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Resumen

En la presente investigacion se evaluaron los efectos de algunos factores quimico-fisicos
sobre la formacion del complejo azul de molibdeno con vistas a la optimizacion del
conocido método Actividad Antioxidante Total, para la estimacion del potencial
antioxidante de productos de origen natural. Mediante la aplicacion de un Disefio
Factorial (3*) se comprobé la gran influencia de la concentraciéon de &cido y la
temperatura en la formacion del complejo de polioxometalato, resultando el tipo de acido
y el tiempo de incubacion pocos significativos. El acido ascérbico mostré un menor
tiempo de desarrollo del color en la formacion del complejo que los metabolitos de
referencia empleados. El empleo de cosolventes (etanol) influyé negativamente en la
cantidad de complejo formado. Debido a lo anterior las condiciones propuestas para
desarrollar el método fueron: Tipo de &cido: HCI; concentracion de acido/pH de la mezcla
reactiva, 0.01 N, ~ 3; temperatura de incubacién: 65 °C, y tiempo de incubacién: 40 min.
Bajo estas condiciones experimentales el orden de potencia antioxidante para los
productos evaluados fue el siguiente: pirogalol, quercetina, acido ascorbico, acido gélico

y rutina.



Summary

In the present investigation, evaluate the effects of some chemical-physical factors on the
formation of the blue molybdenum complex with a view to optimizing the known Total
Antioxidant Activity method, for the synthesis of the antioxidant potential of products of
natural origin. By applying a Factorial Design (3%) the great influence of the acid
concentration and temperature on the formation of the polyoxometalate complex is
verified, resulting in the type of acid and the incubation time few contaminants. Ascorbic
acid showed a shorter color development time in complex formation than the reference
metabolites used. The use of cosolvents (ethanol) negatively influenced the amount of
complex formed. Due to the above, the conditions proposed to develop the method were:
Type of acid: HCI; acid concentration / pH of the reaction mixture, 0.01 N, ~ 3; incubation
temperature: 65 °C, and incubation time: 40 min. Under these experimental conditions,
the order of antioxidant potency for the products evaluated was as follows: pyrogallol,

guercetin, ascorbic acid, gallic acid and rutin.
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Introduccion:

En la actualidad el estudio de las plantas medicinales y sus propiedades farmacolégicas
se han intensificado debido a su potencial uso como fuente de metabolitos con efectos
antioxidantes beneficiosos para los organismos vivos. El conocimiento cada vez mas
profundo acerca del papel del estrés oxidativo en la manifestacion y evolucion de
distintas patologias, por una parte, y el refinamiento de los métodos de identificacion,
determinacién, extraccion y purificacion de bioactivos obtenidos a partir de fuentes
naturales; ha conducido a un aumento significativo de las investigaciones en este campo
(Hernandez Barreto, 2019).

El oxigeno es una molécula imprescindible para la vida, su alta demanda en la respiracién
celular provoca dafios nocivos a la propia célula, esto se debe a su alta reactividad y a
su capacidad de generar radicales libres. A nivel celular estas especies reactivas, como
son: aniones superoéxido (O2), radicales hidroxilos (OH") y peroxido de hidrégeno (H20x2)
son producidas por el metabolismo mitocondrial, el cual se considera la génesis de las
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno. Asi mismo son generadas en los
peroxisomas, en los procesos inflamatorios, en la fagocitosis, isquemia y ejercicio fisico
(Viada Pupo et al., 2017; Valdés Reyes et al., 2016; Cardenas Rodriguez and Pedraza
Chaverri, 2005). También su formacion se ve ligada a factores exdgenos intrinsecos a la
accion del hombre sobre la naturaleza como son el habito de fumar, la contaminacion

ambiental, el ozono, los solventes industriales, radiaciones, farmacos y pesticidas.

La generacién incontrolada de estos radicales libres conlleva a un ataque a los lipidos
de membrana, proteinas, enzimas y ADN causando estrés oxidativo (EO) y, en ultima
instancia, senectud celular (Choudhury et al., 2016), por lo que deben ser contrarrestadas
en un equilibrio redox adecuado, a través de los sistemas antioxidantes naturales, si la
barrera antioxidante es superada las células sufriran las consecuencias del estrés
oxidativo y por consiguiente la proliferacion de diversas enfermedades degenerativas
como la diabetes mellitus, el cancer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de

Alzheimer, la aterosclerosis, los trastornos neurodegenerativos, el envejecimiento y
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muchas otras enfermedades inflamatorias (Bhattacharyya et al., 2014; Lawson et al.,
2017).

En este contexto destaca la importancia de los antioxidantes en la procuracion de una
condicion fisiolégica ideal. Los sistemas antioxidantes naturales estdn regulados por
diferentes mecanismos enddgenos de defensa y si una vez efectuada esta proteccién no
se eliminan adecuadamente los radicales peligrosos, entonces se recurrird a una fuente
externa portadora de antioxidantes que restablezca el equilibrio redox. Muchos de estos
metabolitos naturales se encuentran en diversas fuentes vegetales, como los polifenoles,
los flavonoides y los taninos condensados (Bhattacharyya et al., 2014; Viada Pupo et al.,
2017). Es por eso que la determinacién del potencial antioxidante en productos naturales
y sintéticos ha sido estudiada constantemente debido a sus contribuciones en las ramas
de la medicina, la cosmética, la agricultura, etc. Entre los principales métodos y ensayos
estudiados figuran: ensayo de DPPH, poder reductor, actividad quelante de metales y
fosfomolibdeno, este dltimo constituye el material de estudio principal para la realizacion

de este trabajo.

La estimacion del potencial antioxidante de flavonoides, o productos naturales de interés,
mediante el método del molibdeno azul, se realiza en condiciones de estrés que
combinan, altas temperaturas, medio acido fuerte y largos tiempos de incubacién. Estas
condiciones a las que se emplea el método espectrofotométrico propicia una mayor
formacion de productos de degradacion y por consiguiente una estimacion incorrecta del

potencial antioxidante, que constituye el problema cientifico al que nos enfrentamos en

la presente investigacion.

La hipétesis cientifica que guiara nuestro trabajo parte del supuesto que: Es posible la
formacion del complejo azul de molibdeno bajo condiciones menos enérgicas; que

garantice mayor rapidez de analisis, menor coste econémico y resultados mas fiables.

Considerando lo anterior nos proponemos el siguiente objetivo general:

e Optimizar el método azul de molibdeno para la estimacion del potencial

antioxidante de metabolitos de origen natural.
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Lo que precisa del cumplimiento de los siguientes objetivos especificos:

e Determinar, mediante un Disefio Factorial (34), los factores mas significativos que
influyen en la formacion del complejo azul de molibdeno.

e Determinar condiciones 6ptimas de trabajo para los factores mas importantes.

e Estimar el potencial antioxidante de algunos metabolitos de origen natural una vez

optimizado el método.



Capitulo I. Revision Bibliografica

1.1 Estrés oxidativo y Especies Reactivas del Oxigeno.

En la segunda mitad del siglo XX fue posible determinar especies quimicas que
contienen uno o mas electrones que realizan su recorrido orbital de forma o manera
impar, lo cual trae consigo una gran inestabilidad del equilibrio molecular que sélo se
restablece cuando de sus proximidades logran sustraer el electron requerido para
constituir la indispensable paridad electrénica. A estas sustancias quimicas que
contienen electrones libres o impares, se les denominé radicales libres (RL). La vida de
un RL es extremadamente fugaz; su agresividad y actividad destructora ocurren en
fracciones de milésimas de segundo; tiempo requerido para la consecucion del electron
complementario, estabilizar su carga eléctrica y con ello, dejar de ser un RL (Cardenas
Rodriguez and Pedraza Chaverri, 2005; Calderén Pefia et al., 2018; Bhattacharyya et al.,
2014; Virdis et al., 2011).

En los sistemas vivos se generan muchos tipos de radicales libres, siendo los mas
conocidos los radicales del oxigeno. Se utiliza el término Especies Reactivas del Oxigeno
(Reactive Oxygen Species, ROS o ERO segun sus siglas en espafiol) como nombre
colectivo para referirse a las especies derivadas del oxigeno incluyendo tanto los
derivados radicales como los no radicales, que son agentes oxidantes y/o facilmente

convertibles en radicales (la presencia de un “-” en una especie reactiva indica que ésta
posee un electron no apareado, es decir, que es un radical). De forma analoga existen
Especies Reactivas del Nitrégeno (RNS), del Cloro (RCIS) y del Bromo (RBS) (Armas
Gonzalez, 2010). Es preciso mencionar ademas que las ROS pueden ser de origen
exdgeno o enddégeno(figura 1), en cuanto a generacion de O se refiere y que la accion
de .NO, Fe?* (promoviendo reacciones tipo Fenton), pueden dar lugar a otras mas

reactivas.
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Figura 1: Fuentes endbégenas y exodgenas de generacion de especies reactivas del
oxigeno (Gutiérrez Hernandez et al., 2018).

1.1.1. Especies reactivas del oxigeno (ROS) fisiol6gicas

Radicales: Anion superoxido (Oz-), Hidroxilo (.OH), Alcoxilo (RO-), Peroxilo(ROO")

No Radicales: Peroxido de hidrégeno (H202), Acido hipocloroso (HCIO), Ozono (0s),
Oxigeno singlete (1AO2) (Bhattacharyya et al., 2014).

