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RESUMEN

iii. Resumen

La formacion excesiva de radicales libres, en especifico especies reactivas de oxigeno,
consecuencia de la exposicion prolongada a factores como la radiacion ultravioleta, la
contaminacion incrementan las condiciones de estrés oxidativo dentro de la célula ocasionando
apoptosis, es decir, causa deterioro oxidativo de productos alimenticios asi como en la
patogénesis de enfermedades como: arteriosclerosis, diabetes mellitus, inflamacion cronica,
desordenes neurodegenerativos y algunos tipos de cancer #%%%'> 2" | 3 célula de forma natural
produce antioxidantes (AOxH) que previenen esta condicion, sin embargo continuamente se
expone a condiciones patologicas, entonces el mecanismo de defensa antioxidante es
insuficiente, asi es como surge la necesidad de introducir a la célula sustancias que

contribuyan a disminuir el dafio ocasionado, en su mayoria estos compuestos son extractos de

[

129 . o . . .
plantas ] Se define a un antioxidante como una especie que en bajas concentraciones, en

relacion con el sustrato oxidable, evita o previene la oxidacion de este ultimo, por ejemplo
algunas enzimas, asi como algunas sustancias quelantes de los metales que estan
involucrados en la generacion de especies reactivas de oxigeno. Las especies a oxidar
reaccionan con el antioxidante y no con el sustrato original, es decir, el antioxidante reemplaza

al sustrato [85’86].

Los compuestos extraidos de fuentes naturales en su mayoria previenen la

peroxidacion lipidica, este hecho hace pensar que se pueden emplear como antioxidantes, los

ejemplos que se han estudiado a fondo son: polifenoles ' " flavonoides (143] [139,

210]

, Xantonas

y vaniloides (ejemplo de interés: Capsaicina) (1431 L os antioxidantes de origen natural, son
de gran interés porque son consumidos en la dieta sin necesidad de suministrarlos de forma
artificial "'**). Sin embargo la evaluacion de la capacidad antioxidante de una sustancia, no es
tan trivial como podria parecer, ya que la mayoria de los compuestos en estudio provienen de
un conjunto de sustancia similares, esto implica que la evaluacion directa de la capacidad
antioxidante no ha sido propiamente investigada, y se limita a ensayos indirectos como: ORAC,
TRAP, TOSC, ATB, Linoleico, ensayo de blanqueamiento de la molécula de caroteno, HORAC,
TEAC, DPPH, FRAP, FC, DMPD, CUPRAC !'#1:148:183.229] ' y5nqe el antioxidantes compite por
la especie reactiva y la capacidad antioxidante se mide por comparacion con sustancias
conocidas como el trolox, a-tocoferol, el BHA y el BHT. Se han sugerido varias metodologias
para la medicion de la capacidad total antioxidante, éstas se basan en la capacidad que tiene la
muestra de atrapar especificamente a las especies reactivas de oxigeno, sin embargo no es
suficiente para la evaluacién completa del antioxidante [1511 'S¢ ha estudiado (Chevion, 1997) el
uso de técnicas electroquimicas como herramienta en la evaluacion de la capacidad total
antioxidante de moléculas de bajo peso molecular, éstas pueden indicar la habilidad de los

compuestos, para donar electrones en un determinado
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RESUMEN

potencial anddico. La capacidad total antioxidante de una muestra, evaluada por métodos
electroquimicos, se ha definido en funciéon de la combinacion de dos parametros. Primero el
potencial de oxidacion del antioxidante, caracterizado por E4,, y que refleja especificamente el
poder reductor de cada componente. El segundo parametro, es la intensidad de corriente,
indicador de la concentracion de la especie. La integracion de ambos factores equivale a la
capacidad antioxidante total de la muestra, sin necesidad de determinar la capacidad

antioxidante de cada componente [40.41, 42, 186)

A lo largo de este trabajo se describira la importancia de los radicales libres,
antioxidantes y de la capacidad antioxidante, asi como los diferentes ensayos que permiten su
evaluacién. De la misma forma una breve resefia de la capacidad antioxidante de un extracto
natural, la capsaicina, principal compuesto causante de la pungencia de los chiles,
perteneciente a un conjunto de sustancias llamadas capsaicinoides, que comparten una

[145, 160]

estructura aromatica llamada grupo vanilil . La capsaicina, se utiliza frecuentemente por

sus propiedades como antiartritico, analgésico, antioxidante y agente anticancerigeno.
Biolégicamente la capsaicina ha sido ligada al receptor potencial del tipo 1 vanilloide receptor
transitorio (conocido como, TRPV1), un canal idnico que responde naturalmente a los
estimulos nocivos, tales como temperaturas altas y pH acido, es decir, es la responsable de la
sensacion de ardor experimentada después de comer los chiles picantes. Por lo anterior se

propone a la capsaicina como una sustancia con propiedades antioxidantes [182,209]
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INTRODUCCION

1.- Introduccion:

El objetivo de esta revisién, es el estudio de los ensayos mas importantes que se
emplean en la evaluacion de la capacidad antioxidante de compuestos quimicos. La cual se
relaciona desde un punto de vista cualitativo asi como cuantitativo para compuestos
polifendlicos . De forma breve se expone que la evaluacién de la capacidad antioxidante in
vitro requiere el uso de diversos métodos que proporcionen una informacion diferente y
complementaria. Los métodos in vivo tienen la ventaja de valorar las transformaciones

et . e ) 1
metabdlicas que sufren los fenoles en el organismo y que modifican su actividad [8.138]

Las especies reactivas de oxigeno se producen de manera natural en la célula, ya que

son parte de los diferentes procesos oxidativos (23]

. El desajuste en las condiciones normales,
por exposicion a fuentes de radiacién y a humo de cigarro, ocasionan la desenfrenada
produccion de especies reactivas de oxigeno, principalmente del radical mas téxico: *OH. Las
ROS son clave en el deterioro oxidativo de productos alimenticios asi como en diversas
patogénesis: arterioesclerosis, diabetes mellitus, inflamacidon crénica, desordenes
neurodegenerativos y algunos tipos de cancer. El organismo dispone de mecanismos de
defensa antioxidante frente a las especies reactivas de oxigeno, que comprenden sistemas

23, 28,37 . . . . .
23.2837] Ciertas enzimas neutralizan las especies reactivas. Los

enzimaticos y no enzimaticos
sistemas defensivos no enzimaticos, abarcan una serie de compuestos antioxidantes como
albumina, celuloplasmina, transferrina, glutatién, bilirrubina, &cido drico, ubiquinona o
melatonina. En ciertas situaciones extremas, estas defensas no son suficientes y las especies
reactivas producen dafo oxidativo, tanto en biomoléculas como en componentes celulares. Los
antioxidantes no solo previenen la generacion de especies reactivas de oxigeno, sino que
pueden interceptar a éstas especies y los convierte en no reactivas y finalmente pueden

reparar el dafio cuando los dos mecanismos anteriores no son efectivos [53, 58]

Los compuestos fendlicos son sustancias organicas ampliamente distribuidas en el
reino vegetal. Se sintetizan como metabolitos secundarios con funciones de defensa, y son en
gran medida responsables de las propiedades del color, la astringencia, el sabor y aroma de
los vegetales. Se encuentran en las verduras y frutas, y en productos derivados como el vino o
la cerveza. Todos tienen en su estructura uno o mas anillos aromaticos con al menos un
sustituyente hidroxi. Su estructura quimica es propicia para secuestrar radicales libres, debido
a la facilidad con la que el atomo de hidrogeno desde el grupo hidroxilo aromatico puede ser
donado a la especie radical, y produce una estructura estable, quinona, que soporta al electrén

desapareado ** %% ¢,
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OH

R
+ ‘?oo'—>{©§‘ ROOH
N,
+ RO —>Q +  ROH
N

La actividad antioxidante de los polifenoles depende del numero vy la localizacion de los
grupos hidroxilo que contiene en su estructura. Ademas de su actividad antioxidante, se han
atribuido otras propiedades biolégicas a los compuestos fendlicos: inhiben la agregacion

plaquetaria y ejercen como agentes vaso relajantes, antiinflamatorios y anticancerigenos foel,

Se han sugerido varias metodologias para la medicion de la capacidad total
antioxidante de muestras biolégicas como sangre, otros fluidos corporales y extractos de
plantas. Estos ensayos se basan en la capacidad que tiene la muestra de atrapar
especificamente a las especies reactivas de oxigeno, pero es insuficiente para evaluar la
capacidad especifica de un antioxidante en una mezcla compleja ya que son aditivos los
efectos de cada componente. Se ha propuesto el uso de técnicas electroquimicas en la
evaluacién de la capacidad total antioxidante de moléculas de bajo peso molecular y que
discrimine mediante el potencial redox el aporte de cada uno de los componentes. Estas
técnicas pueden indicar la habilidad de los compuestos para donar electrones a un valor de
potencial anddico particular, ademas de la capacidad antioxidante total dependiendo del medio

de reaccion [71- 116138, 141]
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2.- Antecedentes.

Se han realizado diversos estudios enfocados a la medicion de la capacidad
antioxidante de compuestos quimicos de origen natural, todos ellos comienzan en un punto
importante que es el dafo ocasionado por los radicales libres en las células y como
precursores de diferentes patologias, estas investigaciones tienen su origen en 1954, cuando
Rebeca Gerschman y Daniel Gilbert, sugieren por primera vez que los radicales libres eran
agentes toxicos y generadores de enfermedades. Describen a los radicales libres como
moléculas que en su estructura atdmica presentan un electréon impar en la érbita externa y una
configuracion espacial que genera una alta inestabilidad. Dos afos después, 1956, Herman
Deham, sugiere que estas especies tiene un papel fisioldgico, particularmente en el proceso del

. .. 2 2!
envejecimiento (233, 235

Los principales estudios respecto a antioxidantes fueron realizados por Halliwell, inician
en 1984 ! con una profunda explicacion de las caracteristicas quimicas del oxigeno, su
importancia biolégica y principales reacciones metabdlicas en la que estan involucradas las
especies reactivas de oxigeno. Sus investigaciones hacen referencia a los diferentes
mecanismos antioxidantes y a los efectos de las especies reactivas de oxigeno causantes de

estrés oxidativo (Halliwell 1987) 8¢

, en algunos casos contribuyd en la caracterizacion de
antioxidantes y en medicion de la capacidad antioxidante en medios de importancia bioldgica
(Halliwell, Aeschbacht 1995 y Halliwell, Gutteridge 1995) 3% Halliwell es precursor de estas
investigaciones, pero existen infinidad de articulos que describen los diferentes ensayos que se
puede utilizar para este fin, lo que ha conducido a tratar de unificar todos los criterios posibles
que permitan la generalizacion de enfoque, un trabajo importante es el de Magalhaes en el
2008 ¥ el cual explica los diferentes ensayos indirectos, el mecanismos que siguen vy el
esquema biolégico al que se adaptan, se hace una clara diferencia entres las especies
reactivas de oxigeno y las de nitrégeno, de mayor importancia biolégica. Ademas de proponer

los requisitos basicos que se deben considerar en el momento de elegir un ensayo, que se

adecue a los objetivos de cada investigacion.
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Este trabajo se complementa con ensayos bioldgicos Kohen 2002 ']

, en los cuales integran
diferentes perspectivas enfocadas al estrés oxidativo, causas y consecuencias, para al final
presentar las evidencias bioldgicas de lo que ocurre en los tejidos a causa de este fendmeno.
En el trabajo de Magalhaes, se menciona brevemente el uso de las técnicas electroquimicas
como auxiliar en la medida de la capacidad antioxidante, estos estudios que se enfocan

7 [40’4”, en los

directamente en técnicas la electroquimicas, son los realizados por Chevion 199
que se propone la evaluacion de la capacidad antioxidante de compuestos de bajo peso
molecular, en fluidos corporales, ya que éstos actuan de forma directa con las especies
reactivas de oxigeno, protegiendo a las células del estrés oxidativo, esto es resultado de las

[42], establece

propiedades reductoras de las moléculas. En un trabajo posterior (Chevion 2000)
dos parametros importantes en las determinaciones electroquimicas el area bajo la curva y la
intensidad de corriente, relacionada estrechamente con las propiedades antioxidantes de los

compuestos mencionados.

De nuestro interés es el compuesto causante de la pungencia de los chiles,

(201 En estudios

perteneciente a la clase de los capsaicinoides, la capsaicina (Rosa 2002)
anteriores acerca de la capsaicina solo se determinan los niveles de pungencia de las diversas
especies de chiles, que en un principio se realizaba con experimentos organolépticos, los
resultados obtenidos son subjetivos ya que dependen de los individuos experimentales,
posteriormente se comienza con el uso de técnicas cromatograficas. El usé la cromatografia de
gases para cuantificar cada uno de los capsaicinoides, Suzuki 1947 y colaboradores [223]
emplearon la espectroscopia ultravioleta para dicho fin, recientemente la Cromatografia liquida
de alta resolucion ofrece precision y exactitud con complicaciones minimas. En el caso de la
capsaicina se ha utilizado Cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector para
el estudio del contenido de capasaicina en varias partes del fruto de Capsicum (Supalkova,
2007) (2201 ademas de la identificacion y cuantificacion de capsaicinoides tanto los que
provocan la pungencia en los chiles, asi como de los capsaicinoides no pungentes (Singh

2009)[216]. Y finalmente, se propuso el uso de voltamperometria de redisolucidon de especies

adsorbidas mediante pulsos diferenciales para la cuantificacién del picor de diferentes salsas
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picantes, este mismo estudio permitid la elucidacion del mecanismo 6xido reduccidon que

acompaiia al fenomeno electroquimico de la capsaicina (Kachoosangui 2008)!"'".
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3. Justificacion

La formacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS: H,0,, O,", O,°, “OH) en condiciones
de estrés oxidativo ocasionan la muerte celular. De manera natural la célula produce
antioxidantes que previenen esta condicion, sin embargo al estar expuesta a condiciones
patolégicas, el mecanismo de defensa antioxidante es insuficiente, por lo que se ha visto la
necesidad de introducir a la célula sustancias que contribuyan a disminuir el dafio ocasionado,
en su mayoria estos compuestos son extractos de plantas, que en su estructura cuentan con
componente fendlico o bien un derivado de él. Se han empleado diversos ensayos para evaluar
la capacidad antioxidante, sin embargo éstos se han enfocado a mediciones indirectas a través
de la formacion de complejos, del cual la contribucion en la medida de la capacidad
antioxidante no es tan evidente, en algunos casos, los compuestos se estudian de manera
aislada y no en conjunto, como se encuentra en los tejidos o en los alimentos. Se ha propuesto
el empleo de las técnicas electroquimicas para evaluar la capacidad antioxidante de una matriz
compleja, se aprovecha que cada componente tiene un potencial 6xido reduccion y puede ser
monitoreado por técnicas electroquimicas, voltamperometria ciclica o por cromatografia liquida
de alta resolucién acoplada a un detector electroquimico, ambas describen integramente la
capacidad antioxidante y basan su andlisis en la forma de la onda de corriente anddica, y

potencial de media onda caracteristica de cada componente en la mezcla.
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4.- Objetivos
Objetivos generales

Recopilar de manera sencilla y clara los principales ensayos quimicos que se emplean
en la evaluacién de la capacidad antioxidante de compuestos naturales, asi como su relacion
con el posible empleo de técnicas electroquimicas como medida directa.

Objetivos particulares

Descripcion breve de los principales conceptos involucrados radicales libres y su

contraparte los antioxidantes.

Explicar de manera reducida los principales ensayos quimicos para evaluar la

capacidad antioxidante de un compuesto.

Resumir brevemente el uso de las técnicas electroquimicas en la evaluacién de la

capacidad antioxidante de compuestos quimicos, principalmente de la capsaicina.
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5.- Hipotesis

La capacidad antioxidante de un compuesto puede ser evaluado de forma directa. Si se
parte de la premisa que los compuestos a evaluar (antioxidantes y especies reactivas), son
activos electroquimicamente, es decir, tienen sefiales de 6xido-reduccion caracteristicas, éstas
se veran o no afectadas al modificar el medio de reaccion, por ejemplo: en el caso de las
especies reactivas su sefial electroquimica caracteristica sufrira o no un cambio al adicionar al

medio un antioxidante.
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[971

6. Metodologia.

Disefio de la investigacion

El término disefio designa el esquema, prototipo o modelo que indica el conjunto de
decisiones, pasos y actividades a realizar para guiar el curso de una investigacion. A

continuacion se presenta el disefio de investigacion a utilizar:

Planteamiento inicial: Punto de partida de la investigacion, se expone el problema, se

especifican los objetivos y surge la necesidad de la informacién

Planificacion de la investigacion: Una vez delimitados los objetos de la investigacion,
hay que dar un paso mas y organizar el conjunto de operaciones basicas que permitan llevar a

cabo el proceso de investigacion.

Recopilacion de datos. Una vez que se tiene una secuencia de la investigacion se inicia

la recopilacion de informacién en libros, revistas, Internet, etc.

Analisis de resultados. Se revisa a fondo la informacion recopilada haciendo uso de

distintas herramientas de andlisis para generar resultados.

Elaboracion del plan. Se comienza con una metodologia que nos permite generar resultados y
éstos a su vez llevar a las conclusiones pertinentes de la investigacién. En esta parte también

se hace mencién de los textos que sirvieron de apoyo.

Tipos de investigacion

Investigacion documental: La investigacion documental que se utilizé6 durante toda
nuestra investigacion se apoyo en fuentes de caracter documental, éstos son documentos de
cualquier especie, llamense libros, revistas, articulos, Internet, etc., con el fin de generar un
escrito que tenga una conexion de ideas de varios autores, asi como las mias. Para realizar
esta investigacion con éxito se reunieron, interpretaron y reportaron datos forma imparcial,

correcta y clara.
Investigacion exploratoria: Necesaria para obtener una investigacion preliminar de la

situacion, lograr una formulacion mas precisa del problema identificando las diferentes

variables para la toma de decisiones, con el fin de incluir mejores alternativas.
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Las técnicas de investigacion a utilizar seran:

Analisis de documentos: revisar y analizar principalmente informacién documental que
contengan los temas: radicales libres, especies reactivas de oxigeno, antioxidantes,
compuestos fendlicos, ensayos de capacidad antioxidante, técnicas voltamperométricas,

cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un detector, capsaicina, entre otros.

Internet: Se utilizara por ser en la actualidad uno de los principales medios para obtener

informacion y con facilidad.
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7. Radicales libres y Antioxidantes.

La toxicidad de los radicales libres se comenz6 a estudiar a finales de los afios 30, cuando los
quimicos de la Asociacion de Productores de Caucho Britanico observaron grietas en la goma de mas
edad. El envejecimiento de esta goma se atribuyo a la capacidad de algunos atomos que poseen uno
0 mas electrones no apareados, convirtiéndolos en especies altamente toxicas, y que conlleva al
fenomeno llamado oxidacion de la materia organica. Mas tarde en 1954, el Dr. Denham Harman
propone extender la teoria de los radicales libres o de la oxidacion a sistemas vivos, es decir, los
radicales libres de oxigeno provocan el envejecimiento celular. Radicales libres que mas tarde son
llamados especies reactivas de oxigeno. Un radical libre se describe como los atomos o moléculas
que en su estructura atomica presentan uno o mas electrones no apareados girando en un orbital
externo y una configuracion espacial que genera una alta inestabilidad. Los radicales libres pueden
ser cationicos, anidénicos o bien de carga neutra, al tener electrones desapareados son
extremadamente reactivos, por ejemplo: el atomo de hidrégeno, tiene un electrén desapareado vy el
oxigeno tiene dos electrones desapareados. Quimicamente al ser inestable es muy activo debido a
que el electron desapareado busca otro electron para regresar al estado de menor energia, es decir,
el atomo tiene la necesidad de quitar un electron a una molécula vecina, de manera estricta la "oxida”,
alterando su estructura, convirtiéndola a su vez en otro radica libre dispuesto a captar un electrén y

recuperar el equilibrio atémico (Fig. 7.1) (8% 196 205,208,234, 236]

A'I'omo

Atomo que pierde un
electron se convierte
en radical

Fig. 7.1. Formacion de radicales libres.
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Los RL’s se generan a partir de tres mecanismos principales [65, 85, 234, 236,

.

% Adicién de un electrén proveniente de una molécula (L°), transferencia electrénica,

proceso comun en los sistemas bioldgicos.

L* + 0, —> L0O"*

% Pérdida de un protén (H") de una molécula (LH).

LH+ R*——— L* + RH
+ Ruptura homolitica: En el enlace covalente de una molécula a cada fragmento le
pertenece uno de los electrones apareados que lo forman, al elevar su temperatura de
450 a 600 °C se rompen las uniones del tipo C-C, C-H o C-O, esto también ocurre por la
exposicion a radiaciones como luz ultravioleta, rayos y o rayos X que generan radicales
‘OH y H' radical.

Si un radical libre cede un electrén a una molécula no radical o toma un electron de ella, o
simplemente se une a ella, se produce un nuevo radical, a este conjunto de reacciones se les conoce
como, reaccion en cadena. Los tipos de reacciones en cadena mas importantes se enlistan a

continuacion > 8% 173

1) EIl radical puede entrar en otra molécula, el aducto es la molécula con un electrén

desapareado.

~

c——cl PCH, Ll —— °cl «  CHyCl,

2) Un radical reactivo puede abstraer un atomo de hidrogeno de un enlace del tipo C-H.
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En el caso de los seres vivos, los radicales libres son formados por fuentes internas,
reacciones metabdlicas, por ejemplo, el metabolismo de los alimentos, la respiracion y fuentes
exogenas (xenobidticos), como la polucién industrial, tabaco, medicamentos, aditivos quimicos en los
alimentos procesados, pesticidas, rayos ultravioleta, ultrasonido, rayos X y rayos y, iones metalicos,
disolventes industriales, ozono, anestésicos, etc. Este conjunto de factores provocan la reduccion
incompleta del oxigeno, es decir la formacién de radicales libres. El dafio causado por los radicales
libres al tomar electrones de los lipidos y proteinas presentes en la membrana celular, impiden que
cumpla con sus funciones como el intercambio de nutrientes, la eliminacién de los materiales de
deshecho, lo que provoca que sea imposible el proceso de regeneracion y reproduccion celular. Asi

es como los radicales libres contribuyen al proceso de envejecimiento ©° 20% 208,209

Se han mencionado los aspectos negativos de los radicales libres, pero no todos los
radicales libres son peligrosos, pues cumplen con funciones que ayudan al O6ptimo
funcionamiento de la célula, por ejemplo: el sistema inmune crea radicales libres para matar
virus y bacterias, si la produccion de radicales libres sobrepasa la capacidad antioxidante
defensa de la célula le ocasiona danos irreversibles. En los sistemas biolégicos uno de los
principales radicales libres es el oxigeno a partir de él se inician muchos procesos metabdlicos

de importancia, por ello a continuacién de manera breve se describiran algunas propiedades.

Los radicales libres lesionan a las biomoléculas:

Cuadro 7.1. Dafio que ocasionan los radicales libres en las biomoléculas.

Biomoléculas Daio

Lipidos Peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados en membranas y

organelos y su relacion con la formacién de lipofucsina.

Carbohidratos Despolimerizacion de los polisacaridos.
Proteinas Oxidacion de los puentes sulfhidrilicos de las enzimas.
Acidos nucleicos Impidiendo la reproduccion celular, hidroxilacién de bases, escision

de tramos de DNA, mutaciones.
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71. Oxigeno

El oxigeno aparecid en cantidades significativas en la superficie de la tierra hace mas de 2.5
mil millones de anos, y la evidencia geoldgica apoya un origen bioldgico de la actividad fotosintética
de las bacterias verdiazules (cianobacteria). Hoy en dia el componente principal del aire seco es el
nitrégeno (78 %), seguido por el oxigeno (21 %) una cantidad insignificante del presente total en la
tierra, la mayoria se encuentra en las moléculas de agua y depdsitos minerales de la corteza
terrestre. El oxigeno como elemento existe en el aire como molécula diatémica, fue aislado y
caracterizado entre 1772 y 1779 por Priestley, Lavoisier y Scheele, en su momento lo tres
coincidieron en que los seres vivos necesitan oxigeno para existir, sin embargo, el exceso de oxigeno

es causante de su deterioro. A ellos se les considera como precursores de la teoria de oxidacion

66,184]

La molécula de oxigeno se considera un bi-radical, cuenta con dos electrones desapareados,
. . . * . . ;.
cada uno localizado en un orbital de antienlace (7") diferente (Fig. 7.2). Tedricamente los electrones

pueden tener spines antiparalelos +/- '/, de acuerdo con el principio de Pauli, sin embargo los dos
electrones del oxigeno al tener el mismo spin, impiden que capte dos electrones simultaneamente en
las reacciones en la que interviene. Esta transferencia de electrones de uno a la vez le confiriere
estabilidad y permite explicar porqué el oxigeno retarda la reaccién con radicales, asi como la
existencia de metales de transicion en algunas oxigenasas u oxidasas en sistemas bioldgicos y
porqué lo encontramos en el aire. El oxigeno oxida de manera lenta a un no radical al aceptar un par
de electrones de él, ambos electrones deben tener el mismo espin para quedar en los espacios
vacantes en los orbitales de tipo n*, esto le concede ser un buen oxidante (captar electrones de las
moléculas que oxida). En un caso contrario, reacciona a menudo excepcionalmente rapido con otros

. . 2
radicales por la sola transferencia de los electrones [65, 208
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o*2p

Orbital atémico p Orbital atémico p

Fig. 7.2 Configuracion electrénica del oxigeno molecular.

En la respiracion celular el oxigeno funge como aceptor terminal de electrones. Sin embargo
la exposicion prolongada de los organismos vivos a oxigeno provoca lesiones celulares, cuyos
efectos se van acumulando con la edad, a esto se le conoce como envejecimiento. Los efectos de la
lesién oxidativa del oxigeno son producto de un porcentaje pequefio de dichas moléculas, que al ser
utilizadas por el organismo se convierten en intermediarios reactivos del oxigeno que interaccionan

con las biomoléculas de todo tipo: lipidos, proteinas, acidos nucleicos, etc.

7.1.1. Especies reactivas de oxigeno
71.1.1. Generalidades

Guyton de Morveau en 1787 se convirtid en el primer quimico en utilizar el término radical
libre al describir una entidad quimica que forma un acido cuando reacciona con oxigeno. En los seres
vivos el radical libre de mayor importancia es el oxigeno como ya se menciond, sin embargo, debido a
su baja reactividad no ocasiona dafos inmediatamente, el deterioro es provocado cuando el oxigeno

se convierte en sus formas mas activas.

A partir de la molécula de oxigeno gaseoso, y por intercambio electronico se forman las

siguientes especies reactivas (Fig 7.3) > 2°%;

0", anién superéxido

H,0, peréoxido de hidrégeno

'OH radical hidroxilo
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"OH
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e
022
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Fig. 7.3 Generacion de las especies reactivas de oxigeno, a partir de oxigeno
molecular

Estas especies se clasifican como radicales y no radicales de oxigeno (Cuadro 7.2), se han
empleado diversos términos para describirlas, se ha preferido llamarlas en conjunto especies
reactivas de oxigeno, aun cuando todos los radicales de oxigeno son especies reactivas de oxigeno,
no todas las especies reactivas de oxigeno son de tipo radical. No es del todo adecuado emplear este
término para algunas especies reactivas de oxigeno que no son radicales, por ejemplo: uno de los
mas importantes es el perdxido de hidrégeno, que es un no radical. Se forman a partir de oxigeno por

reacciones de o6xido-reduccion, o bien por absorcién de energia electromagnética [65.72, 85, 87, 208]

Las especies reactivas de oxigeno se generan continuamente a consecuencia de la
exposicion a fuentes exdgenas, ejemplo: medicamentos, contaminantes, quimioterapia, radiacién
Ultravioleta y enddgenas derivadas de procesos fisioldgicos normales, como la fosforilacion oxidativa
(Fig 7.4). En los organismos la formacion de los radicales libres derivados del oxigeno es
contrarrestada por agentes antioxidantes, si este proceso no es eficiente los radicales libres provocan

lesiones intra y extracelulares (173,
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Cuadro 7.2. Especies reactivas de oxigeno, radicales y no radicales

Especies reactivas

Vida media (s,

Especies reactivas de

Vida media (s).

de oxigeno, radicales segundos). oxigeno, no radicales.
Superoxido O," - Peroxidode ~ = -
hidrégeno
Acido hipocloroso
Hidroxilo "OH 107 HCIO
Peroxilo ROO’ 7 Acido hipobromoso -
HBrO
Alcoxilo RO’ 107 Ozono O
Hidroperoxilo - Oxigeno singulete 'O, 107
HO,'
0, 2.7x10°
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Conservadores y quimicos en alimentos
B
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Fig 7.4. Factores enddgenos promotores de especies reactivas de oxigeno.

7.1.1.2. Formacion de las ROS:

Las especies reactivas de oxigeno son unas serie de moléculas resultado del intercambio
electrdnico en los orbitales de la molécula de oxigeno, inician en el estado de mayor energia, oxigeno

singulete, llega a su estado basal, oxigeno, y continua con la reducciéon progresiva de la molécula
173,208, 214, 21 .
hasta llegar a agua [65. 173,208, 214, 215) Figura 7.5.

Oxigeno singulete

bast gt
390, Ag0,

Energia 94.3 kImol™

;» 02. ; HZOZ ;» .OH e HZO
T-b':'éoT T'Ool T HQ:0tH T-B:H HOtH
/ Anidn Peréxido de Radical Agua
Oxigeno superdxido hidrégeno hidroxilo

Fig. 7.5 Intercambio electrénico en la molécula de oxigeno, formacién de
otras especies reactivas de oxigeno.

Cuando el oxigeno molecular acepta un electron proveniente de un agente reductor, el

producto primario generado es un radical libre con carga eléctrica negativa llamado anion superéxido
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(O;), capaz de oxidar moléculas organicas. La adicion de otro electron conduce a la formacion del
peroxido de hidrogeno. En esta molécula, que no es un radical libre, la unién entre ambos oxigenos
es muy debil, lo que le confiere alta reactividad. El peroxido de hidrégeno se descompone facilmente
al ganar otro electron, asi genera al radical hidroxilo (‘OH), especie altamente reactiva. La
incorporacion de un cuarto electron conduce a la formacion de agua (Fig. 5). Otra especie derivada
del oxigeno que se ha identificado en los sistemas bioldgicos, es el oxigeno singulete (102), que
puede ser formado por absorcién directa de radiacion, por fotdlisis (destrucciéon por accién de la luz)
del ozono en aire contaminado, irradiacion de superoxido o secundariamente a la excitacion del 6xido
de nitrogeno luego de la absorcion de energia radiante. En la Figura 7.6, se indican las
configuraciones electrénicas para las especies reactivas de oxigeno, en la primera columna se
encuentra la del oxigeno molecular, en las siguientes columnas se indican las transiciones
electronicas para cada una de las especies reactivas. La reactividad de las especies reactivas de

oxigeno mantiene el comportamiento siguiente: *OH y 102> 0, > H,0, 65,72, 85, 87, 208]

orbital

e O O O O O
2@ O® OO OO ® o0 O
»® ® O ® ® G ® O O
2 M ® ® ® ®
e ® ® ® ® ®

Oxigeno Anién

Oxigeno inoul o Ién Oxigeno
singulete superéxido Peréxido singulete
3
290 .
92 1ag0, 0, 0% l5g*

Fig.7.6 Configuracion electronica de especies reactivas de oxigeno.

El intercambio electrénico para la formacion de las especies reactivas de oxigeno, depende
del las condiciones de reaccion en las que se encuentra el oxigeno, se describira brevemente a las

especies reactivas de oxigeno de interés.
7.1.1.2.1. Oxigeno singulete 'O,.
El oxigeno singulete (102) se genera por un aporte extra de energia a la molécula de oxigeno,
presenta un excedente de energia de 22.4 kcal. Una manera de aumentar la reactividad de oxigeno

es mover uno de los electrones desapareados de una manera que disminuya la restriccién del spin. El

, . 1 . .
oxigeno singulete ('O,) puede generarse cuando los electrones que han sido excitados por la luz
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transfieren su energia de excitacion a uno de los electrones desapareados del O,, que cambian su

sentido de giro, y se aparean con el otro electron libre (78]

. También puede formarse durante la
dismutacion del O,” en las reacciones de Haber-Weiss por la descomposicion de peroxido de
hidrégeno. El oxigeno singulete es mas reactivo que el oxigeno y tiene una vida media muy corta
(5x10'6 s). Al no tener electrones desapareados no es un radical como tal, por lo que el estado
excitado decae generalmente al estado de menor energia, O,, antes de que reaccione con alguna

molécula disponible [59, 184

En los seres vivos el estado excitado del oxigeno puede ser alcanzado cuando los pigmentos
biolégicos como las clorofilas, retinianos, los flavonoides o las porfirinas, estan iluminados en
presencia de O,. La formacion del ('O,) ocurre in vivo en cloroplastos iluminados, en la lente y retina
ocular de mamiferos, lo que ocasiona dafios al ADN, a las membranas celulares, modificaciones en
los aminoacidos, ademas puede formar endoperoxido con los dienos o los compuestos aromaticos o

bien puede ser desactivado fisicamente con transferencia de energia [173, 65, 208],

7.1.1.2.2. Radical hidroxilo "OH.

La trirreduccion del O,, con tres electrones, daria lugar al radical ‘OH, experimentalmente no
es posible obtenerlo de esta forma 98,199 S embargo, si puede aparecer en los sistemas bioldgicos
como consecuencia de distintos procesos: En primer lugar, puede formarse por radidlisis del agua,
por accion de la radiacion y o de los rayos X. El proceso mas importante de produccién de radicales
hidroxilo es la reduccién del peroxido de hidrogeno por iones metalicos, en especial en ion ferroso (Fe
(). La mezcla de peroxido de hidrégeno y Fe(ll) se conoce como reaccion de Fenton, quien indico
que esta mezcla era capaz de oxidar al acido tartarico (Fenton, 1894). La fisién homolitica del enlace
0-0 en el perdxido de hidrégeno produce dos radicales hidroxilo. Esta homdlisis puede ser provocada
por calor o por radiacién ionizante, o bien por la reaccién del peréxido de hidrégeno con una sal de Fe
(Il). Este radical es altamente reactivo con azucares, aminoacidos, fosfolipidos, ADN y &cidos

organicos, en tres tipos de reacciones [98, 105,133, 162, 208)

0] abstraccion de un atomo de hidrégeno.

