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RESUMEN

En este trabajo se utilizaron diferentes compuestos antioxidantes estandar para evaluar su
comportamiento, y comparar la sensibilidad a estos compuestos, de cuatro diferentes métodos de
andlisis. La evaluacién de la actividad de diferentes compuestos individuales es importante porque
permite la obtencion del perfil antioxidante que proporcionan en conjunto. Se identificaron las
diferentes habilidades de estos compuestos para interactuar con distintos radicales libres
caracteristicos del principio de cuantificacion con el que se rige cada método. Aunque muchos de
los aspectos son dificiles de aclarar por los diferentes mecanismos y condiciones experimentales
que los restringe, se encontraron resultados importantes para contribuir a la estandarizacion de
métodos de cuantificacion de actividad antioxidante. Entre los compuestos evaluados, el &cido
galico permite alcanzar la sensibilidad més alta en todos los métodos sin importar la afinidad de
estos con componentes hidrofilicos o lipofilicos. Ademas, se encontraron correlaciones positivas
entre los métodos, siendo la mas importante entre PCL y TEAC/ABTS-*; los valores son
predecibles entre estos métodos y se correlacionan bien con los valores obtenidos en otras
investigaciones. Por otro lado, el método de radical DPPHe es menos susceptible a factores
estéricos o0 de resonancia, sus resultados son uniformes para la mayoria de los compuestos.
Finalmente, la actividad del &cido ascorbico estimada mediante F-C es comparada frente a la de
los deméas compuestos para obtener una idea de lo representativa que es su respuesta en la

sobreestimacion de la actividad debida a compuestos fendlicos.

PALABRAS CLAVE:
e FOTOQUIMIOLUMINISCENCIA (PCL)
e ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EQUIVALENTES DE TROXOL (TEAC)
e FOLIN CIOCALTEU (F-C)
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ABSTRACT

In this work different standard antioxidant compounds were used to evaluate their behavior, and to
compare the sensitivity to these compounds, of four different methods of analysis. The evaluation
of the activity of different individual compounds is important because it allows obtaining the
antioxidant profile that they provide together. The different abilities of these compounds were
identified to interact with different free radicals characteristic of the principle of quantification with
which each method is governed. Although many of the aspects are difficult to clarify by the
different experimental mechanisms and conditions that restrict them, important results were found
to contribute to the standardization of methods of quantification of antioxidant activity. Among the
evaluated compounds, the gallic acid allows to reach the highest sensitivity in all the methods
regardless of the affinity of these with hydrophilic or lipophilic components. In addition, positive
correlations were found among the methods, the most important being between PCL and
TEAC/ABTS « *; The values are predictable among these methods and correlate well with the
values obtained in other investigations. On the other hand, the DPPH radical method « Is less
affected by steric or resonance factors, its results are uniform for most compounds. Finally, the
activity of ascorbic acid estimated by F-C is compared to that of the other compounds to obtain an
idea of what is representative of its response in the overestimation of the activity due to phenolic

compounds.

KEY WORDS:

e PHOTOCHEMILUMINESCENT (PCL)
e TROLOX-EQUIVALENT ANTIOXIDANT CAPACITY (TEAC)
e FOLIN-CIOCALTEU (F-C)



CAPITULO |
1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El estudio de la actividad antioxidante es de gran importancia en el &mbito cientifico por el
papel que desempefia este tipo de compuestos en la prevencion de enfermedades, y en el retraso de
los procesos normales degenerativos en los seres vivos. Ademas, la prevalencia de materiales y
alimentos debida a la interaccién con compuestos antioxidantes en diferentes entornos involucran
diferentes aspectos relacionados con la naturaleza de la reaccidn que toma lugar entre antioxidantes
y radicales libres. Por este motivo, es comUn encontrar una gran variedad de estudios orientados a
elucidar muchas de las propiedades y caracteristicas que exhiben estos compuestos en diferentes

sistemas.

En Ecuador existen investigaciones en esta area enfocada a determinar la actividad
antioxidante en extractos de frutas o plantas endémicas del pais.(Vasco, Ruales, & Kamal-Eldin,
2008). En la investigacion mencionada, ademas de clasificar ciertas frutas por su actividad
antioxidante asociada al contenido fendlico, también se analiza la correlacion entre los métodos
empleados mediante el analisis de resultados obtenidos por tres diferentes ensayos de esta
categoria. Siguiendo el mismo enfoque, también existen investigaciones referentes a la actividad
antioxidante y el efecto antiinflamatorio de plantas medicinales tradicionales que son utilizadas de
manera convencional por los habitantes del Ecuador (De las Heras et al., 1998). Estas
clasificaciones proporcionan una estimacion aceptable de la capacidad que tienen determinadas
sustancias para interactuar mediante el mecanismo que supone el método de analisis para evaluar

la actividad antioxidante.
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En investigaciones como la presentada por Thaipong et al. (2006), se analiza la actividad
antioxidante en extractos de guaba en diferentes solventes mediante los ensayos mas utilizados
para llevar a cabo determinaciones de este tipo. Esto indica que es posible obtener correlaciones
favorables entre diferentes métodos en base a la respuesta obtenida frente a compuestos
antioxidantes especificos como el acido ascorbico, familias de carotenoides, y algunos compuestos
fendlicos. El enfoque de la investigacion proporciona informacion adicional sobre los resultados
obtenidos con respecto al uso de diferentes solventes. Esto ayuda a estimar las condiciones
experimentales bajo las cuales es posible llevar a cabo determinaciones confiables de actividad
antioxidante. La informacion presentada en investigaciones similares permite entender y

complementar aspectos importantes del procedimiento experimental que utiliza cada método.

Resultados importantes también son sefialados en el trabajo presentado por Miiller, Fréhlich,
and Bohm (2011) ,donde se realiza un estudio comparativo de la actividad antioxidante de
diferentes carotenoides medido por cuatro diferentes ensayos (Poder Antioxidante Ferro reductor
FRAP, ensayos de barrido de radicales libres ABTS, DPPH, y ensayo de barrido de radical peroxil
basado en la quimioluminiscencia de luminol LPSC). Con los resultados, se realiza la comparacion
de la respuesta analitica obtenida a partir de diferentes carotenoides, frente a la respuesta analitica
obtenida por antioxidantes referenciales como el a-tocoferol, Butilhidroxitolueno BHT, y
Butilhidroxianisol BHA. De esta forma, se determina que la mayoria de los carotenoides empleados
muestran un comportamiento diferente dependiendo del método de analisis. En relacion con este
trabajo, el objetivo de sefialar cuan sensible es la respuesta de cada método a compuestos
especificos, se relaciona directamente con este hecho, que como se menciona, puede obtenerse

diferentes resultados dependiendo del método utilizado.
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Esto quiere decir que, como en el caso de algunos carotenoides, aunque proporcionen resultados
comparables entre los métodos, si la mayoria de ellos no manifiestan capacidad de barrido del
radical DPPHe, no pueden ser tomados como antioxidantes referenciales para evaluar la capacidad
de barrido de radicales similares al DPPHe y, por tanto, su habilidad para interactuar con esta clase
de radicales es despreciable. Al final, el aporte de dicha investigacion consiste en proporcionar una
relacion relativa estandarizada de cada método mediante una media ponderada de los valores
obtenidos en cada uno, lo cual permite dar mayor importancia a la respuesta obtenida de

compuestos especificos que denoten mayor actividad.

La contribucion en esta area permite caracterizar claramente el comportamiento de ciertos
compuestos antioxidantes frente a radicales libres de diferente procedencia, lo cual también es

objeto del presente proyecto de investigacion.

En la publicacion realizada por Przygodzka et al. (2014), se planted investigar la actividad
antioxidante en diferentes extractos (Agua, Etanol/Agua), de especies comunes que son utilizadas
como ingredientes o0 aromatizantes en alimentos con la finalidad de determinar el tipo de extracto
que permite obtener mejores resultados en ensayos de voltametria ciclica VC, y métodos
espectrofotométricos (ABTS, DPPH, Folin-Ciocalteu, Fotoquimioluminiscencia PCL). Todos
ellos orientados a la determinacién de actividad antioxidante. Ademas, otro de los objetivos del
estudio fue determinar si el contenido de compuestos fenolicos y flavonoides esta relacionado con
la capacidad antioxidante de las diferentes especies; concluyendo que existe dependencia de la
proporcion de extracto empleado y que, para el caso, el extracto adecuado para los analisis es la

mezcla etanol-agua en proporciones iguales.
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El estudio publicado por Mishra, Ojha, and Chaudhury (2012), estima las propiedades
inhibidoras de radicales, por parte de antioxidantes, utilizando uno de los ensayos de andlisis cuyo
mecanismo es gobernado por la interaccion del radical libre estable (DPPHe¢) con compuestos
antioxidantes, con el objetivo de poner en contraste la habilidad de determinados compuestos para
ser utilizados como estandares de referencia para este tipo de ensayos. En contraste con este trabajo,

este tipo de resultados permiten establecer criterios de estandarizacion para determinados métodos.

También, se encuentran publicaciones cientificas en donde la respuesta analitica de diferentes
métodos se pone a prueba frente a diferentes muestras realizando trabajo in vitro (Schlesier,
Harwat, Bohm, & Bitsch, 2002). Los resultados obtenidos son comparados en base a los
antioxidantes utilizados para determinar la utilidad de cada método frente a compuestos
especificos, lo cual estd muy bien relacionado con los objetivos del presente trabajo de

investigacion.

Importantes contribuciones sobre la interaccidén de este tipo de compuestos han permitido
elucidar muchas de las caracteristicas de los ensayos que utilizan los métodos, y algunos radicales
que se utilizan para evaluar determinados comportamientos. Resat Apak et al. (2013), en su estudio
sobre algunos de los métodos para evaluar la actividad antioxidante, da a conocer pasos especificos

que deben tomar en cuenta los ensayos de esta naturaleza para obtener resultados confiables.

Finalmente, es importante mencionar la existencia de estudios de recopilacion de informacion
como el realizado por R. a. Apak, Ozyiirek, Giiglii, and Capanoglu (2016), en este se pretende
detallar los avances cientificos en el estudio de la actividad antioxidante para mantener la
formalidad de los ensayos, proponer nuevos alcances de los métodos, y revisar sus aplicaciones en

diferentes ramas de estudio.



1.2. Planteamiento del problema

Las primeras investigaciones asociadas a la actividad antioxidante han dado a conocer
diferentes métodos para cuantificarla, y ain en la actualidad es objeto de estudio debido a las
diferentes fuentes naturales existentes, de las cuales se pueden obtener estos compuestos como,
plantas, frutas, y diversos alimentos. A pesar de que gran parte de estos compuestos se encuentran
de forma natural y otros han sido desarrollados sintéticamente, las dos categorias son empleadas
indistintamente con diferentes finalidades como la preservacion de alimentos, o tratamientos
médicos. Aun asi, la medicion cuantitativa o cualitativa del efecto que ocasiona su presencia no se
ha establecido rotundamente para dar por sentado protocolos estandarizados que sean aplicables a
los diferentes casos de analisis que pueden existir; como en el analisis de alimentos, lipidos,

proteinas, ADN (R. a. Apak, Ozyiirek, Giiclii, Capanoglu, & chemistry, 2016).

Ademas, algunas virtudes fisioldgicas que se les atribuye a los diferentes compuestos que
contienen son aln mMas importantes, y sin importar si su origen es sintético, es muy importante la
concesion entre los métodos enfocados en estas determinaciones porque de esto depende que los
resultados entre analisis sean comparables, predecibles, repetibles, reproducibles, y confiables. En
cuyo caso, esto permitiria obtener una estimacién general aceptada del efecto antioxidante que se

pretende medir en diferentes muestras.

Las complejidades surgen debido a que las diferentes aplicaciones que se les puede dar a los
antioxidantes requieren consideraciones de muchos aspectos, como mecanismos de reaccion,
reactivos especificos, respuesta en diferentes medios de reaccion, y mas detalladamente la
cuantificacion precisa de todos los reactivos y productos involucrados. (R. a. Apak, Ozyiirek,

Giiglii, Capanoglu, et al., 2016).



Algunos de los mecanismos que son posibles evaluar son los asociados al barrido de radicales
libres, secuestro de iones de metales de transicion, descomposicion de perdxidos de hidrdgeno, o
los implicitos en la inhabilitacion de prooxidantes activos (R. a. Apak, Ozyiirek, Giigli,
Capanoglu, et al., 2016) .Por lo tanto, el andlisis de la respuesta analitica, que estos compuestos
pueden generar en diferentes métodos, permite identificar cual de ellos puede interactuar mediante

uno o varios de estos mecanismo asociados a las manifestaciones antioxidantes que se busca medir.

Debido a la falta de métodos estandarizados no ha sido posible establecer de forma precisa
ningun pardmetro de analisis que permita realizar la cuantificacion formal de ninguno de estos
aspectos relacionados con la evaluacion de la actividad antioxidante (R. a. Apak, Ozyiirek, Giicli,
Capanoglu, et al., 2016). En la busqueda de una guia general para la aplicacion de cada ensayo, se
contindan realizando investigaciones que permitan elucidar cada uno de los diferentes aspectos que
pueden generar incertidumbre en los ensayos que hasta la actualidad son empleados para llevar a

cabo dichas determinaciones.

Los puntos mas importantes que deben conocerse para llevar a cabo estas determinaciones son,
las condiciones de elaboracion de los ensayos, estabilidad de equipos y reactivos, pardmetros
limitantes de trabajo asociado a validaciones intra e inter laboratorio, esto incluye la repetitividad,
reproducibilidad y recuperacion de datos, ademas, control de calidad interna, para de esta forma
obtener una garantia de calidad analitica que permita obtener resultados comparables del contenido
de antioxidantes de una muestra de alimento, farmacéuticos u otro producto comercial. Asi también
sera posible proporcionar mediciones para satisfacer la necesidad de estandares de calidad para
asuntos regulatorios y declaraciones de propiedad saludables.(R. a. Apak, Ozyiirek, Giiclii,

Capanoglu, et al., 2016).



Eventualmente, es necesario conocer el comportamiento de diferentes antioxidantes, tantos
como sean posibles, en los métodos; para identificar su aplicabilidad en funcién de lo que se quiere
evaluar, ademas se puede conseguir metodologias especificas, para medir implementaciones

objetivas de estos compuestos en un sistema o0 medio especifico de reaccion.

1.3. Justificaciéon e Importancia

En la actualidad, uno de los principales objetivos es la implantacién de un modelo en el sistema
de desarrollo productivo que fomente el desarrollo sostenible de las naciones. Dicho proposito solo
puede ser logrado mediante la promocion y preservacion de los recursos naturales de donde son
obtenidas las materias primas. Por tanto, el principal desafio es hallar el madximo potencial que tales
recursos pueden ofrecer, y su aprovechamiento en todas las areas productivas, lo cual es posible
mediante la innovacion en su uso, funcionalidad, y facilidad de reinsercién a la cadena productiva.
De esta manera, debido a que los fendmenos oxidantes tanto en la materia organica como
inorganica son los principales responsables de la degradacion y degeneracion que estas sufren a lo
largo de su vida util, es importante el desarrollo de este campo de estudio para la evolucion de las
areas antes mencionadas, y los ambitos cientificos que pretenden elucidar el comportamiento de
los compuestos antioxidantes. Por tal motivo, el aporte cientifico de esta investigacion se centra en
aclarar algunos aspectos importantes que contribuyan a la estandarizacion de los métodos actuales

para el anlisis de la actividad antioxidante.

El aspecto principal que se investiga en este trabajo es la habilidad que cada compuesto presenta
para interactuar con el reactivo principal de cada método, y aunque la interpretacién del mecanismo
es ambigua, la capacidad de ejercer estabilizacidén sofocando o barriendo el radical libre, permite

estimar la actividad del compuesto frente a radicales de diferente naturaleza.



De este modo, al llevar a cabo el andlisis en muestras, se tendré claro que, al obtener una
respuesta representativa, esta podria 0 no relacionarse con un compuesto especifico. Asi, la
presente investigacion lleva a cabo el andlisis de doce compuestos antioxidantes conocidos, con lo
cual, se pone en manifiesto la respuesta analitica que estos representan en los diferentes métodos
estudiados, de esta manera, es posible descartarlos o incluirlos como compuestos que aporten a la
sefial de respuesta en el analisis rudimentario de cada método, de esta forma es posible vincular su

presencia 0 ausencia, actividad o inactividad, en determinaciones de esta categoria.

Ademas, ya que los resultados también dan a notar la sensibilidad de los métodos a estos
compuestos, es posible realizar una comparacion de todas las sefiales de respuesta obtenida de los
diferentes compuestos, frente a la sefial producida por los estandares antioxidantes referenciales
que utilizan los métodos para reportar resultados. Asi, los compuestos que representen una mayor
sensibilidad pueden ser tomados también como estandares de referencia, y de ser el caso, una
misma sefial de respuesta para un mismo compuesto en los diferentes métodos conduce a resultados

relevantes para su estandarizacion.

Es muy importante llegar a un consenso entre los diferentes ensayos que existen para que los
resultados entre investigaciones sean comparables. Esto es posible estableciendo criterios
fundamentados para la seleccion de los reactivos, materiales, y ensayos que se deben utilizar en
base al tipo de compuesto o muestra que se analiza, ademas del comportamiento que se pretende
evaluar. La discusion apropiada de los resultados encontrados en este trabajo permite llegar a
conclusiones y recomendaciones propicias para la estandarizacion de los métodos estudiados, y a
la declaracion acreditable del comportamiento de estos compuestos en los diferentes medios de

reaccion radicalaria que se involucran en cada método.



1.4. Objetivos

1.4.1. Obijetivo general

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.

1.4.2. Objetivos Especificos

Determinar la respuesta analitica a la actividad antioxidante obtenida por cada método
mediante la comparacion y desarrollo apropiado y de los procedimientos experimentales
para establecer posibles modificaciones en el desarrollo de estos.

Identificar la correlacion entre los métodos a partir de los datos obtenidos del analisis de
los estandares antioxidantes considerados a través de la comparacion simultanea de los
resultados para estimar la predictibilidad de valores entre estos.

Validar y comparar de manera apropiada los datos obtenidos de cada método, mediante
contrastes estadisticos para establecer criterios que aporten a la estandarizacion de los
métodos de cuantificacion de actividad antioxidante.

Relacionar los resultados obtenidos con la informacion disponible en investigaciones que
consideran los métodos estudiados en sus determinaciones, mediante la prediccion de
valores reportados utilizando las estimaciones de relacién encontradas para verificar la

relevancia del trabajo desarrollado.



10

1.5. Variables de estudio

1.5.1. Variables Dependientes

e Respuesta analitica a la actividad antioxidante de cada método.
1.5.2. Variables Independientes

e Concentracion de estandar antioxidante

1.6. Hipdtesis

La respuesta analitica obtenida por cada método, a la actividad antioxidante de diferentes
estandares antioxidantes, se manifiesta por un mismo tipo de interaccién y por lo tanto es
posible encontrar correlaciones favorables entre métodos que permitan comparar resultados
sin importar el comportamiento o propiedades quimicas de cada compuesto; implicando

que los resultados son predecibles entre los métodos.
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CAPITULO 11
2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. Antioxidantes
Los antioxidantes son compuestos quimicos capaces de estabilizar sucesos continuos de

reacciones ocasionadas por la presencia de radicales libres (electrones desapareados).

Halliwell, Gutteridge, and medicine (1995), definen a los antioxidantes como; “cualquier
sustancia que, al estar presente en baja concentracion, comparada con la de un sustrato oxidable,

previene o reduce significativamente la oxidacion de ese sustrato” (p.125).

Sin embargo, es adecuado mencionar que lo que realmente busca prevenir o reducir es el dafio
oxidativo en un sistema biolégico sin considerar las particulares aplicaciones que pueden existir
con sistemas no bioldgicos. Una definicion mas acertada es la propuesta por R. a. Apak, Ozyiirek,
Giiglii, Capanoglu, et al. (2016), la cual sostiene que; “los antioxidantes son sustancias naturales o
sintéticas que previenen o reducen el dafio celular oxidativo causado por oxidantes fisiol6gicos que
poseen potenciales de reduccion positivos los cuales incluyen especies reactivas de oxigeno

(ROS), especies reactivas de nitrogeno (RNS) y radicales libres ™ (p.10).

Estas definiciones se enfocan en el dafio ocasionado por el estrés oxidativo que es generado
por procesos normales realizados en los sistemas bioldgicos, como lo es en el caso de los humanos,
la respiracion o el movimiento; asi, los antioxidantes son apreciados por su capacidad de barrer,
estabilizar o sofocar oxidantes como los antes mencionados, ademéas de otros como el anién
superdxido (O2*-), radicales hidroxilos («OH), radicales alcdxido (RO¢), todos ellos categorizados

como radicales libres de alta reactividad.



12

Algunos de los radicales libres mas importantes se presentan en la siguiente tabla. El estudio

de su influencia en diferentes sistemas continida motivando diferentes investigaciones; y su
presencia se relaciona directamente con las diferentes manifestaciones ocasionadas por el estrés
oxidativo. Las especies reactivas de nitrdgeno RNS y oxigeno ROS son especies que, a pesar de
no encontrarse de forma radicalaria, su alta reactividad e inestabilidad promueven su participacion
como agentes prooxidantes; que quiere decir que son capaces de inducir la oxidacion abstrayendo

electrones de sustratos biolégicos (Venereo Gutiérrez, 2002).

