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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO COMPARATIVO POR ELECTROFORESIS CAPILAR Y
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA DE CATEQUINAS EXTRAIDAS DE
PLANTAS DE LA FAMILIA LABIACEAE, Y DETERMINACION DE SU ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE™

Autores: Monica Patricia Cala Molina
Angela Maria Vasquez Cardefio™

Palabras clave: Catequinas, CE, HPLC, Plectranthus amboinicus L., Salvia aratocensis, Té
verde, Camellia sinensis, Theobroma cacao.

En la presente investigacion se implementaron las metodologias de analisis por
electroforesis capilar (CE) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para la
separaciéon y cuantificacion en matrices vegetales de las catequinas: (t)-catequina, (-)-
epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epicatequina galato y (-)-epigalocatequina galato. La
cuantificacion de las 5 catequinas se realizo a los extractos acuosos de dos especies de la
familia Labiaceae (Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. y Salvia aratocensis) y con el
proposito de comparacion, fueron incluidas en el estudio el té verde (Camellia sinensis) y el
cacao (Theobroma cacao) dos especies reconocidas mundialmente por su contenido de
catequinas.

A continuacion, se procedio a realizar un estudio comparativo de ambas técnicas empleando
como criterios, las figuras de merito analitica, el tiempo y los costos de analisis. Los
resultados permitieron concluir que HPLC es una técnica mas repetible y reproducible,
mientras que CE resulté ser mas rapida, econémica y menos contaminante; por lo tanto,
HPLC se recomienda para el analisis donde se requiera mayor precision y la concentracion
de los analitos sea menor, y CE para analisis de rutina, tipo screening o prospeccion.

Por otra parte, se evalud la actividad antioxidante y el contenido total de fenoles de las 5
catequinas y los extractos acuosos de las especies en estudio, y se encontré que existe una
relacién directa entre estos valores y el numero de grupos hidroxilo presentes en la
molécula.

* Trabajo de grado.

** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Directores: Elena E. Stashenko y Jairo R.
Martinez.



ABSTRACT

TITLE: DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF CATECHINS EXTRACTED OF
LABIACEAE SPECIES AND COMPARATIVE STUDY OF THEIR QUANTIFICATION BY
CAPILLARY ELECTROPHORESIS AND HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY*

Authors: Ménica Patricia Cala Molina
Angela Maria Vasquez Cardefio™

Keywords: Catechins, CE, HPLC, Plectranthus amboinicus L., Salvia aratocensis, green tea,
Camellia sinensis, Theobroma cacao.

Analytical methodologies based on capillary electrophoresis (CE) and high performance
liquid chromatography (HPLC) for the separation and quantification of catechins in vegetal
matrices were implemented. Standards of (+)-catechin, (-)-epicatechin, (-)-epigallocatechin,
(-)-epicatechin gallate and (-)-epigallocatechin gallate were used during method
development. The method was tested with the determination of these 5 catechins in aqueous
extracts of two Labiaceae species (Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. and Salvia
aratocensis), and of two species recognized worldwide as catechin sources, green tea
(Camellia sinensis) and cacao (Theobroma cacao).

Analytical figures of merit, execution time and cost of analysis, were used to compare both
analytical methods. Results showed that HPLC affords better repeatability and reproducibility,
while CE is faster, less expensive and causes a lower environmental impact; Therefore,
HPLC is recommended for analysis that require greater precision and fewer concentration
analytes, and CE for screening or prospecting routine analysis.

The antioxidant activity and the phenol content were determined for all extracts and
standards. A linear relationship was found between the number of hydroxyl groups and the
measured antioxidant activity.

* Graduation project.
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INTRODUCCION

Las plantas han sido tradicionalmente empleadas para el tratamiento de
numerosas enfermedades, hecho atribuido a su capacidad de sintetizar una
serie de compuestos, principios activos, que emplean para su defensa contra
agentes externos. Entre los compuestos estudiados provenientes de las
plantas, se encuentran las catequinas, flavonoides que, gracias a la
presencia en su estructura de grupos hidroxilo, actuan como eficientes
agentes reductores. El interés suscitado por los derivados catequinicos
surgié tras observar los numerosos beneficios que acarrea el consumo
habitual de alimentos como té, chocolate, vinos, frutas y vegetales, ricos en
estos compuestos. Hoy dia, las investigaciones se enfocan principalmente

en la busqueda de nuevas fuentes vegetales de catequinas.

El analisis de catequinas se ha realizado por diversas técnicas. Entre ellas,
se destacan la electroforesis capilar (CE) y la cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), por su amplia polifuncionalidad, al permitir
simultdneamente una identificacidén y cuantificacion rapidas de diversos tipos
de catequinas, en matrices con diferentes caracteristicas. Aunque ambas
técnicas han mostrado excelentes resultados en cuanto a la separacion de
catequinas, la discusion sobre cual de las dos resulta mas adecuada
continua abierta, ya que cada una presenta diferentes ventajas y
desventajas. En consecuencia, la cantidad de publicaciones encontrada, esta
enfocada al estudio comparativo de las técnicas analiticas en mencion, en

términos de las figuras de mérito, los tiempos de analisis y su costo.
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En esta investigacion, se realizd un estudio comparativo de dos
metodologias, i.e. HPLC y CE, implementadas para el analisis de catequinas
en matrices vegetales. Se analizaron cuatro matrices vegetales, a saber:

Salvia aratocensis y Origanum vulgare L. (Familia Labiaceae), especies
identificadas taxondmicamente en el Herbario Nacional Colombiano de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. Estas dos plantas, se
sembraron en el area de cultivos experimentales del Complejo Agroindustrial
Piloto del Centro de Investigacién de Excelencia, CENIVAM. Asimismo, con
el propdsito de comparacion y validacion, fueron incluidas en el estudio el té

verde (Camellia sinensis) y el cacao (Teobroma cacao).

Las cuatro especies mencionadas se sometieron al mismo procedimiento de
extraccion (agua, cloroformo y acetato de etilo), y a las técnicas analisis y
cuantificacion por HPLC y CE, estas ultimas mediante el empleo de
materiales de referencia certificados (MRC) de algunas catequinas, a saber,
(x)-catequina  ((£)-C), (-)-epicatequina ((-)-EC), (-)-epigalocatequina
((-)-EGC), (-)-epicatequina galato ((-)-ECG) y (-)-epigalocatequina galato
((-)-EGCQG). Finalmente, se evaluaron la actividad antioxidante y el contenido
total de fenoles de cada uno de los extractos y de los materiales de

referencia certificados.

Esta investigacién, presenta un marco tedrico sobre los analitos bajo estudio
(catequinas), las técnicas de analisis (HPLC y CE) y las metodologias para la
evaluacion de la actividad biolégica. Luego, se describe la metodologia
empleada, los resultados obtenidos y, por ultimo, se hacen las conclusiones
y recomendaciones pertinentes. Con los resultados del presente trabajo de
investigacion se espera facilitar la exploracion, analisis o seguimiento de
plantas o productos con altos contenidos de catequinas, utiles como agentes

antioxidantes.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1CATEQUINAS.

1.1.1 Generalidades. Catequinas son compuestos fendlicos clasificados
como “flavonoides del tipo 2-fenilbenzopirano”, presentan un esqueleto
carbonado Cs-C3-Cs, es decir, dos anillos aromaticos enlazados por un
heterociclo oxigenado que tiene tres atomos de carbono vy, debido al grado
de oxidacion en su estructura, se conocen también como “flavan-3-oles”.
Estructuralmente estan constituidas por dos sistemas, producto de las rutas
biosintéticas a través de las cuales tienen origen, la del shikimato y la del
acetato [1,2]. Estos sistemas son: sistema benzoilo (anillo A) y el sistema
cinamoilo (anillo B) (Figura 1). Ademas, las catequinas tienen dos carbonos
quirales (C,, C3), razon por la cual presentan el fenomeno de rotacion optica,
dando lugar a cuatro formas O&pticamente activas (dos racémicas) [3],

dependiendo de los sustituyentes que las conforman.

Figura 1. Estructura general de las catequinas.

HO_ -
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Las catequinas se caracterizan por ser solidos blancos a temperatura
ambiente, de relativamente elevado peso molecular (> 250 g/mol), puntos de
fusion altos y son solubles en solventes polares. El espectro de absorcion
UV-Vis es caracteristico para los flavonoides en general, presenta dos
bandas de mayor intensidad, la primera entre 210 — 240 nm, a razén del
sistema benzoilo y otra banda entre 280 — 350 nm, debido al sistema
cinamoilo. La maxima absorbancia a una determinada longitud de onda
depende del numero, posicién y tipo de sustituyentes adicionales. Asi, la
sustituciéon orto- y meta- en el anillo B, tienen por resultado un cambio
batocrémico de las bandas de mayor absorcion, mientras que el grupo galato
(C3) induce un cambio hipsocromico, ademas de un ensanchamiento de las
bandas. Puede darse el caso que aparezca una tercera banda entre estos
dos maximos, siempre que los sustituyentes estén conjugados con el anillo

aromatico [4].

Las catequinas se encuentran de manera exclusiva en las plantas como
metabolitos secundarios, que las protegen de los potenciales dafos
ocasionados por los radicales generados durante el proceso de fotosintesis,
y actuan como antioxidantes [5,6]. Se encuentran distribuidas en todas las
partes de la planta, hojas, tallos, flores y frutos, ya sea como moléculas libres
0 como monomeros constituyentes de proantocianidinas o taninos
condensados. Constituyen el grupo de flavonoides mas estudiados, debido a
su presencia en alimentos de consumo diario y a los potenciales beneficios
para la salud en el tratamiento de problemas circulatorios, arteriosclerosis,
trombosis arteriales, entre otros padecimientos [7]. En la actualidad, debido a
su comprobada capacidad de inhibir la oxidacién lipidica y atrapar radicales,
se utilizan como aditivos en carnes de todo tipo y como suplementos en

crecimiento, para animales, destinados para consumo humano [8].
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Entre las catequinas de mayor distribucién en las diferentes matrices figuran
las siguientes: (z)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina,

(-)-epicatequina galato y (-)-epigalocatequina galato (Figura 2).

Figura 2. Catequinas comunmente encontradas en matrices vegetales.
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Dentro de las principales fuentes de catequinas conocidas hasta el momento,
se encuentran algunas plantas como la especie Camellia sinensis [9],
reconocida en el mundo por ser empleada en la preparacién de las diversas
clases de té, y la especie Theobroma cacao [10,11], nombre cientifico del
arbol de cacao, de cuyo fruto se obtiene una gran cantidad de productos,
ademas de algunas frutas, alimentos y bebidas de consumo masivo como

vinos, chocolate, café, entre otros (Tabla 1).
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Tabla 1. Catequinas estudiadas en alimentos y plantas.

Matriz Catequinas Ref.
Bibliogréafica
Bebidas
Té verde (+)-C, (-)-EC, (-)-EGC, 9,12,13
(-)-EGCG, (-)-ECG, (+)- 14,15
GC
Té negro (+)-C, (-)-EC, (+)-GC, 14,15,16
(-)-EGC (-)-ECG, (-)-
EGCG
Chocolate (+)-C, (-)-EC 17
Vino (+)-C, (-)-EC 18,19, 20
Jugo de uva (+)-C 21
Jugo de manzana (+)-C, (-)-EC 22,23
Granos
Lentejas (+)-C, (-)-EC 24
Café (+)-C, (-)-EC 25
Frutas
Manzana, durazno, (+)-C, (-)-EC 26
pera, uva, ciruela,
cereza, meldn.
Cacao (+)-C, (-)-EC 27
Plantas
Theobroma cacao (+)-C, (-)-C, (+)-EC (-)-EC 10, 11
Foeniculum vulgare (+)-C, (-)-E 28
Geranium purpureum
Nepeta cataria
Ruta graveolens
Styrax officinalis
Urtica dioica
Otros
Levadura (+)-C 29
Trigo (+)-C 30

1.1.2 Comercio. Comercialmente, las catequinas se promocionan como
extracto de té verde obtenido de la especie Camellia sinensis, que se utilizan
como antioxidantes en productos cosméticos y alimenticios [8], en dietas
para disminuir de peso [31], como saborizantes en bebidas dietéticas [32],

entre otros; los mayores productores de estos extractos se encuentran en
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Asia y Europa (Figura 3), principales productores, procesadores vy

comercializadores de té en el mundo.

Figura 3. Productores, procesadores y comercializadores de extractos de té

verde, por pais [33].
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Aunque el auge de productos ricos en antioxidantes es reciente y los indices
de produccion y comercio no alcanzan cifras importantes, se estima que el
crecimiento anual del mercado para estos productos esta en el rango del 3 —
4%, con tendencia al aumento, dado el creciente interés mundial por el
consumo de productos de origen natural [34]. Ademas, cabe destacar la
reciente aparicion de un medicamento aprobado por la FDA, con base en
extracto de té verde para el tratamiento tdpico de verrugas genitales [35], y el
reconocimiento por parte de las organizaciones internacionales como FAO y
WHO, de sus beneficios para el tratamiento de algunos padecimientos, tales

como ansiedad, cancer de pulmoén y arterosclerosis, entre otros [36, 37].

1.1.3 Actividad antioxidante. Las catequinas, como principales
constituyentes del té, han sido objeto de diversos estudios, encaminados a la
busqueda de una posible actividad biolégica que explique los multiples
beneficios atribuidos al consumo regular de té verde. La actividad biolégica
estudiada es la actividad antioxidante. Para evaluarla, se han utilizado
diversos métodos, que han permitido establecer un posible mecanismo de

accion de catequinas frente a la presencia de sustancias oxidantes. Es asi
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como la reaccién con un radical DPPH’, el aislamiento y la posterior

identificacion de sus productos de reaccion, han permitido proponer un

mecanismo de inhibicion del radical DPPH’ por compuestos fendlicos, que

podria explicar los potenciales beneficios atribuidos a estas sustancias

(Figura 4)[38, 39].

Figura 4. Mecanismo propuesto de inhibicién del radical DPPH  por

compuestos fendlicos [40].

1 R1

R
DPPH" DPPH-H
Rx OH ;A» Rx
OH

R

o

A

Rx
H

Ol (e}

R

(0]

X Rx

X
Tautomerismo
O ‘ — O O
HO R1 HO R1 HO Ry R4
H H

OH

Ri
OH -—> Rx OH
0
H o
H'
H
o

R1

OH

OH

Catequina | R;= | Configuracion | Ry=

o 2R-, 3S-
o (£)-C H OH

2S-, 3R-

Ry =

§ (-)-EC H |2R- 3R- OH
HO R2 (-)-EGC OH | 2R-, 3R- OH
(-)-ECG H |2R-, 3R- GA
(-)-EGCG | OH | 2R-, 3R- GA

30



Este mecanismo podria explicar las propiedades medicinales atribuidas a
estos compuestos en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la
accion de radicales, ya que a diferencia de otros reconocidos antioxidantes,
la reaccién de las catequinas frente a compuestos radicalarios genera
especies menos reactivas que no dan lugar a nuevas reacciones de
oxidacion [40]. Los estudios mencionados también han permitido establecer
que la actividad antioxidante de las catequinas depende de su estructura
quimica, en especial, de los dos rasgos estructurales fundamentales, a

saber:

¢ Presencia de grupos hidroxilo en las posiciones C3’y C5'.

¢ Presencia del grupo galoilo en la posicién 3.

Estas caracteristicas permiten establecer diferencias en su capacidad de
atrapar radicales, de acuerdo con los grupos sustituyentes que conforman
cada catequina. De esta manera, se ha logrado establecer que la (-)-EGCG y
la (-)-ECG, gracias a la presencia del grupo galato en sus estructuras,
presentan la mayor capacidad antiradicalaria, seguidas de la (-)-EGC, con
tres grupos hidroxilo en el anillo B (C3’, C4’, C5’) y, por ultimo, la (x)-C y la

(-)-EC, las cuales carecen del grupo hidroxilo en C5’ [40].

