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CARACTERIZACION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR ELECTROFORESIS
CAPILAR DE LA ESPECIE Phyllanthus acuminatus (Euphorbiaceae) Y ESTUDIO DE

SUACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

RESUMEN

En este trabgjo se estableci6 una metodologia para la caracterizacion de
compuestos fendlicos presentes en € extracto etandlico de la especie Phyllanthus
acuminatus (Eurhorblaceae), empleando electroforesis capilar en zona (CZE). Para
los andlisis se utilizo un equipo CAPEL-105 con detector ultravioleta que permitid
la obtencidn del respectivo espectro para cada una de las sefiales observadas, en €l
rango de 192-378 nm. Ademas, se evalud la actividad antioxidante a través del
ensayo de descoloramiento del radical DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidracilo) y el
contenido total de fenoles por e método de Folin-Ciocalteau.

PALABRAS CLAVES: Electroforesis capilar en zona, espectro UV, actividad
antioxidante, ECs,, Folin-Ciocalteau, Phyllanthus acuminatus.

ABSTRACT

This work established a methodology for the characterization of phenolics
compounds present in the ethanolic extract of Phyllanthus acuminatus
(Eurhorblaceae). Capillary electrophoresis (CAPEL-105, Lumex) with ultraviolet
detection was used in the analyses to obtain the UV spectrum for each one of the
observed signals, in the 192-378 nm range. In addition, the antioxidant activity
was assessed through the test of decoloration of radical DPPH, and the total
content of phenols was determined by means of the Folin-Ciocalteau method.

KEYWORDS: Capillary zone electrophoresis, spectrum UV, Antioxidant activity,
ECso,Folin-Ciocalteau, Phyllanthus acuminatus.
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1. INTRODUCCION

El creciente interés a nivel mundial por €l desarrollo de
productos de origen natural, capaces de detener o inhibir
procesos oxidativos asociados a diferentes alteraciones de
la salud, ha arrojado prometedores resultados en cuanto a la
accién de compuestos fendlicos como agentes anti-
oxidantes. Los estudios realizados a compuestos fendlicos
han comprendido diversos tipos de matrices entre las que se
encuentran principamente las plantas [1]. Dichos estudios
se han dirigido igualmente hacia € desarrollo de técnicas
analiticas que permitan el andlisis ssmulténeo de diferentes
clases de analitos en tiempos reducidos. Asi la electroforesis
capilar en sus diferentes modalidades, ha permitido el
andlisis de compuestos fendlicos en plantas, presentando
ventgjas sobresalientes sobre otras técnicas, ya que emplea
cantidades pequefias de solvente, es muy sensible, répiday
Se requiere poca preparacion de lamuestra[2].
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2. CONTENIDO
2.1. Materialesy Métodos

2.1.1. Reactivosy materiales

La vitamina E (97%) (Batch # 05029PD USA), € DPPH
(90%) (lot: 115K1319 Germany), €l etanol (99.8%), el
reactivo de Folin-Ciocalteu (2N) (lot: 1297128
Switzerland), €l &cido galico (98%) (lot: 1126284 Spain),
se adquirieron de Sigma-Aldrich; &cido bérico (99.8%)
fue obtenido Farmitalia Carlo Erba (ltaly); dihidrégeno
fosfato de sodio e hidréxido de sodio de Merck Chemical
Co.

Los andlisis de electroforesis capilar fueron realizados
empleando un equipo CAPEL-105 (Lumex, San
Petersburgo, Rusia) con detector de UV en un rango de 190-
380 nmy un capilar de silice fundida con 75 pm i.d. con
largo total y efectivo de 60 y 50.5 cm, respectivamente.

Los datos espectrofotométricos para la determinacion de
fenoles se obtuvieron en un espectrofotémetro JENWAY
6300. En las medidas de absorbancia en €l rango visible se
utilizaron cubetas (1cmx1cmx4cm) de cuarzo.
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2.1.2. Material vegetal. Muestras de la especie Phyllanthus
acuminatus fueron obtenidas en la region del Meta e
identificadas por € Dr. J. Murillo del Herbario Nacional
Colombiano, Universidad Nacional de Colombia sede
Bogota., segiin N° Col: 512239.

2.1.3. Extraccion del material vegetal. Se pesaron 30.224
g. de hojas secas de. Phyllanthus acuminatus Luego en un
frasco de vidrio, se afiadié etanol hasta cubrir el total del
material. La extraccién exhaustiva se realizd mediante
agitacion a temperatura ambiente durante 30 min cada 8
horas. El extracto etandlico obtenido se llevd a sequedad en
un rotoevaporador.

