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RESUMEN: Los antioxidantes son
compuestos capaces de proteger a los
sistemas biolégicos del dafo oxidativo; en
el estudio de plantas medicinales existen
diversos modelos para medir su actividad
antioxidante, generalmente clasificados en
métodos in vitro e in vivo; en este capitulo
se revisan tres de los principales métodos
para evaluar la actividad antioxidante in
vitro: la neutralizacion del radical DPPH, la
reduccion del perdxido de hidrogeno y la
reduccion del ion férrico. Estos métodos son
complementarios en cuanto a que estudian
diferentes mecanismos de accion de los
productos naturales y sirven para evaluar
la actividad antioxidante de plantas y otros
alimentos de consumo humano y animal.

INTRODUCCION

La actividad antioxidante es basica
en el estudio de plantas medicinales

porque permite vislumbrar el potencial de
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un extracto e inferir su uso en algunos padecimientos relacionados con el estrés oxidativo;
estas pruebas generalmente se correlacionan con la cuantificacion de compuestos
polifendlicos y suelen realizarse de manera conjunta. Existen principalmente dos tipos
de modelos utilizados para la evaluacion de la actividad antioxidante de una molécula,
compuesto o planta: los modelos in vitro y los modelos in vivo. Se han desarrollado una
gran cantidad de métodos in vitro para poder medir la eficiencia de los recursos naturales
antioxidantes, a continuacion, se describen tres de los métodos mas reportados en la
literatura cientifica: la actividad de eliminacion del radical DPPH, la reduccion del peréxido

de hidrogeno y el poder reductor del ion férrico.

ACTIVIDAD DE ELIMINACION DE DPPH

El radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) es estable debido a la deslocalizacién
del electron desapareado, en consecuencia la molécula no se dimeriza como sucede con la
mayoria de los radicales libres; el DPPH presenta una coloracién violeta intensa debido a
su estructura quimica que contiene enlaces dobles alternados, el compuesto se caracteriza
por una banda de absorcién en una solucion de etanol a aproximadamente 520 nm. Cuando
una solucién de DPPH de color violeta se mezcla con la de un sustrato que puede donar
un atomo de hidrégeno, esto da lugar a la forma reducida de color amarillo la diferencia de
absorbancias permite obtener el porcentaje de captacion de radicales libres (Figura 1); en
este ensayo los controles positivos pueden ser acido ascérbico, acido galico, quercetina,

catequina o glutation.
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Figura 1. Representacion estructural quimica del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

ENSAYO DE REDUCCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO (H,0,)

Es un ensayo colorimétrico enzimatico optimizado que se utiliza para la
determinacion de la actividad de eliminacion de peroxido de hidrogeno en extractos de
plantas y antioxidantes estandar, basados en el sistema de reaccion donde H,O, reacciona

rapidamente con el fenol y 4-aminoantipirina en presencia de peroxidasa de rabano
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picante (HRP) para producir un colorante de quinoneimina de color rosa (Figura 2). Los
secuestradores de H,O, al disminuir la concentracion de esta especie reactiva de oxigeno
provocan una disminucion de la intensidad de color por una produccion disminuida de este
cromoéforo en particular; una variante del método mide directamente la concentracion de

peroxido en la region UV del espectrofotdbmetro.
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Figura 2. Reaccién quimica catalizada por HRP.

ENSAYO DE POTENCIA ANTIOXIDANTE REDUCTORA FERRICA (FRAP)

El ensayo FRAP se basa en la capacidad de los antioxidantes para reducir Fe®" a
Fe?* en presencia de 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) a pH bajo, formando un complejo
azul intenso de Fe?*-TPTZ con una absorcion maxima a 593 nm. Los valores de FRAP
se pueden obtener comparando el cambio de absorcion en la mezcla de prueba con los
obtenidos a partir de concentraciones crecientes de Fe® y expresadas como milimol de
equivalentes de Fe?* por Kg (alimento solido) o por L (bebidas) de muestra. En este ensayo,
el FeSO, se utiliza como estandar para la curva de calibracion. La capacidad antioxidante
basada en la capacidad de reducir iones férricos de la muestra se calcula a partir de la
curva de calibracion lineal y expresada como milimol de equivalentes de FeSO, por gramo
de muestra. La Figura 3 muestra la reaccion que tiene lugar en este método de medida de
la capacidad antioxidante.
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Figura 3. Ecuacion quimica de la reaccion del mecanismo de reaccion del método FRAP.
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Ademas de estos tres métodos principales, existen otros métodos in vitro para
determinar la capacidad antioxidante, tales como el ensayo de capacidad de absorcion
del radical oxigeno (CARO), la actividad antioxidante total, la capacidad antioxidante
equivalente a trolox (AAET), el ensayo de eliminacion de radicales de anién superoxido,
el ensayo de eliminacion de radicales hidroxilos, el ensayo de eliminacion de radicales de
6xido nitrico y contenido total fendlico.

MODELOS IN VIVO

Los métodos in vivo se usan para la evaluacién de la actividad antioxidante
de compuestos desconocidos de cultivos celulares o en 6rganos como rinén o
higado de animales de laboratorio, manteniendo segun los principios rectores en
el cuidado y uso de animales. Los siguientes métodos se utilizan para estimar la
actividad antioxidante in vivo: la estimacion de superéxido dismutasa, la cantidad
de glutation reducido, la cuantificacion de malonilaldehido y la estimacion de
catalasa.

METODOS PARA LA DETERMINACION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS

Los compuestos polifendlicos se encuentran abundantemente en muchos vegetales
y poseen actividades antioxidantes por sus grupos hidroxilos estabilizados aromaticamente
por el benceno; estos compuestos son principalmente taninos, flavonoides y antocianinas;

aunque existen otros compuestos polifendlicos de importancia biolégica y nutricional.

METODO FOLIN-CIOCALTEU PARA DETERMINAR POLIFENOLES TOTALES

El método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu se utiliza para determinar los
compuestos fendlicos totales; se fundamenta en que los compuestos fendlicos reaccionan
con el reactivo de Folin (complejo de acido fosfomolibdico y fosfotungstico) de color amarillo
que se reduce por los polifenoles y a pH basico se produce la formacion de un color azul
que se puede cuantificar espectrofotométricamente a 760 nm.

METODO DE VAINILLINA PARA CUANTIFICACION DE TANINOS
CONDENSADOS

El método vainillina-HCI es el mas utilizado para la determinacion cuantitativa de
los taninos condensados; este método se basa en la propiedad que presentan los taninos
condensados de oxidarse en medio acido y por aplicacidén de calor para romper sus enlaces
intermonoméricos. Este andlisis es especifico para determinar flavan-3-ol, dihidrochalconas
y proantocianidinas y la catequina se utiliza como estandar.
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METODO COQORIMETRICO DEL CLORURO DE ALUMINIO PARA
CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES

Este método se basa en la formacién de complejos estables de los flavonoides
con el cation de aluminio; este complejo produce un desplazamiento batocréomico de la
absorcién de luz y una intensificacion de la absorcidén. Este método evita la interferencia de
otros polifendlicos y sirve para determinar la cantidad especifica de flavonoides; el método
es reproducible, proporcionando desviaciones muy pequefas o ninguna diferencia entre

una prueba y otra sobre la misma muestra.
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