1.2 FAMILIA LABIACEAE.

La familia de las Labiadas esta constituida de ca. 200 géneros que agrupan
cerca 3000 especies de plantas, distribuidas por todo el mundo,
especialmente, en la cuenca mediterranea, donde cuentan con especial
reconocimiento por sus propiedades medicinales y organolépticas, razén por
la cual han sido empleadas durante afios para el tratamiento de algunos

padecimientos de la salud y como condimentos y especias en la cocina [41].
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Esta familia de plantas esta conformada por hierbas perennes, algunos
subarbustos y, en menor proporcion, arbustos y trepadoras. Deben su
nombre (Labia, en latin “labio”) a la forma caracteristica de su flor, que
cuenta con cinco pétalos fusionados en forma de boca con un labio superior,
generalmente, bilobulado y mas corto, y uno inferior, trilobulado. Las hojas de
estas plantas no estan divididas y sus tallos son lefiosos y no superan los
2.5 m de altura; crecen en climas preferentemente humedos y se adaptan
facilmente a diversas condiciones del suelo y terreno, caracteristica favorable
al momento de contemplar su agroindustrializaciéon (cultivo a gran escala)
[42]. Entre las plantas mas conocidas pertenecientes a esta familia se
encuentran las siguientes: el toronjil (Melissa officinalis), el orégano
(Origanum vulgare L.), el romero (Rosmarinus officinalis), la salvia (Salvia
officinalis) la menta (Mentha piperita), el tomillo (Thymus vulgaris) y el hisopo

(Hyssopus officinalis) [43].

1.2.1 Origanum vulgare L. La planta se conoce como “orégano comun”, es
una planta herbacea, perenne, de la familia Labiaceae (Figura 5), cuyas
hojas son muy utilizadas en la cocina mediterranea como condimento. Es
originaria de la cuenca mediterranea, Oriente Medio y Arabia, y crece
principalmente en las colinas secas y soleadas. Se cree que fue introducida a
nuestro pais desde la época de la Conquista, tiempo desde el cual ya era
conocida por sus propiedades organolépticas y medicinales. La hoja del
orégano se utilizaba por los griegos antiguos para tratar el asma, la

indigestidn, y el dolor de cabeza [44].
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Figura 5. Especie de Origanum vulgare L.

Estudios previos han demostrado que los extractos metandlicos de esta
planta contienen una gran variedad de compuestos fendlicos. De esta
manera, Kikuzaki y Nakatani aislaron cinco compuestos fendlicos de las
hojas del orégano. Entre éstos, el acido rosmarinico presentd la
concentracion mas alta [45-48], compuesto que ha mostrado sus
capacidades antirradicalaria y antiinflamatoria importantes. Otros compuestos
de interés, aislados de esta planta, acidos caféico y cumarico y quercetina,

son efectivos agentes antimicrobianos [49].

Puertas, Hillebrand, Stashenko y Winterhalter [50] hallaron actividad
antioxidante en el aceite esencial del orégano. Cervato et al. encontraron
actividad antirradicalaria en extractos acuosos y metandlicos de hojas del
orégano [44]. También, en los extractos del orégano estan presentes
compuestos fendlicos tales como luteolina [51], hispidulina, apigenina [48],
acacetina, diosmetina, herbacetin [52], quercitina y naringenina [53]. La
flavona-1 es uno de los compuestos mas importantes en términos de
abundancia en los extractos analizados, el cual demostr6 una estrecha

relacion con la actividad antioxidante [54].
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Aunque aun no se encuentran reportes acerca del contenido de catequinas
en los extractos de la especie Origanum vulgare L., los estudios realizados
en busqueda de compuestos fendlicos y la capacidad antirradicalaria de sus
extractos, permiten considerar esta planta como una posible fuente de

catequinas.

1.2.2. Salvia aratocensis. La especie Salvia aratocensis se encuentra
ubicada en la regién meridional del Cafdn del Chicamocha [55], es una de
las nuevas especies identificadas pertenecientes al género Salvia, razén por
la cual los estudios sobre ésta permanecen restringidos al ambito nacional
[56] y aun no se reportan estudios sobre el contenido de catequinas en sus

extractos (Figura 6).

Figura 6. Especie de Salvia aratocensis.

Esta especie se encuentra ocasionalmente entre las plantas medicinales que
se venden en las plazas de mercado, con el nombre genérico de Salvia,
(quizas por el ligero parecido de esta especie con la Salvia officinalis). Se
emplea habitualmente en medicina en la zona del altiplano cundiboyacense

para el tratamiento de las dolencias de rifidn [57].
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Los diversos estudios realizados a otras especies pertenecientes al género
Salvia sirven como referencia para la especie Salvia aratocensis, ya que no
se encuentran reportes respecto a la composicion quimica de sus extractos.
El género Salvia es una fuente rica de polifenoles, de los cuales 160 han sido
identificados. La naturaleza de estos polifenoles se ha divulgado junto con
datos de su bioactividad, en un esfuerzo por demostrar el rapido desarrollo
en la fitoquimica y los usos terapéuticos del género Salvia. Sin embargo, en
estos ultimos afios la atencidn ha estado dirigida a los componentes
biolégicamente activos, solubles en agua. Estos estudios, particularmente,
realizados en China, han conducido al aislamiento y a la identificacién de
metabolitos derivados del acido caféico, muchos de los cuales poseen
variedad de actividades biolégicas, e.g antioxidante, antitumoral y antiviral
[58].

Los acidos fendlicos polares constituyen la parte principal de los
componentes solubles en agua del género Salvia. Los mondmeros que
frecuentemente se presentan en las especies de Salvia estan representados

por acidos caféico, lactico y ferulico.

Prokonenko, et al. [59] y Ulubelen, et. al. [60], encontraron que en diferentes
especies del género Salvia se presenta gran variedad de compuestos

fendlicos, especialmente, flavonas, flavonoles y sus glicosidos.

Asen, en 1961 [61], encontrd, que las antocianinas son particularmente
abundantes en las flores rojas y purpuras de algunas Salvias. En 1977 Murko
y Baldasar [62] reportaron la presencia de proantocianidinas o taninos
condensados en la especie Salvia officinalis, compuestos polifendlicos de
considerable interés comercial, por ser colorantes naturales de baja
toxicidad. En el 2007, se reportd la actividad antioxidante del extracto
etandlico de esta especie, evaluada a través del ensayo de descoloramiento

del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo, DPPH’, y el contenido total de fenoles
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mediante el método de Folin-Ciocalteu; se determind la actividad antioxidante
superior a la reportada para la vitamina E [56], hecho que justifica el estudio
de esta especie como posible fuente de catequinas debido a las reconocidas

propiedades antioxidantes de estos compuestos.

1.3 DETERMINACION Y ANALISIS DE CATEQUINAS.

Debido a las propiedades fisico-quimicas de las catequinas, elevado peso
molecular, naturaleza polar y alto punto de fusién, para la determinacién y
analisis de éstas en diversas matrices, se han empleado fundamentalmente
dos técnicas de analisis: cromatografia liquida de alta eficiencia y

electroforesis capilar, en sus diferentes modalidades [63].

1.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia. Este tipo de cromatografia
representa una de las herramientas mas empleadas en los laboratorios
analiticos, gracias a que permite el analisis de una amplia variedad de
moléculas, particularmente, de alto peso molecular y termolabiles, que no se

pueden separar por cromatografia de gases.

Para el caso especifico de las catequinas, la técnica HPLC ha permitido la
identificacion de estas moléculas en diversas matrices, empleando
principalmente la cromatografia liquida en fase reversa, cuando la fase
estacionaria es de mucho menor polaridad que la fase movil; asi, la fase
estacionaria retendra con mayor fuerza los analitos menos polares,
permitiendo que el orden de su elucion sea del mas polar al menos polar
[64]. En cuanto a la fase movil, se han utilizado mezclas de agua y
modificadores organicos como acetonitrilo, metanol, tetrahidrofurano, entre
otros. Estos solventes pueden ser utilizados cada uno por aparte o como
mezclas, dando la opcion de utilizar una fase mévil de composicion constante

(elucion isocratica) o variable, con el fin de dar a la fase movil diferentes
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grados de polaridad (elucién en gradiente), durante el tiempo en el que los

analitos pasan por la columna.

Para la deteccién de las catequinas, uno de los detectores mas utilizados es
el de arreglo de diodos ultravioleta-visible (DAD UV-Vis), porque ha mostrado
buena sensibilidad y amplio rango dinamico lineal; permite trabajar en el
rango aproximado entre 190-1100 nm, ademas se obtienen tanto
cromatogramas, como los espectros UV-Vis de cada uno de los
componentes de la mezcla. Lo mencionado anteriormente ofrece un criterio
mas amplio para llevar a cabo el analisis de componentes, puesto que se
puede realizar su identificacibn mediante comparacién de tiempos de
retencidn y espectros UV-Vis con los del respectivo material de referencia
certificado [65].

1.3.2 Electroforesis capilar. Electroforesis capilar es un método micro-
analitico, aplicable para analisis de una amplia gama de compuestos,
incluyendo productos naturales y metabolitos de la planta. CE proporciona
ventajas en términos de velocidad, bajo costo y simplicidad. Por tanto, este
método se puede emplear como una excelente alternativa para analisis de

sustancias fitoquimicas [66].

En esta técnica, la separacion de los analitos se basa en las diferencias de
las movilidades electroforéticas de los solutos ionicos que determinaran la
migracion de los analitos a través del capilar bajo la accion del campo
eléctrico aplicado, que ocasiona que lleguen al detector en tiempos
diferentes. La movilidad electroforética de un soluto es funcion de su carga,
del radio (suponiendo una geometria esférica) y de la viscosidad del medio
[67]. Por tanto, a mayor carga y menor radio, mayor sera su movilidad
electroforética, siendo estos analitos los primeros en ser detectados. El
medio en donde se realiza la separacidon es una solucion buffer (SB),

caracteristica para cada clase de analito. En el caso de las catequinas,
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cuando el detector empleado es de absorcion UV o UV-Vis, se busca una SB
de baja absortividad molar para que la deteccién se realice de manera
directa, es decir, por aumento de la sefal cuando cada catequina pase por el

detector, aprovechando que éstas tienen una absortividad molar (§) alta [68].

Entre las modalidades de CE utilizadas para la separacion de catequinas se
encuentran principalmente las siguientes: electroforesis capilar de zona
(CZE) [12, 69], utilizada para el andlisis de sustancias cargadas, y
cromatografia electrocinética micelar (MECK), para el analisis de sustancias
neutras [70, 71]. Para el caso de MECK la movilidad electroforética de los
analitos se ve afectada por la presencia y la clase de un surfactante utilizado,
respecto a la carga y radio de las micelas que lo conforman. Por tanto, el
orden en que llegan al detector los analitos dependera especificamente de su

interaccion con la micela.

En determinacion y cuantificacién de catequinas, se han utilizado estas dos
modalidades con bastante éxito, gracias a la posibilidad de cambiar el pH de
la SB, permitiendo de esta manera tener las catequinas como moléculas

cargadas o neutras.

1.3.3 Comparacion entre las técnicas analiticas. Las técnicas analiticas
CE y HPLC, han sido exitosamente empleadas para la identificacion y la
cuantificacion de catequinas en diferentes matrices. Sin embargo, las
diferencias en cuanto a mecanismos de separacion de los analitos e
instrumentacién, han generado un debate que permanece abierto en cuanto
a las ventajas y desventajas que estas técnicas presentan, hecho que ha

generado numerosos estudios de tipo comparativo.

Algunos de estos estudios demuestran que mientras la CE resulta mas
ventajosa en términos de costo, debido al gasto reducido de solventes, la

HPLC es mas sensible, y permite detectar concentraciones hasta de 0.05
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Mg/mL [72]. De manera similar se ha llegado a considerar que la CE resulta
util para realizar analisis preliminares o cualitativos debido a los tiempos de
analisis cortos, mientras que la HPLC es mas sensible y resulta mucho mas
util para analisis de tipo cuantitativo en muestras diluidas [73]. Se estima,
que los limites de deteccion minimos en CE se encuentran entre 0.1 — 0.5
Mg/mL, mientras que los limites de deteccion por HPLC han alcanzado
rangos entre 0.01 — 0.03 pg/mL, dependiendo del detector empleado para los

andlisis [74].

Vale la pena resaltar que para analisis cuantitativos, cuando se cuente con
poca cantidad de muestra y la concentracion de analitos se encuentre en
rangos detectables por ambas técnicas, la CE podria ser la técnica
apropiada, ya que para realizar los analisis solo se necesitan entre 5 — 50 nL

de muestra [75].

Se han estudiado la robustez de la técnica y la instrumentacion empleada.
Los resultados demuestran que la HPLC resulta ser mas robusta por ser
menos dependiente de la matriz de origen de los analitos. Por tanto, los
meétodos implementados para esta técnica pueden ser aplicados a diferentes
matrices [72, 76].

También se han evaluado algunos criterios cromatograficos, los cuales han
permitido establecer en general, que por HPLC se alcanza una mayor
resolucion, debido a la posibilidad de variar la composicion de la fase movil
durante los analisis; mientras que la CE resulta mucho mas eficiente en
términos del numero de platos tedricos calculados, debido al perfil plano del

flujo que llega al detector [67].

En resumen, se ha podido establecer que HPLC resulta mas util para el
analisis cuantitativo de catequinas a nivel de trazas en diversas matrices,
mientras que CE resulta mas ventajosa para analisis cualitativo o cuantitativo

en muestras mas concentradas [74].
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2. CIENCIOMETRIA

La cienciometria es un instrumento que nos permite cuantificar la actividad
cientifica en funcion de tiempo. Los analisis cienciométricos analizan la
ciencia como una disciplina o actividad econémica, comparan las politicas de
investigacion desarrolladas por distintos paises y sus resultados desde una
perspectiva econdmica y social. Algunas de las herramientas fundamentales
utilizadas para realizar el ejercicio de la cienciometria son las bases de datos

de articulos y patentes [76].

Con el objetivo de analizar el estado actual de las investigaciones acerca de
las catequinas en plantas, se realizé un estudio cienciométrico de la
produccion cientifica existente utilizando dos bases de datos, Elsevier

(Scopus) y Web of Science (ISI Web of Knowledge, Thomson, Version 3.0).

2.1 Base de datos Elsevier (Scopus) y Web of Science.

2.1.1 Catequinas en plantas. Segun los resultados obtenidos en el estudio
cienciométrico sobre catequinas en plantas, se observa que éstos se han
desarrollado principalmente en Estados Unidos y paises europeos (Figura
7), en las areas de agricultura, quimica y medicina (Figura 8). Esto se puede
interpretar como una consecuencia del creciente interés mundial por
compuestos de origen natural, con capacidad antioxidante, presentes en
alimentos de consumo masivo, y su incidencia en la prevencién y el

tratamiento de diversos problemas de salud.

40



Figura 7. Relacién paises — numero de publicaciones sobre catequinas en

plantas.
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AND TITLE-ABS-KEY (plants))

Se observa un interés principalmente hacia la llamada “dieta mediterranea”,
propia de regiones europeas en la cuales se ha demostrado una favorable
reduccién en los casos de enfermedades relacionadas con procesos de
oxidacion 'y presencia de radicales, tales como enfermedades
cardiovasculares y mal de Parkinson, entre otras. Los estudios mencionados
han tenido numerosas publicaciones en los ultimos siete anos (Figura 9), en

reconocidas revistas especializadas del mundo (Figura 10).
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Figura 8. Relacion area- numero de publicaciones sobre catequinas en

plantas.
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Figura 9. Relacion afio- numero de publicaciones sobre catequinas en

plantas.
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Figura 10. Relacién revista — numero de publicaciones sobre catequinas en

plantas.
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En el estudio de catequinas en plantas se encuentra un gran numero de
patentes, siendo la US Pattent Office (USPTQO) y World Intellectual Property
Organization (WIPO) las oficinas con mayor numero de patentes registradas
(Figura 11). Estas patentes estan relacionadas con la produccidon de

extractos de plantas con contenido alto de catequinas, empleadas en la
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prevencion del cancer, enfermedades degenerativas de Alzheimer, Parkinson

y cardiovasculares.

