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RESUMEN

Los compuestos fendlicos se encuentran en las plantas y poseen una alta
capacidad antioxidante. Se han reportado diversas metodologias para la
Cuantificacién de Fenoles Totales, sin embargo, es comun que no se evalue el efecto
que tienen las pequefias modificaciones de las diversas variables involucrados en el
procedimiento. Por este motivo, en este trabajo se propuso optimizar las diversas
variables del andlisis, realizar la validacion y evaluar su aplicacién en extractos de
plantas. Se seleccioné el agua como medio de disolucion y se redujo el volumen de
reaccion hasta 200 pL. Se optimizo el volumen del reactivo de Folin-Ciocalteau (33.5
uL), el volumen de carbonato de sodio al 20 % (86.5 L) y el tiempo de reaccion (46.5
min). Bajo estas condiciones se realizaron curvas de calibracion y se establecio la
linealidad, la precision y la exactitud, el Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion.
Se evalué la robustez del método y el efecto de la matriz, determinando que el método
es robusto, pero existe interferencia de la matriz. Se concluy6 que la cuantificacion se
debe realizar por una curva de adicidn estandar.

PALABRAS CLAVE:

Fenoles Totales; Folin-Ciocalteau; Optimizacion en Microplaca; Validacion en
Microplaca.
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Phenolic compounds are found in plants and possess a high antioxidant capacity.
Many methodologies have been reported for total phenol quantification; however, the
effect of small modifications in the various variables involved in the procedure is often
not evaluated. Hence, this work proposes to optimize the various variables of the
analysis, perform validation, and evaluate its application in plant extracts. Water was
chosen as the dissolution medium, and the reaction volume was reduced to 200 pL.
The volumes of the Folin-Ciocalteau reagent (33.5 pL) and 20 % sodium carbonate
(86.5 pL), as well as the reaction time (46.5 min), were optimized. Under these
conditions, calibration curves were created, and linearity, precision, accuracy,
detection limit, and quantification limit were established. The robustness of the method
and the effect of the matrix were evaluated, revealing that the method is robust,
although there is matrix interference. It was concluded that quantification should be
performed using a standard addition curve.

KEYWORDS

Total Phenols; Folin-Ciocalteau; Microplate Optimization; Microplate Validation.

Introduccion

Un antioxidante es un compuesto que, a bajas concentraciones, previene o
disminuye la oxidacion. Esta accion tiene una gran importancia biomédica, ya que se
ha demostrado su utilidad en el tratamiento de importantes enfermedades como
cancer, Alzheimer, Parkinson, diabetes, artritis reumatoide, entre otras; asi como
diversas propiedades como neuro, nefro, hepato y cardio protectoras, incluso los
antioxidantes se utilizan como tratamientos anti-edad o antienvejecimiento, etc. (Liu
et al., 2018).

Este tipo de compuestos se encuentran abundantemente en el reino vegetal, en
forma de compuestos fendlicos y son consumidos en la dieta. Por esta razén muchos
trabajos se han enfocado en el estudio de productos vegetales de consumo diario
para identificar, cuantificar y confirmar la actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos (Ponnampalam et al., 2022). La ruta biosintética de los compuestos fendlicos
es comun en bacterias, hongos, plantas y animales, e involucran la via de los
policétidos junto con la via del acido siquimico. Los compuestos fendlicos o
polifendlicos se clasifican de acuerdo con el tipo y nimero de anillos fendlicos que
contienen y la forma en que estos se unen. En general son 4 tipos: acidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos y lignanos (Pandey & Rizvi, 2009). Los compuestos
polifendlicos pueden desempefiar su actividad antioxidante a través de diferentes
mecanismos de accion: capturando radicales libres, disminuyendo el oxigeno
singulete, quelando metales de transicion, inhibiendo enzimas, etc. (Mucha et al.,
2021).

Aungue la Cuantificacion de Fenoles Totales, forma parte de los pardmetros para
describir la Capacidad Antioxidante de un material vegetal, determinar un alto
contenido de Fenoles Totales no significa que posean una actividad antioxidante alta;
para verificarlo es necesario realizar otro tipo de evaluaciones antioxidantes que
involucren diversos mecanismos como son: la remocién del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo o N,N-dimetil-p-fenilendiamina, la remocion de especies reactivas de
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oxigeno o nitrégeno, o los ensayos 2,2'-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)/capacidad antioxidante equivalente a Trolox®, poder antioxidante reductor
férrico o capacidad antioxidante reductora cuprica, entre otros (Apak et al., 2016).

La Cuantificacion de Fenoles Totales por el método de Folin-Ciocalteu en extractos
vegetales, se basa en la capacidad de los compuestos fendlicos presentes en la
muestra (estandar o extracto) para reducir el Reactivo de Folin-Ciocalteu (una mezcla
de &cido fosfotungstico y acido fosfomolibdico) en un medio alcalino (Figura 1), y
producir una banda ancha azul que absorbe entre 750 y 765 nm (Pérez et al., 2023),
esta absorbancia es proporcional a la cantidad de fenoles presentes.

