, castafia de caju: 51,0 pg/g de y-tocoferol, nueces pecanas:
148,0 pg/g de y-tocoferol, pistachos: 293,0 pg/g de y-tocoferol, y nueces: 219,0 ug/g de y-tocoferol,
en tanto que el mani (leguminosa) contiene 61,0 pug/g de a-tocoferol y 81,0 pg/g de y-tocoferol. Se
aprecia que en todos los casos hay un mayor contenido de y-tocoferol que de a-tocoferol, tal como

se observé en los pifiones analizados.
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Cabe destacar que la vitamina E presente en los frutos secos ha sido considerada por
muchos afios sélo como a-tocoferol, pero el contenido de y-tocoferol esta cobrando fuerza, ya que
se encuentra en cantidades cercanas a 70% (Jiang y cols 2001; Wagner y cols 2004). Diversos
autores (Stone y cols 1995; Huang y cols 2003) le asocian inversamente a la morbi- y mortalidad
cardiovascular. La suplementacion con y-tocoferol conduce a una disminucion de la agregacion
plaguetaria y menor trombogénesis arterial (Saldeen y Appel 1999), y a una inhibicién de la
oxidacion de LDL (Hensley y cols 2004). Ademas, estudios in vitro han demostrado que el y-
tocoferol puede destruir las especies reactivas de nitrégeno (Wagner y cols 2004), inhibir la
formacion de mutagenos (agentes que dafian el ADN) en el colon (Stone y cols 2004), inducir la
apoptosis en lineas celulares cancerosas (Jiang 2004) y regular la expresion de los factores
genéticos que influyen el crecimiento tumoral (Azzi y cols 2003; Campbell y cols 2003). Todos
estos antecedentes ponen en evidencia el excelente potencial de los pifiones como promotores de
la salud, sobre todo considerando que las semillas de pifiones son una excelente fuente de

vitamina E.

Perfil de acidos grasos

Los resultados obtenidos en el perfil de acidos grasos de las semillas analizadas son
similares a los entregados por Nergiz y cols (2004) en semillas de Pinus pinea L. Los resultados
muestran que destaca el contenido de acido oleico y linoleico, con 38,60 g/100 g y 47,60 g/100 g,
respectivamente. Evaristo y cols (2010) informan que en semillas de pifién pifioneros el promedio
de AGS es de 10,93 g/100 g, de AGMI es 39,24 g/100 g vy el total de AGPI es de 49,7 g/100 g,
valores comparables con los resultados del presente estudio. Nasri y cols (2005) indican que los
pifiones de Pinus pinea L. presentan un mayor contenido de &cido linoleico en relacion al oleico, lo
gue concuerda con lo observado en este trabajo. Entre las semillas analizadas, la macrozona Norte
se destacé por un alto contenido de &cido oleico (39,71 g/100 g) y la macrozona SC destaco por un

alto contenido de acido linoleico (47,57 g/100 g). El contenido de &cidos oleico y linoleico en
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distintos frutos secos es el siguiente, respectivamente: avellana chilena 40,0 g/100 g y 8,5 g/100 g;
nuez: 17,0 g/100 g y 60,0 g/100 g; almendra 66,2 g/100 g y 25,4 g/100 g; nueces de Brasil: 33,6
0/100 g y 41,0 g/100 g (Masson y Mella 1985; Escalona 2005). Si se compara estos valores con
los resultados obtenidos, las semillas de los pifiones analizados presentan una composicion similar

a las almendras y nueces de Brasil.

El contenido de acidos grasos no identificados en las semillas de pifiones analizados, es de
alrededor del 5%. Entre ellos podrian encontrarse los AG palmitoleico, eicosaenoico,
eicosadienoico y pinolénico, entre otros. Este U(ltimo es importante ya que se encuentra
exclusivamente en los pifiones de pino y aceites derivados, y su contenido puede variar entre 0,1%
y mas del 20% (Pifieiro y Zudaire 2008). Se ha descubierto que el acido pinolénico es un posible
inhibidor del apetito (Lawton y cols 2000), y esta siendo utilizado en la formulacion de suplementos
alimentarios como factor coadyuvante en el tratamiento del sobrepeso y la obesidad: Su posible
mecanismo de accion es el de aumentar la secrecion de hormonas saciantes, como la
colecistoquinina (CCK-8) y el péptido similar a glucagén tipo 1 (GLP-1) (producidas en el intestino
delgado) (Pasman y cols 2008; Ferramosca y cols 2008). Ademas de estos posibles efectos,
estudios in vivo han demostrado que el acido pinolénico tiene un efecto reductor del colesterol a
través de la regulacién del receptor de LDL en células de hepatoma HepG2 (Lee y cols 20044a;

Wynne y cols 2005).

