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Se implementaron metodologias de andlisis por electroforesis capilar (CE) y cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) para la separacion y cuantificacion de (+)-catequina, (-)-
epicatequina, (-)-epigalocatequina, galato de (-)-epicatequina y galato de (-)-epigalocatequina, en 5
muestras de 3 variedades de cacao cultivadas en Colombia. La técnica de HPLC fue mas reprodu-
cible que la CE, que sin embargo, resultd ser mas rapida, econdomica y menos contaminante. Se
cuantificaron, por HPLC y CE (estandar externo), (+)-catequina (0,07-0,79 mg/g de cacao) y (-)-
epicatequina (1,99-9,66 mg/g de cacao) en los extractos acuosos de las tres variedades de cacao.
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Abstract

Analytical methodologies based on capillary electrophoresis (CE) and high performance liquid
chromatography (HPLC) were implemented for the separation and quantitation of (+)-catechine,
(-)-epicatechine, (-)-epigallocatechine, (-)-epicatechine gallate and (-)-epigallocatechine gallate in 5
samples of 3 cacao varieties grown in Colombia. HPLC was found to be more reproducible than
CE, which turned out to be faster, more economical and less contaminant. (+)-Catechine (0,07-
0,79 mg /g cacao) and (-)-epicatechine (1,99-9,66 mg /g cacao) were determined in aqueous extracts
of the 3 cacao varieties.
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Introduccion

El gran interés en el consumo de productos como cho-
colate y té, en los habitos alimenticios de diferentes pai-
ses, se atribuye a su contenido de compuestos fenolicos
(Folch-Cano, C. et al. 2010; Yilmaz, 20006), entre los cuales
se destacan (+)-catequina [(+)-C], (-)-epicatequina [(-)-EC],
(-)-epigalocatequina [(-)-EGC], galato de (-)-epicatequina
[(-)-ECG] y galato de (-)-epigalocatequina [(-)-EGCG], por
su efecto antioxidante, ampliamente estudiado (Tsao y
Deng, 2004; Putte y Hollman, 2000; Rice-Evans, 1996).

La implementacion de metodologias que permitan la
determinacion y cuantificacion de catequinas en mues-
tras vegetales, es de importancia para tareas de biopros-
peccidn, desarrollo de ingredientes para las industrias
farmacéutica, de alimentos y cosmética, para el control
de calidad, y muchas otras aplicaciones. El desarrollo de
técnicas instrumentales, que logren de manera rapida y
eficaz la determinacion de compuestos polares y no-vo-
latiles, tales como la electroforesis capilar y la cromato-
grafia liquida de alta eficiencia, ha resultado de gran
utilidad para la identificacion y cuantificacion rapida de
diversos tipos de catequinas, en matrices con diferentes
caracteristicas (Castro, M. ef al. 2011; Calderon, A. et al.
2009). Aunque ambas técnicas han mostrado excelentes
resultados en cuanto a la separacion de catequinas, la
discusion sobre cudl de las dos resulta mas adecuada
continua abierta, ya que cada una presenta diferentes
ventajas y desventajas, tal como lo muestran algunas
publicaciones sobre el estudio comparativo de estas téc-
nicas analiticas (Valls, J. et al. 2009; Bowser, M. et al.
2010;-Dalluge y Nelson, 2000).

En el presente trabajo, se implementaron metodologias
para la cuantificacion de catequinas en cacao (variedades
1CS-39, TSH-565 e IMC-67), basadas en las técnicas anali-
ticas de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y
electroforesis capilar (CE).

Parte experimental

Material vegetal. Una muestra de cacao ICS-39, 2 mues-
tras de la variedad TSH-565 y 2 muestras de la variedad
IMC-67 fueron colectadas en la vereda E1 Rincon, a 6 km,
sobre la via que comunica con el municipio del Socorro
(Santander). Las semillas de cada variedad fueron retira-
das del fruto y posteriormente despulpadas. Luego de tres
lavados sucesivos, se secaron a 30°C durante una semana
hasta alcanzar peso constante. Por ultimo, las semillas se
maceraron y se almacenaron a temperatura ambiente en
recipientes plasticos rotulados.