Figura 11. Relacién patentes — numero de publicaciones sobre catequinas

en plantas.
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Fuente: Scopus. Periodo de observacion: 2001 - 2007. Fecha de consulta: 11 de agosto
de 2007. Ecuacién de busqueda: (TITLE-ABS-KEY(catechins) AND TITLE-ABS-
KEY (plants))

2.1.2 Determinacién de catequinas por HPLC. De acuerdo con el estudio
cienciométrico realizado sobre la determinacién de catequinas en plantas por
HPLC, se observa que un gran numero de paises emplea esta técnica
(Figura 12), lo cual evidencia el interés generalizado de la comunidad
cientifica por este tipo de compuestos y como esta técnica gradualmente
toma mayor relevancia como herramienta de analisis gracias a sus multiples
ventajas. En la Figura 13, se observa el numero de publicaciones sobre este
tipo de compuestos, realizados en los ultimos siete afios que se han

realizado (Figura 13).
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Figura 12. Relacion paises — numero de publicaciones sobre catequinas en

plantas analizadas por HPLC.
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Dadas las diversas aplicaciones que se han encontrado para catequinas, las
areas de estudio de estos compuestos comprenden diversas ramas de la
ciencia entre las cuales se destacan agricultura, quimica y ciencia de las
plantas (Figura 14), cuyo principal interés radica en el estudio de varias
actividades biolégicas atribuidas a estos compuestos. Estos estudios han
sido tema de interés de diversas publicaciones especializadas sobre
productos naturales y alimentos, industrias en las cuales estos compuestos

han encontrado su principal aplicacion (Figura 15).
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Figura 13. Relacion afio- numero de publicaciones sobre catequinas en

plantas analizadas por HPLC.
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Figura 14. Relacién area — numero de publicaciones sobre catequinas en

plantas analizadas por HPLC.
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Figura 15. Relacién revista — numero de publicacion sobre catequinas en

plantas analizadas por HPLC.
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La mayor parte de las patentes relacionadas con el estudio de catequinas
empleando HPLC, se encuentran en la oficina de patentes de Estados
Unidos y en la WIPO (Figura 16). Estas patentes estan enfocadas al estudio
del tipo y contenido de catequinas en los extractos de plantas, en especial,

del té verde.
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Figura 16. Relacibn numero — patentes sobre catequinas en plantas

analizadas por HPLC.
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2.1.3 Determinacion de catequinas por CE. Los resultados obtenidos del
estudio cienciométrico sobre catequinas en plantas por CE, permiten
observar cdmo un numero apreciable de paises (Figura 17) ha aprovechado
las ventajas que ofrece esta técnica y como en los ultimos siete afos (Figura
18) los estudios relacionados con este tema se han incrementado

considerablemente.

Respecto a las areas en las cuales se han desarrollado los estudios sobre
catequinas utilizando CE, se destacan, principalmente, quimica, bioquimica y
ciencia y tecnologia de alimentos (Figura 19), hecho que no sorprende,
porque justamente estas areas, indistintamente de la técnica analitica
empleada, han mostrado mayor interés en estos compuestos y en sus

potenciales aplicaciones. Los estudios realizados pueden encontrarse en
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reconocidas publicaciones de orden mundial relacionadas, principalmente,
con la quimica analitica, agricultura, productos naturales y alimentos (Figura
20).

Figura 17. Relacion paises — numero de publicaciones sobre catequinas

analizadas por CE.
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Figura 18. Relaciéon afio — numero de publicaciones sobre catequinas,

analizadas por CE.
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Figura 20. Relacion tipo de revista — numero de publicaciéon sobre

catequinas analizadas por CE.
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Para el estudio de catequinas, utilizando electroforesis capilar, se encuentran
varias patentes, aunque en menor cantidad que las reportadas utilizando
HPLC. La oficina de patentes de los Estados Unidos tiene el mayor numero

de patentes, seguida de la WIPO (Figura 21).
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Figura 21. Relacion patentes — numero de publicaciones de catequinas

analizadas por CE.
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En la Tabla 2, se muestra un resumen de los resultados obtenidos del
estudio cienciométrico sobre catequinas analizadas por HPLC y CE. Se
observa, que para ambos casos, las revistas con mayor numero de
publicaciones y las areas de aplicacion, estan relacionadas con las ciencias
de separacion, alimentos y agricultura, lo cual significa que ambas técnicas
han despertado el interés de la comunidad cientifica con fines similares.
Ademas se encontré un numero superior de publicaciones realizadas para
catequinas analizadas por CE, lo cual puede sugerir que dicha técnica
presenta determinadas ventajas sobre HPLC, por tanto, se hace necesario
realizar un estudio comparativo sobre estas dos técnicas aplicadas a
catequinas, con el objetivo fundamental de establecer bajo qué condiciones

resultan éstas ser ventajosas.
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Tabla 2. Resumen comparativo de los resultados obtenidos del estudio cienciométrico sobre catequinas analizadas por

HPLC y CE.
Observable
Scopus Web of Science Scopus Web of Science
Numero de
publicaciones 23 10 26 55
Qrﬁi‘;ggn Agricultura Quimica Agricultura Quimica
P Quimica Ciencias de las plantas Bioquimica Bioquimica
Medicina Bioquimica Quimica Ciencias de alimentos
Revistas . .
J. Ag(/c. Food. Chem., J.' Agric. Food. Chem., Electrophoresis, J. Chromatogr. A.,
J. Liq. Chromatogr. J. Liq. Chromatogr. Related . ;
J. Agric. Food. Chem., Electrophoresis,
Related Technol., Technol., J. Chromatoar. A Food. Chem
Food. Chem. J. Chromatogr. A. ’ gr. A ' '
Paises Japon Alemania Italia EE.UU.
EE.UU EE.UU Japon Italia
Brasil Brasil China China
Oficinas de
patentes
USPTO 190 58
WIPO 124 37
EPO 21 4
UKIPO 1 0
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1 Reactivos y solventes. Se emplearon los siguientes reactivos: acido
galico (98%) (Madrid, Espafia), reactivo de Folin—Ciocalteu (2N) (Buchs,
Suecia) de Aldrich Chemical Co. Inc.; vitamina E (97%), Trolox® (97%),
DPPH" (90%) (Milwaukee, WI, EE.UU.) de Aldrich Chemical Co. Inc.; etanol
(99.8%), acido acético (98%), Riedel-de Haén, de Sigma-Aldrich (Buchs,
Suiza); agua, metanol, acetonitrilo grado HPLC y acido clorhidrico (37% p/v)
marca J.T Baker (México, D.F., México); acido borico (99.8%) de Carlo Erba
(Milano, ltalia) y carbonato de sodio, hidrogeno fosfato de sodio (99%),
hidréxido de sodio (99%), dodecil sulfato de sodio (99%) de Merck

(Darmstand, Alemania).
3.1.2 Material de referencia certificado. En la Tabla 3 se reportan las
especificaciones comerciales de los patrones de referencia, empleados en

este estudio.

Tabla 3. Especificaciones del material de referencia certificado.

Sustancia Pureza Numero de Lote*
(x)-Catequina (99%) 116K2506
(-)-Epicatequina (99%) 047K1193
(-)-Epigalocatequina (99%) 126K1549
(-)-Epicatequina galato (98%) 037K1445
(-)-Epigalocatequina galato (95%) 047K1442

* Proveedor: Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU.)

3.1.3 Material de laboratorio. Se utilizaron los siguientes materiales de
laboratorio: balanza analitica AG 285 y pHmetro MPC227 de Mettler Toledo
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(Schwerzenbach, Suiza), bafio ultrasonico LC-20H de Ultrasonic (Darmstadt,
Alemania), pipetas volumetricas de 2, 5, 10 mL, balones aforados de 2, 5, 10,
25, 50, 100, 200 mL, vasos de precipitado de 100, 150, 600 mL, embudo de
decantacion, Erlenmeyers de 50 mL y tubos de ensayos.de Scott (Texas,
EE.UU). Frascos plasticos esterilizables de 250 mL, micropipetas de 2-20,
25-250, 100-1000 pL, puntas plasticas para micro pipetas, tubos cénicos de
poli(propileno) de 1.5 mL de Brand (Wertheim, Alemania), jeringas plasticas,
filtro de acetato de celulosa de 0.22 ym de National Scientific (Oxfordshire,
UK), filtros de membrana PVDF de 0.45 uym de Millipore (Sao Pablo, Brasil)

microgeringa para inyeccion de 50 pL de Agilent (Melbourne, Australia.).

3.2 MATERIAL VEGETAL.

Las especies estudiadas fueron recolectadas de la regién del Chicamocha
(Santander) en una de las expediciones realizadas por Fundacofan (Cali),
con el apoyo logistico y financiero de la Union Temporal, CENIVAM,;
posteriormente, fueron identificadas en el Herbario Nacional de Colombia
(HNC), Instituto de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Colombia,

sede Bogota, donde reposan los pliegos testigos de cada especie (Tabla 4).

Tabla 4. Identificacidén taxonémica de las especies bajo estudio.

Especie N° COL Autor
Salvia . N° Col 517740 Dr. Jo§e Luis
aratocensis Fernandez

La muestra de Cacao (Theobroma cacao) estudiada, fue colectada en la
vereda El Rincon, a 6 km, sobre la via que comunica con el municipio del
Socorro (Santander) y té verde (Camellia sinensis) fue adquirido en el

mercado local.
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3.3 IMPLEMENTACION DE LA METODOLOGIA DE ANALISIS DE
CATEQUINAS POR HPLC.

El analisis cromatografico se realizd usando un cromatografo Agilent
Technologies 1200, que consta de una bomba cuaternaria Agilent
Tecnologies G1354A, un inyector manual Agilent Tecnologies Series 1200
G1328B y un detector UV-Vis de arreglo de diodos G1315B, con una
columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 ym). El
procesamiento de los datos se realizé a través del sistema de datos Agilent
ChemStation LC (Figura 22).

Figura 22. Cromatografo liquido de alta eficiencia Agilent 1200 Series.
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3.3.1 Pruebas preliminares para HPLC. Para el analisis simultaneo de las
catequinas, (%)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG, se probaron
diferentes condiciones, longitud de onda, composicion de la fase mdvil y

temperatura.

o Seleccién de la longitud de onda: La longitud de onda de trabajo se
seleccion¢ teniendo en cuenta la maxima absorbancia; para ello, se tomaron
los espectros ultravioleta-visible de cada uno de los analitos, realizando un

barrido en la regién de 190 a 900 nm.

o Seleccion de la fase movil: Se probaron diferentes mezclas de
solventes, ie. metanol:agua, metanol:acetonitrilo, metanol:agua:acido
acético, metanol:agua:acido fosférico y acetonitrilo:agua, a 40°C y flujo de 1
mL/min [78, 79, 80].

o Seleccién de la temperatura de analisis: Se evaluaron 3
temperaturas de trabajo, i.e. 30, 35y 40°C, con el fin de observar el efecto de
esta variable sobre la viscosidad de la fase movil, la separacion de los

analitos y su tiempo de elucion.

3.3.2 Disefio experimental para HPLC. Con el fin de establecer las mejores
condiciones de analisis, se aplicd un disefio experimental central compuesto
3® (Figura 23), teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas

preliminares.
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Figura 23. Disefio experimental central compuesto 3°.
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Las siguientes fueron variables consideradas: porcentaje de metanol y acido
acético en la fase movil y temperatura. Las variables con sus niveles
maximos (simbolizado como +1) y minimos (simbolizado como -1) se

observan en la Tabla 5.

Tabla 5. Variables y niveles del disefio experimental central compuesto 3°.

VARIABLES NIVELES
Metanol, % 15 18 20
Temperatura, °C 30 35 40
Cantidad de acido 0 0,1 0,3

El disefio experimental central compuesto 3° completo se observa en la
Tabla 6. En este caso, se exploré con mas detalle dos de las seis caras del
cubo, es decir, las caras correspondientes a la cantidad del acido acético,
puesto que, en las pruebas preliminares, se observd que su cantidad

afectaba notablemente la resolucion de las sefiales 1y 2 (Figura 26).
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Tabla 6. Disefio experimental central compuesto 3° completo.

N. de Metanol, Temperatura, Cantidad del
Experimento % °C acido acético
1 20 40 0,3
2 20 40 0
3 20 30 0,3
4 20 30 0
5 15 40 0,3
6 15 40 0
7 15 30 0,3
8 15 30 0
9 18 35 0,1
10 18 35 0,1
11 18 35 0,1
12 18 35 0,1
13 18 35 0,1
14 18 40 0,1
15 18 30 0,1

El analisis del disefio experimental central compuesto 3° se realizé usando el
Software estadistico STATGRAPHICS 5.1.

3.3.3 Determinacion de las figuras analiticas de mérito para HPLC. Se
determinaron las figuras de mérito, tales como precision (expresada como
repetibilidad), limite de deteccion (LOD), limite de cuantificaciéon (LQO),
linealidad y sensibilidad, segun lo recomendado por la Conferencia
Internacional sobre Armonizacién de Requerimientos Técnicos para Registro

de Farmacos para uso Humano (ICH) [ 81].

59



Para la determinacidon de estos parametros, se realizé6 una curva de

calibracion por el método de estandar externo.

Solucién stock: Se prepar6 1 mL de solucion stock de (x)-catequina,
(-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epicatequina galato y

(-)-epigalocatequina galato en agua HPLC, de 500 ppm cada una.

Soluciones de trabajo: Se afor6 a 1 mL un volumen determinado de
solucidon stock, necesario para preparar soluciones con concentraciones de

0,5, 1, 2,4, 8, 16, 32 y 64 ppm de cada una de las catequinas.

o Evaluacion de la repetibilidad del método para tiempos de
retencion (tgr) y areas. La repetibilidad del método se evalué en términos
del coeficiente de variacion (CV) del tr y del area, para un punto de la curva

de calibracion.

o Determinacion del porcentaje de recuperacion. Se determind el
porcentaje de recuperacion de analito en el procedimiento de limpieza de la
muestra, es decir, después de realizar las dos extracciones liquido-liquido,

con cloroformo y acetato de etilo.

o Evaluacion de la linealidad y la sensibilidad del método. La
linealidad y sensibilidad del método se evaluaron empleando la curva de
calibracion realizada en el rango de 0,5 a 64 ppm. La linealidad se determind
evaluando el rango de concentraciones en que la respuesta del detector es
lineal, y se reporté como el cuadrado del coeficiente de determinacion. La
sensibilidad se reporté como la pendiente de la curva a un nivel de confianza
del 95%.
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o Determinacion de los limites de deteccion y de cuantificacion.

Para la determinacion del limite de deteccion, se encontré 3Syx usando las
curvas de calibracion de las catequinas en el rango de concentraciones de
0,5 — 64 mg/L. EIl limite de cuantificacién se definid como el doble de la

concentracion del limite de deteccion, es decir, 6 Sy.

3.4 IMPLEMENTACION DE LA METODOLOGIA DE ANALISIS DE
CATEQUINAS POR CE.

Para el andlisis y la cuantificacién de las catequinas bajo estudio, se empled
un equipo de CE, CAPEL 105 Lumex (St. Petersburg, Russia), con detector
UV (190 — 380 nm), un capilar de silice fundida de 75 ym i.d., con largo total
y efectivo de 60 y 50.5 cm, respectivamente, y una fuente de poder con
polaridad positiva (Figura 24). Para el tratamiento de los datos obtenidos se

utilizé el Software Chromatography Data Station, Chrom&Spec, Versiéon 1.5.

Figura 24. Equipo de electroforesis capilar CAPEL 105 Lumex.

Al inicio de cada jornada, se acondicion6 la superficie interna del capilar
ejecutando un programa de lavado: agua (3 min), metanol (3 min), agua
(8 min), HCI (1 M, 5 min), agua (3 min), NaOH (1 M, 15 min), agua (3 min),
SB (30 min).
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Después de cada corrida electroforética, se lavo el capilar con SB durante 5
min con el fin de mejorar la reproducibilidad de los analisis segun lo

recomendado por Faller y Engelhardt [82].

