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TITULO: Determinacion colorimétrica de fenoles solubles en material vegetal mediante
el reactivo de Folin-Ciocalteu

1.- INTRODUCCION

El presente método colorimétrico permite el analisis de compuestos organicos que
presenten anillos aromaticos hidroxilados (polifenoles, acido tanico, taninos, acido clorogénico,
etc.).

El método permite medir contenidos de compuestos fendlicos comprendidos entre 500
mg/kg y 5000 mg/kg. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que los distintos compuestos
analizables presentan diferentes coeficientes de extincion molar (ver nota 8.1); asimismo, debe

tenerse en cuenta que muchos compuestos reductores son también reactivos, por lo que debe

tenerse siempre en cuenta la posible presencia de substancias interferentes.

2.- PRINCIPIO
Los compuestos fenolicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu (tungstofosfato

y molibdofosfato) a pH basico, dando lugar a una coloraciéon azul susceptible de una

determinacion espectrofotométrica a 760 nm.

3.- MATERIAL

- Matraces aforados.

- Pipetas.

- Tubos de ensayo
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- Vasos de precipitados, embudos, y otro material general de laboratorio.
El material de vidrio a utilizar debera estar completamente limpio, debiendo enjuagarse
previamente a su utilizacién con agua desmineralizada, con la propia muestra o con el reactivo

a utilizar segln sea el caso.

El material volumétrico a utilizar debera ser siempre de clase A.

4.- APARATOS

- Balanza analitica, capaz de pesar con precision de 0,1 mg.

- Espectrofotometro UV/Vis.

5.- REACTIVOS

- Agua desmineralizada de calidad ISO tipo I (Milli Q o equivalente)

- Acetona

- Reactivo de Folin-Ciocalteu 2 N

- Acido tanico

- Carbonato sodico
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- Filtros de membrana de PTFE o PVDF de 30 mm de didmetro y un tamafio de
poro de 0,45 pum

Todos los reactivos a utilizar deberan ser de calidad P.A. y deberan ser chequeados

mediante la realizacion de un analisis en blanco para comprobar que no contienen compuestos

que puedan dar lugar a interferencias.

6.- PROCEDIMIENTO

6.1.- Preparacion de disoluciones

6.1.1.- Preparacion de la disolucion de carbonato sodico 0.7 M

Se pesan 74,19 gramos de carbonato sddico, se disuelven en aproximadamente 750 ml
de agua desmineralizada calentando ligeramente si fuese necesario. Se deja enfriar la disolucion

a temperatura ambiente y se ajusta el volumen a 1000 ml con agua destilada.

6.1.2.- Preparacion de la disolucion madre de acido tanico de 500 mg/1

Se pesan 50 mg de acido tanico y se disuelven en 100 ml de acetona/ agua 1:1 (v/v).

Esta disolucidn es estable durante tres meses, conservada en frio y al abrigo de la luz.

6.1.3.- Preparacion de la disolucion patron de acido tanico de 50 mg/l

Se diluyen 10 ml de la disolucién madre de acido tanico, preparada segin 6.1.2, a 100
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ml con acetona/agua 1:1 (v/v).

6.2.- Preparacion de las muestras

Se pesan 100 mg de muestra seca, previamente cortada en fragmentos de 1 mm

aproximadamente y se extraen con 10 ml de mezcla acetona/agua, manteniéndolas en obscuridad

y a temperatura ambiente durante veinticuatro horas. Los extractos se filtran a traves de una

membrana de PTFE o PVDF (ver nota 8.2) de 0,45 um

6.3.- Preparacion de la curva de calibrado

En una serie de tubos de ensayo se introducen sucesivamente:

B I 11 ar | v | v VI | VII
Solucién patrén de acido tanico (ml) 0 0,1 02 04105106 ] 08 1
Acetona/agua 1:1 (ml) 1 091 08 [06]05]04 ] 02 0
Reactivo de Folin-Ciocalteu (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2
Disolucién de carbonato (ml) 8 8 8 8 8 8 8 8
Correspondencia en pg/ml de fenoles 0 5 10 20 | 25 | 30 40 | 50

Agitar el contenido de los tubos, esperar treinta minutos para que se desarrolle el color

y efectuar las lecturas en el espectrofotometro a una longitud de onda de 760 nm. Trazar la curva

de calibrado concentracion/absorbancia.
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6.4.- Analisis de los extractos

Se toma una alicuota de 1 ml de la muestra filtrada y se afiaden sucesivamente y por este
orden 2 mililitros de reactivo de Folin-Ciocalteu y a los dos minutos 8 mililitros de disolucion
de carbonato sddico (ver nota 8.3), y se deja desarrollar el color de la forma que se ha descrito
para la curva de calibrado. Efectuar las lecturas en el espectrofotometro a 760 nm e interpolar
los valores de absorbancia en la curva de calibrado para obtener los valores de concentracion de

compuestos fenolicos en el extracto.

7.- CALCULOS

El contenido de compuestos fendlicos, expresado en pg de 4cido tanico por g de muestra,

se obtiene por medio de la ecuacion:

- CEX X Vex
Contenido = P— x 1000

Donde P, es el peso de muestra utilizado, V., es el volumen de extracto utilizado y C,,

la concentracion encontrada en el extracto.

8.- OBSERVACIONES

8.1.- Las distintas substancias fenolicas reaccionan de forma diferente con el reactivo de Folin-
Ciocalteu, dando una intensidad de color que depende de su composicion quimica. Asi pues si

se conoce la naturaleza de los compuestos presentes en la muestra puede ser conveniente la



PNT N° 19 (Revision 3)
Fecha: 23/08/2010
Pégina 6 de 7

TITULO: Determinacion colorimétrica de fenoles solubles en material vegetal mediante
el reactivo de Folin-Ciocalteu

utilizacion de un patrén mas acorde con la naturaleza de dichos compuestos.
8.2.- No deben utilizarse membranas de nilon u otros materiales que puedan ser adsorbentes para
los fenoles. En caso de duda puede comprobarse la adsorcion por parte de un material concreto

comparando las absorbancias de una muestra antes y despues de la filtracion.

8.3.- El reactivo de Folin-Ciocalteu debe aniadirse antes que la disolucidn alcalina para evitar la

oxidacion de los fenoles por el aire.

9.- EXCEPCIONES

No procede.

10.- CLAUSULA DE ESCAPE

De existir alglin problema acudir al técnico responsable.

11.- REVISIONES

Una vez al afio salvo introduccion de modificaciones.
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12.- RESPONSABILIDADES

El operario es responsable del seguimiento de este PNT.
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