Para realizar la Cuantificacion de los Fenoles Totales en un extracto vegetal,
primero se construye una curva de calibracion de estandar externo con un compuesto
fendlico como pirocatecol, &cido galico, quercetina, trolox, entre otros, posteriormente
se preparan varias diluciones del extracto vegetal (1:2, 1:4, etc.) y cada dilucion se
somete al mismo procedimiento, luego se interpola la absorbancia obtenida en la
curva de estandar externo y se expresa el resultado como el peso equivalente al
compuesto fendlico utilizado (e.g. pirocatecol) por cada gramo (o 100 g) de extracto
(Rumpf et al., 2023). EI método es simple ya que involucra pocas variables, sin
embargo, en cada laboratorio se realizan “pequefas modificaciones” a las variables
del método y no se evalla el efecto de cada una de ellas sobre la respuesta, ademas
del uso de diferente compuesto fenélico como estandar.

Figura 1. Reaccién de reduccidn del Reactivo de Folin Ciocalteu.
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Reactivo de Folin-Ciocalteu

A pesar de ser un método muy sencillo, es necesario optimizar las variables
involucradas en el proceso para tener una mejor respuesta (Martins et al., 2021).
Particularmente, se ha observado que el intervalo lineal de las curvas de calibracién
reportadas con acido galico tiene una ventana de absorbancias estrecha. Por tal
motivo, el propdsito de este trabajo fue optimizar las condiciones experimentales para
realizar la Cuantificacion de Fenoles Totales. Posteriormente se realiz6 la validacion
analitica y la aplicacion del método en una serie de extractos vegetales.

Material y Métodos

Determinacién de Fenoles Totales en tubo.

Se utilizo el método estandarizado desde hace tiempo dentro de nuestro grupo de
trabajo (Salazar et al., 2008), aunque inicialmente fue publicado por Kaur & Kapoor
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(2002). ElI método en tubo se realizé con los estandares: pirocatecol, acido gélico,
quercetina y trolox, en todos los casos se prepararon por triplicado disoluciones de
1000 ppm en etanol a 8 niveles de concentracion (17.86 — 0.14 ppm). En la Tabla 1,
aparece el procedimiento general del ensayo. Se obtuvieron las curvas de regresion
lineal por minimos cuadrados con las absorbancias obtenidas a cada nivel de
concentracion.

Tabla 1. Método de Folin-Ciocalteu en tubo.

Concentracién final de estandar (17.86 — 0.14 ppm) 100 pL
Agua destilada 3mL

Reactivo de Folin-Ciocalteu 0.5mL
Incubar 3 min
carbonato de sodio (20 %) 2mL

Incubar 60 mim

** Medir la absorbancia 750 nm

** Espectrofotdémetro UV-Vis Genesys 10s. Thermo Scientific.

Aplicacion del Método en tubo.

Se seleccionaron 5 extractos de plantas existentes en el laboratorio, los cuales se
obtuvieron en estudios previos a partir de plantas colectadas en el Noreste de México
(Rodriguez-Martinez, 2018): Tecoma stans, Malus pumila, Chrysactinia mexicana,
Eucalyptus globulus y Quercus virginiana. En todos los casos, la parte aérea de las
plantas se secd, molié y conservo en bolsas de plastico a temperatura ambiente hasta
su extraccion. Se realizaron 3 extracciones hidroalcohdlicas de 100 g de polvo de la
planta con 100 mL de solucién durante 20 min. El extracto obtenido se llevo a
sequedad en rotavapor a 37 °C. El extracto resultante se almacené en frasco ambar
bajo oscuridad, se sell6 bajo atmdsfera de nitrégeno y se mantuvo en refrigeracion (2
— 4 °C), hasta su uso.

Se prepar6 una disolucion de cada extracto a concentracion de 1000 ppm en 1 mL
de etanol, y 2 diluciones seriadas 1:2. Cada solucion se someti6 al procedimiento para
la Determinacion de Fenoles Totales en tubo. Se interpol6 la absorbancia en la curva
de calibracién de acido galico y se calculé el Contenido de Fenoles Totales
expresados como miligramos equivalentes a Acido Galico (GAE) por cada gramo de
extracto. Cada extracto se evaluo por triplicado.

Seleccion del Solvente.

Se aplicé el procedimiento para la Determinacion de Fenoles Totales en tubo a
disoluciones de 1 mL de &cido galico (1000 ppm) tanto en etanol como en
Dimetilsulféxido (DMSO al 0.05 % en agua). Se utilizé la concentracion de 4.46 ppm
de &cido galico en cada disolvente para obtener un barrido espectral en el rango de
300 a 800 nm en un espectrofotometro UV-Vis Genesys 10s (Thermo Scientific). Se
midieron las absorbancias de cada curva a la longitud de onda de maxima absorcién
correspondiente.
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Determinaciodn de Fenoles Totales a Microescala.

Se redujeron los volimenes de cada reactivo utilizado en el método de
Macrodilucién hasta un volumen final de mezcla de reaccién de 200 L, sin modificar
las concentraciones finales de cada reactivo, aunque se variaron los niveles de
concentracion final del estandar entre 4 y 20 ppm. En la Tabla 2 aparece el
procedimiento general para el método en microplaca, con los volimenes en cada
pozo de reaccion. Bajo estas condiciones se realiz6 una curva de calibracion a 5
niveles de concentracion entre 4 y 20 ppm por triplicado y en dias diferentes.