3.4.1 Pruebas preliminares para CE. Debido al gran numero de parametros
considerados en la técnica, se realizé una serie de pruebas preliminares con
el fin de determinar las variables mas significativas que afectaban en mayor
grado el proceso de separacion de las 5 catequinas bajo estudio y, de esta

manera, plantear un disefo de experimentos.

o Composicién de la solucion buffer: Se probaron diferentes
componentes de la solucidn buffer, el uso de un surfactante y modificadores

organicos, para alcanzar la separacion de las catequinas en estudio.

o Longitud de onda del detector: 210 nm de longitud de onda, a la
cual se presenta la maxima absorbancia de la mayoria de catequinas,

determinada experimentalmente (Anexo 1).

o pH de la solucion buffer: Se emplearon diferentes valores de pH (7 -
11) con el fin de evaluar la separacion de las catequinas en la solucion
buffer.

o Voltaje de corrida: Se empled un voltaje tolerable para el equipo en
el rango 15-20 kV, que permitiera un tiempo de analisis corto y un minimo de

resolucion de 1.5.

o Temperatura de corrida: Se emple6 una temperatura de 20°C, con el

fin de evitar el calentamiento de Joule en el capilar.
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3.4.2 Diseio experimental para CE. De acuerdo con los resultados, se
determind, que los principales parametros a evaluar para el disefio de
experimentos eran los correspondientes a la composicion de la fase movil.
Se realiz6 un disefio factorial multinivel 32 (Tabla 7), en el cual las variables

consideradas fueron las concentraciones de SDS y de H3;BO3; (Tabla 8).

Tabla 7. Disefio experimental factorial multinivel 32 completo.

Experimento [SDS}, [FsBOs]

mM mM
1 60 25
2 60 35
3 100 25
4 60 45
5 100 45
6 80 35
7 80 45
8 80 25
9 100 35

Tabla 8. Variables y niveles del disefio experimental factorial multinivel 32.

VARIABLES NIVELES

[SDS], mM 60 80 100
[HsBOs, mM 25 35 45

3.4.3 Determinacion de las figuras analiticas de mérito para CE. La
determinacién de las figuras de mérito para electroforesis capilar se realizo
de la misma manera, que para HPLC (Seccién 3.3.3).
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3.5 EXTRACCION DE CATEQUINAS DE MATRICES VEGETALES.

Para evaluar el procedimiento de extraccién de las catequinas, se realizaron
pruebas preliminares con una matriz vegetal que contuviera este tipo de
analitos. Segun la revision bibliografica, Camellia sinensis es una de las
plantas que contiene las cinco catequinas en estudio [13, 14]; por esto, té
verde fue seleccionado para encontrar el procedimiento adecuado de

extraccién de catequinas.

A té verde, previamente picado y seco (100 mg), se adicionaron 10 mL de
agua HPLC y se comenz6 la extraccidon en ultrasonido por 15 min.
Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 3000 rpm durante 20 min. El
extracto acuoso obtenido, fue sometido a dos extracciones liquido — liquido
sucesivas, primera, con 10 mL de cloroformo y, luego, con 10 mL de acetato
de etilo. De la segunda extraccion fue conservada la fraccion organica, la
que fue llevada a sequedad con un flujo de nitrégeno. EI extracto obtenido
después de pesado, fue aforado a 1 mL con agua grado HPLC para su

posterior inyeccién al HPLC [83].

3.5.1 Extraccion exhaustiva de catequinas. Analizando, por HPLC cada
uno de los extractos obtenidos, se repitidé el procedimiento de extraccion a la
misma muestra hasta obtener resultados, cuando las sustancias se
registraron por debajo del limite de deteccién. De este modo, se fijo el
numero de extracciones necesarias para recuperar el analito mas

exhaustivamente posible, bajo las condiciones de trabajo empleadas.

3.6 DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE CATEQUINAS.

La determinacién y la cuantificacion, por HPLC y CE, de las catequinas (z)-C,
(-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG, presentes en los extractos de las
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especies Origanum vulgare L. y Salvia aratocensis, se realizaron empleando

el método de estandar externo.

3.6.1 Cuantificacion con cromatografia liquida de alta eficiencia.

o Determinacion. Se realizé comparando los tiempos de retencion y los
espectros ultravioleta de los picos cromatograficos correspondientes a cada
una de las catequinas de referencia con los de los picos cromatograficos
observados en los cromatogramas de los extractos de las especies en
estudio. Ademas, se enriquecieron muestras de cada extracto con soluciones
en concentraciones conocidas de cada catequina y, de esta manera,
mediante la diferencia de areas observadas en los cromatogramas, se

determiné a cual catequina correspondio cada pico cromatografico.

o Cuantificacién. Con la curva de calibracion para cada catequina, se
extrapolaron las concentraciones de analito de interés, presente en las

muestras analizadas.

3.6.2 Cuantificacién por electroforesis capilar.

o Determinacion. Se llevd a cabo comparando los tiempos de
migracion de los picos electroforéticos de las catequinas de referencia con
los tiempos de migracion de los picos observados en los electroforegramas
de los extractos de cada una de las especies en estudio. También se
enriquecieron muestras de cada extracto con soluciones de cada catequina
en concentraciones conocidas, con el fin de determinar a cual catequina

correspondia cada sefial observada en los electroforegramas.

o Cuantificacién. Con la curva de calibracion para cada catequina, se
extrapolaron las concentraciones de analito de interés, presente en las

muestras analizadas.
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Para la cuantificacion de las catequinas, por electroforesis capilar, fue
necesario construir las curvas de calibracién con los datos de area corregida
(Ecuacion A), debido a que el area de cada pico tiene relacién inversa con la
velocidad efectiva de migracion (Ver) del analito que representa, es decir,

cuanto mas lento sea el movimiento del analito, mayor sera su area:

Area _ A n Ecuacion A.

Corr

Donde:
Area corr, 4rea corregida, mAU*s/min,
A, area del pico n— ésimo, mAU*s/min,

t m n, tiempo de migracion del pico n — ésimo, min.

3.7 COMPARACION ENTRE CE y HPLC PARA EL ANALISIS DE
CATEQUINAS.

El estudio comparativo de las metodologias implementadas para el analisis
de catequinas, utilizando HPLC y CE, se realizd teniendo en cuenta las

figuras analiticas de mérito, el tiempo y el costo de analisis.
3.8 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

La evaluaciéon de la actividad antioxidante (AA) de las sustancias de
referencia, las catequinas bajo estudio y los extractos de las sustancias
estudiadas se realizé segun el procedimiento descrito por Brad-Williams [84].
De esta manera, se tomé una alicuota de 2.5 mL de solucién de DPPH™ (63
MM) y se adicionaron 0.5 mL de solucion de cada una de las sustancias a
evaluar, disuelta en etanol, en cinco concentraciones diferentes para cada

sustancia. Para cada concentracion se midid la absorbancia, cada minuto, en
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un espectrofotometro VIS Jenway 6300, a una longitud de onda de 514 nm
(Figura 25), hasta alcanzar el estado estacionario de la reaccion (AA=0.001

min™).

Figura 25. Espectrofotometro VIS Jenway 6300 (Jenway Ltd. Felsted,

Dunmow, U.K.)

Posteriormente, los valores de absorbancia en el estado estacionario, fueron
utilizados para determinar el porcentaje de DPPH’ remanente, para cada una
de las concentraciones efectivas adicionadas y se establecio la correlacion
entre el porcentaje remanente de DPPH’ y las concentraciones efectivas de
cada sustancia; a partir de alli, se interpol6 el valor de EC correspondiente al
50% de DPPH" remanente (ECsp).

3.9 DETERMINACION DEL CONTENIDO TOTAL DE FENOLES.

La determinacion del contenido total de fenoles se realiz6 siguiendo el
procedimiento descrito por Isaza, et al. [85]. Se tomaron 0.5 mL del reactivo
Folin-Ciocalteu (2N) y se agregaron 0.1 mL de carbonato de calcio (20%)
para alcanzar un pH igual a 11. A continuacién, se agregdé un determinado
volumen de solucién de cada una de las sustancias a evaluar y se completo

con agua hasta alcanzar un volumen de 5 mL. Tras 90 min de calentamiento
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a 60 °C, se procedié a medir la absorbancia de la solucion resultante en un

espectrofotometro VIS Jenway 6300 a una longitud de onda de 750 nm.

Para realizar la cuantificacion de los fenoles totales, se empleé como
sustancia de referencia el &acido galico. Se construyé una curva de
calibracion siguiendo las indicaciones mencionadas, obteniendo los
resultados mediante interpolacion de la curva absorbancia Vs. concentracion,

expresados en mg equivalentes del acido galico.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 METODOLOGIA DE ANALISIS DE CATEQUINAS POR HPLC.

4.1.1 Seleccién de variables y niveles para HPLC. Para el analisis de las
catequinas se realizaron varias pruebas preliminares, con las cuales se
seleccionaron la longitud de onda de trabajo, la composicién de la fase movil
y la temperatura de andlisis. Ademas, con el propdsito de realizar el disefio
experimental para la implementacion de la metodologia de trabajo, se
determind cuales variables afectaban notablemente la separacion de las

catequinas.

o Seleccion de la longitud de onda: En los espectros ultravioleta-
visible tomados de 190 a 900 nm de cada una de las catequinas, se
observaron dos longitudes de onda de absorcion, i.e. 210 y 280 nm. Para los
cinco analitos, (%)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina,
(-)-epicatequina galato y (-)-epigalocatequina galato, la longitud de onda de
maxima absorbancia correspondié a 210 nm, por tanto, ésta fue la longitud

seleccionada, para realizar todos los analisis (Anexo 1).

o Seleccidon de la fase movil: Las pruebas se realizaron variando los
solventes de menor a mayor fuerza de elucion, es decir, agua, metanol y
acetonitrilo.  Se evaluaron diferentes mezclas de solventes, a saber:
metanol:agua, metanol:acetonitrilo, metanol:agua:acido acético,

metanol:agua:acido fosférico y acetonitrilo:agua (Figura 26).

Al emplear fase movil con mayor porcentaje de agua, se observo la
separacion de los cinco analitos, aunque el valor de resolucién no fue
completamente aceptable para los picos cromatograficos 1 y 2 (Véase
Figura 26).
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Con el propdsito de reducir los tiempos de analisis, se evaluaron mezclas de
solventes con menor retencibn, a saber: acetonitrilo:agua 'y
acetonitrilo:metanol. No obstante, se lograron menores tiempos de analisis,

pero la resolucién disminuy6 drasticamente, presentandose coelucion de
algunos picos.

Figura 26. Variacion de la composicion de la fase movil para la separacion
de catequinas por HPLC.
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Cromatogramas tipicos de catequinas patrén, analizadas por HPLC-DAD-UV-Vis, en la
columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18. A. Metanol, 20 %: acetonitrilo, 80 %, B.
Metanol, 20 %: agua:acido acético (100:0.1), 80%, C. Metanol, 20 %: agua:acido fosférico
(100:0.1), 80 %, y D. Acetonitrilo, 20 % : agua:acido acético (100:0.1), 80 %.

La fase moévil con la que se obtuvo la resolucion mas alta fue
agua:metanol:acido acético. Una vez establecida la mezcla de solventes a

utilizar, se estudio el efecto del porcentaje de metanol, cantidad del acido
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acético y la temperatura del termostato. Al aumentar el porcentaje de
metanol en la mezcla, disminuye el tiempo de analisis y la resolucion de los

picos 1y 2 (Figura 27).

Figura 27. Efecto del porcentaje de metanol en la fase movil, para el analisis

por HPLC de catequinas.
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Cromatogramas tipicos de catequinas patrén, analizadas por HPLC-DAD-UV-Vis, en la columna apolar
ZORBAX Eclipse XDB-C18. Fase movil: A. Metanol, 15 %: agua:acido acético (100:0.1), 85%, B.
Metanol, 20 %: agua:acido acético (100:0.1), 80%, C. Metanol, 25% : agua:acido acético (100:0.1), 75
%.

De igual forma, con el incremento de la temperatura se observd un efecto

similar en el tiempo de analisis, pero en este caso la resolucion de las

sefnales no se afectd6 (Figura 28). Un efecto favorable al aumentar la
71



temperatura de analisis es la disminucion de la viscosidad de la mezcla de
solventes; por consiguiente, se reduce notablemente la presion de la bomba
de gradiente cuaternario, siendo ésta propicia para el cuidado del equipo de
HPLC.

Figura 28. Efecto de la temperatura de analisis, para la separacién de

catequinas por HPLC.
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Cromatogramas tipicos de catequinas patrén, analizadas por HPLC-DAD-UV-Vis, en la
columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18. Fase movil: Metanol, 20 %: agua:4cido acético
(100:0.1), 80%. A.30°C, B.35°C, C. 40 °C.

Una vez analizados los resultados de las pruebas preliminares, se concluyd,
que el porcentaje de metanol en la fase movil, la cantidad del acido acético y

la temperatura fueron variables que afectaron significativamente la
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separacion de catequinas.

4.1.2 Implementacion de la metodologia. La variable de respuesta
empleada para realizar el disefio experimental fue la resolucion entre los
picos cromatograficos 1 y 2 (Figura 28) puesto que éstos son las sefales,

que presentaron la resolucion mas baja.

Los resultados obtenidos en el disefio experimental central compuesto 3° se

encuentran en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados del disefio experimental para la separacion de

catequinas por HPLC.

Cantidad Rs, Rs, picos

Metanol, Temperatura, o ' . picos 1y 2segun

Experimento

% °C ”»

acético,% 1y?2 el modelo
1 20 40 0,3 1,654 1,650
2 20 40 0 1,241 1,279
3 20 30 0,3 1,51 1,514
4 20 30 0 1,311 1,273
5 15 40 0,3 1,789 1,812
6 15 40 0 1,775 1,775
7 15 30 0,3 1,537 1,514
8 15 30 0 0 2,28x10°"°
9 15 35 0,1 2,181 2,178
10 18 35 0,1 2,337 2,178
11 18 35 0,1 2,264 2,178
12 18 35 0,1 2,159 2,178
13 18 35 0,1 1,948 2,178
14 18 40 0,1 2,048 1,991
15 18 30 0,1 1,820 1,876

En la Tabla 10 se observan los coeficientes de la ecuacion de regresion del
modelo generado para encontrar los mejores valores, para la resolucion de

los picos 1y 2 (Véase Figura 27).
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Tabla 10. Coeficientes de la ecuacion de regresion del modelo.

Variable Coeficiente
A: Metanol, % -0,12415
B: Temperatura, °C 0,07584
C: Cantidad de acido acetico, % 0,06935
AA -2,09458
BB -0,2438
CcC 1,7694
AB -0,04025
AC 0,08364
BC 0,03269
Constante 2,12213

Por consiguiente, la ecuacion del modelo ajustado es:
Rs =2,12213—-0,12415 A + 0,07584 B+ 0,06935 C - 2,09458 A?
— 0,04025 AB + 0,08364 AC - 0,2438 B? +0,03269 BC + 1,7694 C°.

Con base en los resultados del disefio experimental, las condiciones bajo las
cuales se obtiene la resolucién mas alta para los picos 1y 2, se muestran en
la Tabla 11.

Tabla 11. Parametros cromatograficos propuestos para el analisis de

catequinas por HPLC.

Parametro Especificaciones
Fase movil 18 % metanol
82 % agua:acido acético (100:0,1)
Temperatura 35°C
Flujo 1 mL/min
Volumen de muestra 20 uL

A continuacién, en la Figura 29 se muestra un perfil cromatografico de la
mezcla del material de referencia de (x)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG vy

(-)-EGCG, obtenido bajo las condiciones especificadas en la Tabla 11.
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Figura 29. Perfil cromatografico de las catequinas (¢)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-
)-ECG y (-)-EGCG, obtenido por HPLC-DAD-UV-Vis en la columna apolar
ZORBAX Eclipse XDB-C18 descritos en la Tabla 10.
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Con la metodologia implementada, se calcularon los valores de resolucion
para los picos 1y 2 y el valor predicho por el modelo, i.e. 2,0241 y 2,1221,
respectivamente, y se encontrd, que el error entre los datos fue menor del
5 % (Figura 29).

