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Radical libre Antioxidante

Electron

desapareado
Radicales Especies Reactivas (RNS/ROS)
Hidroxilo (HO*) Peroxidos Organicos (ROOH) JV———
Peroxilo (ROO*) Acido nitroso (HNO,)
: : . VITAMINA C
Hidroperoxilo (HOOv*) Cation Nitrilo (NO, )
Superoxido (O{? Oxigeno (02) TOCOFEROLES
Oxido Nitrico (NO«) Alquilperoxinitrilos (ROONO) CAROTENOIDES
Alcoxilo (RO¢) Acido peroxinitroso (ONOOH) FLAVONOIDES

Dioxido de Nitrégeno (N02°) Ozono (03)
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Nombre de los ensayos Abreviaciones
Ensayo de capacidad de absorbancia de radical de oxigeno. - .,
Y p & Expresion de resultados
TRAP

Ensayo de parametro de captura de radicales libres.
Ensayo de capacidad de barrido de oxoradicales totales. TOSC
Ensayo de poder antioxidante ferro reductor.

Ensayo de capacidad antioxidante reductora de cobre.
Ensayo de capacidad antioxidante reductora de Ce (IV).
Ensayo de capacidad antioxidante reductor de Cr (VI).

Ensayo basado en voltametria ciclica.

Ensayo basado en pulso diferencial.

Ensayo basado en voltametria de onda cuadrada. SWV
Ensayo basado en electrodo de mercurio.

Ensayo basado en nanoparticulas de plata.

Ensayo basado en nanoparticulas de oro.

Ensayo de capacidad antioxidante en equivalente de Trolox empleando radical ABTS.
Ensayo de capacidad de barrido de radicales empleando el radical DPPH.

Ensayo de capacidad de reduccion de metales con reactivo de Folin Ciocalteu

Ensayo basado en quimioluminiscencia de luminol.
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Folin - Ciocalteu

Mo(VI) (amarillo) + e~ (obtenido del AO) — Mo (V)(azul)

+
ABTSe
ABTS + KZ SZOS - ABTS ot

ABTS ¢t + ArOH — ABTS + ArOe + H?
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O\\M O//O 9 @) OH N
5 | oo NN N= ?
| 140 L OH | © \©:N%N S o/ 7 ~OH
)
DPPH- Fotoquimioluminiscencia

DPPHe + ArOH — DPPH + ArOe + H*

S + hV+ 02 - [S*Oz] - Se” + 02._

NH, O
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BHT BHA Resorcinol Hidroquinona Trolox Acido Gilico
OH OH OH O HaC HO
(H3C)3C C(CH3)3 C(CH3)3 HO O o)
I Y
OH HO
H,C @) OH
OH 3 CH
HsC OCH3 OH CHj ° HO
Acido ascérbico Timol Eugenol Capsaicina
HO =0 3 | CH,
CHj __CH, NHWV/\(
— HaC HaC\
H,C 0 0 CHs
HO OH 3
a-Tocoferol B-Caroteno HsC

HO
HsC HsC

CHg
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Necesidad de métodos estandarizados y
Estandarizacion

expresion correcta de resultados.

cuantificacidon antioxidante.
Concenso global del pertfil .
Conveniencia
antioxidante de productos, etc.
o

Comportamiento de componentes

Elucidar aspectos de los métodos de
Asercion

Aplicaciones fisiologicas de los
Aplicacion o
compuestos antioxidantes.

Métodos adecuados para
Teorico Adaptabilidad

aplicaciones especificas.

antioxidantes entre los métodos.

Informacion sobre el comportamiento
Generacion

antioxidante de los compuestos.

Mediciones de actividad antioxidante .
Social

adecuadas para tratar enfermedades.
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Evaluar la respuesta analitica a la actividad antioxidante utilizando los métodos considerados, frente a

estandares antioxidantes, para establecer criterios de semejanza, sensibilidad, y metodologia experimental.

Determinar la

Validar y Relacionar los

Identificar la

respuesta analitica

comparar los resultados

correlacidon entre

de cada

obtenidos.

los métodos. datos obtenidos.

compuesto.