2.1.4 Electroforesis Capilar. Para los andlisis por
electroforesis capilar [3] del extracto etandlico de la especie
Phyllanthus acuminatus se utilizé una solucion buffer a pH
8.08, compuesta por soluciones de H3zBO; (25 mM) y
NaHPO, (25 mM) adicionando solucion de NaOH (1 M)
paragjustar €l pH. Losandlisis se llevaron a cabo aplicando
25 kV, a 20°C, con inyeccion hidrodinamica a 30 mbar
durante 10 segundos y un tiempo de andlisis de 20 minutos.
Para la obtencién de los espectros ultravioleta de cada una
de las sefides, se realizaron corridas, variando la longitud
de onda del detector cada 5 nm en el intervalo de 192 — 378
nm.

2.1.5. Ensayo con DPPH. Este ensayo se gecut6 segiin lo
indicado por W. Brand-Williams, M. E. Cuvélier, y C.
Berset. [4], por triplicado. Se evaluaron los estados
estacionarios para cuatro valores de concentraciones
diferentes, del extracto etandlico, lavitaminaE. y € Trolox.
Posteriormente, los valores de absorbancia en el estado
estacionario, fueron utilizados para determinar el % DPPH:
remanente, para cada una de las concentraciones efectivas
EC adicionadas. Luego, se establecié la correlacion entre el
porcentaje remanente y el EC efectiva, se interpolaron los
valores de EC, correspondientes al 50% de DPPH
remanente.

2.16. Contenido total de fenoles. Se estim6 como
equivalentes de acido gdlico, segin modificacion realizada
al procedimiento descrito por Dastmalchi, K. et a. [5], a
saber, una alicuota de 1 mL de extracto fue transferida a un
tubo de ensayo que contenia 6 mL de agua destilada. L uego,
se adicionaron 500 pL del reactivo Folin-Ciocalteau.
Después de 5 min, se afiadieron 1,5 mL de una solucién de
N&CO; (200g/L) y agua hasta completar un volumen de 10
mL. Después de dos horas de reaccion a temperatura
ambiente, se determiné la absorbancia a 760 nm y se
compar6 con la curva de calibracién realizada con acido
gdlico.

2.2. RESULTADOS
Los espectros UV obtenidos para cada una de las sefiales

observadas en los electroforegramas presentan maximos de
absorcion en el rango de 228-238 nm (Fig 1). Estaregion
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de absorcion es caracteristica para compuestos fendlicos,
especialmente los flavonoides.

T
g

Figura 1. Respuesta espectra UV de los constituyentes del
extracto etandlico de la especie Phyllanthus acuminatus.

De acuerdo con los valores de ECs, para cada una de las
sustancias evaluadas reportados en la Tabla 1, se observa
que € extracto etandlico de la planta Phyllanthus
acuminatus muestra capacidad superior para atrapar
radicales en comparacion con la vitamina E, pero inferior
frente al Trolox.

De acuerdo con los valores de ECy, para cada una de las
sustancias evaluadas reportados en la Tabla 1, se observa
que e extracto etandlico de la planta Phyllanthus
acuminatus muestra capacidad superior para atrapar
radicales en comparacion con la vitamina E, pero inferior
frente a Trolox.

ECs
SUSTANCIA (g extracto/mmol DPPH)
Phyllanthus acuminatus 0,092 + 0,008
Vitamina E 0,117 + 0,003
Trolox 0,061 + 0,001

Tabla 1. Valores de ECs, de las sustancias evaluadas

El contenido total de fenoles de esta especie, estimado como
equivalente de &cido gdlico fue 4,30 + 0,12 (mg fenoles/100
g de planta).

3. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

A partir del espectro UV obtenido para cada una de las
seflales presentes en € extracto etandlico de la especie
Phyllanthus acuminatus se determind un rango
caracteristico de maxima absorcion comprendido entre 228
—238 nm, particular de algunos compuestos fendlicos. Esto
sumado a los resultados del ensayo con Folin-Ciocalteu, los
cuales indican la presencia de fenoles en €l extracto y ala
alta capacidad de atrapamiento de radicales, se puede
atribuir las sefial es observadas en la respuesta espectral alos
compuestos fendlicos presentes en el extracto.
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De acuerdo con los resultados, es posible proponer la
electroforesis capilar en zona como una técnica eficiente en
el andlisis de compuestos fendlicos y ademés considerar la
especie Phyllanthus acuminatus como una promisoria
candidata para la obtencién de compuestos fendlicos a partir
de su extracto etandlico.
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