Tabla 1
Tipos de radicales libres y especies reactivas de hidrogeno y oxigeno (RNS/ROS).
Radicales Especies Reactivas (RNS/ROS)
Hidroxilo (HO*) Perdxidos Organicos (ROOH)
Peroxilo (ROO*) Acido nitroso (HNO,)
Hidroperoxilo (HOO¢) Cation Nitrilo (NO2")
Superdxido (Oz¢ ) Oxigeno (O2)
Oxido Nitrico (NO«) Alquilperoxinitrilos (ROONO)
Alcoxilo (RO*) Acido peroxinitroso (ONOOH)
Dioxido de Nitrogeno (NO2¢) Ozono (03)

También es importante dar la correcta interpretacion a la definicion de estrés oxidativo, la cual
refiere al desbalance entre prooxidantes y antioxidantes, dicho de otra forma, representa la
incapacidad de antioxidantes endogenos para contrarrestar el dafio oxidativo en tejidos, y
organismos debido a la sobreproduccion de ROS/RNS a nivel celular causando la modificacion de

macromoléculas biolégicas como lipidos, proteinas, AND, etc.
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2.1.1. Clasificacién de antioxidantes
La clasificacion de los diferentes compuestos antioxidantes parte de entender que existen de
manera indistinta en muchas de las fuentes reconocidas de alimento como frutas, vegetales, plantas,
y que, a nivel bioldgico, se manifiestan de diversas formas; esto especificamente, hace que sea
relativamente dificil separarlos, y clasificarlos de forma adecuada. Aprovechando su mecanismo
de accién se identifican dos categorias de estos compuestos que permiten agruparlos como
antioxidantes primarios o rompedores de cadena, y antioxidantes secundarios o0 preventivos.
Ademas, ya que también existen compuestos que pueden exhibir comportamientos diferentes
durante el mecanismo con el que se manifiesta su actividad, se considera un grupo adicional

denominado antioxidantes multifuncionales (Akoh, 2017).

A. Antioxidantes Primarios 0 Rompedores de Cadena
Es comin que este tipo de antioxidantes se encuentren constituidos por fenoles mono o poli

sustituidos con grupos hidroxilo, ademas de varios sustituyentes diferentes en el anillo bencénico.

La sustitucion con grupos donadores de electrones, por los grupos hidroxilo en las posiciones
orto y para del fenol, incrementa la actividad antioxidante del compuesto por efecto inductivo; en
este caso, la sustitucion con grupos butilo o etilo, por el hidroxilo del fenol en la posicion para
aumenta la actividad antioxidante debido al impedimento estérico; por otro lado, la presencia de
grupos alquilo ramificados o cadenas largas de estos en la posicidn para, reducen la efectividad
antioxidante; de otra forma, la sustitucion con cadenas largar o ramificadas de grupos alquilo en la
posicién orto mejora la habilidad antioxidante para formar estructuras de resonancia estable y
reducir asi la habilidad de los radicales antioxidantes para participar en reacciones de propagacion

(Akoh, 2017).
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Los antioxidantes primarios son receptores de radicales libres, y son capaces de inhibir la etapa

de iniciacion, o interrumpir la etapa de autooxidacién durante las reacciones ciclicas que son
ocasionadas por los radicales libres. La autooxidacioén ocurre al ser abstraida la molécula de
hidrégeno de un lipido insaturado (RH), para formar un radical lipido altamente reactivo (Re),

dando paso a una serie de reacciones consecutivas detalladas a continuacion

El radical lipido reactivo previamente formado reacciona con oxigeno para formar un radical
perdxido (ROO¢) en la etapa de propagacion. A su vez, el radical peroxido formado en la etapa de
propagacion reacciona con el lipido para formar hidroperéxido (ROOH) y un nuevo radical lipido
inestable el cual reacciona con oxigeno dando lugar a un nuevo radical peréxido. Este proceso
oxidativo auto catalitico en condiciones reales también se beneficia de la luz , el calor, trazas de
metales de transicidn, presencia de oxigeno y la degradacion de los hidroperdxidos que producen
radicales y ventajosamente aceleran las reacciones de propagacion (Verhagen, Schilderman, &
Kleinjans, 1991). En la siguiente figura se representa el mecanismo revisado tedricamente en el
cual ningun antioxidante participa, y se aprecia las etapas de iniciacién y propagacion de las

reacciones radicalarias que dan lugar a la autooxidacion del entorno lipido.

RH - Re + He

Re + 0, — ROOe + He
ROOe + RH - ROOH + Re
Re + 0, — ROOe + He
ROOH — ROs + OHe

ROe + RH —» ROH + Re

Figura 1. Reacciones de autooxidacion de lipidos.
Fuente: (Akoh,2017)
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Los productos secundarios resultantes del rompimiento de los hidroperdxidos lipidos son
aldehidos, cetona, alcoholes, esteres, y cadenas cortas de hidrocarburos. Estos compuestos son los
que otorgan las caracteristicas de degradacion organoléptica (rancidez, olor, sabor, color ),y la
notable pérdida del valor nutricional en los alimentos que son procesados en la industria (Verhagen

etal., 1991).

Al considerar la participacion de antioxidantes primarios (AH) en el caso anterior, se pone en
contraste habilidad de inhibir las reacciones de autooxidacion que se generan debido a la etapa de
iniciacion y propagacion. Los antioxidantes primarios reaccionan con los radicales lipidos y
peroxidos, convirtiéndolos en productos no radicalarios méas estables (Figura 2). La accion se lleva
a cabo por la trasferencia del &tomo de hidrégeno, del compuesto con la habilidad de donarlo, al
radical; lo cual permite producir el correspondiente derivado del lipido y radicales antioxidantes

que son més estables, evitando la promocion de la autooxidacion (Akoh, 2017).

Re + AH —> RH + Ao

ROe + AH —> ROH + Ae

ROO « + AH —> ROOH + A

Figura 2. Reacciones de interaccion Antioxidante-Lipido.
Fuente: (Akoh,2017)

Adicional a esto, los radicales antioxidantes (A«), son estabilizados por la deslocalizacion del
electron desapareado alrededor del anillo fenolico, formando hibridos de resonancia estables. Asi,
se les atribuye también la habilidad de participar en las reacciones de terminacién con los radicales
lipidos, perdxidos, alcoxidos y otros radicales antioxidantes que presenten la misma caracteristica

(Akoh, 2017).
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En otras palabras, la presencia de la forma radicalaria de un antioxidante primario detiene el
mecanismo auto catalitico de los radicales libres que promueven la autooxidacion, de esta forma

los radicales se ven facilmente sometidos a las reacciones de terminacion (Figura 3).

Ae + Ae - AA

ROe + Ae — ROA

ROOe + Ae — ROOA

Figura 3. Reacciones de terminacion por radical AO.
Fuente: (Akoh,2017)

Los antioxidantes primarios mas utilizados y conocidos en alimentos son compuestos sintéticos,
algunos de ellos son; Butilhidroxianisol (BHA); Butilhidroxitolueno (BHT); Galeato de propilo
(PG), y el Terbutilhidroguinona (TBHQ). Sin embargo , también existen componentes naturales de
los alimentos que actan como antioxidantes primarios y son afiadidos frecuentemente a estos
como los pertenecientes a la familia de los tocoferoles y carotenoides cuyo mecanismo difiere de

los que tienen como base un compuesto fenolico (Akoh, 2017).

B. Antioxidantes secundarios o Preventivos
A diferencia de los antioxidantes primarios, estos no convierten los radicales libres en
compuestos mas estables. Los antioxidantes secundarios cuentan con la habilidad de formar
quelatos con metales prooxidantes para desactivarlos, reponen atomos de hidrogeno a los
antioxidantes primarios, descomponen hidroperoxidos en especies no radicalarias, desactivan el
oxigeno, absorben radiacion ultravioleta, o actian como sofocadores de oxigeno. Como se
menciona, este tipo de antioxidantes relaciona su actividad con el sinergismo asociado a todas sus

posibles formas de interaccion (Akoh, 2017).
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Los mecanismos mas importantes de interaccion de antioxidantes secundarios son los
relacionados con la habilidad de forma complejos metélicos, barrer oxigeno, actuar como agente
reductor, y sofocar atomos de oxigeno inestables. A continuacion, se mencionan algunas de las

formas en las que este tipo de compuestos manifiestan su actividad.

e Agentes Quelantes

La formacion de quelatos (Complejos metélicos), es una habilidad de ciertos compuestos que
permite disminuir el efecto prooxidante que poseen los metales de transicion; mediante la

reduccion de sus potenciales de oxidacion, y estabilizando el estado oxidado del metal.

La presencia de metales con diferentes estados de valencia como el hierro, cobre, manganeso,
etc. Facilitan la oxidacion ya que actlan como catalizadores de las reacciones radicalarias. Esta
clase de metales pueden promover la oxidacion al reaccionar directamente con moléculas de lipidos
o con hidroperdxidos. Sin embargo, debido a restricciones termodinamicas, y velocidades de

reaccion demasiado lentas este no es el mecanismo principal de interaccion (Akoh, 2017).

La presencia de metales como catalizadores permiten a los hidroperdxidos su descomposicion
acelerada para producir radicales libres, en otras palabras, los metales mejoran la descomposicién
de los hidroperoxidos y por lo tanto la generacion de radicales libres. Se exhiben dos posibles

reacciones metal hidroperoxido.

M®+D+ 4 ROOH - M"™ 4+ H* 4+ ROO-

M+ 4 ROOH - M®D+ 4 OH™ 4+ RO

Figura 4. Reacciones entre metales de transicion- hidroperoxidos.
Fuente: (Akoh,2017)
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En las reacciones anteriores; al ser ciclicas, permiten la regeneracion de los estados de oxidacion

de los metales; dando paso a la transferencia continua de electrones desde los lipidos, o
hidroperdxidos; aunque todavia no estd claro si estos metales de transicion promueven
directamente la peroxidacion de lipido a través de formacion de complejos metal-lipido, 0 mediante

la formacion de radicales peréxido (Akoh, 2017).

Los quelatos formados pueden impedir de forma estérica la formacion de complejos metal
hidroperdxido. Compuestos como el &cido citrico, &cido fosférico, y el tan conocido &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), poseen la habilidad de formar quelatos con estos metales, en
cuyo caso cada uno de estos es responsable de Ilevar a cabo su funcién quelante de diferente manera
al entrar en contacto con los metales. En el caso del EDTA, el quelato es formado por la formacién
termodinamica estable del complejo metélico, lo cual le permite inhibir reacciones de tipo Fenton

que produce radicales libres altamente reactivos (Resat Apak et al., 2013).

e Agentes Reductores y Barrido de Oxigeno

Estos compuestos tienen la habilidad de prevenir la oxidacion mediante el barrido de oxigeno,
y su actuacién como agentes reductores. En el caso del acido ascorbico y los sulfitos reaccionan
directamente con el oxigeno para eliminarlo. Ademas, el &cido ascorbico también posee la
capacidad de llegar a su forma oxidada al transferir uno o dos de sus electrones. Este compuesto
representa un antioxidante multifuncional, ya que ademas de las interacciones mencionadas, se han
identificado otras reacciones en sistemas no biologicos, como sofocamiento de oxigeno; reduccion
tanto de radicales libres, como radicales antioxidantes primarios; remocion de oxigeno molecular

en la presencia de iones metalicos (Akoh, 2017).
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e Sofocantes de Oxigeno

El oxigeno es una molécula de alta energia que es responsable de la fotooxidacion de las grasas
insaturadas y de la subsecuente generacion de hidroperoxidos. Los sofocantes de oxigeno reducen
el exceso de energia de la molécula, disipandola en forma de calor. Compuestos como el licopeno,
beta caroteno, y luteina son sofocantes de oxigeno activos a bajas presiones parciales de oxigeno

(Akoh, 2017).

2.1.2. Tipos de antioxidantes

Los antioxidantes se han dado a conocer por su uso en diferentes alimentos, productos
farmacéuticos, y otros productos comerciales. Generalizando, su aplicacion esta relacionada con el
objetivo de generar de forma directa o indirecta valor agregado mediante la preservacion viable de
alimentos, retraso en el envejecimiento en la piel, prevencién del dafio de tejidos importantes, etc.
Ademas, con el objeto de aprovechar sus potenciales efectos, se desarrollan antioxidantes sintéticos
con mayor eficacia, bajo costo, y alta estabilidad. Sin embargo, en la actualidad se han visto
vinculados varios de estos compuestos sintéticos con efectos carcinogénicos, que promueven la
evolucidn de esta condicion en el ser humano, por lo cual su uso ha sido restringido y, por lo tanto,
es mas relevante la busqueda de antioxidantes naturales que puedan ser utilizados en las diferentes

industrias.

Los diferentes tipos de antioxidantes que se conocen se pueden resumir de forma concisa segun
su origen. Esto lleva a tipificar los compuestos como naturales y sintéticos. Por otro lado, es
importante mencionar gque ciertos compuestos de esta naturaleza se forman espontaneamente como
resultado de las reacciones que toman lugar durante etapas de procesado de alimentos, y otras

familias de compuestos que son muy importantes por sus aplicaciones particulares.
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A. Antioxidantes Sintéticos

Este tipo de antioxidantes en general son desarrollados para ser utilizados como inhibidores

de la oxidacion de lipidos en alimentos. La sintesis de estos compuestos es limitada debido a costos
de investigacion, desarrollo, costos asociados con la evaluacion de seguridad y el tiempo requerido
para obtener una aprobacion regulatoria del compuesto como aditivo (Akoh, 2017). Sin embargo,
como se menciono antes, el hecho de que algunos de estos compuestos se hayan visto asociados a
la promocion de enfermedades carcinogénicas ha llevado a que los consumidores prefieran
productos tratados con preservantes de origen natural, por tal motivo, en la actualidad se realiza

una basqueda permanente de compuestos antioxidantes que provengan de fuentes naturales.

Estas contrariedades surgen debido a que su presencia en alta concentracién los lleva a
interactuar como compuestos, esto refiere una alta reactividad, llevando a su participacion en los
procesos de iniciacion radicalaria. A pesar de ello, no ocurre lo mismo en todos los casos, por eso

las regulaciones de su uso varian de pais a pais.

Los antioxidantes mas utilizados en alimentos son compuestos fenolicos, y esto se debe a que
su actividad antioxidante depende las variaciones en su estructura que directamente influyen en las
propiedades fisicas, es decir, compuestos fenolicos cuyo anillo aromatico se encuentre sustituido
con grupos alquilo presentan mejor efectividad antioxidante, aunque eso no se cumple en todos los
casos ya que depende del tipo de sustituyente que esté vinculado al anillo. Sin embargo, si es comun
gue estos compuestos fendlicos también actlen como agentes antimicrobianos, lo cual es ventajoso
para su uso en alimentos. Para aplicar estos compuestos con una finalidad concreta se debe también
tomar en cuenta sus propiedades fisicas, ya que de ser el caso pueden descomponerse a altas

temperaturas o sufrir un cambio debido a presiones de operacion.
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La siguiente tabla presenta un resumen de propiedades fisicas y aplicaciones de antioxidantes

fendlicos de origen sintético que son de uso comun.

Tabla 2

Caracteristicas relevantes de antioxidantes fenolicos importantes.

Compuesto

Solubilidad

Funcionalidad

Butilhidroxianisol
(BHA)

Peso Molecular: 180.25
Apariencia: Cera sélida
P. Eb. 264-270°C

Insoluble en Agua.

Solubilidad moderada en Glicerol
y aceite mineral.

Soluble en grasas, alcohol,
propilenglicol, éter de petroleo,

Utilizado en materiales para empaques.
Efectivo en grasas animales.

Sinergia con BHA en mezcla.
Resistente en productos horneados o
fritos.

P.F.48-63°C parafina.
Butilhidroxitolueno Insoluble en agua, glicerol y Menos usado en productos horneados o
(BHT) propilenglicol. fritos que el BHA.

Peso Molecular: 220.356
Apariencia: Cristales blancos
P. eb. 265 °C

P.f.70°C

Solubilidad moderada en aceite
mineral.

Soluble en grasas, parafina,
alcohol, en la mayoria de los
solventes orgénicos.

Estedricamente mas impedido que el
BHA.

Se descompone a temperaturas
moderadas.

Galeato de Propilo (PG)

Peso Molecular: 212.20
Apariencia: Cristales blancos

P. eb. Se descompone sobre 148
°C

Solubilidad leve en agua, grasas, y
aceite mineral.

Soluble en alcohol, glicerol,
propilenglicol

Incoloro en presencia de metales.
Siempre usado en combinacion con un
agente quelante.

Mas efectivo en aceite vegetal que el
BHAy BHT

P.f. 150°C Sinérgico con otros antioxidantes.
Terbutilhidroquinona Solubilidad leve en agua. Excelente antioxidante en aceite
TBHQ Solubilidad moderada en grasas, vegetal.

Peso Molecular: 166.22
Apariencia: Cristales blancos
P.eb. 300°C

P.f. 126.5-128.5°C

propilenglicol.
Soluble en Alcohol.

No presenta descoloracion en presencia
de metales.

Trihidroxibutirofenona
THBP

Peso Molecular: 196
Apariencia: polvo coloreado
P.eb.n/a°C

P.f. 149-153 °C

Solubilidad leve en agua.
Solubilidad moderada en grasas,
propilenglicol.

Soluble en Alcohol, propilenglicol,
parafina.

Sinérgico con otros antioxidantes.
Usado en materiales de empaque.
Adquiere color marrén en presencia de
metales.

Usado en raciones animales.

Etoxiquinona

Peso Molecular: 217.31
Apariencia: Liquido amarillo
P.eb. 123-125°C

Insoluble en agua.
Soluble en la mayoria de solventes
organicos.

Efectivo en la retencion de pigmentos.

Fuente: (Akoh, 2017).
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A continuacion, la siguiente figura muestra las estructuras quimicas de los antioxidantes

sintéticos empleados en el actual proyecto de investigacion.

OH OH
C(CHg)s (H3C)sC C(CH3)3
C(CH3)5
OCH3, OCH, H,C
Butilhidroxianisol- BHA Butilhidroxitolueno - BHT
e  3-Terbutil-4-hidroxianisol 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol
e  2-Terbutil-4-hidroxianisol

Figura 5. Estructura quimica de antioxidantes sintéticos. BHA, BHT.

Butilhidroxianisol BHA. Es un compuesto lipofilico de origen sintético que es utilizado como
antioxidante en la mayoria de los casos. Presenta la habilidad de barrer especies reactivas de
oxigeno (ROS), mediante la donacion de un 4&tomo de hidrégeno dispuesto a radicales de oxigeno
derivados de sustratos oxidables como los acidos grasos. El radical antioxidante formado después
de realizar la donacion es estabilizado por resonancia del anillo de benceno (Figura 5), y puede
regenerarse al antioxidante original por interaccion con una especie reductora, también puede ser
oxidado fuertemente hasta convertirse en una quinona estable, o combinarse con otros radicales

fenoxil o peroxil lipidico para formar varias moléculas no radicales (Verhagen et al., 1991).

Las propiedades antioxidantes del BHA también estdn relacionadas con la capacidad de
incrementar los niveles de glutation en el higado; ademas de otros complejos importantes para
combatir el estrés oxidativo generado por diversos factores biologicos. De forma puntual, se ha
descubierto que el BHA; ademas de poseer la capacidad de realizar el barrido de ROS, también
posee actividad antinecrotica que ha sido atribuida a su afinidad con los lipidos, y al hecho de que

estearicamente en relacion con el BHT se encuentra menos impedido (Festjens et al., 2006).



23

El BHA también mejora la estabilidad de farmacos, vitaminas liposolubles, y cosméticos. Se ha
comprobado que al adicionar BHA al caucho, elastdmeros, y plasticos, su tiempo de vida util
incrementa y evita la degradacién toxica de estos materiales. Por otro lado, su principal aplicacion
como aditivo para alimentos ha sido cuestionada por atribuirsele caracteristicas genotoxicas, y
carcinogénicas, y aunque no existe estudios que aseguren estos problemas en humanos, 10s sucesos
en animales han sido motivo de la controversia en este ambito (Williams, latropoulos, Whysner, &

toxicology, 1999).

Butilhidroxitolueno BHT. Al igual que el BHA, este compuesto también es de origen sintético
y su uso es reevaluado de manera usual en estudios que buscan descartar el riesgo que puede
generar en la promocién de afecciones serias en los humanos. Comparado con el BHA, es menos
estable, sin embargo, al combinarse entre ellos, la actividad antioxidante es mayor que la generada
de forma individual, por eso es comun encontrarlos en los alimentos en diferentes proporciones,
pero siempre combinados. En ciertos paises existen regulaciones para su uso como aditivo en

alimentos.

El BHT no existe de forma natural, es preparado a partir del p-cresol y el isobutileno, algunas
de sus propiedades y usos son mencionadas en la tabla 2. EI mecanismo sinérgico postulado del
BHA y BHT, sugiere que el BHA interactia con radicales perdxidos, lo cual genera el radical
fenoxido BHA y se abre paso a la abstraccidn del a&tomo de hidrogeno del grupo hidroxilo del BHT.
Entonces, el BHT restituye el &omo de hidrégeno del BHA permitiéndole asi regenerar su
efectividad, por otro lado el radical BHT formado reacciona con radicales peroxido para dar paso

a la terminacion de las reacciones radicalarias (Akoh, 2017).
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Ademas del uso en alimentos, también es utilizado en aditivos sensibles a la presion, lubricantes
con contacto incidental de alimentos, en la elaboracion de materiales para empacar alimentos, como
agente antiespumante en la fabricacion de papel, resinas, y revestimientos poliméricos, en plasticos
acrilicos rigidos y semirrigidos usados en filtros, materiales de caucho, resinas de formaldehido,

sellado de contenedores de alimentos, etc. (Babich, 1982).

