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Resumen

En el presente trabajo se desarrollé un sistema de analisis por inyeccién en flujo (FIA), para
determinar la capacidad antioxidante de compuestos puros y extractos de vainilla, empleando el
ensayo de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC). La configuraciéon del sistema se
llevé a cabo utilizando tuberias de tefldn, las cuales transportaban los reactivos y/o muestras a un
reactor separador de nitrdgeno con division de membrana, empleando caudales configurados
mediante una bomba peristdltica y finalmente registrando sefales analiticas con un detector de
fluorescencia.

Las sefales obtenidas por FIA adoptan formas de pico, que representan al bolo de inyeccidn
presente en el sistema. Estos picos en algunas ocasiones se asemejan a una campana gaussiana,
teniendo en los extremos a la zona mas diluida del bolo y en la parte central la zona mas
concentrada. Una forma de cuantificar reacciones por sistemas FIA, es medir el incremento o
disminucién de estos picos en funcidn de la concentracién de diferentes muestras. El ensayo ORAC
se fundamenta en la capacidad del reactivo 2,2'-azobis- (2-amidino-propano) (AAPH), para formar
radicales perdxilo a partir de un azocompuesto a 37°C y reaccionar con una sonda fluorescente
(usualmente fluoresceina), relacionando el grado de reaccion con la pérdida de fluorescencia de la
sonda, de esta manera si usamos un antioxidante para proteger la pérdida de la fluorescencia,
podemos determinar su capacidad antioxidante asociada al grado de reaccion. Debido a que en un
sistema FIA no es necesario que las reacciones alcancen un equilibrio ni fisico ni quimico para llevar
a cabo determinaciones analiticas, fue posible realizar la reaccidn del ensayo ORAC en la zona mas
diluida del bolo de inyeccién. De esta manera la sefial obtenida (pico) al efectuar la reaccion, se
conformo por dos partes: una seiial positiva que representa a la zona mas concentrada del bolo de
inyeccién que no reacciona, y una sefal negativa la cual representan a la zona mas diluida del bolo
de inyeccidon que si ha reaccionado. El analisis del presente trabajo se enfocd en la sefial negativa,
debido a que en ésta zona es donde se logré efectuar la reaccién y se cuantificd la capacidad
antioxidante, teniendo en consideracidn que al inyectar un antioxidante al sistema, la parte negativa
del pico disminuia a medida que se incrementaba la concentracidn del antioxidante usado.

La optimizacion del sistema FIA se realizé mediante un disefio de experimentos en los que se
estudiaron la influencia del caudal, la temperatura, las concentraciones de los reactivos AAPH vy
fluoresceina, el volumen de inyeccidn, asi como la velocidad de muestreo y tiempo de integracion
del detector. Se construyeron curvas de calibracién empleando estandares de trolox y se determiné
la capacidad antioxidante en muestras de extractos de vainilla y estandares de polifenoles. Las
correlaciones entre capacidades antioxidantes obtenidas por el método ORAC empleando un
sistema FIA y sistema de deteccién en microplacas de 96 pozos, fueron superior al 99%. Se demostré
que el andlisis puede llevarse a cabo por FIA y correlacionarse directamente con una determinacién
de uso convencional.

El sistema FIA presentd ventajas entre las que se encuentran un incremento de 5 veces en la
sensibilidad en comparacion con el método en microplaca, la reduccion de la manipulacién de
reactivos por parte del analista, y principalmente el acortamiento del tiempo de analisis de 90 min
a 5 min. Una caracteristica notable de la determinacién de la capacidad antioxidante por el método
ORAC-FIA, fue poder utilizar los factores de dispersion del sistema para cuantificar en una zona



diluida del bolo de inyeccidn, permitiendo asi medir la capacidad antioxidante de manera inmediata,
sin la necesidad de utilizar un tiempo prolongado de reaccion.

1. Introduccion

Los métodos analiticos con enfoque clasico, donde cada muestra que se analiza es asignada a un
contenedor donde se realizan los pasos de un ensayo deseado (lote), requieren un consumo de
tiempo prolongado y son propensos a errores del analista, especialmente en la fase pre-analitica
(preparacién de muestra), causando interpretaciones incorrectas en la fase analitica (deteccion).
Los errores en la fase pre-analitica son atribuidos, principalmente, al pipeteo de volimenes
pequefios (del orden de microlitros o menos), a procesos de extraccidon, procesos de
preconcentracion, etc.

Una de las soluciones mas prometedoras para disminuir los errores en la fase pre-analitica, es la
implementaciéon de métodos automaticos basados en flujo. Existen trabajos que presentan varias
caracteristicas, tales como: simplicidad, versatilidad, bajo costo y reduccién en consumo de
muestras tanto en compuestos puros como en matrices complejas, pretratamiento de muestras en
linea con la deteccién, etc. En 2018 Kurbanoglu y colaboradores publicaron una revisidon de
metodologias electroquimicas enfocadas a la deteccién de compuestos farmacéuticos y
bioldgicamente importantes empleando sistemas de analisis por inyeccion en flujo (FIA) desde el
afio 2000 a 2018 (Kurbanoglu et al., 2018), en el cual se cumplen varias de las caracteristicas antes
mencionadas. Otro ejemplo es el trabajo publicado en 2018 por Jaccoulet, el cual nos presenta un
método rapido (menos de 30 segundos) para reconocer y cuantificar anticuerpos por FIA (Jaccoulet
et al., 2018).

FIA se basan en una combinacién de tres principios: inyecciéon de muestra, dispersidn de la zona de

muestra inyectada y sincronizacién reproducible de su movimiento desde el punto de inyeccién y
hacia el detector. Por lo tanto, a diferencia de otros métodos de analisis instrumental, las reacciones
quimicas tienen lugar mientras el material de la muestra se estd dispersando dentro del reactivo
portador, es decir, mientras que el proceso de dispersion estd formando el gradiente de
concentracién de la zona de la muestra. Por esta razdn, la dispersion es el tema central de los
sistemas FIA. Los procesos anteriores son estrictamente reproducibles en todos los ciclos de
muestreo para todas las muestras inyectadas, por lo tanto, se reducen los errores y se mejora la
repetibilidad y reproducibilidad de los resultados.

Para determinaciones por espectrofotometria, fluorescencia o quimioluminiscencia, el analito se
debe convertir en un compuesto medible por un detector determinado. Los requisitos previos para
realizar tal ensayo son que durante el transporte a través del sistema FIA, la zona de muestra se
mezcle con reactivos y se permita un tiempo suficiente para la producciéon de un compuesto en una
cantidad detectable. Sin embargo, se debe enfatizar que ni la mezcla homogénea ni el logro del
equilibrio quimico ("estado estable") son condiciones limitantes para que un ensayo basado en
inyeccion de flujo se realice con éxito (Kolev, 2008).

La sefial transitoria observada tipicamente por un detector, durante el paso de la zona de muestra
dispersa tiene la forma de un pico; la altura, el ancho o el drea de este pico estan relacionados con
la concentracion del analito. El intervalo de tiempo entre la inyeccidn de muestra y el pico maximo,
qgue produce la sefal analitica, es el tiempo de residencia durante el cual tiene lugar la reaccion
quimica. En ausencia de reacciones quimicas cuando el detector responde lineal e
instantaneamente a las especies inyectadas, no hay diferencia si se mide la altura del pico, el drea o



el ancho del pico, ya que todas proporcionan informacién util, aunque la concentracién del material
inyectado estd relacionada con cada uno de estos parametros de una manera diferente.

Una muestra en solucién, contenida en un bucle de inyeccidn antes de la inyeccidn, es homogénea
y tiene una concentracion inicial original, si pudiera ser escaneada por un detector, daria una sefial
cuadrada cuya altura seria proporcional a la concentracién de la muestra. Cuando se inyecta la zona
de muestra, sigue el flujo de la solucidn portadora, formando una zona dispersa cuya forma depende
de la geometria de la tuberia y el caudal. Por lo tanto, la curva de respuesta tiene la forma de un
pico que refleja un gradiente de concentraciéon, dentro del cual ningin elemento del fluido tiene la
misma concentracion de material de muestra (Ruzicka, 2018). Sin embargo, es util ver este gradiente
de concentraciones como elementos individuales del fluido, ya que cada uno de ellos tiene una
cierta concentracion de material de muestra, y cada uno de estos elementos es una fuente potencial
de lectura, para efectuar una reaccion.

En los ultimos afios, los antioxidantes se han convertido en compuestos indispensables del mundo
nutricional, a tal grado que en numerosas publicaciones son denominados desde “moléculas
maravillosas” a “moléculas fisioldgicas”, debido a que representan un papel importante en las vias
metabdlicas y protegen a las células en términos de su capacidad antioxidante contra dafo celular
oxidante como trastornos neurodegenerativos (Alzheimer, Parkinson, esclerosis multiple, pérdida
de memoria, depresidon, etc.) y enfermedades cardiovasculares (aterosclerosis, cardiopatia
isquémicas, hipertrofia cardiaca e hipertension) (Rajendran et al., 2014). En la industria de los
alimentos y en el analisis de nuevos productos antioxidantes para alimentos, es necesario el andlisis
de capacidad antioxidante por mas de un método analitico. Entre los mas comunes se encuentra el
ensayo de capacidad de absorcidon de radicales de oxigeno (ORAC) que se fundamenta en la
capacidad del reactivo 2,2’-azobis(2-metilpropianamidino)dihidroclorado (AAPH), para formar un
radical peréxilo capaz de oxidar diversos compuestos.

