S UNIVERSIDAD NACIONAL DE EDUCACION A DISTANCIA
de Ciencias
MASTER UNIVERSITARIO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA QUIMICA

TRABAJO DE FIN DE MASTER
MODULO DE QUIMICA ANALITICA

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN
HIERBAS Y FRUTOS

Autora: Cristina Trujillo Hernandez

Tutora; Dra. Rosa M2 Garcinuio Martinez

FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANALITICAS
FEBRERO 2019



INDICE

ABREVIATUR AS . e 4

INTRODUCCION Y OBJETIVOS......ouniiiiiiie e 6

CAPITULO I. COMPUESTOS ANTIOXIDANTES......ccooiiiiiiiieiiieeeee

|.1.- DESCRIPCION DE LOS ANTIOXIDANTES......ccovviiieiiiiiiieeeeieeeeee

.2.-CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES........ouoeeieieeiieiiien 9
[.2.1- Antioxidantes endOgenos. ...........ouiuiiiiiiiii e 9
1.2.2- Antioxidantes eXO0gen0sS.........cccvvv i 11

[.3.- RADICALES LIBRES.......coiiiiiiiic e, 16

I.3.1.-Reacciones en cadena de los radicales libres......................... 17
1.3.2.- Efectos que generan los radicales libres en la salud............... 19
|.4.- DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE................... 21
[.4.1- MEtOdOS AIr€CLOS. .. . v it 21
[.4.2- MEtOdOS INAIFECLOS. ... ..viie e 23
[.4.3- OtroS MELOTOS. .. . vt 23
I.5.- IMPORTANCIA DE LA DETECCION ANALITICA DE COMPUESTOS
ANTIOXIDANTES Y APLICACIONES.......ccoii i 25

CAPITULO IL.TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS PARA LA DETERMINACION

DE ANTIOXIDANTES EN ESPECIES VEGETALES.........coiieeiviieeenee, 27
11.1.-INTRODUCCION DE LAS TECNICAS ANALITICAS PARA LA DETERMINACION
DE ANTIOXIDANTES E IMPORTANCIA EN SU ELECCION................... 27
11.2.- TRATAMIENTO DE LAMUESTRA ..ottt 27
1.3.-DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL ENSAYO
DPPH. ... e 33

I.4.- DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR ABTS .. 38
1.5.-METODO DE REDUCCION DEL RADICAL DMPD (DICLORHIDRATO DE N, N-
DIMETIL P-FENILENDIAMINA).......coiiiiiiiieee e 41
11.6.- METODO FOLIN- CICOALTEU.......uiiiiiiiiee e 43
1.7.- METODO DE PODER ANTIOXIDANTE REDUCTOR DEL HIERRO (FRAP) 47
1.8.- METODO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE REDUCTORA DE IONES
CUPRICOS (CUPRAC). ... e 50



11.9.- OTROS METODOS PARA LA DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES EN

ESPECIES VEGETALES.........

[1.9.1.-Cromatografia liquida de alta eficacia (HPCL)......................

11.9.2.-Método del pH- diferencial para la determinacion de antiocianina

11.9.3.- Quimioluminiscencia y electroquimioluminiscencia...............

11.10 RESUMEN DE LOS METODOS APLICADOS EN LOS TRABAJOS
CITADOS. .. e

CAPITULO 1Il. CONCLUSIONES. ... ittt

CAPITULO IV. BIBLIOGRAFIA

54
54
58
61

64

69

71



ABREVIATURAS

ABTS: Sal diamonica del acido 2.2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
AOAC: Association of analytical chemists o asociacion oficial de quimicos analiticos
BHA: Hidroxianisolbutilado o butilhidroxianisol

BHT: Hidroxitolueno butilado o butilhidroxitolueno

BL: Bioluminiscencia

CAT: Catalasa

CUPRAC: Cupric ion reducing antioxidant capacity o capacidad antioxidante reductora
de iones cupricos

DPPH: 2,2-difenil-1-pirilhidrazilo

DMPD: Diclorhidrato de n, n-dimetil p-fenilendiamina

EDTA: Etilendiamintetraacetato

EQL: Electroquimioluminiscencia

FRAP: Ferric ion reducing antioxidant power o poder antioxidante reductor del hierro
GPX: Glutatién peroxidasa

GSSG: Cataliza la reduccion del glutation oxidado

GSH: Glutation reducido

HPLC: High-performance liquid chromatography o cromatografia liquida de alta
eficacia

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

NAC: N-acetilcisteina

NADPH: Flavoenzima dependiente del nicotinamina de dinucleétido fosfato reducido
NOS: Citosolicaoxido nitrico sintasa

OMS: Organizacién mundial de la salud

PBS: Phosphate buffer saline o solucion salina tamponada con fosfato

QL: Quimioluminicencia

RL: Radical libre

RNS: Reactive nitrogen species o especies reactivas derivadas del nitrégeno

RCS: Reactive chlorin especies o especies reactivas derivadas del cloro



ROS o EROs: reactive oxygen species o especies reactivas derivadas del oxigeno
SOD: Superoxido dismutasa

TBA: 3-tercbutil-4-hidroxianisol

TBH: 2,6-di-tercbutil-4-metilfenol

TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity o capacidad antioxidante equivalente de
trolox

TOSC: Total oxyradical scavening capacity o Capacidad total de barrido oxirradical



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los antioxidantes son sustancias quimicas fundamentales para nuestro
organismo, cuya funcién, entre otras, es la de prevenir y proteger a las células sanas
de los radicales libres, compuestos de elevada reactividad, que en exceso, son los
causantes del deterioro de las células y el envejecimiento del cuerpo.

Desde los afios 60 se comenzé el estudio de los efectos de los antioxidantes
para la salud, su relacion con el estrés oxidativo y consecuentemente con las
enfermedades que aparecen como resultado. Hoy dia, la busqueda de nuevas

entidades antioxidantes es un tema que suscita gran interés.

Tras observar las estadisticas de las defunciones segun la causa de muerte
durante el 2016 que ha publicado el Instituto Nacional de Estadistica en una nota de
prensa, se puede observar que las debidas al Alzhéimer y a algunos tipos de cancer
ocupan casi un 70%, coincidiendo con las enfermedades que estan directamente

relacionadas con los radicales libres y por tanto con el estrés oxidativo (INE, 2017).

A los radicales libres, por tanto, se les relaciona directamente con el estrés
oxidativo de las células y las macromoléculas del cuerpo, dando lugar al

envejecimiento prematuro, enfermedades neurodegenerativas y algunos canceres.

El metabolismo oxidativo es esencial para la supervivencia de las células, pero
produce radicales libres y otras especies oxidantes. El problema aparece cuando se
produce un exceso de radicales libres que poseen electrones “desapareados” y
necesitan estabilizarse, formando un nuevo par de electrones “robando” un electréon a
otra molécula. La molécula a la que le ha “robado”, se convierte en un nuevo radical

libre, provocando asi una reaccion en cadena que termina dafiando las células.

Los antioxidantes, por su parte, son moléculas capaces de evitar la oxidacién o
el “robo” de un electrén, lo que evita el dafio celular mediante la neutralizacion de los
radicales libres a través del consumo de alimentos ricos en antioxidantes. Asi, la
prevencion de enfermedades se limita a la recomendacion de consumir alimentos

fundamentalmente vegetales, con alto contenido en ese tipo de sustancias.

De la misma manera, la oxidacion puede afectar también a los alimentos, en
especial por oxidacion de los acidos grasos (Kanner, 1994), siendo ésta la mayor
causa del deterioro quimico (Colbert y cols., 1991) que deriva en la pérdida del sabor,

del valor nutricional, del color y la textura, y de la seguridad de dichos alimentos. Se


https://enforma.salud180.com/nutricion-y-ejercicio/antioxidantes-vs-radicales-libres
https://www.salud180.com/salud-z/estres-oxidativo

estima que la mitad de la fruta y verdura cosechada en el mundo se pierde después de
la recogida debido a su deterioro (Shahidi, 1992).

Los compuestos antioxidantes pueden ser de dos tipos, por un lado tenemos
los conocidos como naturales, que se encuentran ampliamente distribuidos en
diferentes concentraciones en las plantas, verduras, frutas, té, café, vino, etc. Y por
otro lado existen los antioxidantes sintéticos muy utilizados por la industria alimentaria,
debido a su estabilidad y bajo costo, para preservar la inocuidad de los productos
envasados comercializados. Aunque las dosis estan limitadas en cada producto (REAL
DECRETO 142/2002, de 1 de febrero), las personas estamos diariamente expuestas a
grandes cantidades de estos agentes, que son usados como conservantes en
alimentos y cosmeéticos, aun existiendo numerosa bibliografia que atribuye efectos
téxicos y carcinogénicos para la salud. El uso de estos productos en la industria
alimentaria se ha extendido desde comienzos del siglo pasado debido ademas de a
su estabilidad y eficacia, a que son mas econdémicos que los naturales. Se estima que
la vida atil de muchos productos alimentarios aumenta entre un 15 y un 200% con el

empleo de estos antioxidantes.

En la actualidad, y dadas las investigaciones sobre los efectos negativos que
causan los antioxidantes sintéticos sobre la salud, existe una creciente oposicion al
empleo de los mismos en la industria alimentaria. Por ello, la tendencia actual de esta
linea de investigacion va dirigida hacia la blsqueda de productos naturales con

actividad antioxidante que sustituyan completa o parcialmente a los anteriores.

El objetivo de este Trabajo de Fin de Master se centra en presentar el estado
actual de las investigaciones referidas a los compuestos oxidantes, y su importancia
en la prevencion de enfermedades. Para ello, se pretende realizar una revision
bibliografica sobre los principales compuestos antioxidantes, tanto endégenos como
exdgenos que existen, asi como sobre las metodologias empleadas en la actualidad
para la determinacion de la actividad antioxidante de los compuestos que forman parte
de especies vegetales. En este trabajo se incluye también una revision de los métodos

de preparacion de muestra utilizados mas habitualmente.

Este trabajo supone un paso mas para seguir promoviendo nuevas
investigaciones sobre el uso de plantas con propiedades medicinales, especialmente
con actividad antioxidante, y pone de manifiesto la importancia del aislamiento e

identificacion estructural de los principios activos presentes en los extractos vegetales.


http://www.aditivos-alimentarios.com/search/label/ANTIOXIDANTES

CAPITULO I. COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

l.1.- DESCRIPCION DE LOS ANTIOXIDANTES

La molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas se
denomina antioxidante. La oxidacibn es unareaccion quimica de transferencia
de electrones de una sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de oxidacién
pueden producir radicales que comienzan reacciones en cadenaque dafan
las células. El antioxidante al colisionar con el radical libre (RL) le cede un electrén
oxidandose a su vez y transformandose en un RL débil no toxico (figura 1). Los
antioxidantes terminan estas reacciones quitando intermedios del radical e inhiben

otras reacciones de oxidacion oxidandose ellos mismos.
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Figura 1. Interaccion del antioxidante con el radical libre (Sanchez y Trujillo, 2013).

Halliwell y cols. (2011) definen como antioxidante a toda sustancia que
hallandose presente a bajas concentraciones con respecto a las de un sustrato
oxidable (biomolécula), retarda o previene la oxidacién de dicho sustrato. Un
antioxidante facilita el uso fisiolégico del oxigeno por parte de las mitocondrias
celulares, lo cual contribuye a reducir los efectos del estrés oxidativo y la falta de
oxigeno, al formar complejos que reducen las reacciones productoras de RL
(Halliwell y cols., 2011).


https://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_qu%C3%ADmica
https://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Oxidante
https://es.wikipedia.org/wiki/Radical_libre
https://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_en_cadena
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://es.wikipedia.org/wiki/Oxidaci%C3%B3n

1.2.-CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES

Existen dos tipos de antioxidantes: los endégenos, dotados por el propio

sistema bioldgico, y los exdgenos, tomados de la dieta.
I.2.1- Antioxidantes enddgenos

Especificamente los antioxidantes endoégenos se clasifican en dos grupos,

enziméticos y no enzimaticos.
Antioxidantes enziméticos

Los llamados antioxidantes enzimaticos catalizan o aceleran reacciones
quimicas que utilizan sustratos que a su vez reaccionan con los RL. Las
principales enzimas antioxidantes de este grupo que se encuentran en el
organismo son las siguientes: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),

glutation peroxidasa (GPX).

Enzima superoéxido dismutasa (SOD)

Es una metoloenzima que tiene una amplia distribucién en el organismo
humano. Existen varias clases, las cuales tienen como cofactores diferentes
atomos metalicos como Zn, Cu, Fe, Mn o Ni. Se localiza dentro de la célula,
especificamente, en el citosol y el espacio intermembranoso mitocondrial. Cataliza
la reaccion de destruccion del anién superéxido, mediante la transformacion de
éste en peréxido de hidrogeno (dismutacion del O,), el cual puede ser destruido a
su vez por la actividad de la catalasa o de la glutation peroxidasa. La funcién de
esta enzima consiste en eliminar el radical superéxido antes de que este
reaccione con moléculas bioldégicas susceptibles. Su presencia es imprescindible

en todos los organismos aerobios.
Catalasa (CAT)

La Catalasa es un enzima metaloproteina tetramérica, también con amplia
distribucion en el organismo. Su presencia es abundante en higado y rifién, pero
escasa en tejido conectivo y epitelios, y practicamente nula en tejido nervioso. De
localizacion intracelular (mitocondrias, peroxisomas, citosol), tiene dos funciones
fundamentales: catalitica y peroxidativa. La principal, es catalizar la
descomposicion del peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno. Esta funcion es

compartida con la glutation peroxidasa. En general, las bajas concentraciones de
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peroxido de hidrégeno estimulan la actividad de peroxidasas, mientras que las
altas concentraciones de peréxido son preferentemente catalizadas por la
catalasa.

Glutatiéon peroxidasa (GPX)

Es una enzima que usa como cofactor el selenio. Es dependiente de
localizacion mitocondrial, citosélica y lisosdmica, que cataliza la reduccion del
H,O, a radical hidroperdxido en presencia de glutation reducido y selenio. El ciclo
redox de la glutation es la mayor fuente de proteccién contra bajos niveles de
estrés oxidativo. La actividad de esta enzima contribuye a proteger a los lipidos de

la membrana celular de la peroxidacion.

La glutatiéon reductasa es una flavoenzima dependiente del nicotinamina de
nindinucledtido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reducciéon del glutation
oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH), el cual ser& utilizado por la glutation
peroxidasa para la reduccién del perdxido de hidrégeno y de lipoperoxidos.
Permite mantener concentraciones estables de GSH en la célula de igual manera,
es de utilidad en la recuperacion de las vitaminas Cy E y participa en la
eliminacion de RL. El GSH interviene ademas en la de toxificacion de compuestos
xenobiéticos, el almacenamiento y transporte de cisteina, la regulacion del
balance redox de la célula, el metabolismo de los leucotrienos y las
prostaglandinas, la sintesis de los desoxirribonucleoétidos, la funcién inmunolégica

y la proliferacion celular.
Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes endégenos no enzimaticos se ubican principalmente en el
citosol, matriz mitocondrial y nuclear y fluidos extracelulares. Entre los mas
importantes se incluyen el glutation, el 4cido drico, la bilirrubina, la albumina y la
ubiquinona. En este apartado se comentan algunos de los antioxidantes no
enzimaticos de gran importancia en el organismo, tales como la enzima glutatiéon

en su forma reducida (GSH), el 4cido Urico y la ubiquinona.
La enzima glutation

Se encuentra dentro de los principales compuestos pertenecientes a este
grupo cuya forma reducida (GSH) es un tripéptido (g-glutamil-cisteinil-glicina), que

presenta una distribucién tisular variable y constituye el compuesto tidlico de bajo
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peso molecular mas abundante en las células de mamiferos. Sus propiedades
quimicas le permiten actuar frente a numerosos compuestos oxidantes, ya que su
reduccion destoxifica el efecto de las especies reactivas del oxigeno (EROS). Los
precursores de glutatiéon ricos en cisteina incluyen N-acetilcisteina (NAC) y
proteina del suero sin desnaturalizar, y estos suplementos se ha demostrado que
aumentan el contenido de glutatién de la célula. La N-acetilcisteina esté disponible
como un medicamento y como un suplemento genérico y se ha demostrado que es

eficaz en el aumento de los valores de glutation.
El &cido urico

Aunque se ha considerado un producto terminal del metabolismo de las
purinas, la funcion del acido arico como antioxidante bioldgico, intra y extracelular,
ha comenzado a reconocerse. Su mecanismo de accién es prevenir la oxidacién

del &cido ascdrbico y formar complejos con los metales Fe y Cu.
La ubiquinona

Es una quinona con estructura semejante al tocoferol, también Illamada
coenzima-Q. Su forma oxidada, el ubiquinol, impide que las especies reactivas de
oxigeno desencadenen la peroxidacion lipidica, y también participa en el recambio

de la vitamina E en la mitocondria.
[.2.2- Antioxidantes ex6genos

Los antioxidantes exdgenos, es decir, los que ingresan al organismo solo a
través de la dieta, se clasifican, esencialmente, en vitaminas-antioxidanes como el

acido ascorbico o la vitamina E, compuestos provitamina A, y polifenoles.
Vitaminas antioxidantes
El 4&cido ascérbico (o Vitamina C)

Es conocido por su potente capacidad antioxidante, actia en combinacion
con otros antioxidantes primarios como la vitamina E y los carotenoides, asi como
en conjunto con las enzimas antioxidantes en medio acuoso. La vitamina C (figura
2) coopera con la Vitamina E regenerando el a-tocoferol desde el radical a-
tocoferilo en membranas y lipoproteinas. Como donante de electrones, es

un potente antioxidante soluble en agua en los seres humanos.
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HO OH

Figura 2.Estructura molecular del acido ascoérbico

Vitamina E

Es el nombre genérico de una familia homogénea de compuestos que
tienen en su estructura una porcion hidroquinona metilada en mayor o menor
grado y una cadena isoprenoide. Un término que incluye no solo al alfa—tocoferal,
sino ademas, a las isoformas alfa, beta, gama y delta de los tocoferoles y los
tocotrienoles. Posee gran capacidad oxidante ya que protege a las células de la accién
nociva de los radicales libres.