Una vez determinada la metodologia de trabajo, se inyect6 cada una de las
catequinas, para determinar su tiempo de retencién (Tabla 12).

Tabla 12. Tiempos de retencién de las catequinas, analizadas por HPLC.

Catequina tr min £S (n =3)
(-)-Epigalocatequina 4,74 + 0,04
(x)-Catequina 5,19 £ 0,04
(-)-Epigalocatequina galato 8,86 + 0,08
(-)-Epicatequina 11,87 £ 0,09
(-)-Epicatequina galato 25,9+0,2
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En cromatografia liquida en fase reversa (RP-HPLC) el mecanismo de
retencidn se rige por el caracter hidrofébico del analito, es decir, la magnitud
de la interaccion sera mayor al aumentar el numero de grupos apolares.
Aunque las interacciones hidrofébicas gobiernen la retencion, es necesario
tener en cuenta los grupos funcionales polares del compuesto, debido a que,
en cierto grado, éstos favorecen la interaccidon con la fase movil constituida

por solventes polares, y el tiempo de retencion se disminuye.

Para las catequinas que contienen en su estructura un grupo galato, i.e.
(-)-EGCG y (-)-ECG, sera mas retenida aquella que posee menor polaridad,
es decir, la (-)-ECG. Para las demas catequinas, la retencion es menor,
porque la ausencia del grupo galato causa una disminucion en las
interacciones hidrofébicas. En este caso, el orden de salida esta
condicionado por la diferencia de polaridad entre (-)-EGC, (x)-C y (-)-EC. Por

consiguiente, la  (-)-EGC es la catequina con menos repulsidn hidrofobica.

Segun la teoria, un caso particular presentaron la (x)-catequina y la
(-)-epicatequina (Véase Figura 2), epimeros entre si, para los cuales la
polaridad de la molécula estara afectada por la disposicion espacial del grupo
hidroxilo sobre el carbono C-3 del anillo benzopirano. Una explicacion, al
parecer, de este fendmeno, se encuentra en la disposicion diecuatorial, esto
es, una configuracion cis- de los grupos 2-fenilo- y 3-hidroxilo- en el anillo del
benzopirano en la (-)-epicatequina, que ocasiona una considerable
disminucion de su polaridad, en comparacion con su epimero, la
(x)-catequina, que posee una configuracion trans- de los grupos 2-fenilo y
3-hidroxilo, cuando ambos se encuentran del mismo lado del plano del anillo
dihidrobenzopiranico en la (-)-epicatequina; interaccibn que no es
significativa en la estereoquimica frans- de la (%)-catequina. En
consecuencia, ello se refleja, como ya se menciond, en una marcada

diferencia entre los tiempos de retencién para estos dos epimeros.

76



4.1.3 Figuras analiticas de mérito para HPLC.

o Evaluacion de la repetibilidad del método para tiempos de
retenciéon (tg) y area. Al inyectar seis veces 20 uL de una solucion de
catequinas de 32 ppm (punto de la curva de calibracion), se estimo la
repetibilidad del método. Los resultados para la evaluacion del método, en
cuanto a los tr y areas de picos, se observan en las Tablas 13 y 14,

respectivamente.

Se observo, que entre mediciones, el tr y el area, no presentaron desviacion
considerable, entonces se puede concluir que el método implementado es
preciso. Para los tiempos de retencion los coeficientes de variaciéon
estuvieron entre 0,75 y 0,90 % y para las areas, entre 0,64 y 2,5 %. En

ambos casos, el CV no superé el 3%, indicando que el método es repetible.

Tabla 13. Repetibilidad de los tr de las catequinas, analizadas por HPLC.

Tiempo de retencion,  <X> S CV. % ]

min (n=6)
(-)-EGC 4,79 4,76 4,75
4,73 4,71 4,69
(x)-C 5,25 5,22 5,21
5,18 5,16 5,14
(-)-EGCG 8,97 8,92 8,89
8,84 8,80 8,76
(-)-EC 11,94 11,97 11,93
11,86 11,80 11,74
(-)-ECG 26,06 26,11 26,01
25,84 25,70 25,65

Catequina

4,74 0,04 0,77 0,13
5,19 0,04 0,76 0,14
8,86 0,08 0,90 0,29
11,87 0,09 0,75 0,32

25,9 0,2 0,75 0,69
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Tabla 14. Repetibilidad de areas de picos de las catequinas, analizadas por
HPLC.

<X>
(n=6)

3130 20 0,64 72,69

Catequina  Area, mAU*s S CV,% r

()-EGC 3150 3140 3100
3130 3100 3140
(+)-C 3700 3650 3620
3690 3620 3670
(-EGCG 3880 3870 3890
3810 3870 3890
(-)-EC 2450 2460 2410
2490 2320 2430
()-ECG 2650 2640 2560
2600 2560 2620

3660 32 0,88 115,96
3870 29 0,75 104,68
2430 60 2,5 217,43

2600 38 1,5 139,13

o Determinacion del porcentaje de recuperacion. Se evalué el
porcentaje de recuperacion de las catequinas en las etapas de eliminacién
de interferencias, extraccion liquido-liquido con cloroformo y acetato de etilo.
El porcentaje de recuperacion de cada una de las catequinas estudiadas
estuvo entre 70 y 90 % (Tabla 15), rango aceptado por las Buenas Practicas

de Laboratorio.

Tabla 15. Porcentaje de recuperacion de las catequinas en el procedimiento

de limpieza de la muestra.

Catequina Recuperacion, %
(-)-Epigalocatequina 71,1
(x)-Catequina 77,7
(-)-Epigalocatequina galato 72,6
(-)-Epicatequina 77,9
(-)-Epicatequina galato 86,2

78



o Evaluacion de la linealidad y la sensibilidad del método. Mediante
la curva de calibracion para cada una de las catequinas (Anexo 2), se
evaluaron la linealidad y la sensibilidad del método. Los resultados obtenidos

se reportan en la Tabla 16.

Tabla 16. Linealidad y sensibilidad del método por HPLC.

Catequina Ecuacién R? b Sb b +tSb

(-EGC Y=965x 09998 965 05 9713
(x)-C y=126,6 x 09998 126,6 0,7 127 £ 1,8
(-EGCG  y=1151x 09998 1151 0,7 117 £1,7
(-)-EC y=825x 09997 825 06 83+ 1,5
(-)-ECG y=101,0x 0,9999 101,0 0,5 101+£1,3

En el rango de concentraciones evaluado de 0,5-64 ppm, se observd buena
linealidad (coeficiente de determinacion R?=0,9997-0,9999). Las pendientes
de la curva de calibracién (b= 83 - 127) muestran una alta sensibilidad del
método y sus desviaciones estandar (0,5-0,7) la precisién de las curvas de
calibracion. Por consiguiente, se puede inferir que el método es aplicable

bajo el nivel de concentraciones examinadas.

o Determinacion de los limites de deteccion (LOD) y de
cuantificacion (LQO). Para la determinacion de LOD y LQO se siguieron
los criterios descritos en la Seccion 3.3.3. En la Tabla 17 se observan los

LOD y LQO para cada una de las catequinas estudiadas.
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Tabla 17. Limites de deteccidon y cuantificacion de (2)-C, (-)-EC, (-)-EGC,
(-)-ECGy (-)-EGCG por HPLC.

Catequina LOD, ppm LOQ, ppm
(-)-Epigalocatequina 0,50 1,00
(x)-Catequina 0,46 0,92
(-)-Epigalocatequina galato 0,56 1,12
(-)-Epicatequina 0,48 0,96
(-)-Epicatequina galato 1,84 3,68
o Determinacion de la reproducibilidad de tgry areas. Para evaluar

la reproducibilidad del método, se tomaron tres muestras representativas de
té verde. A cada una de las muestras, se les realiz6 el proceso de extraccion
y analisis de catequinas. Los resultados obtenidos para tr y areas se

muestran en las Tablas 18 y 19.

Tabla 18. Reproducibilidad de las areas cromatograficas de catequinas por
HPLC.

A *
Analito Area, mAUTS X> s ov% r
M1 M2 M3 (n=3)

(-)-EGC 9443 10253 9592 9763 431 44 2615

(#)-C 1763 1880 1979 1874 108 57 654
(-)-EGCG 51391 51042 52697 51710 873 53 5291
(-)-EC 7728 8229 8499 8152 391 4,8 2372

(-)-ECG 14599 15043 16326 15323 897 5,9 5437

Los coeficientes de variacion para el caso de las areas estuvieron entre
4,4- 59% y para los tr no superaron el 1%. Estos valores son aceptados por
las buenas practicas de laboratorio y, por consiguiente, muestran que el

meétodo es reproducible.
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Tabla 19. Reproducibilidad de los tg por HPLC.

Tiempo de retencion, min

Analito M1 M2 M3 <X> S CV,% r
(-)-EGC 5,08 5,11 5,12 510 0,03 0,48 0,15
(1)-C 5,58 5,60 5,62 560 0,02 0,30 0,10
(-)-EGCG 9,55 9,67 9,66 9,63 0,07 0,70 0,41
(-)-EC 12,94 13,00 13,08 13,01 0,07 0,53 0,42

(-)-ECG 28,77 28,93 28,85 28,85 0,08 0,28 0,49

4.2 METODOLOGIA DE ANALISIS DE CATEQUINAS POR CE.

4.2.1 Seleccion de variables y niveles para CE.

o Modalidad de electroforesis y efecto del pH. Se probaron dos
modos de electroforesis, a saber: electroforesis capilar en zona (CZE) y

cromatografia cinética micelar (MEKC).

Para CZE fue necesario usar una solucion buffer (SB) con un pH tal que
garantizara que las catequinas se encuentren en forma iénica de (pK, ~ 8.2).
A pH<7 no fue posible realizar el analisis, porque la corriente generada al
aplicar el voltaje, fue mayor que la corriente de trabajo permitida por el
equipo (200 pA). A pH mayor a 9 la separacién de las catequinas fue nula
(Figura 30).

En la modalidad MEKC, empleando como surfactante el dodecil sulfato de
sodio (SDS), se probaron con diferentes sustancias, e.g. acido bdrico,
tetraborato de sodio y dihidrogeno fosfato de sodio, en la solucion buffer, y se
observo la separacion parcial de las cinco catequinas (Figura 32). En estas
pruebas se utilizd6 una solucién buffer con pH cercano o igual al pK, de las
catequinas, pues su forma neutra, favorece la separacion al mejorar la

interaccion de los analitos con las micelas presentes en la solucion buffer.
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Figura 30. Electroforegramas de la mezcla de patrones de catequinas en
modalidad de CZE.
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A. SB H3BO3 (100 mM), pH: 9.04 B. SB NaH,PO, (100 mM), pH: 9.07.

o Composicién de la solucién buffer. Con base en la literatura
[70,71], se probaron el tetraborato de sodio (Na;B4O-), el dihidrogenofosfato
de sodio (NaH2PO4) y el acido bdrico (H3BO3), junto con modificadores

organicos (metanol y acetonitrilo), como componentes de la solucion buffer.

Empleando cada una de las SB probadas, a igual valor de pH (8.24) y
concentracion de SDS, los electroforegramas presentan caracteristicas
diferentes. Asi, como se observa en la Figura 31, la SB compuesta por
tetraborato de sodio produce una resolucion mas baja entre los primeros
picos registrados en el electroforegrama (1-2 y 2-3 de la Figura 31), mientras
que en las dos SB, compuestas por NaH,PO4 y H3;BOs3;, respectivamente,
mejoran la resolucion entre los dos primeros picos (1-2) observados en la

Figura 31 By 31 C, y logran la separacion completa entre las sefales 2-3,
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registradas en la Figura 31. Por tanto, se descarté el uso de Na;B4O; en la

preparacion de la solucion buffer.

Figura 31. Efecto de la composicion de la solucion buffer sobre la

separacion de catequinas por MEKC.
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A. SB: Na;B4O7 (25 mM), SDS (5 mM) pH: 8.24, B. SB: H3BO3 (25 mM), SDS (5 mM)
pH: 8.24 y C. SB: NaH;PQ4 (25 mM), SDS (5 mM) pH: 8.24.

83



Como se observa en la Figura 31, los electroforegramas a igual valor de pH
(8.24) y concentracion de SDS, empleando cada una de las SB probadas
presentan caracteristicas diferentes; asi se observa que la SB compuesta por
tetraborato de sodio presenta la menor resolucion entre las sefiales 1-2 y 2-3,
mientras que en las dos SB compuestas por NaH,PO; y H3BOs;
respectivamente, se observa mejor resolucion entre las sefales 1-2 y
separacion completa de los picos 2-3. También fue notable la disminucion en
los tiempos de analisis con la solucién buffer compuesta por NaH,PO,4, en

comparacioéon con el H3BOs.

Con los resultados obtenidos en las pruebas preliminares y el objetivo claro
de lograr una adecuada separacion de las catequinas bajo estudio, se
procedié a evaluar una solucidn buffer compuesta por una mezcla de
NaH,PO, y H3BO3; Como se observa en la Figura 32, el electroforegrama
obtenido empleando esta mezcla, presentd para todos los picos, su
resoluciéon en menor tiempo de analisis. De tal forma, se decidio trabajar con

una solucion buffer compuesta por una mezcla de NaH;PO4 y H3BOs3,

Figura 32. Electroforegrama de catequinas usando solucion buffer con
mezcla de NaH,PO4 (20 mM), H3BO3 (25 mM) y SDS (5 mM) pH: 8.23.
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Por otra parte, la adicién de modificadores organicos (metanol y acetonitrilo)
a la mezcla de NaH,PO4 (20 mM), H3BO3; (25 mM) y SDS (5 mM) a pH 8.23,
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aunque disminuyo el tiempo de analisis, generd una pérdida notable de la
resolucion; esto no se observa durante el analisis de la mezcla sin
modificadores (Véase Figura 33). Por tanto, se descart6 el uso de estas

sustancias como modificadores.

Figura 33. Efecto de los modificadores organicos en la separacion de

catequinas por MEKC.
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A. SB: NaH;PO4 (20 mM) H3BO3 (25 mM), SDS (5 mM) AcCN (5 %) pH: 8.23 y B. SB:
NaH,PO4 (20 mM) HsBO;3 (25 mM), SDS (5 mM) MeOH (5 %) pH: 8.23.

Teniendo en cuenta los resultados de las pruebas preliminares, se decidio
evaluar el efecto de la concentracion de SDS y H3;BOs3;, sobre la separacion
de las catequinas. De igual forma, se fij6 la concentracion minima de
NaH,PO4, determinante para la separacion de los analitos, con el fin de
reducir la posible formacion y precipitacién de sales, entre el ion fosfato y el

metanol dentro del capilar, que podrian obstruirlo.
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4.2.2 Implementacion de la metodologia para CE. La variable de respuesta
empleada para realizar el disefio de experimentos fue la resolucion entre los
picos 1y 2 (Figura 32), debido a que éstos presentan menor resolucion y
son criticos para la evaluacién del método. En la Tabla 20 se muestran los

resultados del disefio experimental factorial multinivel.

Tabla 20. Resultados del disefio experimental factorial multinivel para el

analisis de catequinas, por CE.

Variables (mM) Rs 1y 2 segln

Experimento (H:B0s  [SDS] Rsly?2 el modelo
7 45 100 0,67 0,7158
5 45 80 1,83 2,0333
3 35 100 2 1,7566
4 35 80 3,07 3,0668
5 45 60 0,65 0,4208
7 25 60 0,77 0,6725
8 25 80 2.6 2,5000
9 25 100 1,2 1,3975

En la Tabla 21 se observan los coeficientes de la ecuacion de regresion del

modelo generado.