B. Antioxidantes Naturales

Los grupos mas importantes de antioxidantes naturales son carotenoides, flavonoides,
aminoacidos, hidrolizados de proteina, productos de reaccion de Maillard (MRPs), fosfolipidos, y
esteroles. Se contindan realizando investigaciones para identificar esta clase de antioxidantes en
fuentes naturales, y por el momento, la mayoria de los antioxidantes naturales fendlicos han sido

hallados en plantas y vegetales.

Durante el procesamiento de alimentos, las etapas abarcan tiempos de reposo o curacion en las
cuales ocurren de forma espontanea MRPs, hidrolizados de proteina, productos de la fermentacion
y otros compuestos. Es decir , se induce a la formacion de antioxidantes y eso permite que los

procesos trabajen de forma estable para obtener etiquetas de calidad (Akoh, 2017).

También es necesario mencionar que los antioxidantes naturales presentan algunos
inconvenientes, como el hecho de que su uso puede resultar en un sabor, olor, o color indeseable,
debido a la ineficiencia antioxidante. Por otro lado, la seguridad de su uso tampoco ha sido
reafirmada, puesto que muchos de estos compuestos poseen un potencial carcinogénico,
mutagénico, o teratdgeno. Por tanto, los consumidores prefieren aditivos naturales en los
productos, y las politicas para su restriccion son menos severas que las establecidas en

componentes de origen sintético (Akoh, 2017).
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A continuacién, se revisan ciertas caracteristicas de las familias de antioxidantes naturales

mencionadas y de los compuestos antioxidantes estudiados en este trabajo.

Resorcinol. Este compuesto quimico es obtenido a partir del m-fenildibencensulfonico
fundiéndolo con soda céustica, es un producto utilizado en fotografia, en la fabricacién de llantas,
y otros productos de caucho; también en componentes de adhesivos, tintes de cabello, cosméticos
y en menor proporcion en aplicaciones médicas como en el tratamiento de condiciones
dermatoldgicas. Se ha encontrado resorcinol en cebada tostada, melaza en conserva, café, humo de
cigarrillo, efluentes de la produccién de carbdn, productos de alquitran, y aguas de acuiferos ricos

en carbon y depositos de esquisto (Lynch, Delzell, Bechtel, & pharmacology, 2002).

Aunque sea posible obtenerlo de manera sintética, no es posible clasificarlo como tal debido a
que su obtencion también es posible a partir de resinas como el galbanum (Gomorresina obtenida
de la raiz de la planta de mismo nombre), o mediante destilacion del extracto de madera de Brasil.
Por otro lado, también son reconocidas diversas formas de obtencion sintética a partir de
compuestos orto y para de la serie aromatica como bromofenoles, acido benceno-p-disolfénico,
que alcanzan altos rendimientos en la sintesis de resorcinol por fusion con hidroxido de sodio
(Suresh, Srivastava, Mishra, & Engineering, 2012). La forma de obtencidon estd sometida a
restricciones capitales de las empresas que utilizan este compuesto, por lo que es mucho més viable

la obtencion sintética del compuesto.

OH

HO OH

a) OH b)

Figura 6. Estructura quimica. a) Resorcinol. b) Hidroquinona.
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La estructura quimica de este compuesto puede ser apreciada en la figura 6, y como se puede
notar, es un anillo aromatico sustituido con dos grupos hidroxilo en posicione meta, lo cual sugiere
que cualquier diferencia en la respuesta obtenida de su isomero en posicion para (hidroguinona) se
debe a las posiciones que ocupan estos sustituyentes con lo cual, en base al resultado obtenido, se
puede inferir cuestiones relacionadas con su reactividad. Sus propiedades mas importantes son la
gran solubilidad en agua que posee (1000 gr/L), el punto de ebullicién a condiciones normales
(277°C), la longitud de onda de méaxima absorcion (273 nm), y su densidad (1.28 gr/cm®) (Suresh

etal., 2012).

Hidroquinona. La hidroquinona es un isdmero de posicion del resorcinol y su obtencion es
posible por tres diferentes métodos. El primero consiste en la oxidacién de anilina con dioxido de
manganeso Yy acido sulfarico, seguido por la reduccién con polvo de hierro y agua, el segundo
consiste en la alquilacién de benceno con propileno para producir una mezcla de isémeros de
diisopropilbenceno, de los cuales, los isémero para son aislados y oxidados con oxigeno para
producir el correspondiente dihidroperoxido, el cual se trata con un &cido para producir
hidroquinona y acetona. El tercer método consiste en la oxidacién del benceno con peréxido de
hidrégeno para producir una mezcla de productos de los cuales es posible aislar hidroquinona y

catecol (Suresh et al., 2012).

Este compuesto es uno de los productos mas efectivos para el tratamiento de desérdenes de
hiperpigmentacion. Se han realizado gran cantidad de estudios referentes a la seguridad de este
compuesto debido a que es un derivado neto del benceno, y existen algunos efectos a largo plazo
observados en cosméticos que contienen gran cantidad de hidroquinona (Nordlund, Grimes,

Ortonne, & Venereology, 2006).
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A pesar los diferentes métodos expuestos de obtencion tampoco puede ser considerado un
componente propiamente sintético ya que existe de forma natural en la hojas de pera'y como
glucosido (Arbutin), en las cortezas y brotes de algunas plantas como la Ericaceae, sus propiedades

fisicoquimicas son similares a las del resorcinol (Suresh et al., 2012).

Trolox. Es un compuesto analogo de la vitamina E, debido a que al igual que este, su estructura
principal también posee un anillo cromanol (Figura 8), con los grupos metilo en posiciones
idénticas al del a-tocoferol, es decir posee una estructura similar, pero sin presencia de cadenas
isoprenoide o de fitilio (Figura 8). Este compuesto es famoso por ser utilizado en algunos de los
principales métodos de cuantificacion de actividad antioxidante ya que, se lo utiliza como estandar
de referencia para la expresion de resultados (Actividad antioxidante en equivalentes de Trolox
TEAC). Algunos de los ensayos de colorimetria como, ABTS y DPPH lo utilizan para expresar
resultados y muchas investigaciones estan orientadas al manejo y aplicabilidad de este compuestos
en diferentes casos de analisis de actividad antioxidantes (Arts, Haenen, VVoss, Bast, & Toxicology,

2004).

Este compuesto en soluble en agua, normalmente se lo encuentra como cristales solidos y es
utilizado de manera formal para evaluar el dafio oxidativo en procesos de muerte celular neuronal,
envejecimiento y en tratamientos contra el cancer. Su nombre IUPAC establecido es 6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico.

H;C
HO

OH

HaC 07 e,

CHj;

Figura 7. Estructura quimica. Trolox
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Tocoferolesy Tocotrienoles. Este tipo de compuestos esta conformado por los estereoisomeros
de la vitamina E, es decir los tocoferoles y tocotrienoles poseen estructuras definidas por la cantidad

y posicién de grupos metilo unidos a las posiciones, alfa, beta 0 gamma del anillo de cromanol.

Anillo cromanol Tocotrienoles

cadena isoprenoide

19 21 23 25

20 22 24
CHg CHs CHs

Tocoferoles

Anillo cromanol

R4 cadena de fitilo

21

23 25
CH
32 Pk

> 26
: . 20 & 24
CHg CHg H3C CHj; CHj

Figura 8. Estructura quimica. Tocoferoles; Tocotrienoles.

Tabla 3

Sustituyentes de identificacion para familia de tocoferoles y tocotrienoles.
Tocoferol o tocotrienol R1 R2 R3
a-4,7,5-trimetil CHs CHs CHs
B-4,5-dimetil CHs H CH;s
v-7,5-dimetil H CH;s CHs
6-5-metil H H CHs

Fuente: (Akoh, 2017)
El homologo més activo de la vitamina E, es el a-tocoferol, y al igual que este se encuentran
naturalmente en plantas, y aln méas concentrados en aceites vegetales, por lo cual son considerados

fuentes concentradas de vitamina E.
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Los tocotrienoles son menos comunes, pero se pueden encontrar en el aceite de palma, cereal,

y legumbres. Estos compuestos son utilizados como fuente antioxidante natural en alimentos
puesto que son permitidos por los organismos reguladores. Sin embargo, los tocoferoles naturales
tienen limitaciones en su uso debido a que la alta concentracion de vitamina E, puede causar un

efecto de actividad prooxidante (Akoh, 2017).

En el mecanismo del a-tocoferol, el &tomo de hidrogeno es donado por este compuesto hacia
un radical peroxido, resultando un radical a-tocoferol semiquinona el cual es capaz de donar otro
atomo de hidrégeno y de esta forma el antioxidante inicial se convierte en metiltocoferilquinona,
la otra opcidn es que la semiquinona reaccione con otra igual para formar un dimero de a-tocoferol,
el cual posee actividad antioxidante, en otras palabras la oxidacion de los tocoferoles resulta en la
formacion de diferentes subproductos que poseen diferentes grados de actividad antioxidante

(Akoh, 2017).

Acido ascorbico y sales de ascorbato. El acido ascorbico es un antioxidante reconocido de
forma general como seguro y se encuentra de forma prominente en plantas, frutos y otros alimentos,
ademas es producido de manera sintética en grandes cantidades porque su uso no esta limitado y
es considerado como un nutriente antioxidante. En algunos productos se lo utiliza como saborizante
0 acidulante, sin embargo en productos que son tratados con calor, el acido ascorbico puede
participar en la coloracion no enzimatica y ser degradado por reacciones de reduccion (Akoh,
2017). Este antioxidante puede actuar como antioxidante primario o secundario, por lo cual es muy
utilizado en diferentes aplicaciones que van desde tratamientos médicos hasta la construccion de

membranas antioxidantes.
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En sistemas in vivo, dona atomos de hidrégeno como un antioxidante primario, también es
capaz de barrer radicales directamente mediante la conversion de hidroperdxidos en productos

estables, es decir, evita el dafio celular oxidativo causado por perdxidos de hidrégeno.

HO
HO =0

HO OH

Figura 9. Estructura quimica. Acido Ascorbico

En alimentos, el acido ascorbico es un antioxidante secundario que tiene multiples funciones
como barrer oxigeno, cambiar el potencial redox de sistemas de alimentos a un rango reducido,
actuar de manera sinérgica con compuestos quelantes, y regenerar antioxidantes primarios (Akoh,
2017). El &cido ascérbico se oxida a través de una o dos transferencias de electrones que son
ocasionadas por su estructura enediol. Las sales de &cido ascorbico (ascorbato de sodio y ascorbato
de calcio) son hidrosolubles y no es posible utilizarlas en aceites o grasas asi que por lo general se

utilizan para estabilizar bebidas. (Akoh, 2017).

Acido Galico. Este es un compuesto organico antioxidante que se lo encuentra de forma natural
en algunas frutas, y es parte de los compuestos fendlicos que otorgan propiedades antioxidantes a
varias plantas junto con los flavonoides. Es conocido también por ser un tanino hidrolizable lo cual

hace referencia a su facil obtencion a partir de cubierta de plantas o arboles como el roble.
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Es un derivado hidrobenzoico ampliamente usado en la industria alimenticia y farmacéutica

debido a su capacidad para proteger contra el dafio oxidativo ocasionado por radicales libres.

Diversos estudios confirman las propiedades antioxidantes que posee por su participacion

contra desdrdenes cardiovasculares, cancer, y problemas de la piel (Fiuza et al., 2004).

HO

HO
OH
HO

Figura 10. Estructura quimica. Acido Galico.

Al igual que el Trolox y el acido ascérbico, este compuesto fendlico también es utilizado como
estandar de referencia para expresar el contenido fendlico total de alimentos, bebidas y plantas
mediante el método de andlisis de Folin-Ciocalteu. Usualmente, al igual que en los otros casos, los

resultados se expresan en equivalente de acido galico por unidad de masa de muestra empleada.

Timol. Este compuesto puede ser obtenido de manera natural a partir del aceite esencial de
tomillo o de monarda punctata ya que se encuentra como principal mono terpeno fenolico de estas
plantas. Se obtiene de forma sintética usando p-cresol o m-cresol, haciendolos reaccionar con
propeno o alcohol isopropilico. Es efectivo para destruir el moho y parasitos herbarios, también se
usa en la preservacion de especimenes anatomicos y como antiséptico interno u/o externo

(Aeschbach et al., 1994).
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Ademas, se ha demostrado que al ser combinado con carvacrol o eugenol desempefia una
importante actividad antimicrobiana que previene la proliferacion de placa bacteriana en

tratamientos orales (Didry, Dubreuil, & Pinkas, 1994).

HO
HsC
CHj

HsC

Figura 11. Estructura quimica. Timol.

El timol también es usado en formulaciones de repelente de mosquitos, y debido a origen natural
se lo intenta vincular con tratamientos naturales para el dolor de cabeza y otras dolencias comunes,
por lo cual también se le atribuyen excelentes caracteristicas farmacolégicas. Algunas de sus mas
importantes propiedades investigadas con resultados favorables son, su desempefio como
antioxidante, cicatrizante, antiséptico, antibacterial, antiinflamatorio, anestésico, y algunos

beneficios sobre el sistema cardiovascular (Marchese et al., 2016).

Eugenol. El eugenol se encuentra formando parte, como componente mayoritario del aceite
esencial de clavo. Este compuesto le atribuye el agradable aroma que lo caracteriza. También se lo
puede encontrar en algunas plantas como la canela, cedro, y aquellas que mantienen un caracter
lefioso. Ademas, es uno de los compuestos mas importantes en las investigaciones referentes a
tratamientos médicos para tratar muchas afecciones importantes como cancer y trastornos

neuroldgicos (Pavithra & Research, 2014).
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Debido a su aroma y actividad antioxidante es comdn encontrarlo en perfumes, y otros
productos estéticos, ademas, es utilizado como antiséptico y anestésico por lo cual es utilizado en
procedimiento de restauracioén oral. A pesar de sus variadas propiedades, usarlo de manera
inapropiada puede provocar dafios al sistema inmune y dar paso a mutaciones carcinégenas

(Pavithra & Research, 2014).

HO

_~CH,
H3C\O

Figura 12. Estructura quimica. Eugenol.

En la actualidad, a pesar de su presencia de manera natural, también puede ser sintetizado por
alquilacién del guaiacol con cloruro de alilo para obtener un producto de iguales propiedades

funcionales (Barceloux, 2008).

Este compuesto pertenece a la familia de los fenilpropanoides, el grupo fendlico (Figura 12), le
confiere propiedades antioxidantes, es parcialmente soluble en agua e incrementa con solventes
organicos. Se han encontrado diferentes resultados sobre su actividad antibacterial, fungicida,
anticancerigena y antiparasitaria, lo cual lo convierte en un componente muy importante para el
desarrollo de fArmacos e investigaciones para la cura de diferentes enfermedades (Raja, Srinivasan,

Selvaraj, & Mahapatra, 2015).
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Capsaicina. Este compuesto es el componente activo que le da el caracter picante a frutos como

el aji, pimiento y todas las variedades de ellos como el chile y todas sus derivaciones. Estos frutos
pertenecen al género de los capsicum porque producen la sustancia conocida como capsaicina, por

lo tanto, se encuentra de manera natural en ellos (Cedrén, 2013).

Es considerado un alcaloide natural por las modificaciones que causa en los neuropéptidos de
la funcion cerebral, aunque el efecto es reversible, se continda investigando algunas de sus
propiedades farmacoldgicas. Hasta la actualidad se han demostrado capacidades analgésicas y

aplicaciones neuroldgicas.

HO

i
CHj
HsC.. NHW
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Figura 13. Estructura quimica. Capsaicina.

Este compuesto al contacto con la piel produce una sensacion de ardor, y al ser un compuesto
apolar, se debe evitar disolverlo con agua y mas bien utilizar solventes grasos como la leche. Se
cree que ha sido utilizada durante muchos afios como medicina natural para tratar afecciones
comunes. Al inicio, la extraccion de este compuesto se la realizaba con solventes organicos,
también existieron inferencias sobre la relacion con los homdélogos de este compuesto gque se
encontraban en menor proporcién de manera natural y se descubrié que la hidrolisis de estos
compuestos producia productos con las mismas propiedades fisico quimicas de las capsaicina

natural (Cordell & Araujo, 1993).
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Carotenoides. Esa familia de compuestos posee un color amarillento-anaranjado que los

definen como pigmentos liposolubles. Se encuentran de forma natural en plantas, frutas y vegetales.

Los carotenos son hidrocarburos polienos con grados de insaturacion variante, por lo cual al
sufrir reacciones de hidroalquilacion o epoxidacion dan lugar a las xantofilas que son derivados de

carotenos que contienen grupos de oxigeno.

Figura 14. Estructura quimica. B-Caroteno.

Existen alrededor de 600 carotenoides identificados, y el diez por ciento de ellos poseen la
actividad bioldgica de la vitamina A, por este motivo son referidos como compuestos de
provitamina A. El pB-Caroteno (Figura 14) es el carotenoide de provitamina A méas abundante
encontrado en alimentos, y también posee la mayor actividad como vitamina A. Es sintetizado a

partir de ocho unidades isoprenoides (Madhavi, Deshpande, & Salunkhe, 1995).

Ademas, los carotenoides pueden actuar como antioxidantes primarios o secundarios. La
habilidad de estos compuestos para sofocar atomos de oxigeno esta relacionada con el nimero de
carbonos con doble enlace que presenta en su estructura. Son muy inestables y se debe tener
precaucion al afadirlos en alimentos. Su uso como antioxidante es limitado debido a que no es
solubilizado facilmente por solventes comunes y su estabilidad depende del calor, pH, y la

presencia de metales (Akoh, 2017).
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Los antioxidantes endogenos son aquellos que se originan naturalmente en el cuerpo humano y
estan presente de diferentes formas como las enzimas, las cuales desempefian un papel muy

importante en la restauracion de células y tejidos. Por otro lado, los exdgenos son aquellos que ya

se han revisado, y proceden de fuentes ajenas a medios bioldgicos.

Antioxidantes enzimaticos. Los compuestos enziméticos exhiben propiedades antioxidantes
mediante la remocion de atomos de oxigeno o especies oxidantes del medio lipido, asi se mantienen
bajas concentraciones de estas especies. También actian de forma bioldgica para eliminar radicales
libres celulares. Las principales encimas que presentan este comportamiento son glucosa oxidasa,

superoxido dismutasa (SOD), catalasa, y el glutatién peroxidasa.

La enzima de glucosa oxidasa remueve el oxigeno utilizandolo para producir acido glucénico
y peroxido de hidrogeno. El superoxido dismutasa (SOD) remueve los radicales superdxidos (O2e-
) convirtiéndolo en oxigeno triplete. La catalasa convierte los peréxidos de hidrégeno en agua.
Todos estas encimas se utilizan de forma comercial en muchos alimentos. (Akoh, 2017). Estudiar
este tipo de antioxidantes es muy importante por su procedencia enddgena. Las estimaciones de la
actividad de estas encimas es dificil de llevar a cabo por las implicaciones que toma reproducir las

condiciones en las que acttan (Sistemas bioldgicos).

Proteinas y sustancias relacionadas. Compuestos como aminas, aminoacidos e hidrolizados
de proteinas poseen actividad antioxidante. Ha sido posible aislar algunos de estos compuestos a
partir de recursos marinos. Los aminoacidos poseen habilidades quelantes, aunque también poseen
actividad antioxidante representativa. Las proteinas y los hidrolizados de estas, poseen efectos
antioxidantes. Péptidos obtenidos de forma sintética o como resultado de proteinas hidrolizadas,

también poseen actividad antioxidante. (Akoh, 2017).
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Productos de reaccion de Maillard. Este tipo de compuestos son inhibidores de oxidacion

naturales que son obtenidos como resultado del procesamiento de ciertos productos comerciales.

Los productos de reaccién de Maillard se forman durante la preparacion de alimentos de baja
humedad a temperaturas sobre los 80°C. Se producen como resultado de la reaccion de aminas y
reduccion de azucares. En las reacciones de Maillard también participan algunos lipidos, vitaminas

y demas constituyentes de los alimentos.

Son considerados como productos seguros ya que se originan naturalmente en los alimentos y
es comun utilizarlos como saborizantes o en salsas. El uso de estos productos como antioxidantes
ha sido estudiado por mucho tiempo. Sin embargo, todavia no se dispone de un entendimiento claro
de los compuestos responsables de este comportamiento, y aun menos del mecanismo de accién

con él se procede (Akoh, 2017).

Estos antioxidantes son muy importantes en el ambito industrial, porque su evolucion durante
los procesos que conllevan el procesamiento de diversos productos ayuda que estos s sean viables,
seguros, y efectivos con respecto a la obtencion de productos de calidad que satisfagan regulaciones

de perdurabilidad.

Fosfolipidos. Al igual que en caso anterior, la accion de los fosfolipidos ain no es bien
entendida. Se cree que los resultados obtenidos de actividad antioxidante entre diferentes
fosfolipidos se deben a la variedad de estructuras y grupos funcionales que poseen. Las posibles
acciones son actuar como antioxidantes primarios, quelacion de metales, y la descomposicion de
hidroperdxidos. Los fosfolipidos han demostrado ser sinérgicos ya que su habilidad antioxidante

esta relacionada con el poder quelante que poseen (Akoh, 2017).