La vitamina E tiene un grupo hidroxilo fendlico responsable de su actividad
estabilizadora de radicales libres y una cadena hidrocarbonada (C;6Hss) que favorece
su insercion en la regién lipidica de la bicapa. En sistemas biol6gicos, una molécula de
vitamina E permite proteger 10.000 moléculas de acidos grasos insaturados. El a-
tocoferol (figura 3) es el componente mas abundante de la vitamina E, es bien
conocido y representa la mayor posibilidad de prevencién de la peroxidacion de
membrana por estabilizacion de radicales peroxilo.

"
HiC._ _C._ _CH
3 \?I/ Q:(.I:/ Z(I:H2

/C ,CH ,CH2 ,CHz ,CH2 _,CHz _,CH3
HO™ ¢ 07 I™cH, CH “CH, CH ‘CH, CH

I CHs | I

CH, CH, CH, CH,

Figura 3. Estructura molecular del alfa-tocoferol

12



Compuestos Pro-Vitamina A

La vitamina A presente en la fruta y verdura es llamada “carotenoide
provitamina A”, y puede convertirse en retinol en el organismo. Los carotenos son
compuestos que se encuentran en las plantas, incluidas aquellas que sirven como

alimentos, donde son importantes en el proceso de la fotosintesis.

Los carotenoides pueden ser alfa y beta caroteno, son precursores de la
vitamina A y actian como nutrientes antioxidantes. Son los Unicos carotenoides que el
organismo transforma en cantidades apreciables de vitamina A conforme los va
necesitando. Son importantes para el sistema inmune, ya que proporcionan resistencia
a la infeccion. Ademas, son necesarios para el desarrollo y mantenimiento de un tejido
epitelial saludable y de las membranas mucosas, asi como para el revestimiento de los
pulmones, los bronquios y otros tejidos respiratorios. El tejido epitelial forma una
barrera frente a las bacterias y sustancias extraflas y ayuda directamente a la

prevencién de infecciones y enfermedades.

Recientemente, se ha prestado mucha atencion a la familia completa de los
carotenoides, especialmente a compuestos tales como alfa caroteno, luteina, licopeno,
Zeaxantina y capxantina, dado que las investigaciones han demostrado que alguno de
estos carotenoides proporciona unos beneficios antioxidantes y protectores

significativamente superiores al beta caroteno (Day, 2004).
Polifenoles

La mayoria de los polifenoles se encuentran en los alimentos vegetales
consumidos habitualmente por la poblacion. Todos los polifenoles exhiben en su
estructura, al menos, uno o mas grupos hidroxilos, unidos a un anillo aromatico. Entre
los polifenoles es posible distinguir dos grandes grupos de compuestos los flavoniodes

y los no flavonoides.
Flavonoides

Su estructura comprende dos anillos aromaticos unidos aun heterociclo comun
de difenilpiranos de tres atomos de carbono y uno de oxigeno (C6-C3-C6) compuesto
por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico),como se puede observar en la figura 4, donde aparecen las estructuras
bésicas de algunos de los flavonoides més caracteristicos. Los atomos de carbono en

los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6' (figura 4).
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Esta estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y variaciones

en el anillo C (Martinez y cols., 2010).

(J (I
oH OH

Antocianidina

Flavanol

Flavonoide

Flavona Flavonol

Figura 4. Flavonoides estructura béasica de algunos de los mas caracteristicos.

Los flavonoides se subdividen en antoxantinas (pigmentos blancos, amarillos e
incoloros) y antocianinas (pigmentos rojos, azules o purpuros). La clasificacion de los
flavoniodes también se puede realizar en funcién de su estructura y via metabdlica, en
flavonoides simples, isoflavonoides y neoflavonoides. En la tabla 1 se realiza una
clasificacién de los flavonoides por grupos, compuestos y se indican algunos de los

alimentos en los que se encuentran.
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Tabla 1. Clasificacién de flavonoides por grupos y compuestos

Grupo Compuesto Alimento
Quercetina, Kemferol, Lechuga, aceitunas, cebollas,
L piel de fruta
Flavonoles Miricetina
Luteolina, Apigenina, Crisina Apio,
Flavonas Rutina, Sibelina piel de naranja
Catequina, Epicatequina, Vino tinto,
Flavonoides | Flavanoles Galocatequina Té
Fisetina, Mesperodina, Citricos (limon, lima 'y
i i o mandarina) Uvas Citricos (piel)
Flavanonas Naringenina, Taxifolin
Genisteina, Daidzeina, Soja
Gliceteina, Pelargonidina
Isoflavonas Frambuesa

No-flavonoides

Dentro de este grupo existen algunos cientos de compuestos que pueden
dividirse en &cidos benzobicos y acidos cinamicos, portadores de una cadena lateral
insaturada, y también comprenden otros derivados fendlicos como los estilbenos, entre
los que destaca el resveratrol. Los fenoles libres y los acidos fenoles se consideran en
un mismo grupo, ya que generalmente se identifican simultdneamente durante el
andlisis de las plantas. La estructura basica de los acidos benzdéicos es un anillo
aromatico con un grupo carboxilo. Los acidos de la serie benzoica, tales como el
galico, el vainillinico y el p-hidroxibenzoico son abundantes en las espermatofitas y los

helechos.

En el caso de la serie cindmica, los acidos cinamicos (cafeico, ferulico, p-
cumarico y sinaptico) raramente se encuentran libres y en general se hallan en forma

de derivados.

A continuacion, en la tabla 2 se muestran algunos de los compuestos no
flavonoides caracteristicos asi como los algunos de los alimentos en los que se

encuentran.
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Tabla 2. Compuestos no flavonoides

Grupo Compuesto Alimento
Acido cafeico, Granos de café, cerezas
Acidos fenolicos clorogénico, ferulico dulces, naranja, patata
blanca, uva
No Acido benzéico Acido elagico, acido Granada, jugo de uva
: vainillinico acido galico negray verde
flavonoides 9 gray

) Vino tinto, rosado y blanco,
Estilbenos Resveratrol

uvas, nueces, bayas

Manzana, albaricoque,
Acido benzéico acido -
Acetofenonas o platano
carbonico y acetona

[.3.- RADICALES LIBRES (RL)

Los procesos fisioldgicos de los cuales resultan los radicales libres en los seres
humanos son el metabolismo de los alimentos, la respiracion y el ejercicio fisico. Por
otro lado, en el organismo existen RL generados por factores externos o ambientales
como la contaminacion industrial, el tabaco, la radiaciéon, los medicamentos, los

aditivos quimicos en alimentos procesados y los pesticidas.

Los RL son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado y
gue se producen mediante reacciones con especies reactivas del oxigeno (EROSs).
Son muy reactivos, con una vida media biol6gica de microsegundos, ya que tienden a
alcanzar la estabilidad quimica mediante la captacion de un electron de otra molécula
estable. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita
para aparear su electron libre, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez
en un radical libre iniciandose asi, una cadena de captura de electrones entre

moléculas que destruye las células.
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Los radicales libres son generados y utilizados por células como los neutrdfilos,
los monocitos, los macréfagos, los eosinofilos y los fibroblastos para eliminar
organismos extrafios como bacterias y virus. Pero el incremento de estos radicales
conduce a un deterioro celular que se refleja de manera muy pronunciada durante la

vejez, etapa en que se presentan varias enfermedades asociadas al dafio oxidativo.

Una vez formados los RL por el metabolismo celular, éstos son capaces de
reaccionar rapidamente con la molécula vecina. Los lipidos representan el grupo mas
susceptible debido a la presencia de dobles enlaces en sus acidos grasos, ademas de
constituir de manera fundamental el organulo celular mas expuesto, que es la

membrana celular.

Nuestro propio cuerpo fabrica RL en cantidades moderadas para determinadas
fusiones, como para luchar contra bacterias y virus. Esta cantidad producida por el
cuerpo son neutralizados facilmente por nuestro propio sistema. Con este fin, nuestro
cuerpo produce enzimas (como catalasa o dismutasa) que son las encargadas de
neutralizarlos. Estas enzimas tienen la capacidad de “desarmar” a los radicales libres

sin desestabilizarse. Por lo tanto, los RL no son intrinsecamente deletéreos.

[.3.1.-Reacciones en cadena de los radicales libres

Las especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS) es un término colectivo,
ampliamente empleado, que comprende todas aquellas especies reactivas que, siendo
o no radicales libres, centran su reactividad en un atomo de oxigeno. No obstante, a
menudo, bajo la denominacibn ROS se incluyen otras especies quimicas cuya
reactividad se centra o deriva en atomos distintos al de oxigeno. En rigor, sin embargo,
las especies cuya reactividad deriva 0 se centra en atomos como nitrégeno o cloro
deberian referirse como RNS (Reactive NitrogenSpecies) y RCS (Reactive

Chlorinespecies), respectivamente.

La Tabla 3 muestra los principales radicales libres, ROS y RNS,

respectivamente, normalmente generadas en nuestro organismo.
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Tabla 3.Principales radicales libres y especies reactivas derivadas del oxigeno y del

nitrdgeno. Imagen extraida de Portal antioxidantes

PRINCIPALES ESPECIES REACTIVAS DERIVADAS
DEL OXIGENO (ROS) Y DEL NITROGENO (RNS)
ESPECIES REACTIVAS
SUPEROXIDO PEROXIDO HIDROGENO
HIDROXILO HIDROPEROXIDOS

ALCOXI HIPOCLORITO

PEROXI OXIGENO SINGLETE

CARBONATO OZONO

OXIDO NITRICO PEROXINITRITO

DIOXIDO NITRICO

A partir del oxigeno molecular O, se forman moléculas mas reactivas conocidas
como EROs, como el superéxido (O,), el hidroxilo (OH) y el peréxido de hidrégeno, asi
como los oxiradicales (O, singlete y doblete). Debido a su funcién primordial de
produccion de energia quimica, la mitocondria es considerada la mayor productora de
EROs.

Las EROs regulan varios procesos celulares, en el caso de mamiferos son la
secrecion y accion de la insulina, la produccion de hormonas de crecimiento, citocinas
(comunicacion entre células), la union de las proteinas G a sus receptores, factores de
transcripcion, regulacion de los transportadores y canales de iones, entre otros
(Bartozs, 2009). Sin embargo, también resultan nocivas para los organismos cuando
se producen en grandes cantidades dafiando los constituyentes celulares e induciendo

la muerte celular.

Otra especie reactiva normalmente generada por el organismo es el oxido
nitrico (NO-). Este radical libre, que resulta de la accién de la enzima citosdlica 6xido
nitrico sintasa (NOS), es generado en forma continua, aunque no exclusiva, por
células vasculo-endoteliales (aquellas que “tapizan” la parte interna de un vaso
sanguineo). Junto al O,*-, el NO- constituye un ejemplo de especies reactivas cuya
generacion y accion es, no solo fisiologica, sino absolutamente fundamental para el
adecuado funcionamiento del organismo.
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Las reacciones que afectan a los RL se dividen en tres categorias: iniciacién,

propagacion y terminacion.

¢ Iniciacion: que consiste en la produccion inicial de RL por alteraciones
internas de las células o por elementos externos a ella.

e Propagacién: son aquellas en que los RL generan otros RL, y éstos, a
su vez, atacan moléculas, diseminando la lesion a través de la célula.

e Terminacion: ocurre cuando las reacciones finalizan y se han originado
metabolitos secundarios que la célula no puede utilizar, por ello, son

eliminados.

1.3.2.- Efectos que generan los radicales libres en la salud

Los RL juegan un papel importante en la lucha contra bacterias y virus,
participan en la regulacion de la estructura y funcién de proteinas y colaboran en el
control del tono muscular. Como ocurre en la mayoria de los procesos biolégicos, debe
existir un equilibrio entre los beneficios que aportan la presencia de radicales y los
inconvenientes que puedan resultar de un exceso de éstos. El problema con los
radicales libres, surge cuando este delicado equilibrio se ve alterado debido a diversos
factores, que son dificilmente evitables en la vida actual, ya que sus niveles se ven
aumentados por causas como el tabaco, consumo de alcohol, exceso de grasas
saturadas, elevadas dosis de azlcar, respiracion biologica, radiaciones solares,
contaminacion ambiental o ejercicio fisico o emocional intenso. Todas estos factores
(tanto los evitables como los no evitables) son los que hacen que se generen mas
radicales libres de lo normal, que ataquen nuestras células, las dafien y que finalmente
las conviertan en nuevos RL, produciendo la reacciébn en cadena comentada
anteriormente. Cuando estos RL se encuentran en exceso en el organismo, afectan

directamente a nuestro estado de salud produciendo el denominado “estrés oxidativo”.

El estrés o dafio oxidativo es esencialmente el desequilibrio entre la
produccién de radicales libres y la capacidad del cuerpo para contrarrestar o

desintoxicar sus efectos nocivos a través de la neutralizacion con antioxidantes.

El concepto expresa la existencia de un desequilibrio entre las velocidades de
produccion y de destruccién de las moléculas téxicas que da lugar a un aumento en la
concentracion celular de los radicales libres. Estos reaccionan quimicamente con
lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN al interior de las células, y con componentes

de la matriz extracelular (Finkel, 2003), por lo que pueden desencadenar un dafio
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irreversible que, si es muy extenso, puede llevar a la muerte celular, provocando

afecciones de diversa consideracion.

En lineas generales existen mas de 200 enfermedades ligadas a desequilibrios
en el sistema de generacion-neutralizacion de radicales libres entre las que
destacanciertas patologias cardiovasculares, cancer, cataratas, artritis, degeneracion
muscular, problemas articulares, etc. (Hertog y cols., 1995). A continuacién, se

detallan algunos aspectos significantes de estas afecciones.

v'  Sistema cardiovascular

Los problemas en el sistema cardiovascular hacen que se vea favorecida la
aparicion de arterioesclerosis por el endurecimiento de las paredes arteriales. El
endotelio es el responsable de mantener el equilibrio entre los procesos de trombosis-
fibrosis y vaso dilatacién-constriccion. La oxidacién por el exceso de radicales libres
afecta a la pared endotelial, no pudiendo realizar sus funciones correctamente. La
captacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) se ve afectada también y por esta

razén quedan en el torrente sanguineo.

v/ Sistema nervioso
Los problemas de desequilibrio en el sistema nervioso provocan que el impulso
nervioso se vea disminuido, al igual que los reflejos, la memoria y el aprendizaje, si
disminuye la irrigacion sanguinea a nivel del sistema nervioso se puede llegar a

padecer demencia senil o aparicion de Alzheimer.

v' Tumores
Existe también un incremento del riesgo de desarrollar tumores debido a la

accion de los radicales libres sobre los genes.

v' Envejecimiento prematuro de la piel
La acumulacibn a lo largo de los afios de radicales libres produce
envejecimiento prematura de la piel. Como consecuencia de esto, las membranas de
las células epiteliales se modifican, y asi se ve dificultada la nutricion de la piel. Por
otro lado, también se ven dafadas las células de coldgeno y elastina, y es cuando la
piel pierde firmeza y elasticidad. El resultado es sequedad, falta de elasticidad y

aparicion temprana de arrugas y lineas de expresion.
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|.4.- DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

El estudio de la capacidad antioxidante de plantas medicinales y alimenticias
ha crecido en las Ultimas décadas. Esto es debido a que un namero importante de
productos obtenidos de éstas, como los aceites esenciales, alcaloides y los
polifenoles, poseen efectos antioxidantes los cuales son evidenciados mediante

ensayos in vitro e in vivo asociadas a cada uno de ellos.