Tabla 2. Reduccién de valores de variables para el método de microplaca

Factor o variable bueno
Concentracion final de acido galico (20 — 4 ppm) (uL) 20
Agua destilada (L) 90
Reactivo de Folin-Ciocalteu (uL) 20
incubar (min) 3
carbonato de sodio 20 % (uL) 70
Incubar (min) 60
* Medir absorbancia (nm) 750

* Lector de microplacas Multiskan fc. Thermo Scientific

Disefio de Experimentos: Simplex Secuencial Basico.

Las variables del método a optimizar fueron: la cantidad de Reactivo de Folin-
Ciocalteu, la cantidad de carbonato de sodio al 20 % y el tiempo de reaccion.
Inicialmente se realiz6 el rastreo de las variables con efecto significativo en la
respuesta. Con este propdsito se trabajé con disefio de Simplex Secuencial Basico,
que consistié en una matriz de 4 experimentos con 3 variables. Los valores de las
variables de los 4 experimentos aparecen en la Tabla 3. Cada experimento se realizé
por duplicado tanto para la concentracién de 20 ppm como de 4 ppm de &cido galico.
En todos los casos se completé el volumen final de cada pozo a 200 yL con agua
destilada y después del tiempo de reaccion, se tomd la absorbancia a 750 nm en el
lector de microplacas Multiskan fc. Thermo Scientific.

De acuerdo con las reglas del Simplex (Granados-Guzman et al.,, 2017), se
compraron las respuestas de la medida y se descart6 el experimento con la respuesta
mas baja. Posteriormente se calcularon los nuevos valores de cada variable para un
nuevo experimento, utilizando la siguiente formula:

V= (2 *Xo’ptima) - ( Vbaja)
Vn = Nuevo valor para cada factor.
X spima = vValor promedio de los factores que produjeron una respuesta optima.
Vbaja = Valor que produjo la respuesta mas baja.
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Tabla 3. Disefio de los experimentos 1 a 4

Tiempo de Volumen de Volumen de
Experimentd | incubacion Folin-Ciocalteu | carbonato de sodio
(min) (BL) (BL)
1 80 20 70
2 60 20 70
3 40 18 70
4 40 6 55

Validacion del método optimizado.

La validacion analitica del método optimizado se realiz6 mediante la construccion
de curvas de calibracion de estandar externo de &cido galico a 5 niveles de
concentracién (4 - 20 ppm) por triplicado y en diferentes dias. Se establecié la
linealidad, la precisién intra e Inter dia a cada nivel de concentracion, la exactitud
mediante el recalculo de la concentracion de estandares a 3 niveles de concentracion,
mientras que los limites de deteccién y cuantificacion con las absorbancias de 30
blancos utilizando las férmulas: 3 SDy/m 0 10 SDy/m, respectivamente, donde SDy es
la desviacion estandar de las lecturas de los blancos y m es la pendiente de la curva
de calibracion obtenida.

Se evalud la robustez de cada condicibn modificando los volumenes del reactivo
Folin-Ciocalteu (33 y 34 pL), la concentracion de Na,COs (19 y 21 %) asi como el
tiempo de reaccion (46 y 47 min).

El efecto de la matriz se evalud utilizando una disolucion de extracto de Tecoma
stans (1000 ppm) adicionado con acido galico (200 ppm), se prepararon diluciones
hasta llegar a obtener el intervalo de concentraciones finales de &cido galico entre 4
a 20 ppm, la curva se realiz6 por triplicado y en 3 dias diferentes.

Aplicacion.

El método en microplaca optimizado y validado se aplicé a 30 extractos de plantas
existentes en el laboratorio, los cuales habian sido obtenidos para estudios previos a
partir de plantas colectadas en el Noreste de México (descrito antes). Se construyeron
curvas de adicion de estandar de acido galico (0 - 16 ppm) en 4 pL de una solucién
de extracto (1000 ppm), para evaluar el efecto de matriz, y se sigui6 el protocolo que
aparece en la Tabla 4.

A partir de la curva obtenida por adicion de estandar, se establecio la concentracion
(ppm) de acido galico en los 4 pL de extracto (1000 ppm). Posteriormente se calculd
el Contenido de Fenoles Totales expresados como miligramos equivalentes a Acido
Galico (GAE) por cada gramo de extracto.
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Tabla 4. Método de microplaca por curva de adicién estandar.

Condicién o variable Valor
Extracto de Tecoma stans (1000 ppm) 4 L
Acido galico (concentracion final 0-16 ppm) en agua
destilada 76 pL
Reactivo de Folin-Ciocalteu 33.5 L
Incubar 3 min
Carbonato de sodio 20 % 86.5 uL
Incubar 46.5 mim
* Medir absorbancia 750 nm

Analisis Estadistico.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado en tres dias diferentes, excepto
en el Método Simplex Secuencial Basico. Se realizé la comparacion de curvas de
calibracion utilizando un Andlisis de Varianza de una via (ANOVA p < 0.05). Se
compararon los resultados obtenidos con el método inicial y final utilizando una
Prueba t de student (a. > 0.05).