CH,OH +* OH — H,0+" CH,OH

38



RADICALESLIDRESY ANTIOXIDANTES

(ii) Adicion: Se agrega al anillo aromatico de las estructuras como las purinas y pirimidinas
del ADN.
P o
PN CH, Base
o}
—_—
H H
x.'
/

(iii) Transferencia de electrones

CI"+'OH - CI" +OH"

La reactividad de los radicales hidréxilos es tan grande que en sistemas vivos, reaccionan
inmediatamente con las moléculas bioldgicas de su alrededor, produciendo radicales secundarios de
reactividad variable. El peréxido de hidrégeno y las sales de hierro estan disponibles en lo seres
vivos, que al entrar en contacto, ocurrira la reaccion de Fenton. Por ejemplo, en los microsomas
aislados del higado contienen suficiente hierro y produce suficiente peréxido de hidrégeno
permitiendo la produccion de radical hidroxilo. O bien se puede producir el radical hidroxilo por la

reaccion de O, y peroxido de hidrogeno, de acuerdo con la reaccion 165,72, 85, 871,

H,0,+0; > O0,+0OH +'OH
Los radicales hidroxilo generados, reaccionan de manera inmediata. El superéxido y perdxido
de hidrogeno son menos reactivos y puede difundir lejos de sus sitios de formacion, pero llevan a la

generacion de radical hidréxilo en diversas partes de célula, siempre que reaccione con un ion del

metal de transicion. El hierro se acumula especialmente en el higado, bazo y corazén.

7.1.1.2.3. Acido hipocloroso (HCIO)

Los leucocitos contienen y secretan la enzima mieloperoxidasa, enzima que cataliza la

oxidacion de iones cloruro por perdxido de hidrégeno y se produce acido hipocloroso (HCIO) %% 78 &
184]

Cl" + H,0, — HOCl + OH"
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El acido hipocloroso es débil, con pK,= 7.40 a 25 °C, que existira como el anion y el acido a

pH fisioldgico. El acido hipocloroso esta en equilibrio con CI,O

2HCIO <> CLO o H,0

El hipoclorito puede reaccionar con el peroxido de hidrégeno y producir el oxigeno singulete a pH 10,

la reaccion es especifica:

o HCIO+HO; - ClI" + H,0+O,A,
ClO™ +H,0, » CI" + H,O+ O,A,

La produccion de acido hipocloroso contribuye al mecanismo de la defensa contra
microorganismos extranjeros, sin embargo, el acido hipocloroso puede también atacar a las aminas y
a los grupos sulfihidrilo de varias biomoléculas que causan dafo a las estructuras de la célula
huésped, la mayoria de los objetivos atacados por acido hipocloroso in vivo son a-1-antiproteinasa
(a1-AP), que es el inhibidor proteolitico principal en fluidos corporales. In vitro el acido hipocloroso, es
obtenido del sistema enzimatico mieloperoxidasal/peréxido de hidrégeno/Cl, acidificando con

hipoclorito de sodio comercial a pH 6.2 /%208,

7.1.1.2.4. Radical superéxido O™?, Peréxido de hidrégeno, Radical peroxilo ROO'.
[11,44, 53, 170, 177].

Cuando un electron reduce la molécula de oxigeno se produce el radical superoxido (Oy),
una especie muy reactiva con un unico electréon desapareado.

La adicion de dos electrones y dos protones genera perdxido de hidrogeno, un oxidante
incluido en las especies reactivas de oxigeno, en presencia de metales pesados puede ser una fuente
del radical hidroxilo (‘OH), una de las especies reactivas de oxigeno mas toxicas. Un sistema
biolégico que genera O, probablemente producira peroxido de hidrégeno por reaccion de
dismutacioén, esto dependera del pH y de la concentracion de oxigeno o bien, si el radical O, no

reacciona con otra molécula, a continuacién se muestra que ocurre en esquema de reaccion:

2H +20, ———» ' 0y('A) +H,0,
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La formacion de las especies reactivas de oxigeno de interés se resume en el cuadro 7.3:

Especies reactivas de oxigeno2- Induccién
al dafio oxidativo

l

0, (HO;) Mn
Ién radical superéxido (metal de transicién)
(Fe 3, Cu?)
Dismutacién enzimdtica
L Reduccidén
H,0, (peréxido de o del metal
hidrégeno) z
Reaccién de Fenton Mn +(n-1)
cl ) (Fe 3, Cu?)
ROO" — ROOH
Radical peroxil
ClO- (HCIO) )
(dcido hipocloroso) OH
(radical hidroxilo) RO

l l (Radical Alcoxi)
ADN, modificacién de Lipidos, peroxidacién, Proteinas, degradacién,
las bases, ruptura de enlaces Pérdida de dcidos grasos. fragmentacidn, peroxidacién,
sencillos y dobles. T |—> modificacién e inactivacién

Cuadro 7.3 Formacion y dafio ocasionado por las especies reactivas de
oxigeno.

Los radicales peroxil (ROO"), son resultado de la abstraccién de un atomo de hidrégeno de un
compuesto organico o por la adicién de un radical a un doble enlace para la formacién de un radical
de carbono, que en presencia de O, da lugar a estos radicales. El radical peroxilo (ROO)
comunmente se encuentra en los alimentos y es parte de las muestras bioldgica, es producto de la

cadena de reacciones en la oxidacion lipidica y por tanto asociado al deterioro de alimentos.

7.2 Peroxidacion lipidica

En las células las reacciones importantes que involucran radicales libres es la autooxidacion
(peroxidacion lipidica) causada principalmente por la reacciéon en cadena de los radicales de oxigeno
con los lipidos. La reaccién cuenta con tres fases iniciacion, propagacion y terminacioén (Fig.7.7). En
la etapa de iniciacion el radical lipidico R a partir del lipido (RH), usualmente por el ataque de otros

radicales, luz, calor, irradiaciones o trazas de metalicas '**

. El radical lipidico (R’) formado
reacciona rapidamente con oxigeno para dar un radical peroxilo (ROQO’), que ataca a otra molécula de
lipido (RH) y sustrae un atomo de hidrégeno para formar un hidroperoéxido lipidico (ROOH), y asi se

genera un nuevo radical (R"), que continia con la cadena de reaccion, que inicia de nuevo la
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secuencia de propagacion. De esta manera, las moléculas de lipidos pueden ser oxidadas hasta
hidroperoxidos por muchas formas de iniciacion. La etapa mas importante es la formacion y
descomposicion de los hidroperdxidos que generan una serie de compuestos oxidados como
cetonas, aldehidos, alcanos y alquenos de bajo peso molecular y de alta volatilidad [ 16, 88, 95, 126, 207]
que dan lugar al sabor y olor desagradables del alimento oxidado, o bien son los causantes de

algunas enfermedades.

El proceso de autoxidacién sin antioxidantes se resume a continuacion (Fig. 7.7).

RH
C X*
Iniciacion
o
ROOH R 0,

Propagacion

RH RO
ROO’ RO®

Terminacidon
Productos no radicales

Fig. 7.7. Reaccién en cadena de radicales libres de O,, Peroxidacion lipidica.

7.21. ROS, el oxigeno y los radicales libres en las células.

El oxigeno ambiental promueve el metabolismo celular, produciendo energia a través de la
cadena respiratoria (enzimas mitocondriales). Vivimos en una atmdsfera oxigenada y por lo tanto
oxidante. Como el uso y manejo del oxigeno no es perfecto, se producen radicales libres. En los
tejidos continuamente se forman especies radicales a partir del oxigeno disuelto como parte de la
funcién normal de las células. Por ejemplo, en los procesos metabdlicos endégenos y quimicos
exogenos, en el cuerpo humano, en alimentos, la produccion excesiva de especies altamente
reactivas del oxigeno agota la capacidad antioxidante del organismo lo que provoca un desbalance

llamado estrés oxidativo ' 80139

, que conlleva a una variedad de procesos fisioldgicos y
bioquimicos cuyo resultado es el deterioro y muerte celular. De manera natural los tejidos tienen
numerosas enzimas que eliminan rapidamente a los radicales libres, por ejemplo, las peroxidasas,

catalasas, superoxido dismutasas, etc. que evitan el dafno sobre ellos.
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En la mitocondria se estima que del 2-4 % del oxigeno consumido durante el transporte de
electrones no se reduce a agua por la citocromo C oxidasa, lo que ocurre es la formacion de el anion
semiquinona, que puede transferir uno o dos electrones al oxigeno molecular con la subsecuente
formacién del anién superéxido (O,7) (Fig 7.8). Este, a su vez, puede generar otras especies reactivas
de oxigeno; en exceso reaccionan con toda clase de macromoléculas que causan anormalidades
conductuales, citotoxicidad y dafio mutagénico. El anién superéxido es convertido a perdxido de
hidrogeno espontaneamente o por via enzimatica. Metabolitamente el anién superoxido y el peréxido
de hidrégeno son formados por enzimas oxidativas, como la xantina oxidasa, las NADPH/NADH

oxidasas, la acil CoA oxidasa, se activan en procesos fisiolégicos que favorecen la producciéon de

metabolitos toxicos de oxigeno (Fig. 7.9), ejemplo: los citocromos P-450 y pequefias moléculas
[61, 139, 193, 207]

autooxidables como las catecolaminas y las quinonas

HZOZ

o
ﬁ / Oxidacién

lipidica
<_>, Oxidantes —— P

0, Oxidacion de
/ \ Proteinas
NO Dafio en

complejo Il MtDNA

| MINOS |

Fig. 7.8 Produccion de oxidantes en la mitocondria. Especies intermediarias:
superoxido, peréxido de hidrégeno, Oxido nitrico y peroxinitrito, causantes del dafio
oxidativo. MtNOS, mitocondrial éxido nitrico sintetasa. MNSOD manganeso superoxido
dismutasa.

EL sistema inmunolégico de las células fagociticas no fagociticas generan una importante
cantidad de peréxido de hidrégeno, mediante NADPH (Fig. 7.9) oxidasa unida a la membrana, es
decir, existe una constante formacién de precursores del radical hidroxilo. Otro ejemplo que cuenta
con abundancia de especies reactivas de oxigeno, es el cerebro por su tamafo emplea grandes
cantidades de oxigeno y hay que sumar que en determinadas areas posee un alto contenido en
hierro, que ocasionan la produccion de intermediarios reactivos que lo hacen susceptible a sufrir
alguna lesion oxidativa, las neuronas son incapaces de realizar la mitosis y la lesion experimentada

B9 E| cerebro esta

puede tener consecuencias devastadoras, o causar lesiones permanentes
organizado de forma que una lesién en un area determinada puede afectar a la funcién de otras areas
nerviosas mas alejadas dentro del propio cerebro, es sorprendente que a pesar de su importancia, no
cuente con un mecanismo de defensa contra la lesion oxidativa como otros tejidos. Un ejemplo mas

dentro del cuerpo humano es la sangre, en ella algunas especies reactivas de oxigeno de vida media
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mayor pueden ser estabilizadas, el anidon superdxido y el perdéxido de hidrégeno, al evitar que
reaccionen con iones metalicos cataliticos. Sin embargo, la capacidad antioxidante de la sangre es un
resultado de las diversas contribuciones de diferentes compuestos e interacciones metabdlicas

sistematicag 1 7% 139 1581,

e e e e
' ! ! '
0, — 0, —> HO,” ~ OH " Ho
I
2H OH H
NAD NADH'e 0, HC

IIIUIIEIIIIDIIII '@I\@J
IIIDIMIIEIIDIIIIII

Fig 7.9. Generacion de especies reactivas de oxigeno en la célula.

Se ha relacionado a los oxidantes y a los antioxidantes con algunas enfermedades que
ocasionan la muerte o deterioran la calidad de vida, asi como en la descomposicion de los alimentos
en su mayoria provocados por radicales libres. Cada célula experimenta unos 10000 impactos de
radicales libres al dia, se exponen continuamente a estrés oxidativo, en los puntos mas vulnerables
despliegan en el ambiente intra- y extra- celular una gran variedad de sistemas de defensa basados
en antioxidantes, solubles en agua o en lipidos, asi como enzimas antioxidantes (Fig. 7.10). Los
antioxidantes deben ser adecuados a la vida media corta de los radicales libres, estos comprenden
moléculas pequenas, enddgenas y exégenas, macromoléculas con capacidad antioxidante, también
enzimas antioxidantes. La capacidad antioxidante celular se da via mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos a través de los cuales la célula anula la reactividad y/o inhibe la generacion de radicales
libres. Como se ha mencionado los radicales libres se generan durante el metabolismo, mientras las
células del organismo transforman los alimentos en energia cuya consecuencia es la formacién de

especies reactivas de oxigeno que se puede prevenir mediante dos tipos de mecanismos (Figura 7.9)
[66, 84, 139],

a) Procesos en los que intervienen las propias acciones metabdlicas de la célula implicando

enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa, catalasas y peroxidasas.

b) O bien mediante la eficacia de antioxidantes no enzimaticos como la vitamina E (tocoferol)

y B-carotenos, que reaccionan con los radicales libres para prevenir la lesion molecular; éstos son
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solubles en lipidos y por ello protegen las membranas celulares. La vitamina C y el &cido urico, otros

neutralizadores de radicales libres, reaccionan con éstos en el citoplasma.

Todos los organismos aerobios incluyendo las bacterias, plantas, y los seres humanos, sufren
dafo cuando estan expuestos a concentraciones de oxigeno arriba de lo normal, lo que significa que
no tienen ningun exceso de defensas antioxidantes. En las células existen diferentes ambientes, es
decir acuoso o lipidico, dependiendo de las caracteristicas de sus funciones, es por eso que las
sustancias con actividad antioxidante deben cumplir con las mismas caracteristicas y asi actuar
adecuadamente. La capacidad antioxidante de una célula estd determinada por sistemas
enzimaticos, en sangre se asocia a la concentracion de antioxidante de bajo peso molecular
obtenidos de la dieta, compuestos que son rapidamente gastados y se tienen que cambiar
continuamente para mantener el balance con las especies oxidantes- antioxidante, y mantener
equilibrada la capacidad antioxidante del plasma de sangre. Una fuente de antioxidante naturales es
de suprema importancia para apoyar la proteccion antioxidante del cuerpo humano, lo que ha abierto
un panorama de estudio hacia los acidos y los flavonoides fendlicos como compuestos con posible
capacidad antioxidante, en el contexto de su uso en la industria alimentaria y la industria médica '**
27 (Fig 7.10).

Medio Ambiente\

Radicales Libres

(Rayos UV,

——
contaminacion)
[ /]
Proteccion
antioxidante
Enfermedad
_ )
Desequilibrio 9 Célula normal
nutricional
Estrés
oxidativo

Fig 7.10 Dafos ocasionados a la célula por factores externos en la formacion de RL.
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7.3. Prooxidante y antioxidante, términos no analogos a Reductor y Oxidante.

En quimica podemos definir a un oxidante y a un reductor, sin embargo no son términos
analogos a lo que biolégicamente se entiende por prooxidante y antioxidante, es por eso que se
deben aclarar estos términos y evitar confusiones. La reduccion es definida quimicamente como la
ganancia de electrones y la oxidacién como la perdida de electrones. Un reductor o agente reductor
es una sustancia que dona electrones a otro reactante que se reduce. Un oxidante o agente oxidante
es una sustancia que acepta electrones de otra que se oxida. Por lo que una oxidacion es imposible
sin una reduccioén en el sistema, y viceversa. Cuando una reaccidén quimica es caracterizada por una
reduccion y una oxidacion, se trata de una reaccion redox. Las reacciones redox son muy importantes
en las oxidaciones bioldgicas, en la cadena de reacciones quimicas se emplea el oxigeno del aire

como agente oxidante de los alimentos para obtener la energia suficiente para vivir [153]

Reductor y oxidante son términos quimicos, en un contexto biolégico se emplean con mayor
frecuencia antioxidante y prooxidante. En palabras de Halliwell y Gutteridge, un antioxidante es una
sustancia que presente en bajas concentraciones comparada con el sustrato oxidable, previene
significativamente e inhibe la oxidacién de un sustrato ocasionada por un prooxidante. Un
antioxidante puede reducir efectivamente a un prooxidante, por la formacién de productos con o sin
baja toxicidad. Un prooxidante es sinénimo de especie reactiva, se define como una sustancia toxica
causante de dafo oxidativo en lipidos, proteinas y acidos nucleicos, resultando diversas patologias
ylo enfermedades. Quimicamente, un prooxidante es como un oxidante y un antioxidante puede

eficientemente reducir a un prooxidante y obtener productos de nula o baja toxicidad 84, 153]

El desbalance entre antioxidante y prooxidante (Fig.7.11) es causa del proceso de deterioro
de alimentos y de algunas enfermedades en las que estd implicada la formacién de especies
reactivas de oxigeno y de nitrogeno. Por esta razon el efecto protector de los antioxidantes ha
cobrado importancia en los campos biolégico, médico, alimenticio y agroquimico. Es importante
aclarar que un antioxidante en una oxidacién biolégica actua como un reductor, es decir, todos los
antioxidante son reductores, aunque no necesariamente todos los reductores son antioxidante. En
términos generales los antioxidantes se sacrifican para detener la cadena de reacciones, o bien
inhibe a las especies reactivas formadas en las primeras etapas dentro del mecanismo preventivo.
Las especies reactivas de oxigeno se han relacionado con el desarrollo de antioxidantes, o con el
llamado estado de estrés oxidativo "%, Si se rompe el balance prooxidantes-antioxidantes a favor del
primero, potencialmente dara lugar a un dafio. El estrés oxidativo es definido como el dafio

bimolecular causado por el ataque de especies reactivas a la constitucién de organismos vivos.
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Fig. 7.11. El estrés oxidativo producto del desbalance entre Radicales Libres y Antioxidantes.

7.4. Clasificacion de los antioxidantes

A consecuencia de la intensa exposicion a factores que propician el estrés oxidativo,
continuamente se buscan compuestos con propiedades antioxidantes. De manera general y
compartiendo la idea de que cada investigacion tiene requerimientos diferentes, los antioxidantes se
han clasificado de la siguiente forma: primarios-secundarios, endogénos-exogénos, origen y

mecanismo de accion, se describen a continuacion brevemente (6]

7.4.1. Antioxidantes endogénos — exogénos (Intrinsecos y extrinsecos).

Los antioxidantes sintetizados por el cuerpo son llamados antioxidantes intrinsecos y
dependen del contenido nutricional en la dieta (superoxido dismutasa, glutacion peroxidasa). Los
cofactores minerales forman antioxidantes intrinsecos (selenio, cobre, zinc). Los antioxidantes
extrinsecos se obtienen de la dieta ya que el cuerpo no los puede sintetizar. Los 5 principales grupos
de antioxidantes extrinsecos son vitaminas antioxidantes, cofactores minerales, carotenoides,

flavonoides y antioxidantes uUnicos (acido alfa-lipoico).

7.4.2. Antioxidante primarios- secundarios (inhiben o retardan la oxidacion).
Los antioxidante pueden inhibir o retardar la oxidacién de dos formas: por la captacion de

radicales libres, antioxidantes primarios: y los que no estan relacionados con la captacion de radicales

libres, antioxidantes secundarios. Los primeros incluyen compuestos fendlicos, reaccionan en la
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etapa de induccién en la cadena de reaccién. En contraparte los secundarios, reaccionan por medio
de ciertos mecanismos en los que se incluye su union a metales pesados, captacién de oxigeno,
conversion de hidroperéxidos a especies no radicales, absorcién de radiacion ultravioleta o

desactivacion de oxigeno singulete.

7.4.3. Antioxidantes de acuerdo a su origen.

Naturales: aquellas sustancias presentes en plantas o en el organismo que presentan
actividad antioxidante, por ejemplo: glutation, superoxido dismutasa, tocoferoles, carotenoides, acido

ascorbico, flavonoides, vainillina, algunos aminoacidos, entre otros.

Sintéticos: La estrategia de defensa Antioxidante empleada ampliamente en sistemas
biologicos, ya que su funcion es similar a la de los antioxidantes biolégicos, pero con mayor utilidad

en la industria quimica alimenticia y en medicina, por ejemplo, butil hidroxi tolueno, butil hidroxi anisol.

Sinergistas: Se engloban tanto a las antioxidantes naturales como a los sintéticos, lo cual
proporciona una proteccion mas completa que la que se puede alcanzar por un efecto aditivo de cada
uno por separado, su desventaja es que su mecanismo de acciéon no ha sido detallado. Colaboran
con los compuestos fendlicos presentes en las grasas, potenciando su accién, de modo que por si
solos no tendrian tal accion antioxidante. El papel del sinergista consiste en regenerar el antioxidante
oxidado, integrando un sistema redox y catalizando su paso al estado reducido original, por ejemplo:

acido ortofosforico, acidos citrico y tartarico.

7.4.4. Antioxidantes de acuerdo al mecanismo de ataque a radicales libres.

Donadores de protones: Este tipo de antioxidantes reaccionan con los radicales libres que se
generan en la oxidacion, al donarles un atomo de hidrégeno estos los estabiliza, y da lugar a los
radicales de los antioxidantes que son menos reactivos y mas estables que no promueven la

oxidacién. Ejemplos, antocianinas, BHA,
Secuestradores de radicales: Los antioxidantes evitan la participacion de metales de

transicion en la generacion de radicales libres (reaccién de Fenton), por que elimina los protones del

medio de reaccion necesarios para activar a los metales pesados. Ejemplo, la melatonina, a-tocoferol.
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7.5. Mecanismos antioxidantes.

Las células de manera natural cuentan con mecanismos antioxidantes, se activan en el momento
en que la célula entra a un estado de estrés oxidativo. Estos mecanismos actuan de acuerdo con la
etapa de estrés en la que la célula se encuentre. Ademas, un antioxidante particular de prueba
presentaria diversas actividades, dependiendo de la especie usada para iniciar la reaccién de la
oxidaciéon. Los mecanismos de defensa antioxidante no son 100 % efectivos, se ha demostrado que
organismos expuestos a un ambiente de oxigeno, tienen un dafo oxidativo en el ADN, proteinas y
lipidos, lo que contribuye al desarrollo de cancer a temprana edad. Esto sucede por que el 21 % de
oxigeno es téxico, probablemente por que las especies reactivas de oxigeno tiene roles bioldgicos
importantes, por lo que se han desarrollado defensas antioxidantes que minimicen este dafio. Cada

mecanismo hace frente al dafio oxidativo causado.

Los antioxidantes interfieren con la propagacién o la iniciacion de la cadena, cuando
reaccionan con un radical peroxilo (ROQO’), los productos de reaccion son especies no-radicales de

baja reactividad © '?":

ROO° + AOxH——> ROOH + AOx®

AOx. + ROO — > Productos no radicales

Las principales funciones de los antioxidantes son: Prevencién, Intercepcion y Reparacion, a

continuacion describen brevemente "¢,

7.5.1. Prevencion.

Un mecanismo de prevencion en el inicio de la cadena de reaccion, puede incluir enlaces con
iones metalicos como Fe (ll) o Cu (ll), por lo que la quelacion representa un buen control en la
peroxidacion lipidica y en la fragmentacion del ADN. Biolégicamente la ferritina y la transferritina son
importantes en el control del potencial de reaccién en la generacion del radical. Dentro de los
mecanismos de prevencion en los seres vivos encontramos a los colorantes, por ejemplo la melanina
para los rayos ultravioleta o los carotenoides para los estados excitados, como el oxigeno singulete.

Si actividad de los antioxidantes no es 100 % eficaz se pasa a una segunda etapa, la intercepcion
[189]
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7.5.2. Intercepcion.

En el mecanismo de intercepcion, se incluye a antioxidante no-enzimaticos, consiste en la
desactivacion del radical por la formacion de no radicales o productos no reactivos, esto se logra al
intercambiar el radical a una especie menos reactiva. En este caso los radicales hidroxilo son
extremadamente reactivos y con un tiempo de vida relativamente pequefio, no pueden ser

interceptados con eficiencia.

7.5.2.1. Enzimaticos.

Para los antioxidantes enzimaticos: las células eucariontes contienen un importante
armamento antioxidante enzimatico de intercepcion, entre las que destacan tres importantes: la
superdxido dismutasa (SOD), las catalasas y glutation (GSH), su funcion es eliminar a las especies
reactivas. Estas hemoproteinas cataliticas son, el producto evolutivo de la necesidad a la asimilaciéon
del oxigeno por parte de los organismos eucariontes. Otras enzimas involucradas en el consumo de
oxigeno son las piridin y flavo deshidrogenasas, asi como las hemoenzimas del transporte electrénico

. 1
en los citocromos (8, 89].

La acumulacién de peréxido de hidrégeno es fuente de radicales libres, las hidroperoxidasas
lo eliminan (asi como a los lipoperdxidos) mediante la reduccion irreversible. Este grupo general de
enzimas se subdivide en 2 subgrupos: las peroxidasas y la catalasa. Las peroxidasas requieren de un
donante de electrones, que dependiendo del tipo de reaccién puede ser la vitamina C, alguna quinona

o el citocromo C (todos en estado reducido). La reaccion general que se verifica es la siguiente[ 16,80,

189, 193].

H,0,+AH, —2H,0+ A

En la cual AH, es el agente reductor, antioxidante. Consideradas originalmente como enzimas
vegetales, las peroxidasas se encuentran en la leche (lactoperoxidasa), plaquetas, leucocitos

(mieloperoxidasa), en el higado y en otros tejidos.

La catalasa, con estructura tetra heminica, participa en la eliminacion del perdxido de
hidrégeno formado como producto de la actividad de enzimas oxidasas (por ejemplo, la xantina
oxidasa). Esta importante enzima se encuentra en sangre, médula 6sea, mucosas, rifién e higado. En
su mecanismo de accion, la propia molécula de agua actia como donante de electrones y formar

oxigeno:
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2H,0, . 2H,0+0,

2

La glutation, dependiente de selenio para su funcion, utiliza glutation reducido como donante

de electrones:

2H,0, +2G - SH —22" 52 H, 0+ GSSG

La enzima esta presente, fundamentalmente en eritrocitos y otras especies de la sangre,
protegiendo a sus membranas y a la hemoglobina de la accién de los perdxidos. Esta enzima es
también dependiente de la accion de ofra, la glutation reductasa, la cual le garantiza el estado

reducido del glutation.

La enzima superoxido dismutasa esta altamente distribuida en todos las células aerobias y su
concentracion aumenta con la exposicion de la célula a gradientes superiores de presion de oxigeno.
Estructuralmente, la enzima es una metaloproteina y se presenta en 2 isoformas. La isoenzima
citosdlica esta formada por 2 subunidades, cada una contiene un equivalente de cobre (Cu*) y de
zinc (Zn®*); la isoforma mitocondrial contiene manganeso (Mn?*), lo cual la hace semejante a la
isoenzima presente en algunas especies procariontes. La actividad catalitica neutraliza la capacidad

reactiva del radical superdxido al reducirlo a peréxido de hidrégeno y oxigeno:
Oy +0y +2H" 2 5H,0,+0,

La cadena antioxidante debe continuar con la reducciéon definitiva a agua, por parte de
peroxidasas o catalasas a partir del peréxido de hidrogeno aqui producido. Estas enzimas establecen
una “vigilancia” bioquimica para el anién superoxido que generalmente se forma como intermediario
en las reacciones de oxigenacion de sustratos, de esta manera se protegen los tejidos de la accion

potencial de este radical libre.

7.5.2.2. No- enzimaticos.

El problema basico es la captacion de especies perjudiciales, una vez formadas desde la
especie de mayor actividad, éste es un proceso de neutralizacion. Para los radicales el final de la
desactivacion es la formacion de productos no radicales. Algunos ejemplos de compuestos
captadores de radicales libres son: vitamina E, vitamina C, B-caroteno, ferritina, ferroxidasa, selenio,
glutation reducido (GSH), manganeso, ubiquinona, zinc, acido urico, flavonoides, coenzima Q,

melatonina, bilirrubina, taurina, cisteina, entre otros. Los flavonoides que son extraidos de
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determinados alimentos interactian de manera directa con la especie reactiva para producir
complejos estables o de menor reactividad, mientras que en otras ejerce la funcion de co-substrato en

la accion catalitica de algunas enzimas [88, 189]

7.5.3. Reparacion

La proteccion a los efectos oxidantes también ocurre por la reparacion del dafo una vez que
sucedid, entra en acciéon cuando la prevencion y la intercepcién no han sido suficientes, lo que
ocasiona que los productos dafiinos sean continuamente formados y acumulados, esto provoca
averias en la membrana y en el ADN, en este paso del mecanismo antioxidante repara, restituye o
rellena el ADN.

Las principales funciones del mecanismo de reparacion se subdividen en dos grupos, los directos y

los indirectos:

Directo. Se reducen los grupos (S-S) de los aminoacidos azufrados en las proteinas

ocasionada por enzimas especificas como la disulfuro reductasa y la sulfoxido reductasa.

Indirecto. En una reparacion indirecta se dan dos etapas, en primer lugar se reconoce el dafio
molecular, siendo éste eliminado o degradado, y en segundo lugar se sintetiza la parte eliminada.
Esto ocurre tanto en las proteinas oxidadas y en peroxidos lipidicos de cadenas hidrocarbonadas, asi

como en las oxidaciones del ADN y ARN.

El papel de antioxidantes ingeridos en los alimentos es ayudar a evitar la produccion excesiva
de especies reactivas de oxigeno en nuestro cuerpo. Las moléculas de antioxidante son “sacrificadas”
al reaccionar con los radicales libres para proteger las biomoléculas contra el estrés oxidativo, es
decir, el antioxidante ha cumplido con su funcién. Los antioxidantes en un sistema alimenticio
generalmente son sustancias que pueden inhibir la autoxidacion del &cido graso. Los antioxidantes
principales son quelantes de metal (e.g., EDTA, preventivos) y aquellos antioxidantes que rompen la

cadena de reaccion (e.g., BHT, sacrificatorios), actuando como donantes del atomo de hidrégeno.

7.6. Medida de la capacidad antioxidante.

Existen mecanismos intrinsecos opuestos a la lesién oxidativa; al conjunto de estos

mecanismos se le denomina “capacidad antioxidante del organismo”. La capacidad antioxidante de

un compuesto debe cumplir con algunos requisitos como: una alta solubilidad en el medio, una

correcta orientacion para interactuar con los radicales libres, ser un buen antioxidante en un sistema
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emulsificado (alimento), proteger a los lipidos oxidables, ademas de buen reductor y funcionar con
alta reactividad y efectividad a diferentes pH. En los alimentos dicha capacidad depende de la

naturaleza y concentracion de los antioxidantes naturales que lo componen (efecto sinérgico).

En una creciente demanda de antioxidantes, la busqueda de compuestos con actividad
antioxidante ha proliferado en las ultimas décadas, y con ello el uso de diferentes metodologias para
la evaluacién de la capacidad antioxidante de dichos compuestos. Aunque en su mayoria estos
ensayos son indirectos, proporcionan una idea de la “capacidad antioxidante” de los compuestos a
estudiar. Lo importante no es conocer la capacidad antioxidante de un compuesto puro, esto no
serviria de mucho cuando se cuenta con matrices muy complejas, muestras bioldgicas y alimentos,
campo de accion en el que se incluye a estos compuestos quimicos con posible actividad

antioxidante 1'%,

Se han empleado diversos términos que pretenden englobar si un compuesto tiene
propiedades antioxidante, por lo que el uso apropiado de la medida de la capacidad antioxidante

requiere una comprension y una descripcion claras de que se esta midiendo realmente como sigue:

Aunque los términos capacidad antioxidante y actividad antioxidante son de uso frecuente,
alternativamente sus significados son absolutamente distintos. La actividad antioxidante corresponde
al indice de reaccién un compuesto contra un radical libre dado. Y la capacidad antioxidante es la
medida de un radical libre que ha sido eliminado en una solucién de prueba, independientemente de
la actividad antioxidante de cualquier compuesto presente en la mezcla. En muestras biolégicas como
el plasma, el numero de compuestos heterogéneos que exhiben actividad antioxidante es diverso y
por lo tanto puede ser discutido que el estado antioxidante es representado mejor por su capacidad
antioxidante total solamente. Otra diferencia a destacar entre los términos capacidad antioxidante y
actividad antioxidante, es que cuando se estudia la actividad antioxidante de un compuesto, se
especifican las condiciones de reaccidon, como temperatura, presion, medio de reaccion,
coreactantes, puntos de referencia y se hace alusiéon a ensayos individuales, en cambio al estudiar la
capacidad antioxidantes nos referimos a los resultados obtenidos en diferentes ensayos, que sirven
de comparacion y complemento de estudio del compuesto analizado, Por esta razén, es comun
emplear el término capacidad antioxidante, por que en la mayoria de los estudios realizados
consideran el uso de mas de un ensayo para dicho fin. Lo anterior nos pone en un punto importante
de la investigacion pues se cuenta con innumerables compuestos de diferente naturaleza, y las
mediciones no se han estandarizado como es debido, ya que dependiendo de los objetivos de cada
una de las investigaciones emplearan algun ensayo, un conjunto de ellos y sus respectivas
modificaciones. Por ejemplo, existen ensayos de inhibicion, donde se involucra un pro-oxidante, un
radical libre y un sustrato oxidable, los pro-oxidantes inducen la oxidacién del sustrato, la cual es
inhibida por el antioxidante. Esta inhibicién se mide y se relaciona con la capacidad antioxidante del

compuesto, la cual toma importancia cuando se mide en sistemas bioldgicos, es aqui donde se
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encuentran la mayoria de los pro-oxidantes o especies reactivas por ejemplo: O,, H,0,, ROO’, y el
‘OH.

Si consideramos una reaccion redox como modelo en el sistema antioxidante-prooxidantes,
los antioxidantes deben cumplir con alguno de los siguientes mecanismos de accién: (i) inhibicion y
capacidad de secuestro de especies reactivas de oxigeno/especies reactivas de nitrogeno, (ii)
capacidad reductora, (iii) capacidad quelante de metales, (iv) actividad antioxidante de las enzimas,
(v) inhibicion de enzimas oxidativas. Generalmente, los métodos in Vitro para la determinacion de la
capacidad antioxidante se explican por dos diferentes aproximaciones, en un esquema competitivo y

en un no competitiva (Fig.7.12) L.