Desde una perspectiva quimica y bioldgica, se sabe que las cadenas de carbonos insaturados que
contienen las cadenas lipidicas pueden presentar abstraccién de hidrégenos, dando como resultado
un radical altamente reactivo que en presencia de oxigeno molecular forma un radical perdxilo
lipidico. Los radicales peroéxilo son los acarreadores de cadenas de reaccién y pueden oxidar aun
mas el lipido, produciendo hidroperéxidos lipidicos (LOOH), que a su vez se descomponen en una
amplia gama de compuestos como alcoholes, aldehidos, formiatos de alquilo, cetonas,
hidrocarburos y radicales alcoxilos (LO®). La reactividad de los radicales peréxilo lipidicos se
controlan mas facilmente en presencia de antioxidantes, y es en este sentido que el ensayo ORAC
se considera un ensayo altamente importante, debido a su mecanismo similar para formar radicales
perdxilo, teniendo asi una mejor aproximacién de proteccidn de capacidad antioxidante en sistemas
lipidicos (aceites y membranas celulares) (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

2. Marco Tedrico

2.1. Automatizacion por métodos de Flujo

Ademas de las caracteristicas analiticas que generalmente se tienen en cuenta para evaluar un
procedimiento analitico (por ejemplo, exactitud, precision, sensibilidad y selectividad), la cantidad
y la toxicidad de los desechos son aspectos importantes que deben considerarse. La minimizacion
del consumo de reactivos contribuye a reducir tanto los costos operativos como la toxicidad de los
desechos, mientras que el volumen de efluentes define la cantidad de desechos a tratar y en
consecuencia los costos relacionados. La tendencia de desarrollo de procedimientos mas ecoldgicos



y la adopcidon de procedimientos respetuosos con el medio ambiente es obligatoria para el
cumplimiento de los lineamientos I1SO 14000 (Melchert et al., 2012).

La automatizacidon de los ensayos basados en reactivos, transformé la tradicional "quimica de vaso
de precipitados" de una tarea que consume mucho tiempo de trabajo, en una interfaz asistida por
computadora que produce la informacién deseada en tiempo real. Las determinaciones analiticas
de rutina se pueden automatizar de dos maneras, en el modo por lotes o en el modo de flujo. El
procesamiento por lotes se basa en el enfoque cldsico en el que a cada muestra que se analiza se le
asigna un contenedor, dentro del cual se realizan los pasos de un ensayo deseado. La version
moderna de un vaso de precipitados es un micropocillo (hormalmente usando microplacas de 96
pocillos), asi que la medicion manual de muestras, reactivos y otras manipulaciones mecdnicas, se
llevan a cabo mediante robdtica en la automatizacion por lote (Ruiz-Capillas & Nollet, 2015). El
procesamiento de flujo se caracteriza por sélo dos componentes mecanicos, una bomba y una
valvula. Las muestras se procesan en linea en un conducto tubular cerrado, protegiéndose de un
entorno exterior.

A lo largo de los afios, los sistemas de flujo se redujeron de mililitro a escala micro e incluso nano
litro. El modo de flujo es adecuado para automatizar muestras liquidas, ya que las operaciones de
un ensayo estan unidas por una corriente de flujo continuo. En la actualidad el analisis de flujo, se
ha convertido en un tema de mds de 20,000 articulos y mas de 20 monografias, floreciendo en una
variedad de técnicas tales como (Melchert et al., 2012): andlisis por inyeccién en flujo (1975), analisis
por inyeccién secuencial (1990), multi-conmutacidn por analisis en flujo (1994) y estrategia lab-on-
valve (2000).

2.2. FIA

FIA es una metodologia basada en flujos, que durante los ultimos 40 afios ha traido velocidad,
manejo automatizado de soluciones, miniaturizacion y bajo costo para el laboratorio analitico. El
FIA se basa en la inyeccidn de muestras en una corriente portadora que fluye de manera
unidireccional a la que se agregan los reactivos en puntos de confluencia. A medida que la zona
inyectada se desplaza en direccidn del flujo, la muestra se dispersa en el reactivo portador y
comienza a formarse un producto entre la zona de muestra y el reactivo. De esta manera, un
gradiente de concentracion se forma por la dispersidon de la zona de muestra, y una seial transitoria
refleja el gradiente de la zona de muestra a medida que pasa a través de un detector. La lectura del
detector es, por lo tanto, el resultado de dos procesos que tienen lugar simultdaneamente: la
dispersion de la muestra y las reacciones quimicas resultantes ( Ruzicka & Hansen, 1988).

2.3. Dispersion en sistemas FIA

Las condiciones de trabajo habituales de sistemas FIA ocasionan que el bolo de muestra inyectado
no alcance el equilibrio quimico ni fisico, ademas de originar que éste se diluya (disperse) en la
disolucién portadora o en el reactivo. En los primeros trabajos publicados por White y sus
colaboradores en 1975, Stewart 1976, y Ruzicka y su grupo en 1977 (Caiiizares Macias, 2002), se
demostré que para sistemas de flujo continuo el nimero de Reynolds es casi siempre inferior a
2000, por lo que se puede asegurar que existe un régimen de flujo laminar en el transporte de
materia a través de las tuberias empleadas en los sistemas FIA. El régimen de flujo laminar produce
una zona bien definida del bolo de muestra inyectado produciéndose un gradiente de concentracion
a lo largo de todo el bolo. En la figura 1 se presenta la dispersién comun que sufre la muestra a lo
largo de una configuracidn FIA; al ser un sistema continuo se obtiene una sefial momentanea cuyo
maximo corresponde a la parte del bolo menos diluida. Existen dos mecanismos que contribuyen a
la dispersién del bolo de muestra inyectado:



a) Transporte por conveccion desarrollado en condiciones de flujo laminar, que origina un perfil
parabdlico donde la velocidad lineal de las moléculas en las paredes del tubo es igual a cero,
mientras que las moléculas que se encuentran en el centro del tubo viajan al doble de la velocidad
media.

b) Transporte por difusion debido a la formacion de gradientes de concentracion (horizontales y/o
verticales) en diferentes momentos del transporte por conveccion.

Direccion de Flujo

<

Portador ( Muestra Portador

Figura 1.-Dispersion asimétrica de muestra.

Por lo tanto, la forma de una sefial FIA (pico) dependera del tiempo en el que el bolo de muestra se
encuentra dentro del sistema. A tiempos demasiado cortos la dispersién es practicamente cero y no
se genera un gradiente de concentracién en el bolo inyectado; por otra parte, tiempos de estancia
largos ocasionan una dispersién muy notoria originando picos muy anchos. Debido a esto es
necesario establecer cudl es el tiempo de residencia mas adecuado. Generalmente, la sefial dptima
es aquella en el que el transporte por convencidn y por difusidn influye de la misma manera, no
predominando uno sobre el otro, aunque evidentemente esta decision dependera de la reaccion
gue se va a llevar a cabo.

Las caracteristicas del pico (tiempos de arranque, residencia y ancho de banda y altura o area del
pico) dependen de las caracteristicas hidrodindmicas del sistema FIA: caudal, volumen de inyeccion,
longitud del reactor, etc., siendo dificil establecer un modelo tedrico de la dispersién capaz de
predecir el comportamiento de un bolo inyectado en una configuraciéon FIA. Generalmente los
sistemas FIA tienen mas de un canal por lo que debe tenerse presente las confluencias (tamafio y
geometria), la geometria de la celda de flujo, las conexiones, el volumen de inyeccion, etc.

Con este principio se puede establecer, de manera general, que la altura de la sefial FIA depende
principalmente del tiempo de residencia del bolo de muestra inyectado en el sistema. A mayor
tiempo de residencia mayor dispersién, por lo que reactores largos o caudales bajos incrementan la
dispersion. Por otra parte, volumenes de inyeccidn pequefios incrementan la dilucién de la muestra
disminuyendo la altura del pico FIA.

Cuando ocurre una reaccién quimica, el considerar la dispersion como un fenémeno puramente
fisico como consecuencia de proceso de conveccion o difusién no es correcto. Los aspectos cinéticos
deben ser considerados en FIA ya que la medicidn se realiza en condiciones de no-equilibrio.