Resultados y Discusion

El Contenido de Fenoles Totales presentes en un extracto puede explicar la
actividad antioxidante de un producto vegetal por lo que es importante reportar el valor
estimado dentro de su caracterizaciéon (Ponnampalam et al., 2022). Sin embargo, el
método para la Determinacion de Fenoles Totales puede presentar algunas
limitaciones que se deben evaluar en cada laboratorio y resolver antes de reportar la
determinacion (Martins et al., 2021).

Determinacién de Fenoles Totales en tubo.

Un problema coman en los diversos reportes es la homogeneidad del estandar
utilizado, se ha reportado el uso de pirocatecol, acido gdlico, quercetina, trolox, entre
otros compuestos fenodlicos (Pérez et al., 2023). Como se menciond anteriormente,
este método se basa en la capacidad de los compuestos fendlicos para reducir una
mezcla de &cido fosfotlngstico y &cido fosfomolibdico, por tanto, cada uno de los
estandares va a producir un grado diferente de reduccién y en consecuencia los
valores en cada reporte serdn distintos y no se podrdn comparar. La capacidad de
reduccion de cada compuesto estd intimamente relacionada con su estructura
quimica (Pérez et al., 2023). El pirocatecol es el mas claro ejemplo de un compuesto
fendlico, en su estructura tiene un grupo fendlico mas que el propio fenol, el acido
galico tiene 3 grupos fendlicos y un grupo carboxilico como sustituyentes del anillo, la
quercetina tiene una estructura mas compleja, pues tiene un nucleo flavonoide con 5
grupos fendlicos, mientras que el trolox tiene un anillo fendlico polisustituido (Pérez et
al., 2023).
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En la Figura 2 aparecen las curvas de calibracion obtenidas en unidades de
concentracién en ppm. Se calcularon las concentraciones molares de cada estandar,
en la Figura 3, se muestran las curvas en unidades micromolares (UM). Todas las
curvas obtenidas tuvieron valores de pendiente e intervalos lineales diferentes, estos
valores estan relacionados con la estructura de cada compuesto y en consecuencia
con su respuesta (absorbancia). La curva obtenida para pirocatecol present6 el valor
mas alto de la pendiente (m = 0.2547) en un intervalo lineal (R? = 0.9987) entre 0.14
a 8.93 ppm, equivalente a 1.27 a 81 yM, a concentraciones mayores se perdio la
linealidad. Las curvas obtenidas para acido galico como para quercetina mostraron
valores de pendiente de m = 0.1428 y m = 0.113, respectivamente, con el intervalo
lineal mas amplio de 0.14 a 17.86 ppm, correspondientes a 0.82 a 104 uM para acido
gélico (R? =0.9966) y 0.46 a 59.09 uM para quercetina (R? = 0.997); podria pensarse
que seria necesario incluir concentraciones mayores a 17.86 ppm (59.09 uM) para
guercetina pues tiene el peso molecular mas alto de los estandares analizados, pero
los valores de absorbancia a la mas alta concentracion, fueron alrededor de 2. La
curva con trolox presentd el valor mas bajo de la pendiente (m = 0.0335) con el
intervalo lineal (R? =0.9902) mas corto que incluyé los niveles mas altos de
concentraciéon de 2.23 a 17.86 ppm equivalentes a 8.91 a 71.36 uM, este resultado
es el esperado, pues el trolox tiene solo un grupo fendlico y también tiene un peso
molecular alto, por lo que se necesité una mayor cantidad del compuesto para
producir valores de absorbancia proporcionales a los otros compuestos.

Curvas para la Cuantificaciéon de Fenoles Totales.
Longitud de onda 750 nm
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Figura 2. Curvas de Fenoles Totales por el método del tubo con Reactivo de Folin-
Ciocalteu. Concentracion en ppm de compuestos fendélicos. Fuente: Elaboracién
propia a partir de resultados en Programa Excel.
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Curvas para la Cuantificacién de Fenoles Totales.
Longitud de onda 750 nm.
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Figura 3. Curva de Fenoles Totales por el Método del Tubo con Reactivo de Folin-
Ciocalteu. Concentraciéon molar de compuestos fenoélicos. Fuente: Elaboracion propia
a partir de resultados en Programa Excel.

Con base a los resultados anteriores se seleccioné el &cido galico como el estandar
que presenta la mejor linealidad y respuesta analitica en funcién de la concentracion.
Por lo tanto, con este compuesto se desarrollaron los siguientes experimentos.

Se realizé la Determinacion de Fenoles Totales en 5 extractos vegetales, mediante
el procedimiento en tubo, utilizando la curva de calibracién construida con é&cido
galico. En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos para cada extracto y se
compararon con los encontrados en reportes previos, excepto para Chrysactinia
mexicana porque no se encontrd ningun reporte hasta donde pudimos buscar.

Tabla 5. Contenido total de fenol en extractos de plantas por triplicado con el
método del tubo.

