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Resumen

El presente trabajo describe tres métodos analiticos para cuantificar fenoles totales extractos en acetona
acuosa al 70% de doce plantas de la familia Melatomataceae; la cual es rica en compuestos fendlicos, principal-
mente taninos hidrolizables. Los extractos fueron evaluados por espectrofotometria UV-VIS empleando el
método de medicion directa a 280 nm y los métodos colorimétricos de Folin-Ciocalteau (820 nm) y azul de Prusia
(700 nm) utilizando acido galico como referencia. Se escogioé el método de Folin-Ciocalteau como el mejor para
la determinacion de fenoles totales en plantas melastomataceas debido a su reproducibilidad y facil manejo.
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Abstract

This work describes the standardization and evaluation of three analytical methods to quantify total phenolics
in 70% aqueous acetone extracts from twelve species belonging to the Melastomataceae family; a rich source
in phenolic compounds, mainly hydrolizable tannins. The extracts were evaluated by UV-VIS spectrophotometry
using a direct method (280 nm) and the colorimetric methods of Folin-Ciocalteau (820 nm) and Prussian blue
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(700 nm), using gallic acid as standard.

Key words: Folin-Ciocalteau, hydrolyzables tannins, Melastomataceae Prussian blue.

INTRODUCCION

Los compuestos fenolicos (fenoles y polifenoles)
constituyen un amplio conjunto de metabolitos de
plantas derivados por las dos principales vias de la
aromageénesis, la del shikimato y la del acetato, que
hacen parte integral de la dieta tanto de animales como
de humanos (Bravo, 1998; Haslam, 1996). Han ga-
nado un interés creciente por sus diversas activida-
des biologicas tales como antitumorales (Ito et al.,

2002), antivirales (Lamien et al., 2005), antimicoticos
(Latte y Kolodziej, 2000), antioxidante y captora de
radicales libres (Okuda, 2005; Maldonado et al.,
2005). Algunas especies de la familia Melastoma-
taceae son ricas en polifenoles del tipo taninos
hidrolizables (Isaza et al., 2004; Yoshida et al.,
1999). La extraccion con acetona al 70% y el
uso acetona en el gradiente por etapas para la
separacion cromatografica de estos compuestos
causa interferencia en el monitoreo directo por
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espectrofotometria UV a 280 nm. Ademas, para
la estimacion espectrofotométrica preliminar, tam-
bién interfieren las clorofilas y otros pigmentos.
Con el animo de eliminar estos inconvenientes,
se evaluaron y modificaron los métodos colori-
métricos de Folin- Ciocalteau (Grubesic et al.,
2005; Lastra et al., 2000) y azul de Prusia (Thoss
et al., 2002) para cuantificar fenoles totales en
extractos de plantas utilizando como referencia
el acido gélico.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Las especies Miconia elata
(Sw.) D.C., Miconia minutiflora (Bonpl.) D.C.,
M. dolychorryncha Naud., M. prasina (Sw.)
D.C., M. trinervia (Sw) D. Don ex Loud. fueron
colectadas en el Meta (Colombia) y suministradas
por la Dra. Luz Mila Quifidnez del Herbario de la
Universidad de los Llanos (Villavicencio), Colom-
bia. Tibouchina ciliaris (Vent.) Cogn., T. urvileana
(D.C.) Cogn., Henrietella trachyphylla Triana,
fueron colectadas por el Dr. José¢ H. Isaza en la
vereda Laguneta via Pereira-Armenia (Colombia),
e identificadas por el Dr. Frank Almeda de la Aca-
demia de Ciencias de California (E. U. A.). T. multi-
flora (Gardn.) Cogn., colectada por el Dr. José H.
Isaza en Pereira (Risaralda), Colombia, e identifi-
cada por la Dra. Sussane S. Renner del Missouri
Botanical Garden (E. U. A.). M. aeruginosa Naud
y M. coronata (Bonpl) D.C. colectadas por José
H. Isaza en la vereda la Bananera, orilla del rio Otiin
(Colombia), e identificadas por el Dr. Carlos Parra
del Herbario Nacional de Colombia. Las hojas de
cada especie se secaron al ambiente por 15 dias,
luego se molieron en un molino de cuchillas y poste-
riormente fueron almacenadas en frascos de vidrio.

Extraccion del material vegetal. Para todos los
propositos de este trabajo se hicieron cuatro répli-
cas de cada muestra. Para la determinacion de
fenoles totales, las hojas secas y molidas de cada
una de las especies (0.5 g +/- 0.0005 g) se extraje-
ron con tres porciones de 10 ml en acetona al 70%
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durante treinta minutos cada vez y se centrifugaron
durante 3 minutos a 3000 r.p.m. Los tres sobrena-
dantes se juntaron y se aforaron hasta 100 ml con
agua destilada almacenandolos en frascos herméti-
camente cerrados a 4 °C.