En un sistema competitivo, las especies en estudio son un compuesto que representa una
biomolécula, la cual es susceptible de ser atacada en vivo, y el compuesto antioxidante compite por la
especie reactiva (radical o no radical). En este tipo de estudios la capacidad antioxidante de un
compuesto problema es dependiente de: (i) la reaccion entre la biomolécula y la especie reactiva, (ii)
la reaccion entre la especie reactiva y el antioxidante, (iii) la proporcion entre la concentracion del
antioxidante y la biomolécula. La cuantificacién de la capacidad antioxidante se justifica como la
facilidad que tiene el compuesto a ser medido analiticamente al finalizar la reaccién de competencia.
En la mayor parte de los analisis competitivos, la biomolécula es agregada en su forma oxidada. Sin
embargo, la biomolécula también puede ser agregada después de la reaccidn, esto permite la

cuantificacion de las moléculas reactivas restantes de la especie reactiva o de la biomolécula [138]

Los ensayos competitivos dependen de:

Los ensayos que se rigen por un esquema competitivo consideran los siguientes
requerimientos: (i) la biomolécula sea reactiva con los oxidantes en baja concentracion; (ii) un cambio
espectroscépico dramatico entre la biomolécula y el compuesto prueba oxidado, (iii) no debe existir
alguna reaccion en cadena adicional a la oxidacion de la biomolécula y (iv) el antioxidante no debe
reaccionar con la biomolécula. En los ensayos competitivos la concentracion de la biomolécula es
muy pequefia comparada con la concentracion del antioxidante, contradictorio a la definicion de
antioxidante presentada anteriormente, por lo que los ensayos cuyo mecanismo es la transferencia de

atomos de hidrégeno no son empleados comunmente en determinaciones rutinarias.

En un esquema no competitivo, los compuestos antioxidantes reaccionan con una especie
reactiva sin la presencia de otra molécula competente. El andlisis puede realizarse al hacer
interaccionar a la especie reactiva con el antioxidante y tener una muestra con la cual se pueda

monitorear, o bien la especie reactiva puede ser medida después de la adicion de algun reactivo 138
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Fig 7.12. Esquema de ensayos competitivos y no competitivos, en ambos lo
ideal es generar especies reducidas de baja o nula reactividad.

Las investigaciones en la que es importante determinar la capacidad antioxidante de una
sustancia, ha dado pie a la estandarizacion de algunos criterios utiles en el momento de elegir un
ensayo que permita lograr su objetivo: (1) reaccién quimica en un determinado potencial aplicado, (2)
uso de moléculas de importancia bioldgica, (3) técnica (metodologia) simple, (4) con un punto final
definido y un mecanismo quimico, (5) desarrollo en la instrumentacion, (6) una buena reproducibilidad
y repetibilidad, (7) ideal para ensayos de antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos y (8) adaptable al

analisis.

A partir de estos criterios, el analisis de la capacidad antioxidante se ha dividido en dos
importantes categorias dependiendo de la especie oxidante presente: (i) analisis de la capacidad del
barrido de las especies reactivas de oxigeno/especies reactivas de nitrégeno; (ii) analisis de la
capacidad del barrido contra radicales estables, no biolégicos y la evaluacion de la capacidad de

reduccion total.

A partir del esquema (Fig 7.12), los ensayos para la evaluacion de la capacidad antioxidante

se dividen en los basados en la transferencia de electrones y en los ensayos basados en la

transferencia de atomos de hidrégeno.

7.6.1. Ensayos basados en la transferencia de electrones.

En los ensayos cuyo esquema es el de transferencia de electrones dos compuestos

reaccionan, un oxidante abstrae un electron del antioxidante ocasionando un cambio en la coloracion

de la reaccion. La intensidad en el cambio de color es proporcional a la concentracion del
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antioxidante. La reaccién y el punto final es alcanzado cuando el cambio de color se ha detenido (2,
119, 164]

En las reacciones de transferencia de electrones, el antioxidante transfiere un electron para

reducir un compuesto esto incluye metales, carbonilos y radicales. Reacciones de este tipo serian:

X" v AOXH ——= x~ . a0xH ™

AOXH * +H,0 —— AOx® + Hy0*

_ +
X+ H;0 XH + H,0
M(III) + AOX+H* — > AOxH + *M(II)

Donde X' es el radical libre y AOxH el antioxidante.

Este tipo de ensayos implica el analisis de la cantidad total de fenoles con el uso del reactivo
de Folin-Ciocalteu, en esta categoria también se encuentran el analisis de la capacidad antioxidante
equivalente de trolox, ademas del analisis antioxidante por la reduccion del ion férrico, analisis de la

dicloridrato de N,N-dimetil-p-fenilenodiamina y la capacidad reductora de Cu (11)!'*¢-%5 1381

Estos métodos implican dos componentes en la mezcla de reaccion, los antioxidantes y el

oxidante. La reaccion de transferencia de electrén del antioxidante al oxidante es la siguiente:

Ox+e (AOxH) - Red + AOx(oxidado)

El oxidante abstrae un electréon del antioxidante causando los cambios del color, se alcanza
el punto final de la reacciéon cuando no hay variacién en el color, este cambio es proporcional a la
concentracion antioxidante. Lo anterior se expresa como un cambio de la absorbancia (AA) que se
grafica contra la concentracién antioxidante para dar una grafica lineal, donde la pendiente de la recta
refleja la capacidad de reduccidon del antioxidante (Fig 7.13). Estos analisis se asemejan a la titulacion
redox en analisis quimico clasico, porque no hay una reaccion competitiva implicada y no hay un
radical de oxigeno, por lo que el analisis es cuestionable por que se asume que la capacidad

antioxidante es igual a la capacidad de reducir.
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m= capacidad reductora

C antioxidante

Fig 7.13 Variacion de la absorbancia en funcion de la concentracion de
antioxidante.

Dentro de los ensayos para medir la capacidad antioxidante que actian por medio del
mecanismo de transferencia de electrones, se encuentran los que se realizan en medio acido, como
el analisis antioxidante por la reduccién del ién férrico, asi como el de la capacidad reductora de Cu
(II) y el ensayo de captura de radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, el neutral capacidad antioxidante
equivalente de trolox o el basico ensayo con el reactivo de Folin-Ciocalteu. Los valores de pH tienen
un efecto importante sobre la capacidad de reduccion de antioxidantes. En condiciones acidas, la
capacidad de reduccién se suprime debido a la protonacién en compuestos antioxidantes (Ec. 1),
mientras que en condiciones basicas, la disociacion del protén de compuestos fendlicos (Ec. 2)

realzaria la capacidad de reduccién de una muestra.

H* + AOx ——— HAOx Ec.1

OH o

OH + +Hy0 Ec.2

7.6.2. Ensayos basados en la transferencia de atomos de hidrégeno.

En este tipo de ensayos los radicales libres son generados de manera artificial con una
molécula promotora y se mide el grado de inhibicion de los radicales en presencia de un antioxidante.
En estos ensayos es evidente que la transferencia del atomo de hidrégeno es un paso dominante en
la cadena de reaccion via radicales. El método basado en la transferencia de atomos de hidrégeno es
relevante para medir la capacidad antioxidante en el punto de ruptura de la reaccion en cadena. La
capacidad de captura del radical por el antioxidante, se relaciona directamente con la capacidad de
un compuesto de donar al dtomo de hidrogeno y no se correlaciona a los potenciales redox

solamente [8,12, 174, 184]
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Las reacciones de transferencia de atomos de hidrogeno son:

X® + AOxH —> XH + AOx °

Donde X' es el radical libre y AOxH es el antioxidante

El nuevo radical formado es mucho mas estable que el inicial. Los ensayos que siguen
reaccion de transferencia del atomo de hidrégeno incluyen analisis como: blanqueo de la molécula de
Crocin, parametro de analisis antioxidante de la intercepcion total del radical peroxilo, capacidad total
de secuestro de radicales de oxigeno y la capacidad de absorbancia del radical del oxigeno. Se han
desarrollado otros métodos no incluidos dentro de estos dos grupos, por ejemplo: el analisis de la

quimioluminescencia y el analisis de la electroquimiluminiscencia [66, 88, 138, 188]

7.6.3. Diferencia entre los mecanismos de accién de los antioxidantes, transferencia de

atomos de hidrogeno o transferencia de electrones.

Los andlisis determinan la disminucién de la capacidad antioxidante total en dos grupos
importantes: Los analisis basados en una sola reaccion de transferencia de electrones, supervisada a
través de un cambio en color, cuando el oxidante se reduce, y los analisis que se basan en una
reaccion de la transferencia del atomo de hidrégeno en donde el antioxidante y el substrato compiten
por los radicales libres. Los ensayos basados en la transferencia de electrones, miden la capacidad
de reduccién de un antioxidante, y los analisis basados en la transferencia de atomos de hidrogeno
cuantifican la capacidad del compuesto para donar el atomo de hidrogeno es decir, la capacidad

antirradical del compuesto a estudiar 1138, 1411

Los mecanismos de transferencia de electrones y transferencia de atomos de hidrégeno
pueden ser dificiles de distinguir. La reaccion evidente en el mecanismo transferencia de atomos de
hidrogeno es la transferencia del protdn conjunta a la de un electron. Por otra parte aunque la
capacidad de reduccion de una muestra no se relaciona directamente con la capacidad de reaccion

del antioxidante con el radical, es un parametro importante en el estudio de los antioxidantes.

Las reacciones de transferencia de electrones dependen mucho mas del disolvente que
aquellas en las que existe una transferencia de atomos de hidréogeno; pero se ha visto que el
disolvente puede ejercer una influencia clara en el ensayo de la capacidad de absorbancia del
radical del oxigeno y en el acido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico, a pesar de ser
métodos transferencia de atomos de hidrégeno. Estas reacciones también son dependientes del
pH. Algunos elementos traza y contaminantes (sobre todo metales) pueden interferir con estos

métodos, resultando en una alta variabilidad y una baja reproducibilidad y consistencia de los
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resultados. Las reacciones de transferencia de atomos de hidrégeno vienen determinadas por la
entalpia de disociacién, de manera que un compuesto que la tuviera baja, facilitaria la
abstraccion del atomo de hidréogeno. Asi mismo, ciertos aspectos estructurales como la
presencia de un grupo hidroxilo en posicion orto o la posible formacién de enlaces
intermoleculares entre distintos sustituyentes, pueden contribuir a reducir la entalpia de
disociacion, facilitando la formacién de un radical estable. Por el contrario, las reacciones

transferencia de electrones dependen del potencial de ionizacién.

7.7. ¢ Qué compuestos quimicos podemos utilizar como antioxidantes?

En la industria farmacéutica y alimentaria los antioxidantes de mayor uso son el
butilhidroxianisol, y el butilhidroxitolueno, su origen es sintético, sin embargo, se han encontrado
efectos secundarios en humanos como el aumento del colesterol, hepatomegalia e induccion de
cancer hepatico, entre otras. Se han modificado algunos antioxidante sintéticos (BHA, BHT) vy la
estructura de algunos antioxidante naturales, como el tocoferol, el ascorbato y carotenoides que
disminuyen el efecto dafiino del compuesto procedente, ademas se incrementd la busqueda de
sustancias que mimeticen la funcion de las enzimas antioxidantes, entre las que podemos encontrar
al salicilato de diisopropil cobre (ll) y otros complejos con cobre que muestran actividad parecida a la

de la super 6xido dismutasa o los organoselenio que tienen actividad semejante al glutation ')

La importancia de los antioxidantes, ha hecho necesaria la busqueda de moléculas
alternativas de origen natural, con gran actividad sin efectos citotéxicos ni genotéxicos. Los productos
vegetales se han convertido en una alternativa notable, ya que poseen una variedad de compuestos
quimicos como mono Yy polifenoles, antocianinas, flavonoides, carotenoides y acido ascorbico, entre
otros, que pueden ser inocuos para la salud y que actian como agentes antioxidantes a bajas

concentraciones %92,

Por ejemplo la vitamina C, constituye el antioxidante hidrosoluble mas
abundante en sangre, mientras que la vitamina E, es el antioxidante lipofilico mayoritario. Algunos
metales como el selenio, el mas téxico de los minerales incluidos en nuestra dieta, actia junto con la
vitamina E como antioxidante. Sus fuentes son la carne, pescado, cereales integrales y productos

lacteos.

La mayoria de estos compuestos organicos que estructuralmente presentan un grupo -OH
unido a un anillo aromatico, se conocen como compuestos fendlicos y aquellos en que se repite este
radical son conocidos como polifenoles (7] (Fig. 7.14). Estos potentes antioxidantes, presentes en
verduras y frutas, ejercen acciones secundarias como otorgar coloracion y participan en el proceso de
polinizacion. En esta familia se encuentran los flavonoides, acidos fendlicos y taninos. Entre las
fuentes de polifenoles podemos citar legumbres verdes, ajo, té verde, aceite y frutos del olivo,

semillas de café, uvas, moras, citricos, frutos secos y bebidas como el té, vino, cerveza, cacao, café,
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etc. Los niveles de estos compuestos varian considerablemente dentro de la misma especie, e
incluso entre sus variedades, a consecuencia de los factores genéticos y ambientales que
condicionan la germinacion, el crecimiento y calidad de los cultivos. Existen mas de 800 estructuras
fendlicas conocidas provenientes del metabolismo de las plantas, principalmente a partir de dos vias,
la ruta del acido shikimico y la del acido acético. Algunos ejemplos son: Flavonoides, carotenoide,
xantonas, en su mayoria metabolitos secundarios de plantas, que se obtienen para su estudio debido
al interés que causan al funcionar en muchas ocasiones como defensa a los depredadores de
plantas. Con base en ello los extractos de diferentes plantas han sido objeto de estudios

antioxidantes [ 7+ 9 26:30. 249]

HO,

HO, OH

HO OH

RESORCINOL
OH

ACIDO GALICO

Fig 7.14. Estructura quimica que comparten la mayoria de los antioxidantes.

7.7.1. Compuestos quimicos con actividad antioxidante, que no son polifenoles.

Los carotenoides, son una importante clase de fitonutrientes con muchos beneficios para la
salud. Los carotenoides proporcionan una actividad antioxidante a las membranas celulares, y esta
comprobado que ayudan a proteger la piel contra los efectos negativos de la luz ultravioleta. Los
principales son: B-caroteno, a-caroteno, licopeno, luteina. Como todos estos carotenoides estan
presentes en dietas, en suero han demostrado ser beneficiosos, es importante seleccionar fuentes
con multiples carotenoides de alimentos y suplementos. Se estima que una molécula de B-caroteno
extingue hasta 1 000 moléculas de oxigeno singulete y es capaz de captar radicales peroxilo a través
de la adicion de este radical al sistemas conjugados, de tal manera que el radical se estabiliza por
resonancia, hay que recordar que el B-caroteno es una molécula que cuenta con dobles enlaces

conjugados (18]

Uno de los principales factores que afectan a la actividad de los antioxidantes en la captura
de radicales libres, se relaciona con su comportamiento frente al agua y a los lipidos. Por ejemplo, los
antioxidantes hidrofilicos son a menudo menos eficaces en emulsiones de aceite-agua que los
antioxidantes liposolubles, mientras que los antioxidantes liposolubles son menos eficaces en los
sistemas cuyo componente principal es hidrofilico. La diferencia en la eficacia de los antioxidantes en

aceites y emulsiones se debe a su ubicacion fisica en los dos sistemas. Los antioxidantes polares son
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mas eficaces en la mayor parte de aceites, ya que pueden acumularse en la interfase aire-aceite. En
cambio, los antioxidantes no polares son mas eficaces en las emulsiones, ya que se mantienen en las
gotitas de aceite y pueden acumularse en la interfase aceite-agua. Los hidroperoxidos se producen
en la superficie de interaccion aceite/agua. Los agentes prooxidantes, como metales de transicion, se
producen en la fase acuosa, en una emulsion los antioxidantes polares se separan de la fase acuosa.
La eficacia de los diferentes antioxidantes depende de las condiciones en las que se pretende que
actuen. Los mas polares (terbutil hidroquinona o galato de propilo) se comportan particularmente bien
en la proteccion de aceites almacenados, dado que tienden a situarse en la superficie de contacto
con el aire, que es donde precisamente se produce la oxidacion. En cambio, en materiales con
abundante agua sucede lo contrario, son preferibles los menos polares (tocoferoles, BHT) que no se
pierden en la fase acuosa. Por lo tanto los antioxidante liposolubles son eficaces en el entorno lipidico
del cuerpo, como las membranas celulares (vitamina E, carotenoides), y antioxidantes hidrosolubles
en otras areas del cuerpo (vitamina C). La vitamina C, es quizas el antioxidante hidrosoluble mas
efectivo, es capaz de atrapar y reducir a los radicales nitritos. Ademas de ser un buen aceptor de
radicales superodxido, perdxido de hidrégeno, hipoclorito, radical hidroxilo, radical peroxilo y oxigeno

[173]

singulete’ "™ El acido oa-lipoico es un antioxidante unico porque tiene la capacidad de actuar como

antioxidante liposoluble y como antioxidante hidrosoluble.

7.7.2. Compuestos Fenolicos.

Los compuestos fendlicos son un grupo complejo de sustancias que han atraido
considerablemente la atencién, proporcionan color y sabor caracteristicos a los alimentos, ademas de
contar con numerosos beneficios para la salud. La actividad antiradical de los compuestos fendlicos
se basa principalmente en las propiedades o6xido reduccidon de los grupos hidroxi y la relacion

estructural de los diferentes grupos funcionales [, 7. 9, 26,30

. Los fenoles pueden donar atomos de
hidrégeno de los grupos de hidréxido del fenol a los radicales de peroxilo una vez terminada las
reacciones en cadena de la peroxidacion lipidica, se producen radicales estabilizados fenoxilo. La
capacidad antioxidante de fenoles depende de los efectos electronico y estérico del anillo, es decir de

los sustituyentes, y de la fuerza de interaccién del hidrégeno con el fenol y el disolvente.

En la década de los 90’s se propusieron efectos favorables de los compuestos polifendlicos,
debida a su accion sobre sistemas enzimaticos, la modulacién de procesos de inmunidad celular,
inflamacion, asi como hepatoprotectores, antivirales, entre otros, también actividad antioxidante,
antihipertensiva y antibiética. Lo anterior se refleja en su uso en tratamientos preventivos de
enfermedades cardiovasculares o neurodegenerativas, asi como en la prevencion y tratamiento del
cancer, en general, en todas aquellas enfermedades donde el estrés oxidativo tenga un papel
importante. Los mecanismos de accion de los antioxidante son: inhibicion de la generacién de las

enzimas productoras de especies reactivas de oxigeno como la xantino oxidasa, quelacion de los
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elementos traza involucrados en la fabricacion de especies reactivas de oxigeno o bien en la captura

directa de especies reactivas de oxigeno y la alta regulacion de los sistemas antioxidantes

endogenos. Los polifenoles estabilizan las especies reactivas de oxigeno al atraparlas formando el

radical aroxilo (FI-O-), que reacciona con un segundo radical y adquieren una estructura quinona

estable. A partir de algunos estudios se ha reportado que los compuestos fendlicos previenen la

peroxidacion de lipidos via donacion de un atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo que se encuentra

en al anillo bencénico. Sin embargo, la conexion entre la estructura de estos compuestos y su

actividad antioxidante es motivo de estudio en la comunidad cientifica ['4% 6% 188.205.212]

Entre estos compuestos con capacidad antioxidante podemos encontrar a los polifenoles, de

manera general se han clasificado en flavonoides, las xantonas y los vaniloides, sin embargo, los

compuestos fendlicos implican una gran diversidad de compuestos, clasificados a continuacion:

7.7.2.1. Clasificacion de los compuestos fenolicos 2% 076 80. 143, 165, 212]

A) Compuestos Fendlicos Simples:.

o OH
HO
)
HO. OH =
HO OH
OH
OH

RESORCINOL

ACIDO GALICO

ACIDO HIDROXICINAMICO

B) Flavonoides: flavanonas, chalconas, auronas, flavonoles, antocianinas, flavononoles y

Flavonas.
Ry
Rz
R5 o
Ry
Ry o)
o)
ESTRUCTURA CENTRAL DE UNA FLAVONONA CHALCONA
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OH

o]

AURONAS FLAVONOLES

.
o)
X
)
ANTOCIANIDINAS FLAVONONOLES

:

FLAVONAS

C) Isoflavonoides: isoflavonas, rotenoides, isoflavanonas, isoflavanos e isoflavenos.

Oi )
o
(]

ESTRUCTURA CENTRAL DE UN ISOFLAVONOIDE ROTENOIDES
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ISOFLAVONES

D) Quinonas: benzoquinona, antraquinona, naftoquinona, bis-antraquinona.

Y O©

p- BENZOQUINONA ANTRAQUINONA
o
o
OH o OH
o
-NAFTOQUINONA bis-ANTRAQUINONA

E) a-Pironas: cumarinas, isocumarinas, aflatoxinas.

o]

=
AN
0

(@)

CUMARINA AFLATOXINA
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F) y-Pironas:, canabinoides, cromanos y cromonas

CHj

‘ COH
HaC
o CHs o

HaC
CANABINNOIDE 2-FENIL-y-CROMONA
X
OH X)n (ConRrR*
=
R-Ar-CH-CH,-NR3-(CH,),7 o
CROMANO

G) Xantonas.

l 1) l

CENTRO DE XANTONA

H) Lignoides.

LIGNOIDE
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I) Dépsidos.

DEPSIDOS

J) Policétido aromatico.

T

N\ /Nj/COZH
S S

LUCIFERINA

HO

7.7.2.2. Polifenoles: Flavonoides, Xantonas, Vaniloides.

Dentro del grupo de los polifenoles, los compuestos de mayor importancia, centro de atencién
por su capacidad antioxidante, poseen la estructura quimica ideal para reaccionar con los radicales
libres, se ha demostrado que cuentan con una mayor capacidad antioxidante in Vitro en comparacién
con el tocoferol y el ascorbato. Las propiedades antioxidantes de estos compuestos son
consecuencia de la alta reactividad con el hidrogeno o bien por que son buenos donadores de
electrones, estos radicales derivados de polifenoles son estabilizados al deslocalizar un par
electrénico. Los compuestos de naturaleza fendlica, al ser eficaces antioxidantes, han sido de
importancia en sistemas biologicos que han sido expuestos a estrés oxidativo, en especial en
membranas bioldgicas por que inhiben la peroxidacion lipidica [100.132133] 'Dentro de estos compuestos
se encuentran los flavonoides, xantonas, vaniloides. Compuestos quimicos de las plantas que se
caracterizan por la presencia de mas de un grupo OH, se consideran antioxidantes fuertes con

beneficios potenciales para la salud.
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7.7.2.3. Flavonoide.

Se han caracterizado mas de 5 000 flavonoides de formacion natural. Los flavonoides
contienen en su estructura quimica un namero variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes
propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran
capacidad antioxidante. Sus propiedades anti-radicales libres, se dirigen fundamentalmente hacia los
radicales hidroxilos y superoxido, especies altamente reactivas implicadas en el inicio de la cadena de
peroxidacion lipidica, e inhiben también los efectos degenerativos provocados por el perdxido de
hidrégeno. Los efectos benéficos de los alimentos derivados de las plantas son con frecuencia

atribuidos a los flavonoides "%,

HO 0

OH

ESTRUCTURA BASICA DE FLAVONOIDES

Aunque diversos estudios indican que algunos flavonoides en algunas ocasiones actuan
como prooxidantes, esto sélo ocurre cuando se producen a dosis altas, constatandose en la mayoria
de las investigaciones la existencia de efectos antiinflamatorios, antivirales o antialérgicos, y su papel
protector frente a enfermedades cardiovasculares, cancer y diversas patologias. Los flavonoides
pueden comportarse como antioxidante y prooxidante, e influyen en ello factores como las
condiciones del ensayo, la concentracion efectiva que se alcance en el sitio donde la especie reactiva
de oxigeno es formada, la estabilidad del radical del flavonoides que se forma al donar un atomo de

hidrogeno al radical atacante, la lipofilicidad para ser captados por la membrana y el pH del medio
[76143,165, 243]

7.7.2.4. Xantonas

Las Xantonas son compuestos organicos de férmula C43HgO,, cuyo nicleo central forma parte
de una gran variedad de compuestos organicos de origen natural, como el mangostin, a los cuales en
conjunto se les conoce colectivamente como xantonas. Se ha identificado a mas de 200 xantonas al
ser extraidas del pericarpio de la fruta del mangostan (garcinia mangostana), que se puede encontrar
en la region sureste de Asia. Las xantonas son biolégicamente activas y taxondmicamente
restringidas, es decir, cuentan con multiples capacidades bioactivas como agentes antioxidantes y

. . . . s o I 109,11
antiinflamatorios, pero se encuentran restringidas geograficamente al sureste asiatico 109119 | a fruta
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del mangostan tiene alrededor de 43 de estos fitonutrientes concentrados en la cascara. En la
industria, los derivados sintéticos de la xantonas son adicionados durante la polimerizacion del
poliéster para obtener un plastico mas resistente a la degradacion ocasionada por la radicacién

ultravioleta. ElI de mayor uso es el derivado tetrahidroxixano for.211]

o
CENTRO DE XANTONA

7.7.2.5. Vaniloides

Los vaniloides se caracterizan por la presencia del grupo funcional llamado vanillil (también
conocido como vanilloilo). En estos compuestos se incluye a la vainillina, el acido vanilico, la
capsaicina y acido vainillin mandélico. Un numero de vanilloides, especialmente capsaicina, estan
enlazadas al receptor (TRPV1), un canal iénico que responde naturalmente a los estimulos nocivos
tales como temperaturas altas y pH acido. Esta accion es responsable de la sensacion de ardor

experimentada después de comer las pimientas picantes 4 12> 19,

HO.

/
/

CAPSAICINA
Otros ejemplos de compuestos con capacidad Antioxidante

El butilhidroxianisol y el butil hidroxitolueno, antioxidantes sintéticos de mayor uso en la
industria de alimentos y farmacéutica. Por su extenso uso y los efectos secundarios que tienen en la
salud se han buscado otras alternativas antioxidantes en compuestos de origen natural que no
presenten efectos citotoxicos ni genotoxicos. En esta busqueda se han encontrado diversos
compuestos, en su mayoria de origen natural o bien moléculas sintéticas, por ejemplo, el propofol, la

morfina, acido cafeico, melatonina, etc., algunas de ellas se describiran a continuacién {72, 106]
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7.7.2.6. Propofol

El propofol es un compuesto usado en medicina para sedacion, induccion, hipnosis,
mantenimiento, efecto anticonvulsivante, disminucién de tasa metabdlica cerebral, disminuciéon de
presion intracerebral y se ha encontrado que tiene propiedades antioxidante in vivo. Su estudio como
compuesto con posible capacidad antioxidante, se debe a que éste tiene una estructura quimica
semejante a la de los compuestos mas empleados butilhidroxianisol, butil hidroxitolueno y a-
tocoferol, son anillos aromaticos con un grupo hidroxilo como sustituyente, que se ha mencionado es
el causante de la capacidad antioxidante de un compuesto. Debido a la presencia del grupo hidroxi en
el anillo aromatico, el propofol es inhibidor de gran parte de las sintetasa neuronal del éxido nitrico,
ademas reacciona con el peroxinitrito y elimina, e inhibe la peroxidacion in vitro de lipidos inducida
por diversos radicales libres que se generan en el sistema, (hidroxido, el ferril, y radicales oxo-ferril).
Ademas el propofol tiene efecto antioxidante en microsomas hepaticos, y actia como protector de
algunas especies reactivas de oxigeno. Estudios han revelado que al comparar la capacidad
antioxidante del propofol con el a-tocoferoles en relacién a la inhibicion de la peroxidacion lipidica
causada por el estrés oxidativo en microsomas hepaticos de ratas, se obtienen mejores resultados

que los obtenidos con sus analogos tocoferoles 778 7% 1931,

OH
AN CH;
——C——CH,
= CH;
0,
ey OH  CH
- - CH, 3
butilhidroxianisol butil hidroxitolueno
H3C CH3
propofol
(o)
HO a-tocoferol
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7.7.2.7. Morfina

Dentro de la medicina se ha estudiado a la morfina como compuesto con posible actividad
antioxidante. Por su potente efecto analgésico, en casos como el control del dolor severo, analgesia,
anestesia, tratamiento del dolor asociado con isquemia miocardica y/o disnea asociada con el fallo
ventricular izquierdo agudo y edema pulmonar, ademas, el efecto de la morfina (10° M) como
oxidante y/o antioxidante en células del sistema inmuno fagocitario fue estudiado in vitro. Causa
diversos cambios en la producciéon de formas activas de oxigeno y en la capacidad antioxidante de
las enzimas como la superodxido dismutasa y glutation reductasa en neutréfilos, monocitos y linfocitos

en sangre periférica humana 18],

MORFINA

7.7.2.8. Isoespintanol

La informacion sobre el mecanismo y la cinética de oxidacion de diferentes sistemas lipidicos
inhibidos por el timol y carvacrol, reporta mayor efectividad en el primero, debido a la mayor
estabilidad del radical timoil, causada por un efecto electronico del grupo isopropil en posicion orto al
O-H. Fenoles, tales como timol, carvacrol, eucalipto y los hidrocarburos monociclicos, tales como
terpinoleno, R-terpineno y y-terpineno, pertenecen a los antioxidantes naturales mas activos
encontrados en los aceites esenciales "> '*"1. Sin embargo, debido a la baja solubilidad en agua y al
requisito de altas concentraciones para alcanzar un efecto terapéutico, la eficacia de estos
compuestos en el tratamiento es limitada, sin embargo cuentan con un analogo el Isoespintanol. El
isoespintanol, (2-lsopropil-3,6-dimetoxi-5-metilfenol) es un monofenol, un derivado biosintético del
timol que actia como antioxidante natural aislado de los extractos hexanicos de Oxandra cf
xylopioides (Annonaceae), que se comporta como un buen reductor y con una alta capacidad para
atrapar radicales libres en diferentes medios; ademas posee baja cito y genotoxicidad a 1 000 ppm,

. . - . . .. 1 2
siendo un buen candidato para ser utilizado en medios alimenticios [199, 200)
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7.7.2.9. Melatonina

La caracteristica estructural de la melatonina, que actia como un potente neutralizador de
radicales libres, incluye el grupo metilo en posicion 5 del grupo indol y el grupo acetilo, la estructura
de la melatonina es marcadamente diferente a la de otros antioxidantes, es una molécula muy
estable, la estructura es estabilizada por el anillo indol. La reaccién de la melatonina con radicales
esta siempre acompafiada por una pérdida de fluorescencia y la abertura del anillo indol. Se ha
demostrado que la reaccion oxidativa del anillo pirrélico no enzimatica es mediada por radicales del
sistema aromatico heterociclico, mecanismo por el cual la melatonina es metabolizada en contacto
con intermediarios altamente reactivos del oxigeno, por lo que se ha puesto de manifiesto su alta
capacidad neutralizadora frente a radicales libres ‘OH. Los radicales ‘OH se producen in vitro con la
exposicion a luz ultravioleta (UV) (254 nm) de una solucién que contiene peréxido de hidrégeno. La
melatonina al ser comparada con GHS y con el manitol la coloca entre los mejores agentes

neutralizadores de radicales "OH conocidos % ®" 1,

N
vaha s
o
MELATONINA

7.7.2.10. Acido cafeico

La capacidad antioxidante del acido cafeico se ha evaluado con diversos ensayos, por
ejemplo la actividad de la inhibicion de la peroxidacion de lipidos, radidlisis de pulso y por sus
caracteristicas electroquimicas. El mecanismo de oxidacion del acido cafeico ha sido estudiado con
voltamperometria ciclica con un electrodo de carbono. Sigue un mecanismo donde dona dos

electrones visto en una onda reversible en medios acidos, mientras que demuestra un
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comportamiento irreversible, es decir, hay una disminucién en el pico de reduccion, en medios poco

acidos, sugiriendo que la oxidacion de CAF sigue una reaccion quimica irreversible [82. 213

OH

N o

OH
ACIDO CAFEICO

Otro ejemplo es la pimienta, su capacidad antioxidante es parcialmente atribuida a la
presencia de glucésidos como el camferol de los flavonoides, ramnetin y quercetina, asi como otras
cinco diversas amidas fendlicas. Ademas existen una variedad de diversos compuestos volatiles tales
como los terpenoides del timol, por ejemplo el carvacrol, el eucalipto, la carvona y la tuyona,
compuestos importantes por su capacidad antioxidante, su uso es limitado por el sabor caracteristico
de dichos compuestos. La investigacion sobre la capacidad antioxidante en varios sistemas modelo

es importante antes de su uso como antioxidantes en alimentos.

Se ha introducido recientemente en diferentes areas de la industria alimenticia la técnica de
espectroscopia de spin (EPR, electron parameter resonan) electronico, la cual puede proporcionar
informacion referente a los procesos elementales en la oxidacion del lipido y la naturaleza de los

intermedios de la reaccion '*2.