Los resultados obtenidos indican que alrededor del 50% del peso de las semillas
analizadas es grasa, caracterizada por un alto contenido de acidos grasos insaturados, entre los
gue se destaca el 4cido linoleico, y un bajo contenido de AGS. Dentro de los efectos biolégicos del
consumo de los AGI se encuentra la modulacién del perfil lipidico, al promover una disminucién de
las concentraciones plasmaticas de colesterol total y colesterol LDL, incrementando el colesterol
HDL (Ros 2010; Evaristo y cols 2010), ademéas disminuyen marcadores periféricos de inflamacién y

funcién endotelial (Nasri 2004; Salas-Salvadé y cols 2008), entre otros efectos beneficiosos en la
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salud cardiovascular. En consecuencia, el consumo de las semillas de pifiones promueve efectos
saludables en la salud cardiovascular mediante su aporte de acidos grasos y el sinergismo con
otros compuestos bioactivos, como los FE, que ejercen su efecto principalmente sobre la reduccion

de los niveles de colesterol en sangre.

Las diferencias observadas en la composicion quimica y compuestos bioactivos de los
pifiones cultivados en distintas macrozonas de Chile y en Espafia deben considerarse como
consecuencia de los factores ambientales, condiciones del suelo, temperatura de la zona de
cultivo, pH del suelo, fertilizacién, estacién del afio, riego o0 agua caida, entre otras. Los resultados
obtenidos en este trabajo permiten sefialar que la macrozona SC podria ocupar el primer lugar en
recomendacion de zona de cultivo, debido a las diferencias obtenidas en los resultados de los
andlisis en cuanto a lipidos, proteinas, fibra dietética, acidos grasos insaturados, f-sitoesterol y
y—tocoferol, con respecto a los pifiones de las otras dos zonas analizadas, aun cuando las
diferencias de estos parametros no fueron tan grandes. Por lo tanto los pifiones provenientes de
cualquiera de las macrozonas estudiadas pueden desempefiar un importante papel a la hora de
evaluar la exportacion de este fruto seco, con propiedades saludables que pudieran llevar a una
diferenciacién de nicho de mercado y precio. Cabe destacar que los resultados de las semillas
analizadas de las tres macrozonas fueron comparables con las muestras de Espafa en la mayoria
de los analisis, donde incluso las muestras espafiolas fueron superadas por las semillas chilenas
en andlisis como cenizas, proteinas, B-sitosterol, CA y CF especificos. Estos antecedentes
muestran que las semillas chilenas son practicamente comparables, en cuanto a sus propiedades
nutricionales y saludables, al mayor exportador mundial de pifiones, Espafia, donde la macrozona

SC es la que més se asemeja a este pais.
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CONCLUSIONES

Los pifiones de Pinus pinea L. cultivados en tres macrozonas de cultivo de Chile
presentan buenas propiedades nutricionales y saludables, semejantes a las de las

semillas cultivadas en paises del Mediterraneo.

Los pifiones de pino cultivados en Chile poseen un alto contenido de proteinas, lipidos,
minerales vy fibra dietética, superando incluso a frutos secos de consumo habitual en

Chile, como nueces, almendras y castafas.

El aceite de pifién de pino posee un alto contenido de acidos grasos insaturados, entre
los cuales predominan los acidos linoleico y oleico. Ademas, contiene cantidades

destacadas de B-sitoesterol y y-tocoferol,

Auln cuando su contenido de compuestos fendlicos es bajo, las semillas de Pinus pinea

L. poseen una capacidad antioxidante que contribuye a sus propiedades saludables.

Existen diferencias entre las macrozonas analizadas, sin embargo estas no son
relevantes, por lo tanto las semillas de pifién cultivadas en todo Chile presentan la mas
alta calidad nutricional, incluso comparables a las semillas de Espafia en la mayoria de

los analisis, donde la macrozona que mas se le asemeja es el SC.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda el cultivo del pifion pifionero Pinus pinea L. en Chile, especialmente en la

macrozona Secano Costero.

Se recomienda la introduccién del pifion de pino como fruto seco en la alimentacion

chilena, dadas sus excelentes propiedades nutricionales y saludables.

Se recomienda realizar un perfil aminoacidico de las proteinas analizadas de las semillas

de pifiones, para evaluar la calidad de dichas proteinas.

Se recomienda realizar un analisis especifico del perfil de lipidos de los pifiones
analizados, en cuanto a su contenido de &cido pinolénico, con el objetivo de cuantificar
dicho acido, debido a las propiedades inhibidoras del apetito que este posee, con el fin de

estudiarlo a futuro en posibles estudios clinicos.