38

Esteroles. Investigaciones demuestran que los esteroles poseen actividad antioxidante. Se
piensa que los esteroles interactdian con las superficies de aceite e inhiben la oxidacion mediante la
donacion de &tomos de hidrdgeno. Este hecho, los incluiria dentro del grupo de antioxidantes cuya
actividad es representada por un mecanismo (HAT), lo cual pone en duda si su comportamiento

presenta alguna dificultad en diferentes condiciones de pH y temperatura.

Dioxido de azufre y otros Sulfitos. Los sulfitos son agentes reductores que poseen baja
actividad antioxidante en alimentos, reaccionan con el oxigeno para formar sulfatos y promueven
la formacion de fenoles a partir de quinonas previniendo las reacciones de pardeamiento. Didxido
de azufre, sulfito de sodio, potasio, y metabisulfitos son los principales compuestos de esta

categoria utilizados para preservar el sabor y color en bebidas y frutas (Akoh, 2017).

Gomas. Las gomas son usadas prioritariamente para mejorar efectos de textura, sin embargo,
también poseen actividad antioxidante debida a quelacion de metales, consumo de oxigeno e
incremento del efecto viscoso. Muchos de estos compuestos se obtienen a partir de resinas de

polisacaridos obtenidas de cortezas de arboles.

Flavonoides y acidos fenolicos. Los componentes antioxidantes en plantas incluyen los
homologos de la vitamina E, carotenoides, proteinas, y una gran variedad de compuestos de
caréacter fenolico. Las plantas producen una gran variedad de metabolitos fendlicos que facilmente
se oxidan y tienen el potencial de minimizar la autooxidacién. Los antioxidantes fendlicos mas
comunes en plantas son el acido galico, fenilpropanoides, acidos dihidroxibenzoicos, y una mezcla

de metabolitos como los flavonoides, ferulatos de alquilo, y suberinas.
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Los flavonoides son los productos secundarios del metabolismo de las plantas y consisten

en antocianinas, catequinas, flavonas, flavonoles, y proantocianidinas. Las estructuras polivalentes
de los fenoles en los flavonoides pueden formar complejos con iones metalicos. También actlan
como antioxidantes primarios y barredores de aniones superoxido (Rajalakshmi, Marasimhan, &

Perspectives, 1995).

Los &cidos fendlicos estan estructuralmente relacionados con los flavonoides y sirven como
precursores de la biosintesis de estos. La actividad antioxidante que desempefian depende del
sistema en el que se encuentran. Los esteres de acido hidroxicianimico son mas activos que los
acidos libres en sistemas que involucran al acido linoleico (Foti, Piattelli, Baratta, Ruberto, &
Chemistry, 1996). Flavonas y flavonoles se encuentran presentes en frutas en forma de glicésidos,
también forman parte de vegetales, té, y vino. El contenido de compuestos fendlicos especificos
puede ser bajo, lo cual hace necesario gran cantidad de material para obtener cantidades
significantes de estos antioxidantes. Su uso puede ser limitado por el hecho de encontrarse en forma
de glicésidos y su escasa solubilidad en aceites, ademas, algunos de estos compuestos son toxicos

(Akoh, 2017).

2.2. Actividad antioxidante

El concepto de actividad antioxidante tiene su origen en la ciencia de los alimentos, la biologia,
medicina y epidemiologia nutricional. Durante muchos afios se han utilizado diferentes términos
para referirse al comportamiento de los antioxidantes, es comun encontrarse con términos como
actividad antioxidante (AOA), capacidad antioxidante (AOC), poder antioxidante, potencial
antioxidante y todos refieren a la habilidad de ciertos compuestos para prevenir o detener

reacciones oxidativas que ocurren en las moléculas (Resat Apak, Capanoglu, & Shahidi, 2017).
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Aunque los términos se utilizan indistintamente, cada uno refiere a dos cuestiones especificas
segun lo sefialado por Resat Apak et al. (2013). La actividad antioxidante involucra la cinética de
las reacciones entre un antioxidante y un prooxidante o radical libre en cuanto a su reduccion o
barrido, por otro lado, la capacidad antioxidante cuantifica le eficiencia de conversion

termodindmica de un oxidante frente a la reaccion con un antioxidante.

La cuantificacién de los niveles de actividad/capacidad antioxidante en alimentos y fluidos
bilégicos es llevada a cabo para realizar comparaciones representativas del contenido de
antioxidantes de productos alimenticios y para el diagnostico y tratamiento de enfermedades

asociadas al dafio ocasionado por el estrés oxidativo (Resat Apak et al., 2013).

2.3. Métodos generales para cuantificar la actividad antioxidante
Las diferentes terminologias utilizadas para referirse a la actividad antioxidante también han
dado paso a una gran variedad de términos utilizados para referirse a los diferentes métodos que se

emplean para cuantificar la actividad antioxidante.

Muchos de los métodos que se conocen han sido desarrollado con el paso de los afios, en tanto
que otros, son resultado de experimentos derivados del mismo principio que rige en la mayoria de
los métodos. Para cada caso, los resultados son mostrados con respecto a un compuesto de
referencia, de esta manera, se estima la actividad antioxidante de una muestra equivalente al
compuesto referencial empleado. Normalmente entre los métodos, se emplean antioxidantes de uso
comercial como Trolox, acido galico, acido ascorbico, como estandares de calibracidn. Su uso esta
acreditado por su estabilidad, rango lineal de concentracion y la sensibilidad de los métodos a estos

compuestos.
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La mayoria de los métodos actuales son limitados por el hecho de que excluyen su aplicacion

ha condiciones in vivo. Por tal razon es importante ser cuidadoso con la terminologia utilizada para
referirse a ellos. La mayoria de los ensayos son nombrados en base a los reactantes que se utilizan,
el mecanismo de reaccidn o la técnica de analisis empleada. La siguiente tabla resume la mayoria

de los métodos empleados con las respectivas abreviaciones para referirse a ellos.

Tabla 4

Nomenclatura de los diferentes ensayos para evaluar la actividad antioxidante.
Nombre de los ensayos Abreviaciones
Ensayo de capacidad de absorbancia de radical de oxigeno. ORAC
Ensayo de parametro de captura de radicales libres. TRAP
Ensayo de capacidad de barrido de oxoradicales totales. TOSC
Ensayo de poder antioxidante ferro reductor. FRAP
Ensayo de capacidad antioxidante reductora de cobre. CUPRAC
Ensayo de capacidad antioxidante reductora de Ce (IV). CERAC
Ensayo de capacidad antioxidante reductor de Cr (VI). CHROMAC
Ensayo basado en voltametria ciclica. cv
Ensayo basado en pulso diferencial. DPV
Ensayo basado en voltametria de onda cuadrada. SWv
Ensayo basado en electrodo de mercurio. DME
Ensayo basado en nanoparticulas de plata. SNPAC
Ensayo basado en nanoparticulas de oro. Au NPs
Ensayo de capacidad antioxidante en equivalente de Trolox empleando radical ABTS. ABTS
Ensayo de capacidad de barrido de radicales empleando el radical DPPH. DPPH
Ensayo de capacidad de barrido de radicales empleando el radical DMPD. DMPD
Ensayo basado en quimioluminiscencia de luminol. PCL
Ensayo de sustancias reactivas del &cido ti barbiturico. TBARS
Método de evaluacion en tiempo real. RT-PCR
Ensayo inmunosorbernte de enzimas. ELISA
Cromatografia liquida de alta resolucion. HPLC
cromatografia de gases. GC
Espectrometria de masas. MS

Fuente: (Resat Apak et al., 2017)
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Otro modo de clasificarlos es de acuerdo a su aplicacion in vivo o in vitro, de esta forma es posible

enfocar estudios sobre actividad antioxidante en sistemas bioldgicos.

Los diferentes criterios de clasificacion son Utiles para campos de estudio especificos, aunque
con fines préacticos se puede encontrar que la clasificacion por el tipo de interaccion que sucede
entre los compuestos de esta naturaleza y los compuestos radicalarios es la méas apropiada para
diferenciar los métodos de cuantificacion. Tal como se menciona en Sahu and Saxena (2013), una
clasificacion basica de los ensayos para determinar la actividad antioxidante se puede dar por el

mecanismo de accion.

e Ensayos basados en transferencia de atomos de hidrogeno (HAT).

e Ensayos basados en la transferencia de un electron (SET).

2.3.1. Ensayos basados en la transferencia de atomo de hidrégeno (HAT)

Este tipo de ensayos cuantifican la capacidad de un antioxidante para sofocar radicales libres
mediante la donacidn de un atomo de hidrdgeno. En especial se refiere a radicales peroxil puesto
que son mas relevantes por su manifestacion en sistemas bioldgicos. EI mecanismo consiste en la

transferencia del &tomo de hidrogeno del antioxidante hacia el radical peroxil.

ROOe + AH/ArOH — ROOH + Ae/ ArOe

Ecuacién 1. Reaccién con mecanismo HAT.

El radical aromatico formado es estabilizado por resonancia. Los antioxidantes efectivos deben
reaccionar mas rapido que las biomoléculas con los radicales libres para protegerlas de la oxidacion
(Resat Apak et al., 2017). Los ensayos mas utilizados que se involucran este tipo de mecanismo

son ORAC, TRAP, y TOSC (tabla 4).
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Los ensayos basados en el mecanismo HAT poseen un enfoque de fase de retardo, lo cual se
refiere a la medicion del tiempo de retardo para la iniciacion de la conversion oxidativa, de esta
forma se cuantifica la actividad antioxidante. Sin embargo, se pueden obtener resultados erréneos
si se utiliza este criterio para todos los casos debido a que no todos los antioxidantes poseen una
fase de retardo. Los antioxidantes que poseen esta caracteristica deberian tener una velocidad
constante, frente al radical analizado, mayor que la velocidad con la que el radical promueve la
oxidacion de tal forma que cuando la oxidacion sea observable el antioxidante se haya consumido

en su totalidad (R. a. Apak, Ozyiirek, Giiclii, Capanoglu, et al., 2016).

Algunas ambigiedades también pueden generarse debido a la observacion del punto final
reportada por diferentes estudios. En ensayos que utilizan una sonda fluorescente basados en HAT
para determinar la actividad antioxidante se realiza por la evaluacion de cinéticas competitivas
debido a que tanto la sonda como el antioxidante reaccionan con el radical libre (ROO¢). Se mide
el decaimiento fluorescente de la curva de la sonda en ausencia y presencia de antioxidantes e
integrando el area bajos estas curvas. La diferencia del area bajo la curva entre la muestra y un
blanco se relaciona con la concentracion de antioxidantes en la muestra. (R. a. Apak, Ozyiirek,

Giiglii, Capanoglu, et al., 2016).

2.3.2. Ensayos basados en la transferencia de electron (SET)

En este tipo de ensayos la accidn antioxidante en contra de radicales peroxil es simulada con un
medio sutil de potencial redox, la cual puede tratarse de un medio fluorescente o coloreado que
actla como agente oxidante. Los ensayos que se basan en este mecanismo determinan la capacidad
de un antioxidante para transferir un electro para reducir iones metalicos, carbonilos, y radicales.

El mecanismo de estas reacciones se explica a continuacion.
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ROOs + AH / ArOH — ROO™ + AHe*/ ArOHs*
AHe*/ ArOHe* + H,0 & As /ArOe + Hy0%

ROO™+ H;0" & ROOH + H,0

Ecuacidén 2. Reaccion con mecanismo SET.

Las reacciones en este caso son relativamente mas lentas que las que se presentan con

mecanismos HAT, ademas, dependen del pH y el tipo de solvente que se utiliza.

En las reacciones anteriores el radical ariloxil (ArO¢), es oxidado a la correspondiente quinona
(Ar=0) y mientras mas estabilizado se encuentre el radical, mas facil es oxidarlo debido a su bajo

potencial redox (Resat Apak et al., 2017).

Los compuestos fendlicos poseen grupos OH débilmente &cidos que se disocian facilmente a
valores altos de pH, por lo tanto, son mas susceptibles a la oxidacion. La mayoria de las reacciones

de transferencia de electrones ocurren con mayor velocidad a valores altos de pH.

Los ensayos de esta naturaleza se pueden entender mejor por el hecho de que los antioxidantes
son buenos agentes reductores capaces de realizar la sofocacidn reductiva de especies reactivas de
nitrégeno y oxigeno (ROS/RNS), aunque los ensayos que manejan este tipo de mecanismo no se
los realiza con relevancia bioldgica como los radicales peroxil (ROO¢), en lugar de ellos se utilizan

medios artificiales que cambian de color.
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2.4. Métodos empleados para el analisis de respuesta a la actividad antioxidante
Los ensayos mas conocidos para determinaciones in vitro utilizan la técnica de
espectrofotometria basada en colorimetria de soluciones, en donde el monitoreo del cambio de
color a una longitud de onda caracteristica permite obtener curvas de regresion que relacionan la
concentracion del compuesto de interés con la absorbancia medida. El rango del espectro
electromagnético utilizado para la mayoria de estos ensayos va desde 400 nm hasta 800 nm, lo cual
incluye parte de la region infrarroja y visible. Este tipo de ensayos determinan la capacidad de un

antioxidante para reducir un oxidante, cuya reduccion es cuantificable por el cambio de color.

La concentracion de antioxidantes en la muestra esté relacionada con el grado en el que cambia
de color el sistema simulado y es cuantificable dependiendo de si la absorbancia incrementa o

reduce a longitudes de onda especificas.

Este fendmeno sucede para ambos mecanismos revisados en las secciones previas. A pesar de
existir varios ensayos que se basan en mediciones espectrofotométricas, solo se revisaran los

utilizados en este proyecto.

2.4.1. Metodo de Folin-Ciocalteu (F-C)

Este método fue inicialmente desarrollado para el anélisis de proteinas; en donde la reactividad
del compuesto hacia que el residuo de proteina de tirosina (contiene un grupo fenol) manifestara
un cambio de color relacionado con la concentracion de esta en el sistema (R. a. Apak, Ozyiirek,

Giiglii, Capanoglu, et al., 2016).
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El ensayo se basa en la oxidacion de compuestos fendlicos en solucion alcalina mediante el
reactivo de heteropolianion de fosfotungstato y fosfomolibdato (P, MosW130g2%") conocido como
reactivo de Folin -Ciocalteu, que da paso a un producto oxidado de color azul que absorbe a
longitudes de onda méaxima entre 750 — 765 nm. Este método es utilizado para realizar anlisis que
permiten estimar el contenido total de compuestos fendlicos en una muestra y es comdn clasificarlo

como un método cuyo ensayo esta basado en mecanismo (SET) (Resat Apak et al., 2017).

El agente oxidante es el heteropolianion cuyo centro activo hipotético del reactivo es el Mo (V1)
cuya reduccion a Mo (V) provoca la coloracién azul de la solucién. La reaccién conocida es la

siguiente.

Folin: Mo(VI) (amarillo) + e (obtenido del AO) - Mo (V)(azul)

Figura 15. Principio de reaccion del método de Folin Ciocalteu.

Este método a pesar de ser el mas empleado todavia no desconoce la naturaleza quimicay el
potencial redox del reactivo. Esta claro hasta el momento que es un agente oxidante y que puede
oxidar otros compuestos ademas de los fendlicos. El reactivo de FC convencionalmente solo es

aplicable con antioxidantes hidrosolubles, y opera en condicidn estricta de pH alto.

Algunas limitaciones de este método se deben al hecho de que algunos compuestos fendlicos se
encuentran en formas disociativas, es decir como bases conjugadas, principalmente aniones
fenolicos y al trabajar a un valor de pH elevado, estos compuestos se oxidan facilmente con el
reactivo de FC y por lo tanto puede existir un valor de actividad antioxidante sobrestimado (R. a.

Apak, Ozyiirek, Giiglii, Capanoglu, et al., 2016).
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El método utilizado en esta investigacion se basa en los resultados presentados por Prior, Wu,
Schaich, and chemistry (2005), en donde se proporciona el enfoque sobre la estandarizacion de los
métodos utilizados para determinar la capacidad antioxidante en alimentos y suplementos

dietéticos.

El ensayo de FC presentado en dicha investigacion se basa en el método mejorado propuesto por
Singleton, Rossi, and Viticulture (1965), donde se sefialan condiciones explicitas bajo las cuales el
ensayo proporciona resultados confiables y comparables. Estas condiciones fueron consideradas
para llevar a cabo el ensayo respectivo en esta investigacion con la inclusion de ciertas
modificaciones debido al manejo de volimenes y propositos del proyecto. Las consideraciones por

tomar indiscutiblemente son las siguientes.

La relacion reactivo FC / solucion alcalina debe ser adecuada.

Se debe procurar una temperatura adecuada y control del tiempo de reaccién para el

desarrollo del color.

El monitoreo de la densidad dptica se la realiza a 765 nm.

Se debe utilizar acido galico como estandar de referencia para la cuantificacion.

Los pasos explicitos a seguir durante el desarrollo del ensayo para disminuir variaciones y evitar

errores segun lo expuesto en Singleton et al. (1965), se describen a continuacion.

Se mezcla 1mL de muestra diluida apropiadamente con al menos 60 mL de agua y 5mL de
reactivo FC, después de 30 segundos y antes de 8 minutos, afiadir 15 mL de solucion alcalina de
carbonato de sodio, mezclar y llevar a un volumen final de 100 mL con agua. Incubar por 2 horas

a 75° F y llevar a cabo la medicion de absorbancia.
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En la metodologia explicada para este ensayo, en esta investigacion se maneja la relacion de

volumenes pertinente para cumplir con lo antes expuesto.

2.4.2. Método TEAC/ABTS¢*

Este ensayo también conocido como TEAC/ ABTS utiliza el intenso color que caracteriza al
radical ABTSe" formado a partir del compuesto ABTS (&cido 2,2'-acino-bis—(3—
etillbenzotiazolin—6-sulfénico) como recurso colorimétrico. El radical presente en el medio
manifiesta su interaccion con el compuesto antioxidante por ambos mecanismos SET y HAT, por
eso al igual que en el caso de ensayo con radical estable DPPH, son métodos basados en

mecanismos mixtos.

Los métodos de andlisis que utilizan el Trolox como reactivo de referencia para presentar la
concentracion de antioxidantes encontrada usualmente son denominados métodos TEAC que
hacen referencia a la actividad antioxidante reportada en unidades equivales al Trolox (ug Trolox/

100 gr de muestra, mol Trolox / ml de sustancia, etc.).

El radical recibe tanto el electron como el atomo de hidrogeno del compuesto antioxidante
dando paso a su existencia como forma reducida ABTS lo cual a su vez ocasiona una disminucion
en la intensidad del color que es cuantificable mediante valores de absorbancia a la longitud de
onda caracteristica. La actividad antioxidante en este caso se interpreta en este caso como la
habilidad que tiene el compuesto para disminuir el color del radical ABTSe* mediante la
interrupcidn de la oxidacion inicial evitando la produccion del radical o reaccionando directamente
con el radical cation ya formado. Se ha demostrado que los resultados pueden cambiar dependiendo
del tipo del agente oxidante utilizado para formar el radical cationico del color caracteristico (R. a.

Apak, Ozyiirek, Giiclii, Capanoglu, et al., 2016).
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La preformacion del mono cation (ABTS<") es generada por la oxidaciéon del ABTS con
persulfato de potasio para luego ser reducido en presencia de un antioxidante capas de donar un

electrén o un &tomo de hidrégeno.

La solucién de trabajo donde se forma el radical se prepara en base a la siguiente reaccion.

ABTS + K,S,04 —  ABTSe*

Ecuacién 3. Formacion de radical ABTSe*

La interaccion con los compuestos antioxidantes toma lugar como se muestra a continuacion.
Como se puede notar en la ecuacién 4, este método involucra tanto la trasferencia de electrones
como la de atomo de hidrogeno, por lo que también es conocido como un método que emplea

ambos mecanismos en su principio de reaccion.

ABTSe* + ArOH - ABTS + ArOe + H*

Ecuacién 4. Interacciéon de AO con el radical ABT-".

De acuerdo a la contribucion presentada por Re et al. (1999), este ensayo basado en
decoloracion, es aplicable tanto a antioxidantes liposolubles como hidrosolubles por lo tanto puede
ser utilizado para el analisis de flavonoides, hidroxicinamatos, carotenoides, y antioxidantes en
plasma. Ademas, el estudio sefiala notables mejoras al procedimiento experimental que permiten
obtener resultados confiables, por este motivo se considera la metodologia propuesta en este
estudio para obtener la respuesta experimental de los diferentes antioxidantes empleados en este

proyecto. Conforme a lo expuesto, el ensayo revisado se describe a continuacion.
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Para iniciar, el compuesto inicial ABTS es disuelto en agua a una concentracion 7 mM. La
generacion del radical se realiza mezclando la solucién anterior con una solucion de persulfato de
sodio a una concentracion final 2.45 mM y permitiéndole reaccionar en la oscuridad por al menos
16 horas. El radical formado es estable en esta forma por dos dias. Para realizar el ensayo de
cuantificacion, la solucion de radical ABTSe* se diluye con etanol hasta alcanzar una absorbancia
de 0.7 (£0.2) a 734 nm. La preparacion de las muestras a analizar utiliza etanol como diluyente.
Para llevar a cabo las mediciones, se afladel mL de solucion ABTSe" diluida a 10 uL de solucion
antioxidante cubriendo un rango de concentraciones entre 0-15uM. La absorbancia se registra
después de 1 min de la mezcla inicial y después de 6 minutos de haber dejado reaccionar la mezcla

(Re et al., 1999).