7.7.3. Mecanismos antioxidante de los polifenoles

El papel de un compuesto fendlico es interrumpir la segunda etapa en la cadena de
propagacion dentro de la oxidacion de los lipidos, esto ocurre como consecuencia de dos
mecanismos: transferencia de un atomo de hidrégeno o por transferencia de un electron. En el
mecanismo de transferencia de atomos de hidrégeno, el antioxidante, atrapa un radical por una
donacion rapida de atomos de hidrogeno. Los compuestos fendlicos actuan como antioxidantes
primarios al donar un atomo de hidrogeno a los radicales alcohéxilos (ecuacion 1) o a los radicales
del peroxilo (ecuacién 2) en reacciones irreversibles. Las reacciones llevan a la generacién de un
radical libre antioxidante (AOx’) con una energia mas baja, comparado con la energia de los radicales
RO. y ROO. [8, 75, 174, 249]_

AOxH + RO* — AOx* + ROH Ec.1
AOxH + ROO® - AOx* + ROOH Ec2
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La estabilidad relativamente alta del radical que se genera a partir del Antioxidante reduce su
capacidad de abstraer un hidrégeno de una molécula del lipido, rompe con la reaccion en cadena. La
eficacia de compuestos fendlicos como desactivantes (antioxidante) de radicales libres se debe a la
alta estabilidad del radical fenoxi resultado de la deslocalizacién del electron despareado en el anillo
aromatico. Los fenoles no son activos como antioxidantes, a menos que la substitucion en la posicion
orto o para aumente la densidad electrénica en el grupo hidroxi y baje la energia del enlace oxigeno
—hidrégeno y aumente la reactividad hacia los radicales libres del lipido. La substitucion en
compuestos fendlicos en la posicion meta tiene un efecto algo limitado y los compuestos como el
resorcinol con un grupo de hidroxido en la posicién meta son asi pobres limpiadores de los radicales
libres comparados a los compuestos similares con una substitucion en la posiciéon orto o para. Un
analisis estructural de las resinas fendlicas probadas sugiere que la substitucion multiple y la
conjugacion del OH son determinantes importantes de la actividad antiradical y del comportamiento
electroquimico. Su reactividad como agente electrén-donante de hidrogeno predice su potencial para
la acciéon como limpiadores radicales libre (que se relaciona con su potencial de la reduccién), el
radical derivado oxidante es importante por su capacidad de estabilizar y de deslocalizar el electrén
despareado. Ademas, la propension para la quelacion particularmente del Fe (Il) y del Cu (1), apoyan
el papel de los polifenoles como antioxidantes preventivos en términos de la inhibicién de la formacion

. . . s 76, 166,1
de radicales libres catalizada por un metal de transicion [76. 168.169]

En el segundo mecanismo el compuesto fendlico puede donar un electrén al radical peroxilo o
a cualquier otra especie oxidante, Fe*, que forman un catién radical del antioxidante (ArO™") ©® 1% 26,
Los compuestos fendlicos componen en gran proporcion a los conocidos como antioxidantes
naturales. Por ejemplo se han aislado y estudiado compuestos como el acido carnosico, el carnosol,
el rosmaridifenol y la rosmariquinona, los cuales se han identificado como antioxidantes. A los
flavonoides solos o en conjunto con otros compuestos fenodlicos (efecto sinergista) se les han

atribuido propiedades antioxidantes 30,

7.7.4. Especies reactivas de oxigeno y los antioxidantes.

Los dafos por estrés oxidativo son atribuidos a altas concentraciones de las especies
reactivas de oxigeno, sin embargo todos los animales necesitamos de oxigeno para la produccion
eficiente de energia en la mitocondria. Esta necesidad es opacada por el hecho de que el oxigeno en
altas concentraciones es un gas mutagénico, por esta razén los seres aerobios han desarrollado sus
propias defensas antioxidantes. Los efectos dafiinos del oxigeno dependen del tipo de organismo, el
consumo de vitamina A, E y C, metales de transicién, antioxidantes y lipidos poliinsaturados. Se ha
propuesto que el dafio ocasionado por el oxigeno se atribuye a la formacion de las diferentes
especies reactivas, no todas tienen el mismo patron de reaccion (es decir, transferencia del electron)

hacia los antioxidantes. Por ejemplo ROO" abstrae un atomo de hidrégeno de los antioxidantes,

73



RADICALESLIDRESY ANTIOXIDANTES

mientras que el radical ‘'OH puede experimentar la abstraccion o la adicidén del 4tomo de hidrégeno a
un compuesto no saturado (Ej. las bases nitrogenadas del ADN o a un residuo aromatico de los

aminoacidos) 2102252261,

Al referiros a los antioxidante y a las especies reactivas se deben aclarar términos y
funciones de los mismos, pues al hablar de radicales libres podemos pensar que todos causan dafios
a la salud, y cuando se menciona a las antioxidantes estariamos hablando del rescatador de la célula,
sin embargo algunos radicales libres son necesarios para cumplir alguna funcién en la célula y no
todos los antioxidantes cumplen con su funcién adecuadamente. La vida es un balance entre
radicales libres y antioxidantes, los antioxidante mantienen en niveles adecuados a los radicales
libres, permitiendo que estos cumplan con sus funciones bioldgicas sin ocasionar un dafo
considerable. Probablemente siempre se produce alguna lesion oxidativa debido al flujo destructivo
de especies reactivas de oxigeno. Estos dos mecanismos opuestos estan habitualmente equilibrados.
Sin embargo, bajo condiciones de estrés y a lo largo del proceso normal de envejecimiento, el
nimero de especies reactivas de oxigeno puede llegar a exceder la capacidad de defensa
antioxidante del organismo, o bien puede modificarla. Cuando esto ocurre, el resultado es la lesion

oxidativa. Por lo que no todos los radicales libres son malos ni todos los antioxidantes son buenos

7.8. Determinacion de la capacidad secuestradora. Ensayos importantes para la

evaluacion de la capacidad antioxidante.

En muchos de los casos la medicidon de la capacidad antioxidante de una sustancia es una
accion sinergista de los diferentes compuestos de la reaccidon, esto nos lleva a pensar que la
medicion de la capacidad antioxidante no es un asunto sencillo, la principal desventaja radica en no
poder comparar resultados entre los diferentes grupos de investigacion, sin embargo, se han hecho
importantes adelantos en la generacion de ensayos que midan la capacidad antioxidante in Vitro. Se
describiran, en primera instancia, aquellos ensayos en los que se involucran especies reactivas de
oxigeno como especie oxidante, ya que simulan condiciones celulares. A continuacion se describiran

los ensayos en los que se hace uso de radicales que no son generados en un sistema bioldgico 188

Se tiene conocimiento de ello al medir su capacidad como secuestrador de radicales. En
detalle no so6lo encontramos la definicion como capacidad antioxidante, sino que habra quienes la
definan como eficiencia, poder, parametro, potencial, potencia, actividad, todos estos términos tienen
sentido si y solo si especificamos cuales son las condiciones de la reaccion con la que evaluaremos
al antioxidante, por ejemplo presion, temperatura, media reaccion, co-reactantes y puntos de
referencia. Existen diferentes ensayos para evaluar la capacidad antioxidante de compuestos,
también existen ensayos que evallan la capacidad secuestradora de las sustancia frente a especies

reactivas de oxigeno, en especifico para O, , peroxido de hidrogeno, ‘OH, son los compuestos
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frecuentemente usados, porque pueden existir in vivo. Sin embargo, el radical peroxil (ROO’) soluble
en agua es el generador por descomposicion térmica de los azoiniciadores sobre todo clorhidrato de
2,29-azobis (2-amidinopropano) (ABAP) y 2,2’- diazobis (2-amidinopropano) (AAPH) también ha sido

ampliamente utilizado [8.12,31,174, 184, 186].

Para iniciar el estudio de los diferentes ensayos, se describiran primero los que implican

directamente una especie reactiva de oxigeno.

7.8.1. Ensayos que implican directamente una especie reactiva de oxigeno.
7.8.1.11. Radical peroxil ROQO'".

Los métodos para la determinacién de la capacidad secuestradora de un antioxidante frente a un
radical peroxil se basa en reacciones de transferencia de atomos de hidrogeno. En este caso se trata

de ensayos competitivos, en los que estan involucrados tres componentes:

(i) azo-compuestos termolabiles (R-N=N-R), proporcionan los radicales (R’) que reacciona
rapidamente con el oxigeno para producir un flujo constante de radicales ROO" (ii) un

blanco oxidable; (iii) compuestos con posible actividad antioxidante.

Sin embargo la produccion de los radicales ROO es determinada por la temperatura del medio de
reaccion. En este tipo de ensayos (competitivos) el antioxidante compite por la especie oxidable por el
radical ROO’, el Antioxidante es consumido en la reaccion por los radicales ROO’ y la oxidacion del
blanco es mas lenta comparada con el control. En el inicio de estos ensayos los cambios
espectroscodpicos son minimos ya que la reacciéon se encuentra en la etapa de induccién o bien en la

llamada fase Lag °* %",

7.8.1.1.  Anidn radical superdxido (Oy").

Experimentalmente para la generacién de este radical se emplean los sistemas xantina
oxidasa/hipoxantina o xantina a un pH de 7.4, o bien en la forma no enzimatica con la reaccién de
metasulfonato de fenacina en presencia de NADH. En ambos sistemas la generacion de O, puede
reducir el azul de nitro tetrazolio (NBT, siglas en ingles) se supervisa por espectrofotometria a 560
nm. En este caso el antioxidante compite con el NBT por el O, inhibiendo la reaccion de oxidacion.
En solucion acuosa las propiedades basicas y nucleofilicas del O, son fuertemente reducidas asi
como su capacidad oxidante, por lo que se convierte en un agente reductor. El porcentaje de

inhibicion de la formacion del radical O,”) se calcula a partir de ['" 7% %
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Y%inhibicidén = (AO;AIJ *100

0

Donde A, es la absorbancia de un control, en la mayoria de los casos acido ascorbico y A; es

la absorbancia de la muestra, antioxidante.

7.8.1.2. Perdéxido de hidrégeno.

La especie O,  a pH fisiologico se protona inmediatamente y produce peréxido de hidrogeno.
El radical se genera in vivo en condiciones fisiolégicas en los peroxisomas por algunas enzimas
oxidativas, entre las que se incluyen las glucosa oxidasa y acido D-amino oxidasa, también se forma
por la dismutacién del O, catalizado por la superéxido dismutasa. Los ensayos para medir la
capacidad de secuestro del perdéxido de hidrogeno, se basan la medicion de la absorbancia de
radiacion ultravioleta, al disminuir la concentracion de peréxido de hidrégeno por la reaccién con el
compuesto antioxidante disminuye la absorbancia reportada a 230 nm. En este tipo de ensayos,
algunas muestras pueden absorber a esta longitud de onda, se hace indispensable la medida de un
blanco, esto puede comprometer la precision y la exactitud del método, por el cambio en el medio de
reaccion, asi que el blanco no es del todo valido. Una de las desventajas de este ensayo es que es
dificil distinguir entre los pequefios cambios cuando hay una absorcion de fondo mucho mas grande.
La capacidad de secuestro para esta especie reactiva de oxigeno se calcula con la siguiente

ecuacion ¥4 1701771,

0

% secuestroH ,0,= (AO;AIJ *100

Donde Aq es la absorbancia del control y A; es la absorbancia de la muestra.

En otro ensayo para el perdoxido de hidrogeno se emplea la peroxidasa del rabano, en
reaccion con peroxido de hidrogeno para oxidar a la molécula de escopoletina, cuyo producto de
oxidacion es un compuesto no fluorescente en presencia de compuestos antioxidante, la oxidacién
del escopoletina es inhibida, esta reaccion se supervisa por analisis fluorimétrico. (a) Los
antioxidantes inhiben la oxidacién al reaccionar directamente con perdxido de hidréogeno, (b) al
interactuar con los intermedios formados de la enzima y de peréxido de hidrégeno, o (c) inhibiendo la
peroxidasa del rabano al reaccionar con peroxido de hidrogeno (1707771 Por lo tanto, es dificil explicar
el significado quimico real de los datos. Otro analisis fluorimétrico de amplia difusion emplea el acido
homovainillico, cuyo dimero fluorescente es un bifenil mas estable que el escopoletina. La presencia

de sustancias con capacidad del barrido del peréxido de hidrégeno previene la oxidacion del acido
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homovanillico, sin embargo, los acercamientos basados en peroxidasa no permiten determinar si el
antioxidante esta reaccionando directamente con peroxido de hidréogeno, o si reaccionan con los
intermediarios formados de la enzima y del peroxido de hidrogeno (es posible que el radical del
superdxido se produzca durante actividad enzimatica). Por otra parte, los antioxidantes tales como
acido ascorbico, dihidrato de quercetina, y algunos tioles pueden ser un substrato para la enzima
peroxidasa, lo introduce errores en la determinacion de la capacidad del barrido. El inconveniente de
este ensayo es la interferencia con el sistema de peroxidasa, por lo que podemos citar otro ejemplo,
es la reaccion directa de peroxido de hidréogeno y titanio (IV), donde forma un complejo titanio

peroxido de hidrogeno (Ti-H,0,) disuelto en medio acido, monitoreado espectrofotométricamente a

410 nm 481,
HO O
e VL
(0]
Hsc\om OH

ESCOPELETINA ACIDO HOMOVAINILLICO

Fig. 1.15. Estructura de la escopeletina y el acido homovainillico, moléculas oxidables
utiles en los ensayos de secuestro del peroxido de hidrégeno.

7.8.1.3. Radical hidroxilo ‘OH.

Debido a la alta reactividad de los radicales de hidroxido, casi cualquier molécula en sistemas
biologicos puede ser mirada como secuestradora del ‘OH. Asi que esta tarea no se realiza por
ninguna molécula o enzima especifica. La estimacién directa de ‘'OH puede ser inaplicable para la
evaluacion de la accién antioxidante de un compuesto o de una matriz porque las concentraciones del
posible antioxidante deben ser muy altas para poder competir con moléculas in vivo o en la matriz del
alimento para el radical ‘OH generado. Por lo que resulta mas relevante y util cuantificar la capacidad
de antioxidantes para bloquear la formacion de sus precursores (O, , peroxido de hidrégeno, HCIO)
y/o el secuestro de los iones libres del metal relacionados con la formacion de ‘OH. Los compuestos

que acttian de esta manera se comportarian como antioxidantes preventivos 2.

Debido a su alta reactividad, los radicales ‘OH, una vez formados in vivo o in vitro tienen vida
corta, del orden de nanosegundos y por lo tanto no pueden ser medidos directamente. Sin embargo,
usando 5,5-dimetil-pirrol-N-6xido (DMPQ), agente «cazador» de spin, éste forma un complejo con los
radicales ‘OH (DMPO-OH) de vida media larga en el intervalo de las horas, de esta forma puede ser
cuantificado. El complejo DMPO-OH se identifica y separa mediante el uso de cromatografia liquida
de alta eficiencia acoplada a un mecanismo de deteccion electroquimica y se confirma su presencia

por resonancia electromagnética (EPR) "%,
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Las metodologias in vitro para determinar ‘OH se basan en la reaccion Fe** +EDTA+H,0, en
un sistema de acido ascorbico para generar un flujo constante de ‘OH radicales. Estos radicales
atacan la deoxiribosa (usada como blanco), reacciona sobre calor con acido tiobarbittrico (ATB) a pH
bajo para dar un cromégeno rosado. Si un compuesto antioxidante se agrega a la mezcla de
reaccion, éste competira con el acido tiobarbiturico por los radicales ‘OH, inhibiendo la degradacion

de la especie blanco (ejemplo, deoxiribosa) ' 81,

7.8.1.4. Oxigeno singulete ('0,).

El oxigeno singulete ('O,) es un estado excitado del oxigeno molecular que no tiene
electrones desapareados, es oxidante de gran alcance, reacciona directamente con una amplia gama
de biomoléculas. Debido a que se encuentra en un nivel de alta energia decae al estado basal (O,).
Como consecuencia de esta transicion emite fosforescencia caracteristica a 1270 nm. La capacidad
secuestradora para el (102) de diversos compuestos se miden con los indices de decaimiento de la
intensidad de luz, sin embargo, la intensidad de la luminescencia basada en la emision de ('O,) es a
menudo escasa para proporcionar informacion cuantitativa reproducible, incluso en medio acuoso. Se
ha desarrollado un método de mayor sensibilidad que se basé en la supervision de la fluorescencia
del ('0,) con tetratertbutilftalocianina, este método no se aplica extensamente sino que es Util para la
medida de los constantes de reaccién para (102) que se “apaga’, requiriendo el equipo comunmente

disponible y también aplicable a los sistemas, dénde es dificil detectar la luminescencia de 1270 nm
[88, 119, 138]

7.8.2. Ensayos para conocer la actividad antioxidante de un compuesto.

Los ensayos para medir la capacidad antioxidante se pueden clasificar en dos ramas de
acuerdo a la particula que se transfiere en la reaccion, en primer caso tenemos los ensayos en los
que se transfiere un atomo de hidrogeno, se basan en el esquema de ensayos competitivos, el
antioxidante y el sustrato, compiten por los radicales térmicamente generados a partir de un radical
peroxilo y la descomposicion de un compuestos azo, en esta clasificacion se encuentran los ensayos
capacidad de absorcion de radicales libres de oxigeno, parametro de analisis e intercepcion total de
radicales peroxilo, blanqueamiento de la molécula de crocin, blanqueamiento de p-caroteno, linoleico,
Método del acido tiobarbiturico, capacidad de absorcion de radicales libres de hidroxilo, capacidad

total de barrido de radical oxigeno[m]

. Por otro lado, los ensayos en los que se transfiere un electron,
se mide la capacidad antioxidante por la reduccién de un oxidante que cambia de color cuando al
ganar un electron los ensayos que actuan con este mecanismo son: Folin-Ciocaiteu, capacidad

antioxidante en equivalentes de trolox, Capacidad del plasma para reducir el ion férrico, capacidad
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antioxidante por reduccion del ién cobre (1), Ensayo de captura del radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil,

Ensayo de la captura del radical N,N-dimetil-p-fenilenediamina, voltamperometria 74,

Los ensayos para evaluar la capacidad antioxidante emplean propiedades quimicas de los
compuestos, que son monitoreadas por espectrometria ultravioleta-visible, Resonancia
paramagnética electronica, fluorescencia, quimioluminiscencia, cromatografia liquida de alta
resolucion, asi como por algunas técnicas electroquimicas. A continuacion se describen de forma
muy breve los ensayos que siguen un mecanismo basado en la transferencia de atomos de

hidrogeno:

7.8.2.5. Capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC).

Capacidad radical de la absorcion del oxigeno, determina de forma directa la capacidad
antioxidante frente a una fuente de radicales. En un principio se planteé para el radical ROO’, sin
embargo, puede ser adaptado para la medicién de otras especies reactivas de oxigeno. En términos
generales, este ensayo implica ROO’, como oxidante y proporcionara la informacion Gtil en capacidad
de romper la cadena radical. EI mecanismo de la reaccion se basa en la transferencia de un atomo de
hidrégeno del antioxidante al radical libre 55,1881 | g capacidad radical de la absorcién del oxigeno se
fundamenta en el decremento de intensidad en la B-ficoeritrina (Fig 7.16) a lo largo del tiempo en el
que esta expuesto a un flujo continuo de radicales peroxilo (ROO’), que se genera por la
descomposicién térmica de 2,2 -azobis(2-amidinopropano) (AAPH) (Fig. 7.17) o por la reaccién de
Cu® con peroxido de hidrégeno, en un medio acuoso a pH controlado 8126388, 1591 'Un mol de 2,2'-
azobis(2-amidinopropano), pierde un mol de nitrégeno, es asi como se generan dos moles del radical
2,2 -azobis(2-amidinopropano) en flujo constante. En una solucién saturada de aire, el radical 2,2°-
azobis(2-amidinopropano) reacciona rapidamente con el oxigeno para dar un radical peroxilo mas
estable, ROO™. La pérdida de fluorescencia de la B-ficoeritrina es el indicador de la extension de la
oxidacion con el radical peroxilo, en presencia de un antioxidante el radical ROO’ capta un atomo de
hidrégeno del antioxidante, el resultado es la inhibicion en la disminucién de la fluorescencia de la B-

ficoeritrina por accion del ROO".
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Fig. 7.16 Molécula blanco, en la determinacion de la capacidad
antioxidante por ensayo de capacidad de absorcion de radicales

oxigeno.
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Fig.7.17 Pro-oxidante generador de ROO’ es el compuesto 2,2"-azobis(2-
amidinopropano) (AAPH), para los ensayos ORAC, TRAP, linoleico.

El ensayo de la capacidad de absorcion de radicales oxigeno es monitoreado por un periodo
menor o igual a 30 minutos. La cuantificacion se basa en el area bajo la curva (ABC) (Fig.7.18), que
representa la oxidacion de la muestra en funcion del tiempo, en comparacion con el area bajo la curva
del blanco, donde el antioxidante no esta presente (ABCyestra - ABChianco), 10S resultados se expresan
como milimetro de equivalentes de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox).
Cuando se tiene una muestra con antioxidantes el decaimiento de la fluorescencia es inhibida, por lo
tanto el cambio en la intensidad de la fluorescencia es un indice del grado del dafio inducido por el
azo-radical. En presencia de un antioxidante, el dafo acusado por el radical se retarda, lo que se
refleja en la proteccion contra el cambio de intensidad de flourescencia con un aumento en el ABC.
Es el unico método que registra la accion de la especie radical de inicio a fin, y usa el area bajo la
curva de decaimiento de la fluorescencia para realizar la cuantificaciéon de la capacidad antioxidante.
De esta manera se considera tanto el porcentaje de inhibicion como la extension de tiempo de ésta
en un solo valor. El ensayo de capacidad de absorcion de radicales oxigeno ha sido modificado para
medir los antioxidantes lipofilicos usando un derivado de la ciclodextrina como reforzador de la

solubilidad en agua [88, 188, 159]
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Los valores para el ensayo de capacidad de absorcién de radicales oxigeno se calculan por
diferencia del area bajo la curva (ABC) del decaimiento en la fluorescencia entre la molécula

empleada como blanco y la muestra a estudiar, con la siguiente formula:

(Az _Ab)

ORAC(umolequivalentesdeTROLOX / g) = [(AS_AI’)} *K*a*h

As= Area bajo la curva de la muestra fluorescente

A= Area bajo la curva de acido 6-hidroxi-2, 5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox)
A,= Area bajo la curva control

K= factor de dilucion

a= concentracion acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico pmol /|

h= relacién entre la concentracién de la muestra y el control.

La ventaja del acercamiento de ABC es que puede ser aplicada para los antioxidantes que

exhiben fases de retraso distintas y a muestras que no tengan ninguna fase de retraso.

A MUESTRA-A BLANCO

- |\|UESTRA

BLANCO m===

TIEMPO INCUBACION (min)

Fig. 7.18 ORAC su cuantificacion se basa en el area bajo la curva
(ABC).

El analisis de la capacidad de absorcion de radicales oxigeno ha sido utilizado por diversos
laboratorios y ha proporcionado informacion significativa con respecto a la capacidad antioxidante de
varias muestras biolégicas de compuestos puros tales como melatonina, dopamina y flavonoides, o
de matrices complejas tales como té, frutas, vegetales y tejidos animal. A diferencia de otros modelos
en los cuales se usan agentes oxidantes como pro-oxidantes, el ensayo de la capacidad de absorcion
de radicales oxigeno, puede realizarse con otras especies de oxigeno, lo que lo presenta como un
ensayo versatil, ya que mide todo tipo de antioxidantes y con la posibilidad de detectar el efecto

antioxidante a nivel biolégico *'* "',

81



RADICALESLIDRESY ANTIOXIDANTES

7.8.2.6. Parametro de analisis de la intercepcion total del radical peroxilo (TRAP).

En el ensayo del parametro de analisis de la intercepcion total del radical peroxilo se incluy6
un parametro de intercepcion total del radical desarrollado por Wayner (1985), y es el mas empleado
en la medida de la capacidad antioxidante en muestras bioldgicas. En este andlisis, el blanco es
plasma humano, el oxigeno que se consume en la oxidacion es la molécula de prueba
(diclorofluoresceina, Fig. 7.19) usada para seguir la accion de antioxidantes %1 La medida se basa en
el “tiempo de retraso” que corresponde al plazo entre el principio del analisis y el principio de la
oxidacién de moléculas del blanco. La reaccion de peroxidacion es inducida por la descomposicion

térmica de un azo-compuesto.

Cl Cl

HO ° OH

Diclorfluoresceina

Fig.7.19 Molécula blanco, en la determinacion de la capacidad antioxidante por ensayo
parametro de analisis de la intercepcion total del radical peroxilo y del ensayo que mide
la capacidad de absorcion de radicales libres hidroxilos.

Es un ensayo que involucra un oxidante y un pro-oxidante el (ROO’) generado por el
compuesto 2,2’-azobis 2-amidinopropano, ademas de materiales peroxidables contenidos en
muestras biolégicas. Al agregar 2,2’-azobis-2-amidinopropano, la oxidacion de los compuestos es
monitoreada por la medida del oxigeno consumido durante la reaccion. En el periodo de induccion
esta oxidacion es inhibida por los antioxidantes en la muestra. El parametro que es monitoreado es el
consumo de oxigeno, por lo que el problema que presenta este ensayo es el uso de un electrodo de
oxigeno que no se estabiliza en el periodo de tiempo requerido. Este ensayo se ha modificado en
diferentes puntos, por ejemplo la adicion de acido linoleico a la muestra antes de que la oxidacién
fuera iniciada por los radicales del peroxil, otra variante en el ensayo es la introduccion de una
proteina en lugar de un lipido como sustrato, cuya sefal fluorescente facilitaba su monitoreo. Su
cuantificacion se basa en la duracion de la fase lag, donde la oxidacion es inhibida por el antioxidante,
esta fase se compara con la obtenida para el control el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil cromano-2-

carboxilico® "%,

Las diferencias entre el capacidad de absorcion de radicales libres de oxigeno y ensayo que

determina el parametro de analisis de la intercepcion total del radical consisten principalmente en el

sustrato, los blancos a emplear, cada una de las condiciones de reaccion, asi como los métodos de
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cuantificacion. La cuantificacion se basa en la duraciéon de la fase de lag en la cual, la oxidacién es
inhibida por los antioxidante, comparada a la fase de retraso de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico. La capacidad antioxidante expresada como equivalentes del acido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Xantioxidante) €S Calculado por la ecuacioén siguiente:

Xyox = (iTROLOXJ *T 4o

TROLOX

Donde CtroLox €S la concentracion de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico,
mientras que TtroLox Y Taox Son el tiempo de retraso de la curva cinética de la oxidacion del blanco en
presencia de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico o en presencia de

antioxidante/muestra, respectivamente; Xaox (66, 88]

7.8.2.7. Capacidad total de barrido del radical oxigeno (TOSC)

El ensayo de capacidad total de barrido del radical oxigeno es un método novedoso para la
medicion rapida de la capacidad antioxidante protectora de disoluciones puras con posible actividad
antioxidante. Se fundamenta en la generaciéon del radical ROO’ por la homolisis térmica de 2,2'-
azobis(2-amidinopropano) (Fig. 7.16), este radical provoca la oxidacién de acido a-ceto-y-
metiltiobutirico (KMBA) a etileno. La formacion de etileno en la reaccién se cuantifica por
cromatografia de gases. La produccion de etileno se reduce en presencia de antioxidantes debido a
la captacion de radicales peroxilo, por estos compuestos e inhiben la oxidacion acido a-ceto-y-
metiltiobutirico (Fig. 7.20). El importe de la disminucion de la produccién de etileno en comparacion a

una reaccion de control sin antioxidante proporciona una medida relativa de la capacidad antioxidante
[155]

H H
Hes ONa Oxidacién >C=c<
0] \ ) H H
ROO. ETILENO

KMBA
AAPH J

Fig. 7.20. Proceso de oxidacién del acido a-ceto-y-metiltiobutirico a
etileno

AOxH

La cuantificacién de la capacidad antioxidante en el ensayo de capacidad total de barrido del

radical oxigeno aplica los mismos principios empleados en la capacidad de absorcion de radicales
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oxigeno. En este caso el area bajo la curva (ABC) representa la inhibicion de la formacién de etileno
en funcion del tiempo. Sin embargo, no existe una relacion lineal entre ABC y la concentracion del
antioxidante o con un factor de dilucién de la muestra. Por lo tanto, se calculan las concentraciones a
partir de la curva cinética correspondiente a los valores de capacidad total de barrido del radical
oxigeno de 20, 50 y el 80 % del avance de la reaccién y DT50 es la primera derivada de la curva en
un Capacidad total de barrido del radical oxigeno al 50 %. El tiempo de reaccion largo (>100 min), la
vida media de corta duracion de las soluciones del analisis incrementa la necesidad de inyecciones
manuales multiples de la misma muestra en cromatografia de gases para supervisar la formacién de

etileno, lo que hace a este analisis dificil ejecutar como andlisis de rutina (13,

7.8.2.8. Ensayo de blanqueamiento de Crocin.

Se basa en la oxidaciéon del carotenoide Crocin (Fig. 7.21), por los radicales peroxilos
generados por el 2,2’-azobis (2-amidinopropano) (Fig 7.16). El crocin es una mezcla de pigmentos
naturales, se extrae del azafran, cuya proporcién es variable, lo que limita su uso cuantitativo en la
industria, absorbe a una longitud de onda corta (450 nm), la desventaja es que muchos pigmentos
como los carotenoides interfieren. Este ensayo mide la capacidad de inhibicién de un antioxidante, en
la inhibicion de blanqueo del Crocin o la decoloracion de B-caroteno, que es un derivado carotenoide,
debido a su reaccion con los radicales libres formados del proceso de oxidacion del acido linoleico o
metil linoleato, usados como sustratos oxidables. Los radicales destruyen la conjugacion del B-
caroteno disminuyendo su capacidad de absorcion a 455 nm y se determina capacidad antioxidante

. . 1
en competencia con un compuesto patrén (153

gentobiose
CH, CH3 ]
(0]
N xR xR X AN AN AN o
(@) CH, CH,
gentobiose

Crocin, disuelto en Hy,O, Aoy = 443 nm.

max

Fig 7.21 Molécula blanco caroteno de Crocin

En el ensayo de blanqueamiento de Crocin, la abstraccion de los atomos de hidrégeno y/o la
adicion del radical a la estructura del polieno de crocin, explican la interrupcién en el blanqueo
conjugado en el sistema. La disminucion en el blanqueo se registra como la reduccion en la
absorbancia por la presencia o la ausencia de limpiadores radicales. Se ha encontrado que el indice
absoluto de blanqueo del crocin depende en gran medida de la clase de radical que ataca la

estructura del polieno. En estos ultimos, la formacién radical del peroxil fue alcanzada usando azo-
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iniciadores (hidrofilicos o lipofilicos). El analisis de blanqueo del crocin es limitado en el analisis de
muestras en alimentos, la inhibicién del blanqueo es muy pequefa, por lo que no es muy sensible a
los cambios de la concentracion del antioxidante. Esta podria ser la razén por la cual la vitamina C
tiene un valor de capacidad antioxidante inusualmente grande. Ademas este ensayo mide tres
propiedades antioxidantes de cada muestra. Dos de estas propiedades se pueden explicar basados

en el mecanismo general de la oxidacién de acidos grasos .

El ensayo de blanqueamiento de la molécula de Crocin es un analisis que permite la
evaluacion del balance entre pro-oxidantes y antioxidantes (BPA), mide el equilibrio simultaneamente,
usando 3,3',5,5' -Tetrametilbenzidina (TMB), en dos diferentes clases de reacciones; una reaccién
enzimatica en la cual el cromogeno 3,3',5,5" -Tetrametilbenzidina se oxida o colorea el catién por los
peroxidos, y un producto quimico de la reaccién en la cual el cation de 3,3',5,5' -Tetrametilbenzidina
se reduce a un compuesto descolorido por los antioxidantes. La cuantificacion de la capacidad
antioxidante se basa en el cociente de las velocidades de blanqueo del crocin en la ausencia (V) y en

la presencia (V) de antioxidantes y esta dada por la relacion (1631,

Vo/V = 1+ (Knou/ke) * (ICY/[ Antioxidante])

Donde [antioxidante] y [Crocin] son las concentraciones de antioxidante y de crocin,
respectivamente, el kaox ¥ €l ke son los constantes de la reaccion cinética de los radicales peroxil con
el antioxidante y el crocin, respectivamente. Después de medir el valor de Vy/V en el cociente
[Antioxidante]/[C], Kantoxidante/Kc €S dado por el valor de la pendiente obtenido en la ecuacién, que

indica la capacidad de secuestro del radical peroxilo.

7.8.2.9. Método del acido tiobarbiturico (ATB).

Un método alternativo es la determinacion del contenido de malondialdehido (MDA) en
suspension celular, después de someter las células a oxidacion con peroxido de hidrogeno. En este
ensayo, el acido tiobarbitarico (ATB)( C4H4N,0O,S) reacciona con malondialdehido (CsH;O,), un
producto secundario de la peroxidacion de lipidos, para generar un compuesto color rojo, cuya
concentracion se determina espectroscopicamente a 530 nm (Fig. 7.22) 27 Se estudia la accién de
diferentes antioxidantes sobre la modificacion de las lipoproteinas de baja densidad (LBD) inducida
por el ién cuprico, se determina el contenido de los productos de oxidacion, como el maloldialdehido,
que presentan reactividad con el acido 2-tiobarbitarico, obtenidos de la LBD con el Cu (ll), en

i i PR 159, 1
ausencia y presencia de antioxidantes '* '** "®%.
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7N .
Ho ; \NJ\ ' SYN ™ wo /NYSH
| | +2 H,0

X b) H
Acido tiobarbittrico OMO N \ N X N
ATB
OH OH
Malondialdehido Compuesto colorido rojo, Anq= 530 nm.

Fig. 7.22 Reaccion ATB y malondialdehido para obtener un producto colorido que puede
cuantificarse

La cuantificacién de este ensayo se basa en el porcentaje del indice de antioxidante (el Al %):

A1%=(1—flT)*1oo

C

Donde Ac es el valor de absorbancia del control totalmente oxidado y At es la absorbancia de la muestra.

7.8.2.10. Linoleico

Este método induce artificialmente la oxidacion del acido linoleico (Fig. 7.23) o lipoproteina
de baja densidad mediante la adicién de Cu (ll) o un azo iniciador (generalmente APPH, Fig.7.16). El
progreso de la oxidacion se sigue a 234 nm (longitud de onda a la cual la absorbancia de los
peroxidos de dieno derivados de la oxidacion del ac. linoleico es maxima). La reaccion se puede
llevar a cabo en micelas o en disolventes organicos. En el primero de los casos la preparacion de la
muestra resulta mucho méas compleja y ademas el progreso de la reaccién no puede ser seguido

directamente a través de un espectrofotémetro ultravioleta [8, 115, 119,124]

/\/\/\/\/\/\/\/\)J\
OH

Acido linoleico

Fig.7.23 Molécula blanco en la determinacion de la capacidad antioxidante por ensayo acido
linoleico

86



RADICALESLIDRESY ANTIOXIDANTES

La ventaja de este método es el uso del acido linoleico como sustrato, acerca el ensayo a
condiciones biolégicas reales. Sin embargo las desventajas que presenta este método es que existen
numerosos compuestos organicos que absorben a 234 nm (catecol y la hidroquinona reaccionan con
radicales peroxilo para dar compuestos (o-quinona y p-quinona) con absorbancia a esa longitud de
onda. En presencia de agua el acido linoleico forma micelas, que complican el ensayo, ya que la
distribucién de los compuestos se repartirda en dos fases. El porcentaje de inhibicion de la

peroxidacion lipidica se calcula con la ecuacion siguiente:

A, — 4

Y%inhibicion = *100

Donde A, es la absorbancia del control, en la mayoria de los casos acido ascorbico y A es la

absorbancia de la muestra.

7.8.2.11. Anadlisis de blanqueamiento de la molécula de caroteno.

Se basa en la capacidad de diversos extractos de disminuir la decoloracion oxidativa del p-
caroteno (Fig. 7.24) en una emulsion acida de betacaroteno/linoleico. El acido linoleico se oxida
facilmente en presencia de agua oxigenada y los radicales generados atacan el betacaroteno
provocando su oxidacion con la correspondiente pérdida de absorbancia a 470 nm. Este ensayo esta
indicado para compuestos liposolubles. El patron utilizado suelen ser acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil

cromano-2-carboxilico o ac. Galico [1% 1191241

Acido linoleico

Fig 7.24 Molécula blanco, en la determinacion de la capacidad antioxidante por

Analisis de blanqueamiento de la molécula de caroteno.