2.4. Aplicaciones FIA

Los sistemas FIA se disefiaron inicialmente como herramientas para la automatizacion de ensayos
de laboratorio. Desde la determinacién de fosfatos por inyeccion en flujo en 1975, el andlisis por
inyeccion en flujo se ha aplicado a mas de 2,000 analitos diferentes ya sean inorganicos u organicos,



siendo utilizado para el monitoreo continuo de estos analitos, como mercurio y arsénico, los cuales
se han convertido en un foco importante de la comunidad analitica mundial debido su naturaleza
téxica en el medio ambiente. También es importante destacar la aportacion de sistemas FIA como
una herramienta para la investigacion en una variedad de campos, como por ejemplo: los ensayos
clinicos, quienes son de vital importancia hoy en dia, y dado que los principales fluidos biolégicos
analizados son sangre y orina, se han desarrollado métodos indicadores de compuestos (farmacos
o biomoléculas) que se puede estimar a partir de estudios de ingestion / excrecion (Kleszczewski &
Kleszczewska, 2001; Wiesenhofer et al., 2017). Algunas otras las aplicaciones son en: alimentos,
bebidas y agricolas (plantas, vegetales, productos lacteos y productos carnicos); bioldgicas (ensayos
de ADN, proteinas, péptidos, aminoacidos, enzimdticos, analisis celular e inmunoensayos);
farmacéuticas (investigacién, produccion y control de calidad de medicamentos); ambientales
(analisis trazas de gases atmosféricos, aguas, sedimentos y suelos); e industriales y de analisis de
proceso (Kolev, 2008). El monitoreo continuo a menudo se debe realizar en campo o en un entorno
industrial durante un periodo de tiempo prolongado. Esta es la razdén por la que los sistemas FIA
ahora se establecen como un método de eleccidn, ya que ofrecen robustez, portabilidad y bajo
consumo de reactivos.

La quimica analitica es una ciencia aplicada y sus resultados impactan nuestra vida cotidiana al
relacionarse con la calidad del agua, los alimentos, los medicamentos, el medio ambiente y muchos
otros aspectos de nuestra vida. Por lo tanto, el desarrollo de métodos analiticos siempre serd
impulsado por las aplicaciones, y la utilidad de nuestra investigacién no sélo debe juzgarse por su
novedad, sino también por su capacidad para proporcionar una respuesta que no se puede obtener
de ninguna otra manera.

Los métodos de analisis por inyeccién en flujo pueden ser una herramienta poderosa para superar
algunas de estas dificultades y ofrecer una alternativa de costo relativamente bajo. De hecho, los
pretratamientos de la muestra, como la digestiéon de la muestra, el uso de microondas, UV o los
procesos asistidos por radiacion con ultrasonido, se pueden llevar a cabo de manera eficiente en
sistemas de flujo, utilizando una cantidad extremadamente limitada de reactivos y no suponiendo
ningun peligro para el operador. Los procesos de separacién de masa (difusion de gas, dialisis,
intercambio idnico) también se pueden realizar de forma multiple, lo que permite minimizar las
interferencias y llevar a cabo procesos de preconcentracion del analito. Con respecto a la medicion
instrumental, los métodos de flujo permiten el analisis de la quimica himeda, incluida la derivacion
de analitos y la deteccion instrumental. Ademads, como los métodos cinéticos basados en el tiempo
se pueden implementar facilmente, se puede obtener informacién adicional de las mediciones
instrumentales.

2.5. Antioxidantes

El beneficio de los antioxidantes en la salud en humanos se ha convertido en un tema importante
que ha involucrado a muchos cientificos en todo el mundo. En los Ultimos afios, los antioxidantes se
han convertido en compuestos indispensables del mundo nutricional, siendo importantes en
términos de su capacidad para proteger contra el dafio celular oxidativo que puede conducir a
condiciones como la enfermedad de Alzheimer, el cancer, las enfermedades del corazén y también
vinculado con la inflamacidn crénica.

Los antioxidantes se definen como una sustancia que retrasa, previene o remueve el dafio oxidativo
a una molécula blanco. Existen informes recientes que sugieren que varios antioxidantes endégenos
y exogenos se utilizan para neutralizar los radicales libres y proteger al cuerpo mediante el
mantenimiento de equilibrios redox.



Los antioxidantes que se encuentran en los alimentos son una categoria heterogénea de moléculas
y su efectividad para inhibir la oxidacién, depende de sus caracteristicas quimicas y ubicacién fisica
dentro de un alimento (proximidad a los fosfolipidos de la membrana, las interfaces de la emulsidon
o en la fase acuosa). La importancia de los antioxidantes radica en su desempefio en las vias
metabdlicas ya que protegen a las células de sufrir oxidaciones y formar especies reactivas que
pueden interaccionar con procesos bioquimicos, dando como resultado una descompensacién en
el equilibrio homeostdtico de los seres vivos, lo que nos lleva a plantear la implicacién de este
desequilibrio en patologias humanas como los trastornos neurodegenerativos y enfermedades
cardiovasculares (Rajendran et al., 2014). Sin embargo, vale la pena profundizar el hecho de conocer
hasta qué punto el consumo de antioxidantes beneficia a los seres vivos para prevenir estas
enfermedades, es por ello que desarrollar e implementar metodologias que nos indiquen las
capacidad de un antioxidante presente en productos de consumo cotidiano, nos ayudan a la
investigacion de la actividad de estos antioxidantes a diferentes concentraciones a favor o en contra
de las enfermedades asociadas(Oroian & Escriche, 2015).

2.6. Métodos para determinar la capacidad antioxidante.

La capacidad antioxidante se ha evaluado por numerosos métodos analiticos para diferentes
muestras de alimentos y matrices bioldgicas de interés, sin embargo, estos generalmente son
multifuncionales, por lo cual la capacidad y los mecanismos antioxidantes se afectan por varios
factores como las condiciones de oxidacién, la cinética y la composicion del sistema, las propiedades
de reparto de los antioxidantes entre diferentes fases y su interfase y el estado fisico del sustrato.
Dada la complejidad que conlleva tomar en cuenta todos estos factores utilizando un solo ensayo,
es necesario que cada protocolo antioxidante se realice con varias condiciones de oxidacidn y con
diferentes métodos de medicién (Frankel & Finley, 2008).

Con base en las reacciones quimicas involucradas, los principales ensayos de capacidad antioxidante
pueden dividirse a groso modo en dos categorias:

1) Ensayos basados en la reaccién de transferencia de un dtomo de hidrégeno (TAH). Este tipo
de ensayos miden la reaccidn cinética competitiva y la cuantificacién se deriva de las curvas
cinéticas. Generalmente se componen de un generador sintético de radicales libres, una
sonda molecular oxidable y un antioxidante.

2) Ensayos basados en la reaccién de transferencia de electrones (TE). Involucran una reaccion
redox con el oxidante, el cual también actia como indicador del punto final de la reaccién.

Ambos tipos de ensayo (TAH y TE) estan disefiados para medir la capacidad captadora de radicales
(oxidante) de una muestra dada. Por lo anterior, resulta de importancia entender el mecanismo y
cinética de la autooxidacién y de su inhibicion para tener una mayor comprension de las
metodologias aplicadas en este estudio (Rojas-Lépez, 2010).

2.7. Método ORAC

El ensayo ORAC ha sido ampliamente aceptado como una herramienta estandar para medir la
capacidad antioxidante en las industrias nutracéuticas, farmacéuticas y alimentarias. Este ensayo se
basa en la inhibicion de la oxidacién inducida por radicales peroxilo de una sonda, donde los
radicales peroxilo se generan por la descomposicion térmica (37°C) del azocompuesto AAPH. En el
ensayo ORAC original, el radical peroxilo derivado del AAPH, reaccionaba con una sonda
fluorescente llamada B-ficoeritrina, para formar un producto no fluorescente, que se podia
indirectamente cuantificar facilmente mediante fluorescencia. La degradaciéon de la sonda
fluorescente disminuia en la mezcla de reacciéon cuando los antioxidantes reaccionaban con los
radicales peroxilo derivados de AAPH. La capacidad antioxidante se determina asi por una
disminucién en la velocidad y la cantidad del producto no fluorescente formado a lo largo del



tiempo. Prior y colaboradores en 2005 desarrollaron y validaron un ensayo de ORAC mejorado con
fluoresceina como sonda fluorescente (Huang et al, 2005). Ademas, el ensayo ORAC se adaptd a un
formato de lector de placas de 96 pocillos, facilitando el analisis simultdneo de un mayor nimero
de muestras (Huang et al., 2002). A pesar de las mejoras realizadas por Prior y sus colaboradores,
aun se identifican inconvenientes y limitaciones del ensayo ORAC, las cuales van dirigidas a errores
de la manipulacidn del analista con las muestras cuando son introducidas en los micropozos
(Mellado-Ortega et al, 2017). En la Figura 2 podemos observar la secuencia de reaccién presentada
por el ensayo ORAC.
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Figura 2. Secuencia de reaccion del ensayo ORAC.

3. Objetivos

General:

Desarrollar un sistema FIA para determinar la capacidad antioxidante basado en el principio de
dispersion de los reactivos usando el ensayo ORAC.