1.1.2. Especies reactivas del nitrégeno (ERN) fisiol6gicas

Radicales: Oxido nitrico (NO), Diéxido de nitrégeno (NO2)

No Radicales: Peroxinitrito (ONOO"), Acido nitroso (HNOz), Catién nitrosilo (NO*), Anién
nitroxilo (NO"), Peroxinitritos alquilo (ROONO) (Bhattacharyya et al., 2014).
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La produccion de las ERO esta controlada por los mecanismos antioxidantes de defensa,
sin embargo, este equilibrio se pierde cuando hay una excesiva produccion de ERO o
una deficiencia de los mecanismos antioxidantes lo que conlleva a dafios a las
macromoléculas biolégicas mas abundantes: ADN, lipidos y proteinas, este suceso es
mas conocido por el nombre de estrés oxidativo (figura 2). En términos quimicos, el EO
es un aumento (cada vez mas negativo) en la reduccion del potencial celular o una
disminucién en la capacidad reductora de los pares redox celulares como el glutation.
Los efectos del EO dependen de la magnitud de estos cambios, y de si la célula es capaz
de superar las pequefas perturbaciones y de recuperar su estado original (Bhattacharyya
et al., 2014).

ESTRES OXIDATIVO

DEFENSA ANTIOXIDANTE

ERON
RL

l

DANO OXIDATIVO

A g

MEMBRANAS LiPpIDOS PROTEINAS AciDOS
BIOLOGICAS NUCLEICOS

Figura 2: Aparicion de dafios a macromoléculas por accién del estrés oxidativo
(Calderon Peiia et al., 2018).
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1.2 Principales dianas bioldgicas de los radicales libres: lipidos de
membrana, proteinas y ADN

El efecto principal de las ERO sobre los lipidos es la lipoperoxidacién, que se produce al
contacto con los lipidos de las membrana con un agente oxidante miembro de las ERO.
Esta lipoperoxidacion trae como consecuencia alteraciones en la estructura de la
membrana, afectando su fluidez y provocando dafio en su integridad. Entre los productos
formados durante la peroxidacion lipidica se incluyen, entre otros, el 4-hidroxi-2-alquenal
y el malonildialdehido (MDA); este ultimo presenta una elevada capacidad de reaccionar
con las bases de ADN. El dafio oxidativo al ADN es de extrema importancia, debido a
gue las bases nitrogenadas dafiadas pueden generar mutaciones que a su vez pueden
resultar en carcinogénesis, apoptosis, necrosis e innumerables enfermedades
hereditarias (Armas Gonzalez, 2010; Dontha, 2016; Gonzalez Gonzalez, 2016).

Las proteinas pueden ser dafiadas directa o indirectamente por el contacto con los
diversos RL, principalmente ‘OH, RO- y RNS. Estos dafios incluyen peroxidacion,
cambios en la estructura terciaria, alteracion de determinados residuos de aminoécidos
e incluso fragmentacién, inactivacion y degradacion proteica. Como consecuencia,
pueden aparecer pérdidas de actividad enzimatica, alteraciones de funciones celulares
como la produccion de energia, interferencias con la creacién de potenciales de
membrana y cambios en el tipo y nivel de proteinas celulares. Se ha vinculado una amplia
diversidad de enfermedades con la presencia de las proteinas oxidadas, algunas de ésas
son: la enfermedad de Alzheimer y la artritis (Indo et al., 2015; Pisoschi and Pop, 2015;
Lawson et al., 2017; Armas Gonzalez, 2010)

1.3. Patologias relacionadas con el estrés oxidativo

Durante la ultima década se ha dedicado considerable esfuerzo a investigar el papel de
los RL en la patogenia de las enfermedades. Se piensa que el EO contribuye al desarrollo
de una amplia gama de ellas, pero aun no esta claro, si los oxidantes la desencadenan

0 si se producen como consecuencia de esta y provocan los sintomas de la enfermedad.
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Investigaciones realizadas en pacientes con hipertension arterial esencial evidencian una
situacion de EO, con incremento de la concentracion sanguinea de sustancias reactivas
al 4cido tiobarbitarico (TBARS), como indicador de peroxidacion lipidica y reduccién de
las actividades antioxidantes de las enzimas superéxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (Gpx) y la catalasa (CAT) en sangre total (Virdis et al., 2011). Asi mismo,
estudios encontraron una disminucion de barredores de ERO, como la vitamina E y el
glutatién reducido (GSH), que puede contribuir al dafio oxidativo que se observa en la
hipertension en humanos (Viada Pupo et al., 2017).

Otra situacion importante son los efectos que una sesién de hemodialisis causa en
pacientes con enfermedad renal crénica (ERC), pues para algunos autores la
hemodidlisis agravaria el EO debido a la activacion de células inflamatorias causada por
el uso de membranas bioincompatibles y por pérdidas netas de antioxidantes solubles
en agua o por una generacion excesiva de RL. También, se sefiala la disminucion de
malondialdehido con la hemodialisis y destacan los trabajos realizados donde enfatizan
gue el efecto beneficioso de la hemodidlisis sobre los principales aminotioles plasmaticos
(cisteina, homocisteina, cistenil-glicina y glutatién), podria ser importante marcador de la
oxidacion (Heredia Ruiz et al., 2015).

En un estudio realizado para evaluar el nivel de EO en individuos normales y compararlos
con pacientes con ERC y dializados, se observa que en los enfermos con ERC, los
niveles de vitamina C y tioles son bajos, y que la relacion RL ascorbilo/vitamina C, esta
elevada con respecto a los controles. En forma contraria, el estado antioxidante y los
niveles de acido Urico se encontraban mas elevados en los pacientes con ERC. Luego
de finalizada la didlisis, la relacién RL ascorbilo/vitamina C se halla ain mas aumentada,
mientras que el estado antioxidante y la biodisponibilidad de oxido nitrico estan
disminuidos, lo cual influye en la patogénesis de la hipertensién y probablemente en las
manifestaciones cardiovasculares precoces que se observan en la ERC (Heredia Ruiz et
al., 2015).

Se sospecha (aunque no esta demostrado) que el EO es un importante precursor de las
enfermedades neurodegenerativas incluidas el Parkinson, el Alzheimer y la de

Huntington (Wang et al., 2014). También se considera que esta vinculado a ciertas

8
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enfermedades cardiovasculares, ya que la oxidacion de lipoproteinas de bajo peso
molecular (LDL) en el endotelio vascular es un precursor de la formacion de placas de
ateroma. Ademas desempefia un papel en la cascada isquémica debido a los dafios por
la reperfusion de oxigeno que sigue a la hipoxia. Esta cascada incluye tanto los

accidentes cerebrovasculares como ataques cardiacos.

Por otra parte el proceso de envejecimiento esta estrechamente ligado a la generalizada
peroxidacion de acidos grasos de la membrana celular y dafio al ADN. En las membranas
celulares se alteran los gradientes ionicos y la impermeabilidad, pierde su cualidad de
barrera selectora y la célula muere. En la piel los RL sustraen un electron a la célula del
tejido elastico, esencialmente al colageno, lo cual va seguido de adelgazamiento
cutaneo, de pérdida de elasticidad, resequedad y de aparicion precoz de las arrugas. En
la catarata senil, los RL ocasionan un dafio irreversible de las proteinas del cristalino y
consecuentemente determina el progreso de la enfermedad (Viada Pupo et al., 2017; Siti
Hawa et al., 2015).

La etiopatogenia de la degeneracion de la macula lutea referida a la edad, esta
directamente relacionada con la actividad de los RL. Los dafios al ADN nuclear
disminuyen la facultad de regeneracion y sustitucion celular, disminucién vy
enlentecimiento del proceso inmunolégico, de la respuesta inflamatoria, de la actividad
enzimatica y consecuencialmente acelera el proceso ateroesclerético y el
envejecimiento. Algunos genes que regulan la longevidad actian mediante una mayor

carga genética de enzimas antioxidantes (Viada Pupo et al., 2017; Siti Hawa et al., 2015).

La ateroesclerosis se inicia en la infancia, la susceptibilidad de oxidacién de LDL, se
asocia inversamente con la concentracion de ferritina en plasma, lo cual puede ser
explicado por un déficit conjunto de hierro y de nutrientes antioxidantes. Considerando
esto ultimo, el hambre oculta en los nifios condicionaria una mayor oxidacién de las
lipoproteinas y con ello riesgo cardiovascular. (Virdis et al., 2011; Navia-Pelaez et al.,
2017).

El cancer es per se una enfermedad inductora de estrés oxidativo, donde las alteraciones

metabdlicas de las células neoplasicas, la infiltracion tumoral por células inflamatorias, la



Revision bibliogrdfica

malnutricion y los tratamientos oncologicos especificos, contribuyen a elevar los niveles
de EO en los pacientes que lo padecen (figura 3). El enfermo oncolégico experimenta
una situacion muy especial, ya que en todo momento presenta EO, propiciado por su
mecanismo de accion, ya sea por el proceso patolégico o bien por la terapia
farmacoldgica, conduciéndolo a un deterioro aun mayor, esto aunado a la falta de
especificidad de la terapia, porque ésta no sélo ataca células neoplasicas, sino también
a las células normales. Se habla entonces de que los efectos tdxicos del EO en células
normales podrian contrarrestarse al usar antioxidantes, lo que podria a su vez anular el
efecto sobre células neoplasicas al impedir la apoptosis; esto ocasiona que su falta de
especificidad para actuar sobre células normales impida el uso de los antioxidantes en

pacientes con cancer (Gutiérrez Hernandez et al., 2018).

Metabolismo células
tumorales

v

v Ingesta Células inflamatorias

A / Estrés \ 4
oxidativo
y ¥

TV()mitos 1 Quimioterapia

Radioterapia

Figura 3: Principales factores que influyen en la elevacién del estrés oxidativo en

pacientes con cancer (Gutiérrez Hernandez et al., 2018).