Las medidas de la actividad antirradical se pueden clasificar mediante dos
estrategias distintas o métodos de determinacion, en funcion de la informacién que se

desea obtener, en métodos directos o0 métodos indirectos.

[.4.1.- Métodos directos

Los métodos directos son aquellos en los que se involucra un sustrato oxidable
y corresponden a moléculas o extractos naturales con actividad biolégica, como
lipidos, proteinas o acidos nucleicos. Se basan en los efectos inhibitorios de una
sustancia potencialmente antioxidante sobre la degradacion oxidativa de ese sustrato
en un sistema de ensayo sujeto a condiciones oxidantes naturales o aceleradas
(Roginsky y cols., 2005; Laguerre y cols., 2007). Por lo general, los métodos directos
presentan un mecanismo de transferencia de atomo de hidrégeno. Estos involucran
una diana (sustrato oxidable), consistente normalmente en lipidos o mezcla de los
mismos (Laguerrey cols., 2007), que es oxidada por la especie reactiva (radical o no
radical) bajo estudio, y después de la oxidacion se mide la forma oxidada de la diana.
Una vez afadidos los antioxidantes estos van a competir con la diana por las especies
reactivas produciendo la inhibicion de la oxidacién, ya que los antioxidantes
reaccionaran con las especies reactivas, reduciéndoles de tal forma que no se seguira

produciendo la oxidacion de la diana (Magalhaes y cols., 2008).

Las reacciones con mecanismos de transferencia de atomo de hidrégeno son
dependientes del disolvente y son generalmente rapidos, completados de segundos a
minutos (Prior y cols., 2005). Es importante tener en cuenta que los métodos de
transferencia de atomo de hidrégeno son influenciados por diversas variables como la
temperatura, el medio de reaccion y el pH. También es necesario conocer las
sustancias interferentes que pueden llegar a producir una sobrestimacion o incluso

falsos positivos (Laguerrey cols., 2007).

Segun Antolovichy cols. (2002) la cuantificacién de los resultados se realiza de

las siguientes formas posibles:
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e Medida de un punto a un tiempo fijado. Se cuantifica después de un intervalo
de tiempo determinado.

e Medida de la velocidad de reaccion.

e Medida de la fase de latencia (el tiempo en el que a bajas concentraciones de
antioxidante, éste se consume totalmente en su accion con los radicales
libres).Se cuantifica el tiempo en el cual la sefial esta extinguida durante la
accion de los antioxidantes.

e Integral del tiempo de medida. Se cuantifica el area encerrada bajo la curva

cinética.

En los métodos con mecanismo de transferencia de &tomo de hidrégeno, los
resultados se expresan en funcidon de la sonda por decaimiento del sustrato, por
consumo de oxigeno, por formacion de productos de oxidacidon o por decaimiento de

radicales libres (Antolovich y cols., 2002).

Entre los métodos directos se encuentran los ensayos DPPH (2,2-difenil-1-
pirilhidrazilo), ABTS (sal diamonica del Acido 2.2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico)y el DMPD (diclorhidrato de n, n-dimetil p-fenilendiamina).

El método DPPH es el método espectrofotométrico mas utilizado, segun la
biografia revisada, basado en la transferencia de electrones y/o de hidrégeno que
consiste en la reducciéon de una cantidad de radical DPPH" neutralizado por el extracto
a una determinada concentracion de antioxidante, expresado como porcentaje de

inhibicion.

Del método ABTS con TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity o
capacidad antioxidante equivalente de trolox) también existe amplia bibliografia a lo
largo de los afios donde se hace uso de este método para la determinacion de la
capacidad antioxidante en muestras vegetales, lo que podria ser debido a su
simplicidad, reproducibilidad y rapidez. El trolox es una sustancia oxidante que se usa
como patron para posteriormente poder comparar. Es un antioxidante, como la
vitamina E, y es utilizado en aplicaciones biol6gicas o bioquimicas para reducir el

estrés o dafo oxidativo en multiples ensayos.

Aunque es frecuente encontrar el método de reduccién del radical DMPD en
determinaciones de la capacidad antioxidante, los resultados no suelen ser tan

satisfactorios como con los ensayos DPPH o el ABTS.
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|.4.2.- Métodos indirectos

Los métodos indirectos consisten en la capacidad de una molécula de
neutralizar radicales artificiales estables o reducir metales de transicién que presentan
generalmente un mecanismo de transferencia electronica. Las propias especies
reactivas (dianas), normalmente moléculas artificiales (Laguerrey cols., 2007), son
empleadas como sonda en su forma reducida y se mide su cambio de color
(Magalhaesy cols., 2008). La intensidad del cambio de color esta relacionada con la
concentracion de los antioxidantes en la muestra en un tiempo determinado. En otras
palabras, la presencia de radicales libres produce la pérdida o aparicion de un
reactivo, y por tanto, en presencia de un antioxidante se provoca el aumento o
disminucion de la sefial. Este es el caso de métodos como FRAP (Ferricion Reducing
Antioxidant Power o poder antioxidante reductor del hierro), CUPRAC (Cupric ion
reducing antioxidant capacity o capacidad antioxidante reductora de iones cupricos),
métodos de reduccién a un complejo traducidos en una coloracion, o Folin Cicoalteu,

ampliamente utilizado para la cuantificacion de flavonoides.

Los ensayos FRAP y CUPRAC son métodos que proporcionan buenos
resultados para realizar las mediciones de la actividad antioxidante en base a sus
mecanismos. En particular, el ensayo CUPRAC se ha empleado para la determinacién
de la capacidad antioxidante de polifenoles, acido ascoérbico y tioles. El ensayo
también se ha adaptado para al analisis de antioxidantes hidrofilicos como lipofilicos y

para la determinacién de la capacidad captadora de radical hidroxilo.

[.4.3.- Otros métodos

En la practica se han desarrollado una gran cantidad de métodos para
determinar la capacidad oxidativa de las sustancias presentes en diferentes tipos de
sustratos. Las condiciones ideales que debe reunir un procedimiento para la
determinacion de la capacidad antioxidante son: tener un mecanismo quimico definido
y un punto final, evaluar reacciones de transferencia de electrones y de atomos de
hidrogeno, ser adaptable para medir antioxidantes hidréfilos y lipofilicos (Romero,
2012).

Cada uno de los métodos tiene una caracteristica Unica y las diferencias
existentes se encuentran en la generacion del sistema de radicales libres, en la diana
molecular, en el punto final, la adecuacién a antioxidantes lip6filos o hidréfilos y en la

relevancia fisiolégica (Phipps y cols., 2007).
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Debido a estas diferencias encontradas entre los métodos, es recomendable el
empleo de al menos dos métodos ellos y mas de un estandar para determinar la
capacidad antioxidante de una determinada muestra o sustrato, ya que los
antioxidantes responden de distintas maneras a las diferentes especies reactivas, en

los distintos ensayos (Schlesier y cols., 2002).

Lo mas importante es conocer desde el principio que no existe un método
sencillo y universal por el cual se puede medir la capacidad antioxidante de forma
precisa y cuantitativa (Prior y cols., 2005). Los procesos de oxidacion presentan una
gran complejidad porque no existe un método que refleje de forma completa el perfil
del antioxidante, por lo cual utilizar varios métodos, puede facilitar la comparacion de

los resultados.

Otros métodos que tienen que ver con la evaluacion de la capacidad
antioxidante en especies vegetales que se han encontrado en esta extensa busqueda
bibliogréfica y que pueden aportar informacién valiosa al respecto son: la
determinacion de antioxidantes mediante varios métodos como el método oficial de
AOAC (Association of analytical chemists o asociacion oficial de quimicos analiticos)

mediante HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia) y el método pH- diferencial.

En relacion a la determinacién de la capacidad antioxidante en especies
vegetales, el HPLC esta entre los métodos analiticos mas utilizados en la actualidad
para el andlisis de compuestos flavonoides. La determinacion de anticianinas,
flavonoides con extraordinario poder antioxidante, se realiza por el método del pH
diferencial, ya que es una técnica espectrofotométrica basada en la presencia de
pigmentos degradables polimerizados y de otros compuestos interferentes donde los

cambios en la absorbancia pueden interpretarse como variaciones en el pH.

Existen también otros métodos que han sido desarrollados para la
determinacion de la capacidad antioxidante, que no pertenecen a ninguno de los
grupos que hemos visto en este trabajo, como por ejemplo la quimioluminiscencia y
la electroquimioluminiscencia (Tabart y cols., 2009). Son técnicas Opticas, que
emplean la luminiscencia, la emisién de radiacion (Vis/IR) que ocurre cuando una
molécula en estado excitado se relaja radiactivamente a su estado fundamental
(Vis/IR).
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|.5.- IMPORTANCIA DE LA DETECCION ANALITICA DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DE COMPUESTOS Y SUS APLICACIONES

En este trabajo nos referiremos a los términos de “capacidad antioxidante” y de

“actividad antioxidante” como términos similares.

La evaluacién de la capacidad antioxidante de los compuestos que constituyen
los extractos de materiales liofilizados procedentes de especies vegetales, nos
permitira conocer algunas especies vegetales interesantes, siendo los compuestos
con dicha actividad antioxidante los que tienen la capacidad de inhibir o interrumpir las

reacciones de transformacion que causan dafios a las mencionadas biomoléculas.

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en
comprobar como un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable,
dafio que es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicion es
proporcional a la actividad antioxidante de uno o varios compuestos. Por otra parte, lo
gue se pretende es la cuantificacion de los productos formados tras el proceso

oxidativo. El mecanismo de accion de los antioxidantes esta basado en:

= La prevencion de la formacion de ROS.

= Lainterceptacion del ataque de ROS.

= El secuestro de los metabolitos reactivos convirtiéndolos en moléculas menos

= reactivas.

= Facilitar la reparacion del dafio causado por ROS.

= Mantener un ambiente favorable para la actuacion de otros antioxidantes.

= La amplificacion de la resistencia de las dianas biolégicas sensibles al ataque
de ROS. (Agudo, 2002).

El estudio de los extractos activos de los compuestos que pueden actuar como
antioxidantes, resulta de gran importancia para la prevencién de patologias, siendo un
gran aporte para la medicina preventiva. Ademas, estos estudios presentan ventajas

para la sociedad en general, dada su aplicacion en:

e Productos farmacéuticos. Extractos antioxidantes utilizados como suplemento
farmacéutico por ingestion, para la prevencion de enfermedades asociadas al
envejecimiento tales como el cancer, enfermedades del corazon, y
enfermedades neuroldgicas como el alzhéimer.

e Productos cosméticos. Se trata de la elaboracion de cremas, geles y todo tipo

de cosméticos aprovechando los principios activos.
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e Conservantes alimentarios. Alternativa a los antioxidantes sintéticos utilizados

actualmente como conservantes alimentarios.
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CAPITULO Il. TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS PARA LA
DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES EN ESPECIES
VEGETALES

I.1-INTRODUCCION DE LAS TECNICAS ANALITICAS PARA LA
DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES E IMPORTANCIA EN SU ELECCION

La revision bibliogréfica realizada en este capitulo se ha centrado en el estudio
de una seleccion de técnicas instrumentales utilizadas para cuantificar la actividad
antioxidante de determinados compuestos presentes en especies vegetales. Como se
ha comentado anteriormente, a lo largo de las Ultimas dos décadas, se han aplicado
distintos métodos para su evaluacion en diversas plantas medicinales y frutos por el
gran interés que suscita la actividad antioxidante que genera su consumo, y Sus

posibles efectos beneficiosos para la salud humana asi como para fomentar su uso.

Tanto la eleccion de las herramientas de medicién, como las etapas de tomay
tratamiento de la muestra, se relacionan con aspectos criticos de la investigacion
sobre la actividad antioxidante de productos naturales. Es por esto, que en el siguiente
apartado se ha hecho una seleccién entre la gran variedad de los métodos de
extraccion que existen, que introduce la posterior evaluaciéon de ensayos para la

determinacién de la actividad antioxidante.

I1.2.- TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Un plan de toma y preparacion de muestra debe asegurar que la muestra
obtenida refleje adecuadamente las propiedades que interesan del lote del que
proviene, es decir, la muestra final debe ser tan similar como sea posible a la
poblacion global a analizar, poseer sus caracteristicas esenciales y sobretodo, ser

reproducible.

La preparacion de la muestra va a depender de la naturaleza de la misma asi
como de la clase especifica de compuestos antioxidantes que se desean analizar. De
manera general, la primera etapa del pretratamiento consiste en, tras la recolecta de
las hierbas o frutos, lavar con agua potable, realizar un bafio antifungico al 0.1% si

fuera necesario, eliminar huesos, tallos y hojas y liofilizar la muestra hasta sequedad.
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La funcion principal del liofilizado es separar el agua mediante congelacién y
posterior sublimacion del hielo a presion reducida. Es el mejor proceso para secar las

muestras sin alterar su composicion cualitativa o cuantitativa.

El proceso de liofilizacion se realiza a vacio y baja temperatura, de esta
manera, es posible evitar la desnaturalizacién de las proteinas. Esta es una de las
ventajas de la técnica, ya que el empleo de temperaturas muy bajas, permite aumentar
la estabilidad y disminuir la pérdida y volatilizacion de sustancias del producto.
Ademas, el producto final liofilizado queda con alta porosidad, ausencia de oxidacién
de la muestra, que se debe a la existencia de condiciones de vacio, y estéril. El
contenido final de humedad que se obtiene en la muestra es menor o igual a 0.5%.

Puede ser necesario moler las especies vegetales en mortero y/o batidora y si
no se fuera a trabajar con ellas inmediatamente, es primordial almacenarlas protegidas
de la luz utilizando frascos color topacio, o cubrirlos con papel de aluminio. Si el
andlisis de las muestras se alarga en el tiempo, éstas se deben conservar en
refrigeracion o congelacién a -20°C. La no correcta conservacion de las muestras

puede dar datos que no se ajusten a la realidad y con ello resultados no concluyentes.

El rendimiento del proceso de extraccion a cada extracto depende del
disolvente y del método utilizado. La determinacién de parametros fisicoquimicos tales
como humedad e indice de refraccion y parametros bacteriolégicos, segun lo
establecido por la norma, aportan informacién que puede ser de gran ayuda a la hora
de establecer el procedimiento apropiado (Rivas y cols., 2017). Ademas, hay que tener
en cuenta que el nimero o la cantidad de compuestos oxidantes de una especie van a
depender de factores tales como el estado de maduracién de los frutos y la parte de la
planta utilizada. El porcentaje de extraccion de componentes antioxidantes suele ser
mayor para los frutos maduros disminuyendo en el estado intermedio y por ultimo el

mas inmaduro (Hernandez y cols., 2015).

Paladino (2008), realiz6 un estudio donde se compararon distintos disolventes
para la extraccion de fenoles de las semillas de la uva, con el fin de obtener el extracto
més concentrado en compuestos activos con la minima degradacion de su poder
antioxidante durante el proceso de obtencion. El extracto fue concentrado al vacio, y
se verifico la conservacion del poder reductor en el extracto concentrado. Los
disolventes estudiados fueron: agua a 90°C, acetona 75% a 30°C, metanol al 70% y
etanol al 20%, ambos a 30°C. Entre las concentraciones obtenidas hubo cambios

significativos. Los disolventes que mayores extracciones lograron fueron el agua
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seguido de la acetona. Se prefiere el empleo de agua como extractante por ser mas
econdmico, y porque su uso futuro serd como aditivo para alimentos. Ademas, si el
solvente seleccionado fuese acetona, deberia eliminarse posteriormente del extracto.
Por lo tanto, el escogido es el agua en las siguientes condiciones de extraccion: 10 mL
de solvente por gramo de semilla utilizada, temperatura: 90° C y 3 horas de
tratamiento. Una vez seleccionado el disolvente mas adecuado para la extraccion, se
analizé la cinética de extraccion, optimizando el tiempo de tratamiento. (Paladino,
2008).