Tabla 21. Coeficientes de la ecuacién de regresion del modelo del disefo

experimental para CE.

Variable Coeficiente
Picos 1y 2

A: [SDS] mM -0,23333
B: [H3BO3] mM 0,2555
AA 0,07
BB -1,465
AB -0,1075
Constante 2,9666
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Por consiguiente, la ecuacidén del modelo ajustado es:
Rs1.2= 2,9666 - 0,23333A + 0,2555B + 0,07A% - 0,1075AB - 1,465 B?

De acuerdo con los resultados del disefio experimental, las condiciones con

las que se obtiene la resolucién mas alta se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Metodologia propuesta para el analisis y la cuantificacion de

catequinas por CE.

Parametro Especificaciones

Composicion SB H3BO3 35 mM
NaH,PO, 20 mM
SDS 80 mM

pH de la SB 8.24 + 0.01

Voltaje de analisis 20 kV

Tiempo de inyeccion 10s

Modo de inyeccion Hidrodinamica, 30 mBar

Temperatura de analisis 20 °C

Tiempo de analisis 14 min

Longitud de onda del 210 nm

detector

En la Figura 34 se muestra un electroforegrama obtenido bajo las
condiciones especificadas en la Tabla 22 para la separacion de las
catequinas bajo estudio. Con la metodologia implementada, se calculé el
valor de resolucién para los picos 1y 2; y el valor predicho por el modelo, i.e.
3,0681 y 2,9666, respectivamente; se encontrd, que el error entre estos
valores fue menor del 3 % (Figura 34). Ademas, se procedio a

determinar el tiempo de migracion de cada una de las catequinas (Tabla 23).
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Figura 34. Electroforegrama de las catequinas: (x)-C, (-)-EC, (-)-EGC,
(-)-ECG Yy (-)-EGCG.
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Tabla 23. Tiempo de migracion de las catequinas, analizadas por CE.

Categuina tm (Min)
-)-Epigalocatequina 9,71 £0.09
t)-Catequina 10.0+£0.2

)-Epicatequina 11,4+0.8

(
(
(-
(-)-Epigalocatequina galato 11,7+ 0.8
(-)-Epicatequina galato 12,3+0.9

De acuerdo con los datos reportados en la Tabla 23, la movilidad
electroforética de cada catequina es influenciada principalmente por dos
factores, a saber, peso molecular e interacciones analito-micelas. Para las
cinco catequinas bajo estudio, el peso molecular es el factor determinante en
el orden de elucion. A mayor peso molecular, menor movilidad de los analitos
en el capilar y, por tanto, aumenta el tiempo necesario para su llegada al
detector, hecho que explica por qué la (-)-ECG y la (-)-EGCG tienen los

mayores tiempos de migracion.
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Sin embargo, este factor, por si solo, no explica el orden de elucion de todas
las catequinas, motivo por el cual deben considerarse las interacciones
analito-micelas. Los grupos hidroxilo favorecen la solubilidad en el agua,
reduciendo la posibilidad de interacciones con las micelas. Al reducir las
interacciones disminuye la velocidad electroforética de los analitos, de modo
que, aquellas con mayor numero de grupos hidroxilo tendran tiempos de
migracion mas cortos. La interaccion de los grupos hidroxilo con las micelas
afecta los tiempos de salida de (-)-EGC y (-)-EGCG en comparacion con las
(x)-C, y (-)-ECG, respectivamente. Para cada par de sefales se observa
que la primera en aparecer es aquella catequina con mayor numero de
grupos hidroxilo, (-)-EGC y (-)-EGCG.

Para el caso de la (£)-C y la (-)-EC, aunque no existe la diferencia de sus
pesos moleculares y el numero de grupos hidroxilo es el mismo, al ser estos
epimeros por el grupo hidroxilo en posicidn 3, la disposicidn de este grupo en
la molécula determina su grado de polaridad y, de esta manera, el orden de
elucién. La (-)-EC, por tener el grupo hidroxilo en configuracién cis- respecto
al anillo B, genera una interaccion orto-, que ocasiona la disminucion de
polaridad de esta molécula; hecho que no ocurre con la (£)-C. Por tanto, la
(x)-C tendra mayor posibilidad de interactuar con el agua y asi su tiempo de

migracion en el capilar se disminuye.

4.2.3 Figuras analiticas de mérito para CE.

o Evaluacion de la repetibilidad de tiempos de migracion (ty) y de
areas. La repetibilidad del método se evalud inyectando una mezcla de las
catequinas bajo estudio, de concentracion conocida (80 ppm), cinco veces.
Los resultados para la evaluacion del método, en cuanto a ty y area

corregida, se observan en las Tablas 24 y 25, respectivamente.
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Tabla 24. Repetibilidad de ty de las catequinas por CE.

Tiempo de retencion,

Catequina min <X> S CV, % r

(-)-EGC Z;; ggg 972 971 0,09 097 0,37
(1)-C 19%0 182 9,9 10,0 0,2 1,9 0,7
(-)-EC 112 112 11,7 114 0,3 2,8 1,3
(-)-EGCG 1;? H; 11,4 11,7 0,3 2,1 1,0
(-)-ECG 1;? 1;? 12,3 12,3 0,3 2,0 1,0

Tabla 25. Repetibilidad de areas de las catequinas por CE.

Catequina Area, mAU*s <X> S CV, % r
(-)-EGC 2? :g 55 53 2 3,3 7,0
(x)-C 25:421 3113:2 93,1 92,7 0,7 0,9 3,1
()}EC mon s 2 24 8
(-)-EGCG 2; 2; 100 87 2 2,3 8
(-)-ECG 1;? 1;5 117 116 2 2,1 9,4

La precisidon del método expresada como los coeficientes de variacidon
calculados tanto para ty como para las areas corregidas de cada una de las
catequinas, se encuentran dentro de los recomendados por las buenas

practicas de laboratorio: 2% para ty y 10% para areas.
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o Evaluacion de la linealidad y la sensibilidad del método. A
continuacion, en la Tabla 26, se muestran los resultados de la ecuacién de
la curva de calibracion para cada una de las catequinas en estudio
(Anexo 3).

Tabla 26. Linealidad y la sensibilidad del método por CE.

Catequina Ecuacidn R? b Sb b +tSb
(-)-EGC y =0,972 x 0,9993 0,972 0,006 0,972 + 0,018
(x)-C y=1,14 x 0,9987 1,14 0,01 1,14 £ 0,03
(-)-EC y = 1,20 x 0,9975 1,2 0,02 1,20 £ 0,04

(-)-EGCG y = 0,693 x 0,9991 0,693 0,005 0,693 +0,014

(-)-ECG y=147x 0,999 1,47 0,01 1,47 +0,033

El coeficiente de determinacién de las curvas de calibracién para las
catequinas estuvo entre 0,9975 y 0,9991, mostrando que bajo el rango de
concentraciones evaluadas, es decir, 0,5 - 64 ppm, el método es lineal. Los
valores de la desviacion estandar de la pendiente entre 0,0066 y 0,012
indican la precision del método. Por tanto, se puede concluir que el método

es aplicable bajo el rango de concentraciones evaluado.

o Determinacion de los limites de deteccidén y cuantificacion de
cada una de las catequinas en estudio. Los limites de deteccién y
cuantificacion de cada catequina, empleando el método de analisis descrito

en la seccion 4.2.2, se reportan en la Tabla 27.
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Tabla 27. Limites de deteccion y cuantificacion por CE para (z)-C, (-)-EC,
(-)-EGC, (-)-ECGYy (-)-EGCG.

LOD LOQ
(ppm) (ppm)
()-EGC y=0,972x 09993 0,972 0,0066 1,37 275

Catequina Ecuacion R? b Sy/x

(x)-C y=114x 09987 1,14 0,010 1,81 3,62
(-)-EC y=120x 0,9975 1,2 0,015 2,55 5,10
(-)-EGCG y=0,693x 0,9991 0,693 0,0051 1,48 2,96
(-)-ECG y=147x 0999 147 0,012 2,96 3,22

o Evaluacion de la reproducibilidad de tiempos de migracién (tv) y

areas. Para evaluar la reproducibilidad del método se tomaron cuatro
muestras representativas de té verde. A cada una de las muestras se les
realizd el proceso de extraccion detallado en la Seccidn 3.5, y de analisis de
catequinas, por CE. Los resultados obtenidos para ty y areas corregidas se
muestran en las Tablas 28 y 29.

Los coeficientes de variacion de las areas corregidas y los tiempos de
migracion no superan el 5.6 y 1.2 %, respectivamente, valores aceptados por
las Buenas Practicas de Laboratorio y, por consiguiente, se puede concluir

que el método CE es reproducible.

Tabla 28. Reproducibilidad del método para ty de las catequinas extraidas

de té verde, por CE.

Tiempo (min)

Analito I M2 73 M <X> S CV, % r
(-)-EGC 10,3 10,3 10,1 10,4 10,3 0,1 1,1 0,43
(#)-C 10,7 10,5 10,7 10,5 10,6 0,1 1,1 0,46
(-)-EC 1,5 116 11,8 11,5 11,6 0,1 1,2 0,56
(-)-EGCG 11,8 119 119 118 11,90 0,06 0,46 0,22
(-)-ECG 12,2 121 12,0 121 12,10 0,08 0,65 0,31
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Tabla 29. Reproducibilidad de areas, por CE, de las catequinas extraidas de

té verde.
Analito Areas corregidas (mAU*s/min)
M2 M3 M4 <X> S CV, % r
(-)-EGC 91 94 99 97 95 3 3,7 13,7
(¥)-C 7,9 6,9 7,3 7,4 7,4 0,4 5,6 1,6
(-)-EC 68 65 74 70 69 4 55 14,8

(-)-EGCG 221 228 232 241 230 8 3,6 32,7
(-)-ECG 101 105 109 103 105 4 36 14,8

Aunque los tiempos de migracion para las cuatro muestras de té son
reproducibles entre si, éstos se encuentran desplazados con respecto a los
estdandares de catequinas. Por tanto, para la reproducibilidad y Ila
cuantificacion, fue necesario enriquecer la muestra con estandares de
catequinas en cantidades conocidas y, por diferencia de areas, asignar a

cada sefal su respectiva identidad.

4.3 EXTRACCION DE CATEQUINAS.

En la extraccion de catequinas en medio acuoso, ademas de estar presentes
las cinco catequinas bajo estudio, se observaron impurezas que interfieren
en su cuantificacion (Figura 35 a). Por esta razén, para eliminar la presencia
de cafeina y compuestos coloreados presentes en el extracto, se siguio la
metodologia de limpieza propuesta por Row y Jin [83], que utilizaron

cloroformo y acetato de etilo (Figura 35 b).
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Figura 35. Perfil cromatografico de catequinas extraidas de té verde
usando diferentes medios de extraccion, obtenido por HPLC-DAD-UV-Vis
columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18.
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Fase movil: Metanol, 20 %: agua:acido acético 100:0.1), 80%. A. Extracciéon con agua.
B. Extraccién con agua, cloroformo y acetato de etilo. 1. (-)-EGC, 2. (1)-C, 3. (-)-EGCG,
4. (-)-ECy5. (-)-ECG.

4.3.1 Extraccion exhaustiva. Se repitid el procedimiento de extraccion
descrito en la Seccion 3.5, analizando en el equipo HPLC cada uno de los
extractos obtenidos, hasta lograr las cantidades de catequinas por debajo del
limite de deteccion del método. Al observar los extractos obtenidos, se
concluyo que para una muestra de 100 mg de té verde y cacao, es necesario
hacer 5 y 3 extracciones, respectivamente, con porciones de agua de 10 mL.
(Anexos 4y 5).

4.4 CUANTIFICACION DE CATEQUINAS.
4.4.1 Cuantificacion de catequinas empleando HPLC. Los perfiles

cromatograficos para Salvia aratocensis y Origanum vulgare L. se muestran

en las Figuras 36 y 37, respectivamente.
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Figura 36. Perfil cromatografico de catequinas extraidas de Salvia aratocensis, obtenido por HPLC-DAD-UV-Vis en la
columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18.
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Figura 37. Perfil cromatografico de catequinas extraidas de Origanum vulgare L., obtenido por HPLC-DAD-UV-Vis en la
columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18.
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En las Figuras 36 y 37 se observaron dos senales que coinciden con los
tiempos de retenciéon de dos de las catequinas bajo estudio: (+)-catequina y
(-)-epigalocatequina galato. Dado que el detector de arreglo de diodos
permite obtener el espectro ultravioleta de cada una de la sefiales y la pureza
del pico, se procedié a comparar, para cada planta, los espectros UV de las
senales con los de los materiales de referencia certificados de (1)-C y
(-)-EGCG (Figuras 38y 39).

Se observé que los picos presentes en los cromatogramas de Salvia
aratocensis y Origanum vulgare L., pueden corresponder a (x)-catequina y de
(-)-epigalocatequina galato, puesto que tienen similares tiempos de retencion
(Figuras 38 y 39). Las dos sefales analizadas tienen espectros ultravioleta
caracteristicos de los flavonoides, particularmente de acidos fendlicos que

exhiben senales de absorcion a 230, 290 y 320 nm.

Figura 38. Espectros ultravioleta de las sefales presentes en el perfil
cromatografico de extracto de Salvia aratocensis (Figura 36) y de los

estandares de  (1)-catequina y de (-)-epigalocatequina galato.
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Figura 39. Espectros ultravioleta de las senales presentes en el perfil
cromatografico de extracto de Origanum vulgare L. (Figura 37) y de los
estandares de (t)-catequina y de (-)-epigalocatequina galato.
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En las Figuras 38 y 39 se aprecia la diferencia de los espectros UV, lo que
significa que las sefiales presentes no corresponden a las catequinas bajo
estudio. Ademas, se verificd la pureza del pico utilizando la opciéon Purity
Peak del Software Agilent ChemStation LC 3D, la cual reportd que los
espectros de las sefales analizadas presentaban una pureza aceptable,

descartando asi una posible coelucion.

En vista de que no se detect6 (z)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG, por
encima del limite de deteccion, en las plantas bajo estudio y con el propésito
de cumplir a cabalidad los objetivos de la investigacidn, se decidi6 realizar la
cuantificacion de las catequinas en matrices previamente estudiadas, a

saber, Camellia sinensis' y Theobroma cacao.

Los perfiles cromatograficos para Camellia sinensis y Theobroma cacao se

observan en las Figuras 40 y 41, respectivamente.
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Figura 40. Perfil cromatografico de catequinas extraidas de té verde, obtenido por HPLC-DAD-UV-Vis en la columna

apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18 y los espectros UV de cada compuesto.
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Figura 41. Perfil cromatografico de catequinas extraidas de cacao, obtenido por HPLC-DAD-UV-Vis en la columna

apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18 y los espectros UV de cada compuesto.
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Los resultados obtenidos para Camellia sinensis y Theobroma cacao se

muestran en la Tabla 30.

Tabla 30. Cuantificacién de (£)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-}-ECG vy (-)-EGCG en

los extractos de té verde y cacao, por HPLC.

Contenido de catequinas,
CATEQUINA mg de Catequina/g de planta

Té verde Cacao
(-)-EGC 16,4 £ 0,2 ND?
(x)-C 1,01 £ 0,03 4,370 + 0,005
(-)-EGCG 34+2 ND
(-)-EC 6,86 + 0,06 7,23 £ 0,08
(-)-ECG 7,54 £ 0,08 ND

@ ND: No detectado.

En el extracto de té verde analizado se detectaron en orden descendente de
su cantidad, las cinco catequinas bajo estudio, a saber, (-)-EGCG > (-)-EGC
> (-)-ECG > (-)-EC > (2)-C. En general, la mayoria de las publicaciones que
contienen la cuantificacion de catequinas en té verde, reportan este mismo
orden de elusion y contenido de catequinas de diversos tipos de té verde.
Las diferencias entre las publicaciones se observan en los mg de analito/g de
planta, hecho que esta influenciado por el tipo de té verde y los procesos de
manufactura a los que se somete éste antes de su comercializacion [13, 86,
87, 88, 89].