» Desarrollo apropiado de » Comparacion simultanea * Anélisis de varianza. : :
» Relaciones lineales para
los procedimientos de los resultados para Contrastes estadisticos :
predecir resultados y dar
experimentales para estimar la predictibilidad para establecer criterios : :
relevancia al trabajo.

establecer modificaciones de valores. de estandarizacion .
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Folin
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Ciocalteu

PR

Ensayos

e 765 nm
colorimétricos

ABTSe"

740 nm
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SEGUNDO

PRIMERO

~
B gk
i Estdndares " Pesado de h Hx e
il Antioxidantes /| reactivos : ‘smmfki '(' .,
J Y, TROLOX t_kprg
B-CAROTENH k ‘ h

AN VLD s b

Folin Ciocalteu ABTS DPPH

e 1 hora FC + 1 hora * Medicion exacta en 6 * Medicidn exacta en 5
Carbonato min minutos

* Medicion directa del » Preparacion en cubetas | ¢ Preparacion en cubetas

baldn. de medida de medida
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PHOTOCHEM

rrrrr Quimica
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Methods

Name : |Tesws_Maunc|o
Standard  User defined ]

e— Analysisby: |Inhibition v
Analisis de acelles esencia o I J
Analisis de futas (Dannes_
analisis de frutas Dannes Purge: IC\eamel 2+ Cleaner 1 j Count: IZ

o lmpio
m&a b Parameter 1 Calibration by 1
fenclesJT - Ampification- " aguments (% reciprocal arguments

fenoles jueves 8
bowa UTA Elow " tigh CalbatorCurve

i3
Polfenoles algas maiinas € Linex
FRUEBA LIFIDOS Smoathing: |12 " Linear thiough zefo
'
Duationof 129 © Quadale
Measurement (" Quadratic thiough zero

" 50D

Deklebehod | Newheod |

Cancel | Save & Exit I

Signal (V)

PARAMETROS DEL METODO

Amplificacion baja.
Doble purga entre mediciones.
Purga con metanol y agua.

Calibracion cuadratica.

Anélisis por inhibicidon

35

30

20
151
10

L R \’\\\

00 . : . . . .
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Time (seconds)

R

1/Inhibition

04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24
1/Quantity

AIY(X) = 0.07379 * (1/X)2 + 1.11608 * (11X) + 0.87941

50=00178 R =09995

RESPUESTA DEL EQUIPO
Sefial (V) VS Tiempo.
Mediciones individuales.
Analisis de curvas.

Rango de concentraciones

especifico.

CURVA DE CALIBRADO

Manipulacion de curvas de

calibrado

Linelaizacion por argumentos

reciprocos.
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RESULTADOS




CURVAS DE CALIBRACION ENTRE LOS DIFERENTES METODOS @8

¢ Acid I Acido Gdalico
FOLIN- CIOCALTEU cido Galico ABTS ,
1.4 m Acido 0.5 B Acido Ascorbico
- A ﬁé?&{b'co 0.45 A Trolox
> X PB-Caroteno 04 X PB-Caroteno
< 1 < 035
@) X BHT = X BHT
Z08 y Q 03
% ’ ® BHA 50.25 ® BHA
é o + Timol % 0.2 : + Timol
04 = Eugenol <015 / - Eugenol
00 //// = Capsaicina 0.1 /s ' / = Capsaicina
. /é ———4 & Hidroguinona . /,/E g ¢ Hidroguinona
Resorcinol B Resorcinol
O concEnTRACIGN DE ESTARDAR ANROXIDANTE (PPM) 12 O CONCENTRACION D ESTANDARPANTIOXIDARITE (PPM) 2
o5 DDPH ¢ Acido Galico Compuesto  FOLIN-CIOCALTEU R? DPPH R? ABTS R
' ® Acido Ascorbico A.Gélico 0.9963 0.9978 0.9986
A Trolox A.Ascorbico 0.9962 0.9926 0.9922
Carof Trolox 0.9914 0.9987 0.9953
X B-
p-Caroteno B-Caroteno 0.9933 0.9268 0.6372
X BHT BHT 0.9974 0.9879 0.9956
® BHA BHA 0.998 0.9993 0.9974
. Timol 0.9954 0.8590 0.9905
+ Timol
Eugenol 0.9880 0.9991 0.9953
= Eugenol Capsaicina 0.9952 0.9986 0.9986
= Capsaicina Hidroquinona 0.9998 0.9946 0.9927
Resorcinol 0.9932 0.9811 0.9948