Jumbo y Guevara (2016) realizaron la determinacién del contenido de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de cinco hierbas aromaticas y
estevidsido, uno de los azucares obtenido naturalmente de la Stevia. Para ello, cada
una de las hierbas aromaticas se trituran y tamizan con la finalidad de uniformizar las

particulas y la obtencion del extracto se realiza con nitrégeno liquido.

En este trabajo se lleva a cabo un estudio sobre la influencia del tratamiento de
las muestras en la capacidad oxidante de las mismas. Para ello, se analiza
paralelamente la capacidad antioxidante en muestras deshidratadas y el extracto en
infusion de la hierba. Por otro lado, se estudid la viabilidad de la capacidad
antioxidante en cada hierba fresca seleccionada (materia prima), en la etapa de la
hierba desecada y en la molienda (figura 4). En el gréfico de la figura 4, se muestra en
el eje vertical la capacidad antioxidante determinada con trolox en mmoles por cada
100 gramos de muestra frente a los tres tipos de tratamiento de muestra (eje x). Este
andlisis, basado en el poder reductor que se revisa en este trabajo posteriormente, ha
servido para ver cual es la manera mas 6ptima de preparaciéon de la muestra previa al
analisis y donde se obtienen los mejores resultados. En los dos Ultimos tratamientos
de secado y molienda parece haber mayor capacidad antioxidante de las hierbas
frente a las muestras frescas o0 materia prima, en los cinco tipos de hierbas aroméaticas

estudiadas.

29



40

35

()
[=]

N
L]

—=— Hierba Luisa

—— fMenta

N
=]

Malwva

=== Malva olorosa

™
"]

—#— Cola de caballo

10

Capacidad antioxidante (mmol Trolox /100 g
de muestra b.s)

M.p. seleccionada secado molienda

Figura 4.Variabilidad de la capacidad antioxidante de las hierbas en materia prima,

secado y en la molienda (Jumbo y Guevara, 2016).

Alvarez (2008), en la preparacion de extractos organicos de frutas nativas
objeto de analisis, para el estudio del potencial antioxidante, optdé por realizar en
primer lugar una maceracion en la oscuridad utilizando metanol, para pasadas 24
horas filtrar y evaporar el disolvente. Este concentrado de frutas, se somete a una
extraccion sélido-liquido en una segunda etapa con una mezcla de acetato de etilo que
le va a facilitar obtener compuestos de mediana polaridad. Paralelamente, se
prepararon extractos acuosos con una determinada cantidad de pulpa de fruta en
maceraciéon con agua destinado a los ensayos bioldgicos de cuantificacion de la

actividad antioxidante (Alvarez, 2008).

Genessis y Corrales (2014) para la formulacion y elaboracién de una bebida de
romero y su determinacion de la actividad antioxidante, prepararon tres muestras de
extracto de la hierba por infusion a distintas concentraciones a una temperatura mayor
a 75°C con una ligera agitacion durante 10 minutos. La actividad antioxidante se mide
con el método de inhibicion del radical DPPH, que se desarrolla en el proximo
apartado. Del resultado se concluye que a mayor concentracion de extracto de romero

mayor porcentaje de inhibicién del radical (Genessis y Corrales, 2014).

Por otro lado, se prepar6 el extracto con un volumen conocido de metanol para
la evaluacion de la capacidad antioxidante, afiadiendo una determinada cantidad de

muestra seca Yy triturada. Esta solucion se mantuvo en refrigeracion 24 horas, para
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filtrarla y obtener el extracto metandlico de romero. Aqui el porcentaje de inhibicién
obtenido es mucho mayor, aunque como se trata de elaborar una bebida de consumo
humano, el extracto metandlico de romero solo ha servido para realizar la valoracion

de la capacidad antioxidante.

En otros trabajos de investigacion para la determinacion de antioxidantes en
especies vegetales, sin embargo, se ha evitado el uso del agua para extraer o
infusionar las muestras, ya que se afirma, que se arrastra una gran cantidad de

productos que podrian causar interferencias en los andlisis (Sanchez y Trujillo 2013).

En este sentido, Ganesan y cols. (2008) evaluaron la capacidad antioxidante de
extractos de tres algas rojas y concluyeron que las fracciones obtenidas del extracto
crudo infusionado con agua eran mas activas que el propio extracto crudo, debido
precisamente a la presencia, de una mayor cantidad de “sustancias interferencia”

(Ganesan y cols., 2008).

Se han publicado muchos articulos sobre la eficacia de los disolventes en la
extraccion de polifenoles de especies vegetales, en los que se concluye que se
obtiene un mayor rendimiento de extraccion a medida que aumenta la polaridad del
disolvente (Hayouni y cols.). Es por ello que para la preparacion de los extractos en la
determinacion de polifenoles se debe hacer una extraccién selectiva (Sanchez y
Trujillo, 2013).

En la determinacibn de nuevos antioxidantes naturales como la artemisia
canaria, la hierba ratonera, el llantén el oroval o el tuno indio, Sdnchez & Trujillo
(2013), realizaron una evaluacion de los distintos disolventes orgénicos (hexano,
acetona, etanol y metanol) para seleccionar el 6ptimo. Para ello, se utilizé una
determinada cantidad de artemisia canaria liofilizada y su correspondiente dilucién en
cada disolvente. Se determiné la capacidad antioxidante con el ensayo FRAP (ferric
reducing power assay), el cual se describe posteriormente en esta memoria, basado
en una reaccion de reduccion del Fe(lll) a Fe(ll). Se obtuvo una mayor reduccién de
Fe para dos concentraciones del extracto, es decir, mayor actividad antioxidante,
utilizando metanol, como se puede observar el grafico en la figura 5, en comparacion
con el resto de disolventes. La efectividad del metanol respecto a los demas
disolventes estudiados se puede ver claramente (figura 5). Por ello, todas las especies
vegetales que se estudiaron en este trabajo se sometieron al mismo proceso de
extraccién utilizando metanol, disolviendo 1 gramo de material seco liofilizado en 18

mL de metanol.
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Figura 5. Efecto del disolvente y de la concentracion del extracto de

Artemisia canaria en la reduccion del Fe Il a Fe 1l (Sanchez y Truijillo, 2013)

Rivas y cols. (2017) también evaluaron el mejor disolvente de extraccién en su
determinacion de compuestos fendlicos y actividad antioxidante en extractos de cuatro
especies de orégano: Lippia origanoides, Plectranthus amboinicus (Lour),
Plectranthus amboinicus (variegatus) y Origanum vulgare. Las proporciones fueron: 1:
Maceracién con 75 % de etanol rotoevaporada; 2: maceracién con 75% de metanol
rotoevaporada; 3: maceracion con mezcla de 50% hexano y metanol 50%
rotoevaporada; 4: Soxleth con 75 % de etanol rotoevaporado; 5: Soxleth con 75% de
metanol rotoevaporada; 6: Soxleth con mezcla de 50% hexano y metanol 50%
rotoevaporada. Ademas, a cada extracto rotaevaporado obtenido por cada método de
extraccion se le determiné el rendimiento en base a la diferencia de peso del extracto

seco, con el fin de garantizar la factibilidad del proyecto.

Las concentraciones de polifenoles totales resulté ser distinta segun el tipo de
solvente (utilizando el método Folin Cicoalteu de acuerdo a la metodologia que se
describe posteriormente en este trabajo). Las mayores concentraciones para todas las
especies fueron las obtenidas con el método de extraccion que emplea maceracién en
una mezcla de 75% de metanol y 25% de agua, por lo que con estos valores se
completa la informacion y se certifica que el mejor método de extraccidon manteniendo
las condiciones de rendimientos y propiedades fisicoquimicas ademas de su

capacidad antioxidante es la maceracioén con metanol y agua.
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1.3.- DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL ENSAYO
DPPH (2,2-DIFENIL-1-PIRILHIDRAZILO)

El DPPH es uno de los pocos radicales organicos nitrogenados estables y
disponibles comercialmente. El ensayo se basa en evaluar la capacidad de los
antioxidantes para reducir el radical DPPH, que puede ser medido por resonancia spin
electrbn o por decrecimiento de longitud de onda 515 nm. El método de la
decoloracién fue propuesto en 1995 por Brand-Williams, Cuvelier, and Berset, y mide
la actividad antioxidante de los compuestos a través de la pérdida de color del DPPH a
515 nm después de la reaccion del mismo con dichos compuestos, mediante un
espectrofotobmetro. Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion que se

calcula en base a la siguiente formula:

Ab

(1)

Ecuacién 1. Determinacion del porcentaje de inhibicion del radical DPPH

siendo la absorbancia inicial (Ab) la maxima correspondiente a la disolucién inicial del
radical de DPPH, y la absorbancia final (Ab0Q), la correspondiente a la disolucién del

radical DPPH al que se le ha afadido el extracto o los antioxidantes en el estudio.

Una vez que se determina el valor del porcentaje de inhibicion de cada una de
las concentraciones, se procede a realizar una regresion lineal con dichos valores, de

tal manera se obtiene la siguiente ecuacion:

y=mx+Db 2

Ecuacion 2. Ecuacion de la recta

A medida que se produce la reaccion con el antioxidante, el color cambia de
violeta a amarillo por la formacion de DPPH (figura 6). Esta reaccion es

estequiométrica respecto de la cantidad de hidrogenos sustraidos.
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Figura 6. Reaccidn entre el radical 2,2-Difenil-1-picrilhidracil y un antioxidante para formar el
2,2-Difenil-1-picrilhidracil

Para la reparacién de la disolucion 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH) 0,1 mM
de férmula molecular CgH1,N¢Os se pesa la cantidad necesaria y se diluye con
metanol en un matraz aforado del volumen que sea necesario. Puesto que la
disolucién queda bastante opaca, se introduce en un bafio de ultrasonidos durante 30
minutos y después se pone en un agitador magnético 15 minutos mas para asegurar
que se disuelve completamente.

Por norma general, los resultados se expresan en porcentaje de inhibicién
(Seeram vy cols., 2008) o referidos al trolox, como umol de trolox equivalente/100 g
(Moon y Shibamoto, 2009).

La accesibilidad estérica del radical DPPHe+ (figura 7) es un importante factor
determinante de la reaccion, ya que pequefias moléculas que tienen un mejor acceso
al sitio radical, tienen una capacidad antioxidante relativamente mas alta (Magalhaes y
cols., 2008).

— O,N
\ 7

N—R— NO,
7/ N\ —
- O;N

Figura 7.Estructura quimica del catién radical DPPH-+.
Adaptado de Huang y cols., (2005).

La interpretacion se complica cuando los compuestos del ensayo tienen un

espectro que se superpone al del DPPH a 515 nm. Los carotenoides, en patrticular,
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interfieren (Prior y cols., 2005). Ademas, la monitorizacion del DPPH++ es una reaccién

lenta que puede tardar desde 20 minutos hasta 6 horas (Magalhaes y cols., 2008).

El ensayo es técnicamente sencillo y rapido y so6lo necesita un
espectrofotébmetro UV-Visible, lo que podria explicar su amplio uso en la deteccion de
antioxidantes. Los analisis de un gran nimero de muestras pueden hacerse mediante

el uso de microplaca (Karadag y cols., 2009)

El procedimiento original para el ensayo DPPH++ ha sido adoptado por muchos
laboratorios y a pesar de que existen modificaciones a conveniencia, ha revelado que
la mayoria de los estudios estan basados en un tiempo de reaccion de 20-30 min en
vez de un tiempo de reaccion total de 120 minutos requerido para alcanzar el estado
estacionario y completar la reaccion redox. Por lo tanto, se comienza la medicién en el
espectrofotébmetro desde que cae la primera gota de DPPH y se deja que se produzca

la reaccion de inhibicion durante 1200 segundos.

En el trabajo de Génesis y Corrales (2015), donde se proyecta la elaboracion
de una bebida a base de romero y se determina su capacidad antioxidante con el
método DPPH, se pudo comprobar una gran capacidad inhibidora de radicales libres.
A una longitud de onda de 517 nm, donde presenta su maxima absorcién, se
realizaron 100 mediciones de 30 segundos. Por un lado, 50 pL del extracto metandlico
de romero con 2 mL del radical DPPH y por otro, el extracto obtenido por infusion a

distintas concentraciones.

Los resultados fueron satisfactorios, ya que en las pruebas realizadas se
detectaron grandes cantidades de antioxidantes en el extracto a partir de la
metodologia aplicada, lo que concluye una alternativa para la industria alimentaria en
produccién de bebidas a base de romero con un alto porcentaje de inhibicion de

radicales libres.

Acosta y Diaz(2016), al evaluar la capacidad antioxidante en la pulpa y cascara
de la guandbana (Annona Muricata L.), también por el método del DPPH, se

encontraron altas concentraciones de actividad antioxidante.

En disoluciones de concentraciones crecientes de los extractos, evaluando por
un lado la pulpa y por otro la cascara (figura 8), se determind la inhibicién del
secuestro del radical DPPH por el método clasico a 517 nm. Los resutados

expresados en funcion del patron, ymoles equivalentes de trolox/100 gr de muestra,
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reflejaron el aumento en el porcentaje de inhibicién al aumentar la concentracién de la

muestra .

Annona muricata L (cascara)
140.000 ; :

ONCENTRACIONES [ mg /
mi]
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=
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion a las diferentes concentraciones de la cascara

Annonamuricata L.(Guanabana) Acosta y Diaz (2016).

Ademas se concluyé que el contenido evaluado y encontrado en grandes
cantidades de vitamina C, contenido de fenoles totales y taninos analizados
previamente, pueden ser los responsables de la actividad antioxidante obtenida
utilizando el método DPPH.

En otro trabajo de investigacion se evalu6é la actividad antioxidante en 18
especies vegetales con propiedades medicinales (Aguirre y cols., 2013), muchas de
ellas con actividad antioxidante desconocida por falta de informacién cientifica,
recolectadas en Matagalpa (Nicaragua) través del ensayo DPPH. Las especies
vegetales en cuestion fueron las siguientes: begonia sericoneura L, brusera simaruba,
Moringa oleifera L., heliotropium indicum L.; chenopodium ambrosioides L.; mimosa
pudica L.; ruta graveolens; symphytum officinale; senna alata L.; tillandsia usnoides;
pluchea caroliensis; ricinus communitis; costus pulverulentus C.; myroxylon balsamum

L.; petiveria alliacea L.; quassia amara, gliricidia sepium; phyla dulcis.

A cada extracto se le sometio6 al método de identificacion DPPH para
determinar si poseen 0 no actividad antioxidante a través de sus absorbancias
mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 517 nm. Las plantas que
denotaron coloracién y un porcentaje de inhibicion més alto poseen diferentes tipos de
polifenoles, que le confieren la actividad antioxidante y por ende poseen mayor

actividad eliminando o disminuyendo los radicales libres ayudando a combatir
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diferentes enfermedades como cancer y enfermedades degenerativas. Las especies
que denotaron mayor actividad antioxidante fueron: quassia amara, phyladulcis,

heliotropium indicum L., bursera simaruba.

Ademas, tras la experiencia en el estudio, se llego6 a la conclusion que se debe
preparar el DPPH en el momento en que se va a realizar el ensayo para evitar una
posible decoloracién y oxidacién de la solucion, dato que reproducen otros autores en

su desarrollo experimental (Aguirre y cols., 2013).

Entre las formas de expresar los resultados en el ensayo DPPH, Repo y Encina
(2008), en la determinacion de la capacidad antioxidante de los componentes
bioactivos en frutas nativas peruanas (aguaymanto, tomate de arbol, papaya de monte
y tuna) expresan el resultado como porcentaje de decoloracion ICs, y lo calculan
estableciendo una relacién lineal entre la concentracién de la muestra y el porcentaje
de decoloracion. En el grafico de la figura 9 se observa la expresion de ICsy de

ensayos de capacidad antioxidante.
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Figura 9. Expresion de ICsq de ensayos de capacidad antioxidante(Repo y Encina,2008).

Vemos en el gréafico que se trata de una curva sigmoide en la que existe una
relacion lineal de una zona comprendida entre un rango de concentraciones C; y C, y
sus porcentajes de decoloracién. Al seleccionar este rango es posible calcular el
efecto de las sustancias evaluadas, en la captura del 50% de los radicales libres

presentes en la reaccion en base a su relacion lineal.

Para expresar la capacidad antioxidante como ICgs, se identifican las

concentraciones de sustancia que producen una captura superior e inferior al 50% de
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los radicales libres, y se interpola a la concentracion que es responsable del 50% de la
captura de DPPH.