El procedimiento descrito en el parrafo anterior es utilizado para la obtencion de las diferentes
respuestas experimentales de cada estandar antioxidante. La metodologia descrita para el desarrollo
de este ensayo considera ciertas modificaciones con respecto al rango de concentracion analizado
para cada estandar debido a unos reaccionan mas rapido que otros y se puede no cumplir los pasos

mencionados para la obtencién de resultados apropiados.
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2.4.3. Método de radical estable DPPHe
El radical estable DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) presenta un color purpura intenso en
solucién con metanol, y el cambio en la intensidad de este se debe a la reaccion con compuestos
capaces de transferir un &tomo de hidrogeno (HAT) y al igual que en el caso anterior con el radical

ABTSe", el radical DPPHe también interactua mediante los mecanismos SET y HAT.

Este ensayo es conocido por ser muy accesible por su simplicidad, por lo cual también es el méas

empleado en las determinaciones in vitro (Alam, Bristi, & Rafiquzzaman, 2013).

La reduccion del radical, como se indica en la siguiente reaccion, es analizada mediante el

monitoreo de la absorbancia a la longitud de onda caracteristica (515nm).

DPPH: DPPHe + ArOH - DPPH + ArOe + H'

Ecuacioén 5. Reaccidn de radical DPPHe con AO.

Normalmente, se conoce que el ensayo se realiza disolviendo una cantidad de DPPH es metanol o
etanol para luego registrar la absorbancia inicial del radical formado DPPHe, después una alicuota
del antioxidante o0 muestra a probar es afadida y la mezcla es incubada por 30 minutos en la
oscuridad para finalmente registrar la absorbancia medida. Sin embargo, de acuerdo con lo
sefialado en Resat Apak et al. (2013), los protocolos que intentan que las reacciones de este tipo se
completen en su totalidad considerando largos periodos de incubacion enfatizan la estequiometria
aexpensas de la velocidad de reaccion. Este enfoque no es til para realizar una evaluacion efectiva
de la actividad antioxidante porque si la velocidad de reaccion de un compuesto antioxidante no es
comparable con la velocidad conocida o el tiempo de vida del radical de referencia sea DPPHe u

HOe, o radicales lipidos, la sofocacion de los radicales no ocurrira.
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Velocidades de reaccion lenta con el radical estable DPPHe se pueden detectar
experimentalmente. Sin embargo, el hecho de que ocurra de ese modo hace que la capacidad de
sofocar de radicales de vida corta como los lipidicos o radicales hidroxilo en alimentos sea
cuestionable. Asi el ensayo DPPH debe ser enfocado en determinar procesos proximos que son
mas probables de ser activados con radicales inestables como HO+, HOOe<, LO(O)+, y NO-. Esto
quiere decir que las mediciones deben llevarse a cabo preferiblemente después de 4 minutos de

haber completado la mezcla y no més de 6 — 10 minutos (Resat Apak et al., 2013).

El método utilizando este radical presentado por Brand-Williams, Cuvelier, Berset, and
Technology (1995) es aceptado para la evaluacién en alimentos y bebidas. Ademas, el
procedimiento descrito en el estudio ha sido corroborado por colaboraciones adicionales, las
mismos que han sido utilizadas para realizar algunas modificaciones al ensayo empleado en este

proyecto. Las consideraciones por tomar en cuenta para el desarrollo del ensayo son las siguientes.

Puesto a que el rango de precision de las mediciones espectrofotométricas esta dentro del rango
de 0.221 — 0.698 (20-60% transmitancia), la correspondiente solucion purpura de radical DPPHe
debe poseer una concentracion entre 25 — 70 uM. El solvente preciso para este método es el metanol
tanto para el radical como para las muestras a analizar (Sharma & Bhat, 2009). Como se menciono
antes el tiempo para llevar a cabo el registro de la absorbancia debe ser entre 4 y 10 minutos. Y las
soluciones de trabajo de radical DPPH deben prepararse antes de cada analisis. Ademas, durante
las mediciones es importante dejar que la reaccidn proceda en ausencia de luz para evitar sesgos
en las mediciones, y un control correcto del tiempo y la muestra de control es recomendable para

controlar la veracidad de los resultados.
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2.4.4. Método Fotoquimioluminiscencia (PCL)/ Photochem®
Este método de anélisis es uno de los mas importantes que existen para evaluar la actividad

antioxidante porque el principio que utiliza considera los principios biologicos de los antioxidantes.

Las determinaciones de algunos de los antioxidantes mas relevantes como el acido ascorbico,
vitamina E, o aquellos de origen enddgeno se ha investigado de diversas formas. Sin embargo,
estas determinaciones solo pueden ser interpretadas con dificultad debido a que se generan
ambiguedades por la actividad biolégica y bioquimica, y el hecho de que las causas incontrolables
de la naturaleza no oxidativa influencia en la sintesis enddgena, absorcion, y excrecion de los

compuestos antioxidantes (Popov & Lewin, 1999).

La medicion del efecto antioxidante en un sistema de prueba especial puede servir como
alternativa relevante para determinaciones selectivas de compuestos individuales presentes en
sustratos bioldgicos. Un sistema de este tipo debe estar formado por dos componentes. EI generador
de radicales libres, y un sistema de deteccion para radicales que permita su cuantificacion mediante
una sefial de respuesta. Se pueden utilizar diferentes medios fisicos de generacion de radicales
como radidlisis, fotolisis, electrdlisis, etc. Medios fisicoquimicos como la descomposicion térmica
de compuestos nitrogenados, generacion fotosensible), o medios quimicos o bioquimicos de
diferente complejidad para las diferentes enzimas. El efecto de los antioxidantes puede ser
detectado mediante la medicion del consumo de oxigeno (Oz), absorcion de la luz, conductividad

eléctrica, florescencia, y quimioluminiscencia (Popov & Lewin, 1999).

Entonces, desde el punto de vista bioldgico los radicales libres mas importantes deben ser
analizados y generados bajo condiciones bioldgicas para llevar a cabo la determinacion de los

antioxidantes bioldgicos.
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Ahora bien, ninguna de esas condiciones se conoce con absoluta precision a excepcion del
proceso de oxidacion iniciador del radical. La reactividad de estos radicales con los antioxidantes

depende de los pardmetros fisicoquimicos del medio.

Por el momento, las determinaciones antioxidantes en medios bioldgicos son solo posible en
casos excepcionales. Entonces, se pone en practica un enfoque que combina la actividad
antioxidante con respecto al grado de dafio oxidativo. Esto es realizado mediante la generacién
fotoquimica de radicales libres que se realiza en el ensayo de quimioluminometria, mejor conocido

como ensayo de quimioluminiscencia foto inducida o por sus siglas en inglés PCL.

Este ensayo se basa en la aceleracion de al menos 1000 veces las reacciones de oxidacion que
se analizan en sistemas in vitro en condiciones normales, lo cual es logrado por excitacién dptica
de un sutil compuesto fotosensible (S) que de forma exclusiva genera el radical superéxido (O2¢")
y no genera la forma reactiva del Oxigeno molecular (O2). La interaccion procede de la siguiente

manera

S+ hV+ 02 4 [S*Oz] — Se~ + 02._

Ecuacion 6. Interaccion del compuesto fotosensible con radiacion para
generar radicales.
Fuente:(Popov & Lewin, 1999).

Los radicales libres son visualizados con un reactivo de deteccion quimioluminiscente que para
este caso se utiliza el compuesto conocido como Luminol que desempefia un doble papel como

compuesto fotosensible y como reactivo de deteccion de radicales de oxigeno.
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El equipo empleado en este proyecto para la realizacion de este ensayo se denomina Photochem

(Figura 18), y su funcionamiento se centra en el principio quimioluminiscente ya mencionado.

Figura 16. Photochem.
Fuente: Petke, Maggiora, Shipman, and
Christoffersen (1979)

En la investigacion presentada por Popov and Lewin (1999), se proporciona los tipos de
reactivos dependiendo del tipo de compuestos que se van a analizar (liposolubles, hidrosolubles) y
volimenes necesarios de cada uno para el desarrollo del ensayo en este equipo. También se puede
encontrar la misma informacion en el manual del usuario del equipo. La siguiente tabla muestra el

manejo de volimenes para la determinacién de actividad antioxidante de compuestos liposolubles.

Tabla 5
Composicion del medio de reaccién para analisis de compuestos liposolubles. Photochem.
Rx1(Metanol) Rx2 (Buffer) Rx3 (Luminol) Rx4 (estandar) Muestra
Blanco 2300 200 25 -
Calibracién 2300 - X 200 25 X
Medicion 2300-Y 200 25 - Y

Fuente: (Popov & Lewin, 1999)
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Durante las mediciones, la solucion irradiada es transferida a la cAmara de medicion donde se
determina la quimioluminiscencia. Inmediatamente despues de iniciar la irradiacion, la intensidad
de lo quimioluminiscencia foto inducida incrementa y aproximadamente un minuto después
alcanza su valor méximo para luego disminuir lentamente, asi, el cambio de la sefial en presencia
de antioxidantes permite la cuantificacion. El pardmetro de evaluacion para compuestos
hidrosoluble se basa en la fase de retraso (L). Lo y L1 representan los parametros para el blanco y

la muestra respectivamente.

L = Lo—- L1

Ecuacién 7. Criterio de fase de

retraso.
Fuente:(Popov & Lewin, 1999)

Por otro lado, el parametro de evaluacidn para compuestos liposolubles es el grado de inhibicién

PCL, denotado por I, el cual es calculado a partir de la siguiente ecuacion.

Ecuacion 8. Criterio de Inhibicion.
Fuente: (Popov & Lewin, 1999)

Asi, So representa la integral bajo la curva de la sefial del blanco y S la integral bajo la curva
de la sefial de la muestra. La curva de calibracion para compuestos hidrosolubles es lineal, en tanto
que para compuestos liposolubles se puede linealizar representandola mediante argumentos

reciprocos (Popov & Lewin, 1999).
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2.5.Curvas de calibrado para comparar métodos analiticos.

Los resultados de diferentes métodos analiticos pueden ser comparados con los resultados

obtenidos por otro método analitico, lo cual es particularmente Util cuando se requiere identificar

errores sistematicos para validar métodos analiticos (James N Miller & Miller, 2002).

Al comparar dos métodos analiticos, los resultados obtenidos por uno de los métodos se usan
para uno del eje del grafico de regresion por otra parte, los resultados obtenidos por el otro método
se ajustan al eje opuesto para completar la grafica. Los resultados comparados son obtenidos de las
mismas muestras o sustancias de referencia para ambos métodos. Cada punto de la grafica obtenida
representa una muestra Unica analizada por dos métodos distintos, para este caso corresponderia a
cada estandar antioxidante cuyos valores de actividad antioxidante obtenidos por dos diferentes

métodos son comparables.

Las siguientes circunstancias son posibles. Si cada muestra coincide con resultados idénticos
obtenidos por ambos métodos, la gréafica de regresion tendra el valor inicial de ordenada en el
origen (Cero), una pendiente respectiva con el coeficiente de correlacion igual a 1. La figura que
se muestra a continuacion es una representacion de lo mencionado, aunque en la realidad seria poco

probable obtener un resultado tan exacto.

Método B
®

Meétodo A

Figura 17. Correlacion ideal entre métodos.
Fuente: (James N Miller & Miller, 2002)
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Si se presentase el hecho de que, se tiene certeza de la ausencia de error sistematico, los errores
aleatorios dan fe de que los resultados no dardn una concordancia exacta para todas las muestras.
Uno de estos casos seria que, aunque la recta posea una pendiente igual a uno, la ordenada no parta
del origen, lo cual sugiere que uno de los métodos puede dar resultados més altos 0 més bajos uno
con respecto al otro en una cantidad determinada (Figura 18). Este error esta relacionado con el

hecho de que la sefial del blanco de uno de los métodos se estimo de forma equivocada.

Método B

Método A

Figura 18. Primer caso de correlacion entre métodos
Fuente:(James N Miller & Miller, 2002)

Otro analisis, considera el hecho de que la pendiente de regresion de la recta sea mayor a 1 o

menor a uno, en este caso es sefial de error sistematico en la pendiente de una de las gréficas.

Método B

Método A

Figura 19. Correlacion entre métodos con
presencia de error sistematico.
Fuente: (James N Miller & Miller, 2002)
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Si los errores anteriores suceden al mismo tiempo, como resultado se obtiene la grafica

mostrada en la figura 20.

Método B

Método A

Figura 20. Correlacion entre métodos con

estimacion erronea del blanco y error sistematico.
Fuente: (James N Miller & Miller, 2002)

Dos eventualidades adicionales también pueden ser identificadas con el andlisis de estas
graficas. La primera, es que se dé el caso de estar tratando con un error de especiacion, es decir un
analito se encuentra en dos formas quimicas diferentes en proporciones que varian de muestra a
muestra. Aungue este no podria ser el caso en este proyecto puesto que tiene la certeza de que los
compuestos analizados son estandares analiticos de calidad. Pero en cuyo caso, una grafica de este
tipo indicaria que uno de los métodos detecta una de las formas en las que se encuentra presente el

compuesto de interés y el otro método otra de las formas en las que se puede presentar en la misma

muestra.
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Figura 21. Correlacion entre métodos con caso
de especiacion.
Fuente: (James N Miller & Miller, 2002)

La validacion estadistica incluye contrastar si la ordenada que se supone en el origen difiere
significativamente de cero y si la pendiente difiere significativamente de 1, como es habitual en
estos casos se tienen pocos puntos para comparar por lo cual es recomendable utilizar contrastes al
95% de significancia. Los calculos son reducidos utilizando un software para analisis de datos.

(James N Miller & Miller, 2002).

Puede darse el caso de que el valor del coeficiente de correlacion (r) no se acerca 1, a pesar de
que la pendiente no sea significativamente diferente de 1 y la ordenada de 0. Esto conduce a que
existe poca precision en uno o ambos métodos. Por tal razon, antes de realizar la comparacion de
los métodos es indispensable revisar la precision de estos; que puede llevarse a cabo mediante el
analisis de desviaciones estandar, limites de confianza o contrastes simples como para comparacion

de medias experimentales o datos emparejados (James N Miller & Miller, 2002).
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2.6.Andlisis de varianza
La base del trabajo experimental llevado a cabo en este proyecto es obtener el valor de la
pendiente correspondiente a la respuesta caracteristica de cada estandar antioxidante en una curva
de calibrado. El punto de interés radica en el contraste estadistico que se utiliza para comparar los

resultados y realizar las comparaciones respectivas entre métodos.

A pesar del hecho de que existen programas para analisis de datos para realizar este trabajo, es
importante mencionar como se analiza la variable de estudio para ser llevada a los programas de
analisis, asi, se revisan algunos detalles del analisis de la varianza para entender el modelo de

andlisis de varias medidas con respecto a una variable de respuesta (actividad antioxidante).

El anélisis de la varianza (ANOVA) es una herramienta estadistica ampliamente utilizada para
separar y estimar posibles causas de variacion, dicho de otro modo, permite separar la variacion
debida al error aleatorio de cualquier otra variacion que sea provocada por el factor de control, de
esta manera se puede contrastar si la un cambio en el factor de control produce diferencias

significativas entre los valores medios obtenidos (James N Miller & Miller, 2002).

En este caso se emplea un ANOVA para contrastar comparaciones entre varias medias con
respecto a un factor, es decir los valores obtenidos de cada estandar con respecto a la actividad
antioxidante de estos. Al realizar este analisis se conocera si la diferencia entre los diferentes
valores obtenidos para cada compuesto es demasiado grande para explicarse mediante error
aleatorio. Es necesario realizar las siguientes operaciones para hallar el estadistico F, y compararlo
con el valor tabulado a determinado nivel de significancia (95%). El siguiente esquema se plantea

para entender las formulas del ANOVA.
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valores obtenidos de las diferentes replicas

Estandares
Muestra 1(BHT) X1 Xz o Xqj
Muestra 2 (BHA) Xo1 Xpp o Xy
Muestra i (etc) Xi1  Xig o Xij
Muestra n (12 AO) Xn1  Xnz oo Xnj o

Media Global. Gran total =

Media (AOA)

T

Figura 22. Matriz de organizacion de resultados para analisis de varianza

El ANOVA de un factor contrasta la existencia de diferencias significativas entre medias cuando

estan presentes mas de dos muestras. Las formulas que se utilizan son las siguientes.

Tabla 6

Consideraciones para el andlisis de varianza de los resultados.

Fuente de Variacion Suma de cuadrados

Grados de libertad

Entre muestras T? T? h—1
(\Valores entre compuestos) — N N
Dentro de Muestras Z Xi—X (n—1)
(\Valores del mismo compuesto) — n= 1

N-1

Total ) T?
225
' N

J

i

N=n h = ndmero total de medidas
Ti = Suma de las medidas en la i-ésima muestra.
T= Suma total de las medidas. Gran total.
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Estadistico F se calcula segln lo siguiente.

Cuandrado medio entre muestras

~ Cuadrado medio denro de muestras
El valor critico de F corresponde al valor tabulado utilizando los grados de libertad Fj_; y_p,.
Como es de suponerse si el valor calculado de F es mayor que el valor critico encontrado en tablas,
se rechaza la hipotesis nula, que para el caso supondria que las medias muestrales no difieren
significativamente. El software empleado para llevar a cabo de manera rapida el anterior analisis
de varianza se conoce como XLSTAT donde ademéas es posible realizar otros contrastes
importantes para comparar entre pares de medias. Los métodos empleados para dar significancia

estadistica a los resultados son los siguientes y fueron desarrollados en el programa ya mencionado.

¢ ANOVA unifactorial para comparaciones multiples.

e Comparaciones multiples por pares para ANOVA unifactorial.
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CAPITULO 111
3. METODOLOGIA

3.1. Equipos, materiales, y reactivos

Los diferentes materiales y equipos utilizados durante el desarrollo del proyecto son
instrumentos Yy dispositivos de alta calidad que forman parte del inventario de los laboratorios de
Petroquimica. La manipulacién de estos involucra la instruccion previa sobre su funcionamiento y

consideraciones de operacion que deben ser tomadas en cuenta para la adquisicion de datos.

Por otro lado, los diferentes reactivos empleados son de grado analitico y son empleados para
la elaboracién de los diferentes ensayos. Los compuestos antioxidantes de estudio son de grado

estandar analitico de Sigma-Aldrich®.

3.1.1. Equipos

e Espectrofotometro UV-VIS BOECO S-220

e Balanza Semi micro analitica BOECO BBY 21
e Agitador BOECO Vortex V2H

e Purificador de Agua milli-Q BOECOpure

e Analizador de actividad Antioxidante PHOTOCHEM analytikjena®

3.1.2. Materiales

e Micro espatula de acero inoxidable.

e Balones volumétricos de aforo. (250 mL, 100 mL, 50mL, 25mL, 10 mL)
e Vasos de precipitacion. (25 mL, 50mL, 100mL, 400mL, 500mL)

e Cubetas transparentes de 1 cm.

e Micropipetas. (0.5-10 uL, 10 — 100 uL, 100-1000 uL, 1000-5000 uL)



3.1.3. Reactivos

A. Reactivos empleados para los ensayos
e Etanol

e Metanol

e Carbonato de Sodio

e Persulfato de Potasio

¢ Reactivo de Folin Ciocalteu

e ABTS

e Radical DPPH

e Reactivo 2. Photochem. Buffer.

e Reactivo 3. Photochem. Reactivo Foto sensible. Luminol

B. Estandares antioxidantes

La siguiente tabla muestra los diferentes estandares antioxidantes utilizados.

Tabla 7
Estandares antioxidantes empleados.
Estandar Numero CAS
Acido Gélico 149-91-7
Acido Ascorbico 50-81-7
Trolox 53188-07-1
p-Caroteno 7235-40-7
a-Tocoferol 10191-41-0
Eugenol 97-53-0
Timol 89-83-8
Capsaicina 404-86-4
Hidroquinona 123-31-9
Resorcinol 108-46-3
BHA 25013-16-5

BHT 128-37-0

65
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3.2.0btencion de respuesta analitica.
3.2.1. Soluciones Stock
Se prepardé 50 mL de solucion stock para cada estandar antioxidante a excepcion de capsaicina
y eugenol cuyo volumen de solucidn stock fue de 25 mL. El solvente utilizado para todos los casos
es el etanol 96%, y los célculos estan basados en la obtencion de soluciones stock de 1000 ppm de
concentracion de estandar antioxidante, excepto para el caso de la capsaicina cuyo calculo fue
realizado para la obtencion de una solucion de 500 ppm de concentracion. Tomar en cuenta la

rotulacion correcta del material y el almacenamiento apropiado de las soluciones preparadas.

Es propicio sefialar que los estandares antioxidantes deben ser manipulados con mucho cuidado
y es muy importante que se encuentren almacenados a una temperatura adecuada (4°C) para

minimizar los errores aleatorios y sistematicos tanto como sea posible.

Se utilizaron micro espatulas optimizadas con etanol y aire comprimido para tomar las

cantidades necesarias de estandar.