Especificos:

e Obtener una sefial analitica capaz de cuantificar la capacidad antioxidante por el método
ORAC-FIA de manera inmediata, usando los factores de dispersion del bolo de inyeccidn.

e Optimizar las condiciones de reaccién y los pardmetros hidrodindmicos para la
determinacion de capacidad antioxidante por ORAC, utilizando disefios de experimentos
factoriales.

e Construir diferentes curvas de calibracion utilizando estandares de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox) y determinar sus parametros estadisticos.



e Cuantificar la capacidad antioxidante de estandares de acido cafeico, acido tanico y acido
galico, utilizando el método FIA propuesto y el método convencional (lote), y determinar su
correlacién.

e Obtener extractos de vainilla por microondas focalizado, utilizando vainas de vainilla
curadas.

e Separary cuantificar por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) los compuestos:
vainillina, acido vanilico, 4-hidroxibenzaldehido y acido 4-hidroxibenzoico, presentes en el
extracto de vainilla.

e Evaluar la capacidad antioxidante por ORAC-FIA y ORAC-lote de vainillina, acido vanilico, 4-
hidroxibenzaldehido, acido 4-hidroxibenzoico y extractos de vainilla, para relacionar la
contribucion antioxidante de cada compuesto en el extracto.

4. Metodologia
4.1. Equipos

Para la determinacién de la capacidad antioxidante por el método ORAC por FIA se utilizaron: un
fluorimetro fotomultiplicador de tubo con deteccién en flujo (PMT-FL) Fialab, una celda de flujo
Hellma (paso optico de 10 mm), una bomba peristéltica de 4 canales Ismatec reglo ICC, tuberias
tygon y teflon (DI 0.76 mm), una valvula de inyeccién Rheodyne de 6 vias, parrilla magnética Cimarec
y una celda de extraccién en flujo con filtro de membrana de polipropileno Whatman (tamafio de
poro de 0.45 um, 47 mm diametro). Para obtener los extractos de vainilla se utilizé un horno de
microondas de energia focalizada Maxidigest MX 350, también se emplearon un bafo de
ultrasonido Bransonic, una balanza analitica Ohaus (precision £0.1 mg) y un potenciometro Oakton.
Para el ensayo ORAC por el método en lote se utilizé un detector de Microplaca Cytation 3 (Biotek)
y se usaron microplacas de 96 pozos. Se requirid el uso de un cromatégrafo de liquidos de alta
eficiencia (HPLC) Agilent Technologies 1260 infinity acoplado con un detector de arreglo de diodos
(DAD).

4.2. Reactivos y disoluciones

Los reactivos usados fueron grado analitico y se aforaron con agua destilada. Se usaron fluoresceina
y AAPH para el método ORAC. También se utilizaron estandares analiticos de 4-hidroxibenzaldehido,
acido 4-hidroxibenzoico, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), acido
cafeico, acido galico, acido tanico, acido vanilico y vainillina (todos de Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri EUA).

La disolucion amortiguadora de fosfatos (SAF, Na;HPO4-7H,0/KH2P0O4 0.05 M, pH 7.0). Se almacend
en un frasco de vidrio a 4°Cy se utilizd por un periodo no mayor a una semana verificando el pH. La
disolucion madre de fluoresceina para FIA fue 0.6 mmol/L y 0.3 mmol/L para lote. Se pesé la masa
correspondiente para cada concentracién y se disolvié con etanol absoluto caliente (10% del
volumen total de aforo) y finalmente se aforé con SAF (0.05 M, pH 7.0). La disolucién se almacend
en un frasco de vidrio color ambar para protegerla de la luz y se mantuvo en condiciones de
refrigeracion. Las disoluciones de trabajo se prepararon diariamente tomando las alicuotas
adecuadas y aforando con SAF a concentraciones de 300 nmol/L para FIA y 50 nmol/L para lote.

La disoluciéon de AAPH 0.11 M. Se prepard cada dia de trabajo en SAF, con un tiempo maximo de
uso de 2 hrs.

Los antioxidantes usados fueron: acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox),
acido cafeico, acido gdlico, vainillina, acido vanilico, 4-hidroxibenzaldehido y acido 4-
hidroxibenzoico, se prepararon tanto para FIA como para lote a concentraciones de 0.2 mmol/L,



pesando la masa correspondiente para cada concentracion, disolviendo con etanol absoluto (10%
del volumen total de aforo), y finalmente aforando con agua destilada. El acido tanico se disolvid y
se aford con agua destilada. Las soluciones se almacenaron a 4°C durante 1 mes.

Las soluciones de trabajo de acido cafeico, acido tanico, acido galico, vainillina, cido vanilico y acido
4-hirdoxibenzoico se prepararon diariamente disueltas en agua destilada a concentraciones en un
intervalo de concentraciones de 1-12 umol/L ,excepto para el caso del 4-hidroxibenzaldehido que
se prepard a concentraciones de 75-100 pmol/L. Las soluciones de Trolox se prepararon diariamente
en agua destilada a concentraciones de 1-7 umol/L, para la elaboracién de la curva de calibraciéon
por FIAy de 10-50 umol/L por lote.

4.3 Softwares.

Se utilizd el programa FlAlab for Windows 5.0 para el control de medicién y registro de las
intensidades fluorescentes. Para el tratamiento estadistico de los datos registrados se emplearon
los programas STATGRAPHICS Centurion XVI.I y Microsoft Excel 2013.

4.4. Método ORAC por FIA

Con base en una metodologia ORAC para determinar la capacidad antioxidante en extractos de
vainilla propuesta por Rojas-Lépez y Caiizares-Macias (2013), se propuso la adaptacion de dicha
metodologia a un sistema FIA. En este estudio se implementd la configuracién FIA presentada en la
figura 3. Por medio de una bomba peristaltica y tuberias de teflén se impulsaron los reactivos
(Fluoresceina y AAPH), la muestra (antioxidante o SAF) y una corriente de aire. Una solucién de
fluoresceina 300 nmol/L y el antioxidante (SAF para el blanco), se mezclaron en el punto de
confluencia “A” (Figura 3) y se almacenaron en un bucle de inyeccién de 150 uL, ambos a un caudal
de 0.30 mL/min. Una soluciéon de AAPH 0.11 mol/L se utiliz6 como portador a un caudal de
0.25mL/min y por medio de una valvula de inyeccién (Rheodyne), se inyectaron los 150 pL de la
mezcla almacenada en el bucle de inyeccién.
Bomba

Fluoresceina 5 Detector
— A Inyeccion 37°C
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\'}
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Figura 3.- Sistema FIA para determinar la capacidad antioxidante, empleando el ensayo ORAC. (A) Punto de confluencia,
(V) Vélvula de inyeccidn, (a) Parte superior de la celda reactor/separador, (b) Parte inferior de la celda reactor/separador.

El uso de una celda de extraccion fue primordial para el analisis, debido a que desempefié dos
funciones importantes: la primera fue llevar a cabo la reaccidn entre la solucion portadora (AAPH)
y el bolo de inyeccidn (fluoresceina/antioxidante), por medio de un serpentin al interior de la celda;
la segunda fue separar pequefias microburbujas de nitrégeno gaseoso desprendidas por la solucion
AAPH al momento de formar el radical perdxilo. Para evitar la introduccién de microburbujas a la
configuracion FIA, se utilizd6 una membrana de polietileno (no permeable a las soluciones
empleadas), cuya funcidn fue dividir la celda en dos partes (a y b de la Figura 3), en la parte superior
(a) fue donde la solucidn portadora y el bolo de inyeccidon reaccionaron, y dado que las



microburbujas fueron permeables a la membrana, fueron excluidas y acarreadas por una corriente
de aire a un caudal de 0.25 mL/min que atravesé la parte inferior (b), para luego ser expulsadas del
sistema. La celda de extraccidén se acondiciond a 37°C para que la reaccidn procediera y a la salida
de dicha celda, el producto de reaccion se transportd al detector de fluorescencia (PMT-FL FlAlab
configurado a 486 nm, A excitacidn, y 500 nm, A emisién).

La sefial obtenida (pico) se formo por dos partes: una sefial positiva y una negativa. La sefial negativa
fue la parte central del andlisis, debido a que en esta zona es donde se pudo medir la capacidad
antioxidante. Al introducir el antioxidante al sistema la parte negativa del pico va disminuyendo a
medida que se incrementa la concentracién del antioxidante.

4.5. Estudios previos de condiciones de reaccidn, para el ensayo ORAC por FIA usando
un estandar de acido cafeico.

4.5.1 Deteccion de senal analitica.

Inicialmente se realizaron una serie de pruebas enfocadas a obtener una sefal analitica del blanco
de reaccién entre la solucién portadora de AAPH y un volumen de inyeccion de fluoresceina con SAF
0.05 mol/L (pH 7) previamente mezclados en el punto de confluencia de la Figura 3. Los pardmetros
gue sirvieron de punto de partida, para obtener el blanco de reaccién fueron: concentraciones de
0.11y0.22 mol/L de la soluciéon de AAPH, y 300 y 600 nmol/L de fluoresceina; temperatura ambiente
y 37°C para la celda de extraccién (Figura 3) a un caudal de 0.5 mL/min de la solucion portadora y
un volumen de inyeccién de 100 plL para la mezcla de fluoresceina y SAF. Obtenida la sefial analitica
del blanco de reaccidn, se utilizaron estandares de acido cafeico a concentraciones de 5, 10 y 100
ug/mL, para observar cambios en la sefial analitica en funcion de su capacidad antioxidante.