Para el efecto se utilizan las siguientes expresiones matematicas:

Decoloracion Conc 2 — Decoloracion Conc 1

@= Conc 2 —Conc1

b = Decoloracion Concl — a=xconc1

50-b
ICso=——
50~

Donde Conc 1 es la mas alta concentracion que da menos del 50% de actividad que el
control, y Conc 2 es la mas baja concentracién que da mas del 50% de la actividad

gue el control (Repo y Encina, 2008).

En este ensayo la mayor capacidad antioxidante medida con trolox, por el
método del DPPH fue el de la papaya de monte seguido por el tomate de arbol, el
aguaymanto y finalmente la tuna roja (en equivalente trolox/g de tejido) (Repo y
Encina, 2008).

1.4.-DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR ABTS

Es uno de los métodos mas empleados donde el radical mas ABTS (Sal
diamonica del Acido 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) que es un sustrato
tipo peroxidasa, al ser oxidado por radicales peroxilo u otros oxidantes, genera un
radical metaestable que es intensamente coloreado (Karadagy cols., 2009), el cual
presenta varios maximos de absorbancia a varias longitudes de onda 415, 645, 734, y
815 nm (Prior y cols. 2005). La accién de los antioxidantes provoca la reducciéon del
cation radical (provocando su decoloracién), midiéndose el decaimiento de la
absorbancia frente a la absorbancia inicial del catién. La captacion de radicales libres
es el principal mecanismo de accién, por lo que se trata de una reaccion de

transferencias de electrones.

La capacidad inhibidora del cation-radical ABTS++ suele compararse con el

trolox, antioxidante comercial e hidrosoluble anélogo a la vitamina E.
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Existen varias versiones de este método que varian sobre todo en la
generacion del cation radical, en la longitud de onda de la medida y en el orden en el

cual se ponen los reactivos.

En la primera version se emplea metilmioglobina en presencia de H,O,. Con
este tipo de oxidacion, la adicion de los antioxidantes es previa a la obtencién del
cation radical; estos antioxidantes podian interferir en la generacién del radical

(Magalhaes y cols., 2008).

En la segunda versién la generacién del radical se lleva a cabo por didéxido de
manganeso en exceso y se emplea tampon salino fosfato PBS (Phosphate Buffer

Saline) como disolvente (Schlesier y cols., 2002).

Una de las mayores ventajas del ABTS++ es que es soluble en agua y en
disolventes organicos, lo que le permite detectar antioxidantes hidréfilos y lipofilos
(Karadag y cols., 2009). Se puede utilizar en la ordenacién de antioxidantes, ademas

es simple, sencillo y automatizable (Prior y cols., 2005).

Entre sus mayores inconvenientes estan su potencial de electrodo de 0,68 V,
que permite que muchos compuestos puedan reducir el cation radical (Magalhaes y
cols., 2008), y que el ABTS++ es un cation que se degrada lentamente en las
condiciones experimentales (Stratil y cols., 2006). Ademas, no esta claro el valor de

TEAC en relacion con el nimero de electrones transferidos (Prior y cols., 2005).

El procedimiento desarrollado por Loépez (2015) para determinar los
compuestos bioactivos en bebidas con capacidad antioxidante, se realiz6 con el
método ABTS. Una vez se prepara el catiéon radical, se realiza una dilucién con PBS a
pH 7,4 para la absorbancia del cation radical a 734 nm siendo 0,800 = 0,020
(aproximadamente 1ml a 80 ml). La dilucion del radical ABTS++ se trasladé a tubos de
ensayo, 4 ml en cada tubo, que se protegieron de la luz lo maximo posible. Como
estandar se empled trolox y se realizé6 una curva de calibrado de 3,90-10°-1,75-10°

’mM, diluido en metanol.

Se mide el decaimiento de la decoloracién a 734 nm, 30 minutos después de
anadir el trolox, frente a PBS. Los resultados se calcularon en porcentaje de inhibicién

con la siguiente ecuacion:

. e s Abs0O — Absmuestra
% inhibicion = oo * 100

39



Los resultados de las muestras se expresaron en mmol de trolox equivalente
por litro demuestra. En la figura 10 se puede observar oxidaciéon del ABTSe+ con
persulfato potasico y reduccion del catién radical por parte de los antioxidantes. En el
analisis de los néctares en la valoracion global presentaron elevada capacidad de

inhibicién del radical por el efecto de antioxidantes.
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Figura 10.Oxidacién del ABTS-" con persulfato potasico y reduccion del catién radical por parte

de los antioxidantes (Moon y Shibamoto, 2009).

Palacios (2017), en la determinacion de la capacidad antioxidante de bayas y
frutos del bosque, aplicé los métodos espectrofotométricos DPPH y ABTSe+
expresando ambos resultados en mmoles de trolox/100 gramos de extracto seco. El
ensayo de ABTS se determind segun el procedimiento descrito por Gouveia y Castilho
(2011) con alguna modificacion para adaptarlo de los compuestos analizados, dos

especies de frutos silvestres las majoletas y los madrofios.

El procedimiento para generar el radical ABTSe+ estd basado en el

desarrollado por Ramirez, (2011).

Figura 11. Ensayo ABTS en diferentes concentraciones de trolox (mM) (Palacios 2017).

En la imagen de la figuras 12 y 13 se puede observar una bateria de diluciones
de trolox, donde disminuye la intensidad del color al aumentar la concentracion de

trolox en las muestras procesadas de majoretas y madrofios.

40



Figuras 12 y 13. Ensayo ABTS en muestra de Majoletas y Madrofios (Palacios, 2017).

Los resultados se expresan en TEAC, o sea, actividad equivalente a trolox (en

mM o uM) o bien en VCEAC, actividad equivalente a vitamina C (mg/L o mg/100 Q).

Este procedimiento descrito en esta investigacion viene a completar la escasa
informacion disponible en bibliografia sobre estos frutos silvestres. Los resultados
obtenidos indican que dichos frutos serian una buena alternativa a otros alimentos,
pudiendo incorporarlos en la dieta habitual, lo que contribuira a la revalorizacién de los

mismos.

11.5.-METODO DE REDUCCION DEL RADICAL DMPD (DICLORHIDRATO DE N, N-
DIMETIL P-FENILENDIAMINA)

Estd basado en la generacion de un radical que se genera por oxidacion del
diclorhidrato de N, Ndimetil-p-fenilendiamina (DMPD) con cloruro férrico, en medio
acido, que es estable a los diez minutos. Este catibn presenta un maximo de
absorbancia a 505 nm. Al afiadirle los antioxidantes, éstos son capaces de donarle un

protén, lo que provoca una inhibicion de la absorbancia (Fogliano y cols., 1999).

En algunos estudios se afirma que el mecanismo que presenta este método es
de transferencia electronica (Huang y cols., 2005) y no de transferencia de hidrégeno,
como se plante6 en un principio, al igual que el TEAC. Consiste en medir la
absorbancia a 505 nm en una cubeta de plastico y medir la inhibicion de la
absorbancia, expresandolo en referencia al trolox (Fogliano y cols., 1999).

En la realizacion del método DMPD en zumos de frutas, fueron observados
valores muy elevados en comparacion con otros métodos empleados para la
evaluacion de la capacidad antioxidante, por Pernice y cols. (2000) y Gil y cols. (2000).
Para buscar una explicacion, Gil y cols. (2000) fragmentaron una serie de muestras,
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concretamente zumo de granada, mediante columnas de intercambio ibnico y
obtuvieron que la fracciébn acuosa donde se encontraban los &cidos organicos que
presentaba mayor capacidad antioxidante con respecto a este método y no con los
otros meétodos utilizados (FRAP y DPPH). Ademas, mediante otro ensayo se
determin6é que el &cido malico y el acido tartdrico eran capaces de neutralizar al
DMPD-+, pero en mucha menor medida que el &cido citrico. Pernice y cols. (2009)
indicaron que como el método reflejaba la capacidad de neutralizar hidrogenos
donadores, ya que éste es el mecanismo quimico que se pensé que el método tenia
en un principio, les indujo a pensar que el acido citrico le podia donar un atomo de

hidrégeno produciendo su reduccion.

Otra explicacion posible podria deberse al hecho de que el &cido citrico es un
buen quelador de metales y debido a la presencia de ion ferroso en la solucién de
cation radical, el &cido citrico podria haberlo retenido, provocando que el equilibrio con
el ion férrico/ ferroso se desplazase hacia la formacién de este ultimo, lo que pudiese

haber provocado la inhibicion del catién radical (Decker, 2002).

Se ha propuesto una modificacion del método empleando persulfato potasico
como oxidante para obtener el cation radical, ya que la presencia de metales en las
muestras de vegetales puede contribuir a la oxidacién de DMPD vy, por tanto, causar

una desviacién negativa de los valores reales de antioxidante.

La presencia de Fe (II) y otros metales en las frutas y las muestras de
vegetales puede aumentar la produccion de las ROS a través de una reaccion tipo
Fenton, ademas la estabilidad del DMPD<+ también podria ser cuestionada en vista de
la vulnerabilidad de la disolucién de hierro que se utiliza para la generacion del catién

radical por oxidaciéon del aire (Asghar y cols., 2007).

Un ejemplo del procedimiento para la reduccion del radical DMPD se puede ver
en la aplicacion de diversos métodos quimicos para determinar la actividad
antioxidante en pulpa de frutos que realizan Kuskoski y cols. (2005). Se determina la
actividad antioxidante aplicando el método propuesto por Fogliano y cols. (1999) el
cual consiste en una determinaciéon de la vitamina C. Para ello, se afiade 1 mL de la
disolucion de DMPD 100 mM a 100 mL de disolucion tamponada con &cido acético/
acetato de sodio 0,1 M (pH 5,25). Tras la adicion de 0,2 mL de una disoluciéon de
cloruro férrico 0,05 M (concentracion final de 0,1 mM) se forman radicales cationes
coloreados (DMPDe+). Un mililitro de esta disolucion se traslada a una cubeta

midiéndose su absorbancia, comprendida entre 0,90 (+0,1), a 506 nm. A continuacion
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se afiaden50 pL de una disolucién patron de antioxidante o de muestras diluidas y
transcurridos diez minutos (a 25°C), se hace otra medida de absorbancia a 506 nm. La
disolucion tamponada de acetato se utiliza como blanco de referencia.

La actividad antioxidante es dependiente de la concentracion del extracto. Los
resultados obtenidos en este caso de DMPD no son consistentes con los obtenidos

mediante los ensayos de la ABTS y DPPH que se realizaron paralelamente.

11.6.-METODO DE FOLIN- CICOALTEU

Los polifenoles, en general, se han estudiado con la intenciébn de encontrar
compuestos que protegen a los seres vivos del estrés oxidativo y del dafio inducido
por los radicales libres. En la actualidad se sabe que los polifenoles pueden interferir
en las etapas de propagacion radicalaria en cadena destruyendo los radicales libres
(Meo y cols., 2013). Los &cidos fendlicos y los flavonoides, son los compuestos
fendlicos mas abundantes en la dieta (30 y 60 % del total, respectivamente) (Gémez,
2010).

Los mecanismos por los que actian todos estos compuestos varian
dependiendo de su concentracién y del tipo de compuestos presentes en los alimentos
(Pedrielli y Skibted, 2002).

El método de Folin Ciocalteu es el mas utilizado para la determinacion de este

tipo de antioxidantes y se fundamenta en el caracter reductor que este posee.

Este método es muy utilizado debido a su simplicidad, a la disponibilidad
comercial del reactivo, y por ser un procedimiento ya estandarizado. Esta basado en la
capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes, (reactivo de Folin-
Ciocalteu a pH basico), dando lugar a una coloracién azul que posee una absorcion
maxima entorno a 765 nm, que puede ser determinada espectrofotométricamente.
Este reactivo contiene una mezcla de molibdato y tungstato sédico, que reaccionan
con los compuestos fendlicos presentes en la muestra, formando complejos
fosfomolibdico-fosfotingstico (Gutiérrez y cols., 2008).El molibdeno es reducido en el
complejo mediante la reaccion de transferencia de electrones entre el Mo (IV) vy el

reductor como se muestra en la figura 14 (Huang y cols., 2005).
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Mo (VI) (amarillo)+ e (reductor) = Mo (V) (azul)

Figura 14. Reaccion de transferencia de electrones entre el Mo (V) y el

reductor (Huang y cols., 2005).

Los complejos fosfomolibdico-fosfotangstico de color amarillo, al ser reducidos
por los compuestos fendlicos, dan lugar a complejos de color azul intenso de
tungsteno (WgO,3) y molibdeno (MogO,3), siendo proporcional este color al numero de

grupos hidroxilo de la molécula.

El mecanismo de reaccion es una reaccion redox, por lo que ademéas puede

considerarse también, como un método de medida de la actividad antioxidante total.

La oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra causa la aparicion de
una coloracion azulada que presenta un maximo de absorcién a 765 nm, y que se
cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de acido galico. Una
manera de determinar los polifenoles totales es expresarlos como equivalentes de
acido galico (de acuerdo al método 952.03 descrito por la AOAC, 2000). Se trata de un
método preciso y sensible, que puede padecer numerosas variaciones,
fundamentalmente en lo relativo a los volimenes utilizados de la muestra a analizar,

concentracion de reactivos y tiempo de reaccion.

Este ensayo de analisis de los polifenoles totales se utiliza con frecuencia en el
estudio de las propiedades antioxidantes de alimentos vegetales, como zumos de
fruta, al tratarse de un parametro que generalmente, muestra una estrecha correlacion

con los diferentes métodos de medicién de la actividad antioxidante.

Barrera, (2011) aplicé este procedimiento a los extractos de cuatro frutos de
interés comercial (Averrhoa carambola L.,Vitis labrusca, Bactrisminor, Vaccinium
meridionale SW) por triplicado, para la evaluacion de la actividad antioxidantede los

mismos.

A los extractos estudiados con mayor cantidad de fenoles totales se les
atribuyen altas concentraciones de antiocianinas y otros fenoles (Gaviria y Montoya y
col., 2009; Garzon y col., 2010). Esto demuestra que existe correlacion entre la
capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales. Al observar el contenido de
fenoles totales de una de las semillas estudiadas, la semilla de Vitis labrusca y su

capacidad antioxidante equivalente obtenida en este método, y por los métodos ABTS
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y DPPH, también realizados en este estudio, asi como con los otros frutos que tienen
un contenido de fenoles menor, coincide con una actividad antioxidante menor. Por
otra parte, los frutos pigmentados de colores oscuros como el rojo o morado (en éste
caso Vaccinium meridionale, Elaeisoleifera, Vitis labrusca) tienen una mayor cantidad
de fenoles respecto a los frutos de colores pdlidos, razén por la cual también se

relacionan dichos frutos oscuros como potentes antioxidantes (Garcia y cols., 2004).

En este contexto, Rivas y cols., (2017), en la determinacién de compuestos
fendlicos en extractos de cuatro especies de orégano a través del método de Folin-
Ciocalteu, de acuerdo a la metodologia descrita, midieron la cantidad de polifenoles a
los extractos rotaevaporados y sin rotaevaporar. El objeto es verificar la influencia de
la temperatura en la rotaevaporacion sobre la concentracion de polifenoles totales. La
concentracion de polifenoles se expresé como mg equivalentes de &cido galico por
gramo de orégano seco. Tomando en cuenta que las mejores condiciones se obtienen
utilizando metanol- agua, y que el metanol es considerado téxico para el ser humano,
sugieren realizar pruebas futuras con la mezcla de etanol-agua variando sus

proporciones.

Resulta que no solo influye la concentracion del extracto rotaevaporado, sino
también las condiciones ambientales intervienen para obtener la mayor concentraciéon
de polifenoles, la constante dieléctrica de los solventes y el método de extraccion,
puesto que a mayor constante dieléctrica mayor sera la concentracion de polifenoles
(constante dieléctrica del metanol es de 32,6 y la del etanol 24,3).A partir de los datos
obtenidos en la cuantificacién de compuestos fenélicos en este método, les ha servido
para asi aplicar otros métodos de determinacién de la capacidad antioxidante (DPPH y

ABTS) a los extractos que presentaron mayor concentracion de polifenoles.

La determinacion del contenido total de flavonoides se realiza mas
comunmente empleando métodos basados en la espectrofotometria de ultravioleta-
visible (Ulubele y cols., 2005). La determinacion de flavonoides puede ser expresada
como porcentaje de quercetina segun el método espectrofotométrico descrito por
Kostennikova (1983). Este método se desarrolld de acuerdo a la comparacion de los

flavonoides contenidos en la muestra utilizando la quercetina flavonoide de referencia.