[
= B sansm

§ Aei el
Besa

SIGMA-ALDAICK

Focopheroh

Figura 23. Estandares antioxidantes empleados.
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El procedimiento empleado para preparar dichas soluciones se detalla a continuacion.

e Se inicia preparando la balanza semi micro analitica cuya sensibilidad es de 0.01mg, se
revisa la nivelacion, las unidades, y el nUmero de digitos que muestra en la pantalla.

e A continuacion, se procede a colocar un balén volumétrico de 50 mL en la balanza y se
espera cierto tiempo hasta que el valor se estabilice.

e Una vez confirmado el valor, se encera la balanza y se toma la cantidad requerida de
estandar con la ayuda de una micro espatula. Se requiere de minuciosidad para que el valor
pesado sea muy préximo a 0.05 gr puesto que las soluciones deben ser de 1000 ppm de
concentracion. En la siguiente figura se muestra la cantidad pesada de acido galico. Como
se puede notar, el peso difiere del deseado en la cuarta cifra significativa. Los valores reales

son los utilizados para los demas célculos.

Figura 24. Masa real de acido galico
pesada.

e Seretira el balon de la balanza y se procede llenarlo con el solvente (etanol) hasta la marca

de aforo.
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e Tapar el balon y agitar de forma vigorosa por un minuto.
e Una vez realizado esto y después de verificar que no existen trazas sin disolver en la

solucidn, etiquetar el balon, y almacenarlo a 4 °C.

Considerar lo siguiente para el estandar del a-Tocoferol, y eugenol puesto que se encuentran

en estado liquido.

e Las soluciones stock de estos estandares se preparan considerando las densidades de cada
uno. Es decir, en el caso del a-Tocoferol (6=0.950 gr/mL) se toma el volumen necesario
para alcanzar una masa de reactivo proximo a 0.05 gr. Por lo tanto, si se toman 53 uL (0.053
mL), se tienen 0.05035 gr de reactivo estandar que al ser diluido en 50 mL se obtiene una
concentracion de 1007 ppm.

e Para el caso del eugenol se utilizaron 25 uL de estandar de eugenol (6= 1.067 gr/mL) ya

que se prepararon 25 mL de solucidn stock con una concentracion proxima a 1000 ppm.

En la siguiente figura se muestran las diferentes soluciones Stock preparadas a partir de los

estandares antioxidantes. Estas son las Unicas soluciones empleadas en los diferentes ensayos y

fueron almacenadas a 4° C para mantener su estabilidad.

i

I |

| / M ¥
L4l =
| ’5 AO 0
¥ Stvd £ St \ : '
4 Shy JeS  (ERae, MRV A0
- G\ L o A
B WS | teoor H"'.%B’Z:,‘“‘”:T'v&%‘;:**~

m id \gjﬂux‘ s

Figura 25. Soluciones stock de antioxidantes estandar. Concentracién 1000 ppm.
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3.2.2. Respuesta experimental a la actividad antioxidante con Folin Ciocalteu.

El ensayo para evaluar la respuesta a la actividad antioxidante mediante el reactivo de Folin-

Ciocalteu se describe a continuacion tomando como referencia el procedimiento descrito por

Singleton et al. (1965), donde se establecen condiciones explicitas para obtener resultados

aceptables.

El reactivo de Folin- Ciocalteu esta listo para ser usado. Se comprueba su espectro de
absorbancia para verificar la longitud de onda donde se registra el mayor valor de
absorbancia. Para esto es, es necesario realizar los siguientes pasos, y antes de realizar las
mediciones se debe registrar el espectro de absorbancia de la solucion azul formada para
comprobar sus bandas de absorcion. En este caso a 765nm, se aprecia el mayor pico de
absorcion.

Preparar una solucion de carbonato de sodio (7.5%). 37.5 gr de carbonato de sodio se
disuelven en 500 mL de agua destilada.

Para preparar la curva de calibracion, se realiza en primer lugar una disolucion previa de
diferentes alicuotas de solucion stock. El rango de concentracion a obtener con esta dilucion
previa es de (0 — 40 ppm), en balones de 25 mL utilizando como diluyente agua mili Q.

A continuacion, se toman balones volumétricos de 10 mL para iniciar el ensayo y se los
coloca al frente de cada balon de dilucidn previa preparada en el punto anterior.

Se toma 2.5 mL de disolucién previa para depositarse en cada balon de 10 mL
respectivamente. El objetivo es que la concentracion final este dentro del rango de (0-10

ppm) de cada estandar.
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e Se procede a afiadir a cada balon 1 mL de reactivo Folin- Ciocalteu. Se deja que reaccionen

por una hora.

e Al cabo de una hora, afiadir 5 mL de solucion de carbonato de sodio (7.5 %) y completar el

volumen con agua mili Q. Agitar la solucion. Dejar reaccionar por una hora.

Figura 26. Curvas de calibracién preparadas simultdneamente bajo el
procedimiento de analisis del método Folin-Ciocalteu.

e Realizar las mediciones en celdas de 1 cm. Registrar los datos de absorbancia

3.2.3. Respuesta experimental a la actividad antioxidante con radical ABTS

El siguiente procedimiento esta basado en el descrito por Re et al. (1999). El ensayo supone un
uso mejorado del radical ABTS para mediciones colorimétricas. Ademas, ciertas modificaciones
han sido tomadas en cuenta ya que la investigacién presentada por Resat Apak et al. (2013)
manifiesta argumentos razonables que permiten tomar en cuenta variaciones en la metodologia del

experimento.
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El ensayo requiere ademas considerar el efecto que puede causar la exposicion prolongada a

una fuente de iluminacion intensa, por lo cual es necesario disponer de espacio restringido de luz

para almacenar las celdas durante el desarrollo del ensayo.

Las celdas utilizadas son de 1cm, con capacidad de 3 mL, y el volumen de disolucion final es

de 2.5 mL, el cual es considerado para los célculos. Ademas, es necesario contar con un cronémetro

digital puesto que el registro de datos se lo realiza en intervalos especificos de tiempo.

Para preparar la solucion de trabajo de radical ABTS. Un dia antes del ensayo, se prepara
una solucion 7 mM de ABTS disuelto en agua y se lo mezcla con una solucién 2.45 mM
(concentracion final) de persulfato de potasio. Para un volumen de 50 mL de solucién
ABTS inicial, se requieren 0.192038 gr que debe ser mezclado con 50 mL de solucién de
persulfato de potasio que se obtiene disolviendo 0.0662 gr de dicho compuesto en agua.
Almacenar la solucion de radical preparado en la oscuridad al menos 16 h antes de iniciar
el ensayo.

Se disponen balones de 10 mL para realizar una predilucion de deferentes alicuotas de
solucion stock de tal forma que se cubra un determinado rango de concentraciones. Por
ejemplo, puesto a que se realizaron pruebas, se conoce que bajo el procedimiento descrito
el rango de concentracién final adecuado para el estandar de acido galico, hidroquinona,
Eugenol, y BHA es de 0 a 1 ppm. El resto proporciona mediciones aceptables dentro del
rango de 1 a 4 ppm de concentracion final en la celda de medicion.

Una vez preparadas las diluciones a diferentes concentraciones, se sitla en frente de cada

baldn una celda de medicion en donde tomara lugar la reaccion.
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Antes de manipular la solucion de radical que se preparo es necesario identificar la longitud
de onda donde se registra el mayor valor de absorbancia. La siguiente figura muestra el
espectro de la solucion de radical ABTS<" de trabajo empleado en el ensayo, se puede

apreciar que el valor mas alto ocurre a 740 nm.
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Figura 27. Espectro de absorbancia en el rango visible del
radical ABTSe".

Antes de cada ejecucion continua, se debe verificar que la absorbancia de la solucién de
trabajo de radical ABTS de un valor de 0.7 + 0.02. La dilucidn, de ser necesaria, se la
realiza con etanol.

Utilizando micropipetas, afiadir 2400 uL de solucion de radical ABTS a cada celda e
inmediatamente afiadir 100 uL de cada bal6n respectivamente. Las soluciones finales

cubren diferente rango de concentraciones como se menciond antes.
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Figura 28. Curvas de calibracién preparadas simultdneamente
bajo el procedimiento de analisis del método con radical ABTSe*.

Ahora bien, esta parte es la mas importante y requiere de precision al momento de realizar
las mediciones. Una vez afiadido los primeros 100 uL a la primera celda se agita de forma

leve en el vortex y se mide la absorbancia exactamente un minuto y seis minutos después.

Los datos deben ser registrados.
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Figura 29. Orden de las curvas en celdas para medicion
simultanea en el espectrofotometro. Método ABTSe".
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 Registrar los datos, y verificar el coeficiente de determinacion (R?), obtenido para las
diferentes curvas. Esto ayudara a identificar si la interaccién es continua desde que inicia

hasta los 6 minutos aproximadamente.

3.2.4. Respuesta experimental a la actividad antioxidante con radical DPPH

El procedimiento empleado para evaluar la respuesta a la actividad antioxidante de los reactivos
estandar, mediante el uso del radical libre estable DPPH, se describe a continuacion y esta basado
en la metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier, Berset, & Technology, (1995). Tomando
en cuenta ciertas modificaciones que se han considerado como adecuadas, basados en

investigaciones similares que seran mencionadas en los casos pertinentes.

Antes de iniciar con el procedimiento experimental que involucra el ensayo, es necesario
conocer cual es el rango de concentracion con el que se trabajara para cada reactivo estandar a ser
evaluado, de esta manera se obtienen valores coherentes que pueden ser analizados ya que estan
dentro de los parametros propicios que satisfacen los requerimientos de exactitud y precision en

los analisis espectrofotométricos de esta categoria (Ayres, 1949).

Para el desarrollo del ensayo se debe considerar la concentracién final medida, la cual se refiere
a la concentracion del estandar en la cubeta donde se preprara el entorno de reaccion cuyo cambio
en la tonalidad del color va a ser medido con en el espectrofotometro. Aclarado esto, es propicio
mencionar que el volimen de dilucion final utilizado en este ensayo es de 2.974 mL ( volumen
constante al que siempre se llega en la cubetas individuales). Los volumenes son manipulados con

micropipetas BOECO con previa calibracion.
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Procedimiento

e Preparar las diferentes diluciones de concetracion conocida a partir de las soluciones Stock
para cada reactivo estandar. Se utilizan 4 balones volumetricos de 10 mL para cada reactivo
estandar a evaluar.

Diferentes alicuotas de solucion stock son llevadas a 10 mL con metanol en cada balon.
Los calculos son realizados siguiendo la clasica ecuacién de dilucion.

e A continuacién, se procede a preparar la solucion de DPPH, cuya absorbancia inicial sea
aproximadamente 0.6. Para este caso, la masa de radical pesada se fija de tal forma que la
solucién posea una concentracién 60 uM de radical DPPH. La solucidn es llevada a 250

mL con metanol y agitada de forma vigorosa.

Figura 30. Solucion 60 uM
de radical DPPHe.
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e Una vez lista la solucion de trabajo de DPPH vy los balones de diferentes concentraciones
de estandar se procede a la evaluacion de la actividad antioxidante. Se utiliza cubetas
transparentes de 3mL no sensibles a metanol. Se coloca 3 mL de solucion de DPPH 60 uM

en una cubeta para registrar su absorbancia inicial. El valor de absorbancia registrado

deberia dar un valor aproximado de 0.6.

La siguiente figura muestra el espectro de absorbancia de la solucién de trabajo DPPH, en él se
puede apreciar que el pico de mayor absorbancia es a 520 nm, correspondiente a un valor de

absorbancia proximo a 0.6.
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Figura 31. Espectro de absorbancia en el rango visible del radical DPPHe.

e Se coloca una cubeta al frente de cada balén de 10 mL de concentracion conocida y se
coloca 2900 uL de solucion DPPH en cada cubeta. Tener a disposicion un cronometro

digital para tomar el tiempo entre medidas.
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Se procede entonces a colocar siempre el mismo volumen de alicuota de cada balon (74
uL) en la cubeta correspondiente. La concentracion final correspondiente es diferente para
la todos los casos. El tiempo se mide desde el instante que se afiade las alicuotas hasta
cuando se realiza las mediciones correspondientes. Para la primera medicion se deja

reaccionar por 5 minutos y para la segunda medicion 30 minutos en cada una de las cubetas.
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Figura 32. Orden de las curvas en celdas para medicion simultanea
en el espectrofotometro. Método DPPHe.
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3.2.5. Respuesta experimental a la actividad antioxidante con foto quimioluminiscencia

EL procedimiento empleado para este ensayo esta basado en el procedimiento de

cuantificacion de actividad antioxidante para compuestos liposolubles que se propuesto por

Popov and Lewin (1999). EI mismo es utilizado en el protocolo de cuantificacion proporcionado

por el fabricante del equipo (Photochem), y se utiliz6 para llevar a cabo las determinaciones. El

procedimiento se describe a continuacion.

Revisar los depositos de reactivos de limpieza y desecho del equipo. Se deben tomar en
cuenta todas las consideraciones del caso para evitar una parada repentina en el equipo
durante el analisis. Encenderlo y continuar con los siguientes pasos.

Partiendo de la solucion Stock de cada estandar, se inicia preparando la solucién de trabajo
de cada estandar, es decir, se debe preparar el reactivo 4 que utiliza el protocolo normal de
andlisis. Para esto, con la ayuda de micropipetas se toman volumenes correspondientes para
obtener 4 mL de dilucion (Viales), de concentracion 1 mM de cada compuesto antioxidante.
A continuacion, se realiza otra dilucion adicional, partiendo de la anterior. En un vial de 1
mL se realiza la dilucion hasta alcanzar una concentracion 0.1 mM de cada compuesto,
excepto en el caso de la hidroquinona, cuya dilucién fue requerida hasta obtener una
concentracion 0.01 mM. La solucién de trabajo para la calibracion esta lista y se debe
almacenar a 4° centigrados hasta su uso.

Para iniciar con la apropiada manipulacion de volumenes de los diferentes reactivos,
disponer los reactivos sobre el mesén de trabajo en el siguiente orden. Metanol, Reactivo 2
(Buffer), reactivo 3 (Luminol). En la tabla 5, se aprecia como se debe manipular los

volimenes en uL para la preparar las cubetas del blanco, y calibracion.
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Antes de iniciar, se establecio el método de anélisis en el equipo. En la siguiente figura se
pueden apreciar los aspectos establecidos para llevar a cabo el analisis de todos los

compuestos.

r _ |
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Diuration af 1a0 * Quadratic
Measurement : " Quadratic through zero
" 50D
Filker

Delete Method ‘ MHew Method ‘ Help | Cancel | Save & Exit |

Figura 33. Parametros del método de analisis en el quipo Photochem

Se inicia con el andlisis. Rudimentariamente después de preparar cada tubo de blanco,
estandar, o muestra, se debe colocar y retirar los tubos, inicamente cuando el equipo haya
terminado el andlisis y la limpieza después de cada medicién. Siguiendo la tabla 5. Se
preparan tantos tubos de medicion de blanco como sea necesario, hasta que la sefial sea
estable. El luminol (reactivo 3) se afiade antes de realizar la medicion. Durante las
mediciones, es necesario volver a medir blancos para considerar las fluctuaciones

ocasionada por diversos factores a lo largo del tiempo que dura el analisis.
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e A continuacion, siguiendo la tabla 5 se prepara los tubos necesarios para llevar a cabo la
calibracion con al menos cinco puntos. Se utiliza la solucion de trabajo preparada
inicialmente para realizar las mediciones respectivas de los diferentes compuestos
antioxidantes y asi preparar sus curvas de calibracion. También, es necesario realizar varias
mediciones de las mismas concentraciones durante el tiempo que dure el ensayo. Como se
menciond antes, esto ayuda a considerar las fluctuaciones ocasionadas por diferentes

factores y permite obtener una estimacion mas precisa de las curvas de calibracion.

La siguiente figura muestra el resultado del andlisis para el acido galico, como se puede notar
se pueden manipular las diferentes mediciones con la finalidad de obtener una curva de calibrado

con alto coeficiente de determinacion.
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Figura 34. Curvas de respuesta del equipo Photochem para la preparacion de la curva de
calibracion de acido gélico.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION
Se emplearon diferentes estdndares antioxidantes para evaluar y comparar la sensibilidad de
diferentes métodos de andlisis. Los estdndares considerados en esta investigacion fueron
seleccionados por la importancia a la que se han hecho acreedores por su uso en diferentes

aplicaciones en el &mbito industrial, comercial y cientifico.

Las diferentes técnicas de analisis muestran diferentes respuestas a cada uno de los estandares
utilizados. Sin embargo, lo sefialado no pone en evidencia diferencias significativas en todos los
casos, entre las diferentes respuestas. Las siguientes graficas seran empleadas para aclarar esto y

realizar una discusién apropiada de los resultados.

Como se reviso en la fundamentacion teorica, la sensibilidad de una técnica de andlisis se define
apropiadamente como la pendiente de la recta de calibracion que es posible obtener y siempre que
la representacion sea lineal puede ser medida en cualquier punto de ella (J.N. Miller, Miller,
Jiménez, & Hornillos, 2002). La determinacién de actividad antioxidante mediante los métodos
analiticos estudiados, como se reviso en el capitulo dos, se lleva a cabo con el uso de curvas de
calibracion gue son construidas a partir de diferentes disoluciones de compuestos antioxidante de
grado analitico (estandares de calibracion). Sin embargo, la finalidad del trabajo es comparar los
métodos empleados, por lo cual, antes de discutir los resultados comparativos es importante revisar
con detalle el valor de la pendiente y la precision de los valores obtenidos con los diferentes
estandares utilizados en cada método. Las siguientes tablas muestran estos valores obtenidos con

cada método de anélisis.



4.1. Respuesta analitica a la actividad antioxidante evaluada por el método de Folin

Ciocalteu.

82

La respuesta experimental obtenida frente al método de Folin-Ciocalteu se representa en el

siguiente grafico, donde se muestran las diferentes curvas de calibrado obtenidas para los diferentes

compuestos.

FOLIN- CIOCALTEU

ABSORBANCIA

0 2 4 6 8 10
CONCENTRACION DE ESTANDAR ANTIOXIDANTE (PPM)

Acido Galico
Acido Ascorbico
Trolox
B-Caroteno
BHT

BHA

Timol
Eugenol
Capsaicina
Hidroquinona
Resorcinol

a-Tocoferol

12

Figura 35. Respuesta analitica a la actividad antioxidante de compuestos antioxidantes estandar

frente al método de Folin Ciocalteu.

Como es posible apreciar la mayoria de los compuestos antioxidantes proporcionan una respuesta

experimental notablemente menor al estandar que de forma usual es empleado como referencia

para la expresion de resultados en este ensayo (Acido galico).
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Esto sefiala que, para los compuestos estudiados, no se encuentra ninguno que sea

representativamente mas sensible que el estdndar usual.

Considerando el hecho de que el eugenol presenta una mayor pendiente que el &cido galico se

podria suponer que la sensibilidad es mayor frente a este compuesto, sin embargo, el anélisis de

varianza con respecto al coeficiente TEAC muestra que la diferencia entre los resultados no es

significativa. La siguiente tabla presenta los resultados caracteristicos de las diferentes curvas de

regresion.
Tabla 8
Resultados del andlisis simultaneo de compuestos antioxidantes frente a Folin-Ciocalteu.
Compuesto Ecuacion de Coeficiente de Coeficiente de Rango de TEAC
calibrado lineal regresion absortividad concentracién
(Lmol™® cm™?) lineal (UM)
A. Galico A=19785 [AG] + 0.99631 1.98E+04 14 - 58 2.57
0.0285
A. Ascorbico A=13001.2 0.9962 1.30E+04 14 - 56 1.69
[AA]+0.00075
Trolox A=7699 [TX] + 0.99144 7.70E+03 9-40 1
0.0137
3-Caroteno A=6270.9[B-C] + 0.99335 6.27E+03 4-18 0.815
0.001294
BHT A=7644.1[BHT] + 0.99749 7.64E+03 11-45 0.994
0.004316
BHA A= 15537.3[BHA] + 0.9989 1.55E+04 6 - 27 2.02
0.0082
Timol A=8283.2[TM] + 0.99549 8.28E+03 16 - 66 1.076
0.0177
Eugenol A=20728.1[EGN] 0.98802 2.07E+04 15-60 2.694
+0.034009
Capsaicina A= 17579.5[CPS] + 0.99525 1.76E+04 8-32 2.285
0.0131
Hidroguinona  A=9383.6 [ HDQ] - 0.99987 9.38E+03 22-90 1.219
0.0012
Resorcinol A= 13462[ RSL] + 0.99322 1.35E+04 22-90 1.75
0.0299
a-Tocoferol A=9605[a-TF] - 0.99424 9.61E+03 5-23 1.249

0.0008
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En la tabla se puede notar que la hidroguinona y el resorcinol cubren el mayor rango de
concentracion lineal, sin embargo, el coeficiente de determinacion obtenido de la hidroquinona es
mejor (R?=0.99987). La Gltima columna muestra los coeficientes TEAC para cada estandar que

son considerados para estimar la correlacion entre los métodos.

El valor de TEAC obtenido para el eugenol es mayor que el correspondiente para el acido gélico,
sin embargo, el andlisis de diferencias entre categorias con intervalo de confianza de 95% estima
que tal diferencia no es significativa. Ademas, mediante la prueba bilateral de Dunnett se contrasta
la diferencia de los valores TEAC, asi, se estima que el coeficiente TEAC del BHA no es

significativamente diferente del Coeficiente TEAC unitario (Trolox).