En cuanto al humo del tabaco, cuando una persona no fumadora permanece media hora
en una sala que contiene humo de tabaco, sus depositos de antioxidantes descienden al
minimo. El RL paraoxona aportado por el humo del tabaco inhalado disminuye los niveles

de la enzima paraoxonasa, ocasionan dafio severo de la tlnica elastica del alvéolo, lo
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cual conduce a la bronquitis crénica, enfisema pulmonar y, en otros casos, al carcinoma
bronquial. EI humo del cigarro por intermedio de sus RL favorece la formacion de trombos
y la acumulacion de LDL oxidado en los macréfagos, paso previo a la formacion de la
placa de ateroma y a las afecciones obstructivas vasculares. El dafio a la pared de la
vejiga urinaria por accion del tabaco aparece tempranamente, consiste en un proceso
inflamatorio irritativo crénico, con tenesmo e incontinencia que suele terminar en cancer.
El dafio a la mucosa gastroduodenal de los fumadores y la sobreproduccion de histamina
en los estados prolongados de estrés, inducen la transformacion de xantina-
deshidrogenasa en xantino-oxidasa, lo cual propende a la aparicion de la Ulcera gastrica.
Tanto los RL provenientes del tabaco, como la histamina sirven de cofactor en el
duodeno, al proceso infeccioso de Helicobacter pylori relacionado con la tlcera duodenal

cronica (Gutiérrez Hernandez et al., 2018).

Las patologias del desarrollo pueden resultar de la formacion endégena o xenobidtica de
ERO, que dafian oxidativamente macromoléculas como el ADN, proteinas, lipidos
celulares y alterar la transduccion de sefales traen disfuncion celular y muerte
intrauterina o teratogenicidad. Se ha demostrado que la exposicién a oxidantes en el
primer trimestre de embarazo se asocia con un mayor riesgo de anomalias congénitas
graves, debido a que la mayoria de los érganos vitales del cuerpo estan en desarrollo y
algunos se vuelven funcionales dentro de este periodo en la descendencia (Viada Pupo
et al., 2017).

La lepra es una enfermedad infecciosa crénica causada por el Mycobacterium leprae, un
bacilo que se multiplica lentamente en el hospedero y posiblemente la enfermedad ocurre
por el mal funcionamiento de la respuesta inmunitaria de este, relacionado con el papel
de algunos micronutrientes especificos como las vitaminas A, D, E, C, el zinc y el selenio.
La respuesta inmunitaria a los patdégenos libera sustancias nocivas que producen lesiéon
tisular y una pequefia cantidad de antioxidantes puede contribuir a un aumento del EO y
a complicaciones de la enfermedad (Gutiérrez Hernandez et al., 2018).

En pacientes con diabetes mellitus el valor sérico de las vitaminas A y E, asi como los
de la trasferrina, la lactoferrina, la ceruloplasmina y la albumina (derivados proteicos

antioxidantes), se encuentran por debajo de lo considerado como normal. Este resultado
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indica un incremento del riesgo de presentar dafios celulares que afectan la fisiologia de
distintos 6érganos y tejidos, tales como: endotelio, miocardio, rifion y sistema nervioso
central entre otros; como consecuencia de un aumento en la produccion de RL, reflejada
en el incremento de la peroxidacion de lipidos y proteinas, lo cual debilita de manera

importante la defensa antioxidante en este grupo de pacientes (Lawson et al., 2017 ).

La membrana espermatica tiene acidos grasos insaturados que la tornan vulnerable al
ataque de ERO. Los espermatozoides poseen sistemas protectores, pero un desbalance
entre pro y antioxidantes produce EO. Se ha estudiado para ello en el semen de hombres
infértiles, el efecto del EO sobre la membrana y nlcleo espermatico, sometiéndolo a
temperaturas de 40 °C y demuestra que este altera estructuras espermaticas esenciales

y por ende interfiere en la capacidad fecundante espermatica (Viada Pupo et al., 2017).

De manera general se plantea que las tensiones mecanicas generadas durante los
movimientos funcionales o parafuncionales de la mandibula como mecanismo de
adaptacion de la articulacion temporomandibular (ATM) puede estar relacionado a la
acumulacion de radicales libres. Aunque en un estudio realizado en veintiséis pacientes
con degeneracion interna de la ATM identificé con cifras marcadas, por medio indirecto,
la presencia de 6xido nitrico y glutation peroxidasa que es el principal antioxidante de las
células. Concluyé que el estrés oxidativo puede tener un papel en la patogénesis de la
degeneracion interna de la ATM y que en el liquido sinovial las actividades de glutatién
peroxidasa y 6xido nitrico se incrementan. Ademas, no resulté suficiente el aumento de
las actividades de glutation peroxidasa para prevenir la progresion de la degeneracién
interna de la ATM (Valdés Reyes et al., 2016).

1.4. Antioxidantes. Mecanismos de defensa a nivel celular y extracelular

Un antioxidante es cualquier sustancia que a bajas concentraciones, comparado con el
sustrato oxidable, retarda o previene significativamente la oxidacion de ese sustrato

(figura 4).
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Figura 4: Radical libre y antioxidante (Gutiérrez Hernandez et al., 2018).

Los antioxidantes se pueden clasificar de la siguiente manera:

Agentes que cataliticamente remueven los RL y a otras especies reactivas.
Ejemplos: enzimas SOD, catalasa, peroxidasas y antioxidantes especificos para

el grupo tiol.

Proteinas que abaten la disponibilidad de los prooxidantes tal como los iones de
hierro o cobre, y el grupo hemo. Ejemplos: ferritina, transferrina, haptoglobinas,
hemopexina y metalotioneina. Esta clasificacion incluye proteinas que oxidan el
ion ferroso, como la ceruloplasmina. La ferritina es una proteina intracelular que

almacena hierro. La transferrina transporta hierro en los fluidos extracelulares.

Proteinas que protegen biomoléculas contra el dafio (incluyendo estrés oxidativo)
por otros mecanismos. Ejemplo: proteinas de choque térmico localizadas en
reticulo endoplasmico, periplasma y citoplasma. Tienen como funcién la

estabilizacion y cobertura de la estructura proteica parcialmente plegada.

Agentes de bajo peso molecular que atrapan ERO y ERN. Ejemplos: glutation, a-
tocoferol, bilirrubina y acido urico. Algunos agentes antioxidantes de bajo peso
molecular que provienen de la dieta, especialmente la vitamina C y el a-tocoferol,
estan intimamente relacionados con la nutricion y la defensa antioxidante (Indo et
al., 2015; Dontha, 2016; Cardenas Rodriguez and Pedraza Chaverri, 2005).

13
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1.4.1. Agentes antioxidantes de alto peso molecular

Superoéxido dismutasa (SOD): Cu-Zn SOD y Mn SOD

Es una enzima que se encuentra en el citoplasma (Cu-Zn SOD), mitocondria (Mn-SOD)
y en el fluido extracelular (Cu-Zn SOD). La SOD cataliza la conversion del anion
superoxido a peroxido de hidrégeno:

202- + 2H* — H202 + O2
Catalasa (CAT)

Esta enzima se encuentra en las mitocondrias y los peroxisomas, y cataliza la reduccion

del perdxido de hidrégeno a agua:

2H202 — 2H20 + O2

Cabe mencionar que esta enzima también tiene actividad de peroxidasa:
H202 + RH2 —» 2H20 + R

Glutation peroxidasa (GPx)

Es una selenoenzima presente en varias isoformas, entre las que se encuentran la GPx
citosdlica, la GPx plasmatica y la GPx de fosfolipidos. Es posible encontrarla en
citoplasma, mitocondria y membrana plasmatica. Esta enzima cataliza la reduccion de
peréxidos empleando dos moléculas de glutation reducido (GSH). Los productos de la
reaccion son el glutation oxidado (GSSG) y el agua (Indo et al., 2015; Dontha, 2016;

Céardenas Rodriguez and Pedraza Chaverri, 2005).
H202 + 2GSH — GSSG + H20

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + Hz20

Glutation reductasa (GRS)

Es una enzima que se encuentra en citoplasma y tiene a la coenzima FAD en su sitio

activo. Esta enzima cataliza la reduccién de GSSG empleando la coenzima NADPH:
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GSSG + NADPH + H* — NADP* + 2GSH

Aparentemente el NADPH reduce el FAD, el cual transfiere dos electrones a la union
disulfuro (-S--S-) entre dos residuos de cisteina del sitio activo. Los dos grupos -SH

formados interactian entonces con el GSSG reduciéndolo a dos moléculas de GSH.
Glutation S-transferasa (GST)

Hasta el momento se han encontrado las isoformas GST citosdlicas y GST
microsomales. Las GST citosdlicas estan divididas en cuatro familias principales: a, y, 1
y 6, y en cuatro familias minoritarias: (¢, 0, Ky w). Las GST citosélicas estan constituidas
por dos subunidades proteinicas idénticas, mientras que las GST microsomales son
trimeros(Indo et al., 2015; Dontha, 2016; Cardenas Rodriguez and Pedraza Chaverri,
2005).

Su funcién primaria es catalizar la conjugacibn de GSH con una gran cantidad de
compuestos organicos (RX). La reaccién general de esta enzima es:

RX + GSH — RSG + HX

Se ha demostrado que las GST pueden reducir hidroperéxidos de lipidos por medio de
una actividad de glutation peroxidasa independiente de selenio y que estas enzimas
también pueden detoxificar al 4-hidroxinonenal un producto de la peroxidacion de lipidos
(Indo et al., 2015; Dontha, 2016; Cardenas Rodriguez and Pedraza Chaverri, 2005).