Estandarizacion de las técnicas espectrofoto-
métricas. Se prepard una solucion stock de acido
galico de 250 ppm (25 mg acido galico, 2 gotas de
acido fosforico y completar a 100 ml con agua des-
tilada). A partir de ésta se hicieron diluciones para
cada curva de calibracion. Los espectros UV-vis
se registraron en un espectrofotometro Milton-Roy
Genesis 5 (190-1100 nm) y las medidas cuantitati-
vas se tomaron en un Spectronic Genesis 20 D.

En el método directo para fenoles totales se cons-
truy6 la curva de calibracion con acido galico (1.0-
50 ppm) a 280 nm utilizando como blanco agua
destilada. El rango 6ptimo de trabajo se determind
mediante la curva de Ringbom.

Método de Folin-Ciocalteau. En este método
el reactivo se preparo6 llevando a reflujo por 8
horas una mezcla de tungstato de sodio (10 g),
molibdato de sodio (2.5 g), H,PO, (5 ml) y HCI
concentrado (10 ml). Luego de enfriar al ambien-
te, se adiciond sulfato de litio (16 g) y una gota de
bromo y se refluj6 nuevamente por 15 minutos.
Finalmente se aford a 100 ml con agua destilada.
El reactivo de trabajo se prepar6 diluyendo (1:1)
la solucion anterior con agua destilada (Lastra et
al., 2000). El espectro de absorcion se registré en
celda de cuarzo de 1 cm de paso, entre 350 y
1100 nm utilizando 3.2 ml de solucién de acido
galico (50 ppm), 0.4 ml de reactivo de trabajo y
0.2 ml de carbonato de sodio (20%), aforando a
10 mL con agua destilada. Como blanco se utili-
zaron 3.2 mL de agua destilada y los demas
reactivos. Una vez fijada la longitud de onda de
maxima absorcion, se optimizaron los parametros
temperatura (50, 60, 70 y 100 °C), orden de adi-
cion de los reactivos, volumen de reactivo de
Folin-Ciocalteau (0.2, 0.4, 0.8, 1.2 ml) volumen
de carbonato de sodio (0.2, 0.4, 0.8, 1.6 ml). Con
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las condiciones optimizadas se construyeron las
curvas de calibracion y de Ringbom.

Método del azul de Prusia. Siguiendo el méto-
do modificado de Hagerman (1998), se prepa-
raron soluciones generadoras de color de
K Fe(CN), 0,016 M, FeCl, 0,02 M en HC1 0,10
Ny la solucién estabilizadora con 30 ml de agua
destilada, 10 ml H,PO, 85% y 10 ml goma
arabiga 1%. A partir de la solucidn stock de aci-
do galico, se prepararon diluciones en el rango
de concentracion de 0-5 ppm. La longitud de
onda de maxima absorcion se determind con el
estandar de 2,5 ppm. Se vario el orden de adi-
cion de reactivos, las proporciones de los
reactivos, el pH, los volimenes de acido fosfori-
co, tiempo de espera para adicion de acido fos-
forico y temperatura de reaccion.

Cuantificacion de fenoles totales. Cada una
de las cuatro réplicas preparadas de cada espe-
cie de planta melastomatacea se cuantificd por
las tres técnicas en las condiciones estandarizadas.
En el método directo, los extractos se diluyeron
1/50 0 1/100 para leer la absorbancia a 280 nm
frente a un blanco de agua destilada en una celda
de cuarzo de 1 cm de paso. En el método de
Folin-Ciocalteau todas las réplicas se diluyeron
1/100. La solucién de lectura se prepard con 1
ml de cada dilucion anterior, 0,8 ml del reactivo
de Folin-Ciocalteau y 0,2 ml de Na,CO, 20%
aforados a 10 ml en tubos de 1 cm de paso con
tapa rosca. Se calentaron a 60 °C por 90 minu-
tos y se midieron a 820 nm frente a un blanco
preparado de la misma manera. En el método del
azul de Prusia modificado, cada réplica de cada
extracto se diluy6 1/200 6 1/500, para luego to-
mar 1 ml es ésta, mezclarlo con 1 ml de
K,Fe(CN), 0,016 M, 1 ml de FeCl, 0,02 M en
HCI1 0,10 N, después de 10 minutos se adiciond
1 mlde H,PO, 85% y se aforo a 10 ml con agua
destilada en tubos tapa rosca de 1 cm de paso.
La medida de absorbancia se realizé a 700 nm
frente a un blanco preparado con la metodologia
anterior.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El método directo para la determinacion de fenoles
totales a 280 nm dio un rango lineal de 0-50 ppm
como acido galico; el rango 6ptimo de trabajo ob-
tenido de la curva de Ringbom fue de 5-30 ppm
con una ecuacion de la linea recta C =24,155A
y R?=0,9959. En el método de Fohn Clocalteau