En el sistema modelo de oxidaciéon (-caroteno - acido linoleico, el radical sin acido linoleico
(ROO-) ataca a las moléculas no saturadas del B-caroteno que en ausencia de un antioxidante

blanquean rapidamente el color naranja del B-caroteno esto se sigue espectrofotométricamente a 450
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nm. En este analisis, la capacidad antioxidante se determina al medir la inhibiciéon de los compuestos
organicos volatiles y la formacion conjugada de hidroperdxido del dieno en la oxidacion del acido

linoleico.

El porcentaje de inhibicion es calculado [148),

(AA(120) - Acazo)) %100

%inhibicion =
(AC(O) - Ac(lZO))

Donde Ax120) €s la absorbancia del antioxidante a t=120 min, Ac20) €s la absorbancia del control a

t=120 min y Ac(o) es la absorbancia del control a t= 0 min.

7.8.2.12. Capacidad de absorcion de radicales hidroxilo (HORAC).

El ensayo capacidad de absorcion de radicales hidroxilo se basa en la oxidacion de la
fluoresceina (Fig. 7.16) por radicales hidroxilo, via mecanismo de transferencia de atomos de
hidrogeno. Los radicales libres se generan a partir de peroxido de hidrégeno. Los radicales hidroxilos
generados “disminuyen” la fluorescencia de la fluoresceina en cierto tiempo. La funcion de los
antioxidante es bloquear la oxidacién de la fluoresceina ocasionada por ‘OH, una vez que el
antioxidante se ha agotado, los radicales (peréxido de hidrégeno) reaccionan con la muestra por lo
que “disminuyen” la fluorescencia de la fluoresceina. De este conjunto de reacciones se obtiene una
curva, de decaimiento de flourescencia, el area bajo la curva (ABC), se utiliza para cuantificar la
capacidad antioxidante total frente al radical ‘'OH en una muestra y se compara con una curva
estandar obtenida usando varias concentraciones de ac. Galico. El analisis fluorescente de capacidad
de absorcion de radicales hidroxilo proporciona una medida directa de la capacidad antioxidante
contra radicales "OH hidrofilicos en la ruptura de la reaccion en cadena. Para su cuantificacion se
sigue un modelo semejante al de capacidad de absorcion de radicales oxigeno, la diferencia entre

uno y otro es el radical de estudio ['**17* %,

A continuacioén se describen los ensayos que siguen un mecanismo de transferencia de electrones.

7.8.2.13. Capacidad antioxidante en equivalentes de trolox (TEAC).

El analisis de capacidad antioxidante en equivalentes de trolox se basa en la inhibicion del
radical cationico acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolina-6-sulfonico) (ABTS) Fig. 7.25, provocada por
la presencia de una especie antioxidante, esto se observa por la disminucién en la absorbancia,

monitoreada en las siguientes longitudes de onda 660, 734 y 820 nm. El analisis original ha
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presentado la informacion util con respecto a las capacidades antioxidantes de compuestos
fotoquimicos ['% % 18 181 | 5 determinacion se realiza a una longitud de onda de 734 nm en la cual
disminuye la interferencia de otros componentes absorbentes y se reduce la turbiedad. En términos
de cuantificacién, el valor de la absorbancia es proporcional a la concentracién de ABTS™ restante.
Los resultados se expresan como equivalentes de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil cromano-2-
carboxilico, es decir, la concentracion de la solucion de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil cromano-2-
carboxilico (uM) con una capacidad antioxidante equivalente a esa encontrada para 1.0 mM de la

sustancia bajo investigacion [88, 1741

ABTS + K,S5,0q ——> ABTS*

ABTS"* + ArOH —> ABTS +ArO°® + gt

Qunmlco -K2505
Enzimdtico
Reaccién electroquimica

0sS. S ___+ Anfioxidante
N—
C[ : /
N
N
Csz

CzHs

ABTS* (1= 414, 645,734 y 815 nm)

@%/%Ij

CaHs
02H5

ABTS 2 (INCOLORO)
Fig 7.25 Ensayo TEAC se basa en la inhibicion del radical catiénico ABTS.

El analisis original de la capacidad antioxidante en equivalentes de trolox, desarrollado por
Miller (1993) y otros, se basa en la activacion del metamioglobina, actuando como peroxidasa, con
peroxido de hidrégeno para generar el radical del ferrilmioglobina que entonces reacciona con acido
2-2’-azino-bis(3-etilbenztianozolina-6-sulfénico) para formar el ABTS™ catién radical. Este radical no
necesariamente es un pro-oxidante por que es absolutamente estable > '?. La muestra a probar se
agrega previamente a la formacién del ABTS™, los compuestos reducen a los radicales ABTS™
formados y la fase Lag de la curva cinética, que corresponde al tiempo de retardo en la formacion
radical (esquema competitivo). El catibn se genera por la reaccion quimica con diéxido del
manganeso o0 con persulfato de potasio; por reaccion enzimatica con la peroxidasa del
metamioglobina, la peroxidasa del rabano, o bien por generacién electroquimica. El ABTS™ el radical
es soluble en agua y solventes organicos, que permite la determinacion de la capacidad antioxidante
de muestras hidrofilicas y lipofilicas, ademas de que este ensayo, a diferencia de otros, puede

realizarse sobre una amplia gama de pH’s (31,112

89



RADICALESLIDRESY ANTIOXIDANTES

En este ensayo se analiza la linea recta resultado de trazar la diferencia en la lectura de la
absorbancia en funcion de diferentes concentraciones de antioxidantes. Para cada concentracion de
antioxidantes el cambio en el porcentaje de la absorbancia del ABTS™ es el mismo, de tal modo que
cada 1 uM de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil cromano-2-carboxilico fue visto como un TEAC. Los
valores de TEAC para antioxidantes puros no demuestran una clara correlaciéon entre los valores de
TEAC y el numero de electrones que un antioxidante pueda donar, por ejemplo: el glutation pueda
donar normalmente un electrén (al glutation oxidado) mientras que los otros son reductores de dos
electrones. Debido a su simplicidad operacional, el analisis de TEAC se ha utilizado en muchas

investigaciones como herramienta para la estudiar capacidad antioxidante [21,30, 59

El orden de adicién de reactivo y de muestra es criticada como trampa importante, porque
antioxidantes (quercetina, para el caso) puede reaccionar con peréxido de hidrégeno y/o con las
especies oxidantes derivadas que inhiben la formacion radical del ABTS™ y conllevan a la
sobrestimacion de la capacidad antioxidante, para evitar la sobre evaluacion es recomendable que la
muestra a probar se adicione después de la formacion de cantidad determinada del catién radical
ABTS™, la concentracion restante del radical remanente de la reaccién con la muestra antioxidantes
es la que se cuantifica. En conclusion, el analisis de la post-adicién o la estrategia de la decoloracion

se propusieron para prevenir la interferencia de compuestos antioxidantes con la formacién radical
[12,31]

Para expresar la capacidad antioxidante de manera comprensible, se sugiere referenciar con
acido ascorbico en vez de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil cromano-2-carboxilico, los resultados se
expresan como masa de acido ascoérbico por 100 g o por 100 mL de la muestra de la prueba,
sefialado como capacidad antioxidante equivalente de vitamina C.

La capacidad de secuestro de los AOx es calculada de acuerdo a la ecuacion 1,

ABTS, % actividad de secuestro= [(Ay-A)/Ay]*100

Donde Aq es la absorbancia de la reaccién control y A es la absorbancia en presencia de la

muestra a 60 min de la reaccion.

7.8.2.14. Ensayo de captura del radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).

En este ensayo se emplea un cromoéforo purpura el radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazil, que
es reducido en presencia de compuestos antioxidante, a una hidracina de color amarillo claro (Fig

7.26). Es un radical organico estable y comercial tiene un maximo de absorciéon a 515 nm [13, 85, 88, 126]
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oN
R
N—N NO, + R _— N—nN NO,
pH50-65
O,N

Croméforo pdrpura Hidracina color amarillo pdlido
2= 517 nm

DPPH  + AOXH——= DPPH-H + AOx*

Fig. 7.26 Ensayo 1,1-difenil-2-picril-hidrazil. Se basa en la inhibicion del radical
DPPH’ estable.

El mecanismo se basa en una reaccion de la transferencia de un electrén (), mientras que la
abstraccion del atomo de hidrogeno es un camino de reaccion secundario, porque ocurre lentamente
en disolventes préticos fuertes como metanol y etanol. Como ocurren en otro analisis basados en la
transferencia de electrones, la capacidad de secuestro para el radical DPPH" es influenciado

[13. 1971 E| ensayo de DPPH', se ha clasificado en

fuertemente por el disolvente y el pH de la reaccion
los ensayos que siguen un mecanismo de transferencia de atomos de hidrégeno, sin embargo
algunos investigadores han argumentado que no es del todo cierto, por lo que proponen que la
reaccion transcurre por la trasferencia de electrones. Ellos encontraron que el paso determinante de
la reaccion consiste en un proceso rapido en la transferencia de electrones de los aniones de los
fendxidos al DPPH'. La abstraccion del atomo de hidrogeno del ArOH neutral por DPPH se convierte
en una trayectoria secundaria de la reaccién, porque ocurre muy lentamente en solventes que

aceptan hidrégeno, tales como metanol y etanol.

La capacidad antioxidante se evaliua generalmente en medios organicos supervisando la
disminucion de la absorbancia entre 515-528 nm por 30 min o hasta que se mantenga estable, otra

9], recientemente la determinacion de la

forma de monitorear es por resonancia electrénica de spin ©
capacidad antioxidante basada en la reduccién amperométrica del radical DPPH’ en un electrodo de
carbon vitreo propuesto por Milardovic y colaboradores. La corriente resultante en el electrodo de
carbon vitreo se midié a un potencial fijo y es proporcional a la concentracién de DPPH’, después de
la reaccién con los antioxidantes. Se han desarrollado otros ensayos electroquimicos donde se
emplean métodos biamperométricos, en los que se usa el par redox DPPH/DPPH- y dos electrodos
de disco de carbdn vitreos idénticos, en este sistema se observan resultados comparables con los

obtenidos con las metodologias anteriores, propuestas para el radical DPPH'.

De hecho Stasko y colaboradores, estudiaron las condiciones convenientes para analisis en
agua y determinar los limites en una mezcla de disolventes de agua-etanol. En los que concluyeron
que en una proporcion 50 % (v/v) las disoluciones agua/etanol son una opcion conveniente para los

antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, ya que la reaccion entre DPPH’ y el antioxidante procede
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efectivamente. Sin embargo, cuando la proporcion de agua cambia a un 60 % (v/v) el DPPH’ coagula

lo que frena la reaccion con los antioxidantes entonces la capacidad antioxidante disminuye.

El porcentaje de inhibicidon del radical DPPH se calcula de acuerdo a la férmula de Yen and
Duh (1994)[#8 146l.

Ay = A4
%inhibicion = | —2—20 1*100
Ac(o)

Donde Ag()es la absorbancia del control a t=0 y Asy es la absorbancia del antioxidante a t=1

7.8.2.15. Capacidad del plasma para reducir el ion férrico (FRAP).

Este andlisis evalua la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad

de reducir el Fe ** a Fe **. En el ensayo que evalla la capacidad del plasma para reducir el ion

férrico no se hace diferencia entre lo que quimicamente se define como reductor y biolégicamente

como antioxidante, ya que lo emplean en forma indistinta. Se basa en la transferencia de electrones,
y en la capacidad reductora de un compuesto en una inhibicién indirecta. Este ensayo no implica a un
pro-oxidante, pero si a un oxidante, que es la sal de Fe (lll)(TPTZ),Cl; (TPTZ ) 2,4,6-tripyridyls-

triazine) (13,126, 187]

Fe (TPTZ),> + AXxOH ——— > Fe (TPTZ),% + AxO + H*

Fe (TPTZ),3* + ROOH ——> Fe (TPTZ),*" + ROO"+ H

Este ensayo depende de la reduccion del complejo tripiridiltriazina [Fe(TPTZ) 5] * no colorido,
a un complejo ferroso [Fe(TPTZ) 5] ** (Fig. 7.27) de color azul intenso por un reductor a pH bajos. En
el ensayo de la capacidad del plasma para reducir el ion férrico los valores son calculados midiendo
el aumento de la absorbancia en 593 nm y relacionandolos con una disolucion estandar de los iones
ferrosos o con una disolucién estandar del antioxidante (el acido ascoérbico, por ejemplo). La
coloracion es proporcional a la capacidad reductora de los compuestos de analisis. Una unidad de
FRAP se define arbitrariamente como la reduccién de 1 mol del complejo tripiridiltrazina Fe (lIl) al

complejo Fe (1) ['# 88191,
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9@%@ S S

+ AOxH
Fe(IlI) Fc(u)
N T/ \\N/ -e medio dcido 5
/N | \N | N\ N , [j)\ )\[j
S =

[Fe(TIT)(TPTZ),*" [Fe(IT)(TPTZ), 1", % o= 593 nm

Fig.7.27 Ensayo la capacidad deI plasma para reducir el ion férrico se basa en la reduccion al
complejo ferroso [Fe (TPTZ) 2] %, colorido

Si consideramos que existen compuestos que reducen el peroxido de hidrégeno a ‘OH y al
Fe**aFe?, la capacidad de reducir al Fe** esel reflejo de lo que ocurre con otras especies reactivas.
Si un antioxidante reduce efectivamente a un pro-oxidante, podria no ser capaz de reducir al Fe’.
Algunas limitaciones del ensayo de la capacidad del plasma para reducir el ion férrico en primera
instancia es que no mide la capacidad antioxidante de GSH, un importante antioxidante in vivo. Otra
limitacion, es que se trata un compuesto con el potencial redox mas bajo que el de los pares Fe
(lIN/Fe (I), es decir reduce el Fe (lll) a Fe (Il), contribuyendo en los valores del ensayo FRAP e

induciendo falso resultados.

Un punto importante a mencionar es que las especies Fe?* y Fe* no causan dafio oxidativo
por si mismos a lipidos, proteinas o acidos nucleicos. Se convierten en especies pro-oxidantes en
presencia de peroxido de hidrégeno, via reaccién de Fenton en la que el Fe?* reacciona con el
peroxido de hidrogeno para dar como producto, ‘'OH. En el caso de los antioxidantes no todos
reducen el Fe (lll) y son muy pocos los que permiten su medida dentro del tiempo de la observacion
(aproximadamente 4 minutos). En algunas investigaciones se ha observado que los polifenoles
dietéticos reaccionan méas lentamente y requieren tiempos de reaccidon mas largos (aprox. 30
minutos) para la cuantificacion total y depende de la duracion del andlisis, esto hace que su
reactividad cambie. Los polifenoles con tal comportamiento incluyen acido cafeico, acido ferulico,
quercetina, y acido tanico. A un bajo valor de pH comparado con las condiciones fisioldgicas (pH 7.4),
la capacidad reductora puede indirectamente reflejar la capacidad antioxidante del compuesto en

estudio, aunque los resultados deben ser comparados con los obtenidos por otras técnicas % ¢,

El ensayo de la capacidad del plasma para reducir el ion férrico es un andlisis simple, barato y
puede ofrecer un indicativo supuesto de la capacidad antioxidante. Si se compara con el ensayo que
mide la capacidad antioxidante en equivalentes de trolox no hay mucha diferencia entre ambos, la

mas notoria es que en el de la capacidad antioxidante en equivalentes de trolox se realiza a pH
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neutral y el analisis de la capacidad del plasma para reducir el ion férrico en condiciones acidas (pH
aprox 3.6). La capacidad antioxidante del plasma se mide como la disposicién para reducir el ion
férrico presente en el medio FRAP a 37 °C durante 10 minutos se monitorea la absorbancia a 593 nm.
El valor de capacidad del plasma para reducir el ion férrico se expresa en u mol/L y se calcula por la
comparacion en el cambio de absorbancia de 593 nm de la muestra y el estandar de Fe2+, at=0-4

min, de acuerdo con la ecuacion [24. 31, 188].

0-4 min AA 593, Muestra

FRAP-= * [Fe 2*] estddar (pmol /L)

0-4 min AA 593,y estdndar

7.8.2.16. Folin-Ciocalteu capacidad reductora y contenido fendlico (FC).

El método que se utiliza actualmente es una modificacion efectuada por Singleton y Rossi
(1965) de un método empleado para la determinacioén de tirosina, el cual se basaba en la oxidacion
de los fenoles por un reactivo de molibdeno y wolframio (tungsteno). La mejora introducida por
Singleton y Rossi, fué el uso de un hetero poli anidn fosférico de molibdeno y tungsteno que oxida los
fenoles con mayor especificidad, (3H,0-P,05-13WO3; 5M003-10H,0 y 3H,0-P,05-14W0O3- 4M0O3-
10H,0). La oxidacion de los fenoles, presentes en la muestra, causa la apariciéon de una coloracién
azulada que presenta un maximo de absorcién a 765 nm, y que se cuantifica por espectrofotometria

con base en una recta patron de acido galico (88, 106]

La naturaleza quimica exacta del reactivo del Folin-Ciocalteu no se sabe, sino que se acepta
que contiene los complejos de fosfomolibdato y fosfotungstato en una mezcla acida. La quimica
detras del reactivo Folin-Ciocalteu se confia en la transferencia de electrones en un entorno alcalino
de los compuestos fendlicos y de la reduccién de la especie de molibdeno, formando los complejos
azules que pueden detéctese espectrofotométrico en 750-765 nm. La ventaja del método de Folin-
Ciocalteu esta relacionada con la aparicién de una absorbancia que es consecuencia de la reaccion y

no a una disminucion de la absorbancia como ocurre con otras pruebas. Otra de las ventajas es que

esta prueba no requiere de una estandarizacion de las condiciones del analisis 112, 88)
. Mo(V
Mo(Vl) t+te —— V)
amarillo azul

El andlisis Folin-Ciocalteu gan6 renombre y se conoce cominmente como el andlisis total de
los fenoles (o fendlico). El Folin-Ciocalteu mide realmente la capacidad de reduccién de una muestra,
se trata de un parametro que generalmente muestra una estrecha correlacion con los diferentes
métodos de medida de la actividad antioxidante. Numerosas publicaciones aplicaron el analisis total

de los fenoles por Folin-Ciocalteu y un analisis de la capacidad antioxidante por transferencia de
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electrones (e.g., FRAP, TEAC, etc.) y existe una correlacion lineal excelente entre los “perfiles
fenolicos totales” y “la actividad antioxidante”. Este ensayo inicialmente se penso para el analisis de
las proteinas, ya que aprovecha la actividad del reactivo con los residuos de tirosina de la proteina, el
cual contiene un grupo fenol. Mas tarde se ampli6é este ensayo al analisis de fenoles totales en vinos,

es asi como el ensayo encuentra otros usos en la investigacion [204]

. La disociacion del protén fendlico
lleva a un anion del fenolato a reducir al reactivo de Folin-Ciocalteu. Existen ademas diversas
sustancias de naturaleza no fendlica que interfieren en las determinaciones y que pueden dar lugar a
concentraciones de compuestos fendlicos aparentemente elevadas, por lo que deben hacerse
correcciones para estas sustancias. Entre ellas destacan las proteinas, el acido ascorbico, el acido
urico, algunos aminoacidos y nucleétidos, azlcares y algunas sales inorganicas (e.g. Cu (l), Fe (ll),
etc.). Entonces el reactivo de Folin-Ciocalteu no es especifico para los compuestos fendlicos, porque
puede ser reducido por muchos compuestos no-fendlicos y por esa razén no es conveniente para la
determinacion del “contenido total de fenoles”. Sin embargo, el andlisis Folin-Ciocalteu se ha
propuesto para la medida de la capacidad de reduccion total de muestras, se utiliza como patrén el
acido galico y los resultados se expresan como equivalentes de dicho acido. Los complejos azules
formados son independientes de la estructura de compuestos fendlicos, por lo tanto se elimina la
posibilidad de la coordinacion de estos compuestos formados entre el metal y el polifenol B3 La
utilidad del Folin-Ciocalteu reduce las complicaciones de la medida de la capacidad antioxidante de
las muestras en alimentos, ya que el andlisis es operacionalmente simple, reproductivo y conveniente
para el analisis de la capacidad antioxidante en alimentos, puesto que el reactivo esta disponible en el
comercio, se puede estandarizar y la absorcion del producto en una longitud de onda reduce al
minimo las interferencias de la matriz de la muestra. Una de las desventajas del analisis, es que se
realiza en fase acuosa, asi que no es aplicable para los compuestos o matrices lipofilicos en estos
casos el ensayo Folin-Ciocalteu es modificado. La cuantificacion de la capacidad antioxidante es
calculada a partir de una curva de calibracion del estandar acido galico, se obtiene una ecuacion del
tipo y= b + mx, donde y = absorbancia y x = concentracién de fenoles, esta Ultima relacionada con la

capacidad antioxidante de la muestra.

El ensayo de Folin-Ciocalteu también se ha empleado en estudios in vivo para la
determinacion de los niveles de compuestos fendlicos totales en plasma/suero tras la ingesta de vino
y zumos de frutas ricos en compuestos fendlicos. Para su aplicacion a plasma o suero se requiere
una serie de pasos de extracciéon e hidrélisis que comprenden el tratamiento con HCI y NaOH en
metanol. Para evitar interferencias con las proteinas, estas se precipitan con acido metafosférico y
posteriormente se realiza una extraccion de los compuestos fendlicos ligados a las proteinas

plasmaticas con una mezcla de acetona y agua.

95



RADICALESLIDRESY ANTIOXIDANTES

7.8.2.17. Ensayo de la captura del radical N,N-dimetil-p-fenilenediamina (DMPD) ['# 133!

Este método se basa en la reduccion del radical DMPD (N,N-dimetil-p-fenilenediamina) a pH
acidos por los antioxidantes de la muestra. La generacion de este radical requiere un pH adecuado de
= 5.25 y la adicién de una disolucion de cloruro férrico (Fig. 7.28). La absorbancia del radical se
determina a 505 nm y los compuestos antioxidantes una vez adicionados, son capaces de transferir

un atomo de hidrégeno provocando su decoloracién (proporcional a su concentracion) 153,103, 107]

NH2 NHZ
pH dcido
+R-SH ——  »
\N KZSZOS [o] FeCI3 \T S/R

Tiol

N,N-dimetil-p-fenilenediamina,
color pdrpura | pg,. 517 nm.

Fig 7.28 Ensayo DMPD se basa en la inhibicién del radical catiénico N, N-dimetil-
p-fenilendiamina.

Un método de decoloracion mejorada para medir la actividad antioxidante de muestras de
alimentos con el N, N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) se desarrolla por la formacién del radical
DMPD™, que se genera a partir de la reaccién entre el N,N-dimetil-p-fenilenediamina y persulfato de
potasio, se reduce en presencia de un antioxidante donador de hidrégeno. Este ensayo tiene una
clara ventaja que puede ser empleado en la determinacion de la capacidad antioxidante de
sustancias hidrofilicas y lipofilicas. El procedimiento experimental es rapido, barato y asegura la
sensibilidad junto a la reproducibilidad en la medicion de la capacidad antioxidante de los compuestos
hidrofilicos y lipofilicos y, por tanto tiene un aspecto prometedor de la detecciéon del gran ndmero de
muestras de antioxidantes naturales. La eficacia de la prueba de decoloracion N,N-dimetil-p-
fenilenediamina se comprob6 mediante la evaluacion de la capacidad antioxidante de muestras de
diferentes frutas. La inhibicién de la absorbancia en 517.4 nm es lineal entre 0.3 a 13 mM de &cido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametil cromano-2-carboxilico 8 | a ecuacion de la recta:
A517 (innibicien) = M (UM de Trolox) + b

La medida de la capacidad antioxidante de una gama de muestras hidrofilicas y lipofilicas
calculando la inhibicién del porcentaje del catién radical de DMPD™ a una longitud de onda de 517.4
nm en la adicion de muestras antioxidantes. Los resultados demuestran que la reaccién de
antioxidantes con DMPD™ se termina a los 100 s. La curva estandar se obtiene al trazar el % de

inhibicién en funcién de las concentraciones de antioxidantes.
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7.8.2.18. Medicion de la capacidad antioxidante por reduccion del ién cobre (II)
(CUPRAC) [9, 10, 16, 164.

La mediciéon de la capacidad antioxidante por reducciéon del i6n cobre (II), CUPRAC, es
resultado de la combinacién de dos métodos en los que se determina la capacidad antioxidante de un
sistema biolégico que sigue un mecanismo de transferencia de un solo electron. Se basa en la
reduccién del Cu (II) a Cu (I) y se ha considerado uno de los mejores ensayos; la deteccion del ién Cu
(1), se mide por la formacién de un complejo de Cu (I) bis(neocuproina) o (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-
fenantrolina); tal complejo introduce un espectro de absorcion tipico con maximo en una longitud de
onda de 480-490 nm (Fig. 7.29) .

A partir de una curva patron del ensayo de medicién de la capacidad antioxidante por
reduccion del id6n cobre (ll) se calcula el coeficiente de absortividad molar ¢, con este ensayo se
estudian mezclas complejas (infusiones herbales), hay que considerar al inicio del analisis una masa
(m) determinada, un volumen inicial (V. ) y las diluciones que se realizan (r) en el volumen de la
muestra (Vs), el desarrollo del color (después de que adicion de reactivo), se da en un volumen final
(V) donde se mide la absorbancia (Ay), la capacidad antioxidante en equivalentes de trolox de una

mezcla compleja (materia seca del mmol TR/g) se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

AN(V., (V.
CAOXH =| L || =L | p| Ze
gTR I/s m

La medicién de la capacidad antioxidante por reduccién del ién cobre (ll) ha demostrado ser
un ensayo libre de las desviaciones quimicas propias de la ley de Beer en soluciones sintéticas y
verdaderas. La capacidad antioxidante total de una mezcla antioxidante sintética es la suma de las
capacidades de los componentes individuales de la mezcla, lo que ha conducido a la conclusién de
que existe un paralelismo entre las curvas lineales para cada antioxidante en la solucién acuosa pura

y en mezclas complejas reales como los zumos de fruta y los tés herbarios.

AOxH
AOxH oxidado

N

Fig 7.29 Ensayo de la capacidad antioxidante por reduccién del ién cobre (Il), se basa
en la reduccién del complejo bis (neocuproina) cobre (I1).

97



RADICALESLIDRESY ANTIOXIDANTES

7.8.2.19. Resonancia paramagnética electronica (RPE) [56. 2411

Es un ensayo altamente especifico y sensible para la deteccidon de especies paramagnéticas.
Debido a que el electréon no apareado en el orbital de valencia, los radicales libres son especies
paramagnéticas y estan en cantidad suficiente, son detectables y cuantificables mediante

espectroscopia de resonancia paramagnética electronica [59. 1401

. Sin embargo, muchas especies de
radicales libres son muy reactivas, con vida media relativamente corta, y las concentraciones
encontradas en los sistemas bioquimicos suelen ser insuficientes para la deteccion directa mediante
espectroscopia de resonancia paramagnética electronica. La trampa de espin es una reaccion
quimica que proporciona un enfoque para ayudar a superar este problema. Los compuesto que sirven
como trampa de spin reaccionan covalentemente con los radicales libres de forma relativamente
estable, los aductos son de spin persistente, que poseen espectros de resonancia paramagnética

detectable por espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica. Cuando una trampa de
espin, por ejemplo: el fenil-N-tert-butil nitrona (PBN), se agrega a una reacciéon bioquimica que
genera radicales libres, un grupo creciente de aductos de la trampa de espin de vida media
relativamente larga reaccionan con los radicales libres, en este momento son detectables por
espectroscopia de resonancia paramagnética electronica en espectros generados por la reaccion.
Cuando la intensidad de la sefial de acumulacién de aductos alcanza el limite inferior de sensibilidad
del espectrometro, es comun que se utilice espectroscopia de resonancia paramagnética electronica
combinado con técnicas de “spin trap”, proporcionan un conducto sensible para la evaluacién y
caracterizacion de la produccion de radicales libres. Prueba directa, facil y evidente de la produccion
de radicales libres in vitro en sistemas biolégicos complejos. La intensidad relativa de la formacion de
radicales libres se puede determinar porque la sefal de la espectroscopia de resonancia
paramagnética electronica se relaciona directamente con la concentracion del aductos de spin y la
altura de los picos en los espectros son proporcionales al numero de moléculas aducto radical en la

celda de acumulacién 198 149- 2501

La capacidad para detectar y registrar de forma fiable estas sefiales en un entorno
experimental controlado permite establecer el inicio y la duracion de la produccion de radicales libres
mediante la adicién de la trampa de espin, en un sistema de toma de muestras determinado vy el

tiempo de los puntos secuenciales 140}

Es importante destacar, que la capacidad de estos
parametros permite la expresion de la intensidad de la generacion de radicales libres, como una
funcion del tiempo y el establecimiento de un perfil temporal de la produccién de radicales libres en
respuesta, in vitro e in vivo, de las condiciones experimentales de interés. Por ejemplo, para
determinar el inicio y la duracién aproximada en la formacién de radicales libres en tejidos especificos
de animales experimentales tras la administracion de un agente que induce la produccién de
radicales libres, la “spin trap” se administra a grupos de animales, después de aplicar el agente que
en el metabolismo se sospecha participa en la formacion de radicales libres intermedios, los tejidos

de interés son extraidos y preparados para el analisis espectral. Esta estrategia experimental
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proporciona la oportunidad de identificar los lugares de destino (es decir, pulmén, higado, intestino),
del agente de induccién y para diferenciar la intensidad, el inicio y la duracion de la generacién de
radicales libres para cada tejido. El mismo procedimiento experimental se puede aplicar para evaluar
el inicio y duracion de la actividad de los radicales libres en estudios in Vitro, utilizando preparaciones
celulares y subcelulares. Ademas, la espectroscopia de resonancia paramagnética electronica
combinada con otras técnicas de trampa de espin, no sélo se emplean para generar informacion
sobre la formacion de radicales libres en un sistema bioldgico, sino también, conocer el inicio y

duracion de radicales libres en lugares concretos 241,

La espectroscopia de resonancia paramagnética electronica proporciona una poderosa
herramienta para elucidar la regulacién de los mecanismos de la generacion de determinadas
especies de radicales libres e investigar las interacciones bioquimicas de los radicales libres a nivel
celular y subcelular, y para evaluar el papel de los radicales libres como mediadores importantes en

una miriada de procesos de la enfermedad 59

7.8.3. Métodos electroquimicos: Voltamperometria ciclica, herramienta para la

evaluacion de la capacidad reductora de compuestos quimicos.

Las caracteristicas electroquimicas de compuestos puros, de alimentos y de muestras
biolégicas son empleados por su capacidad de reduccion asociada a sus propiedades antioxidantes,
puesto que el potencial de la oxidacion se relaciona conceptualmente con la capacidad antioxidante,
es decir, el potencial de la oxidacion y la capacidad antioxidante se relacionan de manera inversa, de
modo que cuando el potencial de la oxidaciéon es bajo, signifique que los analitos se podrian oxidar

facilmente o bien tienen una mayor capacidad antioxidante (38451

Entre los métodos electroquimicos, la técnica voltamperometria ciclica (VC) se ha adaptado a
la evaluacién de la capacidad de reduccion total de antioxidantes de bajo peso molecular en el
plasma, homogenizado del tejido y extractos de plantas. Tipicamente, la capacidad de reduccion del
compuesto o muestra de prueba se miden a través de un sistema trielectrddico, constituido por el
electrodo de trabajo (carbon vitreo), el electrodo de referencia (Ag/AgCl) y el electrodo auxiliar
(alambre de platino). Después de la introduccién de la muestra se aplica una diferencia de potencial
lineal al electrodo de trabajo, a una velocidad constante de aproximadamente 100 mVs™, hacia el
potencial positivo que permite la evaluacién de equivalentes de reduccidon o hacia el potencial
negativo se evalla a las especies oxidadas. La corriente resultante en funcién del potencial se
registra para producir un voltamperograma ciclico. Los trazos de voltamperometria ciclica se registran
generalmente de 500 a 150 mV contra el electrodo de referencia a un indice de exploracion de 100 o
400 mV. La capacidad reductora de una muestra esta compuesta por dos parametros: el potencial de

pico [E @] Y la corriente anddica (l,). El potencial de pico es una medida en el medio del aumento de
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la corriente en cada onda anddica y se refiere al E;», como la capacidad de cada compuesto para
donar electrones al electrodo de trabajo. La corriente anddica se mide en el eje y de cada oscilacién
anodica y se relaciona con la concentracion total de los reductores. Sin embargo, como una onda
anodica en matrices complejas, tales como muestras bioldgicas y de alimentos, representa a menudo
mas de un componente, que podria donar electrones alrededor del mismo potencial, fue propuesto el
parametro de area bajo la curva (S), los cambios en este valor de area reflejan mejor el cambio en un
solo componente de la muestra dentro de la onda anddica, que el cambio reflejado en la corriente

.- . . . ., 54, 83, 184, 244
anaodica, |,, es por ello que se utiliza para valoracion de la capacidad de reduccion total 1% 83 184, 2441

La metodologia de la voltamperometria ciclica permite la investigacion rapida del perfil
electroquimico de muestras y es especialmente conveniente para los estudios de la investigacion.
Ademas, el perfil de voltamperometria ciclica se puede obtener en medio acuoso, en solventes
organicos como el acetonitrilo y las mezclas acetonitrilo/metanol, agua/acetonitrilo a condicion de que
hay componentes redox activos y bastantes electrdlito en la disolucion para apoyar las reacciones

redox en el electrodo.