1.4.2. Agentes antioxidantes de bajo peso molecular

1.4.2.1. Compuestos Hidrosolubles
Vitamina C. También se conoce con el nombre de acido ascorbico. Se localiza en el
citosol y en los fluidos extracelulares. Tiene la capacidad de aceptar electrones y

reaccionar directamente con el anion superoxido y el radical hidroxilo (Dontha, 2016).

Glutatién. El glutation reducido protege los grupos sulfhidrilo de las proteinas de la accion
antioxidante de los RL y tiene la capacidad de reaccionar con el peroxido de hidrogeno,

el anion superdéxido y el radical hidroxilo (Dontha, 2016).
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Acido drico. Es producto final del metabolismo de las purinas en los primates y funciona
como un buen atrapador de RL. Cuando el acido urico reacciona con ERO se generan
alantoina, acidos cianurico y parabénico y otros productos. Ademas, algunos informes
sugieren que el &cido urico forma complejos con los metales de transicién cuando

interacciona con el ascorbato (Indo et al., 2015).

1.4.2.2. Compuestos Liposolubles

Vitamina E: La isoforma mas abundante es el a-tocoferol. Es el antioxidante mas
distribuido en los seres vivos. Se encuentra en las membranas bioldgicas y tiene la

capacidad de interrumpir la lipoperoxidacion en la fase de propagacion (Dontha, 2016).

Vitamina A: Se encuentra en las membranas impidiendo la lipoperoxidacion al reaccionar

principalmente con el 102y el OH..

Bilirrubina. Es el producto de degradacion del grupo hemo en mamiferos; su precursor
es la biliverdina. Es un poderoso atrapador de radicales peroxilo y de Oz2. La bilirrubina
unida a la albumina protege a esta ultima molécula contra el dafio por RL (Indo et al.,
2015).

1.5. Métodos para evaluar potencial antioxidante

Las metodologias utilizadas para evaluar la actividad antioxidante deben desarrollarse
cuidadosamente sobre la base del método analitico a realizar, para lograr una adecuada
determinacién del punto final de la oxidacion. Se han perfeccionado innumerables
cantidades de métodos regidos por dos enfoques diferentes. El primer enfoque se basa
en la basqueda del radical libre por el &tomo de hidrégeno o por la existencia de donacion
de electrones y el segundo, incluye la presencia de sistemas antioxidantes durante la
generacion del radical, cuya actividad se mide y compara con la tasa de oxidacion de la
molécula diana. En la actualidad se reportan una gran variedad de métodos para evaluar
la actividad antioxidante de productos/metabolitos de origen natural o sintético, los cuales
pueden ser agrupados en estudios in vitro e in vivo. El méas utilizado en los ensayos in
vitro es el DPPH mientras que en los in vivo resultd ser el ensayo de lipoperoxidacion

(LPO) (figura 5) (Adam et al., 2018). De manera general detallaremos algunos de los
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métodos mas sencillos y a la vez mas difundidos por su fiabilidad y reproducibilidad, ellos

son: Ensayo del radical 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH), poder reductor, actividad

guelante de metales y azul de molibdeno (figura 6). Este Ultimo se tomd como pieza

angular para la realizacion de este trabajo.
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Figura 5: Frecuencia de uso de los métodos mas utilizados in vitropara la determinacion

de antioxidantes (Dontha, 2016).
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Figura 6: Frecuencia de uso de los métodos mas utilizados in vivo para la determinacion

de antioxidantes (Dontha, 2016).
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1.5.1. Ensayo del DPPH

El 1,1-difenil-2-picrilhidracilo es un radical libre estable debido a que en su estructura
quimica se deslocaliza virtualmente un electrén libre, impidiendo su posible dimerizacion,
como ocurre con otros radicales libres. Esta deslocalizacion electrénica brinda una
coloracion violacea (figura 7) y un maximo de absorcion en etanol alrededor de los 517
nm. La reaccidén quimica consiste en que el radical libore DPPH sustrae un atomo de
hidrégeno proveniente de un donador (compuesto quimico puro extracto), asi el radical
libre es neutralizado a su forma reducida obteniéndose 1,1-difenil-2-picrilhidracina;
producto de este cambio se desarrolla un cambio de color, de violeta amarillo, al disminuir
la concentracion del radical libre; esta intensidad es leida en el espectrofotdmetro
después de un tiempo de 30 min de reaccién (Gonzalez Gonzalez, 2016; Tian et al.,
2017; Nascimento et al., 2017; Oboh et al., 2017; Essien et al., 2017; Phull et al., 2017;
Nagoor Meeran and Hussain, 2017; Agregan et al., 2016).

Para la evaluacion de la capacidad secuestradora de radicales libres de un producto
natural, se preparan mezclas reactivas etandlicas o hidroalcohdlicas, donde se
encuentren los presuntos antioxidantes y el DPPH; determinandose
espectrofotométricamente la cantidad de radical neutralizado. Este es un método

ampliamente reportado en investigaciones recientes.

ON

O\,/ Ij e

O,N NO, ﬁp O,N

AH A

1, 1-difenil-2-picrilhidracilo 1, 1-difenil-2-picrilhidracina
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Figura 7: Reduccion del radical 1, 1-difenil-2-picrilhidracilo a la correspondiente hidracina
y variacion del color. AH: antioxidante en su forma reducida, A.: Antioxidante en su forma
oxidada (Dontha, 2016).

1.5.2. Poder reductor del Hierro

Este método se basa en el principio de aumento de la absorbancia en las mezclas de
reaccion, indicando un aumento de la actividad antioxidante. En el mismo, el compuesto
antioxidante promueve la reduccién del Fe3* presente en el ferrocianuro de potasio, a la
forma reducida Fe?*, convirtiéndose en ferrocianuro de potasio, el cual forma a su vez un
complejo coloreado en presencia de iones férricos; para lo cual es utilizado el cloruro
férrico. Basicamente se trata de la formacion de un complejo coloreado (Fes[Fe(CN)s]s,
azul Prusia) con un maximo de absorcién a 700 nm, debido a la reduccion del ion férrico
(Fe®"), presente en la mezcla reactiva, a ion ferroso (Fe?*) por el antioxidante. La cantidad
de complejo formado se determina espectrofotométricamente y es una medida de la
cantidad de idn férrico, presente en el complejo KsFe (CN)s, reducido por el antioxidante.
Este ensayo es uno de los utilizados para evaluar la actividad antioxidante de productos
naturales en publicaciones recientes (Haddouchi et al., 2014; Krupashree et al., 2014;
Dhingra et al.,, 2017; Kumar et al.,, 2017a; Kumar et al., 2017b; Luan et al., 2017;
Tajammal et al., 2017; Xu et al., 2017; Karuna et al., 2018; Javed et al., 2017).

1.5.3. Actividad quelante de cationes metélicos

Para determinar la capacidad quelante del extracto, se emplea una prueba en la cual se
utiliza un compuesto capaz de formar complejos con cationes metalicos. La ferrozina es
una molécula capaz de formarlos en presencia de Fe?* y se evidencia mediante la
aparicion de un complejo de color rojo con un maximo de absorcion a 560 nm. En
ausencia de sustancias quelante, la cantidad de complejo Fe?*-ferrozina formada resulta
maxima. Luego de adicionar el Na2zEDTA, o0 un extracto secuestrador de metales, una
parte del Fe?* serd captada dejando de formarse una cantidad correspondiente de
complejo con ferrozina, lo cual se traduce en una decoloracion del complejo de

referencia. Esta reaccion esta restringida en presencia de otros agentes quelantes y
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resulta en una disminucién del color rojo de los complejos Fe?*-ferrozina(Hernandez
Barreto, 2019, Oboh et al., 2017). La captacioén o capacidad secuestradora del Fe?* juega
un papel importante en el balance redox, pues impide la generacion de especies
radicalicas mediante reacciones tipo Fenton. Publicaciones recientes abordan estudios
sobre la capacidad de muchos antioxidantes de formar complejos metélicos e influir
sobre la generacion de radical hidroxilo (Krupashree et al., 2014; Chang et al., 2018;
Basu et al., 2017; Aderinola et al., 2019; Grochowski et al., 2017; Kumar et al., 2017b;
Luan et al., 2017; Phull et al., 2017; Adam et al., 2018; Jafri et al., 2017).

1.5.4. Método del molibdeno azul

Durante la ultima década el campo de la quimica de los polioxometalatos ha
experimentado una verdadera revolucién. Gracias a los grandes avances en la
instrumentacion y herramientas informaticas mas poderosas para el refinamiento y
dilucidacion estructural, se han podido caracterizar cluster de moléculas compuestas por
hasta 368 atomos metalicos. La naturaleza versatil de estos compuestos en términos de
estructura, tamafo, comportamiento redox, fotoquimica, distribucion de cargas, entre
otros aspectos, ha hecho que la quimica de los polioxometalatos sea uno de los campos
de la quimica inorganica de mayor crecimiento, expandiéndose a contextos
multidisciplinarios como estudios sobre: nuevos materiales, nanotecnologia, biologia,
efectos antitumorales y antivirales, efectos insulino miméticos, catalisis, materiales
supramoleculares, coloides, sistemas electro-fotocromicos, materiales moleculares y

magnetismo (Long et al., 2007).

El gran nimero de estructuras en la quimica de los polioxometalatos se pueden agrupar

en tres clases fundamentales:

a) Heteropolianiones: cluster de 6xido metalico que incluyen aniones tales como
S04% y PO4?%. Constituyen los clister de polioxometalatos mas estudiados.

b) Isopolianiones: constituidos por el 6xido metélico pero sin la presencia interna de
heterodtomos o polianiones. Son los sistemas polioxometalatos menos estables.

c) Polixometalatos de azul de molibdeno reducido: Son los polioxometalatos de

todos los sistemas conocidos como azul de molibdeno. Su estructura fue
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desconocida hasta 1995, donde sintetizo y eluciddé estructuralmente a partir de
una solucion de azul de molibdeno, constando de un clister de elevada

nuclearidad (Mo1sa) en forma de anillo.