4.5.2. Estabilidad del reactivo AAPH.

Con el fin de conocer la estabilidad del reactivo AAPH en funcién de su tiempo de preparacidn, se
realizaron andlisis utilizando la configuracion FIA de la Figura 3 bajo el siguiente orden:

a) Utilizando SAF como solucién portadora se inyectaron 150 pL de una mezcla de fluoresceina
0.08 pg/mL y SAF, la sefial obtenida se registr6 como la intensidad fluorescente de la
fluoresceina antes de reaccionar con el reactivo AAPH.

b) Empleando como portador al reactivo AAPH se inyectaron 150 pyL de una mezcla de
fluoresceina 0.08 pg/mL y SAF, para asi obtener la intensidad de fluoresceina asociada a la
reaccién con el AAPH. La reaccidn se llevd a cabo a varios tiempos, desde la preparacién de
la solucién AAPH (tiempo 0) con intervalos de 30 min hasta completar 5 horas, para asi
obtener 11 sefales que nos pudiesen revelar el comportamiento del reactivo AAPH al ser
utilizado en un periodo prolongado de tiempo.

4.5.3. Diseiio de experimentos factoriales.

Después de obtener sefiales analiticas indicativas de que la reaccidén se llevaba a cabo y eran
cuantificables en funcién del grado de reaccidn, se optimizaron los parametros hidrodindmicos y las
condiciones de reaccion y deteccidon. Con ayuda del software STATGRAPHICS Centurion XVLI.|I se
realizaron dos disefios de experimentos factoriales a dos niveles, tomando como variable de
respuesta la capacidad antioxidante maxima obtenida por area bajo la curva del acido cafeico a
concentraciones de 2 ug/mL. Ambos disefios se describen en las Tablas 1y 2. Se utilizé acido cafeico
debido a que el trolox es un reactivo muy caro.



Tabla 1.- Factores evaluados del disefio completo 22 con 1 punto central.

Factorial completo 22 con 1 punto central.
Parametros de deteccién
Factores N|v.el Punto central | Nivel alto
bajo
Velocidad de escaneo (Hz) 1 45 8
Tiempo de integracién (mS) 50 125 200
Total de experimentos 5

Tabla 2.- Factores evaluados del disefio factorial fraccionado (%) 25 con 3 puntos centrales.

Parametros hidrodindmicos y condiciones de reaccién.

Factores N|v.el Punto central | Nivel alto
bajo

Volumen de inyeccién (uL) 50 100 150
Temperatura de reactor (°C) 37 43,5 50
Caudal (mL/min) 0.25 0.5 0.75
Concentracién de AAPH (mol/L) 0.11. 0.165 0.22.
Concentracién de Fluoresceina (nmol/L) 300 600 900
Total de experimentos 11

4.6. Caracteristicas de la metodologia.
4.6.1 Determinacion del intervalo lineal curva de calibracion trolox.

El intervalo lineal de la curva de calibracidon del estdndar trolox usando concentraciones de 1-
10umol/L, se determind a partir del promedio de 3 repeticiones en dias distintos. La cuantificacion
de la capacidad antioxidante se llevé a cabo midiendo el area bajo la curva de los picos obtenidos
en fase negativa de la reaccidn y posteriormente transformados a porcentajes de proteccidn, asi
bien, el drea bajo la curva correspondiente al blanco de reaccién entre la fluoresceina y el AAPH sin
utilizar el estandar trolox nos indica que tenemos un 100% de reaccion y 0% de proteccidn, pero
conforme se introduzca al sistema el estandar trolox con concentraciones en aumento, este
porcentaje de reaccidon disminuye y el porcentaje de proteccién aumenta. De esta manera se
construyd un grafico promedio de porcentaje de proteccidn (eje vertical y) vs concentracién del
estandar trolox (eje horizontal x).

4.6.2. Limite de deteccidn y limite de cuantificacion

Los limites de deteccidn (LD) y cuantificacion (LC) se estimaron considerando el error de la regresion
lineal (S ), y la pendiente (b) de la curva de calibracién. Para el caso del LD se multiplicé 3.3 veces
S yix Yy se dividié entre la pendiente, mientras que para el LC se multiplicd 10 veces S yx y se dividid
también entre la pendiente (Garcia et al., 2002).

4.6.3. Determinacion de la capacidad antioxidante en extractos de vainilla.

Para demostrar la aplicacién del método en antioxidantes se determind la capacidad antioxidante
en extractos de vainilla, asi como en los principales compuestos de la vainilla: acido 4-
hidroxibenzoico, acido vanilico, 4-hidroxibenzaldehido y vainillina.



Basados en una metodologia validada y optimizada reportada en la literatura (Longares-Patron &
Cafizares-Macias, 2006), se implementé el método de extraccién por microondas focalizado
(Maxidigest MX 350). Se pesé aproximadamente 1 g de vainas de Vainilla planifolia curadas, se
colocaron dentro del tubo de digestidn del equipo y se le agregaron 25 mL de etanol/agua al 70%.
El equipo se programo de la siguiente manera: 20 ciclos formados por 1 minuto de irradiacién con
potencia al 50% (150 watts) y 3 minutos de no irradiacidn con un tiempo total de extraccion de 80
minutos. Posterior a la extraccidn, se filtrd y se recolecté el extracto. La extraccion se realizd por
triplicado con una mezcla de vainas de Vanilla planifolifa de la marca Vailiopap (vainilla y licores de
Papantla).

4.6.4. Recobro

Para este analisis de propuso determinar la capacidad antioxidante de extractos de vainilla diluidos
al 0.05% con agua destilada, y expresar la capacidad antioxidante en unidades de umol/L de
equivalentes trolox, utilizando los datos de la curva de calibracidn promedio del estandar trolox. De
la misma manera se midié por triplicado la capacidad antioxidante de una solucién estandar de
vainillina (3 umol/L), expresando sus valores de capacidad antioxidante en umol/L de equivalentes
trolox. Se utilizd el estandar de vainillina por ser el compuesto presente en mayor proporcion en los
extractos de vainilla. Después de conocer la capacidad antioxidante de los extractos de vainilla y de
la solucién estandar de vainillina, se adicioné la solucidn estandar de vainilla (3 umol/L) en una
proporcion 1:1 (v/v) a los extractos de vainillina diluidos al 0.05%.

4.6.5. Precision: repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio.

Se evalud la precision del método analitico en términos de reproducibilidad y repetibilidad dentro
del laboratorio, para lo cual se prepararon por duplicado, durante siete dias soluciones de vainillina
3 umol/L, acido cafeico 1.5 umol/L y un extracto de vainilla diluido 2000 veces, inyectando por
triplicado cada muestra a las condiciones éptimas del sistema, y se midid su respuesta obteniendo
un promedio de las tres inyecciones. Se determind la capacidad antioxidante de cada muestra
expresada en umol equivalente trolox/mg de muestra pesada para el caso del extracto y en umol
equivalente trolox/ umol de compuesto, para el caso de los compuestos puros. Para determinar la
repetibilidad y reproducibilidad se hizo un analisis de varianza (ANOVA) de un factor (Cofepris,
2014).

4.7. Método ORAC en lote

Para los andlisis en lote se utilizé un detector de fluorescencia en microplaca Cytation 3 Biotek bajo
una temperatura programada de 37°C. Se utilizaron soluciones de Trolox (como antioxidante de
referencia) preparadas diariamente en agua destilada a concentraciones de 10-50 umol/L, para la
elaboracion de la curva de calibracion. Se preparé una solucion madre de Fluoresceina (0.3 mmol/L)
disuelta en SAF 0.075 mol/L pH 7, posteriormente se trabajoé a una concentracién de 50 nmol/L.
Finalmente, se prepard una solucion de AAPH 0.153 mol/L en SAF para cada analisis. Cada pozo de
la microplaca se llend con 25 pl de antioxidante, 25 puL de AAPH, 150 pL de fluoresceina, y finalmente
colocado en el equipo de deteccidon por un tiempo de 90 minutos.

4.8. Curva de calibracion por HPLC en fase reversa.

Con base a las condiciones reportadas en el material bibliografico (Sinha et al., 2007), se llevé a cabo
una separacion cromatografica por HPLC en fase reversa de 9 compuestos, empleando estandares
analiticos y configurando un gradiente de elucién presentado en la tabla 3. Posterior a la separacién
se procedid a construir curvas de calibracion de estandar externo para 4 compuestos mayoritarios



presentes en la vainilla (acido 4-hidroxibenzoico, acido vanilico, 4-hidroxibenzaldehido y vainillina)
utilizando concentraciones de 1, 3, 5, 10, 30 y 50 pg/mL. Se utilizd una columna monolitica
Chromolith RP-18e 100-4.6 mm d.i. a 280 nm, 25°C, flujo de 1 mL/min y volumen de inyeccion de 10

pL de mezcla.
Tabla 3.-Gradiente de elucidn para separar una mezcla de 9 compuestos.

% de disolvente
Tiempo (min) | Agua/ Acido acético (pH=2.88) | Metanol
0 87 13
7 87 13
16 60 40
18 60 40
19 87 13

Agua/Acido acético (99.8:0.2 v/v)
4.9. Separacion y cuantificacion por HPLC de extractos de vainilla.