Extracto de palntas mg GAE/g Referencias mg GAE/g
Tecoma stans 117.66 + 2.04 Sbhihi et al., 2015 1.68 in seeds
Malus pumila 129.49 + 3.10 Ko et al., 2022 0.40

Chrysactinia mexicana 186.55 + 3.48
Rodriguez-Solana et 36.12
Eucalyptus globulus 212.43 +4.65 al., 2016
Valero-Galvan et al., 29.4
Quercus virginiana 262.14 + 3.33 2021

GAE: Equivalente de acido
galico
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Para aquellos casos en donde se encontr6 informacion previamente reportada, los
resultados fueron mucho menores que los determinados en este trabajo, esto puede
deberse al procedimiento que utiliza cada grupo de trabajo. Por ejemplo, Ko & Ku,
(2022), asi como Valero-Galvan et al., (2021), utilizan un volumen mas bajo de carbonato
de sodio en comparacién con nuestro procedimiento, esto hace que la concentracién
final de este reactivo en el medio sea baja y por tanto el pH no sea lo suficientemente
alcalino, para llevar a cabo la reaccién de forma completa, ademas ellos reportan
tiempos de reaccion mas cortos y longitudes de onda de absorcién mas bajas, lo cual
repercute directamente en las respuestas obtenidas.

Seleccion del disolvente.

A pesar de obtener buenos resultados, confiables y reproducibles, actualmente es
necesario disefiar métodos quimicos amigables con el medioambiente, por lo que es
recomendable tomar en cuenta la cantidad de reactivos utilizados, asi como su
peligrosidad y toxicidad. El disolvente utilizado en el método de macordiluciéon y
comunmente reportado para la Cuantificacion de Fenoles Totales en extractos
naturales es el etanol, ya que los polifenoles de estructuras mas complejas (taninos
condensados, ligninas y acidos hidroxicinamicos) son insolubles en agua (Valencia-
Avilés, 2017). El uso de agua destilada también se ha reportado en la Cuantificacion
de Fenoles Totales, aunque existe controversia por la misma razén (Pérez et al.,
2023). Para solucionar la baja o nula solubilidad de polifenoles en agua, consideramos
utilizar una pequena cantidad de dimetilsulfoxido (DMSQ) para disolver y luego llegar
al volumen deseado con la adicién de agua. Para comparar el desempefio de los dos
disolventes, se prepararon curvas de calibracion con acido gdlico utilizando como
disolvente etanol o DMSO (0.05 % en agua), a los niveles de concentracién del
intervalo lineal (17.86 — 0.14 ppm), mediante el protocolo del método para la
Determinacion de Fenoles Totales en tubo. Es importante sefialar que, antes de medir
las absorbancias, se obtuvieron los espectros del acido galico en cada disolvente y
como puede verse en la Figura 4, no encontraron diferencias en los espectros
obtenidos.

Después, se midieron las absorbancias de cada estandar, se construyeron las
curvas de calibracién, se obtuvieron las graficas y las ecuaciones correspondientes.
Ambas curvas de calibracion fueron lineales y presentaron valores de pendientes
similares (Figura 5). El conjunto de absorbancias obtenidas a los diferentes niveles
de concentracién se sometié a un analisis de varianza (ANOVA) de una via y no se
encontroé diferencia significativa (p < 0.05) entre ellas, por lo tanto, el agua puede ser
usado como disolvente para este ensayo con el mismo desempefio analitico que el
etanol, con la ventaja que el agua es un reactivo mas econémico y menos toxico.
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Espectro de absorcion
Reaccion del Reactivo Folin-Ciocalteu
Acido galico
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Figura 4. Espectros de absorcion obtenidos a partir de la reaccion del reactivo de
Folin-Ciocalteu con acido galico en etanol y en DMSO (0,05 % en agua). Fuente:
Elaboracién propia a partir de los resultados de los espectros UV-vis y graficados en
el programa Excel.

Curva de Calibracién de Reduccion de Folin-Ciocalteu por

Acido Gélico
3
2.5 ~-::'.-.-.'.'.!
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Figura 5. Curva de calibracion obtenida a partir de la reaccion del acido galico con el
reactivo de Folin-Ciocaltueu en etanol y DMSO (0,05 % en agua) utilizando el método del
tubo. Fuente: Elaboracion propia a partir de resultados en Programa Excel.
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Determinacion de Fenoles Totales en microplaca.

Oresanya et al., (2024) asi como Ko & Ku (2022), reportaron el uso de un método
en microplaca para la Cuantificacion de Fenoles Totales en extractos de plantas, sin
embargo, cada uno refiere un articulo previo, en el que se usé un método en tubo;
pero no reportan la evaluacion del efecto de esta modificacion sobre la respuesta.
Realizar el método a microescala, permite tener un procedimiento mas econdémico,
sencillo, menos téxico y rapido, ya que la medicién de absorbancias puede realizarse
en un lector de microplacas de forma simultdnea; estas caracteristicas lo convierten
en un método de alta eficiencia (Granados-Guzman et al., 2017).