Como método espectrofotométrico, el molibdeno azul se emplea para la cuantificacion
de la capacidad antioxidante total y emplea reactivos de relativamente bajo coste, en
comparacién con otras técnicas. De manera general se basa en la reduccion del
molibdeno VI (Mo®*) a molibdeno V (Mo®*) por el antioxidante y la posterior formacion, a
pH acido, de un complejo de fosfato/Mo>* de color verde-azul con un maximo de
absorcién a 700 nm; es necesario agregar que dicho complejo es muy estable y no se
ve afectado por algunos disolventes organicos utilizados para la extraccion de
tocoferoles. Si los valores de absorbancia son altos, indican que la muestra posee
actividad antioxidante significativa, pues redujo una cantidad apreciable de Mo®*
aumentando la cantidad del complejo fosfomolibdeno formado. Por el contrario, bajo
poder antioxidante no permite la obtencién de suficiente Mo®*, resultando pobre la
formacion del referido complejo. EI método ha sido validado en cuanto a linealidad,
repetitividad y reproducibilidad, sin embargo esta metodologia no puede distinguir entre
varios isomeros del tocoferol (Singh and Singh, 2008).Publicaciones recientes utilizan
este método para estimar la actividad antioxidante de productos naturales (Ishtiaq et al.,
2014; Igbal et al., 2014; Murugan et al., 2016; Umamaheswari and Chatterjee, 2008;
Almulaiky et al., 2018; Hong-Lin et al., 2016; Haddouchi et al., 2014; Krupashree et al.,
2014; Dhingra et al., 2017; Muthukrishnan et al., 2018; Renugadevi et al., 2018; Zhang
et al., 2018; Udayaprakash et al., 2015; Zhao et al., 2015; Ghagane et al., 2017; Phull et
al., 2017; Jafri et al., 2017, de Queiroz Ferreira, 2017).

En la quimica analitica clasica el molibdato de sodio es uno de los reactivos mas
utilizados para la determinacion de silice o fosfatos mediante la formacion del complejo
“Molibdeno Azul ”, a diferentes estados de oxidacion con la adicion de reductores y
oxidantes (Pradhan and Pokhrel, 2013;Yatirajam and Ram, 1973).
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A parte de sus diversas aplicaciones en la determinacion de antioxidantes este método
es muy utilizado en la determinacion de fosforo en aguas naturales, en productos de
fermentacién de microorganismos en jugo de cafia de azUcar, fertilizantes y detergentes
(Pradhan and Pokhrel, 2013). Es de importancia agregar a que en muchas de estas
determinaciones se utilizan variantes alternas del método azul de molibdeno, tales como:
el método espectrofotométrico para la formacion del complejo amarillo del &cido
vanadomolibdofdsforico, el método de formacion del complejo bismuto-fosfomolibdeno y

antimonio-fosfomolibdeno.
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1.6. Estabilidad de flavonoides como metabolitos naturales de interés

Las principales propiedades beneficiosas de los flavonoides (figura 8) son: su capacidad

antioxidante, inhibicion enzimética, quelacion de metales y regulacion de la expresion

genética por lo que son muy utilizados en terapias farmacolégicas como reguladores

estrogénicos, agentes antimicrobianos, diuréticos antinflamatorios, gastroprotectores,

cardiotonicos, antioxidantes, etc (Pérez Abril, 2017). Estos compuestos ejercen su

actividad antioxidante en diversos sistemas biologicos y, por otro lado, esta capacidad

va a depender de su relativa hidrofilicidad/y de las interacciones que se establezcan con

las macromoléculas (Pérez Abril, 2017).
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Protegen la peroxidacion
Afectan a la
permeabilidad de los =
Flavanonas Clitricos
B B lipidos 5
Naringenina ~ Miel
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. L Hormonal
Eriocitrina Menta
Antimicrobiano
Antidepresivo
Flavonas Actividad de Pimiento
Luteolina fitoestrogenos Apio
Apigenina Antimicrobiano Perejil
Isoflavonas ; ; Soja
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Disminuyen la Uwva
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Quercetina Disminuyen la oxidacion Granada
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Antiinflamatorio Té&
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Flavanoles Antioxidante Uwva
Catequinas Antimutagénico Manzana
Proantocianidinas Antiinflamatorio Pera

Figura 8: Propiedades beneficiosas de los flavonoides y su presencia en alimentos

(Pérez Abril, 2017).
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La intensidad de la actividad antioxidante depende en gran medida de su estructura
guimica (figura 10) (Ali et al., 2013; Amic et al., 2007; Banjarnahor and Artanti, 2014;
Furuno et al., 2002; Lien et al., 1999; Lu et al., 2006), esta se ve influenciada por el
namero y la posicion de los grupos hidroxilos en los anillos B y A y por el grado de
conjugacion entre los anillos B y C. Ejemplos concretos de estas modificaciones son: la
estructura o-dihidroxi (3',4'-diOH,es decir, catecol)' sustituida en el anillo B confiere una
gran estabilidad al radical fenoxilico mediante el puente de hidrégeno formado; la doble
union C2-C3 (en conjugacion con el 4-oxo) favorece la estabilizacién del radical debido
a la fuerte deslocalizacion de electrones del anillo; la presencia de grupos 3-OH y 5-OH
aporta una maxima actividad antirradicalica. También es favorable la sustitucion de
grupos hidroxilos para formar una estructura catecolica en el anillo A compensando la
ausencia de la agrupacion o-dihidroxi en el anillo B (Amic et al., 2007; Banjarnahor and
Artanti, 2014) (figura 9). En cuanto a la presencia de azUcares, los flavonoides
glicosilados son mas resistentes a la degradacion que sus homélogos no glicosilados
(Sokolové et al., 2011; Zenkevich and Guschina, 2010; Chaaban et al., 2016).

Figura 9: Modificaciones estructurales de los flavonoides (Amic et al., 2007).

La estabilidad de los flavonoides muchas veces se ve afectada por la accion de
numerosos factores. En consecuencia, se han publicado un gran niamero de articulos
relacionados con la estabilidad de polifenoles. Entre los factores que afectan la

estabilidad de polifenoles se encuentran la estructura quimica, la luz, la temperatura y el
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tiempo de almacenamiento (Limmatvapirat et al., 2011; Sokolova et al., 2011; Zenkevich

and Guschina, 2010).
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Figura 10: Clases quimicas representativas de los flavonoides (Pérez Abril, 2017).
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En disolucion el mecanismo de oxidacion y su estabilidad depende del pH. Por otra parte,
la degradacion oxidativa de los flavonoides ha sido informada en la literatura por varios
autores (Sokolova et al., 2011;Zenkevich and Guschina, 2010), sin embargo, su efecto
sobre la determinacion de pK nunca ha sido considerado. Segun los resultados obtenidos
por (Diaz-Rivas et al., 2019) basandose en un estudio realizado a las infusiones de
salvilla (Buddlejas cordioides) afirman que en general los flavonoides presentan un
comportamiento acido -base neutro a condiciones acidas (por debajo de pH= 3), mientras
gue en condiciones cercanas a la neutralidad presentan una carga negativa, lo cual
interfiere con muchas de sus propiedades benéficas como antioxidantes, por lo que seria
deseable acidificar las infusiones obtenidas antes de ser comercializadas. Indagando en
estudios realizados por (Busso Casati, 2016) a las antocianinas se encontrd también que
a valores de pH inferiores a 2, basicamente el 100% del pigmento se encuentra en su
forma mas estable el cation flavilio (AH*) de color rojo intenso, por su parte a valores mas
altos de pH ocurre una pérdida del protén y adicion de agua en la posicion 2 y ha valores
basicos por encima de 7 se presentan formas quinoidales de color purpura que se
degradan rapidamente por oxidacién con el aire, hecho este que hace coincidir con lo
planteado anteriormente en (Diaz-Rivas et al., 2019) y nos permite concluir sobre el

efecto estabilizante del pH acido sobre los flavonoides en general.

Se ha demostrado que la temperatura tiene efectos sobre la estabilidad de los
flavonoides lo que ocasiona cambios en su estructura, actividad y efecto biolégico.
Paralelamente su estructura quimica influye notablemente en su degradacion al ser
sometida a estrés térmico, ejemplo de esto son los flavonoides quercetina y rutina
(Figurally 12).

Un aspecto relevante lo constituye el hecho de que la degradacion de un flavonoide en

particular puede variar la actividad antioxidante resultante, de la siguiente manera:

1. actividad antioxidante decrece.
2. se mantiene constante.