Los extractos de vainilla se analizaron por HPLC-fase reversa, utilizando la configuraciéon de
gradiente de elucidon antes mencionado y cuantificando la concentracién de los 4 estdndares
presentes en la vainilla. Después de cuantificar las concentraciones de cada compuesto, se
relacionaron con sus capacidades antioxidantes analizadas por separado utilizando estandares
(compuestos puros).

5. Resultados y discusién
5.1. Método ORAC por FIA

5.1.1 Deteccidn de seiial analitica

En la Figura 4 se presenta las sefiales analiticas obtenidas por la metodologia FIA propuesta. Para
determinar la capacidad antioxidante se utilizd la parte negativa de la sefial (Figura 4B), debido a la
dispersion de la fluoresceina (parte superior de la Figura 4), es en la zona de la cola del bolo
inyectado donde el AAPH reacciona con la zona mas diluida de fluoresceina, por tanto al usar un
antioxidante, este puede retardar la oxidacidon de la fluoresceina dependiendo de la capacidad
antioxidante que tenga. Mientras menos sea la bajada de esta zona del pico, mayor capacidad
antioxidante presentard la muestra utilizada (Figura 5).



Direccion de Flujo Dirreccion de Flujo
T — (e Cromscoms @aeronc_aoen |
104900 82500
cmax
102900 81500
100900 A) 80500 B)
Area_((}'n')’lu " 10) + ((}'mH‘zo* 10) e
f 79500 AT
o [ (o)
/ \ 78500
L A0 / A 77500
w
> aa900 / \ 3
/ \ 76500
{
Pt f \ 75500
{
90900 / 74500 ¥o
/
88900 73500
Linea base e
_— —_— 72500
600 650 700 750 800 850 900 950 1000 y20
T 71500
iempo (s) 600 650 700 750 800 850 900
Tiempo (s)

Figura 4.- A) Sefial de fluoresceina sin reaccidn por FIA, B) Sefial de fluoresceina en reaccidon con AAPH por FIA.
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Figura 5.- Proteccidn antioxidante de trolox, usando un sistema FIA por el método ORAC.

El transporte por difusion debido a la formacion de gradientes de concentracidn nos permite
cuantificar la reaccién en la zona mas diluida del bolo de inyeccidn, sin la necesidad de requerir un
decaimiento total de la seiial analitica, reduciendo el tiempo de andlisis a 5 min. Para cuantificar la
capacidad antioxidante fue necesario medir el drea bajo la curva de los picos (por el método de los
trapecios) (Rojas-Lopez y Cailizares-Macias 2013) en fase negativa y transformarlos a % de
proteccion, asi bien, el drea bajo la curva correspondiente al blanco de reaccién entre la fluoresceina
y el AAPH sin utilizar un antioxidante, nos indica que tenemos un 100% de reaccion y 0% de
proteccion, pero conforme se introduzca un antioxidante a determinada concentracién, este
porcentaje de reaccién ird disminuyendo y el porcentaje de proteccidn ird en aumento. Para el
calculo de las areas se utilizé el método de trapecios formados por dos valores de la funcion en los
extremos del subintervalo (Ax=10 seg).

5.1.2. Estabilidad del reactivo AAPH.

En este estudio se demostrd la baja estabilidad del reactivo de AAPH a tiempos prolongados de uso.
Realizando una prueba estadistica t con un valor critico de 2.78 a un intervalo de confianza del 95%,
se determind que a los primeros 90 min de haber preparado la solucién AAPH, los resultados del
blanco de reaccién entre la fluoresceina y el AAPH son estadisticamente similares, y aplicando otra
prueba estadistica t, pero ahora con el criterio de encontrar diferencias entre los resultados del



blanco de reaccién de fluoresceina y el AAPH y un blanco sin reaccidon de sdlo fluoresceina, se
determind que a partir de los 240 min los resultados del blanco de reaccién y el blanco sin reaccién
eran estadisticamente similares con un valor critico de 2.78 y un intervalo de confianza de 95%, por
lo que se puede asegurar que a 240 min de su preparacién el reactivo AAPH deja de reaccionar con
la fluoresceina.

5.1.3. Diseio de experimentos factoriales.

Los disefos de experimentos se realizaron con la finalidad de determinar qué factores de los
seleccionados son estadisticamente significativos al momento de realizar el analisis y cuantificar la
capacidad antioxidante, buscando asi la optimizacién de la metodologia al considerar todas las
posibles combinaciones entre los factores en cuestién. Por medio del software STATGRAPHICS se
realizd el tratamiento de los datos a través de un ANOVA teniendo como objetivo maximizar la
respuesta analitica (capacidad antioxidante). Posteriormente con el diagrama de Pareto
estandarizado, se determind, con un nivel de significancia de 95%, qué factores influyen de manera
positiva o negativa sobre la respuesta. Aquellos factores que no afectan significativamente la
cuantificacion de la capacidad antioxidante se localizan por debajo a la linea perpendicular a las
barras, mientras los que sobrepasan dicho limite, son considerados estadisticamente significativos.
Para el caso de parametros hidrodindmicos y condiciones de reaccion presentados en la Grafica 1,
el factor estadisticamente significativo fue la temperatura. En el caso de los pardmetros de
deteccidn, presentados en la Grafica 2, se encontraron influencias significativas en ambos factores
evaluados. Es importante mencionar que las interacciones entre los factores estudiados no
resultaron estadisticamente significativas para ambos disefios.
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Gréfica 1. Diagrama de Pareto estandarizado, usando la capacidad antioxidante como variable de respuesta. Disefio de
experimentos factorial fraccionado (%)2°>, para la optimizacidn.
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Grafica 2. Diagrama de Pareto estandarizado empleando intensidad de la sefial como variable de respuesta. Disefio de
experimentos completo 22, para la optimizacion.

Las condiciones éptimas para la metodologia ORAC por FIA se calcularon a partir dos disefios
de experimentos: un factorial fraccionado (%) 2° con tres puntos centrales y un factorial
completo 22, con ayuda del software Statgraphics. Los valores dptimos para cada factor
evaluado se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4.-Valores 6ptimos para determinar capacidad antioxidante por el método FIA.

Factores evaluados Valor 6ptimo
Pardmetros hidrodinamicos y condiciones de reaccion
Volumen de inyeccién 150 pL
Temperatura de reactor 37°C
Caudal 0.25 mL/min
Concentracion de AAPH 0.11 mol/L.
Concentracion de Fluoresceina 300 nmol/L.
Pardmetros de deteccién
Velocidad de escaneo 1Hz
Tiempo de integracidn 200 mS

5.1.4. Caracteristicas de la metodologia.
5.1.4.1. Determinacion del intervalo lineal.

Los estandares de trolox con concentraciones por debajo de 1 umol/L y por encima de 7 umolL/L,
no dieron respuestas con tendencia lineal, por lo que para la determinacién del intervalo lineal se
consideraron las respuestas obtenidas en un intervalo de concentraciones de 1, 2, 3,4,5,6y 7
umol/L, presentando un coeficiente de correlacién > 0.98.

Para obtener un mejor estimado de la curva de calibracidn entre un dia y otro, se decidié construir
una curva diariamente durante 3 dias y se realizé la comparacion de los parametros estadisticos de
las rectas de regresidn obtenidas, los cuales se presentan en la Tabla 5.



Tabla 5. Pardmetros estadisticos para cada una de las curvas de calibracidn de trolox preparadas durante 3 dias.

Ordenada al Pendiente Error Coeficiente de
No. Curva origen Error | (umoL/L)?' | (umoL/L)? correlaciéon
1 41.8857 1.3516 6.4532 0.3022 0.9946
2 37.9443 1.8626 7.2464 0.4165 0.9918
3 34.0986 1.5992 6.2479 0.3576 0.9919

Con el programa STATGRAPHICS Centurion XVI.Iy empleando los datos de las 3 curvas de calibracion,
se construyd una curva promedio (Grafica 3), la cual se utilizé en la cuantificacién de la capacidad
antioxidante de las diferentes muestras. La ecuacidon promedio de la recta fue: y = 6.6496 (+/-
0.2568)x + 37.9743(+/-1.1483), con limite superior e inferior de 7.3097 y 5.9896 para la pendiente,
y 40.9262 y 35.0224 para el intercepto. Obteniendo un LD de 0.53 pmol/Ly un LC de 1.61 pmol/L.

Curva promedio trolox ORAC por FIA
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Grafica 3. Curva de calibraciéon promedio para el método ORAC por FIA, utilizando el estandar trolox a diferentes
concentraciones.

5.1.4.2. Recobro

Después de determinar la capacidad antioxidante de los extractos de vainilla y de una solucidn
estandar de vainillina (3 umol/L), se adicioné dicha solucién estandar en una proporcion 1:1 (v/v) a
los extractos de vainilla diluidos al 0.05%, para asi poder obtener porcentajes de recobros de la
capacidad antioxidante adicionada por el estandar de vainillina.