Estos analisis, basados en las caracteristicas electroquimicas del compuesto muestra, no
necesitan el uso de compuestos pro oxidante, puesto que se basan en comportamiento
electroquimico y por lo tanto en sus caracteristicas fisicoquimicas. La desventaja de estas
metodologias se relacionan con el hecho de algunos antioxidantes biolégico relevantes (e.g. el
glutation, la cisteina y los compuestos que contiene un grupo tiol-), tienen una respuesta baja cuando
los electrodos de carbon vitreo son usados. En este caso, otro tipo de electrodos como el de Au/Hg
son necesarios para la medida del glutation. La limitacion practica es que el electrodo de trabajo tiene
que ser limpiado con frecuencia para quitar los residuos de muestra de su superficie y mantener su

sensibilidad [37,40, 41, 42, 63,109
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8. TECNICAS ELECTROQUIMICAS

Existen diferentes ensayos que permiten estudiar la capacidad antioxidante de una
sustancia, la mayoria estd enfocada a determinaciones indirectas basadas en el uso de
técnicas espectrofotométricas para dichas mediciones, por ejemplo capacidad del plasma para
reducir el ion férrico, capacidad antioxidante en equivalentes de trolox, Parametro de analisis
de la intercepcion total del radical peroxilo, capacidad total de barrido del radical oxigeno,

. . . - . . 141,148, 1
ensayo de blanquemiento de Crocin, Capacidad de absorcion de radicales oxigeno (141,148, 183,

229 . . o . .
], recientemente se ha incrementado el uso de técnicas electroquimicas, donde la capacidad

antioxidante se mide de manera directa, es decir, recientes estudios emplean la
voltamperometria ciclica para determinar la capacidad antioxidante de diferentes compuestos

[71. 116, 138, 41 "En primera instancia se hablara de la electroquimica

de bajo peso molecular
como rama de la quimica, de reacciones electroquimicas, un sistema electroquimico, para
finalizar con voltamperometria ciclica como técnica electroquimica de interés en nuestro

estudio.

8.1. Electroquimica

La union de la termodindmica y la cinética quimica fue decisiva en la génesis de la
electroquimica como rama definida de la quimica, gracias a tres figuras relevantes, Arrhenius,
Van't Hoff y Ostwald, con las que la electroquimica prosperé a lo largo de la historia de la
ciencia, cuyo proceso evolutivo incluye desde el desarrollo de la quimica de las celdas de
manera clasica hasta llegar a la electroquimica cuantica que indica que el transporte de
electrones se produce por efecto de un tunel mecanico cuantico. Hoy en dia se conoce a la
electroquimica como una parte de la quimica que trata la relacion entre las corrientes
eléctricas y las reacciones quimicas, asi como la conversion de la energia quimica en eléctrica
y viceversa. En un sentido mas amplio, como el estudio de las reacciones quimicas que
producen efectos eléctricos y de los fendmenos quimicos causados por la accion de las

. . [180]
corrientes o potenciales .

8.1.1. Reacciones oxido reduccion.

Una reaccion electroquimica es una conversion quimica de una sustancia en la
interfase electrodo/disolucion al paso de la corriente eléctrica, fendmeno conocido como
electrolisis. Esta transformacion ocurre por la pérdida o ganancia de electrones o bien en

términos electroquimicos en una reduccion u oxidacion (redox), con un electrodo como
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intermediario que funciona como soporte de electrones y una disolucion electrolitica que
permite el transporte de las sustancias que se van a electrolizar desde la disolucion hasta los
electrodos. La disolucién se comporta en la electrolisis como un conductor iénico y el electrodo

. . [36,47
como un conductorelectronlco[ ’ ].

OX1 + Red2 L d Red1 + OX2

8.1.2. Transferencia de carga en una reaccién electroquimica.

Una reaccion electroquimica consta de tres etapas fundamentales: a) difusion de la
especie a electrolizar desde la disolucion hacia el electrodo; b) transferencia de carga
(electrones) entre dicha especie y el electrodo; c) difusion del producto de la reaccion desde el

electrodo hacia la disolucion. La materia se puede acercar al electrodo de tres formas:

migracion, difusion y conveccion, descritas a continuacion (Fig 8.1).

En un régimen estacionario, es decir, cuando la velocidad de transporte de sustancias
a la superficie del electrodo alcanza un valor constante e igual a la velocidad de electrolisis. Se
establece la hipotesis de que existe una capa de la disolucion en las cercanias del electrodo de
espesor constante. Las especies electroactivas llegan del seno de la disolucion a esta capa por

conveccion y de la capa a la superficie del electrodo por difusion [36,47.108.180]

El estado estacionario implica que la distribucion de concentraciones no varia con el

tiempo, lo cual implica que el consumo de especie electroactiva es nulo.

1
,

Electrodo
Electrodo

-

Fig 8.1 La materia se puede acercar al electrodo de tres formas: migracion, difusion y
conveccion.
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8.1.2.1. Transporte de materia por migracién (36,47, 108, 180]

En las cercanias del electrodo, la especie electroactiva es transportada por difusion y
por migracién (Fig 8.2), de manera que la corriente total (i) sera igual a la suma de la intensidad
de corriente de difusion y de migracion, ig: + img. Dependiendo de la direccion del campo

eléctrico y de la carga de la especie, igr € img. Pueden tener el mismo sentido o sentidos

opuestos.
Fa b 2 g — Fe FELCN]: + 28 m—— e+ G CN
i Iy
-_ i Fe = Fe(CN)F
o -
'lﬂ'

=i i=i+ i,

Difusion Migracion

Fig 8.2 La especie electroactiva es transportada por difusiéon y por migracion
La intensidad de corriente de migracion cumple con la ecuacion:
im = +/—(n/zA)tAi

En donde i es la intensidad total, n el numero de electrones que interviene en la

reaccion de electrolisis del ion, Z es la carga del ion y t es su “numero de transporte”.

La migracion es una forma de transporte de materia indeseable en electroanalisis, por
lo que se busca que la imig Sea lo mas pequefia posible. Esto se consigue afiadiendo un exceso
(unas 100 veces) de un electrolito soporte, constituido por especies idnicas no electroactivas.
En estas condiciones, el numero de transporte de la especie electroactiva es pequefio. Este
electrolito soporte, ademas, disminuye la resistencia de la celda electroquimica, aumentando la

conductividad.
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8.1.2.2.  Transporte de materia por difusion [36.47, 108, 180]

Se considerara un electrodo de area fijja sumergido en una disolucién carente de
perturbaciones (no hay fendmenos de conveccion) y con un electrolito soporte (no hay
fendmenos de migracion). Al aplicar una diferencia de potencial la concentracién de especie
electroactiva sobre la superficie del electrodo se hace cero. Existe un gradiente de
concentracion en una capa de disolucion estrecha. A medida que pasa el tiempo, el espesor de
la capa se hace mayor, mientras que el gradiente de concentracion se hace menos

pronunciado. Se observa, ademas, que la intensidad disminuye con el tiempo (Fig. 8.3).

Concentracion sobre el electrodo

Distancia x

Fig 8.3 Existe un gradiente de concentracion, a medida que pasa el tiempo se
hace menos pronunciado.

8.1.2.3.  Transporte de materia por conveccion [36.47, 108, 180]

El transporte de materia por conveccion se debe al movimiento global del liquido. La
conveccion puede ser natural, en donde la fuerza motriz son los gradientes de densidad o

forzada, cuyo movimiento es causado por un agente externo, generalmente un medio
mecanico.

Para comprender la transferencia de carga en una celda electroquimica se basa en la
teoria del potencial aplicado, en donde se propone que el producto se forma por medio de un
estado intermediario y que la velocidad de descomposicion determina la velocidad de la
reaccion. Cuando la transferencia de carga predomina en la reaccién, su velocidad depende
principalmente de la corriente de intercambio y el sobrepotencial; este comportamiento esta

regido por la ecuacion de Bulter-Volmer:

104



TECNICASEIECTROQUIMICAS

e nF nkF
1=1€Xp (1—05)E7Lm —€&Xp _O‘EUACT

En esta ecuacion se representa la contribucion de cada densidad de corriente parcial
(anodica y catodica) a la densidad de corriente total. En la ecuacion, i° es la densidad de
corriente de intercambio y se define como la cantidad de corriente que fluye entre el electrodo y
el electrolito. Si una celda posee un valor de i° alto, es necesario hacer pasar una mayor
cantidad de electricidad para polarizar el electrodo. La cinética esta influenciada por la

diferencia de potencial interfacial que es la "fuerza impulsora" de la reaccion, n act = E-Eeq.

8.2 Celda Electroquimica [17, 36,47, 108, 180, 181, 239, 24]

Las reacciones electroquimicas se llevan a cabo en montajes especiales que consisten
en celda electrolitica, electrodos, generador de energia eléctrica, conductores y aparatos de
control o medida, el electrdlito soporte y las sustancias que se van a electrolizar, todo

estoconstituye un circuito completo (Fig. 8.4).

Una celda electroquimica puede ser una simple disolucién acuosa o una mezcla
compleja de sales en disolucién, pasta o sdlido, o bien de forma mas sencilla una celda
electroquimica, consiste en minimo dos electrodos y un electrolito soporte, en otras palabras,
una celda electroquimica comun consiste en varios componentes que influiran en las
observaciones, estos componentes son el disolvente, electrolito soporte, buffer, asi como el

sistema de electrodos.

Circuitos externos

electralita

lectrodos

Fig 8.4 Celda Electroquimica: el electrodo representa el conductor electrénico y el electrolito soporte
es el conductor i6nico.
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Componentes principales de la celda electroquimica:

8.2.3 Electrodo [17,36,47, 108, 180, 181, 239, 246]

El electrodo es la interfase donde se lleva a cabo la transferencia de carga entre el
movimiento de electrones y el movimiento de iones y el electrolito soporte es el medio en el

cual la transferencia de carga tiene lugar a consecuencia del movimiento de iones.

Los electrodos estan conectados entre si externamente, de forma que el sistema
cuenta con un catodo y un anodo:

.

« Catodo: electrodo en el que se llevan a cabo las reducciones.

.

% Anodo: electrodo en el que se llevan a cabo las oxidaciones.

Los electrodos pueden ser inatacables (inertes) o atacables (sufren transformaciones

durante el proceso redox).

8.2.3.1.  Tipos de Electrodos.

Los métodos electroanaliticos se basan en las curvas intensidad-potencial (/-E), que se
obtienen midiendo la dependencia de la intensidad de corriente eléctrica que circula a través de
la celda electroquimica, en funcién de la diferencia de potencial medida entre los electrodos. Si
no hubiera efectos de sobrepotencial, deberia obtenerse una relacién lineal entre intensidad y
potencial, No obstante, se encuentran con frecuencia desviaciones de este comportamiento
lineal, lo cual es debido al efecto de la polarizaciéon, que puede ocurrir en ambos electrodos o
s6lo en uno de ellos. La polarizacion en uno sélo de los electrodos se puede estudiar
acoplando éste a un electrodo que no sea facilmente polarizable. Desde el punto de vista de
este efecto de polarizacion, se puede distinguir entre dos tipos de electrodos: el electrodo

idealmente polarizable y electrodo idealmente no polarizable.

Electrodo idealmente polarizable (EIP). En este tipo de electrodos no hay
transferencia de carga a través de la interfase independientemente del potencial aplicado, es
decir, la intensidad de corriente permanece constante e independiente del potencial en un
intervalo considerable (Fig 8.5. EIP). Como no existe transferencia de carga, un EIP se

comporta como un condensador.
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Electrodo idealmente no polarizable (EINP). Aquel cuyo potencial no cambia,
independientemente de la intensidad que fluye, es decir, una pequefia variacion en el potencial
del electrodo produce una gran variacion en la intensidad de corriente eléctrica que circula a
través de él. (Fig. 8.5. EINP).

E E
r—D
a b
EIP EINP
Fig 8.5 Tipos de electrodos: "electrodo idealmente polarizable" (EIP) y

“electrodo idealmente no polarizable” (EINP)

Los electrodos de acuerdo con la funcion que realizan dentro de la celda, se dividen en:
electrodo de referencia cuyo potencial es constante, cualquiera que sea la composicion de la
disolucion, electrodos indicadores, el valor de potencial alcanzado proporciona informacién
sobre la concentraciéon o naturaleza de las sustancias susceptibles de cambiar electrones, y su
misién es servir como vehiculo para el intercambio de electrones y electrodo auxiliar, su funcién

es disminuir la caida 6hmica.

El circuito mas sencillo para medidas electroquimicas tiene dos electrodos. Cuando a
través de la celda pasa una corriente eléctrica, la diferencia de potencial entre los electrodos

(dnodo y catodo) es:

V=FEA-EC+iR

iR se denomina caida 6éhmica y suele despreciarse, aunque en ocasiones alcanza

valores apreciables.

Para corregir la caida éhmica, se realiza un montaje con tres electrodos. En este caso,
la diferencia de potencial entre el electrodo indicador y el electrodo referencia se mide con un
voltimetro de gran impedancia, por lo que la i que circula entre el electrodo indicador y el
electrodo de referencia es 0. En mediciones electro analiticas se emplean celdas con un
sistema de tres electrodos, debido a que existen mediciones en las que no hay equilibrio, esto

sucede cuando la corriente se extrae de la celda.
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En un sistema de tres electrodos, éstos son fisicamente diferentes pero se conservan

en las mediciones al equilibrio mas que si se empleara un sistema de sélo dos electrodos.

8.2.3.2. Sistema de tres electrodos.

El primero de los tres electrodos con una funcion asociada es el electrodo indicador,
también conocido como electrodo de trabajo, aqui se lleva a cabo el fendmeno electroquimico
de interés y por lo tanto es aqui donde se realizan las mediciones electroquimicas (Fig. 8.6).
Este electrodo podria o no, estar constituido de material inerte. El segundo electrodo en el
sistema es el electrodo de referencia, conocido también como electrodo no polarizado o bien
electrodo no polarizable. Este electrodo es de potencial constante, por lo que puede ser
tomado como una referencia estandar comparado con el potencial de los otros electrodos
dentro de la celda. Por constante se podria comprender que el cambio de potencial respecto a
la carga, tiempo u otras variables no son necesariamente cero, sin embargo son lo
suficientemente pequefias que las mediciones no se ven afectadas. Este tipo de electrodos
normalmente no son construidos de material inerte. Dentro de la celda, existe un tercer
electrodo llamado contra electrodo o electrodo auxiliar. Este es el electrodo que sirve como
filtro de electrones tanto que la corriente puede pasar a través de la celda. En general, ni la
intensidad de corriente ni el potencial son medidos o conocidos. Esta construido de material

inerte.
_Electrodn de trabajo
-

]

/

Electrodo de referencia

Electrodo auxiliar

Fig. 8.6 Sistema de tres electrodos: trabajo, referencia y auxiliar
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8.2.3.3.  Ventajas y desventajas de un sistema de tres electrodos.

La ventaja que presenta un sistema de tres electrodos, es la gran conveniencia que
representa la instrumentacion en celdas geométricas o celdas externas. La desventaja de dicho
sistema radica en que las funciones de los electrodos de referencia y el contra electrodo son
basicamente incompatibles, en el potencial en el que el electrodo de referencia es estable
resultando un efecto adverso, por lo que el paso de la corriente requiere de un contra electrodo.
Salo si la magnitud de la intensidad de corriente en la celda es conocida y pequenfa, este efecto

adverso, conocido como polarizacién del electrodo de referencia es insignificante.

824 Disolvente [17,36,47, 108, 180, 181, 239, 246]

El principal disolvente es el agua, sin embargo en las reacciones electroquimicas se
presentan algunas ventajas y desventajas, debidas a la facilidad del agua para inter convertirse

en diferentes especies por sus caracteristicas electroquimicas.

La mayoria de los trabajos electroquimicos utiliza como disolvente agua, debido a que
su naturaleza y alta pureza, permiten hacer mediciones comparables. El agua tiene algunas
desventajas: La primera es que algunos compuestos organicos de cadenas largas son
totalmente insolubles o bien parcialmente solubles en agua. Una segunda desventaja del agua
en sistemas electroquimicos es que contamos con un disolvente prético, por lo que en la celda
estara presente el i6n H', consecuentemente la transformacion electroquimica se vera afectada
por el pH en el que se encuentre. En una reduccién organica, en la cual estan involucrados H",
la reaccion puede darse de forma diferente a cuando el disolvente es aprético. Ante las
desventajas que presenta el agua como disolvente en las reacciones electroquimicas se
emplean mezclas de disolventes, en especial para aumentar la solubilidad de los compuestos
organicos. Por ejemplo, en el caso de tener un compuesto poco soluble en agua, es posible
emplear una mezcla de disolventes, en la cual los dos liquidos deben ser miscibles, en su
mayoria dichas mezclas son compuestos organicos y agua. Los compuestos organicos
utilizados son dioxano, metanol, etanol, la proporcidon en la que se encuentren en la mezcla

dependera de la solubilidad requerida para el compuesto a estudiar.

En un medio en la cual se han mezclado dos disolventes, se presentan algunas
desventajas en cuanto al estudio electroquimico. La eleccion de un electrodo de referencia
adecuado depende de cada medio, un segundo caso es considerar la naturaleza del agua, es
decir, el agua es un disolvente prético por lo que la mezcla de disolventes dependera del pH,
que debe ser controlado con una disolucion amortiguadora, consecuentemente se debe

adecuar la escala de pH. Los disolventes mas utilizados son 0.1 M KCI, LiCl, NH4Cl o
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(CH3)4NClI, estos medios no son tamponados, los sistemas reguladores utilizados son 0.5 M
acido acético, 0.5 M de acetato de sodio, otros son medios de citrato, malonato o fosfatos, que
tienen la desventaja de formacion de complejos con algunos iones metalicos. Ante las
desventajas que representa trabajar con una mezcla de disolventes, se puede recurrir a un
disolvente prético no acuoso, por ejemplo los alcoholes, acidos organicos e inorganicos; los
mas comunes son metanol, etanol, acido acético glacial, amoniaco y algunas aminas. El uso de
disolventes préticos no acuosos presentan como impedimento, que cada disolvente tendra una
escala diferente de pH o escala de E, en el caso de disolventes no-préticos, sales de
compuestos organicos con acetonitrilo, la desventaja es la busqueda de un electrodo de
referencia no acuoso, ademas se debe considerar la estabilidad de los compuestos vy
finalmente en los medios no proticos. La resistencia de la celda es muy alta, esta entre los 20-
100 KOhms, esta alta resistencia ocasiona que se sustituya un sistema de dos electrodos por
uno de tres, donde el producto iR aparentemente no varia entre el electrodo de referencia y el
indicador. La alta resistencia se reduce si se emplea una gran cantidad de electrolito soporte o

cuando la concentracion requerida excede a la solubilidad.

8.2.5. Electrolito Soporte [17,36,47, 108, 180, 181, 239, 246]

Un electrolito soporte es una disolucion de una sal inerte en el disolvente elegido,
generalmente en un exceso de un 10 a 100 % sobre la concentracién de las especies

estudiadas. Las principales funciones del electrolito soporte son:

X3

%

Cerrar el circuito de la celda electroquimica y asi mantener la resistencia en un valor
bajo, debido a que la concentracion del electrolito soporte es mayor que la de las

especies estudiadas.

2o

4

Resguardar la estructura de la interfase para que no sufra cambios a lo largo de la

reaccion, es decir, mantiene constante la fuerza idnica.

X3

%

Suprime los efectos de la corriente de migracion, que ocurren por el movimiento de los
iones, consecuencia de un campo eléctrico provocado por un diferencial de potencial

entre el electrodo indicador y el electrodo auxiliar en la celda.

2o

4

La corriente de migracion es reducida por la presencia de un exceso de iones no

activos electroquimicamente, dentro del potencial en el que se trabaja.

Es necesario un sistema amortiguador, para mantener constante el pH en un solvente
prético, se convierte en una necesidad si los protones estuviesen implicados en la reaccion del
electrodo, por lo que el pH de la interfase del electrodo indicador con la disolucion debe

mantenerse invariable.
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8.2.6. Atmésfera de trabajo [17,36,47, 108, 180, 181, 239, 246]

Uno de los elementos importantes dentro de la celda electroquimica es la atmdsfera en
la que se realicen las mediciones, algunas mediciones electroquimicas pueden ser realizadas

en presencia de oxigeno.

El oxigeno es electroactivo y su solubilidad en el agua es lo suficientemente grande
como para que la reduccién del oxigeno interfiera en muchas de las técnicas electroanaliticas
en medio acuoso, o en alguna mezcla de disolventes o aun cuando se trata de un medio no
acuoso. El principal obstaculo es la reoxidacion de la especie electroreducida en presencia de
oxigeno, por lo que muchos de los estudios electroquimicos se realizan en atmdsferas de gas
inerte, normalmente es nitrégeno, aunque también puede ser utilizado argdén o una mezcla de
gases raros. Se prefiere nitrégeno sobre argon, ya que este Ultimo es menos comercial que el
primero. El nitrdgeno debe ser de alta pureza para evitar la presencia de oxigeno, por burbujeo.
La desoxigenacion en ocasiones se lleva a cabo por el método Koper a una disolucién acuosa
de sulfato de cromo (Il) o bien a una disolucion acuosa de sulfato acido vanadil se hace pasar

gas nitrégeno.

Finalmente se hablara de algunos fenémenos de interés que ocurren dentro de una

celda electroquimica.

En la celda electroquimica ocurre una reaccion oxido reduccién cuando se le aplica
una diferencia de potencial, de la forma en que se aplique este potencial dara origen a una
respuesta caracteristica de la técnica electroquimica empleada. Este estudio se inclina por la

voltamperometria ciclica.

8.3. Voltamperometria [17,36,47, 61,62, 108, 137, 180, 181, 233, 239, 246]

La voltamperometria es una clase de mediciones electroanaliticas en la cual el
parametro controlado es el potencial del electrodo indicador (de trabajo) y varia con el tiempo,

el parametro medido es el flujo de corriente continuo en el electrodo indicador.

Las técnicas voltamperométricas se dividen en dos grandes grupos: aquellas mas
simples o clasicas, donde el potencial es aplicado de forma lineal. En esta categoria se
encuentran las técnicas voltamperométricas en régimen de difusion pura, como la
voltamperometria de barrido lineal y ciclica, por otra parte se encuentran las voltamperometrias

con un régimen de conveccion forzada, electrodos de disco rotatorio y de disco anillo.
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8.3.7. Técnicas voltamperométricas en régimen de difusion pura [17, 36,47, 108, 180, 239, 248]

Algunas de las técnicas electroanaliticas mas utilizadas se basan en el concepto de
variar de manera continua el potencial que se aplica en la interfase electrodo-disoluciéon y medir
la corriente resultante.

La voltamperometria en disolucion no agitada, el modo predominante de transporte de

masas se limita a la difusion.

A) Voltamperometria de barrido lineal: En esta técnica el potencial aplicado se varia
linealmente con el tiempo desde un potencial inicial, E;, hasta un potencial final, E;, a
una velocidad constante, v (V s™). Figura 8.7.

IEl A

Fig. 8.7. Barrido lineal de
potencial se inicia en E;, y
termina en E;.

~y

Como se puede observar en la figura, el barrido comienza en un valor de potencial E; al
cual no hay electrdlisis, es decir, donde solo se detecta la corriente residual, realizandose un
barrido positivo o negativo para obtener la respuesta deseada, ya sea una oxidacion o
reducciéon de la especie electroactiva. Los parametros importantes desde el punto de vista
electroanalitico en la voltamperometria de barrido lineal son la corriente de pico, i, y el

potencial de pico, E,.

En el caso de una reaccion totalmente irreversible la corriente de pico viene dada por la

ecuacion:

on F K° RT

a

1/2 1/2
g —g"_ RT 0.780+1n(D J+1n(“”“FV]

El valor de E, se desplaza 1.15RT/an,F por cada década de aumento en v. Es
importante sefialar que E, esté afectado por un sobrepotencial de activacion con respecto a =

factor relacionado con la constante de velocidad heterogénea intrinseca K°.

Generalmente los sistemas irreversibles dan voltamperogramas mas anchos vy

achatados que los reversibles, por lo que a partir de la expresion:
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) £ o on F ,
i,=0.227nFAC k" exp| — RT (E, - E")

Y relacionando In i, frente a Ep-E°' para diferentes velocidades de barrido de potencial, se

a

obtendra una linea recta de pendiente — y ordenada en el origen K

Un aspecto importante en toda técnica voltamperométrica es la corriente de fondo, que
estd compuesta por una corriente residual debida a impurezas electroactivas del disolvente,

electrolito soporte, etc. y por la corriente de carga.

La corriente de pico debe medirse siempre de forma que no incluya esta corriente de
fondo, para la cual suele extrapolarse la linea base de corriente que precede a la corriente
faradica y medir i, por diferencia, o bien puede realizarse un barrido por separado, a la misma
velocidad, de la disolucion del electrolito soporte y tomar i, como la diferencia entre la corriente

de pico medida desde el cero de intensidad y la corriente de fondo al mismo potencial.

La corriente de carga puede compensarse utilizando una técnica diferencial en la cual
los barridos son simultdneos sobre dos electrodos iguales, uno sumergido en la muestra y el
otro en una disolucién de electrolito soporte. La corriente de fondo del barrido en el electrolito
soporte es sustraida electronicamente del voltamperograma de la muestra. La
voltamperometria de barrido lineal es una técnica muy eficiente para investigar la existencia de
reacciones quimicas homogéneas acopladas a las reacciones electrddicas. Las conclusiones
que se pueden obtener basadas en las medidas de corriente son mas seguras como
diagnéstico de los mecanismos electrénicos que las basadas en las medidas de potencial, ya
que ciertos factores experimentales, como la caida éhmica iR, los potenciales de union o el

estado de la superficie del electrodo, pueden desplazar los potenciales significativamente.

La adsorcion de la especie electroactiva sobre la superficie del electrodo puede
detectarse mediante esta técnica, se considera que la funcion de corriente generalmente
aumenta en estos casos rapidamente al aumentar la velocidad de barrido, sin embargo, la
relacion ip/v permanece practicamente constante. Por otro lado, cuando el potencial es
aplicado de forma continua con una inversion en el potencial final, se da origen a la
voltamperometria de barrido triangular, la cual es probablemente la técnica electroanalitica mas
eficiente y versatil para el estudio mecanistico de las reacciones electrédicas. Es una extension
de la voltamperometria de barrido lineal, realizandose una inversion en el sentido del barrido de
potencial. De esta forma se aplica al electrodo indicador una sefial de excitacion triangular

(Figura 8.8), es decir, el potencial se barre linealmente desde un valor inicial E; hasta alcanzar
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un valor E; potencial de inversion, al cual se invierte la direcciéon del barrido hasta alcanzar un

potencial final Es.

E
— ciclol <——F1—— ciclo 2 <*—
By |----5--------- .
1 LAY
barrido ! barrido SN
directo ' inverso )/ R
1 . \
1 ’ \
1 ‘ \
1 3 AY
' ¢ A
; ! '
1 ’ ‘\
4
1 . ‘
E i |— : ! E \'
! f
0 4, tiempo
Fig 8.8. Senfial de excitacion potencial tiempo triangular utilizada en

voltamperometria ciclica.

El barrido de potencial frecuentemente se termina al final del primer ciclo (E;), pueden
continuarse realizando ciclos sucesivos, lo que justifica que se le llame “voltamperometria

ciclica”

Para obtener un voltamperograma ciclico, se mide la corriente que pasa por el
electrodo indicador en una disolucion sin agitar durante el barrido de potencial. Para un sistema
reversible, si el potencial de inversion esta como minimo — mV mas alla del potencial del pico

n
obtenido en el barrido directo, la forma de la curva en el barrido inverso es basicamente
analoga al de la curva directamente registrada en la direccion opuesta en el eje de intensidad.
La voltamperometria ciclica es capaz de generar rapidamente una nueva especie durante el

barrido directo y a continuacién probar su existencia en el barrido inverso.

El voltamperograma registrado representa la corriente medida con el electrodo

indicador en funcion del potencial. Figura 8.9.

114



TECNICASEIECTROQUIMICAS

Fig. 8.9. Ejemplo de sefiales obtenidas por
Voltamperometria ciclica de KsFe(CN)g en
KNO3; 1M en un electrodo de Pt.

Intensidad, A

]
08 04 0 0.2
Potencial. V vs. ECS

Los pardmetros de interés en voltamperometria ciclica son las corrientes de pico, iy, €
ipc ©, Mejor aun su relacion, ip/ipe, y 1a separacion entre los potenciales de pico, Eyq-Egc, (Figura
8.9). La medida de las intensidades de pico implica la extrapolaciéon de una linea base que se
suele tomar como la corriente existente antes que el pico comience a desarrollarse en cada
uno de los barridos. El establecimiento de una linea base correcta, no es facil debido a que
esta linea base no es la misma que la corriente residual obtenida en un experimento idéntico

s6lo con el electrolito soporte.

El producto de una reaccion electroquimica, en un sistema reversible puede ser
identificado por voltamperometria ciclica midiendo la diferencia entre E,, y E,.+, en este caso, a
25°C,

59
AE =E  —-E =—mV
Donde n es el niumero de electrones transferido y E,, y Ep; son los potenciales de pico
59
anddico y catddico respectivamente, medidos en mV. Una separacién de — mV para AE, es
n

independiente de la velocidad de barrido de potencial para un par nernstiano, si bien es

59
ligeramente dependiente del potencial de inversion E;, aunque siempre es préximoa — mV.
n
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El potencial intermedio entre los dos potenciales de pico es el valor del potencial formal

del par redox, respecto al electrodo de referencia:

_ Epa + Epc
2

0

La ecuacion de E’no es aplicable para sistemas irreversibles y cuasirreversibles y la
- . . 59 ,
separacion entre los potenciales de pico es mayor de — mV y depende de la velocidad de
n

barrido. Para los sistemas totalmente irreversibles puede no observarse ningun pico en el
barrido inverso. Por lo que se ha demostrado que para una velocidad de barrido dada, AE,

aumenta a medida que la constante de velocidad heterogénea k® del sistema disminuye.

Alternamente para un sistema con una constante de velocidad dada, la separacion
entre los picos es mas grande al aumentar la velocidad de barrido. Asimismo, la caida éhmica
iR no compensada causa que los picos se separen al aumentar el potencial, por lo que se debe
estar seguro de que dicha caida es suficientemente pequefia como para que las caidas de
potencial causadas por su efecto sean despreciables comparadas con los AE, atribuibles a
efectos cinéticos. La no reversibilidad también afecta la relacién entre las corrientes de pico, es
decir, cuanto mas irreversible sea un sistema mas pequefio sera el valor de i, en el barrido
inverso, a menudo esto se debe tanto a una k” menor como al hecho de que una parte
significativa del producto de la reaccién electrédica haya difundido desde la superficie del
electrodo durante el tiempo necesario para alcanzar el pico en el barrido inverso. Por lo que no
es recomendable deducir informacion cuantitativa de la relacion entre las corrientes de pico

para sistemas irreversibles.