3. aumenta considerablemente (Chaaban et al., 2016).
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En dependencia de la naturaleza de los productos de degradacion obtenidos se van a
obtener los resultados anteriores, en el caso de nuestro estudio las variaciones de interés
son la 1 y la 3 las cuales pueden falsear los resultados de los experimentos
sobrestimandose o subestimandose la actividad antioxidante.
‘ OH
HO o) OH
| 0,
OH

OH O

O
HO OH / \ OH OH

H HO OH

Figura 12: Productos de degradacion de la Rutina (Chaaban et al., 2016).
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Investigaciones recientes realizadas por (Chaaban et al., 2016), sobre la cinética de
degradacion de algunos flavonoides, tales como rutina, naringina, luteolina y mesquitol,
eriodictiol, luteolina, luteolina 7-O glucdsido en medio acuoso, a diferentes temperaturas
y tiempo de incubacién, revelaron diversos comportamientos asociados a las variaciones
estructurales. La naringina resulté ser uno de los flavonoides mas estables al estrés
térmico. Temperaturas superiores de hasta 130 °C, s6lo degradan parcialmente (20 %)
el producto inicial; resultando practicamente estable a 100 y 110 °C, condiciones que
resultan extremas para los demas compuestos estudiados. La rutina, un flavonoide
glicosilado derivado de la quercetina, mostro una estabilidad baja, al analizar los graficos
de sus productos residuales se aprecia que la misma a 70°C durante una hora no sufre
degradacion pero a las 2 h ya se ha degradado el 10 % de su totalidad, resultado
diferente se obtiene a los 90 °C durante 1 h de incubacion donde las concentraciones de
los productos de degradacion ascienden al 20 % de la concentracién del metabolito
original, al llegar a la temperatura de 110 °C transcurrida 1h ya se observa casi una total
degradacion (80 %) de la rutina. Por su parte el mesquitol fue altamente sensible a
degradarse a bajas temperaturas Yy la luteolina 7-O glucésidomostr6 una estabilidad méas
alta que la luteolina cuando el tratamiento térmico aplicado fue inferior a 100 °C, mientras
gue a temperaturas mas altas la luteolina 7-O glucosido se convirtio en mas sensible

gue la luteolina.

En otro estudio las hojas de Daun Dewa (Gynura divaricata) fueron sometidas a
temperaturas de 40 °C a 100 °C. Se encontr6 que el contenido total de compuestos
fendlicos y contenido total de flavonoides se vio aumentado a partir de 90 °C, ademas
aseguran que a esta misma temperatura hay mayor capacidad antioxidante y captacion
de radicales libres, también se demostré que el tratamiento térmico de vapor-blanqueado
y escaldado con agua a 90 °C y 100 °C producen la inactivacion de las polifenol-oxidasas
y el contenido de polifenoles es mas alto en tiempos de calentamientos bajos (1-4 min)
(Delgado Flores, 2015). Segun el analisis realizado por (Mufioz Mufioz et al., 2015) se
sometid a hidroélisis acida a una temperatura de 80 °C a un extracto hidroalcohdlico de
guercetina (relacion 1:1:1 de extracto, acido y agua respectivamente) obteniéndose como
resultado que dicho flavonoide se degrada entre un 5y un 27 % en las condiciones

descritas para la hidrélisis 4cida, oxidacion y exposicion de la luz. Sin embargo en otro
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estudio realizado por (Trigueros Fernandez, 2016) afirman que la quercetina en una
solucion acuosa sobresaturada y de concentracion conocida no sufre degradacion a la
temperatura de trabajo (75 °C en bafio termostatado) ni al estar sometida a radiacion por
microondas (70 W).

Los hallazgos anteriores confirman la posibilidad de degradacién de algunos flavonoides
bajo condiciones de estrés térmico o catélisis acida. Numerosos articulos (Almulaiky et
al., 2018; Hong-Lin et al., 2016; Haddouchi et al., 2014; Krupashree et al., 2014; Dhingra
et al., 2017; Umamaheswari and Chatterjee, 2008; Muthukrishnan et al., 2018;
Renugadevi et al., 2018; Zhang et al., 2018; Udayaprakash et al., 2015; Zhao et al., 2015;
Ghagane et al., 2017; Phull et al., 2017; Jafri et al., 2017; de Queiroz Ferreira, 2017) citan
la metodologia establecida por (Prieto et al., 1999), estos utilizan altas concentraciones
de &cido (0.6 M) que pueden llegar a ser estresantes para los metabolitos e incluso para
la formacion de los complejos de polioxometalatos, altas temperaturas (95 °C) y tiempos
de incubacion largos (90 min). Lo que puede ocasionar que se estime de manera
incorrecta el potencial antioxidante debido a la interferencia de los productos de
degradacion de estos polifenoles (Chaaban et al., 2016). Estudios sumamente
interesantes muestran que las condiciones de estrés térmico pueden disminuirse
aparentemente en un rango por debajo de 70 °C, los tiempos de exposicion al calor
también, hasta llegar a intervalos de tiempo de 30 a 60 min y los valores de pH
demasiados acidos pueden variarse en rangos factibles para lograr una mayor formacion
de complejo azul de molibdeno sin falsear los resultados de la estimacion que se realiza.
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Capitulo II. Materiales y Métodos.

2.1. Equipos y reactivos utilizados

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Farmacologia del Departamento de
Farmacia de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad Central ~"Marta
Abreu” de Las Villas. En todos los procedimientos desarrollados se utilizo cristaleria
especifica de laboratorio, reactivos de calidad analitica y equipos certificados como aptos

para el uso.

2.1.1. Instrumentos y equipos

e Agitador tipo zaranda: THYS2, MLW, Alemania.

e Balanza analitica digital: Sartorius, modelo BS 124 S.

e Destilador modelo DEP 01-02

e Espectrofotdmetro UV-Vis: Génesis, 10UV, USA.

e Estufa: modelo DHG—9146A, China.

e pH-metro: pH300, HANNA instruments.

e Ordenador personal: Intel(R) Core(TM) i5-2450M CPU 2.50 GHz, 4.0 GB RAM,
500GB HDD.

e Micropipetas

2.1.2. Reactivos, solventes y farmacos utilizados

UniChem®: Acido ascérbico, H2SO4,HCI, NazHPOa, acido galico, pirogalol, acido acético

glacial, etanol.
Reachim: (NH4)s M07024-4H20.

Acros Organics: Quercetina, rutina
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2.2. Analisis Factorial

Considerando la variedad de factores que pueden influir sobre la formacion de los
complejos de Molibdeno azul (buscar) se procedid a realizar un disefio experimental
fraccionado 3* (se analizaron cuatro factores en tres niveles) que consta de una serie de
27 experimentos aleatorizados en pos de determinar el factor o los factores mas
significativos. En este estudio se definieron como factores a evaluar la temperatura, el
tiempo de desarrollo del color, el tipo de acido y la acidez en términos de normalidad
(tabla 1), manteniéndose constantes el agente reductor, la concentracion empleada del
mismo, asi como la de (NH4)s M07024-4H20) y NazHPO4 (tabla 1).

Tabla 1: Disefio experimental.

Niveles
Factores Bajo Medio Alto
Temperatura (°C) 40 65 90
Tipo de Acido CHsCOOH H2S04 HCI
Tiempo de incubacion
(minutos) 15 60 120
c(x) de &cido (N) 0.0025 0.025 0.25

2.2.1. Procedimiento para obtener los valores de absorbancia de los complejos de
azul de fosfomolibdeno

Se prepard una mezcla reactiva constituida por 1.0 ml de acido (0.7 M), 0.7 ml NazHPOa4
(28 mM) y 0.7 ml de (NH4)s M07024.4H20 (4 mM) se le afiadieron 0.6 ml del agente
reductor (acido ascorbico, 0.15 mM), el blanco se preparo bajo el mismo procedimiento
solo que se afiadi6 agua destilada en vez de acido ascoérbico. La mezcla se agito e incubd
a diferentes tiempos y temperaturas de acuerdo al analisis factorial disefiado. Luego de

ser enfriada se ley6 la absorbancia a 695 nm como indicador de la cantidad de complejo
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de azul de molibdeno formado. Como se comentd anteriormente los acidos empleados

fueron:

2.2.2. Preparacion del Agente Reductor (acido ascorbico)

Se preparo la solucién madre de acido ascérbico de 0.5 mg/ml pesando 5 mg del reductor
y enrasando con agua destilada en un matraz aforado de 10 ml. Después se toma una
alicuota de 6.605 ml que se trasvasa a otro matraz aforado de 25 ml. Se vuelve a tomar
una alicuota de 0.6 ml que garantiza una concentracion aproximada de 0.15 mM en la

solucion reactiva (3 ml).

2.2.3. Preparacion de las soluciones acidas para el Analisis Factorial

Tipos de acidos utilizados:

1. CHsCOOH glacial (D= 1.049 g/ml, MM= 60.0211 g/mol)
2. H2S04 (MM= 36.44 g/mol, D =1.8 g/mol)
3. HCI (32%, MM= 36.44 g/mol)

2.2.4. Métodos para preparar las soluciones de acidos a las tres concentraciones
previstas (Alta: 0.25 N, Media: 0.025 N, Baja: 0.0025 N) en el Anéalisis Factorial

2.2.4.1. Soluciones (Alta: 0.25 N, Media: 0.025 N, Baja: 0.0025 N) de acido acético glacial

Para el acido acético glacial se estima obtener una concentracion alta de 0.25 N, para
lograrlo se prepara una solucién acuosa de 0.75 N, para ello se toma una alicuota de
4.2913 ml de &cido acético glacial, luego se trasvasa a un matraz aforado de 100 ml y se
enrasa con agua destilada, acto seguido se toma una alicuota de 1 ml y se le adiciona a

la mezcla reactiva (3 ml) lo que proporciona la concentracion adecuada (0.25 N).

Para obtener una concentracion media de 0.025 N de acido acético glacial se prepara
una solucién acuosa de 0.075 N, para ello se toma una alicuota de 0.4291 ml acido
acético glacial, luego se trasvasa a un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua
destilada, después se toma una alicuota de 1 mly se le adiciona a la mezcla reactiva (3

ml) lo que proporciona la concentracion adecuada (0.025 N).
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Para obtener una concentracion baja de 0.0025 N de acido acético glacial se prepara
una solucién acuosa de 0.0075 N, para ello se toma una alicuota de 0.04291 ml acido
acético glacial, luego se trasvasa a un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua
destilada, después se toma una alicuota de 1 mly se le adiciona a la mezcla reactiva (3

ml) lo que proporciona la concentracion adecuada (0.0025 N).