la longitud de onda de méxima absorcion determi-
nada a 820 nm difiere de aquella a 700 nm reporta-
da en la literatura (Lastra et al., 2000). Se obtuvo
un rango lineal de 0-22 ppm como &cido galico,
rango Optimo de 2.0-12 ppm con una ecuacion Cppm
=11,89Ay R?=10,9967. El rango lineal del méto-
do modificado del azul de Prusia modificado fue de
0 a2,5 ppm como acido galico y el rango 6ptimo
de 0,25 a 2,0 ppm, con una ecuacion Cppm =3,165A
y R*=0,999. La mayor sensibilidad es para el mé-
todo de azul de Prusia, sin necesidad de la solucion
estabilizadora con goma arabiga propuesta por
Hagerman, 1988. Por el contrario, el uso de 4cido
fosforico mejord la estabilidad del complejo azul,
pero con un rango lineal muy limitado debido a la
precipitacion a concentraciones mayores de 2,5 ppm
de acido galico. El pH écido fue favorable para la
formacion del complejo azul de Prusia, mientras a
pH neutro y bésico se forma turbidez. El tiempo de
espera para la adicion de acido fosforico mostré un
comportamiento de tres escalones de aumento de
absorbancia, aparentemente relacionados con la
oxidacion secuencial de los tres grupos hidroxilo del
acido galico, a 10, 20 y 30 minutos. Este tlltimo se
mantuvo por 30 minutos mas. Por esta razon se
estandarizé a 10 minutos el tiempo de espera para
la adicién de acido fosforico, con el proposito de
cuantificar los fenoles totales solo con la primera
oxidacion. Este comportamiento se verifico a tem-
peratura ambiente, mientras el aumento en la tem-
peratura de reaccion, produjo turbidez, causando
inestabilidad en las lecturas.

En la figura 1 se muestran los resultados cuantitati-
vos para fenoles totales comparando las tres técni-
cas en las condiciones estandarizadas descritas an-
teriormente en la seccion cuantificacion de fenoles.
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Los porcentajes de error relativo promedio fue-
ron 6,0% en las determinaciones a 280 nm, 5,4%
en el método de Folin-Ciocalteau y 4,2% para el
método del azul de Prusia. Se observa una
sobrestimacion generalizada de fenoles con la
cuantificacion directa a 280 nm con respecto a los
métodos de Folin-Ciocalteau y azul de Prusia. Este
efecto se debe a la contribucion de las absorcio-
nes de las clorofilas y otros pigmentos presentes
en los extractos. En las dos muestras de la espe-
cie T. ciliaris se estim6 un valor mayor por el
método de Folin-Ciocalteau, lo cual puede ser
debido a interferencia positiva de otras sustancias
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tales como aminas alifaticas terciarias, triptofano,
hidroxilamina, hidracina, ciertas purinas, pirroles,
indoles, &cido ascorbico o glutamina y otros agen-
tes reductores organicos e inorgénicos (Ikawa et
al., 2003). Los valores menores obtenidos por el
método del azul de Prusia puede explicarse en el
tiempo de espera de 10 minutos para la adicién
del acido fosforico, el cual esta relacionado con la
primera oxidacion del 4acido galico (trihidroxi-
bencenos), mas facil que en monohidroxibencenos.
Esto esta de acuerdo con la selectividad del mé-
todo del azul de Prusia para polifenoles (Thoss et
al., 2002).
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Figura 1. Comparacion del porcentaje de fenoles totales determinados por tres técnicas espectrofotométricas, directo a 280
nm, Folin-Ciocalteau a 820 nm y Azul de Prusiaa 700 nm. 1.Miconia trinervia, 2. M. Prasina, 3. M. elata, 4. M. dolichorryncha,
5. M. minutiflora, 6. M. aeruginosa, 1. H. trachyphylla, 8. T. ciliaris 1, 9. T. ciliaris 11, 10. M. coronata

Por su facilidad y reproducibilidad se selecciond
el método de Folin-Ciocalteau como mejor méto-
do para la determinacion de fenoles totales en ex-
tractos vegetales en acetona al 70% y como siste-
ma de reaccion post-columna en los sistemas
cromatograficos utilizados para el aislamiento y pu-
rificacion de fenoles y polifenoles en plantas
melastomataceas.
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