Material de referencia y reactivos. El material de refe-
rencia certificado de las catequinas (+)-C (99%), (-)-EC
(99%), (-)-EGC (99%), (-)-ECG (98%) y (-)-EGCG (95%),
empleadas para la calibracion, fue suministrado por Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). Agua, metanol, acetonitrilo
grado HPLC, acido clorhidrico (37% p/v) y cloroformo fue-
ron adquiridos de J.T Baker (México D.C., México); acido
acético (98%) y acetato de etilo (99,8%) fueron obtenidos
de Riedel-de Haén (Seelze, Suiza).

Preparacion de las soluciones estandar. La solucion
madre (500 ppm), se prepard disolviendo (+)-C (0,50 mg), (-
)- EC (0,50 mg), (-)-EGC (0,50 mg), (-)-ECG (0,50 mg) y (-)-
EGCG (0,50 mg) en agua grado HPLC (1,0 mL). Las
soluciones de trabajo para la curva de calibracion se pre-
pararon a partir de la solucion madre, en el rango de 0,5 a
64 ppm.

Preparacion de la muestra. Semillas de cacao en polvo
(100 mg) se trataron con hexano (10 mL) y se centrifugacion
(3000 rpm/10 min). Se retird el hexano y se seco la muestra
con corriente de nitrégeno. Seguidamente, se agrego agua
grado HPLC (10 mL), y se agité la suspension con
ultrasonidos (15 min). Posteriormente, la mezcla se
centrifug6 a 3000 rpm durante 20 min. El extracto acuoso
obtenido, fue sometido a dos extracciones liquido — liqui-
do sucesivas, primero, con cloroformo (10 mL) y después,
con acetato de etilo (10 mL). De la primera extraccion se
tomo la fase acuosa y de la segunda extraccion, se conser-
vo la fraccion organica. Finalmente, esta fraccion se llevo
a sequedad con corriente de nitrogeno Yy, el extracto des-
pués de pesado, se disolvio en agua grado HPLC y se
afor6 a 1,0 mL para su posterior analisis.

Analisis cromatografico. El analisis cromatografico se
realizéd usando un cromatégrafo liquido Agilent Techno-
logies 1200 Series (Miami, FL, EE.UU.), que consta de un
inyector manual Agilent Technologies 1200 G1328B; una
bomba cuaternaria, Agilent Technologies G1354A; un de-
tector UV-Vis de arreglo de diodos (DAD), Agilent
Technologies G1315B, usado para determinar la pureza del
pico cromatografico. La identificacion e integracion de pi-
cos se realizd a través del software Agilent ChemStation
(G1701-DA). La separacion cromatografica se realizd con
un guarda-columna Agilent Technologies ECLIPSE XDB-
C18 (4,6 x 12,5 mm, 5 um) y una columna apolar, ZORBAX
Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 pm). La temperatura de la
columna se mantuvo en 35°C. La deteccién de las cinco
catequinas fue realizada a una longitud de onda de 210 nm.
La fase mdvil seleccionada fue una mezcla de dos solven-
tes, (A) metanol y (B) agua:acido acético (100:0,1). La
cromatografia isocratica se desarrollo con flujo de 1 mL/
miny una relacion A:B (18:82).
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Para el analisis por electroforesis capilar se empled un
equipo Lumex modelo CAPEL 105 (San Petersburgo, Rusia),
con detector UV (190 — 380 nm), un capilar de silice fundida
de 75 pm i.d., con largo total y efectivo de 60 y 50.5 cm, res-
pectivamente, y una fuente de poder con polaridad positiva.
El tratamiento de los datos obtenidos utilizo el software
Chromatography Data Station, Chrom&Spec, Version 1.5.
La solucion buffer empleada fue una mezcla de acido borico
(35 mM), dihidrégeno fosfato de sodio (20 mM) y dodecil
sulfato de sodio (80 mM). La separacion electroforética se
realizd a 20 kV y 20°C durante 14 min. La deteccion se realizo
a210 nm. Para el acondicionamiento diario del capilar, al inicio
de cada jornada, se realiz6 un lavado con agua (3 min), metanol
(3 min), &cido clorhidrico (5 min) e hidréxido de sodio (15 min)
y para el lavado entre corridas se empled la misma solucion
buffer descrita anteriormente (5 min).