2.2.4.2. Soluciones (Alta: 0.25 N, Media: 0.025 N, Baja: 0.0025 N) de acido sulftrico

Para el acido sulfurico se estima obtener una concentracion alta de 0.25 N, para lograrlo
se prepara una solucion acuosa de 0.75 N, para ello se toma una alicuota de 2.043 ml
acido sulfarico, luego se trasvasa a un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua
destilada, acto seguido se toma una alicuota de 1 mly se le adiciona a la mezcla reactiva

(3 ml) lo que proporciona la concentracién adecuada (0.25 N).

Para obtener una concentracion media de 0.025 N, se prepara una solucion acuosa de
0.075 N, para ello se toma una alicuota de 0.204 ml 4cido sulfurico, luego se trasvasa a
un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua destilada, acto seguido se toma una
alicuota de 1 ml y se le adiciona a la mezcla reactiva (3 ml) lo que proporciona la

concentracion adecuada (0.025 N).

Para obtener una concentracion baja de 0.0025 N, se prepara una solucién acuosa de
0.075 N, para ello se toma una alicuota de 0.020 ml &cido sulfarico, luego se trasvasa a
un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua destilada, acto seguido se toma una
alicuota de 1 ml y se le adiciona a la mezcla reactiva (3 ml) lo que proporciona la

concentracion adecuada (0.025 N).

2.2.4.3. Soluciones (Alta: 0.25 N, Media: 0.025 N, Baja: 0.0025 N) de acido clorhidrico

Para el acido clorhidrico se estima obtener una concentracion alta de 0.25 N, para
lograrlo se prepara una solucién acuosa de 0.75 N, para ello se toma una alicuota de
8.545 ml &cido clorhidrico, luego se trasvasa a un matraz aforado de 100 ml y se enrasa
con agua destilada, después se toma una alicuota de 1 ml y se le adiciona a la mezcla

reactiva (3 ml) lo que proporciona la concentracion adecuada (0.25 N).
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Para obtener una concentracion media de 0.025 N, se prepara una solucion acuosa de
0.075 N, para ello se toma una alicuota de 0.855 ml acido clorhidrico, luego se trasvasa
a un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua destilada, después se toma una
alicuota de 1 ml y se le adiciona a la mezcla reactiva (3 ml) lo que proporciona la

concentracion adecuada (0.025 N).

Para obtener una concentracion baja de 0.0025 N, se prepara una solucién acuosa de
0.075 N, para ello se toma una alicuota de 0.855 ml acido clorhidrico, luego se trasvasa
a un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua destilada, después se toma una
alicuota de 1 ml y se le adiciona a la mezcla reactiva (3 ml) lo que proporciona la

concentracion adecuada (0.025 N).

2.2.5. Preparacién de la solucion de (NHs)s M07024.4H20

Se pesa 1.225 g de patron (NHa)s M07024.4H20 luego en un matraz aforado de 250 ml
se enrasa con agua destilada garantizando una concentracion adecuada de 4 mM, este

factor se mantuvo constante para todo el estudio.

2.2.6. Preparacion de la solucién de NazHPOq4

Se pesa 0.9925 g de patrén NazHPO4 luego en un matraz aforado de 250 ml se enrasa
con agua destilada garantizando una concentracion adecuada de 2 mM, este factor se

mantuvo constante para todo el estudio.

2.3. Volimenes de la solucion de HCl (1N) para obtener diferentes
concentraciones de acido en términos de normalidad

Para estudiar con mayor profundidad la influencia de la acidez en la formacién de los
complejos de azul de molibdeno y considerando que ademas de catalisis térmica la
presencia de un medio acido fuerte (pH < 3) puede favorecer la degradacion de
numerosos metabolitos naturales, se elaboraron 8 soluciones base de HCI de normalidad
creciente en un amplio rango de 0.0025 N a 1 N (tabla 2). Para ello se prepara
inicialmente una solucién madre de HCI (3 N), para lograrlo se toma una alicuota de
34.18 ml de acido clorhidrico concentrado, se transfiere a un matraz aforado de 100 ml,
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y se enrasa con agua destilada. A partir de esta solucion madre se toman distintas

alicuotas para obtener soluciones de distinto grado de acidez.

Tabla 2: Alicuotas para obtener soluciones de acidez creciente, empleando un matraz
aforado de 25 ml y una solucion madre de HCI (3 N). Se indica el valor de pH obtenido

en la solucién donde se forma el complejo de fosfomolibdeno.

No. alicuota | Concentracion | pH (solucion

(ml) (N) final)
1 0.063 0.0025 5.359
2 0.125 0.005 5.093
3 0.250 0.01 3.123
4 0.625 0.025 2.150
5 1.25 0.050 1.695
6 2.50 0.100 1.356
7 6.25 0.250 0.967
8 12.5 0.500 0.624
9 - 1.000 0.326

2.3.1. Mezcla reactiva para emplear en la determinacion de la influencia de la
concentracion y tipo de agente reductor en la formacién del complejo azul de
Molibdeno

Luego de definidos las condiciones éptimas para desarrollar los estudios antioxidantes
mediante el método de azul de molibdeno, en cuanto a tipo de acido y concentracion de
éste expresada en normalidad, se considero preparar una mezcla reactiva que propiciara
la optimizacién del tiempo de experimentacion y los recursos en la investigacion (tabla
3).
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Tabla 3: Composicidon de la mezcla reactiva.

Mezcla reactiva (en 250 ml)
Componente masa (g) / volumen (ml)
(NH4)6 M07024.4H20 0.3573 ¢
NazHPO4 0.2895 g
HCI 0.4355 ml

2.4. Estudio del empleo de cosolventes en la formacion del complejo azul de
molibdeno

Se preparan dos soluciones reactivas pero con diferentes cosolventes (etanol y agua)
para estudiar la influencia que tienen en la formacion del complejo, para ello se escogen
las parejas de valores de temperatura y tiempo de incubacion previstos para la
optimizacion del método (65 °C, 40 min; 55 °C, 15 min). El procedimiento a seguir se

describe a continuacion:

En un primer paso se pesan 0.005 g del agente reductor, enrasando con agua en un
matraz aforado de 10 ml, luego de la solucion madre tomamos una alicuota y enrasamos
con agua en otro matraz de 10 ml garantizando la concentracion adecuada. Obtenido
esto se toman 2.4 ml de la mezcla reactiva preparada con anterioridad, se le adicionan
3 ml de agua y 3ml de la solucion de agente reductor preparada, después se incuba a 65
°C durante 40 min y se mide la absorbanciaa 695 nm. Proceso similar se desarrolla en
el segundo experimento excepto que en vez de afiadir 3 ml de agua se adiciona la misma

cantidad pero de etanol.

2.5. Evaluacion de la actividad antioxidante mediante el método de azul de
molibdeno optimizado

2.5.1. Evaluacion de la actividad antioxidante del acido ascorbico

Se prepara una solucibn madre del mismo pesando 0.0125 g del agente reductor y

enrasando con agua en un matraz aforado de 25 ml, luego de la solucién madre tomamos

36



Materiales y métodos

las alicuotas y enrasamos con agua en un matraz de 10 ml garantizando las
concentraciones adecuadas (tabla 4). Obteniendo esto se toman 2.4 ml de la mezcla
reactiva preparada con anterioridad, se le adicionan 0.3 ml de etanol y 0.3 ml de la
solucién de agente reductor preparada, después se incuba a 65 °C durante 40 min y se

mide la absorbancia a 695 nm.

Tabla 4: Alicuotas que garantizan la concentracion adecuada de acido ascorbico en el

escalado de concentraciones.

No. | Concentracién de | Cantidad de ml que garantiza
acido ascorbico | la concentracion adecuada en
(mM) una alicuota de 10ml

1 0.025 0.8806
2 0.05 1.7612
3 0.075 2.642
4 0.100 3.5224
5 0.125 4.403
6 0.15 5.2836

2.5.2. Evaluacién de la actividad antioxidante de la quercetina

Se prepara una solucion madre del mismo pesando 0.005 g del agente reductor y
enrasando con etanol en un matraz aforado de 10 ml, luego de la solucién madre
tomamos las alicuotas y enrasamos con agua en otro matraz de 10 ml garantizando las
concentraciones adecuadas (tabla 5). Obteniendo esto, se toman 2.4 ml de la mezcla
reactiva preparada con anterioridad, se le adicionan 0.3 ml de agua y 0.3 ml de la solucién
con el agente reductor previamente preparada, después se incuba a 65 °C durante 40

min y se mide la absorbancia a 695 nm.

Tabla 5: Alicuotas que garantizan la concentracion adecuada de quercetina en el

escalado de concentraciones.
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No. | Concentracion de | Cantidad de ml que garantiza la
guercetina (mM) concentracion adecuada en

una alicuota de 10ml

1 0.01 0.64
2 0.02 1.28
3 0.04 2.56
4 0.06 3.84
5 0.08 5.12
6 0.10 6.4

2.5.3. Evaluaciéon de la actividad antioxidante de la rutina

Se prepara una solucion madre del mismo pesando 0.005 g del agente reductor y
enrasando con etanol en un matraz aforado de 10 ml, luego de la solucién madre
tomamos las alicuotas y enrasamos con etanol en otro matraz de 10 ml garantizando las
concentraciones adecuadas (tabla 6). Obteniendo esto, se toman 2.4 ml de la mezcla
reactiva preparada con anterioridad, se le adicionan 0.3 ml de etanol y 0.3 ml de la
solucién de agente reductor previamente preparada, después se incuba a 65 °C durante
40 min y se mide la absorbancia a 695 nm.