i ¢ Hidrogquinona
CONCENTRACION DE ESTANDAR ANTIOXIDANTE (PPM) a-Tocoferol 0.99424 0.9918 0.9979
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I I T I NI T I TN TN TN IO OO O IO NI OO IO TOOOOOOT

Folin-Ciocalteu
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Resumen (Medias LS) - FC
3
Estandares valores obtenidos de las diferentes replicas Media (AOA)
_ 29
Muestra 1(BHT) X11 X12 le oo Xln X1 8
. ©
Muestra 2 (BHA) Ton T Do e Do X, g 1
Muestra i (etc) Xix Xiz o Xij o Xin X; 0
: ) _ Variables dependientes TEAC
Muestra n (12 AO X Xno oo Xpj oo Xnn X
S " " " m Eugenol B A.Gdlico B Capsaicina  mBHA
Ll B Resorcinol B A.Ascorbico ' a-Tocoferol Hidroguinond
mTimol B Trolox W BHT m 3-Caroteno
3 Resumen (Medias LS) - DPPH 3T 4 Resumen (Medias LS) - ABTS
2.5 A
:
] o
S 5
o @
s =
DE
EF EF EF F
| TEAC
Variabl TEIAC dient Variables dependientes
_ Sl ieside DENCISTIEs : m A.Gdlico mBHA ® Eugenol ® Hidroquinona
B A.Gdlico Emo-Tocoferol ~ mTrolox B A.Ascorbico B o-Tocoferol ® Trolox Capsaicina A.Ascorbico
B Hidroquinona MBHA Eugenol Capsaicina W BHT B Resorcinol mTimol H 3-Caroteno




METODO FOTOQUIMIOLUMINISCENCIA @g
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& Trolox
. PHOTOCHEM-PCL Y=mX+C
B A.Ascorbico
o A Beta caroteno Estadistico C
2
40 i No. de observaciones 10 Compuesto e
X s
835 _ Minimo 0.859 A.Gélico 0.9991
230 * AGdleo Maximo 1.086 py— -
- .Ascorbico .
=7 ® Copsaicina 1° Cuartil 0.920
820 + Timol Mediana 0.992 Trolox 0.999
Q15 .
210 = Alfa-Tocoferol 3° Cuariil 1.041 B-Caroteno 0.9986
v - Eugenol Media 0.978
z 5 gene : BHT 0.9992
= _ Varianza (n-1) 0.006 :
0 ¢ Resorcinol e
) 0.2 0.4 0.6 0.8 1 ' ' Desviacion tipica (n-1) 0.079 BHA 0.9993
1/X (RECIPROCO DE CANTIDAD) ® Hidroguinona _
Timol 0.9958
6 PCL - Trolox
© Box plot (C) Eugenol 0.9992
@ 5 1.2 - .
'g Capsaicina 0.9996
8 4 1.15 +
8% 17+ Hidroquinona 0.9994
T
‘;’é ’ 105 7 Resorcinol 0.9962
2 £ o
9 2 + a-Tocoferol 0.9998
= 0.95 |
E ] 0.9 L
- 0 0.85 +
0 0.5 1/ X (réciproco de la cantidad) 2 2.5 08 +
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DPPH

CORRELACION ENTRE METODOS Y RELACIONES PROPUESTAS @8

PCL

4..