En la variedad de cacao estudiado, se encontr6 en mayor cantidad (-)-EC,
seguida de (x)-C. En el caso de Theobroma cacao, los autores reportan la
presencia de (x)-catequina y (-)-epicatequina. En gran parte de las
publicaciones, el mayor porcentaje corresponde a la (-)-epicatequina, aunque

en algunos casos, la (x)-catequina es la que se encuentra en mayor
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proporcion [89]. Las cantidades de catequina en el cacao difieren
significativamente como consecuencia de los periodos de fermentacion a los
cuales es sometido: a mayor tiempo de fermentacion, menor es la cantidad

de catequinas presentes.

4.4.2 Cuantificacion de catequinas empleando CE. Aplicando la
metodologia desarrollada para CE (Seccién 4.2.2) y la metodologia de
extraccion descrita en la Seccion 4.3, se procedié a la cuantificacion de las
catequinas: (x)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina,
(-)-epigalocatequina y (-)-epigalocatequina galato en las muestras de
Origanum vulgare L. y Salvia aratocensis, mediante la técnica de patron

externo.

En los electroforegramas de los extractos de Origanum vulgare L. y Salvia
aratocensis, se observo la presencia de picos que no correspondian a los
tiempos de migracion de los patrones certificados de catequinas. Dado que el
detector UV empleado s6lo permite tener como criterio de identificaciéon la
comparaciéon de tiempos de migracion con el material de referencia
certificado, para corroborar la identidad de cada catequina en las muestras,
se procedid a enriquecer cada una con patron en concentraciones conocidas
de cada catequina y, mediante la diferencia de areas observadas, realizar la

respectiva identificacion (Figuras 42 y 43).

Mediante el enriquecimiento de las muestras con (1)-C, (-)-EC, (-)-EGC,
(-)-ECG y (-)-EGCG, bajo las condiciones de trabajo reportadas, se pudo
descartar la presencia de dichas sustancias en las especies estudiadas de la

familia Labiaceae, lo que coincidié con los resultados obtenidos por HPLC.
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Figura 42. Electroforegramas de los extractos de Salvia aratocensis y del

extracto enriquecido.
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Figura 43. Electroforegramas del extracto de Origanum vulgare L. y del

extracto enriquecido.
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Aunque ninguna de las catequinas bajo estudio fue detectada por encima del
limite de deteccidn, en los extractos acuosos de Origanum vulgare L. y de
Salvia aratocensis, el tipo de extraccidbn empleado y la naturaleza de las
catequinas analizadas permiten suponer que las sefales observadas en los
electroforegramas de las dos especies de plantas pueden corresponder a

flavonoides y/o compuestos fendlicos en general; se puede sugerir que la
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metodologia implementada por CE podria ser util para el analisis de otros
compuestos de propiedades fisicoquimicas similares a las catequinas

presentes en matrices vegetales.

De igual forma, que para HPLC, se llevé a cabo la cuantificacién de
catequinas en té verde cormecial (Camellia sinensis) y Theobroma cacao. En
las Figuras 44 y 45, se muestran los electroforegramas de los extractos

acuosos de estas plantas.

Figura 44. Electroforegramas de extracto de té verde comercial (Camellia

sinensis).
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A. Extracto de té verde. B. Extracto de té verde enriquecido catequinas patréon en concentraciones

determinadas.

105



Figura 45. Electroforegramas de extracto de Theobroma cacao.
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determinadas concentraciones.

Los resultados obtenidos para té verde y Theobroma cacao se muestran en

la Tabla 31.
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Tabla 31. Cuantificacion de ()-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG en

extractos de té verde (Camellia sinensis) y Theobroma cacao, por CE.

Contenido de catequinas
CATEQUINA (mg de Catequina/g de planta)

Té verde Cacao
(-)-EGC 17,1 £ 0,29 N.D?.
(x)-C 0,64 + 0,065 3,907+ 0,002
(-)-EC 57+0,3 6,2 + 0,35
(-)-EGCG 33,6+0,3 N.D.
(-)-ECG 6,29 + 0,021 N.D.

@ ND: No detectado.

Al igual que en HPLC, se detectaron en el té verde las cinco catequinas bajo
estudio, a saber, (-)-EGCG > (-)-EGC > (-)-ECG > (-)-EC > (£)-C. Para el
caso del cacao, se reporté la presencia de (-)-EC y (£)-C, conservando
también la misma proporcion hallada por cromatografia liquida. Estos
resultados son favorables debido a la similitud con los resultados de
cuantificacion para té verde y cacao por CE y HPLC, hecho que se esperaba

al analizar la misma muestra.

4.5 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS METODOLOGIAS DE ANALISIS
DE CATEQUINAS POR HPLC Y CE.

Entre las técnicas empleadas para el analisis de catequinas en diferentes
matrices se destacan HPLC y CE. Aunque ambas técnicas son efectivas,
existen marcadas diferencias debido a la instrumentacién empleada y los
principios que rigen la separacién [65, 67]. La comparacion entre estas
técnicas, en cuanto a su sensibilidad, la disponibilidad de recursos y el
tiempo, resulta util para establecer ventajas y desventajas en el analisis de
catequinas. Las diferencias halladas entre HPLC y CE para determinar

catequinas en matrices vegetales, se analizaron con base en las figuras
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analiticas de mérito. A continuacion, se hace el respectivo analisis de cada
una de las figuras analiticas de merito, determinadas para cada uno de los

métodos.

4.5.1 Figuras analiticas de mérito.

o Limites de deteccidén y cuantificacion. Los limites de deteccion
(LOD) y cuantificacion (LOQ) fueron mas bajos para HPLC (Tabla 32),
excepto para la (-)-ECG; 1,84 mg/L y 3,68 mg/L, respectivamente. El menor
LOD (1,37 mg/L) y LOQ por CE, fue para (-)-EGC, mientras en HPLC fue
para (£)-C (LOD 0,46 mg/L). En general, por CE tanto el LOD como el LOQ
obtenidos, son mas del doble de los encontrados para HPLC, lo cual coincide
con lo reportado por Vanhoenacker et al. [74], para el analisis de catequinas
en té. No obstante, autores como Pelillo et al. [76], reportan limites de
deteccion hasta 20 veces mayores, obtenidos por CE. Estos resultados dejan
en evidencia las grandes variaciones que pueden presentarse en el analisis,

segun la metodologia y el equipo empleado.

Tabla 32. Limites de deteccion y cuantificacion de HPLC y CE de las

catequinas analizadas.

Limites de deteccion y cuantificacién, mg/L

: LOD LOQ

Catequina

HPLC CE HPLC CE
(-)-EGC 0,50 1.37 1,00 2.75
(x)-C 0,46 1.81 0,92 3,6
(-)-EGCG 0,56 1.48 1,12 2.96
(-)-EC 0,48 2.55 0,96 35,1
(-)-ECG 1,84 1.61 3,68 3,2
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o Linealidad y sensibilidad del método. Los mejores valores de
linealidad y sensibilidad, para la metodologia implementada, se obtuvieron
con HPLC (Tabla 33). Esto indica, que la linealidad del método en el rango
de 0,5 a 64 mg/L, asociado con la respuesta lineal del detector, es mayor
para todas las catequinas en el DAD del equipo de HPLC. La metodologia
con HPLC resulta mas sensible, pues genera respuestas elevadas,
comparadas con los resultados obtenidos con CE. Esto puede observarse,
comparando los valores de respuesta del detector (areas), obtenidos por
ambas metodologias de analisis, para una misma concentracién de analito
(Tabla 34).

Tabla 33. Linealidad y sensibilidad de los métodos HPLC y CE.

Linealidad y sensibilidad
R’ b +tSb
HPLC CE HPLC CE

(-)-EGC 0,9998 0,9993 96,5+0,5 0,97 +£0,02

Catequina

(#)-C 0,9998 0,9987 126,6 +0,7 1,14 £ 0,03
(-)-EGCG 0,9998 0,9991 115,1+0,7 0,69 £ 0,01
(-)-EC 0,9997 0,9975 82,5+0,6 1,20 +0,04

(-)-ECG 0,9999 0,9990 101,0+0,5 1,47 £0,03

Tabla 34. Respuesta del detector (area) para catequina en 2 mg/L.

Area (mAu*s)

Catequina TPLC oE

(-)-EGC 170+ 7 222+0.6
(#)-C 200 £ 1 249104
(-)-EGCG 225+ 6 14.4+0.3
(-)-EC 222+ 3 30.6 £0.7
(-)-ECG 177+ 3 36.6 £ 0.8
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o Repetibilidad. Los valores maximos del CV, recomendados para
areas y tiempos de retencion son, 10 y 2% respectivamente. Segun estos
valores, la repetibilidad de los métodos implementados es alta. La Tabla 35
muestra que, para HPLC el maximo CV para las areas fue 2,5% ((-)-EC) y
para los tiempos de retencién fue 0,9% [(-)-EGCG]. Mientras en CE, el
maximo CV para las areas fue 3,3% [(-)-EGC] y para el tiempo de migracién
fue 2,8% [(-)-EGCG vy (-)-EC]. Lo anterior indica que, en el andlisis de
catequinas bajo las condiciones establecidas, la mayor repetibilidad se
alcanza con el HPLC, hecho que coincide con lo reportado en la literatura
[17, 88].

Tabla 35. Repetibilidad de los métodos de CE y HPLC en el analisis de

catequinas.

Repetibilidad, CV, %

. Area, mAU*s Tiempo, min
Catequina

HPLC CE HPLC CE

(-)-EGC 0,64 3,3 0,77 1,0
(x)-C 0,88 0,9 0,76 1,9
(-)-EGCG 0,75 2,3 0,90 2,8
(-)-EC 2,50 24 0,75 2,8
(-)-ECG 1,50 21 0,75 2,0

o Reproducibilidad. ElI método de HPLC fue mas reproducible en

cuanto a tiempos de retencion, de acuerdo con los CV reportados en la Tabla
36. Para las areas, la reproducibilidad fue similar para las dos técnicas
implementadas. Entonces, se puede concluir, que en el analisis de
catequinas en té, los dos métodos analiticos se encuentran dentro de los

rangos permitidos por las Buenas Practicas de Laboratorio y, por tanto,
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ambos métodos pueden emplearse en el laboratorio para la cuantificacion
rutinaria de (t)-catequina, (-)- epicatequina, (-)-epigalocatequina,
(-)-epicatequina galato y (-)-epigalocatequina galato, siguiendo la presente

metodologia.

Tabla 36. Reproducibilidad de los métodos de CE y HPLC para el analisis de

catequinas.

Reproducibilidad, CV, %
Area, mAU*s Tiempo, min

Catequina HPLC CE HPLC CE
(-)-EGC 4.4 3,7 0,5 11
(+)-C 5,8 5,6 0,3 1,1
(-)-EGCG 5,3 5,5 0,7 0,5
(-)-EC 4,8 3,6 0,5 1,2
(-)-ECG 5,8 3,6 0,3 0,7

4.5.2 Tiempo de andlisis. En la Tabla 37 se comparan los tiempos de
retencion y migracion, obtenidas por HPLC y CE, tanto para la mezcla de
patrones certificados, como para el extracto de té verde. Aunque ambos
métodos son eficientes para el analisis de: (x)-catequina, (-)- epicatequina,
(-)-epigalocatequina, (-)-epicatequina galato y (-)-epigalocatequina galato, se
observa, que el tiempo de migracidn de la corrida electroforética, para todas
ellas, fue mas rapido (ca. 12 min), que el tiempo de retencion (ca. 11 min),
por HPLC, de las primeras cuatro catequinas estudiadas. Es evidente, que el
aumento en el tiempo de analisis para HPLC fue dado por el tiempo de

retencién que presento la (-)-ECG (ca. 26 min). De acuerdo con el tiempo de
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analisis, la seleccion entre las dos técnicas empleadas, estara determinada

por el o los analitos que se requieran analizar.

Tabla 37. Tiempos de analisis de cada catequina obtenidos por HPLC y CE.

_ HPLC (tg, min) CE (tw, min)
Catequina
Patrones Té verde Patrones Té verde

(-)-EGC 4,74 + 0,04 515+0,03 9,71 +0,09 10,3+ 0,1
(x)-C 5,19 + 0,04 5,60 + 0,02 10,0 +0,2 10,6 + 0,1
(-)-EGCG 8,86 + 0,08 9,63 + 0,07 11,4+0,8 11,6 + 0,1
(-)-EC 11,87+ 0,09 13,01 £0,07 11,7+0,8 11,86 + 0,06
(-)-ECG 259+0,2 28,85+0,08 12,3+0,9 12,09 + 0,08

4.5.3 Costo de analisis. El costo de analisis de (%)-catequina,
(-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epicatequina galato y
(-)-epigalocatequina galato, en una muestra vegetal, analizada por HPLC o
CE, se detalla en la Tabla 38. En HPLC, se emplean hasta 60 veces los
volumenes de solventes que en CE, siendo una gran desventaja desde el
punto de vista econdmico y ambiental, dados los altos costos de los
solventes grado HPLC y los problemas inherentes al manejo de residuos
quimicos. Otro aspecto importante, es el costo generado por consumibles
(filtros, fritas, jeringas), siendo éste mayor para CE, debido a la necesidad de
filtros con tamafios de poro mas pequefos y cambio diario de tubos conicos,
donde van depositadas las soluciones necesarias para el acondicionamiento

del capilar, analisis y apagado del equipo.

Aunque la diferencia en términos de costo no pueda apreciarse en el calculo
por analisis de una sola muestra, haciendo las debidas proyecciones, para un
numero de muestras mayor y teniendo en cuenta los gastos técnicos, CE se

convierte en una técnica ventajosa desde el punto de vista econémico.
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Tabla 38. Valores de analisis de una muestra por HPLC y CE empleando la

metodologia de analisis implementada en este estudio.

HPLC* CE
DETALLE Cantidag Valor. pesos . ... Valor, pesos
colombianos colombianos
Uso del equipo 90000 75000
Subtotal 90000 75000
Acondicionamiento y
apagado del equipo
Metanol* 20.4 mL 489,6 1mL 21,6
Acido acético* 24.6 uL 0,59
Agua* 24.6 mL 645,75
Acido Clorhidrico 0.083 mL 0,1
Hidroxido de sodio 0.02 mL 1,98
Subtotal 1135,94 23,68
Analisis
Fase movil
Metanol* 54 mL 129,6
Acido acético* 24.6 uL 0,59
Agua* 24.6 mL 645,75
Solucion Buffer 3mL
Acido bérico 6.5 mg 0,59
Dihidrogeno . 0,86
fosfato de sodio 8.6 mg
Dodecil sulfato de
sodio 70 g 4,54
Subtotal 775,94 5,99
Consumibles
Filtros para > 3.19
solventes
Filtros para 1 1342 1 4000
muestras
Jeringas 1 250 1 250
Tubos conicos 10 2500
Subtotal 4782 6750
TOTAL 96.693,88 81.779,67

* Todos los solventes empleados deben ser grado HPLC.
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Aunque la metodologia implementada por CE resulté ser bastante
reproducible, repetible y sensible, no supera en estos tres aspectos al HPLC.
No obstante, HPLC resultdé ser menos ventajosa en cuanto a tiempos de
analisis y costos se refiere, por tanto, se puede establecer que la decision
para escoger entre estas dos técnicas para el analisis de (t)-catequina,
(-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epicatequina galato y
(-)-epigalocatequina galato, depende fundamentalmente de la disponibilidad

de muestra, tiempo, reactivos con que se cuenten, y obviamente el equipo.

4.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE PATRONES DE CATEQUINAS Y
EXTRACTOS.