Se recomienda realizar un andlisis del contenido de los principales minerales en los

pifiones chilenos.
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ANEXOS

Anexo 1

Cromatogramas correspondientes al perfil de acidos grasos.

a) Estandar Nu-Chek: FAME GLC 15A, Walnut Standard.

Time i

b) Muestra de semillas de Pinus pinea L. macrozona Sur.

Chromatogram
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c180
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Anexo 2

Curvas de calibrado para la determinacién de Fitoesteroles.

a) Estigmasterol

80

Concentracion (ppm) Area 1 Area 2 Promedio Areas (210 nm)
10 23870 23975 23923
25 50701 51716 51209
50 139861 139698 139780
100 322764 321063 321914
500 1588725 1591279 1590002
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b) pB-Sitosterol

Concentracion (ppm) Area 1 Area 2 Promedio Areas (210 nm)
100 54749 58709 56729
250 298606 293864 296235
500 775555 774969 775262
1000 1599606 1506232 1552919
1300 2043697 2067234 2055466

B-Sitosterol

2500000 -

2000000 -
H
o 1500000 -
i
o
o 1000000 -
g
= 500000 - y =1661,8x - 99607

R?=0,9991
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Anexo 3
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Curva de calibrado para la determinacién de vitamina E.

a) a-tocoferol

Concentracion (ppm) Area 1 Area 2 Promedio Areas (292 nm)
5 16968 16075 16522
10 35533 34634 35084
20 82422 82973 82698
50 208878 219962 214420
a-Tocoferol
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— 200000 -
£
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(3
= 100000 - y = 4429,2x - 6939
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b) y-tocoferol

Concentracion (ppm) Area 1 Area 2 Promedio Areas (292 nm)
10 63102 63840 63471
50 253623 252271 252947
100 451499 451438 451469
180 787836 782533 785185
y-Tocoferol
800000 -~
700000 -
.g 600000 -
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Q 400000 -
.‘:‘.“_ y =4208,1x + 30576
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Anexo 4

Curva de calibrado para la determinacién de Compuestos Fendlicos.

a) CF Totales

Concentracién de acido gélico

Absorbancia 760 nm

(mg/mL)
0 0
2,00 0,18
4,00 0,39
6,00 0,55
8,00 0,74
10,00 0,91
CF Totales
0,9
08
E o7
@ 06
N
s 05
§ 0,4 y = 0,0913x + 0,0059
'§ 0,3 R2=0,9993
é 0,2
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0 T T T 1
4 6 8 10 12
AG (mg/mL)
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b) AG (&cido galico).

Concentracion AG (ppm) Area 1 Area 2 Promedio Areas (280 nm)
1 25007 23844 24426
5 77486 75326 76406
10 148824 146121 147473
25 360496 347394 353945
50 658982 666752 662867

Acido galico

700000 -+
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500000 -
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Anexo 5
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Curva de calibrado para la determinacién de capacidad antioxidante.

Trolox (ug/mL)

Area bajo la curva

3,13
1,56
0,78
0,39
0,20
0
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Anexo 6

Curva de calibrado para la determinacion de &cido ascoérbico (AA).

Concentracion AA (ppm) Area 1 Area 2 Promedio Areas (240 nm)
5 256873 252440 254657
10 594050 500957 547504
20 1023863 1017224 1020544
40 2033602 2164548 2099075
80 3977631 3968610 3973121
Acido ascérbico
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& 2000000
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500000
0 T T )
20 . 80 100
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Anexo 7

Cromatogramas analisis de Compuestos Bioactivos por HPLC.

a) Estandar de acido galico. RT: 5,44 (min)

fbsorhance (AN

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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b) Muestra Zona Norte para acido galico RT: 5,09 (min)

Tbzorhance (AU)

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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c) Estandar B-Sitosterol.

Tbcorbance (AN
= =
‘D ‘O
(X3 W

RT: 29,44 (min)

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm

Beta-Sitosterol
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d) Estandar Estigmasterol. RT: 26,29 (min)
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-0, 02
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e) Muestra Zona Sur para Fitoesteroles: Estigmasterol RT: 26,06 (min), B-Sitosterol RT: 28,56

f)

(min)
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0,0

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 210 nm
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Estandar acido ascorbico. RT: 4,27 (min)
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 230 nm
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g) Muestra acido ascoérbico macrozona SC RT: 4,40 (min)
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h) Estandar y-Tocoferol
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i) Muestra Zona Norte Tocoferoles:y-Tocoferol RT: 6,64 (min), a-Tocoferol RT: 7,57 (min)

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 252 nm
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