La siguiente grafica muestra un resumen de los resultados estimados por la prueba de Tukey
HSD vy la prueba bilateral de Dunnett para una categoria de control, los subindices indican las

diferencias significativas a un nivel de significancia del 95 %.

Resumen (Medias LS) - FC

Medias LS

TEAC
Variables dependientes

M Eugenol W A.Galico M Capsaicina  HBHA M Resorcinol M A.Ascorbico

a-Tocoferol Hidroquinona M Timol M Trolox HBHT W 3-Caroteno

Figura 36. Resumen de las pruebas de Tukey y Dunnett para las mediciones de actividad
antioxidante (coeficientes TEAC) de compuestos antioxidantes estandar frente a Folin-Ciocalteu.
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El andlisis de varianza realizado (Figura 36), para establecer diferencias significativas entre
categorias, se realizO para los valores obtenidos de tres determinaciones y mediciones

independientes de cada compuesto antioxidante en este y todos los métodos.

Los resultados encontrados en Berker et al. (2013), estiman los coeficientes TEAC para el
ensayo de Folin Ciocalteu adaptado para la estimar la actividad antioxidante tanto de compuestos
hidrosolubles y liposolubles utilizando isobutanol como solvente del reactivo F-C, peroxido como
diluyente de los antioxidantes estandar, y NaOH para regular el pH del medio de reaccién. Los
coeficientes encontrados para acido galico, BHT, BHA, acido ascorbico y B-Caroteno son 1.78,

0.82, 0.99, 1.60, y 0.34 respectivamente.

A pesar de las modificaciones realizadas, en el estudio mencionado, los coeficientes son
comparables con los obtenidos bajo el procedimiento utilizado en esta investigacion. Esto sugiere
que la sensibilidad del método frente a compuestos hidrosolubles o liposolubles no se ve afectada
considerablemente por el uso de hidréxido de sodio como solucion alcalina para elevar el pH del
medio de reaccion, y que utilizar etanol para diluir los antioxidantes es una modificacion aceptable
frente al uso de perdxido empleado para el mismo proposito, ademas, en este caso se utilizé agua
para preparar el reactivo de Folin Ciocalteu y los resultados no difieren en gran medida de los
obtenidos con el reactivo preparado en isobutanol. EI hecho de las variaciones en estos resultados
podria estar relacionado con las proporciones de reactivos empleados, lo cual no es objeto de este
estudio. Ademas, el acido ascorbico conocido porque su presencia puede significar una
sobrestimacion de la actividad antioxidante debida al contenido total fendlico empleando este
ensayo, es el valor que presenta mayor similitud entre la investigacion mencionada y el actual

proyecto. Los valores difieren en la tercera cifra significativa por 0.09.
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4.2.Respuesta analitica a la actividad antioxidante evaluada por el método de radical
ABTSe*
La respuesta experimental obtenida de los diferentes antioxidantes bajo estudio, frente al
radical ABTSe", muestra que el compuesto que presenta mayor sensibilidad al radical es el acido
gélico, seguido por la hidroquinona, eugenol, y BHA. El resto de los compuestos estudiados

representan una menor sensibilidad en el método con respecto al Trolox.
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0.45 Acido Ascorbico
0.4 Trolox
0.35 B-Caroteno
X BHT
<
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Z ® BHA
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4 @ Hidroquinona
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CONCENTRACION DE ESTANDAR ANTIOXIDANTE (PPM)

Figura 37. Respuesta analitica a la actividad antioxidante de compuestos antioxidantes estandar
frente al método TEAC/ABTSe*

Los parametros caracteristicos de cada curva de regresion se muestran en la siguiente tabla. Como
se puede notar la bondad del ajuste para los datos obtenidos es alto y para este caso el resorcinol

maneja el rango de concentracion lineal mas amplio entre todos los compuestos estudiados.
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En el caso del B-Caroteno, su bajo coeficiente de regresion pone en evidencia el hecho de que
este compuesto no puede ser estudiado por este método, si se utiliza alcoholes como diluyente y

solo es aplicable para este ensayo si se utilizan hexano como solvente (Resat Apak et al., 2013).

Tabla 9
Resultados del analisis simultaneo de compuestos antioxidantes frente a radical ABTS*".
Compuesto Ecuacion de Coeficiente de Coeficiente de Rango de TEAC
calibrado lineal regresion absortividad concentracion
(Lmolt cm?) lineal (UM)

A. Gélico A= 69749.2[AG] - 0.9986 6.97E+04 1-6 2.546
0.0056

A. Ascérbico A= 17787.51[AA] - 0.9922 1.78E+04 5-22 0.649
0.0015

Trolox A= 27395.14[ TX] - 0.9953 2.74E+04 4-15 1.000
0.003

B-Caroteno A= 1342.22[B-C] - 0.6372 1.34E+03 1-7 0.049
0.003

BHT A = 14587.29[BHT] 0.9956 1.46E+04 4-18 0.532
-0.0018

BHA A=64432.29[BHA] 0.9974 6.44E+04 1-3 2.352
- 0.0021

Timol A=2877.06[TM] + 0.9905 2.88E+03 6-26 0.105
0.0275

Eugenol A=43417.97[EGN] 0.9953 4.34E+04 1-6 1.585
- 0.0082

Capsaicina A= 23862.06[CPS] 0.9986 2.39E+04 3-14 0.871
+0.0033

Hidroquinona A= 31558.34[HDQ)] 0.9927 3.16E+04 2-9 1.152
- 0.0089

Resorcinol A =4105.88[RSN] 0.9948 4.11E+03 9-36 0.150
+0.0016

a-Tocoferol A=30810.62[a-T] - 0.9979 3.08E+04 2-10 1.125
0.0061

De los compuestos estudiados, los coeficientes TEAC del acido galico y BHA son los més
altos y entre ellos no presentan diferencias significativas, por lo tanto, la actividad antioxidante
de estos compuestos con respecto al Trolox es mayor, lo cual significa que la interaccion entre
estos compuestos y el radical ABTSe* es notablemente mejor que la existente con Trolox, ya sea

debido a la donacién electrénica (SET) o a la transferencia de atomos de hidrégeno (HAT).
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Este hecho revela la afinidad del eugenol por interactuar con radicales cationicos puesto que,
como se vera mas adelante la sensibilidad con respecto al radical estable DPPHe, es mucho menor
que en este caso. El resumen de las pruebas de Tukey y Dunnett se muestran a continuacion. Los

subindices indican la existencia de diferencia significativa a un nivel de significancia del 95%.

Resumen (Medias LS) - ABTS

Medias LS

TEAC

Variables dependientes

W A.Galico HBHA M Eugenol W Hidroquinona M a-Tocoferol M Trolox

Capsaicina A.Ascorbico  EBHT M Resorcinol W Timol M 3-Caroteno

Figura 38. Resumen de las pruebas de Tukey y Dunnett para las mediciones de actividad
antioxidante de compuestos antioxidantes estandar frente a radical ABTS+*

Se puede notar que el a-Tocoferol presenta una respuesta similar a la del Trolox lo cual explica
el hecho de que los resultados obtenidos mediante este método también son reportados en
equivalentes de este compuesto. Sin embargo, dejando a un lado el acido gélico, es claro que el
BHA, es el compuesto cuya respuesta en el método es la mas sensible bajo las condiciones
experimentales empleadas en esta investigacion, y se comprueba segun los resultados encontrados
en Berker et al. (2013), donde los resultados para acido galico, BHT, BHA, acido ascorbico, y B-

caroteno muestran una correlacién de 0.508 con los resultados obtenidos en esta investigacion.
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4.3.Respuesta analitica a la actividad antioxidante evaluada por el método de radical

DPPH-

El método convencional utiliza al &cido ascérbico como estandar de referencia para reportar

resultados obtenidos por este método. Sin embargo, la siguiente gréfica muestra que el método

presenta mayor sensibilidad al acido galico e hidroquinona. Entonces, la interaccion del radical

estable DPPHe« es més significativa con compuestos fendlicos que poseen sus grupos principales

en posicion para, lo cual se relaciona con la habilidad de estabilizar el electron desapareado una

vez reaccionado con el radical.
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Figura 39. Respuesta analitica a la actividad antioxidante de compuestos antioxidantes
estandar frente al método de radical DPPHe.
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En la figura 39 se aprecia que el &cido galico posee la pendiente mas alta de todos los compuestos

estudiados. Este suceso es similar en casi todos los métodos a excepcion de PCL.

También, el resorcinol cuya estructura molecular es un isémero de posicion de la hidrogquinona,
presenta una sensibilidad en el método muy escasa, al igual que el BHT y el p-Caroteno. En el caso
del resorcinol y el BHT, la escasa sensibilidad del método a estos compuestos confirma que el
mecanismo de interaccion entre radical y antioxidante esté limitado por la posicion que ocupan los
sustituyentes en el compuesto fendlico, los efectos de la resonancia no son objeto de este estudio,

pero es claro que esta relacionado con la habilidad de interaccion del radical con el medio.

0.0148

Tabla 10
Resultados del andlisis simultaneo de compuestos antioxidantes frente a radical DPPH-.

Compuesto Ecuacion de Coeficiente Coeficiente de Rango de TEAC

calibrado lineal de regresion absortividad concentracion
(Lmol™® cm?) lineal (uM)

A. Galico A= 46386.03[AG] - 0.9970 4.64E+04 1-6 2.457
0.001533

A. Ascorbico A = 18462.77[AA] - 0.9923 1.85E+04 5-22 0.978
0.004622

Trolox A =18877.72[TX] - 0.9988 1.89E+04 3-16 1
0.004622

B-Caroteno A=508.95[B-C] + 0.9269 5.09E+02 7-30 0.026
0.001392

BHT A= 841.38[BHT] + 0.9879 8.41E+02 2-23 0.044
0.00034

BHA A= 12640.34[BHA] - 0.9994 1.26E+04 1-14 0.669
0.00108

Timol A =41458[TM] - 0.8590 4.15E+02 3-33 0.021
0.003169

Eugenol A=8767.92[EGN] + 0.9992 8.77E+03 3-18 0.464
0.00011

Capsaicina A=4611.69[ CPS] + 0.9987 4.61E+03 6-26 0.244
0.004611

Hidroguinona A =18228.77[HDQ] 0.9947 1.82E+04 2-10 0.965
+0.0182

Resorcinol A= 331.60[RSN] + 0.9812 3.32E+02 18-72 0.017
0.00033

a-Tocoferol A=19166.90[a-T] - 0.9918 1.92E+04 4-18 1.015




91
En la siguiente grafica se muestra el resumen de la prueba de Tukey y Dunnett para los valores

TEAC medios de tres determinaciones independientes a un nivel de significancia del 95%.

La sensibilidad del método es significantemente mayor con respecto al acido gélico, sin
embargo, los compuestos que usualmente son utilizados como referencia en los diferentes métodos,
no presentan para este caso diferencia significativa entre los coeficientes TEAC respectivos. Es
decir, el acido ascorbico, a-Tocoferol, Trolox, hidroquinona, presentan respuestas analiticas que
conducen a coeficientes TEAC que no son significativamente diferentes entre ellos. Y
particularmente en este caso la sensibilidad del eugenol no es significativamente menor que la del

BHA ni significativamente mayor que la capsaicina.

Resumen (Medias LS) - DPPH

Medias LS

CcD
DE

EF EF EF F

TEAC
Variables dependientes

M A.Gélico W o-Tocoferol M Trolox B A.Ascorbico B Hidroquinona M BHA

Eugenol Capsaicina W BHT M 3-Caroteno H Timol M Resorcinol

Figura 40. Resumen de las pruebas de Tukey y Dunnett para las mediciones de actividad
antioxidante (coeficientes TEAC) de compuestos antioxidantes estandar frente a radical DPPH.
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Este método es el que muestra mayos uniformidad de resultados para varios resultados, como
se puede notar en la grafica anterior, cuatro compuestos presentan coeficientes TEAC semejantes,

y excluye al acido galico como el compuesto de mayor respuesta en el método.

En el caso del p- Caroteno, no es posible identificar bajo las condiciones experimentales
empleadas, cuan sensible es este método a este compuesto; debido a que el bajo coeficiente de
regresion mostrado en la siguiente tabla es explicado por la superposicion entre los espectros de
absorcion del radical y el antioxidante, por lo tanto este ensayo como se menciona en Resat Apak

et al. (2013), no es sutil para carotenoides.

Por ultimo, los compuestos de escasa sensibilidad en el método son el BHT, - Caroteno, Timol, y
resorcinol. Como se menciono antes el f-caroteno manifiesta una interferencia porque su espectro

de absorcion se superpone al del DPPH.

4.4.Respuesta analitica a la actividad antioxidante evaluada por el método de Foto

quimioluminiscencia PCL.

Para llevar a cabo las determinaciones de este método se considerd una medicion individual
para cada caso; debido al excesivo uso de luminol que se requiere para realizar las réplicas. Sin
embargo, para validar el procedimiento empleado se revisé en primera instancia la estabilidad del
método realizando 10 réplicas para el estandar empleado como referencia para compuestos
lipofilicos. Como se puede notar en la Figura 41, donde se muestra la pendiente de los valores
medios de las diferentes réplicas, no existe gran variabilidad la pendiente como tal, sin embargo,
las diferencias radican en como la linea se desplaza en el sentido de las ordenadas por lo cual es
importante el analisis del valor de “C”, considerando que las ecuaciones de regresion tienen la

forma Y=m=+«X+C.
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Figura 41. Variacion de la curva de calibrado de Trolox de mdltiples determinaciones
independientes frente al método PCL.

La figura 42, es una representacion caja y bigotes de los diferentes valores “C” encontrados.
Los estadisticos descriptivos de esta estimacion se indican en la tabla 11, y a partir de ellos se

puede comprobar que la estabilidad de las mediciones mediante este método.

Tabla 11
Eval_uz_;\cién de la variabil_idad de _ Box plot (C)
coeficiente C de la ecuacion de regresion. Ly
Estadistico C 115 1
No. de observaciones 10 114
Minimo 0.859 1os 1 T
Maximo 1.086 o 14
1° Cuartil 0.920 095 | i
Mediana 0.992 09 4
3° Cuartil 1.041 085 & L
Media 0.978 08 L
Varianza (n-1) 0.006

Figura 42. Representacion de variacion de
Desviacion tipica (n-1) 0.079 “C” en diagrame de caja y bigotes.
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El comportamiento de la sefial de respuesta para este método es una curva que posee tres
caracteristicas basadas en el principio que gobierna el método (PCL), este comportamiento ya se
lo menciona en la fundamentacion tedrica y establece el hecho que para analizar compuestos
hidrofilicos la representacion de la regresion es lineal y para compuesto lipofilicos cuadratica. Sin
embargo, para este caso como se muestra en la siguiente figura la regresion de las diferentes curvas
es lineal a pesar de utilizar el protocolo establecido para componente lipofilicos. Esta
representacion es posible porque se la realizé considerado los valores reciprocos de la sefial de

respuesta y de las cantidades utilizadas de antioxidantes.

En la grafica se puede notar que el compuesto que representa una menor sensibilidad en el
método es el B- Caroteno. Se puede apreciar que es considerablemente mayor, en cuanto al valor
de su pendiente, de los demas compuestos. El resorcinol también posee un valor elevado de
pendiente lo cual es lo opuesto de su isdmero de posicién hidroquinona cuyo resultado muestra ser
un caso excepcional ya que la sensibilidad del método a este compuesto es mucho mayor que para
el resto. La figura 43, muestra la comparacion de los resultados con la hidroquinona y la
comparacion entre los demas compuestos sin considerarla, para apreciar mejor la representacion

de la actividad de los otros compuestos.

Para el andlisis de datos final, los resultados obtenidos para este compuesto en este método no
son considerados para hallar correlaciones entre los métodos empleados ya que por simple
inspeccion el resultado de este compuesto representa un dato anémalo que esta asociado con la
estabilizacion por resonancia del anillo. Esto es evidente por el resultado obtenido para el

resorcinol.
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Figura 43. Comparacion de coeficientes TEAC obtenidos de compuestos antioxidantes estandar
frente a PCL. Resultados comparados considerando la hidroquinona y sin esta.
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Figura 44. Respuesta analitica a la actividad antioxidante de compuestos antioxidantes
estandar frente al método PCL. Argumentos reciprocos.
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La siguiente tabla muestra los resultados caracteristicos de cada curva de regresion, se puede
notar que la bondad del ajuste es mayor que en los demas métodos, y el rango de concentracion
empleado vuelve a poner en evidencia el hecho de la hidroquinona y la sensibilidad del método a
este compuesto. Los compuestos que representan una mayor sensibilidad en el método después de
la hidroguinona segun el coeficiente TEAC y el rango de concentracion empleado son el acido

ascorbico, eugenol, BHA, 4cido galico, a-Tocoferol y capsaicina.

La sensibilidad encontrada para el BHA es semejante a la del Trolox, asi como el a-Tocoferol

y eugenol son casi idénticos en cuanto al resultado obtenido para ellos.

Tabla 12

Resultados del andlisis simultaneo de compuestos antioxidantes frente a PCL.
Compuesto Ecuacion de calibrado lineal Coeficiente de Rango de TEAC

UYX)=b(1l/X)+c regresion concentracion
(nmol/2300 uL)

Trolox 1/1=23.04 (1/ nmol TX) + 0.777 0.999 2-12 1
A. Ascorbico 1/ 1= 21.14(1/nmol AA) + 0.141 0.9984 05-5 0.143762
B-Caroteno 1/1=168.85(1/nmol BC) + 0.258 0.9986 10 - 100 0.018005
BHA 1/1=2.93(1/nmol BHA) + 1.072 0.9993 05-5 1.036042
A. Galico 1/1=1.27(1/nmol AG) + 0.832 0.9991 05-4 2.377524
Capsaicina 1/1=2.39(1/nmol CPS) + 0.874 0.9996 05-4 1.271227
Timol 1/1=17.69(1/nmol TM) + 1.87 0.9958 1-15 0.171804
a-Tocoferol 1/1=2.01(1/nmol aT) + 0.669 0.9998 05-3 1.508642
Eugenol 1/1=2.03(1/nmol EGN) + 0.836 0.9992 05-4 1.491676
Resorcinol 1/1=48.09(1/nmol RSN) + 0.561 0.9962 5-40 0.063213
Hidroquinona 1/1=0.06(1/nmol HDQ) + 1.02 0.9994 0.05-1 48.63446
BHT 1/1=28.30(1/nmol BHT) + 1.15 0.9992 1-25 0.1074

En la tabla anterior, se puede notar que los coeficientes de regresién obtenidos son los mejores
entre todos los métodos. Sin embargo, también se puede notar que los rangos de concentracion de

compuesto antioxidante con el que se puede trabajar en mas limitado que en el resto de los métodos.
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4.5.Comparacion simultanea de la respuesta analitica a la actividad antioxidante
obtenida por los diferentes métodos estudiados.

En los resultados anteriores se mostraron altos coeficientes de correlacion lineal para todos los
casos, excepto aquellos que como se menciond son poco sutiles para ser analizados por el método
correspondiente. El Trolox es el estdndar utilizado como referencia para analizar si existe
correlaciones favorables entre los métodos debido a que los resultados que normalmente se
encuentran reportados utilizan este compuesto para dar la equivalencia de actividad antioxidante
de la muestra estudiada. Sin embargo, es importante mencionar que, dependiendo del caso de
estudio, se podria utilizar cualquiera de los compuestos cuya sensibilidad en el método es
significantemente mayor que el compuesto usual utilizado como referencia para reportar
resultados. Es decir, en Folin- Ciocalteu es comun utilizar el acido galico como estandar de

referencia, pero, como se vio antes, el eugenol también puede ser utilizado con el mismo proposito.

La siguiente tabla muestra los coeficientes TEAC de todos los compuestos empleados.

Tabla 13
Actividad antioxidante expresado en TEAC para cada método.
F-C ABTS DPPH PCL

Trolox 1.000 1.000 1.000 1.000
A. Ascorbico 1.690 0.649 0.976 0.144
p-Caroteno 0.815 0.049 0.027 0.018
BHA 2.020 2421 0.669 1.036
A. Galico 2.570 2.551 2.466 2.378
Capsaicina 2.285 0.871 0.245 1.271
Timol 1.076 0.105 0.022 0.172
a-Tocoferol 1.249 1.126 1.018 1.509
Eugenol 2.694 1.586 0.466 1.492
Resorcinol 1.750 0.150 0.018 0.063
Hidroguinona 1.219 1.153 0.968 48.634

BHT 0.994 0.533 0.045 0.107
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Estos coeficientes estan definidos como, la relacion entre la pendiente de la curva de regresion
del compuesto estudiado, con respecto a la del Trolox. También se menciond en las secciones
anteriores sobre la correlacion de estos resultados, con los reportados en otras investigaciones para

ciertos metodos. Esto serd empleado para formular algunas conclusiones.

Los diferentes coeficientes TEAC de la tabla anterior permiten encontrar la siguiente matriz de
correlaciones entre los diferentes métodos. Es importante mencionar que la correlacion de los
resultados se realiz6 omitiendo el coeficiente TEAC de la Hidroquinona ya que es claro que se trata
de un compuesto excepcional que debe ser estudiado a profundidad para aclarar su comportamiento

frente a los diferentes métodos.

Tabla 14
Matriz de correlaciones entre métodos con resultados en TEAC

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

En la matriz anterior, los valores resaltados en negro son aquellos que presentan una correlacion

positiva entre los métodos asignados.