Implementacién de los métodos de analisis. Para el ana-
lisis simultaneo por HPLC de (+)-C, (-)- EC, (-)-EGC, (-)-
ECGy (-)-EGCQG, se probaron las siguientes condiciones de
analisis: longitud de onda (rango 190 a 900 nm); composi-
cion de fase movil (metanol:agua, metanol:acetonitrilo,
metanol:agua:acido acético, metanol:agua:acido fosforico
y acetonitrilo:agua (Her y Koel, 2003; Auger et al., 2004;
Nishitani y Sagesaka, 2004) y temperatura (30, 35 y 40°C).
Con lo determinado en las pruebas preliminares y, para
establecer las mejores condiciones de andlisis, se realizd
un disefio experimental central compuesto 33. Las varia-
bles consideradas fueron: porcentaje de metanol (15, 18y
20%), cantidad de acido acético en agua (0, 0,1 y 0,3%) y
temperatura (30, 35 y 40°C).

En el andlisis de catequinas por CE se evaluaron dife-
rentes condiciones, a saber: composicion de la solucion
buffer, pH de esta solucion, voltaje y temperatura. Se reali-
z6 un diseflo experimental factorial 32 para evaluar el efec-
to que tuvieron sobre la resolucion las concentraciones
de los componentes de la solucion buffer, acido borico (25,
35 y 45 mM), dihidrogeno fosfato de sodio (20 mM) y
dodecil sulfato de sodio (60, 80 y 100 mM).

Discusion de resultados

Implementacion de las metodologias de analisis de
catequinas. Para la implementacion de la metodologia de
analisis de catequinas por HPLC, se selecciond la longitud
de onda para el maximo de absorbancia de las catequinas a
210 nm.

Para seleccionar la composicion de la fase movil se rea-
lizaron pruebas variando los solventes de menor a mayor
fuerza de elucidn, 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 fosforico y acetonitrilo:agua
(Figura 1).

Al emplear la fase movil con mayor porcentaje de agua,
se observo la separacion de los cinco analitos, aunque el
valor de resolucion no fue completamente aceptable para
los picos cromatograficos 1y 2 (Figura 1). Con el propodsi-
to de reducir los tiempos de analisis, se evaluaron mezclas
de solventes con menor retencion, a saber: acetonitrilo:
agua y acetonitrilo:metanol. Aunque se lograron tiempos
de analisis mas cortos, la resolucidon disminuyé drastica-
mente y se presentd la coelucion de algunos picos.

La fase movil con la que se obtuvo la resolucion mas
alta, fue agua:metanol:acido acético. Una vez establecida
la composicion de la fase movil, se efectud un disefio ex-
perimental central compuesto 33 para estudiar el efecto del
porcentaje de metanol, cantidad del acido acético y la tem-
peratura del termostato.

El valor maximo de la variable de respuesta (resolu-
cién) en el disefio experimental central compuesto 33, se
logré con 18% de metanol; 82% de agua:acido acético
(100:0.1) y la temperatura de 35 °C. En la Figura 2, se mues-
tra un perfil cromatografico tipico de la mezcla patrén de
(*)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG, obtenido bajo
las condiciones descritas anteriormente.