Los porcentajes de recobro obtenidos para cada extracto son presentados en la Tabla 6 y se
encuentran dentro del rango permitido con base en la referencia consultada (Cofepris, 2014), lo que
nos indica que la metodologia presenta un sesgo aceptable para muestras complejas como lo son
los extractos de vainilla.

Tabla 6. Porcentajes de recobro, empleando extractos de vainilla con adiciones de vanillina.



- Extracto mas Cantidad
Extracto Vainillina adicion recuperada de
(mmol/L (umol/L p e % de recobro | %Referencia*
trolox) trolox) (umol/L vainillina
trolox) (umol/L trolox).
Extl 3.30+/-0.13 | 3.23+/-0.11 | 6.68 +/-0.26 3.37+/-0.30 104.36 +/-9.95 85-110
Ext2 2.82+/-0.47 | 3.23+/-0.11 | 5.77 +/-0.05 2.95 +/-0.47 91.39 +/- 14.89 85-110
Ext3 3.14+/-0.40 | 3.23+/-0.11 | 6.41+/-0.21 3.27 +/- 0.45 101.20 +/- 14.35 85-110

*COFEPRIS, 2014

5.1.4.3. Precisidn: repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio.

Los resultados de la precision, expresados en equivalentes trolox, del método propuesto, se

presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados para la medicidn de la precisidn de la cuantificacion de capacidad antioxidante en tres

muestras.
Extracto (umol ET/mg vaina) Valnllhr:/aag:ir:;;:,la?/“mo' Ac. Cafeico ((:p:f:ci)cloE)T/ umol Ac.
Dia | Réplical | Réplica2 | Promedio | Réplical | Réplica2 | Promedio | Réplical | Réplica2 | Promedio
1 0.13 0.13 0.13 1.12 1.09 1.10 2.14 2.20 2.17
2 0.14 0.13 0.14 1.09 1.15 1.12 2.07 2.08 2.08
3 0.14 0.13 0.14 1.07 1.07 1.07 2.29 2.31 2.30
4 0.13 0.14 0.13 1.07 1.10 1.09 2.14 2.15 2.14
5 0.13 0.13 0.13 1.02 1.05 1.03 2.10 2.19 2.14
6 0.13 0.13 0.13 1.11 1.00 1.06 2.25 2.24 2.25
7 0.13 0.13 0.13 1.07 1.07 1.07 2.19 2.29 2.24
Promedio total 0.13 1.08 2.19

ET: Equivalente Trolox
Utilizando un anlisis de varianza (ANOVA) se obtuvieron la suma de cuadrados (SC), los grados de
libertad (GL) y el cuadrado medio (CM) de la variacién de las capacidades antioxidante de cada
muestra entre dias y dentro de dias (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis de varianza para la determinacion de la precision en términos de repetibilidad y reproducibilidad
intralaboratorio del método ORAC-FIA.

Extracto SC GL cM
Entre dias 8.57E-05 6 1.43E-05
Dentro de dias 1.50E-04 7 2.14E-05
Total 2.36E-04 13

Vainillina SC GL cMm
Entre dias 1.01E-02 1.68E-03
Dentro de dias 9.20E-03 7 1.31E-03
Total 1.93E-02 13

Acido Cafeico SC GL c™m
Entre dias 7.06E-02 6 1.18E-02
Dentro de dias 1.12E-02 7 1.60E-03
Total 8.18E-02 13




Para poder calcular la repetibilidad obtenida en un mismo dia (dentro de dias) y la reproducibilidad
intralaboratorio o precisién intermedia en varios dias (entre dias), se utilizaron los pardametros
estadisticos descritos en la Tabla 9.

Tabla 9. Pardmetros involucrados en la determinacion de repetibilidad y precision intermedia.

Parametro estadistico Férmula
Desviacion estandar de la repetibilidad (S;) Sr:\/CMdentro de dias
S
Desviacion estandar relativa de la repetibilidad (RSD;) RSD,= = 100

promedio total

Si= CMemtre dias—CMdentro de dias
= . .
nam replicas

Spi= ’Srz + S?

Desviacion estandar relativa de la precisidon intermedia (RSDp) RSDpi=————2L——*100
promedio total

Desviacion estandar de la precisidon intermedia (Spi)

Los porcentajes obtenidos en ambos casos para cada muestra se presentan en la Tabla 10 y son
menores al 4.0%. Con base en la referencia consultada (Cofepris, 2014), el criterio de aceptacion de
la repetibilidad y precision intermedia se modifica en funcién de la concentracién de la muestra que
se analiza, es decir, si es una muestra pura o se han realizado diluciones. En este caso se trabajé con
un extracto a un 0.05% de concentracion, un estandar de acido cafeico 1.5 umol/L (0.27 pug/mL) y
una muestra pura de vainillina 3 umol/L (0.45 pg/mL), por lo que la reproducibilidad intralaboratorio
y repetibilidad obtenidas para la metodologia son excelentes, teniendo muy poca variacién y alta

precision principalmente para el caso del estandar y la muestra pura.
Tabla 10. Valores de repetibilidad y reproducibilidad intermedia para cada muestra.

Muestra Repetibilidad (RSD;) | Reproducibilidad (RSDg) | PRSD;,
Extracto (0.05%) 3.51% 3.21% 4%
Vainillina 3 umol/L (0.45 pg/mL) 3.36% 3.59% 8%
Acido cafeico 1.5 pmol/L (0.27 pg/mL) 1.82% 3.73% 8%

PRSD,= valor previsto para la desviacidon estandar relativa de la repetibilidad y precision intermedia.

5.2. Método ORAC en LOTE

El intervalo lineal encontrado fue de 10, 20, 30, 40 y 50 umol/L, los pardmetros de la curva de
calibracidn se presenta en la Tabla 11.

Tabla 11. Pardmetros de curva de calibracion en lote con intervalo de confianza al 95 % para la cuantificacion de
capacidad antioxidante.

Intervalo de confianza (95%)
Parametro Valor estimado | Error estandar Limite bajo Limite alto
Ordena al origen 7.4335 0.7273 5.7563 9.1107
Pendiente 1.3194 0.0219 1.2688 1.3700
Coef|C|ent.el de 0.9988
correlacién
LD (umol/L) 2.14
LC (umol/L) 6.48




5.2.1. Correlacion FIA vs LOTE

Los porcentajes de proteccidén de capacidad antioxidante obtenidos por FIA y lote usando soluciones
estandares de trolox, se graficaron (Grafica 4), para poder obtener un grafico de correlacién. Dicha
correlacién fue superior al 99%, corroborando que existe una correlaciéon directa de las respuestas
por ambos métodos al realizar el ensayo ORAC. Para dicha correlacién se utilizaron intervalos de
trabajo de 10-50 umol/Ly de 1-5 umol/L de soluciones estandar trolox, para el método en lote y FIA
respectivamente.

Correlacion FIA vs LOTE
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Grafica 4. Correlacion de % proteccidn de Trolox usando el método FIAy en LOTE, a través del ensayo ORAC.

Para poder comparar el ensayo ORAC por FIA y por lote, se midieron capacidades antioxidantes de
acido cafeico (2 pmol/L por FIAy 4.5 pmol/L por lote), acido tanico (2.7 umol/L por FIAy 5.5 pumol/L
por lote) y acido gélico (4.25 umol/L por FIA y 14.5 umol/L por lote), por ambos métodos. Los
resultados de la Tabla 12 revelan capacidades antioxidantes diferentes en ambos métodos, debido
a que las concentraciones utilizadas tanto para reactivos y muestras fueron distintas por ambos
métodos, pero se observan tendencias similares en cuanto a las relaciones de capacidad
antioxidante entre cada estandar utilizado. Por tanto, el método FIA conserva las proporciones de
capacidad antioxidante entre los estandares al igual que el método en lote, pero nos proporciona
sus propios valores de capacidad antioxidante.

Tabla 12.-Comparacion de valores equivalentes trolox del método en lote y FIA.

Estdndares FIA(EQ.T*) SD* LOTE(Eq.T) SD
Acido cafeico 2.62 0.11 3.96 0.64
Acido tanico 2.17 0.34 2.97 0.07
Acido Galico 1.27 0.06 1.99 0.24

Ac. cafeico/tanico 1.21 0.19 1.33 0.22
Ac. cafeico/gélico 2.07 0.13 1.99 0.40
Tanico/galico L 1.72 0.28 1.50 0.18

*EqQ. T (umol equivalente de trolox / umol del polifenol)
*SD (Desviacion estandar)



5.3. Curvas de calibracién por HPLC en fase reversa.

La separacion por HPLC de una mezcla de 4 estandares (presentes en extractos de vainilla), nos
permitié conocer sus parametros de separacién, para utilizarlos en la separacién y cuantificacidn de
extractos de vainilla. Usando la programaciéon de gradiente mencionada en la metodologia, nos
permitid calcular los pardmetros cromatograficos, tales como los tiempos de retencion (Tr) y la
resolucidn (Rs) de separacidn entre cada compuesto (Tabla 13).