Como se menciond anteriormente, en el método en tubo utilizé un volumen final
de 5.6 mL, por lo que en esta parte experimental del trabajo quisimos reducir el
volumen final hasta 200 pL, con este propésito se escalaron proporcionalmente los
volumenes de cada disolucion. El volumen del estandar resulté en una cantidad muy
pequena (3.57 pL) por lo que se decidi6 aumentar el volumen de la solucion del
estandar hasta 20 pyL y reducir el volumen del agua hasta 90 pL, manteniendo
constantes las concentraciones finales del estandar. Ademas, se ajustaron los
volumenes del reactivo Folin-Ciocalteu a 20 uL y de carbonato de sodio a 70 uL. Bajo
estas condiciones se obtuvo una curva de calibracion lineal en el intervalo evaluado,
pero los valores de absorbancias y, por tanto, el valor de la pendiente fueron
diferentes a los obtenidos en el método en tubo (Figura 6).

Curvas de calibracion de reduccién de Folin-Ciocalteu por
el acido galico en agua, tanto en tubo como en microplaca.

1 o
o w o
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R? = 0.9992 ® Microplaca ®Tubo R? = 0.9984

Figura 6. Curva de calibracidon obtenida a partir de la reaccién del acido galico con
el Reactivo de Folin-Ciocaltueu en DMSO (0,05 % en agua) utilizando los métodos de
tubérculo y microplaca. Fuente: Elaboracion propia a partir de resultados en Programa
Excel.
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Posiblemente este efecto es el resultado de la modificacion de utilizar un volumen
muy pequefio de Reactivo de Folin-Ciocalteu, por lo que la cantidad de los acidos
fosfomolibdico y fosfotingstico son pequefias en comparacion con el método en tubo,
y por tanto sus absorbancias son mas bajas.

Disefio de Experimentos.

Se realiz6 un Simplex Secuencial Basico con el propdsito de encontrar las mejores
condiciones que permitieron ampliar la ventana de absorbancias entre los extremos
del intervalo lineal (4 ppm y 20 ppm) para aumentar la sensibilidad. Las variables que
se optimizaron fueron: el volumen de Reactivo de Folin-Ciocalteu, el carbonato de
sodio al 20 % y el tiempo de reaccion. El pH, definitivamente es una variable que
afecta el resultado, sin embargo, es necesario mantenerlo constante para garantizar
la reaccion en todos los ensayos.

Los experimentos se realizaron por duplicado y se obtuvo el promedio de las
absorbancias en ambos niveles de concentracion (4 ppm y 20 ppm). Se calculo la
diferencia entre las absorbancias, que nos indica la ventana de absorbancias que se
puede utilizar para realizar la interpolacién. Es decir, entre mayor sea la ventana, mas
confiabilidad tendremos al interpolar para determinar la concentracion de Fenoles
Totales. Después de obtener los resultados de los experimentos 1 a 4 (primer
conjunto de experimentos), se descarté aquel que presento la diferencia mas baja, ya
gue se consideré como el experimento con las condiciones no adecuadas para el
objetivo de los experimentos. Se calcularon las condiciones de un nuevo experimento
y se realiz6. Nuevamente se compararon y descartd el peor experimento. Este
procedimiento de comparar los resultados, eliminar el experimento con las mas bajas
respuestas, aplicar la formula y calcular nuevos valores para nuevos experimentos,
se realiz6 hasta llegar al experimento 9. Todos los resultados aparecen en la Tabla 6,
incluyendo el orden en el que se descartd cada experimento.

Tabla 6. Resultados del disefio experimental.

Volumen de
Tiempo de folin- Volumen de 20
incubacion | Ciocalteu |carbonatode |4 ppm | ppm | Diferenciaen | Orden de
Exp (min) (pL) sodio (uL) (Abs) | (Abs) | absorbancias | eliminacion

1 80 20 70 0.231 | 0.973 0.742 2
2 60 20 70 0.226 | 0.982 0.756 4
3 40 18 70 0.205 | 0.954 0.749 3
4 40 6 55 0.204 | 0.827 0.623 1
5 50 32.66 85 0.197 | 1.014 0.817 5
6 20 27.3 80 0.29 1.202 0.912
7 46.66 33.3 86.6 0.331 | 1.367 1.036
8 17.7 43.8 97.7 0.317 | 1.231 0.914
9 6.24 38.14 91.28 0.207 | 0.745 0.538 6
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Al comparar los resultados obtenidos con el Ultimo conjunto de experimentos (6, 7,
8 y 9), se determind que las mas bajas respuestas fueron del experimento 9. De
acuerdo con las reglas del Simplex Secuencial Basico, si el nuevo experimento (9) es
el que resulta con las peores condiciones se debe descartar. Posteriormente se debe
tomar como el peor experimento aquel que resulta con las siguientes peores
condiciones, para calcular las nuevas condiciones. Sin embargo, al revisar las
diferencias de los otros experimentos (6 y 8) fueron casi iguales entre ellos, ademas
el experimento 7, fue el mejor de todos los experimentos, proporcionando la diferencia
de absorbancias mas alta: 1.036. Con base a estos resultados se detuvo el disefio de
experimentos y se establecieron las condiciones Optimas de la reaccion tal como
aparecen en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones éptimas para el método de microplaca.