Para la implementacién de la metodologia de electrofo-
resis capilar, se realizaron pruebas preliminares para deter-
minar cudles eran las variables que afectaban en mayor
grado la separacion de las cinco catequinas bajo estudio.
De acuerdo con estos resultados, se determin6 que los
principales parametros a evaluar en el diseflo de experi-
mentos eran los correspondientes a la composicion de la
fase movil. Dado el caracter no idnico de las catequinas, se
empled como modalidad de electroforesis la llamada
cromatografia electrocinética micelar (MEKC) (Kartsova 'y
Ganzha, 2006); se utilizo como surfactante el dodecil sulfato
de sodio (SDS), se probaron diferentes sustancias como
componentes de la solucion buffer, e.g. acido bérico,
tetraborato de sodio y dihidrégeno fosfato de sodio; se
observo la separacion parcial de las cinco catequinas (Fi-
gura 3). Teniendo en cuenta que la solucién compuesta
por la mezcla de NaH,PO, y H;BO, mostrd los mejores re-
sultados, se procedié a evaluar en un disefio de experi-
mentos 32 el efecto de la concentracion de acido bérico y
SDS en la solucion buffer, manteniendo fija la concentra-
cion de dihidrogeno de sodio en la menor cantidad nece-
saria para lograr la separacion de las 5 catequinas y evitar
la posible precipitacion de sales al interior del capilar por
interaccion de esta sustancia con metanol.
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Figura 1. Perfiles cromatograficos de la mezcla de catequinas patron, obtenidos con fases moviles de
diferente composicion. a) metanol:acetonitrilo 20:80 b) 20: 80 metanol:agua (agua:acido acético
100:0.1) ¢) 20: 80 metanol:agua (agua:acido fosférico 100:0.1 d) acetonitrilo:agua (agua:acido acético
100: 0.1) a 40°C. Flujo 1 mL/ min.
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Figura 2. Perfil cromatografico de la mezcla patréon de catequinas
(£)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG, obtenido por HPLC-
DAD-UV-Vis en la columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18.
Fase movil: 20 % metanol: 80% agua:acido acético (100:0.1),
temperatura: 25°C, flujo: 1 mL/min. 1. (-)-EGC, 2. (#)-C, 3. (-)-
EGCG, 4. (-)-EC, 5. (-)-ECG.

Como resultado del disefio experimental, en el que la
variable de respuesta a evaluar fue la resolucion entre los
picos 1 y 2, se obtuvo que la solucion buffer compuesta
por dihidrégeno fosfato de sodio (20 mM), acido borico
(35 mM) y SDS (80 mM) produjo la mejor separacion. En la
Figura 4 se presenta un electroforegrama de la mezcla de
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las cinco catequinas bajo estudio, obtenido empleando la
metodologia descrita. Los valores de parametros como el
voltaje aplicado al capilar (20 kV), el pH de la solucion
buffer (pH = 8,24) y la temperatura de analisis (20°C), se
mantuvieron fijos.

Estudio comparativo entre las técnicas HPLC y CE. El
estudio comparativo de las metodologias implementadas
para la determinacion de catequinas, se realizo teniendo
en cuenta las figuras analiticas de mérito, el tiempo y el
costo de analisis.

Las siguientes fueron las figuras analiticas de mérito
determinadas: precision (expresada como repetibilidad en
tiempo de retencion y area), porcentaje de recuperacion,
limite de deteccidn, limite de cuantificacion, linealidad (co-
eficiente de determinacion) y sensibilidad (pendiente de la
curva a un nivel de confianza del 95%). Los resultados se
presentan en la Tabla 1.

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ)
fueron mas bajos para HPLC excepto para la (-)-ECG. En ge-
neral, para CE los LOD obtenidos, fueron mas del doble de
los encontrados para HPLC. Los mejores valores en cuanto
a linealidad del método, evaluada en el rango de 0,5 a 64 mg/
L, se obtuvieron con HPLC. De manera similar, la sensibili-
dad asociada con la respuesta del detector, fue mayor para
todas las catequinas en el DAD del equipo de HPLC em-

Tabla 1. Figuras analiticas de mérito de los métodos basados en HPLC y CE para la determinacion de catequinas.