ppppp Quimica

ABTS

DPPH

Variables F-C ABTS DPPH PCL
F-C 1 0.651 0.383 0.650
ABTS 0.651 1 0.733 0.829
DPPH 0.383 0.733 1 0.758
PCL 0.650 0.829 0.758 1
L Relacién Lineal entre métodos con Coeficientes de
resultados en TEAC correlacion
TEACpc;, = 0.753 TEAC,pys + 0.0795 0.829
TEACpc, = 0.8217 TEACpppy + 0.3162 0.758
TEACpppy = 0.6247 TEAC,pys + 0.025 0.733
TEACpc, = 0.7761 TEACg_c + 0.4447 0.650
TEACpgts = 0.8276 TEACp_¢ — 0.3191 0.651
TEACpppy = 0.4147 TEAC;_c — 0.0092 0.383

Relacion Lineal entre métodos

Coeficiente de

ABTS

F-C

correlacion
TEACpc, = 0.753 TEAC,grs + 0.0795 0.829
TEACpc;, = 0.8051 A. Ascorbico E.pppy— 0.316 0.758
A.Ascorbico E.pppy = 0.6367 TEAC,g7s + 0.0265 0.733
TEACpc;, = 1.996 A. Gélico E.p_c— 0.4449 0.650
TEACapts = 2.1288 A.Gaélico E.x_c— 0.3195 0.651
A.Ascorbico E.pppy = 1.0871 A. Galico E.z_c+ 0.0086 0.383
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La investigacion realizada por Thaipong, Boonprakob et al. (2006), presenta resultados del
andlisis de Actividad antioxidante llevada a cabo en extractos de Guava por varios méetodos.

TEACDPPH — O 624‘7 TEACABTS + 0 025

Genotipo ABTS (TEAC)  DPPH (TEAC) TEACpppu
Allahabad 37.9+34 32.07+5.1 23.7
Fan Retief 3447 +£2.1 27.77+£1.7 21.55
Ruby 22.37+0.9 16271 14
Seleccion Avanzada 29.67+23 2497+0.5 18.55
Media de ensayo 31.17+6.8 2527 +£6.7 19.49

Fuente: (Thaipong, Boonprakob et al. 2006)
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Przygodzka, Zielinska et al. (2014), desarrolla el andlisis de actividad antioxidante en especias
utilizando varios métodos.

TEAC,zrs = 0.9148 TEACp; + 0.2396 TEACp¢y = 0.753 TEAC,pts + 0.0795
Especie ABTS PCL Especie TEAC ABTS TEAC PCL
(umol TX/gr masa ( umol TX/ gr masa Anis Estrellado 20.54816 50.3799
seca) secaq)
Anis Estellado 268+ 13 2207 Sl Al et 70758
pimienta 115.5044 211.0701
Canela 1057.1 £19.3 4549 +17.1
pimienta 2802+ 15 126+7.7 el (302025 697.9599
clavo 926.8 £ 64.2 805.6 £ 3.9 mezcla de especias 17.07192 93.6021
mezcla de 124.2£0.5 18.4+0.2 nuez moscada 38.11232 270.03
especias i
nuez moscada 358.5+19.2 41.4+56 Jengibre 67.20296 39.8379
Vainill 146.2417 77.1114
Jengibre 528402 732+ 6 cinta
Vainilla 102.3+ 14.7 159.6 +0.5 Hinojo 19.9078 20.2599
Hinojo 268+0.4 21.5£0.7 Anis 16.706 9 6426
Anis 12.7+£0.8 18+0.2
Cardamomo 23.7+0.4 12+0.4 Cardamomo 11.2172 17.9256
Pimienta blanca 40.4 + 2.1 20.7 £ 0.1 Pimienta blanca 19.17596 30.5007
cilaniro 5.6+0.5 9.2+0.3 cilantro 8.65576 4.2963

Fuente: (Przygodzka, Zielinska et al. 2014)