8.3.8. Métodos electroquimicos para la medida de la capacidad antioxidante.

Una fuente de antioxidante naturales es de suprema importancia para apoyar la
proteccion antioxidante del cuerpo humano. Este hecho dibuja la atencién de cientificos a los
acidos y a los flavonoides fendlicos en el contexto de su uso en la industria alimentaria y
médico industria #4% 218229 | 5 busqueda de antioxidantes naturales, eficientes y no téxicos y
el desarrollo de algunos sintéticos, exigen el desarrollo de nuevos métodos y la mejora de los
ya existentes para el analisis de la capacidad antioxidante de un compuesto puro, o de una
matriz compleja. Las caracteristicas antioxidantes se estudian comunmente por
espectrofotometria ultravioleta-visible, espectroscopia de resonancia paramagnética
electrénica, fluorescencia, quimioluminescencia, cromatografia, y electroquimica. Los métodos

electroquimicos centran su atencioén en la relacion que existe entre la estructura, el potencial de
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la oxidacion y la capacidad antioxidante de los compuestos individuales. Sin embargo, estas
investigaciones se han realizado para pocos compuestos. Se han realizado muchos estudios
que confirman la conveniencia de usar técnicas voltamperométricas para estimar la capacidad
antioxidante. Los analisis voltamperométricos de mayor uso son: voltamperometria ciclica (VC),
voltamperotria de la onda cuadrada (VOC), y la voltamperometria diferenciada del pulso (VDP).
Los antioxidantes se oxidan a potenciales bajos que dan lugar a corrientes faradicas
proporcionales a la concentracion del antioxidante. Aunque los analisis voltamperométricos no
son tan comunes como los fotométricos. Los métodos que implican radicales libres tienen como
objetivo probar las caracteristicas antioxidante de muestras bioldgicas, los alimentos, los
extractos y las sustancias puras, pero ningunas proporcionan la informaciéon cuantitativa
relativa a la oxidacion, factor importante que describe a los antioxidantes. Los compuestos que
son antioxidante en virtud de su capacidad de actuar como los reductores en la disolucion, son
facilmente oxidados en los electrodos inertes. La voltamperometria ciclica se ha aplicado para
caracterizar una amplia gama de antioxidantes, los que incluyen acidos y flavonoides fendlicos,
antioxidantes sintéticos, en sistemas biolégicos una onda de potencial anddico baja en

aproximadamente 400 milivoltios (Ag/AgCl), se ha atribuido al ascorbato y al urato (54, 83, 184,

244]

Los primeros investigadores en hacer estudios sobre antioxidantes que utilizan
técnicas electroquimicas son Chevion (1997,2000) % *" *2 y Kohen (2002) '™, los cuales se
enfocan en la evaluaciéon de la capacidad antioxidante de moléculas de bajo peso molecular,

fluidos biolégicos o homogenizado de tejidos (37, 38]

. A estos trabajos siguieron, otros cuya
finalidad es la medicion de la capacidad antioxidante de manera directa, los cuales proponen
como apoyo fundamental a sus investigaciones técnicas electroquimicas. Las caracteristicas
electroquimicas como el potencial de oxidacién de compuestos puros, alimentos y muestras

biolégicas se asocian con la capacidad antioxidante, esta relacién permite la evaluacién de
. 152,218 . - .
dicho compuesto [ | De los métodos electroquimicos, encontramos a la voltamperometria

ciclica (VC) como la de mayor uso, pues se ha adaptado a la evaluacion de la capacidad de
reduccién total de antioxidantes de bajo peso molecular en matrices complejas 631,
Regularmente los trazos de voltamperometria ciclica se registran de — 0.5 a + 1.5 V, contra un
electrodo de referencia en una velocidad de 100 o de 400 mVs™. Los barridos se pueden
realizar hacia potenciales positivos, donde se evalian a los equivalentes de reduccién o hacia
potenciales negativos, donde se evaluan los equivalentes de oxidacion. Particularmente los
secuestradores de radicales se oxidan en potenciales relativamente bajos de oxidacion que
corresponde al grupo fenol, su potencial de oxidacion se encuentra alredor de 0.45V a1V, a
potenciales mayores los compuestos experimentarian reacciones tales como dimerizacion,

hidroxilacién o polimerizacion [45.182]

. Progresivamente, las técnicas electroquimicas se han
probado y convertido en una herramienta alternativa para la evaluacion de diversos extractos
de alimentos debido a su rapidez, simplicidad y bajo costo. La voltamperometria ciclica (VC) se

utiliza con frecuencia para la caracterizacion de sistemas electroactivos. Sin embargo, cuando
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son sustancias organicas, se presentan los fendmenos de la adsorcion en la superficie del

electrodo, limitando el uso de esta técnica a medidas cuantitativas (67, 152]

. Para superar esta
constriccion y aumentar la informacion cuantitativa de las capacidades antioxidantes de los
extractos se emplean variantes de la técnica, por ejemplo la voltamperometria diferencial de
pulsos. En esta técnica la corriente se mide antes y después del potencial del pulso
permitiendo la discriminacién de efectos como la absorcion sobre el electrodo constante en
cierto intervalo de potencial. La capacidad de reduccién de una muestra se analiza a partir de
tres parametros obtenidos de los trazos de obtenidos por voltamperometria ciclica: (i) el
potencial de la oxidacién de media onda, E,.,, que refleja la capacidad de reduccién especifica;
(i) la intensidad de corriente anddica (1,); vy (iii) el area bajo de la curva anddica (S). I, y S se

. - . . 73,94
relacionan con la concentracion de la especie reducida, presente en la muestra [ 1

Una onda anddica en matrices complejas, muestras biolégicas y alimentos, presenta a
menudo mas de un solo componente, que podria donar electrones alrededor del mismo
potencial, se ha propuesto el parametro de area bajo de la curva andédica para la evaluacion de
la capacidad de reduccioén total, ya que los cambios en el valor de area bajo de la curva
anddica refleja mejor una variacion en un solo componente dentro de una onda andédica que el
cambio correspondiente en intensidad de corriente anddica. El perfil de la voltamperometria
ciclica se puede obtener en medio acuoso, asi como en disolventes organicos como el
acetonitrilo y algunas mezclas de disolventes, por ejemplo: agua/ acetonitrilo, acetonitrilo/
metanol a condicién de que haya componentes 6xido reductores activos y suficiente electrolito
soporte en la disolucién para apoyar las reacciones 6xido reduccion en el electrodo [66. 67, 152]
Esta modificacion permite la cuantificacion de componentes lipido-solubles, que no son tan
faciles de cuantificar con otras metodologias. El andlisis de muestras basado en las
caracteristicas electroquimicas de cada compuesto no requiere el uso de precursores de
especies radicales porque la descripcion de su comportamiento electroquimico se relaciona
con las caracteristicas fisicoquimicas del sistema. Por otra parte, las muestras turbias e
intensamente coloreadas pueden ser resueltas sin la preparacion anterior de ella. Asi, los
métodos electroquimicos se utilizan como prueba rapida de la capacidad antioxidante de
muchos compuestos, incluyendo los polifenoles. Los potenciales de la oxidacién han sido
empleados con éxito para la comparaciéon de las actividades antioxidantes de los siguientes

compuestos: acidos fendlicos, flavonoides, tocoferoles, etc (27, 30, 141,

La voltamperometria ciclica es empleada en la determinacion de las caracteristicas
antioxidantes de los polifenoles contenidos en el vino. Un método simple fue desarrollado para
estimar la actividad antioxidante de los flavonoides que implicaba la correlaciéon cuantitativa
entre la inhibiciéon de la peroxidacién del lipido y el potencial de media onda (Eq»). La
determinacién de dos indices el potencial de media onda y la capacidad de quelatar a los

cationes de hierro, es suficiente para la evaluacion del potencial antioxidante de flavonoides [0,
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41421 "Un factor significativo es el pH, a partir de él se determina la capacidad antioxidante de
polifenoles de plantas, bebidas, medicinas y suplementos alimenticios, en estos productos el
pH varia en una amplia gama de 3.0 a 7, al entrar en el cuerpo también influyen los cambios de
pH en el metabolismo de estos compuestos. La influencia del pH en el comportamiento
antioxidante se considera, en la mayoria de los estudios de importancia en el andlisis
electroquimico de estos compuestos. El pH tiene una dependencia en el potencial maximo
anodico (Ez,) de polifenoles. Para todos los valores de pH, las formas ciclicas del
voltamperograma cambian de forma poco significativa. El primer pico distinto se observa en la
polarizaciéon anddica, en el aumento de valores de pH, el voltaje maximo del anodo disminuye.
Esta disminucion se debe al decaimiento en el grado de protonacion del antioxidante y al
cambio de carga en la molécula a valores negativos. A un pH mas alto, los compuestos se
oxidan facilmente y aumenta su actividad antioxidante. Esto sucede porque a valores de pH
altos se facilita la desprotonacion de los grupos de hidréxilo. La oxidacion electroquimica quita
un electron de la molécula, lo que facilita la mayor carga negativa y entonces la reaccion puede
ocurrir a potenciales mas bajos (Fig. 8.10). Es decir, la desprotonacién favorece un aumento en
la eficacia antiradical de los polifenoles, y de la donacion del electrén en el paso decisivo del
mecanismo que mide la capacidad antioxidante del compuesto desprotonado. Otros estudios
electroquimicos [27. 30,131, 178] f,eron realizados en valores de pH cerca del pH fisiologico, el cual
evita la conversion reversible de los polifenoles. Estudios anteriores demostraron que a pH
mayores de 8.0, los voltamperogramas ciclicos de algunos acidos y flavonas fendlicos eran
terminantemente irreversibles, y su potencial de la oxidacion &anodico no podria ser

determinado confiablemente. Algunos autores sugirieron la dimerizacion y la polimerizaciéon de

los acidos fendlicos por su oxidacion en el electrodo [27, 30,131, 178]
I 1 ] 4 I '
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Fig. 8.10 Voltamperograma ciclico en una solucién 1.0 mM de acido cafeico en un electrodo
de trabajo de carbono vitreo en disolucion acuosa de 50 mM de KCl y 0.1 M de disolucién
amortiguadora a tres diferentes valores de pH: (a) 3.0, (b) 6.9 y (c) 8.4. A una velocidad de
barrido de 50 mVs™

119



TECNICASEIECTROQUIMICAS

Al parecer, la actividad antioxidante de nuevos compuestos de naturaleza medicinal o

66,191 | s

alimenticia no puede ser predicha sin la comprensién de ciertas regularidades
estudios que se han realizado con la pretension de encontrar un parametro clave que permita
la prediccion de la actividad antirradical de un compuesto han sido poco fructiferos. Este
parametro debe correlacionar la estructura quimica y la capacidad antioxidante. En los métodos
electroquimicos la atencion se centra en esta correlacion estructura-potencial de la oxidacion, y
con ello la capacidad antioxidante de cada compuesto, por ejemplo: el potencial medido de la

oxidacion esta estrechamente vinculado a las estructuras de los compuestos investigados %%

185]

Se ha establecido al potencial de media onda como parametro conveniente para
representar la capacidad antioxidante de los flavonoides, consecuencia de la oxidacion
electroquimica y de la donacion del atomo de hidrogeno que implican la fractura del enlace
fendlico entre el oxigeno y el hidrégeno, al producir un radical fenoxido (ArO’) y H 1'"® 182 En
todos los ensayos empleados en la evaluacion de la capacidad antioxidante se realizan de
manera controlada en una disolucion homogénea con un oxidante artificial o precursor radical
agregado para iniciar la reaccion, mientras que en un sistema real por ejemplo: un alimento, la
reaccion ocurre sin el iniciador radical u oxidante agregado, se inicia por efectos de la luz, iones
metalicos, o calor durante la transformacion o almacenaje de los alimentos. A menudo en una
mezcla heterogénea (como en emulsiones del alimento), la distribucion del antioxidante en la

sy . . [112
fase es critica para su eficacia M2

Los compuestos fendlicos que en su estructura cuentan con grupos orto o para se
encuentran tipicamente a potenciales de oxidacion mas bajos que compuestos con posiciones
meta o fenoles aislados, en el caso del acido ascoérbico tiene un potencial de oxidacién incluso
mas bajo. El andlisis electroquimico en el estudios de las caracteristicas antioxidantes de
polifenoles permite la observacion de la etapa inicial de la capacidad antioxidante, que implica
la transferencia de un electron. En esta etapa se pueden obtener el potencial de oxidacion de
un analito, el nUmero de electrones transferidos y velocidad de la reaccion en el electrodo. Asi,
los métodos electroquimicos se pueden utilizar para una prueba rapida de la capacidad

antioxidante de muchos compuestos, incluyendo los polifenoles [e7. 30, 31)

. Los potenciales de
oxidacién se utilizan con éxito para la comparacion de las capacidades antioxidante de
compuestos como: acidos, flavonoides, tocoferoles, etc. fenodlicos por ejemplo: la
voltamperometria ciclica se ha aplicado para determinar las caracteristicas antioxidantes de los
polifenoles del vino. En un principio se buscé desarrollar un método simple para estimar la
capacidad antioxidante que implicara la correlacion cuantitativa entre la inhibicion de la
peroxidacion del lipido y el potencial de media onda (Es»). Van Acker y colaboradores
determinaron que se necesita de dos indices, E4, y la capacidad de quelatar cationes de hierro,
suficientes para la evaluaciéon del potencial de flavonoides como antioxidante. La estructura

fendlica influye en la capacidad antioxidante, compuestos con grupos que donan dos o mas
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electrones a bajos potenciales anddicos, es decir con capacidad antioxidante mayor que los
fenoles monosustituidos, los grupos OH tienen efectos mas fuertes que el sustituyente -OCHj.
Los estudios electroquimicos dan especial ventaja a las caracteristicas antioxidantes de
polifenoles, ya que permiten la reproduccion de la etapa inicial del mecanismo antioxidante que
implica transferencia de electrones 50, 143.178] 'y con mayor eficacia de la capacidad antioxidante
si la estructura molecular cuenta con un carbonilo, o bien si se trata de un ambiente aceitoso,
por ejemplo: los antioxidantes polares son mas eficaces en lipidos puros y los no polares en un
substrato polar, esto confirma a los derivados del acido ascérbico y tocoferoles como
antioxidantes. Existe una estrecha relacion entre la actividad antioxidante y el potencial maximo
de oxidacion en voltamperometria ciclica, es decir, a mayor numero de grupos hidroxi, es
menor el potencial de oxidacion y por lo tanto mayor capacidad antioxidante. Es importante
conocer los potenciales de oxidacion a diferentes pH'’s, ya que proporcionan informacién sobre
el mecanismo de oxidacion. A pH’s altos los compuestos son facilmente oxidables y por lo tanto

aumenta su capacidad antioxidante [20, 30, 178)

. De los compuestos fendlicos que se evalian con
voltamperometria ciclica se obtiene los siguientes parametros: 1.- El valor potencial es
dependiente del comportamiento 6xido reduccién de cada compuesto, lo cual refleja su
capacidad para perder electrones. 2.- La magnitud de la corriente maxima es directamente
proporcional a la concentracion, es decir, a potenciales bajos encontramos a los mejores
antioxidantes. En el caso de los anillos aromaticos con numerosas sustituciones, el potencial se
mantiene bajo, contrario a lo que se esperaba. Por ejemplo: la introduccion de un grupo metoxi
al anillo aromatico provoca variacion en el potencial registrado, pero la adicion de metilos no
altera el potencial de oxidacion, lo mantiene bajo. Los factores de tipo estructural que influyen
en la disminucién de la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos son la metilacion
de los grupos hidroxido, los grupos ‘OH tienen efectos mas fuertes que los -OCH;.
Generalmente, hay relaciéon entre la capacidad antioxidante, los potenciales antioxidante y la
actividad prooxidante. En su mayoria los compuestos con potencial anédico bajo (0.45 V)
actian como prooxidante. Segun el potencial maximo de la oxidacién, los compuestos bajo
estudio se dividen en grupos: simple fenoles o acidos monohidroxifenolicos, que se oxidan
lentamente en comparacion con otros compuestos en potenciales maximos anodicos sobre 600
milivoltio y polifenoles con sustituyentes metoxi con potenciales maximos de oxidacion dentro
de 400-600 milivoltio; flavonoides y acidos fendlicos con dos grupos hidroxi en posiciones orto
referente a uno del otro (Potenciales maximos de la oxidacion debajo de 400 milivoltio). Es
interesante que los compuestos monohidroxifenolicos con sustituyentes metoxi donen un
electron mas rapidamente que monohidroxifenoles sin los grupos metoxi. Este fendmeno se
puede explicar por el efecto estabilizador de los grupos metoxi en el anillo fendélico después de
la pérdida del electrén. Otro factor que altera el potencial de oxidacion es el numero de grupos
hidroxi sustituidos en el anillo aromatico cuanto mas grande es el numero de grupos hidroxi,
mas bajo es el potencial de oxidacion. Es evidente que cuanto mas alta la capacidad

antioxidante es mas bajo el potencial de la oxidacion. El primer pico anddico corresponde a la
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transferencia rapida de dos electrones, que se traduce en datos electroquimicos y en
capacidad antioxidante. Esta correlacion también se observa para compuestos
electroquimicamente irreversibles. Es obvio que los compuestos electroquimicamente
reversibles estan implicados en donacién de un protén y de un electrdn, que ocurren
rapidamente con respecto al analisis de la capacidad antioxidante, lo que sugiere la presencia

de otros mecanismos de su interaccién con los radicales libres 1182198218229

En el caso de los polifenoles, las caracteristicas electroquimicas de los fenoles se
puedan asociar a sus actividades biolégicas. La capacidad de los compuestos fendlicos,
especialmente los derivados polihidroxilados son la de limpiar radicales libres y se relaciona
intimamente con su eficacia para donar los atomos de hidrégeno. En este caso la oxidacion
electroquimica se puede utilizar como modelo de reaccion, ya que implica la ruptura del enlace
de O-H y la donacion de electrones y de atomos de hidrégeno. Los potenciales de oxidacion
son indicadores generales de la capacidad de reaccion con los radicales. Es decir, en un
analisis estructural de los compuestos fendlicos, sugieren que la sustituciéon mudltiple y la
conjugacion del anillo aromatico son aspectos importantes que influyen en su comportamiento
electroquimico y en la capacidad antioxidante, asi como en la actividad preventiva de la
peroxidacion lipidica via donacion del atomo de hidrogeno de los grupos de hidroxilo unidos al

anillo bencénico ©" 73,

Como ya se ha mencionado, un antioxidante actia al captar un radical libre via
donacion de electrones, el radical fenoxi resultante se reduce a otro compuesto por reacciones
enzimaticas o no enzimaticas. Otro mecanismo antioxidante posible es via la quelacion de un
metal de transicion que disminuye la accesibilidad al i6n metalico y con ello evita su
participacion en las reacciones tipo Fenton en presencia de metales de transicion y de peréxido
de hidrégeno. Sin embargo, los compuestos fendlicos, reductores de gran alcance pueden
ejercer efectos prooxidantes por autooxidacion, esto ocurre por reduccion a potenciales bajos,
en la cadena de reaccion en el paso inicial se forman una semiquinona y radical superoxido O™
2, que reaccionan con las moléculas cercanas independientemente de su naturaleza. El

equilibrio entre los efectos antioxidante y pro oxidante es muy delicado [93, 84.187]

Generalmente los antioxidantes se oxidan a las correspondientes quinonas en dos
pasos el primero, es un intermediario semiquinona por la pérdida de un electrdn,
consecuentemente la formacion de la quinona por la pérdida de un segundo electrén, descrito

en la reaccion siguiente.
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OH O- (0]
OH OH (0]
CH e -H, e
—_ e R
+H, e +HY e
R Paso T R Paso IT R

R: CH=CHCOOH O CH=CHCOOr

La eliminacién de H* participa en cada paso redox, el potencial aplicado (E°4p) se
aproxima al potencial de media onda (E4;;) de los picos anddicos y catédicos, esto indica que
deben ser dependientes del pH de la solucién. Al aumentar el pH, el potencial de media onda
va cambiando a potenciales negativos. Este comportamiento esta de acuerdo con la literatura y
se puede explicar por el intercambio de dos electrones en un solo paso durante la reaccion de

oxido reduccion incluyendo la protonacion.

R O+2e +mH”

Aqui R y O representan al antioxidante mas los dos-electrones que ha perdido R en la
reaccion y m el numero de protones implicados en la reaccion redox. Un modo eficaz de
retrasar la oxidacién en los alimentos, asi como en las células, es estar eliminando los
radicales generados en la fase de la propagacion o durante la subdivision de los
hidroperoxidos, por la presencia de compuestos con capacidad antioxidante, que actian como
inactivadores de los radicales peroxil o de los radicales alcohdxilos. En un nivel critico se
necesita de antioxidante que sean eficaces en un producto dado correspondiente a la
concentracion necesaria para inhibir todas las reacciones en cadena que comienzan en el
proceso de iniciacion. Mientras la concentracion de antioxidante se encuentre sobre la
concentracion critica, el numero total de radicales se mantiene en un nivel bajo constante, un
plazo que se define como periodo de induccién. Durante el periodo de induccidn el antioxidante
decrece gradualmente y cuando alcanza la concentracion critica, los radicales se escaparan de
la reaccion con el antioxidante, entonces la concentracion de hidroperdxidos aumentara. El alto
nivel de hidroperéxidos y el aumento posterior en la concentracion de radicales y el restante
antioxidante, sera utilizado totalmente. Con todo el antioxidante consumido, el proceso
oxidativo se acelerara y el aumento en la produccion de productos secundarios de la oxidacién
llevard a un proceso de deterioro en el sistema. A menudo las técnicas que se han utilizado
para evaluar la capacidad antioxidante, necesitan que se confirmen con alguna otra, por

ejemplo por espectroscopia de ultravioleta- visible [54. 105,184]

Asi, la voltamperometria ciclica se puede aplicar de manera complementaria a analisis

como el ABTS™, a la caracterizacion de resinas fendlicas y al estudio de su accién antioxidante,

123



TECNICASEIECTROQUIMICAS

porque los mecanismos de oxidacion electroquimica de diversos compuestos se pueden
diferenciar perceptiblemente. Las técnicas electroquimicas ofrecen una caracterizacion de
manera detallada de los parametros fisico-quimicos necesarios como enumerar a los
electrones implicados en la etapa de la transferencia de la carga (n), en los mecanismos de la
transferencia de carga y de la influencia de protones, de las constantes de la reaccion, etc. El
estudio aislado de la sustancia permite la caracterizaciéon electroquimica, asi como de
establecer las relaciones entre el mecanismo estructural de la sustancia y su capacidad
antioxidante. Algunos Fito antioxidantes en considerables cantidades se han investigado por

[2,3,7,9, 32, 33, 38, 45, 55, 57, 77, 80, 81, 82, 84, 101, 124, 150, 152, 159, 194] Las técnicas

técnicas electroquimicas
voltamperométricas correlacionan potenciales de oxidacion, intensidad de corriente y/u otros
parametros electroquimicos con la capacidad antioxidante, ademas de ser mas selectiva y
sensible comparada con otros métodos, como los espectrofométricos y mas reproducibles en
analisis biologicos **1,

La desventaja mas importante de las técnicas electroquimicas se relaciona con el
hecho de que algunos antioxidantes bioldgicos relevantes (e.g. glutation, cisteina), tienen una
respuesta baja cuando se usan electrodos de carbon vitreo, para solucionar este inconveniente
se emplean un electrodo de Au/Hg para la medida de la capacidad antioxidante del glutation.
Una limitacion practica importante, es que el electrodo de trabajo tiene que estar con frecuencia

. . s . . . . aepe 40, 41
limpiandose para quitar residuos de muestra de su superficie y mantener su sensibilidad 40, 41,

42]

Por otra parte, se tiene la posibilidad de ocurrencia de los procesos electroquimicos
conectados a las reacciones quimicas, entonces la correlacion entre la capacidad antioxidante,
potencial de oxidacion y/o la intensidad de la corriente no es siempre simple y directa. Asi la
posibilidad de que se oxide el fenol bajo determinadas condiciones para producir otras
especies electroactivas que sean capaces de continuar con la cadena de reaccion y aumentar
la intensidad de corriente, disminuye. Los resultados conseguidos para la capacidad
antioxidante de productos naturales con diversas técnicas han demostrado que la correlacion
entre los métodos electroquimicos y la capacidad antiradical es mas grande en comparacion

con el numero de electrones y el potencial de oxidacion [73, 94,105, 187, 198, 195, 244)

8.3.9. Estudio de la capsaicina con técnicas electroquimicas.

Los principales estudios de la capsaicina con técnicas electroquimicas son aquellos en
los que se evalla la pungencia en diferentes muestras de chiles, en sustitucion al antiguo

método de deteccion organoléptica, método Scoville, descrito a continuacion 3. 19, 34)

124



TECNICASEIECTROQUIMICAS

Escala de unidades Scoville y la medicion del picor de los chiles.

La escala de unidades Scoville, es un sistema de medicion del picor de los chiles
inventada por Wilbur Scoville, en la primera década del siglo XX. El picor era medido por el
método organoléptico Scoville, sistema relativo debido a que se emplean voluntarios para
percibir el picor en una dilucién de agua-azlcar. Su objetivo es determinar la maxima dilucién
del extracto de chile en la que aun fuera detectable el picor. De esta manera, si un chile
jalapefo ha sido determinado en 4500 unidades Scoville, significa que se necesitan 4500
partes de disolucién para diluir una parte de extracto del chile jalapefio, hasta el punto en que
el picor aun pueda ser detectado. Otros métodos para la medicidén de capsaicinoides es Gillette
también sensorial pero de mayor eficiencia, la espectroscopia con oxitricloruro de vanadio (V),
el cual mide la cantidad de capsaicinoides como grupo pero no hace diferencia en pungencia
de los diferentes capsaicinoides. Hoy en dia se emplea la cromatografia de liquidos de alta
resolucion para medir el contenido de capasaicina en chiles. Este método es mas preciso, mide
los niveles de capsaicina que se miden segun American Spice Trade Association, unidades que
son mas reproducibles que el tradicional método Scoville. Los resultados pueden ser
convertidos en unidades Scoville multiplicando por un factor de 15, sin embargo es una
herramienta poco econdmica, lo que ha llevado al desarrollado de un sensor electroquimico, un
nanotubo de carbono utilizando en voltamperometria de redisolucion de especies adsorbidas

. . . 26, 49, 52, 111
mediante pulsos diferenciales [26,49, 52, 111]

Se han reemplazado los métodos Scoville y la cromatografia de liquidos de alta
resolucion por uno mas sensible, una técnica electroquimica para la determinacion de
capsaicina con un electrodo modificado, un nanotubo de carbono como electrodo de trabajo, un
electrodo auxiliar de platino y como referencia un electrodo saturado de calomel, empleando
como técnica la voltamperometria de redisolucion de especies adsorbidas mediante pulsos

diferenciales. En primera instancia obtuvieron el siguiente voltamperograma ** **'""]
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Fig. 8.11 Primer voltamperograma (linea no continua), segundo voltamperograma (linea
continua) por voltamperometria absortiva de 100 mM capsaicina, en 0.05 M de la
disolucion reguladora de Britton-Robinson a pH 1, a una vel=100 mV s

Podemos observar la aparicion de los picos en el primer barrido (linea no continua, Fig
8.11), se observa un pico muy pequefo de oxidacion (pico Ill) a 0.50 V, ademas de un pico
bien definido de oxidacion (pico I) en 0.70 V, junto con una reduccién alrededor de 0.48 V. En
un segundo barrido (linea continua), el pico | decrece considerablemente, la altura del pico de
oxidacién Il incrementa abruptamente, sin embargo la altura del pico de reduccion observada
en 0.48 V permanece sin cambio. La oxidacion electroquimica de la capasaicina en el primer
“barrido” muestra una reaccion quimicamente irreversible, resultado de la hidrdlisis del grupo 2-
metoxi para la formacién de la o-benzoquinona de la estructura de la capsaicina. Se realiz6é un
estudio de la oxidacion de la capsaicina en un intervalo de velocidades de 0.01 a 1 Vs, el cual
confirma que el proceso de 6xido reduccion es controlado por la adsorciéon y no por la difusion.
El efecto del pH, estudio realizado en un intervalo de 1-12 para 100 mM de capsaicina, al ir
incrementando el pH decrece el pico |, debido a la desprotonacion de la mitad fendlica en la
estructura de la capsaicina, esto sugiere que el nimero de protones y electrones involucrados
en la reaccion de oxidacion de la capasaicina en el primer barrido es igual al nUmero tanto en el

paso electroquimico como en el quimico en la oxidacion de la capasaicina (Fig 8.12) %% """,
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Fig 8.12 Mecanismo de oxidacion de la capsaicina

La capsaicina también se ha estudiado por su actividad antioxidante, la cual se ha
cuantificado in vitro, y debe comprobarse su efectividad como protectores de la salud in vivo o
sobre los microorganismos de los alimentos. Como antioxidantes lipofilicos en capsicum
frutescens destacan los pigmentos carotenoides mayoritarios (zeaxanteno, capsanteno,
capsorrubeno) y otros minoritarios con actividad provitamina A (B-caroteno, y-criptoxanteno).
Otros compuestos antioxidantes son capsaicina, capsiato, dihidrocapsiato; o-tocoferoles; los
acidos: palmitico, cafeico, miristico y pentadecanoico; el campesterol y el estigmasterol, la
resina del acido laurico, el mirceno, quercetina, terpinen-4-ol, la escopoletina, etc. En capsicum.
anuum también existe eugenol,y-terpineno y campfeno. En los carotenoides incluidos en los

chiles encontramos también a la capsantin y caroteno [69, 114, 120]

A menudo los flavonoides y los acidos fendlicos eran considerados por separado de los
capsaicinoides, sin embargo se ha encontrado que los caminos biosintéticos del fenil
propanoico y del capsaicinoide, pueden converger durante la maduracion del fruto del
capsicum annumm. Los chiles son una fuente rica en vitamina C y E, asi como la provitamina A
y compuestos carotenoides con las caracteristicas antioxidantes bien conocidas. Cada
carotenoide es de importancia en los chiles, por ejemplo: el color de los chiles depende de los
niveles de componentes que éstos tengan y en funcién de ello se encuentra también la
capacidad antioxidante de cada uno de los chiles. Hay pocos informes sobre la actividad
antioxidante de la capsaicina y de la dihidrocapsaicina dependiendo de su estructura. La
capacidad antioxidante de estos compuestos medidos por el sistema de modelo del B-caroteno
y de acido linoleico, comparados con la actividad del éster acido ferulico. Puede ser el
resultado de la presencia de los mismos grupos en el anillo fenolico (un grupo metoxi en la
posicién orto al OH) de los capsaicinoides y del éster acido ferulico, que influenciaron las

caracteristicas antioxidantes "**'**. Con lo anterior se demostré que el grupo amida presente

127



TECNICASEIECTROQUIMICAS

en capsaicina no desempefia un papel principal en su actividad antioxidante bajo condiciones
de la oxidacién del radical libre, que el comportamiento antioxidante para la capsicina era
debido sobre todo a la mitad fendlica en la molécula, y que el producto principal de la oxidacion
de la capsaicina es su dimero dicapsaicina (Fig 8.13), de actividad antioxidante mas baja que la

presentada por la dihidrocapsaicina y la capsicina '** ™!

. Esto puede sugerir que el doble
enlace en la cadena, tiene que ver con la actividad antioxidante de la capsaicina, ademas la
sustitucion con un grupo metoxi también disminuye el potencial de oxidacion anddico. La
actividad antiradical de la capasaicina y de la dihidrocapsaicina en el sistema modelo de DPPH
eran comparables. Esto sugiere que en este sistema modelo, el enlace doble en la cadena
desempefie un papel de menor importancia en la actividad antiradical de la capasaicina [160,202,
2% En otros estudios se ha encontrado que el carbén bencilico C-7 y no el grupo OH fendlico
de la capsaicina, es responsables de dicha actividad antioxidante. Ademas de encontrar que el
grupo noneamida de la vainillina es producto de la descomposicion oxidativa de la capsaicina.
La substitucién de un grupo electron-donador como un grupo hidroxilo en el anillo de
bencénico, dispersa generalmente la carga positiva en el Radical metileno de la mitad

bencilica, por lo tanto estabiliza al radical bencilico. ElI grupo hidroxilo en un fenol dirige a

posiciones orto-para que estabilizan a los cationes bencilicos "2 122201,
o
0O,
X N AN
OH
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H
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Fig 8.13 Dicapsaicina, dimero producto de la oxidacion de la capsaicina

La capsaicina es estable en disolventes no polares, mientras que era inestable en
disolventes polares y tiende especialmente a descomponerse en disolventes proticos, tales
como alcohol y agua. La descomposicion procede por sustitucion nucleofilica unimolecular,
SN', via el catién bencilico formado, y el grupo del p-hidroxido bencilico en la capsaicina

contribuye a la formacién y a la estabilizacién del catién bencilico [223. 231]

128



HPLC

9. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION HPLC.

9.1. Cromatografia liquida [63.147),

En la cromatografia liquida los componentes de una mezcla son llevados a través de
una fase estacionaria fijada dentro de una columna mediante el flujo de una fase mévil liquida.
Las separaciones estan basadas en las diferencias de la velocidad de migracion entre los
componentes de la muestra, que vienen condicionadas por la naturaleza de los analitos y su

interaccion con las fases.

Se lleva a cabo una cromatografia liquida en fase normal cuando la fase estacionaria
es relativamente polar y la fase movil es relativamente apolar. Se realiza una cromatografia en
fase inversa cuando la fase estacionaria es relativamente apolar y la fase movil es

relativamente polar.

Hay cuatro tipos basicos de cromatografia en los que la fase movil es un liquido:
-Cromatografia de reparto, para especies poco polares pero no i6nicas de masa molecular <
104 g/mol.

-Cromatografia de adsorciéon o cromatografia liquido-sélido, para especies no polares,

isdbmeros estructurales y grupos de compuestos de masa molecular < 104 g/mol.

-Cromatografia de intercambio i6nico, para especies idnicas de masa molecular < 104 g/mol.

-Cromatografia de exclusién por tamafio o cromatografia en geles, para solutos con masa

molecular >104 g/mol.

La elucion de los componentes de una muestra comprende el lavado de una parte de la
muestra disuelta en la fase moévil a través de una columna de fase estacionaria por agregado

de disolvente fresco.

La velocidad de migracion de un soluto es funcion del tiempo requerido para salir de la
columna (x longitud). El tiempo de retencién es grande si los solutos son fuertemente retenidos
por la fase estacionaria, velocidades bajas, y el tiempo de retencidon es pequefio si los solutos

tienen mayor afinidad por la fase movil, velocidades altas.

El detector se coloca en el extremo final de la columna, y la sefial se transforma en una

grafica en funcion del tiempo, un cromatograma, que consta de una serie de picos simétricos.
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Los picos sobre el eje de tiempo se emplean para identificar tanto cualitativa (posicion en el

eje) como cuantitativamente (area bajo los picos) los componentes de la muestra.

La cromatografia cuantitativa se basa en una comparacion de la altura o del area del
pico de un analito con el de uno o mas estandares. Ambos parametros varian linealmente con
la concentracion. La cromatografia cualitativa se basa en la comparacion de la posicion de los

picos (tiempos determinados de retencion) con cromatogramas estandares.

La efectividad de la columna cromatografica para la separacion de solutos depende de
las velocidades relativas a las cuales las especies son eluidas. La eficiencia maxima para la
cromatografia liquida ocurre a muy bajas velocidades de flujo. Se puede incrementar la
eficiencia de la columna si se disminuye el tamafio de la particula del empaque de la columna,

se reduce la viscosidad de la fase movil o se incrementa la temperatura.

En las primeras etapas del desarrollo de la cromatografia de liquidos, los cientificos se
dieron cuenta de que se podian conseguir grandes aumentos en la eficacia de la columna,
disminuyendo el tamafio de las particulas de la fase extacionaria. Sin embargo, no fue sino
hasta finales de los afios sesenta, cuando se desarroll6 la tecnologia adecuada para producir y
utilizar fases estacionarias de tamafio de particula del orden de los 3 6 10 um. Esta tecnologia
requiere una instrumentacion sofisticada, que contrasta con las simples columnas de vidrio de
la cromatografia de liquidos clasica. Para distinguir estos procedimientos mas nuevos de los
métodos basicos, se emplea la denominacion de cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC).

9.2, Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) ™),

La cromatografia liquida de alta resolucién es el método mas sofisticado y moderno de
la cromatografia liquida, que utiliza particulas granuladas como fase estacionaria de la columna
con diametros muy pequefios para aumentar la eficiencia, en torno a 3-10 uym. Asi, se ha
conseguido reducir el tamafno de la columna a 10-30 cm de largo y 4-10 mm de didmetro en la

HPLC, y el tiempo necesario para la separacién, de minutos a 1 h.

9.2.1. Instrumentacion.
Con objeto de alcanzar un caudal de eluyente razonable la fase estacionaria con un

tamafio de particula entre 3 y 10 ym, son las mas comunes en la cromatografia de liquidos

moderna, se requieren presiones de algunos cientos de kilos por centimetro cuadrado. Por
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consecuente, de las altas presiones, el equipo necesario para la cromatografia liquida de alta
resoluciéon es mas sofisticado y caro que el que se utiliza en otros tipos de cromatografia. La
Figura 9.1 muestra un esquema de los componentes fundamentales de un cromatografo de

liquidos de alta resolucion.
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Fig. 9.1 Componentes fundamentales de un cromatégrafo de liquidos de alta

Descripcion breve de los componentes principales de un equipo de cromatografia liquida de

alta resolucion:

Las columnas que se utilizan para la cromatografia liquida de alta resolucion son de
acero inoxidable, con un diametro interno de 2-5 mm y una longitud variable de 10 a 30 cm,
dependiendo del diametro de las microparticulas de fase estacionaria puede ser de 3-10 pum.

En muchos casos se utiliza una precolumna para eliminar contaminantes y particulas de polvo.

Los equipos de cromatografia liquida de alta resolucion modernos estan equipados con
calentadores de columna, que controlan la temperatura desde la cercana al ambiente hasta

150 °C. Al mantener la temperatura constante se obtienen mejores cromatogramas.
Los materiales de relleno de las columnas dependen de las distintas separaciones.
Basicamente, las microparticulas utilizadas estan compuestas de silice, aluminio o resina.

Pueden ser de dos tipos:

-Particulas enteramente porosas, de forma irregular y diametro 3-10 um.

-Particulas esféricas de superficie porosa, con diametros de 30-60 pum.

Las bombas de presion necesarias son de varios centenares de atmosferas para

conseguir velocidades de flujo razonables con microparticulas de 3-10 um debido a la
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resistencia que ofrecen. Las elevadas presiones que generan las bombas no constituyen un

peligro de explosion, puesto que los liquidos no son muy compresibles.

Se dispone de varios depodsitos de disolvente de un volumen aproximado de 500
mL. Es necesario que estos depodsitos estén acompanados de desgasificadores para eliminar
los gases del disolvente, pues al producir burbujas en la columna se interfiriere en los

resultados.