Se distinguen dos procedimientos espectrofotométricos que determinan la
formacion de complejos de aluminio para la determinacién del contenido total en

flavonoides en alimentos y en plantas de diferentes familias.
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En el primer procedimiento, se afiade AICI; en un intervalo de concentracién de
2-10 % (m/v) en una solucion acida. Las medidas espectrofotométricas se realizaban
después de 2-60 minutos a una absorbancia maxima de 404 nm, tras la adiccion de

AICl;. Se utilizan diferentes patrones internos (quercetina, rutina, galangina...).

En el segundo procedimiento, la reaccion de complejacion se lleva a cabo en
presencia de NaNO, en medio alcalino. EI método estaba basado en la nitracion de
cualquier anillo aromatico que lleve un grupo catecol. Después de afadir Al(lll) se
form6 un complejo de color amarillo que se volvid rojo tras la adicion de NaOH. El
valor de la absorbancia se midi6 a 510 nm. En este procedimiento se prefiere la

catequina como patron interno.

La aplicacion de ambos procedimientos a muestras naturales daba diferentes
resultados en cuando a su contenido de flavonoides. Por lo tanto, el contenido de la
expresion “total de flavonoides” no es adecuada. Los resultados de los dos métodos
dependen de la estructura de los flavonoides presentes en las muestras (Pekal y
Pyrzynska, 2014).

Los criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante de los

flavonoides, son (figura 15):

* Presencia de estructura O-dihidroxi en el anillo B; que confiere una mayor
estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacion de los electrones.

* Doble ligadura, en conjuncién con la funcién 4- oxo del anillo C.

* Grupos 3- y 5-OH con funcién 4-oxo en los anillos A y C necesarios para ejercer

el maximo potencial antioxidante.

Figura 15. Estructura molecular del Flavonide
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La capacidad antioxidante de los flavonoides depende, entre otros factores, de
su capacidad de eliminar el hierro, y de hecho se ha comprobado recientemente en
células U937 (modelo de linea celular humana establecida a partir de un Linfoma)
tratadas con el agente toxico terbutilhidroperéxido, que aun a muy bajas
concentraciones, son capaces de evitar la rotura y la oxidacion del ADN, y que una
parte importante de su potente accion protectora esta relacionada directamente con su
lipofilicidad (Sestili y cols., 2002).

Acosta y Diaz (2016) realizaron de una manera sencilla la determinacion de
fenoles totales con el método de Folin-Ciocalteu , para la identificacion y cuantificacién
de antocianinas presentes en la cascara de la guanabana. Se prepar6é una solucién
patron de 0.1 mg/mL de &cido galico a partir de la que se prepararon las diluciones
para obtener la curva patrén. A 200 pL del extracto etandlico reconstituido
correspondiente mente, se le agregaron 1.5ml de agua destilada, 100 pL de reactivo
de Folin-Ciocalteu. Después de 5 minutos se agregaron 200 pL de solucion de
carbonato de sodio al 20 %, se dejé reposar por 30 minutos a temperatura ambiente o

30 min a 40°C en oscuridad. Posteriormente se midi6 la absorbancia a 765 nm.

La concentracion de fenoles se calculd con la curva de calibracion del acido
galico y se expres6 como mg equivalentes de acido galico/mL. Resultaron presentes
fenoles totales en pulpa en cantidades representativas y en cambio en la cascara

mayor contenido.

1.7.- METODO DE PODER ANTIOXIDANTE REDUCTOR DEL HIERRO (FRAP)

Se basa en el poder que tiene una sustancia antioxidante para reducir el Fe*'a
Fe*. El complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro es reducido al
complejo ferroso coloreado. Cuanto mas antioxidante es la sustancia objeto de
estudio, mayor es la reduccién, mayor la concentracién de Fe?*, y mas alta la sefial de
absorbancia. El complejo va a poder ser reducido por productos con potenciales redox
menores a 0.7V (potencial redox del Fe®*" -TPTZ). Debido a que el potencial redox del
Fe*-TPTZ es comparable con el del ABTS, se pueden analizar compuestos similares
con ambos métodos, aunque las condiciones de la reaccion sean distintas. El
mecanismo del FRAP es de transferencia de electrones, a diferencia de otros métodos

donde se produce captura de radicales libres. Segun esto, el FRAP puede ser (til, en
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combinacién con otros métodos, en la determinacién de la capacidad antioxidante de

productos que contengan distintos tipos de antioxidantes.

El ensayo FRAP mide la capacidad antioxidante basada en la capacidad de
reduccion del ion férrico, por tanto, los antioxidantes que actian como neutralizadores
de radicales (de transferencia hidrogeno), en particular los tioles y los carotenoides, no

se determinan (Magalhaes y cols., 2008).

El poder reductor se basa en la reduccién por parte de los antioxidantes del
ferricianuro a su forma reducida obteniéndose el complejo coloreado azul Prusia
(figura 16). Es necesario estabilizar el ferrocianuro con iones férricos (Berkery cols.,
2010).

2n [Fe(CN)g]3* + Ar(OH),, — 2n [Fe(CN)g]*~ + Ar(= 0), + 2nH*

K* + Fe?* + [Fe(CN)g]* — KFe [Fe(CN)g]

Figura 16.Formacion del azul Prusia, adaptado de Berker y cols. (2010).

Se mide su absorbancia a 700 nm, lo que constituye una ventaja importante en
la seleccion del método espectrofotométrico, porque esta longitud de onda esta
alejada de los maximos a los que absorben otros compuestos que se encuentran en
los alimentos. Por otro lado, una de sus mayores desventajas es que precipita
rapidamente con algunos antioxidantes como es el caso del trolox (dos minutos
después de afiadir el cloruro férrico que estabiliza el azul Prusia), lo que requiere una
medida rapida y no debe usarse acido ascérbico como estandar, ya que es necesaria

una incubacion.

Existe una modificacién a este método desarrollada por Berker y cols. (2007)
gue consiste en afadirle un estabilizador, para evitar la precipitacion y un pH mas
adecuado para el ion ferroso, que minimiza esta desventaja, o también puede evitarse

mediante la automatizacion del ensayo (Berker y cols., 2010).

El trolox se usa en muchas ocasiones como estandar. Lopez (2015) lleva a
cabo este método usando trolox para la determinacion de compuestos bioactivos en
bebidas con capacidad antioxidante, expresando los resultados en mmol de trolox

equivalente por litro de muestra.
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Para evaluar la capacidad antioxidante de especies vegetales de origen
canario,(artemisia Canaria, tuno Indio, llantén, pazote, té canario, orobal, ratonera)
frente a antioxidantes de origen sintético, Sanchez y Trujillo (2013), sin embargo,
optaron por el sulfato de hierro (Il) como patron al realizar el ensayo FRAP. Es posible
usar este patron como estandar por su estabilidad en condiciones normales de uso y
almacenamiento. Tiene un peso molecular de 278,02 gr/mol, y se encuentra casi
siempre en forma de sal heptahidratada, de color azul-verdoso. Es un compuesto
guimico i6nico de férmula (FeSO, 7H,0), también llamado sulfato ferroso o

melanterita.

Sanchez y Trujillo (2013) llevaron a cabo de este método espectrofotométrico
donde la reaccién mide la reduccién del complejo tripiyridiltriazina-Fe*® (TPTZ-Fe™) al
complejo de color azul TPTZ-Fe*? mediada por antioxidantes en medio acido (figura
17).
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Fe-TPTZ + antioxidante Fe™-TPTZ (intenso color azul a 593 nm)

Figura 17. Reaccion de reduccion del complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina(TPTZ)

incoloro al complejo ferroso coloreado

Cuando se produce la reaccién de reduccién aparece un intenso color azul, que se
puede medir en el espectrofotdbmetro a 593 nm. Esa coloracién es interpretada como
una relacion lineal con el total de la capacidad de reduccién de los antioxidantes
donantes de electrones y que se puede cuantificar en funciébn de una curva de
calibrado realizada previamente en el rango de concentraciones adecuadas y

conocidas con disoluciones de Fe+2y TPTZ.

Se prepar6 una curva de calibrado con sulfato ferroso heptahidratado
(FeS0O47H,0) y se mezclan 10 uL de extracto y 1 mL de reactivo FRAP. Se introduce
la cubeta en el espectrofotémetro de UV-visible y al cabo de 10 minutos se mide la

absorbancia del complejo de color azul que se forma a 593 nm de longitud de onda
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los resultados se expresan como la media de los mmol/L de Fe (lll) reducido * la

desviacion estandar.

En los resultados obtenidos se encuentran altas actividades antioxidantes de
los extractos de artemisia, llantén y té canario que superan incluso a la capacidad
antioxidante ensayada a antioxidantes sintéticos como TBA (3-tercbutil-4-
hidroxianisol), y el resto (tuno indio, orobal, ratonera, y pazote) presentan mayores
resultados en cuanto a actividad antioxidante al TBH (2,6-di-tercbutil-4-metilfenol) y

alfa tocoferol, usados comUnmente en la conservacién de alimentos.

I.8.-METODO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE REDUCTORA DE IONES
CUPRICOS (CUPRAC)

En este método la reaccion mide la reduccién del complejo que forma la
neocuproina con el Cu?" al complejo de color amarillo de la neocuproina con el Cu* por
accion de los antioxidantes presentes en la muestra. La reaccion general es la que
aparece en la figura 18, donde el polifenol es oxidado a su correspondiente quinona. El
producto de la reduccion, el quelante bis (neocuproina) cobre (I), que es nCu(Nc),",

muestra una maxima absorcion a 450 nm (Apak y cols., 2007).

n Cu(Nc),>* + Ar(OH), ——— n Cu(Nc)," + Ar(=0) + n H"

Figura 18. Reaccién de reduccién de neocuproina con el Cu®*

Cuando se produce la reacciéon la de reduccion, aparece un intenso color
amarillo, que medido con un espectrofotometro a dicha longitud de onda, es tomado
como una reaccion lineal con el total de la capacidad de reduccién de los antioxidantes
donantes de electrones. Se puede cuantificar en funcién de una curva de calibrado
realizada previamente en el rango de concentraciones adecuadas y conocidas con
disoluciones de Cu® y neocuproina con el trolox como patrén, y los datos obtenidos se
dan en mmoles equivalentes de trolox. La férmula molecular del cation quelato bis

(neucoproina) cobre (1) se puede ver en la figura 19.
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HaC N/ CHs
Cu(lys

Figura 19. Cation quelato bis (neucoproina) cobre (1) (Gozzi, 2011)

Esta metodologia fue normalizada en el laboratorio por parte de Sanchez y
Trujillo (2013) siguiendo el protocolo que se describe a continuacion para la
determinacién de la actividad antioxidante en especies vegetales autdctonas, de

antioxidantes sintéticos y algunos estandares para su comparacion.

Se preparard una curva de calibrado con trolox y las muestras en un amplio
rango de concentraciones, luego se pipetearon 40 uL directamente en la cubeta mas
1210 uL de agua destilada y se afiadieron 750 pL de una disolucion formada por 250
uL de CuClI2 0,01M, 250 uL de neocuproina 7,5:-10° M y 250 L de tampén acetato
amonico. Se ha de homogenizar y se introduce la cubeta en el espectrofotometro de
UV-visible y al cabo de 30 minutos se mide la absorbancia del complejo color amarillo
a 450 nm de longitud de onda. Los resultados se expresan como los mmol de Cu (ll)
reducido teniendo en cuenta la desviacion estandar que se relacionan directamente

con los mmoles equivalentes de Trolox.

La actividad antioxidante resultante de los extractos vegetales supera a la
observada para los antioxidantes sintéticos (figura 20). También, en el caso de las
especies vegetales que mostraron menor actividad antioxidante, (tuno indio o la
ratonera), se observa quedichas actividades superan a la encontrada para el TBH, que
es uno de los antioxidantes sintéticos mas utilizados en la industria para la

conservacion de los alimentos como se puede ver en la figura 20.
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Figura 20. Resultados de la actividad antioxidante en mmoles equivalentes de trolox de

especies vegetales, estandares y antioxidantes sintéticos Sanchez y Trujillo (2013).

Lépez, (2015) en cambio, para la determinacion de compuestos bioactivos en
bebidas con capacidad antioxidante, llevé a cabo el ensayo seguin la metodologia
descrita por Apak y cols. (2008). Se afiadié a cada tubo de ensayo 1 mL de cloruro
caprico 10 mM (Merck), 1 mL de neocuproina (Sigma) 7,5 mM, y 1 mL de acetato
amoénico 1M (Sigma) (pH 7), formacién del complejo Cu(Nc),?*. A continuacién se
afiadieron x ml de trolox (0 a 1,1 ml) y 1,1-x ml de agua destilada. Se dejé desarrollar
el color durante 30 minutos y se midi6 su absorbancia a 450 nm. Como estandar
también se empled trolox en un rango de concentraciones entre 0 y 9-10°mM. Los
resultados de las muestras también se expresaron en mmol de trolox equivalente por

litro de muestra.

La reaccién que se produce por accion del antioxidante es de reduccion del
complejo formado por la neocuproina con el Cu®* al complejo de color amarillo de la
neocuproina con el Cu” (figura 21).
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Copper (II) complex ~ Representative Copper (I) complex
antioxidant

Figura 21. Reaccion de reduccion del complejo formado por la neocuproina con el cu* al

complejo de color amarillo de la neocuproina con el Cu” por el antioxidante

Este método, a diferencia del FRAP, tiene la ventaja de poder detectar toda
clase de antioxidantes, incluso tioles. Por otro lado, los tiempos de reaccion varian con
los diferentes antioxidantes, por lo que tiene el inconveniente de requerir seleccionar

correctamente el tiempo de reaccién cuando se tiene una mezcla (Gozzi, 2011).

En los ensayos FRAP y CUPRAC se produce un incremento en la absorbancia
a medida que el antioxidante reacciona con el reactivo cromogénico (es decir, los
iones de Fe y Cu forman complejos de transferencia de la carga con los ligandos). Por
esta razdn, en la oxidacién inducida por un ion metalico no esta claro si la prueba mide
la capacidad del antioxidante para interactuar con un radical libre o su capacidad para
enlazar los iones metéalicos. En este sentido, el método CUPRAC responde mucho
mas rapido que FRAP a ciertos &cidos hidroxicinamicos. La razén puede encontrarse
en las configuraciones electronicas d5-Fe (Ill) y d9-Cu (IlI), donde el cobre es un

oxidante que implica una cinética mas rapida.

El potencial redox del Cu es mas bajo que el del Fe en presencia de
fenantrolina o ligandos similares que estabilizan al Fe (Il), esto hace que el método

CUPRAC sea mas selectivo.

El ensayo FRAP, basado en la reduccién del cation férrico a ferroso, no refleja
una realidad bioldgica, ya que el complejo se forma a un pH de 3,6, mucho menor que
el pH fisiolégico, y ademas tiene baja respuesta frente a antioxidantes con grupos
tioles. También se encuentra limitado a detectar antioxidantes solubles en medios
acuosos Y los carotenoides no tienen habilidad para reducir al ion férrico (Apak y cols.,
2007).
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11.9.-OTROS METODOS PARA LA DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES EN
ESPECIES VEGETALES

11.9.1.- Cromatografia liquida de alta eficacia

El método oficial de la asociacién oficial de quimicos analiticos (AOAC) (1990)
para la determinacién de carotenoides esta basado en la inhibicién de la accion del
radical peroxilo. Es un método competitivo que emplea una diana fluorescente y se
evalla la intensidad de decaimiento de la fluorescencia. Consiste en una extraccion,
una saponificacién en caliente o en frio, una cromatografia en columna y la elucién de
los carotenoides. Estos se determinan cuantitativamente mediante espectrofotometria

leida a longitud de onda especifica.

Algunos autores opinan que el método de la AOAC para el andlisis de
carotenoides es tedioso y potencialmente inadecuado porque al hacer la
saponificacién de los extractos de carotenoides, hay pérdida de éstos, y los resultados

no representan verdaderamente la composicion que existe en los tejidos vegetales.