Los resultados indican que de expresarse los resultados en equivalentes de Trolox para todos
los ensayos empleados, se obtienen correlaciones positivas en casi todos los casos excepto entre
los métodos de DPPHe y Folin Ciocalteu. La siguiente tabla muestra el coeficiente de correlacion
entre los diferentes métodos considerando unicamente coeficientes TEAC para todos los casos

con la respectiva relacion lineal para estos.



Tabla 15

Relaciones lineales estimadas utilizando valores TEAC entre métodos.
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Relacién Lineal

Coeficientes de correlacion

TEACpci, = 0.753 TEAC,prs + 0.0795 0.829
TEACpcy, = 0.8217 TEACpppy + 0.3162 0.758
TEACpppy = 0.6247 TEAC,g1s + 0.025 0.733
TEACpcy, = 0.7761 TEAC;_c + 0.4447 0.650
TEAC,grs = 0.8276 TEAC;_c — 0.3191 0.651
TEACpppy = 0.4147 TEAC;_c — 0.0092 0.383

Para llevar a cabo el andlisis de cada método se presenta la siguiente tabla en donde se

encuentran los coeficientes respectivos a cada método para expresar la actividad antioxidante.

Tabla 16

Actividad antioxidante expresada en equivalentes del compuesto usual para expresar resultados

de cada método.

F-C ABTS DPPH mol PCL
mol AG/mol std mol TX/mol std AA/mol std mol TX/mol std
Trolox 0.389 1.000 1.022 1.000
A. Ascorbico 0.657 0.649 1.000 0.144
p-Caroteno 0.317 0.049 0.028 0.018
BHA 0.785 2421 0.685 1.036
A. Galico 1.000 2.551 2,512 2.378
Capsaicina 0.889 0.871 0.250 1.271
Timol 0.419 0.105 0.022 0.172
a-Tocoferol 0.485 1.126 1.038 1.509
Eugenol 1.048 1.586 0.475 1.492
Resorcinol 0.680 0.150 0.018 0.063
Hidroquinona 0.474 1.153 0.987 48.634
BHT 0.386 0.533 0.046 0.107
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Las ecuaciones de correlacion calculadas a partir de los datos de la tabla anterior se presentan

a continuacion, y representan correlaciones positivas a un nivel de significancia del 95%.

Tabla 17

Relaciones lineales estimadas mediante valores de AO de cada compuesto entre los métodos.
Relacion Lineal Coeficiente de 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,grs + 0.0265 0.733

TEACpc, = 1.996 A. Gélico E.p_c— 0.4449 0.650

TEAC,grs = 2.1288 A.Gélico Ep_¢— 0.3195 0.651

A. Ascorbico E.pppy = 1.0871 A. Gélico E.z_c+ 0.0086 0.383

La tabla anterior muestra que los coeficientes de correlacion son los mismos que se encuentran
en la tabla 14, a pesar de que en este caso la estimacion se realiz6 a partir del valor de AO
encontrado para cada compuesto reportado en equivalentes del compuesto que se utiliza
normalmente para reportar la AO en cada método. Esta particularidad indica que, los resultados
mostrados en las figuras de resumen de resultados de las pruebas de Tukey y Dunnett donde se
comparan los resultados individuales de cada método, son adecuadas para la identificacion de
diferencias entre la actividad antioxidante de los diferentes compuestos, sin importar si se
compararon valores fijados con respecto al Trolox, es decir de haberse utilizado el &cido gélico

como categoria de control en todos los métodos los resultados serian los mismos.

Las gréaficas de correlacién de los resultados obtenidos por los diferentes métodos se muestran
a continuacion en la siguiente figura. Se relacionaron los valores de AO expresados en el respectivo
compuesto usual de cada método. La elipse de confianza esta trazada a un nivel de significancia

del 95%.
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Se muestran correlaciones positivas entre todos los métodos, a excepcion de la Gltima relacion
gue muestra un bajo coeficiente de correlacion entre los resultados obtenidos entre los ensayos con
radical DPPHe+ y Folin-Ciocalteu. Para comprobar lo representativas que pueden llegar a ser las
relaciones antes planteadas, se realizara un andlisis mediante los valores de actividad antioxidante

reportada en algunas publicaciones.

Thaipong et al. (2006), realiza una comparacion de diferentes resultados obtenidos por ABTS,
DPPH, FRAP, y ORAC donde cuantifica la actividad antioxidante de diferentes genotipos de guaba

utilizando diferentes extractos.

Tabla 18
Actividad antioxidante (TEAC) de diferentes genotipos de Guaba.
Genotipo ABTS (TEAC) DPPH (TEAC)
Allahabad 379134 32.07+5.1
Fan Retief 34.47+2.1 2777+ 1.7
Ruby 22.37+0.9 16.27+1
Seleccion Avanzada 29.67 £ 2.3 24.97+0.5
Media de ensayo 31.17+6.8 25.27 £ 6.7

Fuente: (Thaipong et al., 2006)
Ahora bien, la relacion encontrada entre estos métodos (Tabla 15), permite obtener los

siguientes resultados partiendo de los expresados para el ABTS.

Tabla 19
Actividad antioxidante (TEAC) estimada a partir de las relaciones encontradas.
Genotipo ABTS (TEAC) TEACpppy
Allahabad 37.9+34 23.7
Fan Retief 34.47+2.1 21.55
Ruby 22.37+0.9 14
Seleccién Avanzada 29.67 £ 2.3 18.55

Media de ensayo 31.17+6.8 19.49
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Se puede notar que el valor de la media de ensayo, encontrado para los resultados TEAC
mediante radical DPPHe, est& por dentro del valor reportado, ademas el resto de los valores estan
lo suficientemente aproximados a los originales como para invalidar la relacion encontrada. Estas
pequefias diferencias estan relacionadas con el hecho de que los extractos fueron realizados en
metanol, y los ensayos empleados en este trabajo utilizaron etanol como diluyente de los

estandares. Esto permite formular conclusiones con respecto al uso de solventes.

Otro caso puede ser revisado de la siguiente manera. Przygodzka et al. (2014), realiza una
comparacion de tres métodos (ABTS, PCL, CV), para cuantificar la actividad antioxidante en

algunas especies de plantas. Los resultados son los siguientes.

Tabla 20
Actividad antioxidante de diferentes especias encontradas por ABTS*"y PCL.
Especie ABTS PCL
(umol TX/gr masa seca) (umol TX/ gr masa seca)
Anis Estrellado 66.8 +1.3 22.2+0.7
Canela 1057.1 + 19.3 4549+ 17.1
pimienta 280.2+15 126 £ 7.7
clavo 926.8 + 64.2 805.6£3.9
mezcla de especias 1242+ 0.5 18.4+0.2
nuez moscada 358.5+19.2 41.4+5.6
Jengibre 52.8+0.2 7326
Vainilla 102.3+14.7 159.6 £ 0.5
Hinojo 26.8+0.4 21.5+0.7
Anis 12.7+£0.8 18+£0.2
Cardamomo 23.7+0.4 12+ 04
Pimienta blanca 404121 20.7+£0.1
cilantro 56+05 9.2+0.3

Fuente:(Przygodzka et al., 2014)
Estos resultados presentan un coeficiente de correlacién de 0. 887. La correlacion encontrada
entre estos métodos en este trabajo, es la mas alta (0.829). La expresion de estos valores con las

relaciones planteadas en la tabla 15, son los siguientes.
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Tabla 21
Valores de AO predichos mediante las estimaciones propuestas
a partir de los valores reportados por cada método.

Especie TEAC ABTS TEAC PCL
Anis Estrellado 20.54816 50.3799
Canela 416.3821 796.0758
pimienta 115.5044 211.0701
clavo 737.2025 697.9599
mezcla de especias 17.07192 93.6021
nuez moscada 38.11232 270.03
Jengibre 67.20296 39.8379
Vainilla 146.2417 77.1114
Hinojo 19.9078 20.2599
Anis 16.706 9.6426
Cardamomo 11.2172 17.9256
Pimienta blanca 19.17596 30.5007
cilantro 8.65576 4.2963

Los datos encontrados a partir de las relaciones propuestas son similares para ambos casos.
Ademas, el coeficiente de correlacién de los datos originales también asegura que los datos
obtenidos por los dos métodos se correlacionan positivamente. Esto dirige a que las pequefias
diferencias estan relacionadas con otros aspectos como la forma de preparacion de muestras, la
proporcion de volumenes empleados, tipos de solvente utilizados, tiempos de registro de
absorbancia, y medios de reaccion apropiados. Aun asi, la estimacion de la actividad antioxidante
es aceptable, considerando el hecho de que no se tiene la certeza de como fue realizada la
determinacion de estos valores, las relaciones propuestas en las tablas 15 y 17, proporcionan una
buena estimacion de la correlacion entre los métodos y de cdmo pueden ser utilizadas para

comprobar la predictibilidad de resultados entre métodos
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Las gréaficas anteriores son una representacion de la actividad antioxidante de cada estandar

estudiado reportado en equivalentes del compuesto de referencia utilizado para estos métodos.

El método de Folin Ciocalteu que se utiliza para determinar la actividad debida al contenido
total fendlicos ofrece resultados representativos de los compuestos utilizados. Es decir que bajo las
condiciones experimentales empleadas en este trabajo, es posible determinar el contenido total
fendlico de una muestra que contenga alguno de los compuestos estudiados. Sin embargo, este
hecho no es tan ventajoso ya que el &cido ascérbico ha sido tomado como un componente que
interfiere en el método y como se puede ver en la figura 46, es posible obtener resultados debido
al &cido ascorbico, el valor correspondiente para este compuesto es 0.657 mol A. Galico/ mol A.
Ascorbico presente en una muestra, esto deja en evidencia el hecho de que su presencia sobreestima
la actividad antioxidante debida al contenido total fendlico, que es para lo que usualmente se

emplea este método.

Sin embargo, el procedimiento empleado para este método permite obtener resultados

apropiados para evaluar la actividad antioxidante de compuestos lipofilicos como hidrofilicos.

Por otro lado, el anélisis de actividad antioxidante usando radical ABTS con el procedimiento
empleado, muestra que no es apropiado analizar este carotenoide, resorcinol, y timol. Ademas, el
método presenta mayor sensibilidad al &cido galico y BHT, por lo tanto, pueden ser utilizados si se
buscase equivalencia en compuestos naturales, o sintéticos respectivamente. Otra caracteristica del
método es que la sensibilidad con respecto a la hidroguinona es similar que en F-C, aunque no se

repite este comportamiento para su isomero resorcinol que representa mayor sensibilidad en F-C.
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En el ensayo utilizando radical DPPH, se repite el comportamiento de la hidroquinona y
resorcinol y aunque en la gréafica se puede notar que en este ensayo existe mayor semejanza entre
la sensibilidad que representan los compuestos Trolox, Acido Ascérbico, y a-Tocoferol, que son
utilizados normalmente para reportar resultados, el Acido gélico es el antioxidante que represente

mayor sensibilidad en el método.

La actividad antioxidante del Timol, f-Caroteno, resorcinol, y BHT, no es posible cuantificarla
apropiadamente bajo el procedimiento experimental empleado. Es decir, muestras que deban su
actividad antioxidante a estos compuestos, requerirdn de otros métodos para ser analizadas
apropiadamente. Un ejemplo de esto es el Orégano que cuya actividad antioxidante es cuantificable
apropiadamente mediante F-C, pero si, por el contrario, se empleara el método con radical DPPHe,
la baja sensibilidad de este método al Timol (componente mayoritario del Orégano) lo hace poco

practica para llevar a cabo esta determinacion.

El método PCL muestra ser particularmente sensible al Acido galico, lo cual es relevante, ya
que se empled el protocolo establecido para analizar compuestos lipofilicos y los resultados
muestran gue, en efecto la actividad del acido ascorbico no es apreciable bajo este procedimiento,
mas no es el caso para el acido galico. También, compuestos como -Caroteno, timol, resorcinol,
y BHT no representan sensibilidades considerables en el método. En este caso, al igual que en el
método de radical DPPHe, se deben hacer las consideraciones pertinentes si se requiere analizar
actividad antioxidante debida a compuestos especificos, ya que como se puede notar, existen

compuestos que no son representativos con respecto a la sensibilidad del método.
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El caso excepcional es el de la hidroquinona, que manifiesta una actividad antioxidante bastante
superior a la del resto de compuestos en este método (PCL). El valor hallado representa a 48
equivalentes en Trolox por cantidad de hidroquinona cuando el resto como a lo mucho se aproxima

a 2.5 equivalentes.

Todos los métodos manifiestan una sensibilidad particular con el acido gélico, y en algunos de

ellos como el ABTS y F-C, es comparable con la del BHA, y eugenol respectivamente.

Los métodos basados en mecanismos mixtos (DPPH, ABTS), se utilizan de forma indistinta
para analizar compuestos lipofilicos o hidrofilicos con resultados comparables entre ellos para la
mayoria de los estdndares empleados. Por el contrario, aunque F-C se utiliza para Unicamente
componentes hidrosolubles, los resultados obtenidos muestran que se pueden obtener valores
apropiados también para compuestos lipofilicos siguiendo el procedimiento experimental
empleado. Es decir, utilizar etanol como diluyente inicial de la muestra, es un buen recurso al

trabajar con muestras lipofilicas.

Todos los compuestos antioxidantes utilizados en este trabajo poseen diferentes habilidades
frente a los radicales empleados en cada ensayo. Esto incrementa la ambigliedad sobre los
mecanismos de reaccion entre los radicales y antioxidantes sin embargo es posible llegar a una
clasificacion por la habilidad que poseen para reducir iones metalicos (Folin-Ciocalteu), reducir
radicales cationicos (ABTSe"), sofocar radicales libres (DPPHe), y barrer radicales peroxidos (O2.-/
PCL). Este enfoque dirige a, que, para llegar a un consenso para la cuantificacién real de la
actividad antioxidante, la cual implica las habilidades antes mencionadas, ademas de otras que
podrian estudiarse a profundidad, se deben llevar a cabo las mediciones en los diferentes ensayos

para al final dar una estimacion real de la actividad antioxidante.
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Sin embargo, esto podria ser impréctico por cuestiones de tiempo, dinero, y disponibilidad de
equipos y reactivos, por lo que una solucién a este problema podria ser desarrollar un sistema de
ponderacion que asigne importancia a los compuestos al que el método es més sensible, asi, los
valores obtenidos de los diferentes ensayos serdn aditivos y ofreceran una estimacion comparable

entre el resto de los compuestos.

La siguiente tabla muestra un resumen de la habilidad representativa de cada compuesto para
interactuar con los radicales y/o el compuesto activo de cada método para evaluar la actividad
antioxidante. Las habilidades de estos compuestos debido a su interaccién generan una sefial de
respuesta (Actividad antioxidante) representativa a un nivel de significancia de 95% obtenida en

cada ensayo, y es tomada en cuenta para sefialar su participacion en cada método.

Tabla 22
Actividad representativa de cada compuesto antioxidante para barrer radicales de diferente
naturaleza.

Antioxidante Reduccion de iones Reduccion de Barrido de Barrido de
metalicos (F-C) radicales radicales radicales
catiénicos (DPPHe) peroxidos
(ABTS*") (02¢7)
A. Gélico X X X X
A. Ascérbico X X X
Trolox X X X X
B3-Caroteno X
BHT X
BHA X X X X
Timol X
Eugenol X X X X
Capsaicina X X X
Hidroquinona X X X X
Resorcinol X
a-Tocoferol X X X X
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

El método de Folin-Ciocalteu determina la actividad antioxidante de compuestos
liposolubles, utilizando como primer diluyente al etanol, y como segundo diluyente agua.
Esto permite proponer consideraciones experimentales para desarrollar el ensayo enfocado
a determinaciones para este tipo de compuestos.

El &cido galico y el eugenol son los antioxidantes mas efectivos para expresar la actividad
antioxidante debida al contenido total fendlico encontrado mediante F-C. Por el contrario,
en este método, el menos efectivo es representado por la respuesta mas débil concerniente
al B-Caroteno, aunque es significativamente mayor que en los demas métodos. Ademas,
entre todos los métodos estudiados, F-C es el mas sensible a la capsaicina.

Los métodos TEAC/ABTSe*y PCL se correlacionan positivamente (0.829). Los resultados
son predecibles de un método al otro. La relacion propuesta entre estos métodos permite
relacionar los resultados obtenidos por cualquiera de estos, con una estimacién cercana a
los valores reportados entre investigaciones.

Existe baja correlacion entre los métodos DPPH y F-C. Bajo las condiciones y
procedimientos experimentales empleados, estos métodos no presentan correlacion
favorable entre ellos por lo que sus resultados no son comparables.

El acido galico es el compuesto mas activo de los antioxidantes estudiados ya que

representa la mayor sensibilidad en todos los métodos empleados.
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La hidroquinona es el compuesto con mayor actividad frente a radicales superoxidos (O2¢"),
el resultado obtenido en el método PCL es superior en gran medida al resto de los
compuestos estudiados y pone en evidencia la gran habilidad de este compuesto para
sofocar radicales de esta naturaleza. El rango dptimo de concentracion de hidroquinona
empleada en la obtencién de la sefial de respuesta esta entre 0 y 1 nmol por cada 2300uL
de disolucién final.
El 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 méas sensible al &cido galico, BHA, y eugenol. Estos
compuestos presentan alta actividad frente al radical. Por otro lado, la actividad del Trolox,
es comparable con la del a-Tocoferol, e hidroquinona. En menor proporcion se encuentran
el acido ascorbico, capsaicina, y BHT. Lo restantes no representan una sensibilidad
significativa en el método.
El método con radical DPPHe, es menos susceptible a factores estéricos o de resonancia.
Los antioxidantes utilizados como referencia, incluyendo a la hidroquinona, para la mayoria
de los ensayos, presentan una sefial de respuesta semejante, a excepcion del acido galico
gue como se menciono sobresale por ser el mas activo. La interaccion de los antioxidantes
restantes con el radical es muy débil para ser tomada en cuenta.
Los ensayos basados en mecanismos (HAT) son mas préacticos que los (SET), por su
simplicidad, y menos susceptibilidad a factores relacionados con el medio de reaccion. Sin
embargo, son necesarios para analizar diferentes radicales cuyo tiempo de vida si este sujeto

a factores como temperatura, pH y tiempo de medicion
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La cuantificacion de la actividad antioxidante de un compuesto 0 muestra, debe seguirse
por el criterio de perfil antioxidante utilizando diferentes métodos que permitan evaluar la
capacidad de sofocar radicales de diferente procedencia.
Para estandarizar los diferentes métodos que existen para cuantificar algunas de las
caracteristicas antioxidantes de ciertas sustancias se debe presentar procedimientos
experimentales claros, la interaccion que se esta evaluando, los solventes que se utilizan, el
tipo y origen de la muestra, y la expresion de los resultados en base a un mismo estandar

de referencia para los métodos utilizados.
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5.2.Recomendaciones

5.2.1. Recomendaciones para la estandarizacion general de los métodos de analisis de

actividad antioxidante.

o Con la finalidad de disponer de datos Utiles que permitan la comparacion de resultados
entre investigaciones, es recomendable utilizar el mismo enfoque para reportar resultados
ya que las diferentes formas en que se presentan son motivo de confusion y ambigledad.
Con esto en mente es necesario continuar analizando la sensibilidad de los diferentes
métodos que existen frente a antioxidantes que muestran tener una actividad representativa
para estabilizar de diferentes formas a diferentes radicales. Por lo pronto, los resultados de
este trabajo muestran que para los ensayos estudiados los antioxidantes mas efectivos para
expresar resultados es el &cido galico y el BHA para componentes hidrosolubles y
liposolubles respectivamente.

e Se debe tener claro que no todos los compuestos antioxidantes pueden ser analizados por
el criterio de fase de retardo (medicion del tiempo que toma la conversion oxidativa).
Entonces ya que los ensayos que utilizan este criterio usualmente son los basados en
mecanismos (HAT), es recomendable utilizar como estdndar de referencia al compuesto
mas activo que en este caso continla siendo el acido galico o BHA dependiendo del caso.

e Es necesario coincidir en las modificaciones que se realizan a los ensayos para adaptarlos
a diferentes circunstancias de analisis. Sin embargo, también existe el riesgo de realizar
cambios innecesarios a los métodos por lo tanto es recomendable comparar los cambios
gue se puedan ocasionar en la sefial de respuesta frente a las modificaciones empleadas y

Ilevar un registro de esto.
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Por ejemplo, en este trabajo se vio que no es necesario utilizar isobutanol para diluir el reactivo

de Folin-Ciocalteu para que su alcance involucre a compuesto liposolubles, ya que la correlacion

de resultados obtenidos para los mismos compuestos indica que modificando el solvente para diluir

los reactivos es suficiente para llevar a cabo las determinaciones para los dos tipos de compuestos

con resultados semejantes.

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. La ponderacién para cada compuesto
es un camino aceptable que permite tomar en cuenta su actividad y por lo tanto es
recomendable una vez mas utilizar siempre el mismo estandar antioxidante para expresar
resultados entre los diferentes métodos. Se recomienda el desarrollo de esta relacion
ponderada basada la respuesta obtenida en cada método para dar una expresion apropiada
de los resultados y poder separar caracteristicas no favorables de algunos compuestos
antioxidantes.

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 bioldgicos de esta forma los resultados serdn mas relevantes y
los procedimientos de los métodos podran ser reajustados para llevar a cabo este tipo de

determinaciones.
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