COMPARACION DE RESULTADOS
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* Lainvestigacion realizada por Berker, Ozdemir Olgun et al. (2013), compara los valores
obtenidos entre varios métodos de andlisis

modified original
Folin— Folin— F-C ABTS
Ciocalteu Ciocalteu
antioxidants method method CUPRAC ABTS FRAP Trolox 1.000 1.000
trolox 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 A. Ascérbico 1.690 0.649
quercetin 2.78 1.80 5.77 3.98 2.92
gallic acid 1.78 2.54 3.25 417 185 B-Caroteno 0.815 0.049
ferulic acid 1.88 5.59 1.47 1.70 0.87 BHA 2.020 2.421
caffeic acid 2.61 5.54 2.89 1.39 1.13 , .
catechin 323 10.6 3.10 240 124 A. Gdlico 2.570 2.551
BHT 0.82 2.92 0.77 0.98
BHA 0.99 3.16 1.57 1.23 Timol 1.076 0.105
TBHQ_ 1.90 1.38 1.02 1.20
LG 1.30 4.54 1.68 2.26 a-Tocoferol 1.249 1.126
ascorbic acid 1.60 1.03 0.99 1.01 Eugenol 2.694 1.586
[f-carotene 0.34 0.72 1.75 2.14 .
rosmarinic 4.08 10.5 52 Resorcinol 1.750 0.150
acid

glutathione 1.02 1.60 0.64 1.51 Hidroquinona 1.219 1.153
cysteine 0.66 0.82 0.39 1.28 BHT 0.994 0.533

Fuente: (Berker, Ozdemir Olgun et al. 2013)
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® El método de Folin-Ciocalteu determina la actividad antioxidante de componentes liposolubles utilizando como primer diluyente al etanol, y como

segundo diluyente agua.

® El acido galico y el eugenol son los antioxidantes mas efectivos para expresar la actividad antioxidante debida al contenido total fendlico encontrado

mediante F-C.
® Los métodos ABTSe" y PCL; se correlacionan positivamente (0.829). Los resultados son predecibles en muchos casos entre métodos.
® No existe correlacion favorable entre los métodos DPPH y F-C.
® El acido galico es el compuesto mas activo de los antioxidantes estudiados ya que representa una mayor sensibilidad en todos los métodos empleados.
® La hidroquinona es el compuesto con mayor actividad frente a radicales superéxidos (O,* ).
® EI BHA es el compuesto lipofilico mas activo entre los métodos. Su participacion en cada caso es representativa y superior a la del Trolox.
¢ El método TEAC/ABTS°+, es mas sensible al acido galico, BHA, y eugenol.

¢ El método con radical DPPHe, es menos susceptible a factores estéricos o de resonancia.

® Los ensayos basados en mecanismos (HAT) son mas practicos que los (SET).




RECOMENDACIONES PARA LA ESTANDARIZACION DE METODOS
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En base a los resultados de este trabajo se recomienda que para los ensayos estudiados los antioxidantes mas efectivos para expresar

resultados es el acido galico y el BHA para componentes hidrosolubles y liposolubles respectivamente.

Los ensayos que utilizan el criterio de fase de retraso usualmente son los basados en mecanismos (HAT), es recomendable utilizar como

estandar de referencia al compuesto mas activo que en este caso continuia siendo el acido galico o BHA dependiendo del caso.

Es necesario coincidir en las modificaciones que se realizan a los ensayos para adaptarlos a diferentes circunstancias de anélisis. Sin
embargo, también existe el riesgo de realizar cambios innecesarios a los métodos por lo tanto es recomendable comparar los cambios

que se puedan ocasionar en la sefial de respuesta frente a las modificaciones empleadas y llevar un registro de esto.

Para tomar en cuenta las diferentes sefiales de respuesta que tienen los antioxidantes individuales en los diferentes métodos y dar un
estimado aceptable de actividad, es recomendable desarrollar un método aritmético que permita relacionar la sensibilidad de los

métodos con diferentes compuestos estudiados para incluir el resultado de actividad dependiendo del caso.

Por ultimo, para estandarizar la cuantificacion del perfil antioxidante de un compuesto y que los resultados sean comparables, es

importante desarrollar nuevos métodos que abarquen el comportamiento de los antioxidantes frente a radicales cuya actividad es

caracteristicas en sistemas biologicos de esta forma los resultados seran mas relevantes y los procedimientos de los métodos podran ser