Condicién o variable Valor
Acido galico (4 - 20 ppm) en agua

destilada 80.0 uL
Reactivo de Folin-Ciocalteu 33.5 L

Incubar 3 min
Carbonato de sodio (20 %) 86.5 yL
Incubar 46.5 min
Medir absorbancia 750 nm

Validacién del método optimizado.

La validacion analitica del método optimizado se realiz6 mediante la construccion
de curvas de calibracion de estandar externo con &cido gdlico a 5 niveles de
concentracion. Se calcul6 la recta de regresion por minimos cuadrados (Figura 7) y
se estableci6 la linealidad por el coeficiente de determinacion y por el porcentaje de
desviacion estandar relativa de los factores de respuesta de todo el intervalo lineal
(R?=0.9969y % RSD = 8.31). La ventana de absorbancias fue de 1.104: desde 0.346
para 4 ppm hasta 1.420 para 20 ppm.
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Curvas de calibracion para Cuantificacion de Fenoles
Totales en microplaca, usando el método optimizado de
reduccion del Folin-Ciocalteu por el acido galico.

1.6
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Concentrcion de acido galico (ppm

Figura 7. Curva de calibracién de acido galico con reactivo de Folin-Ciocalteu
utilizando el método de microplaca optimizada. Fuente: Elaboracion propia a partir de
resultados en programa Excel.

Se establecid la precision intra e interdia a cada nivel de concentracion con valores
de % RSD < 4.27 y < 4.46, respectivamente. La exactitud se establecié con el
porcentaje de error obtenido por recalculo de la concentracion de estandares a 3
niveles: 4 ppm con % Error < 9.5 %; 12 ppm con % Error < 3.3 %; y 20 ppm con %
Error < 1.04 %. Los limites de deteccién y cuantificacién se establecieron como: LOD
=0.84 ppmy LOQ = 1.09 ppm, respectivamente.

Se evalud la robustez de cada condicién modificando los volimenes de Folin-
Ciocalteu (33 y 34 uL), la concentraciéon de Na,CO3 (19y 21 %) y el tiempo de reaccion
(46 y 47 min). Se compararon las absorbancias obtenidas en todo el intervalo lineal
con un Andlisis de Varianza de una via, no se encontrd diferencia significativa en
ninguna de las pruebas (ANOVA p < 0.05), por lo tanto, el método fue robusto bajo
las condiciones evaluadas.

Comunmente se preparan diluciones del extracto vegetal, se hacen reaccionar con
el reactivo de Folin-Ciocalteu y las absorbancias se interpolan directamente en la
curva de calibracion (Rumpf et al., 2023). Sin embargo, no se evalla el efecto que
puede tener la matriz del extracto, pues el color de los extractos vegetales varia de
coloracién en los tonos de verde-café, que pueden absorber a 750 nm. El efecto de
la matriz se evalud utilizando una disolucion de extracto de Tecoma stans (1000 ppm)
+ acido galico (200 ppm), se hicieron diluciones hasta llegar a obtener el intervalo de
concentraciones finales de &cido galico entre 4 a 20 ppm, la curva se realizé por
triplicado y en 3 dias diferentes. Al comparar las absorbancias obtenidas en cada nivel
de concentracion, utilizando un analisis de varianza, se observé que hubo diferencia
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significativa (ANOVA p < 0.05) en las mediciones obtenidas, es decir, existe un efecto
de matriz (Figura 8). Las absorbancias obtenidas en el nivel mas alto de concentracion
de &cido gélico (20 ppm) adicionado al extracto, fueron de 2.3 UA, posiblemente esta
fue la razon por la que perdi6 la linealidad (R? = 0.9856). Para compensar el efecto
de matriz fue necesario buscar una técnica que permitié diferenciar la absorbancia de
la muestra de la que produce la reaccién con Folin-Ciocalteu.

Curvas de calibracion para Cuantificacién de Fenoles
Totales en microplaca, por el método de Folin-Ciocalteu,
usando o no extracto de Tecoma stans.
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Figura 8. Curvas de calibracion de acido galico con reactivo de Folin-Ciocalteu
utilizando el método de microplaca optimizado, con y sin extracto de T. stans. Fuente:
Elaboracion propia a partir de resultados en programa Excel.

Aplicacion.

Como una estrategia para compensar el efecto de matriz, se construyeron curvas
de adicion de estandar de acido galico en cada muestra de extracto. El acido galico
se anadid a concentraciones entre 0 y 16 ppm a una solucién de 4 pL de extracto de
Tecoma stans (1000 ppm) y se siguio el protocolo que aparece en la Tabla 4. En la
Figura 9 aparece la curva obtenida; se logré cuantificar 3.47 ppm equivalentes a 4cido
galico en el extracto, después de considerar los efectos de dilucién. Se determiné un
Contenido de Fenoles Totales de 172.7 +16.1 mg equivalentes a 4cido galico (GAE)/g
de extracto.