La cromatografia de liquidos de alta eficacia se caracteriza porque el eluyente
es impulsado por medio de una bomba a través de la columna a presiones elevadas.
Por lo demas, presenta en comun con la cromatografia de gases la columna
permanente y reutilizable de alta eficacia (en especial, las capilares), el sistema de
termostatizacién (no imprescindible en HPLC), la circulacién continua del eluyente, la
deteccién continua y la visualizacién grafica del resultado (cromatograma), siendo la
precision mayor en la HPLC. La cromatografia de liquidos de alta resolucion es de las
técnicas mas cominmente utilizadas para la cuantificacion de componentes

antioxidantes y sus ventajas son las siguientes:

e Es una técnica muy precisa

e Detecta minimas cantidades de analito

e Posee buena resolucion para compuestos de polaridad semejante

e Puede aplicarse a aquellas sustancias susceptibles de alterarse quimicamente
e No destruye la muestra

e Requiere una minima preparacion de la muestra

El potencial de esta técnica para la separacion y cuantificacion de carotenoides

ha sido demostrado desde hace varios afios por Stewart y Wheaton (1971), que
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utilizaron columnas de 6xido de magnesio para separar carotenos y carbonato de zinc

para xantofilas.

La técnica de HPLC usando columnas de C18 (columnas de fase reversa),
puede ser utilizada para investigar compuestos carotenoides de muestras naturales y
separar carotenoides de un amplio rango de polaridad (xantofilas, dioles,
hidrocarburos y ésteres de carotenoides). El disolvente utilizado para la inyeccién de la
muestra en el debe de ser cuidadosamente seleccionado, ya que disolventes para la
inyeccion como cloruro de metileno, cloroformo, tetrahidrofurano, benceno y tolueno
pueden distorsionar los picos de los carotenoides en los cromatogramas, si existe

incompatibilidad de éstos con la fase movil (Khachik y cols.,1988).

Por lo anterior, es muy importante tener presente las propiedades de
solubilidad y polaridad, tanto del disolvente de inyeccion de la muestra como de los
utilizados como fase mévil. Con lo que se concluye que las propiedades del disolvente
de inyeccién de la muestra y los disolventes que constituyen la fase mévil deberan ser
compatibles. Ultimamente Hulshofy cols. (1997), en estudios con vegetales,
cuantificaron los carotenoides por comparacién con estandar externo y seis niveles de
calibracién se inyectaron antes de la medida de cada muestra. Las muestras fueron
inyectadas por duplicado y la elucion de los carotenoides se monitore6 a 450 nm

incluyendo un blanco de disolvente.

Los carotenoides fueron identificados por comparacion de sus tiempos de
retencién con los de los estandares, asi como por su analisis espectral para la
medicibn de la pureza de picos. La concentracibn de cada carotenoide fue
determinada mediante la media de dos analisis, y el area de pico fue seleccionada

para la determinacién de la concentracion de cada compuesto.

Gutiérrez (1997) aplicé la metodologia anteriormente descrita a muestras del
género Leucaena mediante el analisis en el cromatégrafo de liquidos de alta
resolucion, utilizando un programa de elucién gradiente, con el que se obtuvieron las
condiciones cromatograficas 6ptimas para la separaciéon de compuestos carotenoides
de muestras naturales y de un amplio rango de polaridad (xantofilas, dioles,

hidrocarburos y ésteres de carotenoides).

Se determiné el contenido de a-caroteno y JS-caroteno por comparacion de las

areas de los picos cromatograficos en la recta de calibracion.
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Se pudo afirmar la existencia de una variacion de carotenoides en las hojas,
que pudo ser debido a la oxidacién (Raymundo y cols., 1976). Se encontré también
que en muchos frutos el proceso de madurez incluye en la carotenogénesis y continta
después de la cosecha, algunas frutas al madurarse fuera del arbol sintetizan mas
carotenoides que cuando se maduran en el arbol y el proceso es independiente de la
luz.

Cortés y cols. (2014) en la determinacion de la capacidad antioxidante de las
flores de Dalia también hizo uso del método HPLC para valorar los compuestos
fendlicos y flavonoides. En este caso para realizar las curvas estandar, se utilizaron
estandares de &cido cafeico, &cido clorogénico, rutina, quercetina, naringenina,
hesperidina, acido p-cumarico, acido fellrico, acido sinapico, catequina, &cido 4-
hidroxibenzoico, y acido galico en diferentes concentraciones. El disolvente utilizado

fue metanol.

La identificacién de los polifenoles individuales se analizdé de acuerdo al color
de las ligulas y se efectué mediante HPLC siguiendo la metodologia propuesta por
Odriozola y cols. (2008) con modificaciones. El sistema HPLC fue configurado para
analizar los resultados a longitudes de onda comprendidas entre 200 y 600 nm. La
cuantificacion se baso6 en el area de cada pico identificado tomando en cuenta los
tiempos de retencién de los compuestos comparados con los picos de cada espectro

de los estandares utilizados.

Se demostré que las flores de Dalia contienen una gran cantidad de fenoles y
que algunos de los compuestos encontrados en las ligulas de dalia pertenecen al
grupo de los flavonoides, cuya actividad antioxidante resulta de una combinacion de
sus propiedades quelantes de hierro y secuestradora de radicales libres, por lo que se
comportan como los secuestradores mas fuertes de O, generado enzimaticamente. La
cuantificacion se baso6 en el area de cada pico identificado tomando en cuenta los
tiempos de retencion de los compuestos identificados comparados con los picos de
cada espectro de los estandares utilizados. La concentracion de cada compuesto se

expreso en ug-g™ de ligula analizada.

El método HPLC también se llevé a cabo para la determinacion del contenido
de compuestos fendlicos presentes en extractos alcohdlicos de semilla de chia (Salvia
hispanica L.) fue llevada a cabo por Ortega y cols. (2016). Para la escision hidrolitica
de glicésidos siguieron la metodologia presentada por Taga y cols. (1984) basada en

la hidrélisis acida de los glicésidos y la extraccion de las agliconas con éter dietilico,
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las cuales fueron evaporadas a sequedad. El residuo fue resuspendido en 1 mL de
metanol 70 % grado HPLC (FERMONT), para su posterior analisis. Se utilizé un
equipo de HPLC provisto con detector UV/visible fijado en 350 nm. Se empleé la
técnica descrita por Hempel y Bohm (1996) realizando algunas modificaciones en el
gradiente de elucion, el flujo y el pH de la fase mdvil. Los estandares utilizados fueron

acido caféico, acido clorogénico, miricetina, kaempferol y quercetina.

En los resultados obtenidos se encontrd diferencia significativa en el contenido
de flavonoides en los extractos; la mayor concentracion fue observada en el extracto
metandlico con 60.49 % de quercetina. En cuanto al contenido de polifenoles totales
también se encontraron diferencias significativas. El extracto etandlico presentd la

mayor concentracion con 1.33 mg/100 ml de equivalente de &cido galico (tabla 4).

Tabla 4. Contenido de flavonoides y polifenoles totales

en extractos de semilla de chia

Extracto mg/100 ml de acido galico Porcentaje de quercetina (%)
Etandlico 1.33 £ 0.00022 28.89 £ 0.022
Metandlico 1.08 £ 0.0003" 60.49 + 0.05°

N= Tres muestras independientes analizadas por triplicado
Los superindices indican diferencias significativas (p<0.05)

La cuantificacion e identificacion de los diferentes compuestos fendlicos en
semilla de chia en este estudio, superan a las realizadas por otros autores usando
otros métodos. Estas diferencias pueden ser atribuidas a la variedad de la semilla, las
condiciones de cultivo y las propiedades del suelo en cada caso. La mayor parte de los
flavonoles fueron encontrados en forma de glicésidos, el tratamiento de hidrdlisis
aumento el contenido de miricetina, kaempferol y quercetina por la liberacién de sus
agliconas, indicando que solo una fraccion de los flavonoles se encontraba en forma
libre. Se concluye que la chia puede ser considerada como un buen componente de la
dieta ya que presenta un alto contenido de compuestos fenélicos los cuales pueden

ser beneficiosos para la salud (Ortega y cols., 2016).

También los compuestos fendlicos é&cido cafeico, acido clorogénico, miricetina,
quercetina y kaempferol, se cuantificaron mediante HPLC, tanto para la forma libre de
los antioxidantes (agliconas), como para los conjugados con azlcar (glicésidos),
mediante una hidrélisis &cida en la determinacion del contenido de compuestos

fendlicos presentes en extractos alcohodlicos de semilla de chia (Salvia hispéanica L.).
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Se encontraron polifenoles en forma de agliconas y glicdsidos. Los acidos
clorogénico y cafeico se encontraron en forma libre, mientras que la mayor parte de los
flavonoles (miricetina, kaempferol y quercetina) fueron encontrados en forma de

glicésido en los extractos.

De acuerdo con lo anterior, la chia puede ser considerada como un buen
componente de la dieta, ya que presenta alto contenido de compuestos fendlicos
(Ortegay cols., 2016).

11.9.2.-Método del pH- diferencial para la determinacion de antiocianinas

Las antocianinas han ganado gran importancia como colorantes naturales para
alimentos. Son bioactivos importantes que tienen funciones y acciones bioldgicas, que
incluye actividad oxidante, que promueve la prevencion de enfermedades crénico-
degenerativas. Este tipo de pigmentos de las plantas son metabolitos de tipo fendlico,
pertenecen a la familia de los flavonoides y son responsables de la mayoria de colores
rojos y azules de las frutas y hortalizas. Los colorantes naturales tales como las
antocianinas pueden impartir varios tonos rojos al color del alimento, pero hay
limitaciones en su aplicacién debido a su solubilidad, su dificultad para igualar el matiz
deseado, incompatibilidad con la matriz del alimento y la estabilidad del color con
respecto al pH, luz y oxigeno. Es bien sabido que las propiedades de las antocianinas,
incluyendo la expresion del color, estan altamente influenciadas por la estructura de la
antocianina y por el pH. Se ha demostrado que en la regién de pH comprendida entre
5-7, las antocianinas mas simples son inestables y rapidamente pierden color debido a
la hidratacién de la posicion- 2 del esqueleto de la antocianina. Generalmente se
acepta que las antocianinas muestran su color mas intenso cuando estan en la forma
de ion flavilio. Su color rojo es el resultado neto de todas las antocianinas

monomeéricas, oligomeéricas y poliméricas junto con sus formas copigmentadas.

Los espectros de UV-Vis a diferentes valores de pH varian y nos ayudan a
determinar si las antocianinas estan o no polimerizadas (Giusti y Wrolstad, 2001). La
concentracion de antocianinas entonces se determina con la absorbancia a un pH
diferencial. Estas moléculas presentan dos bandas de absorcién en la regién UV (260-
280 nm) y en la region visible (490-550 nm). Los resultados se expresan como
pigmentos de antocianinas monomeéricas, generalmente expresados como cianidina-3-

glucosido.
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El uso de un agente blanqueador elimina dichas interferencias, ya que
decolorara a las antocianinas sin afectar a los compuestos interferentes. Se obtiene
una medida de la absorbancia maxima en la region del visible, seguida por la
decoloracion. Los agentes blanqueadores mas empleados son bisulfito de sodio y
peréxido de hidrogeno.

Las antocianinas desarrollan transformaciones estructurales reversibles con el
cambio del pH manifestado por el espectro a diferentes absorbancias. La forma del
oxonio coloreado predomina a pH 1.0 y la forma hemicetal incolora a pH 4.5. El
método del pH diferencial se basa en esta reaccion y permite segura y rapidamente
medir el total de antocianinas monomeéricas. La diferencia en la absorbancia de estas
dos alicuotas leidas a su longitud de onda de maxima absorcién serd proporcional al
contenido de antocianinas. La concentracion en mg/L puede ser determinada si

multiplicamos por el peso molecular del pigmento.

La concentracion de antocianinas monoméricas se obtuvo con la siguiente
ecuacion:
Antocianinas monoméricas (mg/L) = (A)(PM)(FD)(1000) € (1)

siendo:

A: absorbancia

PM: peso molecular del pigmento
FD: factor de dilucion

€ : absorbancia molar o coeficiente de extincién molar

La concentracién de antocianinas totales que se obtiene de la ecuacion 2:
Antocianinas totales (mg/L)= A'(PM)(FD)(1000)/€ (2

siendo:

A: absorbancia

PM: peso molecular del pigmento

FD: factor de dilucion

€ : absorbancia molar o coeficiente de extincién molar

Donde la absorbancia (A") que se calculé como se indica a continuacion:

A" =(Armax — A700)pH=1.0 (3)
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Martinez y cols. (2011) cuantificaron las antocianinas por el método de pH
diferencial para evaluar la actividad antioxidante del género Rubus Adenotrichus, una
planta silvestre cuyo fruto es conocido como mora o zarzamora, basédndose en la
transformacién estructural de las antocianinas con el cambio de pH (pH 1 coloreadas y
pH 4.5 incoloras). Se prepararon diluciones del extracto metandlico con solucién buffer
pH 1.0 de cloruro de potasio y con solucion buffer pH 4.5 de acetato de sodio y se
midio la absorbancia de cada muestra a la longitud de onda de méxima absorbancia

(Amax=515 nm) y a 700 nm de la muestra diluida (1:10) con soluciones tampodn.

El resultado fue 12.3 mg de antocianinas/g de fruto seco. Se determiné el
contenido de antocianinas para 5 especies distintas del género Rubus mediante el
mismo método, 4 de estas especies presentaron valores que van de 5.69 a 11.92 mg/g
de materia seca y solo una de ellas (Rubus Occidentalis) presenté un mayor contenido
de antocianinas (34.65 mg/g) que el encontrado en este estudio para Rubus

Adenotrichus.

Con los resultados se concluye que los frutos que producen las plantas del
género Rubus son fuente de metabolitos con actividad antioxidante y este estudio
contribuye al conocimiento cientifico de los frutos silvestres del pais al obtener
informacion del contenido de estos metabolitos de trascendencia en el area alimenticia

y de salud para el hombre (Martinez y cols., 2011).

Acosta y Diaz (2016) realizaron evaluacién de antocianinas en la cascara de la
guandbana mediante este método. Prepararon dos diluciones de las muestras, una
con la disolucién tampdén de cloruro de potasio a pH 1 y otra con la disolucién tampoén
de acetato de sodio a pH 4.5, llevandolas a un volumen de 3 mL, se esperd 15 minutos
a que las diluciones se equilibraran y se realizé un barrido en el espectrofotometro
comprendido entre 400-700 nm, esperando una absorbancia de la muestra entre 0.1 y

1.2 y utilizando como blanco agua destilada.

Para la obtencion de la concentracion de antocianina se utiliza la férmula de pH

diferencial:

A = (A rvismax. — A r700) pH 1 = (A Avismax. — A A700) pH 4.5

Donde
A ) vismax-. lectura del pico mas altoa pH 1y pH 4.5,

A 1700, €S la lectura a A = 700 nm, tanto para pH 1 como pH 4.5
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Para calcular la concentraciébn en la muestra original se sigue la siguiente

féormula:

Antocianina monomérica (mg/ 100 g) = (APM FD 100)/ (¢ L), donde:
A = absorbancia

PM = Peso molecular, 449.2 g/mol

FD = Factor de dilucién

e = Coeficiente de extincion molar, 26900 g/mol*cm

L = Longitud de la celda.

Se obtuvieron absorbancias de pequefios picos mas representativos obtenidos
entre 400 y 700 nm a pH 4.5 y pH 1. La cantidad promedio obtenido de antocianinas
aplicando la formula descrita en la metodologia fue de 6.47+ 2.41 mg de cianidina-3-
glucosido/100 g de muestra original.

Por lo tanto se concluye que entre los responsables de la actividad antioxidante

de esta fruta estan las antocianinas (Acosta y Diaz, 2016).

11.9.3.- Quimioluminiscencia y electroquimioluminiscencia

La quimioluminiscencia y la electroguimioluminiscencia son técnicas opticas
que emplean la luminiscencia, la emision de radiacién (Vis/IR) que ocurre cuando una
molécula en estado excitado se relaja radiactivamente a su estado fundamental
(Vis/IR). La produccién de ese estado excitado a partir de distintas reacciones
guimicas origina la llamada quimioluminiscencia (QL), siendo denominada
bioluminiscencia (BL) cuando esta emision de luz se debe a reacciones quimicas que
tienen lugar en organismos vivos. Si esa reaccion, que posteriormente genera emision,
se inicia electroquimicamente, se le denomina electroquimioluminiscencia o
luminiscencia electrogenerada (EQL). Esta conversion de energia eléctrica en energia
radiante supone la produccién de compuestos intermedios reactivos, a partir de
precursores estables en la superficie del electrodo, los cuales reaccionan y

posteriormente emiten radiacion (Ballesta, 2015)

La instrumentacion y los componentes esenciales para la medida de la QL son:
un luminémetro, una cdmara, un fotodiodo y un fotomultiplicador. Y para la produccién

de EQL son: potenciostato de sobremesa ¢ portétil y electrodos.
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La selectividad es una de las limitaciones analiticas de las medidas QL. Sin
embargo, el empleo tanto de QL como de EQL presenta ventajas ya que no requiere
de la etapa de excitacion por irradiacion de la muestra, como es necesario en la
fotoluminiscencia, por ello no hay problemas de luz dispersa o de inestabilidad de la
fuente, ni es necesario el uso de instrumentacién compleja. Tampoco hay problemas
de altas sefiales de fondo por fotoexcitacion no selectiva, pudiendo lograrse alta
sensibilidad con instrumentacién simple. Otra ventaja de la QL es su capacidad para
acomodar un tratamiento quimico on-line para conseguir aumentar la selectividad.
También podemos realizar separaciones incluidas en la configuracion o combinar la

QL con la cromatografia liquida o con la electroforesis capilar.