La separacion por HPLC de una mezcla de 9 compuestos utilizando estandares, nos permitié poder
simular un ambiente cercano al de un extracto de vainilla, el cual presenta una gran diversidad de
compuestos presentes. Usando la programaciéon de gradiente mencionada en la metodologia, nos
permitié calcular los pardametros cromatograficos, tales como los tiempos de retencion (tr) y la
resolucidn (Rs) de separacidn entre cada compuesto (Tabla 13).

Tabla 13.- Tiempos de retencidn y resoluciones presentes en el cromatograma de una mezcla de 9 compuestos.

Nuam. OE Compuesto tr Rs

1 Acido 3,4-hidroxibenzoico | 3.62 +/-0.01

2 Catecol 4.02 +/-0.01 | 0.71 +/-0.08
3 Acido 4-hidroxibenzoico | 6.06 +/-0.03 |1.97 +/-0.02
4 4-hidroxibenzaldehido 7.67 +/-0.02 |1.23 +/-0.03
5 Acido vanilico 8.74 +/-0.03 | 0.79 +/-0.03
6 Acido cafeico 10.21 +/-0.03 | 1.17 +/-0.05
7 Vainillina 11.32 +/-0.02 | 0.77 +/-0.06
8 Acido cumérico 14.15 +/-0.01 | 1.90 +/-0.09
9 Acido ferdlico 15.45 +/-0.01 | 1.31 +/-0.03

Orden de elucién (OE)

Después de obtener un cromatograma de la mezcla de 9 compuestos, se elaboraron curvas de
calibracion para los estandares con orden de elucién 3,4, 5y 7 con un intervalo lineal de 1-50 pg/mL.
Los pardmetros de linealidad de cada curva de calibracién mostrados en la Tabla 14, permitieron
determinar las concentraciones de los 4 compuestos presentes en el extracto de vainilla.

Tabla 14.-Parametros de linealidad de las curvas de calibracién para los compuestos acido 4-hidroxibenzoico, acido
vanilico, 4-hidroxibenzaldehido y vainillina.

Compuesto Intervalo lineal b m r LD (ug/mL) | LC (ug/mL)
Acido 3,4-hidroxibenzoico | 1-50 ug/mL | -2.78E+05 | 1.97E+06 | 0.9998 0.37 1.13
4-hidroxibenzaldehido 1-50 ug/mL | -1.94E+06 | 9.11E+06 | 0.9998 0.08 0.24
Acido vanilico 1-50 ug/mL | -4.89E+05 | 2.20E+06 | 0.9998 0.33 1.01
Vainillina 1-50 ug/mL | -1.05E+06 | 4.44E+06 | 0.9998 0.16 0.50

(r) coeficiente de correlacion, (b) ordenada al origen y (m) pendiente.
5.4. Separacidn y cuantificacion por HPLC, en extractos de Vainilla.

Después de realizar 3 extracciones de vainas de vainilla por el método de irradiacidn por microondas
focalizado, se analizé el extracto por HPLC en fase reversa. Las unidades de concentracion
expresadas en las curvas de calibracién fueron de pg/mL, pero para poder expresar valores de
capacidad antioxidante, las concentraciones de cada compuesto se transformaron a umol/L (Tabla
15).



Tabla 15.- Concentracién de 4 compuestos presentes en extractos de vainilla, a partir de curvas de calibracién por HPLC.

Extracto | Ac. PHB umol/L| PHB pumol/L | Ac. Vanilico pmol/L | Vainillina pmol/L
EXT1 95.58 +/-2.31 | 252.21+/-0.74 467.10 +/-2.07 3,140.76 +/-7.02
EXT2 90.84 +/-0.77 | 245.50 +/-0.29 460.29 +/-0.03 3,024.03 +/-1.75
EXT3 82.20 +/-1.16 | 219.41 +/-0.31 406.23 +/-1.22 2,688.69 +/-1.42

Media 89.54 +/-6.78 |239.04 +/-17.33 444.54 +/-33.35 2,951.16 +/-234.68

Ac. PHB (4cido 4-hidroxibenzoico); PHB (4-hidroxibenzaldehido)

5.4.1. Capacidad antioxidante de 4 estandares presentes en el extracto de vainilla.

Para analizar la contribucién de la capacidad antioxidante de los 4 compuestos presentes en el
extracto de vainilla a partir de sus concentraciones, se determiné la capacidad antioxidante del
extracto y la de cada compuesto usando estandares por separado, utilizando unidades de pmol/L
de trolox presentados en la Tabla 16, a partir de la curva de calibracién de trolox por FIA.

Tabla 16.- Capacidad antioxidante asociada a cada compuesto presente en los extractos.

Compuesto [umol /L] trolox
Ac. PHB pMm 37.76 +/- 8.55
PHB uM 12.74 +/- 0.95
Ac. Vanilico uM 276.68 +/- 24.67
Vainillina uM 3,179.71 +/- 279.05
Total 3,506.89 +/- 280.27
Extracto 6,172.17 +/- 487.62

Los resultados de la contribucidn de cada compuesto indicaron que la capacidad antioxidante de un
extracto de vainilla es superior en casi el doble a la capacidad antioxidante de la suma de los 4
compuestos a las concentraciones presentes en el extracto, debido a que un extracto de vainilla se
encuentran un aproximado de 170 compuestos que incrementan la capacidad antioxidante (de
Guzman & Zara, 2012). La vainillina fue el compuesto que proporciona la mayor capacidad
antioxidante de la suma de los 4 compuestos, lo que nos lleva a corroborar datos antes informados
en la bibliografia (Rojas-Lépez & Cafiizares-Macias, 2013; Sinha et al., 2007).

6. Conclusiones

Se logré desarrollar y validar un sistema FIA, para evaluar la capacidad antioxidante de estandares
y extractos de vainilla, empleando el ensayo ORAC. El sistema FIA propuesto presentd diversas
ventajas entre las que se encuentran: reduccidon de la manipulacién de reactivos por parte del
analista, y principalmente el acortamiento del tiempo de analisis de 90 minutos (por el método en
microplacas) a 5 minutos. El método ORAC por FIA permite operar de manera continua y es posible
analizar aproximadamente 12 muestras hora, lo que hace que el ensayo sea adecuado para la
cuantificacion de muestras de manera inmediata.

La sefial analitica utilizada para la medicidon de la capacidad antioxidante fue una de las partes
medulares de la metodologia, debido a que se logrd cuantificar en una zona muy diluida del bolo de
inyeccion tomando como principio el factor de dispersion a la hora de introducir los reactivos y
muestras al sistema FIA. El ensayo pudo ser cuantificado gracias a que el sistema permite monitorear
el grado de la reaccidn sin la necesidad de que esta alcance equilibrio quimico.

Entre las caracteristicas del método, se destacan valores menores al 4% para los porcentajes de
repetibilidad y reproducibilidad, empleando estandares y extractos de vainilla, lo que se encuentra



dentro del rango aceptable por la bibliografia consultada, teniendo asi una buena precision asociada
alareproducibilidad y repetibilidad del método. Es importante destacar que el método FIA presentd
un intervalo lineal usando concentraciones 10 veces mas pequefias de trolox en comparacién con
el método en lote. La sensibilidad del método asociada a la pendiente de la curva de calibracion
mostro ser 5 veces mas alta por el método FIA que por el método en lote. De la misma manera los
limites de deteccidon y cuantificacién mostraron ser 4 veces mas bajo por el método FIA que por el
método en lote.

Se obtuvo una correlacién mayor al 99% entre el método FIA y el método en microplaca,
demostrandose que dicho andlisis puede ser llevado a cabo por FIAy correlacionarse directamente
con la determinacién en lote.

La separacion y cuantificacion de 4 compuestos presentes en el extracto de vainilla por HPLC, nos
permitié poder relacionar la concentracién de cada uno con su capacidad antioxidante, destacando
asi que la mayor capacidad antioxidante de los 4 compuestos evaluados (presentes en el extracto
de vainilla) se atribuye al compuesto vainillina, dado que es el compuesto que se encuentra en
mayor concentraciéon. Por tanto, para la capacidad antioxidante total para el extracto de vainilla, el
compuesto vainillina contribuye en un 50%. El extracto de vainilla presenta el doble de capacidad
antioxidante que la vainillina, debido a la influencia de los demas compuestos presentes en el
extracto, que aunque no se encuentren en mayor cantidad que la vainillina, contribuyen en conjunto
a incrementar la capacidad del extracto.

7. Perspectivas

Con el disefo de la configuracion FIA propuesta y las condiciones dptimas para la cuantificacién de
la capacidad antioxidante se obtuvieron buenos resultados, sin embargo, el uso del reactivo AAPH
como portador en un sistema de flujo continuo resulta inconveniente ya que consume una mayor
cantidad de reactivo aunque sea mas rdpido que el método en microplacas. Por tal motivo, se
propone mejorar la optimizacién de la configuracion FIA, de tal forma que se reduzca aun mas el
consumo de reactivos, en donde la solucién portadora sea SAF y los reactivos inyectados sean la
fluoresceina y el AAPH disminuyendo las concentraciones de la configuracién actual. Asimismo,
después de mejorar la optimizacidon se espera poder automatizar completamente el anlisis,
utilizando una bomba peristaltica programable.
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