En la eleccién de la fase movil o disolvente, se debe considerar la 6ptima interaccion
con la fase estacionaria y ademas la separacion debe ser lo mas rapida posible. Los
parametros que determinan el tipo de disolvente a utilizar son: viscosidad, transparencia al
ultravioleta, punto de ebullicién, indice de refraccion, inercia frente a la muestra, resistencia a la

corrosion, toxicidad, precio y mantenimiento.

El sistema de inyeccion de muestra se basa en "asas de muestreo", son bucles o
valvulas dosificadoras que permiten una aplicacion cuantitativa y reproducible a presion
elevada. Proporcionan una seleccion del tamafio de la muestra que va desde 5 a 500 pL. La
muestra se pasa primero al bucle sin presion, para luego pasar a la columna accionando el flujo

del disolvente con una llave de varias vias o valvulas de membrana.

La muestra no debe contener sdlidos para que no se atasque la columna, si es
necesario debera filtrarse primero a través de un filtro de membrana o precolumna. Lo mejor es
disolver la muestra en el eluyente que se vaya a emplear en la separacion. El volumen
inyectado de muestra debe ser lo mas pequefio posible, para que los resultados aparezcan

mas nitidos.

Para la cromatografia liquida de alta resolucion se emplean distintos detectores
dependiendo de la naturaleza de la muestra.

9.2.2. Detectores.

Uno de los mayores retos en el desarrollo de la cromatografia de liquidos ha sido el
perfeccionamiento de los detectores. Un detector de cromatografia liquida de alta resolucién
debe tener un volumen interno minimo a fin de reducir las interferencias en la medicion de la

muestra.

Los detectores en cromatografia de liquidos son de dos tipos. Los detectores basados

en las propiedades de la disolucién comparan el cambio global de alguna propiedad fisica de la
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fase movil con y sin soluto eluido, tal como el indice de refraccion, la constante dieléctrica, la
densidad que se modifica por la presencia de los analitos. Estos detectores responden a un
conjunto amplio de solutos, pero suelen ser poco sensibles.En contraste, los detectores
basados en una propiedad del soluto responden a alguna de las propiedades fisica o fisico-
quimica del soluto, como la absorbancia ultravioleta, fluorescencia, o intensidad de difusion,

electroquimicos que no son propias de la fase movil.

9.3.2.1. Detectores de absorbancia.

Los detectores de absorbancia ultravioleta son los mas utilizados en cromatografia
liquida de alta resolucion y la modificaciéon mas importante es disefiar adecuadamente la celda
de flujo, en la Figura 9.2 muestra el esquema de una celda de flujo en forma de Z para la
medida de la absorbancia de los efluentes en una columna cromatografica. El volumen de las
celdas debe ser lo menor posible lo cual se limita de 1 a 10 yL y las longitudes de la celda van

de 2 a 10 mm , la celda debe ser capaz de soportar presiones de varias atmédsferas

De la columna

1/
/

,il,‘ Ventanas

¥// de cuarzo

Fuente UV — f', — —= Detector

1
Al desecho

Fig. 9.2 Detector de absorbancia

Muchos detectores de absorbancia son dispositivos de doble haz, en los que uno de los
haces pasa por la cubeta de flujo y el otro a través de un filtro que reduce su intensidad. Para
comparar las intensidades de los dos haces se utilizan detectores fotoeléctricos contrastados.
También se utilizan instrumentos de un solo haz. En este caso las medidas de intensidad del
disolvente se almacenan en la memoria de un ordenador y al final se recuperan para el calculo

de la absorbancia.
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9.3.2.2. Detectores de absorbancia de radiaciéon ultravioleta con filtros.

Los detectores de absorcion de luz ultravioleta mas simples son los fotébmetros de filtros
con una lampara de mercurio como fuente. En estos casos se aisla la linea intensa a 254 nm
por medio de filtros; en algunos equipos también se pueden utilizar las lineas a 250, 313, 334 y
365 nm empleando otros filtros. Este tipo de detector se utiliza de forma restringida para
aquellos solutos que absorben a alguna de estas longitudes de onda. Algunos grupos
funcionales organicos y diversas especies inorganicas exhiben una banda ancha de absorcion

a una o mas de esas longitudes de onda.

9.3.2.3. Detectores de absorbancia ultravioleta con monocromadores.

Algunos instrumentos de cromatografia liquida de alta resoluciéon cuentan con
detectores de radicacion ultravioleta que consisten en un espectrofotémetro de barrido con
Optica de red, otros se limitan a la radiacion ultravioleta; mientras que otros abarcan la

radiacion ultravioleta y la visible.

Los detectores espectrofotométricos de ultravioleta mas potentes son los instrumentos
de rearreglo de diodos. Este tipo de instrumentos permiten obtener datos de un espectro
completo en aproximadamente un segundo. De esta forma los datos espectrales para cada

pico cromatografico se pueden recoger y almacenar a medida que van saliendo de la columna.

9.3.2.4. Detectores de absorcién de radiacién de infrarrojo.

En los detectores de absorcion de radiacion de infrarrojo, existen dos tipos de
detectores de radiacion de infrarrojo. El primero con barrido de longitud de onda que se
proporciona a través de tres segmentos de filtros semicirculares. El segundo, mucho mas
sofisticado, es un tipo de detector infrarrojo que se basa en los instrumentos de transformada
de Fourier. Las celdas de los detectores de infrarrojo son semejantes a las de radiacion
ultravioleta, excepto en que las ventanas se construyen de cloruro de sodio o de fluoruro de
calcio. Las longitudes de la celda oscilan de 0.2 a 1.0 mm, y los volumenes de 1.5 a 10 pL. Los
instrumentos de infrarrojo mas sencillos pueden trabajar a una o mas longitudes de onda;
alternativamente, se pueden obtener los espectros de los picos parando el flujo en su tiempo
de elucion. Una de las mayores limitaciones al uso de los detectores de infrarrojo se debe a la
baja transparencia de muchos de los disolventes que se utilizan. Por ejemplo, las bandas
anchas de absorcion infrarroja del agua y de los alcoholes impiden practicamente el uso de

este detector para muchas aplicaciones.
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9.3.2.5. Detectores de radiacion fluorescente.

Un cierto numero de compuestos quimicos tienen propiedades fluorescentes, esto es,
pueden absorber radiacion electromagnética de una determinada longitud de onda y emitir
radiacion fluorescente a longitud de onda mas larga. Son compuestos tipicamente

fluorescentes aquellos sistemas ciclicos con un alto grado de conjugacion

Los detectores de fluorescencia para cromatografia liquida de alta resolucién son
semejantes en disefio a los fluorimetros y espectrofluorimetros. En la mayoria de ellos, la
fluorescencia se detecta por medio de un detector fotoeléctrico colocado perpendicularmente
respecto al haz de excitacion, la cual suele originarse por una lampara de xendn o deuterio y
seleccionar la longitud de onda adecuada mediante los correspondientes filtros. Los futuros
desarrollos en los detectores de fluorescencia probablemente se basaran en el uso de fuentes
de laser sintonizables, las cuales permiten una mayor sensibilidad y selectividad. Una ventaja
inherente a los métodos de fluorescencia es su alta sensibilidad, que resulta ser mas de un

orden de magnitud mayor que la de los sistemas de absorbancia.

Los detectores de fluorescencia se caracterizan por ser especialmente sensibles, si
bien, responden solo a la limitada gama de analitos que tienen propiedades fluorescentes. Con
objeto de incrementar su aplicabilidad, es posible comunicar fluorescencia a determinados
analitos mediante el uso de reactivos apropiados. En cromatografia de liquidos se ha
aprovechado esta ventaja para la separacion y determinacién de los componentes

fluorescentes de las muestras.

9.3.2.6. Detectores de indice de refraccion.

El detector de indice de refraccion es, posiblemente, el que mas se aproxima al
detector universal ideal, ya que, en principio, el indice de refraccion (IR) de la fase movil debera
modificarse por la presencia de cualquier soluto que tenga un indice de refraccion diferente de
ella. Por ello, la comparacion del indice de refraccion de la fase movil pura con el de los
efluentes que salen de la columna cromatografica, indicara la presencia de cualquier soluto

eluido.

Estos detectores miden la diferencia de indice de refraccion entre el disolvente, que en
su camino hacia la columna pasa a través de una mitad de la celda y el efluente de la columna
que pasa por la otra mitad. Los dos compartimentos estdn separados por una placa de vidrio
montada a un angulo de modo que si las dos disoluciones difieren en el indice de refraccion se

produce una desviacion de un haz de luz incidente. El desplazamiento del haz con respecto a
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la superficie fotosensible del detector provoca una variacion de la sefial de salida, la cual, una

vez amplificada y registrada, proporciona el cromatograma.

Los detectores de indice de refraccion tienen la ventaja de que responden a casi todos
los solutos, es decir, son detectores universales analogos a los detectores de llama en
cromatografia de gases. Ademas, son fiables y no dependen del caudal. Sin embargo, son muy
sensibles a los cambios de temperatura y se han de mantener a una temperatura constante en
unas pocas milésimas de grado centigrado. Por otra parte, no son tan sensibles como la
mayoria de los otros detectores, y por lo general no se pueden utilizar en la elucion con
gradiente. Otra desventaja de este tipo de detectores es que son muy sensibles a los cambios
de temperatura, la cual debe ser controlada con fluctuaciones de + 0.0001 °C. Por otra parte,

no resultan adecuados para trabajar con la modalidad de elucion por gradiente.

9.3.2.7.  Detector de dispersion de luz.

En el detector de dispersion de luz, el efluente de la columna se pasa a un nebulizador
donde se convierte en una fina niebla mediante un flujo de nitrdgeno o aire. Las finas gotitas se
llevan a través de un tubo de conduccion a temperatura controlada, donde tiene lugar la
evaporaciéon de la fase movil, lo que origina unas finas particulas de analito. La nube de
particulas de analito pasa a través de un haz laser. Mediante un fotodiodo de silicio se detecta

la radiacion dispersada perpendicularmente al flujo.

Una de las mayores ventajas de este tipo de detector es que su respuesta resulta ser
aproximadamente la misma para todos los solutos no volatiles. Ademas es notablemente mas

sensible que el detector de indice de refraccion.

9.3.2.8.  Detectores electroquimicos 63,

La deteccion electroquimica ofrece ciertas ventajas respecto a otros métodos de
deteccion, en orden a su especificidad, sensibilidad y amplia aplicabilidad, especialmente para
compuestos organicos. En este sentido, cualquier especie capaz de ser oxidada o reducida
sobre un electrodo es susceptible de deteccidn via electroquimica en una variedad de matrices,
como medio ambientales, farmacéuticas y quimicas. Por ejemplo, fenoles, aminas, perdxidos y
mercaptanos pueden detectarse por oxidacién, mientras que hidrocarburos no saturados,
cetonas, aldehidos y nitrocompuestos aromaticos son detectados por procesos de reduccioén.
Las técnicas electroquimicas mas utilizadas con esta finalidad son la amperometria,

voltamperometria, la conductimetria y culombimetria®.
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En los detectores amperométricos se aplica un determinado potencial al electrodo de
trabajo y se mide la intensidad de la corriente resultante de la reaccion electroquimica que
ocurra en dicho electrodo. La superficie de este electrodo suele ser muy pequefia (menor de
0.5 cmz), por lo que la electrdlisis del analito es incompleta. Cuando se usan electrodos de gran
area superficial, puede tener lugar una reaccién cuantitativa sobre el electrodo, y entonces se
tiene la deteccién culombimétrica. Por su parte, la deteccion voltamperométrica (incluida la
polarografica) implica la aplicacion de una diferencia de potencial variable al electrodo de
trabajo seguida de la medida de la intensidad de la corriente resultante de la reaccion

electronica.

Los detectores amperométricos consisten simplemente en un electrodo de trabajo
(carbodn vitreo) en la pared de la columna por donde el analito fluye a través de la superficie del
electrodo, la reaccion quimica puede ocurrir cuando el analito pierde uno o mas electrones (es
decir, se oxida), estos electrones se detectan como flujo actual a través del electrodo de
trabajo. La corriente que atraviesa la celda electroquimica en todo momento esta en funcion
lineal del numero de moléculas que son oxidadas en la superficie de la celda a determinado
tiempo. La sensibilidad intrinseca es dependiente de dos factores principales: el potencial de la
oxidacioén del analito y la constante de equilibrio para la adsorcién de la celda. La desventaja de
los detectores amperométrico es que son ineficaces debido a la limitacion en la transferencia
de masa, por que solo una pequefia fraccion del analito total en la corriente del flujo,
tipicamente menos del 10 %, difunde realmente sobre la superficie en la conversion

electroquimica de las especies en el electrodo.

En el caso de los detectores culombimétricos son disefiados para evitar esta limitacion.
En el esquema culombimeétrico, el analito atraviesa una matriz porosa (carbon tipicamente
poroso). Estos detectores son de dos a cinco veces mas sensibles que los detectores
amperimétricos, con limites de deteccion de 2 a 3 6rdenes de magnitud. Si varios detectores
culombiométricos se arreglan en serie con potenciales sistematicamente incrementados, se
genera un cromatograma de dos dimensiones. Un cromatégrama con un acoplamiento con
detectores electroquimicos proporciona varias ventajas estratégicas sobre una grabacion de un
solo canal. Primero, se puede ajustar la celda en la corriente de flujo proxima a potenciales
bajos para oxidar sustancias de interferencia y para simplificar el cromatégrama en los ultimos
canales. En segundo lugar, la polaridad de varias celdas en una serie se puede ajustar para
reducir a los analitos dentro de la corriente especifica de flujo. Los productos de la reduccién se
pueden entonces medir en estos Ultimos canales, esta estrategia aumenta a veces la

sensibilidad.
En un arreglo multidimensional los detectores electroquimicos pueden proporcionar un

diagrama de diagnostico llamado un voltamperograma hidrodindmico. Cuando los potenciales

de la oxidacién de varias celdas se arreglan y emparejan a la velocidad de la corriente del flujo,
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un analito se oxida a través de tres a cuatro canales, entonces se genera un voltamperograma
hidrodinamico que es trazando con la fraccion acumulativa de la respuesta actual total en cada
uno de los canales sucesivos. Este diagrama es caracteristico para cada analito de acuerdo al
sistema especificado en los parametros cromatograficos. En un caso particular, al interpolar el
diagrama se permite la determinacion de un potencial de media onda maximo correspondiente
a la oxidacién. Un pico cromatografico que asocia a un pico estandar respecto al tiempo de

retencién de voltamperometria hidrodinamica es, asignable con un alto nivel de confianza.

Los detectores electroquimicos se han utilizado en las separaciones con cromatografia
liquida de alto rendimiento por que pueden ser detectadas muchas biomoléculas, incluyendo
bases anormales del ADN, polifenoles, aminoacidos artificiales y metabolitos de drogas. Los
analitos mas practicos para la cromatografia liquida de alto rendimiento acoplado a detectores
electroquimicos tienen ciertas caracteristicas dominantes. En primer lugar, deben ser oxidables
en los potenciales intermedios (200-900 mV), debajo de estos potenciales los analitos tienden a
auto oxidarse, lo que se refleja en un proceso de separacion rapido de la muestra. En segundo
lugar, los analitos deben ser quimicamente estables en el entorno biolégico y a pH acido,
porque las celdas culombiométricas son vulnerables a las soluciones altamente basicas. Los
compuestos debe ser razonablemente hidrofébicos para ser separados en columnas de
cromatografia liquida de alto rendimiento de fase reversa. Convenientemente, los compuestos
fendlicos satisfacen todos estos criterios. La desventaja principal de la deteccion electroquimica
es que no puede ser empleada en fases moviles de alta fuerza iénica, por que esto implicaria
un componente acuoso significativo. Asi, la cromatografia de la fase normal se emplea
raramente cuando se utiliza detectores electroquimicos y limita la separacion de ciertas

especies.

9.3. Cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector
electroquimico, herramienta para la evaluacion de la capacidad antioxidante.
Cromatografia liquida de alta resolucion como herramienta importante en la
determinacion de capacidad antioxidante de compuestos quimicos, con especial

atencion a la capsaicina.

En recientes investigaciones se ha empleado la técnica de HPLC, acoplado a un
detector coulombimétrico, de los cuales se han obtenido resultados para acidos fendlicos, en
estos casos la capacidad antioxidante o antiradical de algunos compuestos fendlicos es inversa
a su potencial de respuesta maxima del detector, por ejemplo los difenoles y trifenoles tiene
una alta actividad antioxidante y un bajo potencial de respuesta maxima del detector, mientras
que los mono fenoles son menos activos (menos antioxidantes) y responden a un potencial

mas alto, especialmente si su anillo aromatico no es substituido por los grupos metoxi [136, 204,
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271 Cuanto mas alta es su capacidad de actuar como antioxidantes primarios, cuanto mas bajo
es su potencial de la oxidacion, puesto que este valor proporciona una estimacién de la energia
requerida para donar un electron. En el caso de los flavonoides su eficacia como antioxidantes
se puede explicar parcialmente por su comportamiento electroquimico, principalmente por el
valor de energia baja requerida para donar un electrén. Segun los resultados obtenidos con los
flavones, la presencia de un segundo grupo del o-difenol en el anillo mejora claramente la
capacidad antioxidante y la capacidad antiradical, sin embargo, una glucolisacion de los 3
grupos de hidroxido dentro de los flavonoides no modifican perceptiblemente su
comportamiento electroquimico, pero disminuye claramente la capacidad antioxidante o
antiradical, tanto como el nimero de glucésidos aumenta. Esta disminucién puede ser
ocasionada por impedimento estérico creado por los sacaridos, para la prueba en el medio

lipidico disminuya la solubilidad de estos compuestos 15, 214171

Segun el comportamiento voltamperométrico de los compuestos fendlicos
determinados por cromatografia liquida de alta resolucién fase inversa acoplado a una
deteccion culombiométrica, los acidos y los tocoferoles fendlicos demuestran respuesta
maxima del detector en los potenciales bajos (100-450 milivoltio) mientras que los flavonoides
tienen dos ondas de la oxidacion El mas bajo este potencial, el mas alto es la eficacia
antioxidante, demostrando la capacidad de acidos fendlicos de actuar como antioxidantes
primarios. Por el contrario, ninguna relacién se ha establecido para los flavonoides donde
diversos efectos estructurales interfieren en los parametros. Parece que la capacidad
antioxidante de los extractos de la planta se podria predecir rapidamente por cromatografia
liquida de alta resolucién acoplada a un detector electroquimico, solamente cuando los acidos
fendlicos sean los componentes principales del extracto. En los estudios realizados, para la
determinaciéon de capacidad antioxidante de compuestos fendlicos, empleando cromatografia
liguida de alta resolucion acoplada a un detector electroquimico, se han modificado los
electrodos de trabajo, un ejemplo de ello es la modificacion con un polimero de ftalocianina y
niquel en condiciones de inyeccion de flujo, para la evaluacién del BHA, que sirvi6 como
modelo de comprobacion del electrodo modificado, sin embargo es aventurado asegurar que
se pueda emplear como detector amperimétrico en condiciones de cromatografia liquida de

. . . 21,22, 117, 204, 217
alta resolucion, con elucién de gradiente. [21.22, 117, 204, 217]

En relacion con la cromatografia liquida de alto rendimiento, la mayoria de los usos
implican la deteccion por ultravioleta. En un estudio realizado para la determinacion de nueve
antioxidantes fendlicos en aceite de mantequilla y una determinacion simultanea de los mismos
en cosmeticos y preparaciones farmacéuticas, usando una elucion de gradiente lineal, ademas
de realizarse una comparacion entre la electroforesis capilar y cromatografia liquida de alta
resolucion de antioxidantes de la categoria alimenticia. En comparacion a la deteccion

electroquimica que se ha utilizado para detectar algunos antioxidantes en muestras del aceite y
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de alimentos. La cromatografia liquida de alta resolucion con detector electroquimico ha
demostrado ser un complemento muy util comparado con la deteccidn ultravioleta en el analisis
de las mezclas, donde se plantean los problemas de interferencia que no pueden ser resueltos

con espectros ultravioleta [26, 117, 176,179)

El uso de la cromatografia liquida de alta resolucion en la cuantificacion de los
capsaicinoides y los dihidrocapsaicinoides componentes del chile que han sido estudiados para
determinar las causas de su pungencia, su habilidad para hacer estornudar, como irritante de la
piel, e inhibidor y promotor de sustancias P. este conjunto de sustancias, capsaicinoides y
dihidrocapsaicinoides, han sido separados e identificados por cromatografia liquida de alta
resolucion y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Uno de los primeros
métodos cromatograficos es el empleado por Woodbury con detectores de radiacion
ultravioleta y de fluorescencia, sin embargo los capsaicinoides absorben fuertemente estas
radiaciones, lo que ocasiona que no se pueda diferenciar entre dos capsaicinoides distintos.
Hoffman desarroll6 un método que utiliza un estandar externo disponible en el comercio de
estructura quimica similar a la de los componentes que son evaluados. El uso de cromatografia
liquida de alta resolucion acoplada a un detector electroquimico se ha reconocido desde 1952,
ha ganado renombre nunca alcanzado por un electrodo de mercurio, ni por las celdas grandes
de volumen muerto, en el caso de la cromatografia liquida de alta resolucion los detectores
electroquimicos proporcionan volimenes muertos en el orden de microlitros, lo que se logra al

reducir al maximo la extension de la columna "> 91,

A partir de 1977, diversos grupos han determinado capsainoides por cromatografia de
gases y cromatografia liquida de alto rendimiento. En cromatografia de gases el se requiere
que los compuestos de estudio sean lo suficientemente volatiles para la determinacion, esto
limita su uso. Por lo que la cromatografia liquida de alto rendimiento es ampliamente utilizada
por investigadores y laboratorios comerciales. El andlisis propuesto para cromatografia liquida
de alto rendimiento de fase reversa no se requiere de un tratamiento especial previo de la
muestra y su sensibilidad es adecuada para las concentraciones de capsainoides que se
encuentran comunmente en productos alimenticios. La mayoria de los detectores acoplados a
cromatografia liquida de alta resolucion descritos en la literatura han determinado con éxito a la
capsaicina, nordihidrocapsaicina, y la dihidrocapsaicina y en ninguno se considera apremios de
tiempo o dinero, pues cumplen con el objetivo de determinar los tres capsainoides mas
importantes en chiles disponibles a un costo razonable. Puesto que en los estudios de
determinacion de capsaicinoides el contenido es un requisito obligatorio, se han usado varias
técnicas analiticas y diversos métodos para su cuantificacion, cromatografia de papel,
cromatografia de capa fina y cromatografia liquida de alto rendimiento, como técnicas de
separacién y espectroscopia del ultravioleta visible como técnicas de la deteccion. El uso de la

cromatografia liquida de alta resolucién en la cuantificacion de diferentes capsaicinoides y
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dihidrocapsaicinoides, asi como las causas de su pungencia, su habilidad para hacer

estornudar, como irritante en la piel, e inhibidor y promotor de sustancias P [26. 70,95, 99]

Se han descrito de manera muy ligera, las principales caracteristicas de la
cromatografia liquida de alta resolucion con diferentes detectores. Recientemente, se ha
propuesto como herramienta en el estudio de la capacidad antioxidante de vinos, frutos,
vegetales, de interés en este estudio la capsaicina La deteccion electroquimica es conocida por
su capacidad para detectar cantidades a niveles de trazas de compuestos en matrices
complejas debido a su excelente sensibilidad y selectividad. A diferencia de lo que ocurre en
otros ensayos que mide la capacidad antioxidante, las reacciones electroquimicas ocurren en
la superficie del electrodo, se utilizan con mayor eficiencia en el analisis de una muestra que se
confina a una pelicula fina de electrélito soporte adyacente al electrodo. Comparada con otras
técnicas electroquimicas similares como polarografia, es insignificante la fraccion de la muestra
que contribuye a la informacion que se obtiene de los fenoles, moléculas que pueden ser
oxidadas electroquimicamente, lo que sugiere que la cromatografia liquida de alta resolucién
acoplada a un detector electroquimico proporciona datos importantes para los analisis

cuantitativos a bajos niveles #" 2% 1171,

El grado de capsaicinoides presentes en las muestras puede ser resuelto por analisis
instrumental o métodos sensoriales. En los articulos publicados al respecto los métodos
sensoriales son empleados para determinar el picor de los chiles y los métodos instrumentales
para determinar la cantidad de capsaicinoides. Los problemas que presentan estos métodos
son largo tiempo de extraccidon, baja reproducibilidad y dificultad en la preparacion de la
muestra. En cromatografia liquida de alta resolucion la recuperacion de la capsaicina y del
dihidrocapsaicina son 90 y 92 %, respectivamente, capsicina (21.88-53.05 mg/100 g) y
dihidrocapsaicina (11.53-40.63 mg/100 g). En cromatografia liquida de alta resoluciéon los
capsaicinoides pasan por una columna de longitud acorde al tamafio de la cadena alifatica
lateral en un sistema agua/metanol, él cual ofrecié las mejores condiciones para la separacién
de los capsaicinoides. Sin embargo solo se han se han identificado los capsaicinoides
principales presentes en los chiles jalapefio y habanero Fig. 9.3 y 9.4. Se han estudiado con
cromatografia liquida de alta resolucion de diferentes chiles, en la separacién de sus
componentes se ha obtenido que los capsaicinoides que se encuentran en mayor proporciéon
son la capsaicina y la dihidrocapsaicina, figura 9.3, donde se observa que en las primeras
fracciones se encuentra la capsaicina en un tiempo de retencién de 4.837 min y la
dihidrocapsaicina aparece en las subsecuentes fracciones en un tiempo de retencion de 6.62
min, en el caso de chile jalapefio, sin embargo no existe una variacion importante en tiempo de
retencion para cada componente en el chile habanero, Fig. 9.4. La separaciéon por
cromatografia liquida de alta resolucion se ha optimizado el tiempos de retenciéon, composicién

de la fase movil (acido formico del acetonitrilo/0.5 % en H,0), longitud de la columna y los
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valores de capacidad del embalaje de columna (k). La identificacion individual de cada
capsaicinoide se basa en tiempos de retencion y picos individuales de cada espectro. La
cuantificacion se basa en la respuesta ultravioleta a 280 nm en cromatografia liquida de alta
resolucion y en la recuperacion de las muestras. En cromatografia liquida de alta resolucion
cuyo limite de deteccion de aproximadamente 15-30 ng, se ha utilizado con éxito para
cuantificar niveles de capsaicinoides en diferentes partes del chile como pericarpio, placenta,
semillas, tapa, centro, y las partes bajas de chiles enteros Fig. 9.5, en 17 especies de chiles y
en 23 alimentos que contiene algun tipo de picante. Los componentes de la mezcla natural de
capsaicinoides se han separados por cromatografia liquida de alta resolucion, y se encontré
que las primeras fracciones son los capsaicinoides que se caracterizan por la presencia de un
doble enlace en la cadena acil, y en las demas fracciones se encuentran componentes que no
pertenecen al grupo de los capsaicinoides los cuales sélo tienen enlaces sencillos en la cadena
acil. La pureza de cada una de las fracciones es cuantificada por medio de espectroscopia
ultravioleta visible. Se han estudiado diferentes chiles con cromatografia liquida de alta
resolucion, la separacion de sus componentes se ha obtenido que los capsaicinoides que se

encuentran en mayor proporcién son la capsaicina y la di-hidrocapsaicina, ademas de destacar

que en los chiles la mayor cantidad de capsaicina se encuentra en la placenta 1171, 172, 183,220
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Fig. 9.3 Cromatograma del chile jalapefio, obtenido por cromatografia liquida de alta resolucién
acomplada a un detector de radicacién ultravioleta
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Fig. 9.4 Cromatograma del chile habanero, obtenido por cromatografia liquida
de alta resolucion acomplada a un detector de radicacion ultravioleta

En los estudios referentes a derivados capsaicinoides y capsinoides, la literatura
incluye determinaciones cromatograficas con un detector electroquimico que se han empleado
en la separacioén y cuantificacion de estos compuestos, principalmente en la proporcién de la
capsaicina dentro del mismo fruto. Se han estudiado extractos de la placenta, las semillas y
Septum, en un sistema de cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector
electroquimico, con un sistema de tres electrodos, electrodo de trabajo de pasta de carbono,
electrodo de referencia Ag/AgCl y Pt como electrodo auxiliar, en electrolito soporte a pH
controlado, pH= 4. Del cual se obtiene un cromatograma tipico de capsaicina que se muestra
en la figura 9.6 A, donde se observa la sefial de la capsaicina a 20.5 min y una sefial en 18.8
min correspondiente a la dihidrocapsaicina,con detectores elctroquimicos se observa en las
primeras fracciones a la dihidrocapsaicina, después a la capsaicina ambas regularmente
vienen juntas debido a que su estructura es muy parecida, en la grafica se muestra una sefal
bien definida, simétrica, crece linealmente en funcién de la concentracion, es decir, la
capsaicina se encuentra en mayor proporcién, comparada con otros capsaicinoides Fig 9.6 B.
Este analisis da pauta a estudios de contenido de capsaicina en productos comerciales, lo que

proporciona interés adicional a la técnica a nivel industrial [138, 176)
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Fig 9.5 Estructura externa de un chile, la proporcion de capsaicina y
dihidrocapsaicina varian dependiendo de la parte del chile a estudiar.
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Fig. 9. 6 Cromatograma de capsaicina (100 mg mL™") obtenido por cromatografia

liquida de alta resolucion acomplada a un detector electroquimico

Otras investigaciones han centrado su estudio en derivados no pungentes los
capsinoides aislados de un chile dulce, el cual ofrece ventajas similares a sus analogos
capsaicinoides con un sabor mas suave, se han cuantificado usando una variedad de
metodologias analiticas como cromatografia de gases con detectores de captura de electron o
de espectrometria total, también cromatografia liquida de alto rendimiento con un detector de
arreglo de fotodiodo o con espectrometro de masas, la cromatografia de capa delgada se ha
utilizado para separar e identificar con éxito capsaicinoides. La espectroscopia de resonancia

magnética nuclear y la espectroscopia infrarroja fueron utilizadas para aclarar las estructuras
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del capsiato, dihidrocapsiato, y nordihidrocapsiato. La informacion que se obtiene de la
cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un detector electroquimico ha sido
empleada en las investigaciones sobre la capacidad antioxidante de los capsinoides, por que
es capaz de analizar antioxidantes primarios que sean electro activos. Ademas de evaluar la
capacidad antioxidante de matrices complejas, extractos de plantas, en lo que se ha estudiado
la estructura de los compuestos fendlicos, su capacidad antioxidante y su comportamiento
electroquimico. La capacidad antioxidante determinada por cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a un detector electroquimico se basa en la aceleraciéon de la auto

oxidacion del metil linoleato a anihidro dodecano, utilizando condiciones fuertes de oxidacion
[179, 204, 217]

Diversos métodos, incluyendo métodos organolépticos (Prueba organoléptica) de
Scoville, espectrofotometria, cromatografia de capa delgada, cromatografia liquida de alto
rendimiento y cromatografia de gas, para la cuantificacion de capsaicinoides de los chiles y de
las oleoresinas. El método organoléptico Scoville, ha sido sustituido por la cromatografia liquida
de alto rendimiento en la determinacién de los componentes que dan las caracteristicas
picantes de los chiles por que se considera el mas confiable y mas exacto para determinar la
cantidad de capsaicina y la acritud en una muestra de chiles. En los ultimos afos, la
cromatografia liquida de alto rendimiento fase inversa se ha convertido en el método
frecuentemente usado para el analisis de capsaicinoides debido a su rapidez y confiabilidad,
utiliza una columna convencional C-18 para separar los tres capsaicinoides principales
presentes en los chiles picantes (capsaicina, dihydrocapsaicina y nordihydrocapsaicina), asi
como el grado de picor en unidades de scoville (SHU del inglés Scoville heat units) que
corresponden a la concentracion de capsaicinoides calculada. Ademas se ha analizado el
contenido de capsaicinoides en los diferentes tejidos del fruto de Capsicum annumm, asi como
la separacion de los principales componentes capasaicina, dihidrocapasaicina y

norhidrocapsaicina a los cuales les confieren el grado de picor a los diferentes chiles [16. 95, 991

Se ha encontrado que el contenido de capasaicinoides y el picor estan relacionados
con el nivel de maduracion de este cultivo, se puede esperar en un alto nivel si solamente se
analizan los tejidos placentarios, aqui es donde se produce la capsaicina, mientras que en las
glandulas de la placenta, el pericarpio y las semillas, que forman el bulto mas grande de la
frutas enteras contienen la cantidad minima de capsaicina. Por otra parte, puesto que todos los
cultivos contienen mas de 0.1 % capsaicinas y sus niveles del picor son mayores de 3000-4500

SHU, pueden servir como fuente potencial de capsaicina.

145



CONCLUSIONES

10.- Conclusiones

La diversidad de compuestos de origen natural con propiedades antioxidantes ha
impulsado el desarrollo, renovacion e invencion de ensayos que permitan evaluar su capacidad
antioxidante de manera directa, uno de los mas importantes que esta en desarrollo y que

proporciona informacion eficiente y a bajo costo son las técnicas electroquimicas.

Las técnicas electroquimicas nos permite determinar varios compuestos biolégico
importantes y también minimiza el consumo de la muestra con suficiente sensibilidad y con

limites de deteccidén bajos.

La voltamperometria ciclica también se ha utilizado para la evaluacion de la capacidad

antioxidante de varios polifenoles y de sus mezclas.

Los antioxidantes de poco peso molecular son un grupo de moléculas absolutamente

pequenas que proporcionan electrones que protegen otras moléculas contra la oxidacion.

El comportamiento del antioxidante observado para la capsaicina es debido sobre a la
presencia del grupo fenol en la molécula y no al grupo amida. En el caso de la
dihidrocapasaicina, la capacidad antioxidante es menor a la de la capsaicina por la ausencia

del doble enlace en la cadena alifatica.

La capacidad antioxidante de los polifenoles es consecuencia de su capacidad para

donar H" y estabilizar el radical.

Existe una relacion entre la capacidad antioxidante y el potencial maximo de oxidacion
en voltamperometria ciclica. A mayor nimero de grupos hidroxi como sustituyentes en el anillo

aromatico, menor es el potencial de oxidacion y por lo tanto mayor su capacidad antioxidante.
Existe un amplio campo de estudio referente al descubrimiento de nuevas sustancias

con propiedades antioxidantes, asi como amplio es el camino de estandarizacion de ensayo

que permitan realizar experimentos, de los cuales obtengamos informaciéon comparable.
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