El interés analitico que estos métodos han despertado en las dos Ultimas
décadas y la falta de predicciones teéricas seguras sobre si un grupo de fenoles y
polifenoles va o no a tener un comportamiento quimioluminiscente a partir del producto
de una reacciéon de oxidacién, hace necesario la busqueda de nuevos métodos o
estrategias que  sean capaces de predecir esta  actividad. La
Electroquimioluminiscencia estd méas enfocada a la determinacion de actividad
antioxidante en el tratamiento de enfermedades dentro de las ramas de farmacologia y
medicina. Es por ello que a continuacion se desarrolla el método de
quimiluminiscencia, aplicado a la determinacibn de capacidad antioxidante en

alimentos.

Carrasquero (2010), desarroll6 métodos basados en la inhibicion de la
quimioluminiscencia del luminol, para determinar la actividad antioxidante de alimentos
y flavonoides de plantas. El desarrollo de métodos quimioluminiscentes acoplados a
sistemas de inyeccion en flujo para la determinacion de la actividad antioxidante y la
reaccién quimioluminiscente del luminol permitié el desarrollo de varios procedimientos
para cuantificar la capacidad antioxidante y antirradical de muestras de diversos

origenes como por ejemplo, tés, pétalos florales o aceites vegetales comestibles.

En este método se utiliz6 una disolucion de luminol amortiguada a pH 10, que
ademas contiene a los iones Co(ll) acomplejados con el etilendiamintetraacetato de
tetrasodio (EDTA). Esta disolucion se mezcla con otra disolucién de perborato de
sodio a fin de producir la siguiente serie de reacciones, donde en la ultima reaccion se
produce el radical hidroxido (HO-), que es el responsable de atacar a la molécula de
luminol para general al anion aminoftalato en su estado electrénicamente excitado
(figura 22).
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NﬂH:BO_; + 2 HO_ - NRBO_}, + H:O: + HEO
Co(EDTA), + 6 H-O 5 Co(H-0)s" + 2 EDTA
H,0, + Co(H,0)¢>" = Co(H,0)s’ " + HO* "H,0

Figura 22. Reaccion de complejacion del luminol con el complejo de Co(ll) y con EDTA

Por medio del sistema de detecciébn se obtenian registros de intensidad en
funcion al tiempo de reaccion (figura 23) .El efecto antirradical se cuantifica por medio
del porcentaje de inhibiciébn (%Inh), que es calculado por medio de la siguiente
ecuacion:

Imax.—Imin.

%Inh=Wx 100

Donde emisién quimioluminiscente inicial, que determina el valor de |s., Seguida de la
disminucion producida por el efecto antirradical de los componentes de la muestra
inyectada, tomando la forma de un pico negativo, donde el valor minimo corresponde a

Imin-

Control automatico
encendida/apagade

Q{y Convertidor
Luminol 6 mmol/'L pH 10.5 (Borato)

AD
+ Co(II) 0.6 mg/L

+EDTA 1.8 mg/L
111 >
= hv | PMT
Vilvula
Bomba d Detector
Peristaltica e
Inyeccion
5
(250 uL) Desechos
Portador:
Perborato Agua Milli Q
5 mmol/L

Figura 23.Sistema utilizado para evaluar la actividad antioxidante
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La capacidad antioxidante de una muestra se cuantifica a través del valor de la
Concentracién de Inhibicion (CI50), que se define como la concentracion del
antioxidante requerida para provocar una disminucion del 50 % en la emision méaxima,
es decir, aquella que se obtiene en ausencia de compuestos antirradicales. Para
determinar el valor del CI50, es necesario preparar un conjunto de disoluciones del
antioxidante en un determinado intervalo de concentraciones, seguidamente se
inyectan al sistema y se mide el grado de inhibicion que producen. La representacion
grafica del % Inh en funcion a la concentracién se conoce como curva de inhibicion vy,
por interpolacion se obtiene la concentracion del antioxidante que produce a un valor
de % Inh igual a 50 %.

Por medio de la deteccién quimioluminiscente fue posible desarrollar métodos
analiticos reproducibles, confiables y selectivos para la cuantificacion de analitos de
importancia medioambiental, asi como de productos naturales con propiedades

antioxidantes beneficiosas para la salud.

11.10 RESUMEN DE LOS METODOS APLICADOS EN LOS TRABAJOS CITADOS
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Tabla 5. Recopilacion de los métodos aplicados en los trabajos citados en la memoria

Trabajo citado M'e.todo Resultado obtenido Referencia bibliog.
utilizado
Elaboracién de una bebida a base romero . N
. ) . o Alto porcentaje de Génesis y Corrales
(rosmarinus officnalis), y medicién de DPPH inhibicion del radical (2015)
antioxidantes por el metodo DPPH.
Evaluacion composicional, capacidad Porcentaje de
antioxidantes de pulpay cascara de la DPPH inhibicion del radical | Acostay Diaz (2016)
Annonamuricata L.(Guananbana) bueno
Evaluacion de la actividad antioxidante en 18 Alto porcentaje de
especies vegetales a través del ensayo DPPH DPPH inhibicion del radical Aguirre y cols.
recolectadas en el departamento de Matagalpa y alto contenido de (2013)
durante el periodo marzo-agosto 2013 polifenoles
Determinacion de la capacidad antioxidante y Alto porcentaie de Repo v Encina
compuestos bioactivos de frutas nativas DPPH A0 PO € C POy
inhibicion del radical (2008)
peruanas
Compuestos bioactivos en bebidas con Alto porcentaje de .
capacidad antioxidante ABTS inhibicion del radical Lopez (2015)
Determinacion de la capacidad antioxidante de ABTS _ AI_to_ p_(?rcentaje c_ie Palacios (2017)
bayas y frutos del bosque inhibicion del radical
Aplicacion de diversos métodos quimicos para Bue_na_capacidad .
- L o de inhibicion del Kuskoski y cols.
determinar actividad antioxidante en pulpa de DMPD .
radical, aunque (2005)
frutos. A
método poco
reproducible
Evaluacion de la actividad antioxidante de .
i . . . Alto contenido en
extractos de cuatro frutos de interés comercial Folin- .
; = . : ) . fenoles y capacidad Barrera (2011)
en Colombia y actividad citotoxica In vitro en la Cicoalteu antioxidante
linea celular de fibrosarcoma HT1080
Compuestos fendlicos y actividad antioxidante Folin- Alto contenido de .
. . . Rivas y cols. (2017)
en extractos de cuatro especies de orégano Cicoalteu fenoles
Fenoles totales en
Evaluacion composicional, capacidad Folin- pulpa en cantidades
antioxidantes de pulpay cascara de la Cicoalteu representativas y en | Acostay Diaz (2016)

Annonamuricata L.(Guananbana)

cascara alto
contenido
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Tabla 5. Continuacion.

Compuestos bioactivos en bebidas con

Alta capacidad

capacidad antioxidante FRAP antioxidante Lopez (2015)

. . Sanchez y
Estudio de nuevos antioxidantes naturales. FRAP Alta actividad Trujillo(2013)
Disefio de un laboratorio de analisis quimico antioxidante
agroalimetario
Estudio de nuevos antioxidantes naturales. CUPRAC Alta actividad Sanchez y
Disefio de un laboratorio de analisis quimico antioxidante Trujillo(2013)
agroalimetario
Compuestos bioactivos en bebidas con Alta capacidad .
capacidad antioxidante CUPRAC antioxidante Lopez (2015)

Determinacion cuantitativa de carotenoides del HPLC Existencia de Gutiérrez (1997)
género leucacena carotenoides
Alto contenido
Actividad antioxidante, composicion nutrimental HPLC fendlico y algunos Cortés y cols. (2014)
y funcional de flores comestibles de dalia flavonoides
L . Alto contenido de
Determinacion del contenido de compuestos HPLC compuestos Ortega y cols. (2016)
fendlicos presentes en extractos alcohdlicos de fenclicos '
semilla de chia (Salvia hispanica L.)
) ) . pH- Contenido de Martinez y cols.
Los_ _flavon0|des: propiedades y acciones | (iferencial antocianinas (2011)
antioxidantes
E""’."“*’?‘Cif’” composicional, capacidad pH- Contenido de Acosta y Diaz (2016)
antioxidantes de pulpa y cascara de la Annona diferencial antocianinas
muricata L.(Guananbana)
Deteccion q‘ﬂ'"?EO'.“m'”'SC?”te acoplaqa a Ia_ . Quimiolumi | Alta concentracion Carrasquero (2010)
cromatografia i6nica y a sistemas de inyeccién “hiscencia de inhibicion

en flujo para determinar iones metalicos y
propiedades antioxidantes de productos
naturales
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Dado que en los ensayos mencionados ocurren reacciones de transferencia de
electrones y/o hidrogeno, el adecuado conocimiento de la quimica de tales sistemas
es condicion primordial para interpretar correctamente los resultados. EI método de
captura del radical DPPH es utilizado desde hace muchos afios por numerosos
autores que han ido realizando adaptaciones del mismo a la matriz alimentaria de la
que quieren obtener informacién, como modificar la concentracion y el tiempo de
incubacion o ataque. El uso de este radical se recomienda como criterio preliminar
para jerarquizar los distintos extractos o fracciones de las especies vegetales de

acuerdo a su poder antioxidante

El ensayo ABTS posee gran estabilidad tiene la ventaja de que puede realizarse
tanto en muestras hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente apropiado
en cada caso. Sin embargo, del ensayo DMPD, no hay tanta variedad de biografia
respecto al estudio de la capacidad antioxidante de muestras de especies vegetales.
En la que en este trabajo se incluye, no presenta buena correlacion con otros métodos
estudiados, y en otras biografias encontradas con otro objeto de estudio, tampoco

presenta buena reproducibilidad.

Los métodos FRAP, CUPRAC y Folin- Cicoalteu funcionan con las propias
especies “dianas” normalmente moléculas artificiales y son empleadas como sonda en
su forma reducida y se mide su cambio de color. El poder reductor de un compuesto
depende de la capacidad de transferir electrones del propio compuesto por tanto, el
poder reductor de un compuesto puede servir como un indicador significativo de su
potencial actividad antioxidante. Los métodos de reduccion de diferentes especies
quimicas como FRAP y CUPRAC funcionan bastante bien, y de hecho se encuentra

amplia bibliografia al respecto.

El método Folin-Cicoalteu es un método, ampliamente utilizado previo a los
métodos de determinacion de capacidad antioxidante, donde su realizacion puede
ayudar en la seleccion de las especies que se vayan a estudiar. El contenido fenoles
totales y flavonoides se relaciona directamente con la actividad antioxidante de una

muestra.

El método HPLC también esta entre los métodos analiticos mas utilizados en la
actualidad como técnica de deteccion separacion y cuantificacion compuestos
flavonoides. Este método también suele usarse como complemento de otros métodos
para determinar qué tipo de antioxidantes componen las especies vegetales de
estudio.

67



Las antocianinas, dentro de los flavonoides han tomado gran importancia debido al
poder antioxidante extraordinario que poseen y como reivindicacibn a su uso como
colorante natural frente a los colorantes sintéticos. El método del pH diferencial resulta

Optimo para este tipo de flavonoide debido a su simplicidad y reproducibilidad.

Y por altimo, la reaccién quimioluminiscente del luminol se ha comprobado que
permite el desarrollo de varios procedimientos para cuantificar la capacidad
antioxidante y antirradical de muestras vegetales de diversos origenes. Ademas, el
sistema propuesto en este trabajo se caracteriza por su simplicidad, bajo costo y poco
impacto ambiental. También permite el andlisis de forma continua de un numero
elevado de muestras en un periodo de tiempo relativamente corto si se compara con
otras técnicas mas laboriosas, por lo que puede ser utilizado como un método

complementario en el estudio de fuentes de antioxidantes naturales.

68



CAPITULO lll. CONCLUSIONES

El proceso de envejecimiento prematuro celular depende de varios factores. El
estrés oxidativo es un aspecto crucial, ya que una vez iniciado el dafio por los
radicales libres, éste puede generar una reaccidon en cadena que, aunada a la
incapacidad de los sistemas antioxidantes enddégenos para controlar el incremento en
la produccion de los radicales libres, termina por inducir afecciones letales en la fase

de vejez.

La busqueda de metabolitos de las plantas con capacidad antioxidante, ha ido
en incremento en las Ultimas décadas dado los beneficios que aportan. Ademas, se ha
demostrado que las moléculas con esta capacidad guardan un vinculo estrecho con
otras actividades biolégicas de importancia, como Ilo son antitumorales,
anticancerigenas, antimicrobianas, antiinflamatorias, antidiabéticas, entre otras, por lo
gue su aislamiento y estudio son de gran importancia para la agroindustria, industrias

farmacéuticas y cosmetolégicas.

Tras una revision de los ultimos trabajos relacionados con la determinaciéon de
la capacidad antioxidante de especies vegetales, se puede decir que es una

determinacion analitica que despierta gran interés.

La actividad antioxidante de los extractos es altamente dependiente del

disolvente utilizado en la extraccion para la preparacion de la muestra para analisis.

Los métodos espectroscopicos pueden ser aplicados para la determinacion de
la capacidad antioxidante en muestras de origen vegetal y son una eleccion habitual,
dada su sencillez y efectividad a la hora de neutralizar un radical libre. Dentro los
principales protocolos tenemos, los métodos con mecanismo de transferencia de
atomo de hidrégeno, o métodos directos: DPPH, ABTS y el DMPD. Y por otro lado los
métodos indirectos o con mecanismo de transferencia electrénica; FRAP, CUPRAC o

Folin Cicoalteu.

No podemos establecer una comparativa entre los métodos desarrollados en
los trabajos revisados, ya que los resultados de la capacidad antioxidante no solo
dependen del compuesto antioxidante o de la especie vegetal a analizar con cada
método y de los recursos tecnoldgicos, sino también de la calidad original de la planta,
pigmentacion, origen geogréfico, las condiciones climaticas y almacenamiento, lo que

explica los la diversidad de resultados obtenidos para la capacidad antioxidante. Si se
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puede deducir, la eficacia de los métodos por la reproducibilidad en los resultados que

se obtienen.

Actualmente no hay un método que sea Unico y esté ampliamente aceptado y
que pueda aplicarse a una variedad razonable de componentes en matrices
alimenticias en materia de antioxidantes. Por ello, un método por si solo no es
suficiente para evaluar la capacidad antioxidante, al menos deben emplearse dos de
ellos y mas de un estandar para determinar la capacidad antioxidante de una muestra,
ya que los antioxidantes responden de distintas maneras a las diferentes especies

reactivas, en los distintos ensayos.

En cada comunidad autbnoma se tiene la posibilidad de estudiar y procesar
una infinita variedad de flora autéctona que procede de buenas y seguras fuentes
naturales que pueden tener gran potencial antioxidante. Las hierbas y frutos silvestres
estudiados son importantes fuentes naturales de nutrientes y de compuestos
bioactivos. Segun estos datos, el uso de antioxidantes en la dieta diaria de individuos
en etapa de vejez podria disminuir las alteraciones generadas por el estrés oxidativo,
no “rejuveneciendo” al sujeto sino mejorando su calidad de vida. Asimismo, debido a
su alta capacidad antioxidante, los extractos de estos frutos podrian ser estudiados en
futuras investigaciones para ser utilizados para alargar la vida Gtil de otros alimentos
sustituyendo los antioxidantes sintéticos por los naturales y mejorar sus propiedades

beneficiosas.

Para finalizar me gustaria citar al médico e investigador espafiol F. Grande
Covian con la siguiente frase: “el hombre primero quiso comer para sobrevivir, luego
guiso comer bien e incorporoé la gastronomia a su modo cultural. Ahora ademas, quiere

comer salud”.
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