Tiempo Area Repetibilida Reproducibilidad, Linefll%d.ad y LOD LOQ
Analito (min) (mAU s) d,CV Ccv sensibilidad ’ ’ N
, , 2 mg/L mg/L
+s +s tg  Areas tr Areas R b
(-)-EGC
HPLC 4,74 +£0,04 3130+20 0,77 0,64 0,48 4.4 0,9998 96,5 0,50 1,00 16970
CE 10,3+ 0,1 95+3 0,97 33 0,43 3,7 0,9993 0,972 1,37 2,75 110621
&)-C
HPLC 5,19+0,04 3660+32 0,76 0,88 0,30 5,7 0,9998 126,6 0,46 0,92 17004
CE 10,6 £0,1 74+£04 19 0,9 0,46 5,6 0,9987 1,14 1,81 3,62 115578
(-)-EGCG
HPLC 8,86+0,08 3870+29 0,90 0,75 0,70 5,3 0,9998 115,1 0,56 1,12 17719
CE 11,90+ 0,06 230+8 1,0 2,3 0,46 3,6 0,9991 0,693 1,48 2,96 84393
(-)-EC
HPLC 11,87+0,09 2430+60 0,75 2,5 0,53 4,8 0,9997 82,5 0,48 0,96 22923
CE 11,6 £0,1 69 + 4 1,3 2,4 1,2 5,5 0,9975 1,2 2,55 5,10 65638
(-)-ECG
HPLC 259+£0,2 2600+£38 0,75 1,5 0,28 5,9 0,9999 101 1,84 3,68 24104
CE 12,1 £0,08 105+ 4 1,0 2,1 0,65 3,6 0,999 1,47 1,61 3,22 74213

CV: Coeficiente de variacion, LOD: Limite de deteccion, LOQ: Limite de cuantificacion, N: Numero de platos teoricos, t,: Tiempo de

retencidn, s: Desviacidén estandar.
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Figura 3. Electroforegrama de la mezcla de catequinas (+)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG. a. SB:
Na,B,0, (25 mM), SDS (5 mM) pH: 8.24, b. SB: H,BO, (25 mM), SDS (5 mM) pH: 8.24, ¢. SB: NaH,PO,
(25 mM), SDS (5 mM) pH: 8.24, d. SB: NaH,PO, (20 mM), H,BO, (25 mM) y SDS (5 mM) pH: 8.23

pleado. Lo anterior indica que, en el analisis de catequinas
bajo las condiciones establecidas, la mayor repetibilidad se
alcanza con HPLC, hecho que coincide con reportes pre-
vios (Vanhoenacker et al., 2001; Nemenak et al., 2006).

El método de HPLC fue mas reproducible en cuanto a
tiempos de retencion y areas, de acuerdo con los CV %
observados. Entonces, se puede afirmar que en el analisis

de catequinas, las dos técnicas pueden emplearse para la
cuantificacion rutinaria de (+)-catequina, (-)- epicatequina,
(-)-epigalocatequina, galato de (-)-epicatequina y galato
de (-)-epigalocatequina, siguiendo las metodologias
implementadas.

Aunque ambos métodos son eficientes para el analisis
de las cinco catequinas, se observa que el tiempo de mi-
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Figura 4. Electroforegrama de la mezcla de catequinas (+)-C, (-)-EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG. Solucion buffer (pH: 8.24):
dihidrégeno fosfato de sodio (20 mM), acido bdrico (35 mM) y SDS (80 mM). Temperatura: 20°C. Voltaje: 20 kV.
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Tabla 2. Cuantificacion de (+)-C, (-)- EC, (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG por CE y HPLC, en cinco muestras de tres variedades de

Analito
(-)-EGC
HPLC
CE
®-C
HPLC
CE
(-)-EGCG
HPLC
CE
(-)-EC
HPLC
CE
(-)-ECG
HPLC
CE

#ND: No detectado.