A diferencia de la aplicacion del método en tubo, que solo se aplicé a 5 extractos,
el método en microplaca mediante adicién de estandar se aplicé a 30 extractos de
plantas, un nimero mucho mayor. Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla 8
asi como la media y su desviacion estandar (S D). Los extractos con mayor
contenido de Fenoles Totales resultaron ser los encinos (Quercus spp), mientras que
la planta Palo Verde (Parkinsonia aculeata) fue la que resulté con la menor cantidad
de dichos compuestos. Interesantemente, fueron evaluados 2 extractos de
Chrysactinia mexicana obtenidos por diferentes investigadores en diferentes épocas
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y los resultados fueron muy parecidos, aunque con mayor Cantidad de Fenoles
Totales en la que fue colectada en primavera.

Solo cinco extractos fueron evaluados por el método en tubo y por el método en
microplaca con adicion de estandar. Ambos resultados se comparan en la Tabla 9.
Una Prueba t de student demostr6 que hubo diferencia significativa (o > 0.05) en tres
de los 5 extractos: Tecoma stans, Chrysactinia mexicana y Eucalyptus globulus. En
los casos donde no hubo diferencia significativa, la concentracion determinada por el
método en tubo fue menor que la determinada por adicién estandar, posiblemente en
el método de Macrodiclucién hubo un efecto de matriz que tuvo un efecto en la
cuantificaciéon, mientras que en el de adicién de estandar este efecto se super6 o al
menos se pudo sobrellevar.

Curvas de calibracion para la cuantificacién de Fenoles
Totales en microplaca, por el método de Folin-Ciocalteu,
utilizando la adicién de acido galico al extracto de
Tecoma stans.
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Figura 9. Curva de adicion del estandar de acido gdlico con reactivo de Folin-
Ciocalteu en microplaca utilizando el método optimizado. Fuente: Elaboracion propia
con base en resultados en programa Excel.

Tabla 8. Contenido total de fenol en extractos de plantas (mgGAE/Q)

Planta Promedio SD Planta Promedio SD
1 Quercus canbyi 4389 |39.7 16 Cephalanthus 1563 | 24.7
occidentalis
2 Quercus virginiana 371.2 75.1 17 Lantana camara 154.9 16.6
3 Chrysactinia mexicana 365.3 23.9 18 Xanthosoma robustum 149.1 3.3
4 Lippia graveolens 3489 |37.7 19 hparthe“'“m 1115 | 11.9
ysterophorus
5 Chrysactinia mexicana 333.9 18.4 20 Ruta chalpensis 99.3 20.3
6 Leucaena greggii 246.2 69.4 21 Ricinus communis 90.4 19.7
7 | Porophyllum scoparium 235.0 111 22 Solanum rostratum 90.4 2.2
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8 Taraxacum officinale 204.1 19.7 23 Porlieria angustifolia 86.7 5.5
9 H;‘””e”.‘?a”.“'a 1925 |22.7 24 Physalis ixocarpa 845 | 109
umariifolia
10 Cordia boissieri 191.3 9.8 25 Teucrium bicolor 79.1 3.9
11 Tecoma stans 172.7 16.1 26 Ebenopsis ebano 78.8 1.7
12 Salvia coccinea 168.8 2.1 27 Juglans nigra 75.3 8.8
13 Malus pumila 163.0 3.5 28 Pinus teocote 59.8 2.5
14 Eucalyptus globulus 161.6 2.1 29 Pithecellobium dulce 56.0 18.9
15 Citrus aurantium 158.9 39.5 30 Parkinsonia aculeata 55.5 13.7

Table 9. Comparacién de los métodos de tubo y microplaca.

Macrodilucién Adicion estandar
mg GAE/g mg GAE/g
Tecoma stans* 117.66 + 2.04 172.7 +16.1
Malus pumila* 129.49 + 3.10 163.0 + 3.5
Chrysactinia mexicana* | 186.55 + 3.48 333.9+184
Eucalyptus globulus* 212.43 + 4.65 161.6 + 2.10
Quercus virginiana 262.14 + 3.33 371.2+75.1

* Diferencia significativa o > 0.05

Conclusiones

El Contenido de Fenoles Totales en extractos de plantas se puede determinar por
la reaccion de oxidacion de la mezcla de acidos del Reactivo de Folin-Ciocalteu, que
generan una banda ancha a 750 nm. El acido gélico es el compuesto que proporciona
las mejores respuestas entre los cuatro compuestos polifendlicos evaluados. En este
trabajo se miniaturizaron y optimizaron las condiciones de reaccion hasta obtener una
ventana de absorbancias mayor de 1, en un intervalo lineal de concentraciones de
acido galico. Se obtuvo un buen desempefio del método propuesto al utilizar agua
como disolvente de la reaccién en reemplazo del etanol, por lo tanto, se obtuvo un
método mas ecolégico. Se establecieron los parametros de calidad del método
optimizado, garantizando que es lineal, preciso, exacto, sensible y robusto. Se
observd que existe un efecto de matriz causado por la composicion y/o color del
extracto. Por esta razon de sugiere realizar la determinacion utilizando una curva de
adicién de estandar para disminuir el efecto matriz. El método fue aplicado a 30
extractos de plantas que tuvieron un rango de concentracion de Fenoles Totales de
55.5 a 438.9 mg GAE/g de extracto.
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