Las catequinas, siendo compuestos fendlicos, presentan en su estructura un
numero considerable de grupos hidroxilo, susceptibles a donador hidrégenos
a los radicales, por lo cual se conocen como agentes antirradicalarios
efectivos [90]. Esto pudo comprobarse experimentalmente, sometiendo a las
catequinas (z)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG al ensayo de DPPH’,
cuyo procedimiento se describe en la Seccion 3.8. Para establecer la
efectividad de cada catequina como agente atrapador de radicales se empled
el valor de ECsp, definido como la relacién entre la concentracion efectiva de
sustancia necesaria para reducir en un 50% la concentracién inicial de
DPPH" como valor de comparacién con sustancias de referencia (Tabla 39 y
Anexo 6).

El valor de ECs es inversamente proporcional a la capacidad de atrapar
radicales; es decir, a menor valor de ECsy para una sustancia, mayor sera su
capacidad para atrapar radicales. De acuerdo con la Tabla 39 se observa
como las catequinas resultan ser hasta tres veces mas efectivas como
agentes antirradicalarios que los antioxidantes de referencia empleados, i.e.
Vitamina E y Trolox®, como agentes antioxidantes por excelencia, en la

industrias alimenticia y cosmética [91].
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Tabla 39. Capacidad de atrapamiento de radicales de los patrones de

catequinas y antioxidantes las sustancias de referencia.

Sustancia OEC il .
(mg Sustancia/ mg DPPH) (mM Sustancia/ mM DPPH)
(x)-C 0,089 £+ 0,003 0,12 £ 0,004
(-)-EC 0,092 + 0,002 0,082 + 0,001
(-)-EGC 0,082 + 0,001 0,070 £ 0,001
(-)-ECG 0,072 £ 0,001 0,092 + 0,001
(-)-EGCG 0,067 + 0,003 0,091 £ 0,004
Trolox® 0,155 + 0,001 0,254 + 0,002
Vitamina E 0,279 + 0,001 0,255 + 0,001

A partir del valor de ECsy (mM Sustancia / mM DPPH’) se observa cémo éste
disminuye conforme aumenta el numero de grupos hidroxilo en las
catequinas; es decir, conforme aumentan los hidroxilos disponibles para
donar hidrégenos y formar moléculas de DPPH;, disminuye la concentracion
del radical DPPH’ vy, por tanto, aumenta la actividad antiradicalaria. Este
hecho también podria explicar por qué las catequinas resultan ser mas
efectivas comparadas con sustancias como la vitamina E y el Trolox®, que

cuentan en sus estructuras con un sélo grupo hidroxilo” (Figura 46).

Para el caso de las especies vegetales estudiadas, los valores del ECsy de
los extractos acuosos se reportan en la Tabla 40. Adicionalmente, se
sometieron al ensayo de DPPH" los extractos acuosos de té verde y cacao,
que sirven como referencia para el analisis de los extractos de Origanum

vulgere L. y Salvia aratocensis.
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Figura 46. Antioxidantes de referencia empleados para medir la actividad

antioxidante de los extractos vegetales.
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Tabla 40. Valores del ECsp de extractos acuosos de las plantas bajo estudio.

ECso

Extracto o
mg Extracto/ mg DPPH
Origanum vulgare L. 0.230 £ 0.002
Salvia aratocensis 0.12+0,03
Té verde 0.042 £ 0.003
Cacao 0,187 £ 0,003

De acuerdo con los valores obtenidos de ECs, (mg Extracto/mg DPPH’) para
los extractos acuosos de las especies Origanum vulgare L. y Salvia
aratocensis y teniendo en cuenta los valores reportados para las sustancias
de referencia, e.g. vitamina E y Trolox®, puede considerarse que estos
extractos resultan ser efectivos agentes radicalarios, puesto que presentan
valores de EC5sp menores que los agentes antioxidantes como la vitamina E y
el Trolox®. Esto indica, que dentro de la composicion de los extractos
acuosos de estas especies se podrian encontrar uno 0 mas compuestos con
propiedades antiradicalarias, que podrian corresponder a compuestos

fendlicos como flavonoides, de acuerdo también con los picos observados
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tanto en el cromatograma, obtenido por HPLC como en el electroforegrama

obtenido por CE.

En el caso particular del té verde, su valor de EC5p puede explicarse teniendo
en cuenta el alto contenido de catequinas identificadas en su extracto
acuoso, reconocido mediante las técnicas HPLC y CE. El efecto sinérgico de
las catequinas genera un altisimo poder antirradicalario, siendo necesaria
una menor cantidad de extracto acuoso de té para disminuir en un 50% la
concentracion inicial de DPPH con respecto a los demas extractos

evaluados.

4.7 CONTENIDO TOTAL DE FENOLES DE CATEQUINAS PATRON Y
EXTRACTOS.

Se determind el contenido total de fenoles (CTF) para la solucion de las cinco
catequinas en estudio y de las dos sustancias de referencia, vitamina E vy
Trolox®, segln lo descrito en la Seccién 3.9 (Anexo 7). Los resultados

obtenidos se reportan en la Tabla 41.

Tabla 41. Contenido total de fenoles de los patrones de catequinas y

patrones de antioxidantes.

Sustancia CTF
(mg Fenoles/ mg sustancia)
(x)-C 0.47 £ 0.01
(-)-EC 0,43 £ 0.01
(-)-EGC 0.47 £ 0.003
(-)-ECG 0.49 £ 0.02
(-)-EGCG 0.51 +£0.01
Trolox® 0.24 + 0.01
Vitamina E 0.127 £ 0.009

 Miliequivalentes de acido galico.
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De acuerdo con los valores reportados en la Tabla 41, se observa que
conforme aumenta el numero de grupos hidroxilo en las moléculas, aumenta
también el contenido total de fenoles. Sin embargo, no podria considerarse
como una relacion estrictamente proporcional, teniendo en cuenta las
similitudes entre los valores hallados para (+)-C y (-)-EGC. De acuerdo con
las desviaciones estandar de cada medicién, se puede estimar que la
diferencia en el CTF observada no es significativa, lo cual indica que ademas
del numero de hidroxilos en la estructura, la reacciéon con el reactivo de
Folin-Ciocalteu también esta afectada por otros factores tales como la

disposicion de los grupos hidroxilo en la molécula.

Por lo tanto, al tener el grupo hidroxilo en la posicién 3 en configuracién
trans-, con el anillo B, los hidroxilos de la (t)-catequina tendran menor
impedimento estérico para la interaccion con los iones de molibdato y
tungstato, responsables de la oxidacion de éstos, formando, probablemente,
con mayor facilidad, las especies cromdgenas que permiten la cuantificacion

de los grupos hidroxilo.

Se evalud igualmente el CTF de los extractos acuosos de las especies
Origanum vulgare L. y Salvia aratocensis y de los extractos de té y cacao.

Los resultados se reportan en la Tabla 42.

Tabla 42. Contenido total de fenoles de diferentes extractos acuosos de

muestras vegetales.

CTF
Extracto
(mg Fenoles® mg Extracto)
Origanum vulgare L. 0.295 £ 0.006
Salvia aratocensis 0.211 + 0.001
Té 0.247 £ 0.003
Cacao 0.162 + 0.003

@ Miliequivalentes de acido galico.
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Los resultados obtenidos muestran que el extracto acuoso de las especies
Origanum vulgare L. y Salvia aratocensis tienen un CTF comparable con la
del extracto de té verde. Esto, puede indicar que en los extractos de dichas
especies estan presentes compuestos fendlicos capaces de reaccionar con
el Folin-Ciocalteu, hecho que puede ser respaldado con la notable actividad
antioxidante observada en sus extractos, caracteristicas propias de este tipo

de compuestos.

4.8 RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y EL CONTENIDO
TOTAL DE FENOLES.

La relacion estructural de los compuestos fendlicos con su capacidad
antioxidante, ha sido ampliamente estudiada en matrices vegetales. Una
forma experimental de observar esta relacion es mediante la comparacion
entre los valores de actividad antioxidante con el contenido total de fenoles.
En general, se ha establecido una relacion lineal entre estos dos valores, y
se demostrd, que a mayor numero de grupos hidroxilo, es decir, mayor
contenido total de fenoles, mayor sera la capacidad antioxidante de la

sustancia estudiada [92].

Con el fin de establecer la relacién entre la AA expresada y el CTF de las
sustancias y extractos evaluados con los datos obtenidos para ambos
ensayos, se procedié a construir una curva que permitiera observar el tipo
de relacion entre estos valores (Figura 47). Se observa como la relacién AA-
CTF, empleando los valores de AA como la relacibn de ARPsy (mg
DPPH'/mg sustancia) y el CTF expresado como mg de fenoles por mg de
sustancia, resulta ser una relacion directa, es decir, a mayor contenido total

de fenoles se observa actividad antioxidante mas alta.
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Figura 47. Relacién entre la actividad antioxidante y el contenido total de
fenoles de las sustancias puras.

0.6 1 ()-EGCG

0,5* (i)_c _____.—.

04 - OEC* ()-ecC

0,3 -
0,2 -

o
0,1 vitamina E

O T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

ARP (mg DPPH/mg sustancia)

CTF (mg Fenoles/mg sustancia)

Para el caso de los extractos acuosos (Figura 48), se observa la tendencia
logaritmica entre el CTF y la AA para los extractos, excepto para Origanum
vulgare L. Entonces, puede ser que los compuestos presentes en este
extracto tengan hidroxilos fendlicos que reaccionen con el Folin-Ciocalteu,

pero sus hidrégenos sean menos reactivos para reaccionar con el DPPH’,

Figura 48. Relacién entre la actividad antioxidante y el contenido total de
fenoles de los extractos acuosos de Origanum vulgare L., Salvia aratocensis,

té verde y cacao.
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5. CONCLUSIONES

o Las metodologias implementadas para el analisis simultdneo de
(x)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epicatequina galato y
(-)-epigalocatequina galato, por las técnicas analiticas HPLC y CE, cumplen
con los requerimientos establecidos por las Buenas Practicas de Laboratorio,
y aseguran, de esta manera, la calidad y la confianza de los resultados y, por
ende, su aplicabilidad para el andlisis de catequinas en matrices vegetales,

bajo las condiciones de trabajo establecidas.

o El estudio comparativo de las dos técnicas, HPLC y CE, tuvo en
cuenta las figuras analiticas de mérito, el costo y el tiempo de analisis. La
técnica HPLC fue mas repetible, reproducible y sensible que CE, mientras
que la ultima fue mas rapida, menos costosa y contaminante, dado el exiguo
volumen de solventes requerido en CE. El uso de cada técnica dependera
del propdsito: HPLC es mas util para el analisis de muestras con una baja
concentracion de catequinas, e.g. fluidos bioldgicos, o para muestras cuyo
analisis requiere mas precision, e.g. los farmacos; mientras que CE se
recomienda para analisis de rutina, rapidos, de bajo costo y sencillos, tipo

screening O prospeccion.

o Las siguientes son las variables que mas incidencia tuvieron sobre la
separacién y resoluciéon de las catequinas, por HPLC: temperatura,
porcentajes de metanol y del acido acético, y se fijaron asi: 35°C, 18%
(metanol) y 0,1% (acido acético), respectivamente. Para CE, operando en
modo MEKC, los factores que mas afectaron los electroforegramas fueron las
concentraciones de acido bodrico (H3BOs), dihidrogeno fosfato de sodio
(NaH2POQ,) y dodecil sulfato de sodio (SDS), fijados en 0,25 mMol, 20 mMol y
80 mMol, respectivamente.
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o En los extractos acuosos de la plantas de Origanum vulgare L. y
Salvia aratocensis (familia Labiaceae), no se detectaron por HPLC, ni por
CE, (x)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epicatequina
galato y (-)-epigalocatequina galato, por encima de los niveles minimos de
deteccion de los métodos. No obstante, tanto los espectros UV-Vis de las
sefales observadas en los electroforegramas, como en los cromatogramas
obtenidos de HPLC, sumado al alto contenido total de fenoles y la capacidad
antirradicalaria comparable con la evaluada para la vitamina E y el Trolox®,
permiten vislumbrar la presencia de compuestos tipo flavonoide diferentes en
los extractos acuosos de las especies Origanum vulgare L. y Salvia

aratocensis, diferentes a las catequinas patrén.

o El procedimiento de limpieza con cloroformo (CH3Cl) realizado a las
matrices vegetales mejoré notablemente el aspecto y resolucién de picos en
los cromatogramas y electroforegramas obtenidos, al remover algunas
impurezas, e.g. cafeina y compuestos coloreados. Asi mismo, aunque las
catequinas son muy solubles en agua, y esta ultima compatible con la fase
movil y la solucién electrolitica en los equipos de HPLC y CE, la extraccién
con acetato de etilo aumento la extraccion y la concentracion de catequinas

en la muestra a inyectar.

o Se comprobd la capacidad antioxidante de patrones de catequinas,
usando el ensayo de descoloramiento del radical DPPH’. Se establecio el
contenido de fenoles, empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu. Los
resultados evidenciaron, que el contenido total de fenoles y la actividad
antioxidante de las catequinas aumentaban con el numero de grupos
hidroxilo presentes en la estructura. La actividad antioxidante de las
catequinas, fue 2-5 veces mas alta, que la determinada para Trolox® y

Vitamina E, antioxidantes de referencia.
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o De acuerdo con los valores reportados, existe una relacién directa
entre el contenido total de fenoles y la actividad antioxidante de la mayoria de
los extractos acuosos de muestras vegetales analizadas. Sin embargo, los
resultados obtenidos para el extracto de Origanum vulgare L., hacen pensar
que éste contiene moléculas que reaccionan con el reactivo de Folin-

Ciocalteu, pero exhiben poca actividad con el radical DPPH'.
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6. RECOMENDACIONES

Partiendo del método de extraccion, limpieza y concentracion de catequinas
de matrices vegetales, se recomienda optimizar este procedimiento,

aumentando los porcentajes de recuperacion de catequinas.

Emplear las metodologias de analisis implementadas por HPLC y CE en la
busqueda de nuevas especies promisorias en cuanto a su contenido de
catequinas, pues su notable actividad antioxidante, las hace importantes en

el mercado.

Evaluar la metodologia establecida para el analisis de catequinas por HPLC,
empleando un detector de fluorescencia, FLD, ya que éste es mas sensible y

selectivo frente a estos analitos, que el DAD.

Realizar un estudio que relacione la estructura de la (t)-catequina y la
(-)-epicatequina con su actividad antioxidante y el contenido total de fenoles,
haciendo énfasis en el hidrogeno en la posicion 3 del benzopirano y 2’ del

sustituyente fendlico del carbono en la posicion 2.
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ANEXOS
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ANEXO 1. Perfiles cromatograficos de (+)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y
(-)-EGCG. A. 280 nm; B. 210 nm.
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Figura 1-1. Perfiles cromatograficos de 1. (-)-EGC, 2. (+)-C, 3. (-)-EGCC, 4.
(-)-EC, 5. (-)-ECG. A. 280 nm; B. 210 nm.
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ANEXO 2. Curvas de calibracion de (1)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y
(-)-EGCG, por HPLC.
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Figura 2-1. Curvas de calibracion en el rango de 0,5-64 mg/L de
(-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG, por HPLC.
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ANEXO 3. Curva de calibracién de (z)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y
(-)-EGCG, por CE.
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Figura 3-1. Curvas de calibracion en el rango de 0,5 a 64 mg/L de (

(-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG, por CE.
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ANEXO 4. Perfiles cromatograficos de los extractos de té verde. 1. (-)-EGC,
2. (¢)-C, 3. (-)-EGCG, 4. (-)-EC y 5. (-)-ECG.
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Figura 4-1. Perfil cromatografico de los extractos de té verde. 1. (-)-EGC, 2.
(£)-C, 3. (-)-EGCG, 4. (-)-EC y 5. (-)-ECG.
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ANEXO 5. Perfiles cromatograficos de los extractos de cacao. 1. (1)-C,
2.(-)-EC.
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Figura 5-1. Perfil cromatografico de los extractos de cacao. 1. (%)-C,
2.(-)-EC.
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ANEXO 6. Curva de calibracion del DPPH’.
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Figura 6-1. Curva de calibracion del DPPH'.
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ANEXO 7. Curva de calibracion del acido galico.
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Figura 7-1. Curva de calibracion del acido galico.
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