ICS-39

ND*
ND

0,07 +0,01
0,06 +0,01

ND
ND

1,99 + 0,02
1,8+0,2

ND
ND

cacao cultivadas encafé Colombia.

Contenido de catequinas, mg de catequina/g de semilla

IMC-67

ND
ND

0,26 0,02
0,23 £0,02

ND
ND

5,29 £ 0,02
5,1+£0,2

ND
ND

IMC-67

ND
ND

0,79 £0,05
0,76 £ 0,02

ND
ND

9,66 £ 0,08
9,0+0,4

ND
ND

TSH-565

ND
ND

0,33 +0,03
0,29 +0,03

ND
ND

6,48 £ 0,05
6,1 +0,2

ND
ND

TSH-565

ND
ND

0,19+ 0,01
0,17 +0,01

ND
ND

4,33+0,03
3,8+0,1

ND
ND
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Figura 5. Perfiles cromatograficos del extracto acuoso de la variedad TSH-565 de Theobroma cacao. a.
HPLC b. CE.

gracion electroforético, para todas éstas, fue mas corto
(ca. 12 min), que el tiempo de retencion (ca. 26 min), por
HPLC. Sin embargo, para las primeras cuatro catequinas
estudiadas por HPLC el tiempo fue menor que para CE (ca.
11 min). Por tanto, en cuanto al tiempo de analisis, la selec-
cién entre las dos técnicas empleadas, estara establecida
por cuales analitos se requiere determinar.

El costo de analisis de las cinco catequinas en una
muestra llega a ser mucho mayor por HPLC, debido a que
se emplea un volumen hasta 60 veces mayor de solventes
que en CE; ademas, el tiempo de analisis mas largo repre-
senta costos mas altos por uso del equipo y el tiempo del
operador. Consecuentemente, HPLC presenta grandes des-
ventajas desde los puntos de vista economico y ambien-

tal, dados los altos costos de los solventes grado HPLC,
tiempo de analisis y los problemas inherentes a la disposi-
cion de residuos quimicos.

La metodologia implementada por CE resulto ser bastan-
te reproducible, repetible y sensible; sin embargo, no supe-
ra en estos tres aspectos a la que utiliza HPLC. No obstante,
la técnica HPLC resulté ser menos ventajosa en cuanto a
tiempos de analisis y costos. Por lo tanto, se puede estable-
cer que la decision para escoger entre estas dos técnicas
para el analisis de (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-
epigalocatequina, galato de (-)-epicatequina y (-)-galato de
epigalocatequina, depende fundamentalmente de la dispo-
nibilidad de muestra, tiempo y reactivos, ya que ambos equi-
pos, HPLC y CE, poseen precios similares.
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Cuantificacion de catequinas. Se analizaron los extrac-
tos de las cinco muestras de tres variedades de cacao (ICS-
39, TSH-565 ¢ IMC-67) en cuanto a su contenido de
catequinas, empleando las metodologias implementadas
basadas en HPLC y EC. Los resultados se presentan en la
Tabla 2. Las catequinas (-)-EGC, (-)-ECG y (-)-EGCG, no se
hallaron en ninguno de los extractos por encima de los
niveles minimos de deteccidn. Las catequinas (+)-C y (-)-
EC se detectaron y cuantificaron en los cinco extractos.
Mientras que las diferencias en la cuantificacion de (£)-C
por CE y por HPLC no fueron significativas, los resultados
de la cuantificacion de (-)-EC presentaron diferencias rela-
tivas entre 2,7 y 13,9%, siendo en todos los 5 casos el
valor obtenido por CE inferior al resultado de HPLC. En la
Figura 5 se observan un cromatograma y un electrofore-
grama representativo del extracto de la variedad TSH-565
de cacao estudiada.
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