2.5.4. Evaluacion de la actividad antioxidante del &cido galico

Se prepara una solucion madre del mismo pesando 0.050 g del agente reductor y
enrasando con agua en un matraz aforado de 25 ml, luego de la solucion madre tomamos
las alicuotas y enrasamos con agua en otro matraz de 10 ml garantizando las
concentraciones adecuadas (tabla 7). Obteniendo esto, se toman 2.4 ml de la mezcla
reactiva preparada con anterioridad, se le adicionan 0.3 ml de etanol y 0.3 ml de la
solucion de agente reductor previamente preparada, después se incuba a 65 °C durante

40 min y se mide la absorbancia a 695 nm.
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Tabla 6: Alicuotas que garantizan la concentracion adecuada de rutina en el escalado

de concentraciones.

No. | Concentracion | Cantidad de ml que garantiza la
de rutina concentracion adecuada en una
(mM) alicuota de 10ml
1 0.01 0.6646
2 0.02 1.3292
3 0.04 2.6584
4 0.06 3.9876
5 0.08 5.3168
6 0.10 6.646

Tabla 7: Alicuotas que garantizan la concentracion adecuada de &cido galico en el

escalado de concentraciones.

No. | Concentracién de Cantidad de ml que garantiza la
acido galico (mM) concentracion adecuada en una

alicuota de 10ml

1 0.01 0.425
2 0.025 0.8506
3 0.05 1.7012
4 0.10 3.4024
5 0.20 5.1036
6 0.40 6.8048
7 0.80 8.506

2.5.5. Evaluacién de la actividad antioxidante del pirogalol

Se prepara una solucion madre del mismo pesando 0.005 g del agente reductor y

enrasando con agua en un matraz aforado de 10 ml, luego de la solucion madre tomamos

39



Materiales y métodos

las alicuotas y enrasamos con agua en otro matraz de 10 ml garantizando las

concentraciones adecuadas (tabla 8). Obteniendo esto, se toman 2.4 ml de la mezcla

reactiva preparada con anterioridad, se le adicionan 0.3 ml de etanol y 0.3 ml de la

solucién de agente reductor previamente preparada, después se incuba a 65 °C durante

40 min y se mide la absorbancia a 695 nm.

Tabla 8: Alicuotas que garantizan la concentracion adecuada de pirogalol en el escalado

de concentraciones.

No. | Concentraciéon | Cantidad de ml que garantiza la
de pirogalol concentracion adecuada en una
(mM) alicuota de 10ml|
1 0.005 1.2611
2 0.01 0.2522
3 0.02 0.5044
4 0.03 0.7566
5 0.06 1.5133
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Capitulo III. Resultados y Discusion

3.1. Resultados disefio experimental

Como se ha comentado anteriormente, sobre la formacion de complejos de
polioxometalatos, especificamente en el azul de molibdeno, influyen numerosos factores.
En un intento de modificar las condiciones estresantes bajo las que se emplea el método
anterior para evaluar la actividad antioxidante de productos de interés, es pertinente
determinar cuales factores, relacionados fundamentalmente con el riesgo de
degradacion de metabolitos naturales, son mas importantes en la cantidad de complejo
gue se forma bajo condiciones pre-establecidas. Lo anterior significaria arribar a un
compromiso entre favorecer la formacion de estas estructuras quimicamente complejas
y disminuir el riesgo de catalisis o degradacion de diferentes moléculas antioxidantes o

productos de origen natural que se estudien.

Los resultados obtenidos para el disefio experimental, tomando como base para el
analisis, el grado de significacion de los factores en estudio y su relacion con la cantidad
de complejo azul de molibdeno formado; permiten conocer aguellos que muestran una

relacion mas fuerte.

Al establecerse un corte en el nivel de significacién, comprobamos que a la derecha se
encuentran los factores que mas influyeron en la formacion del complejo y a la izquierda
los que menos contribuyeron. Esclarecido esto, Se observé que la concentracion de
acido fue el factor que mas influyé, por su parte la temperatura tuvo una contribucion
pequefia, pero positiva, mientras que el tiempo de incubacion, el tipo de acido y la
combinacion de factores no mostro influencia alguna (figura 13). Asi mismo se aprecia
una relacién cuadratica fuerte entre la acidez y la cantidad de complejo azul de molibdeno
(figura 15), por lo que el incremento de esta favorece la formacién del mismo, hasta
determinado valor de normalidad a partir del cual influye de manera negativa
(concentracion de acido Q). Una vez definidos los factores con mayor significacion,

fijlamos los valores de aquellos que aportaron la menor significacion para el estudio.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Absorbancia
4 factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=,0117664
DV: Absorbancia

(2)c(acido)(L) ' ' ' ' ' !1i,5z419

c(acido)(Q) -8,36938
(3)Temp °C(L) 2,839121
acido(Q) -2,18916
(@A)t(min)(L) 1,649394
t(min)(Q) -1,65893
3Lby4L 1,466165
(1)acido(L) -1,40499
2Lby3L 1,316818

1Lby3L -,870402
Temp °C(Q) A464177R
2Lby4L 4312459
1Lby2L ,2390463
1Lby4L ,0992015

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 13: Grafico de Pareto inicial considerando todos los factores estudiados y sus

combinaciones.

El HCI fue seleccionado por ser el acido mas fuerte de los tres utilizados y el que
garantiz6 una correcta coloracion del complejo y una acidificacién del medio instantanea,
por otra parte el tiempo de incubacion escogido fue el menor utilizado en el disefio

experimental (15 min).

La eliminacion de los factores de menor contribucion para explicar el incremento de la
cantidad de complejo formado nos permite simplificar el modelo a obtener, de esta forma
la remocién de la combinacion de factores y el tiempo de incubacién, permitié arribar a
una estimacion en la cual continian siendo la concentracion de acido (lineal y cuadratica)

y la temperatura (lineal) los factores mas influyentes (figura 14).
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Absorbancia
4 factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=,0154542
DV: Absorbancia

(@)c(acido)(L)

c(4cido)(Q) -7,30283

(3)Temp °C(L) 2,150076

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 14: Efectos estandarizados luego de eliminadas las contribuciones de los factores

no significativos.

La ecuacién del modelo ajustado es la siguiente:

Abs = —0.21524319740618 + 22.824142661182 * x — 80.96770170845 * x> + 0.00252 x y
Donde:

Abs: Absorbancia [cantidad de complejo formado], x: Concentracién de acido (N), y:

Temperatura (°C)
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Fitted Surface; Variable: Absorbancia
4 factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=,0154542
DY Absorbancia

Figura 15: Superficie-respuesta para los factores mas significativos (concentracion de

acido y temperatura). Obsérvese la influencia cuadratica de la concentracion de acido.

3.1.Determinacion de la influencia de la concentracion de acido en la formacion
del complejo azul de molibdeno

Para dicha determinacién se escogieron nueve concentraciones de acido ascendentes
las cuales arrojaron una clara conclusion, la influencia de la acidez es positiva para la
formacion del complejo, pero cuando se alcanzan valores altos de este factor la
absorbancia decrece, hecho que coincide con los resultados obtenidos por (Chaaban et
al., 2016).
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Figura 16: Influencia de la acidez en la formacion del complejo azul de molibdeno.

Al expresar los valores de absorbancia en funcion de las concentraciones normales en
términos logaritmicos (figura 16), se aprecia que para los valores de concentracion de
acido mas bajos ensayados (0.0025 N, 0.005 N, 0.01 N) la cantidad de complejo formado
se incrementa rapidamente alcanzandose valores relativamente 6ptimos. Por encima de
0.01 N, el desarrollo del color se mantiene relativamente constante hasta 0.1 N, lo que
coincide con el rango de acidez reportado en la literatura que permite la formacion
adecuada de estos complejos de molibdeno azul. Un incremento posterior de la acidez,
particularmente a valores de 1 N, inducen una decoloracién (se forma poco complejo) de
la solucion, presumiblemente porque la intensa acidez esta afectando al agente reductor,
mediante algun tipo de catalisis 4cida. Conclusiones similares ofrecen otros autores en
trabajos de investigacion donde se consideran Unicamente la acidez del medio y el
tiempo de desarrollo del color como factores que afectan la formacion (cantidad) de azul

de Molibdeno en la mezcla reactiva en estudio (Chaaban et al., 2016).
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Duncan test; variableAbs1 (C HCI) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between MS
=0.00074, df = 36.000

c(HClI) {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

N 0.019 0.135 0.543 0.512 0.501 0.536 0.603 0.706 0.249
0.0025 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.005 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.01 0.000 0.000 0.093 0.032 0.687 0.001 0.000 0.000

0.025 0.000 0.000 0.093 0.561 0.167 0.000 0.000 0.000

0.05 0.000 0.000 0.032 0.561 0.066 0.000 0.000 0.000
0.1 0.000 0.000 0.687 0.167 0.066 0.001 0.000 0.000

0.25 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000
0.5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Cadigos: 1: 0.0025 N; 2: 0.005 N; 3: 0.01 N; 4: 0.025 N; 5: 0.05N; 6: 0.1 N; 7: 0.25N; 8: 0.5 N; 9: 1IN

Tabla 9: Prueba de Duncan para el analisis del efecto de la concentracion de acido (N)

en la formacién del complejo de azul molibdeno.

Este comportamiento resulta en extremo interesante pues se tratan de hechos
aparentemente contradictorios. Por un lado es sabido que estos complejos de Molibdeno
requieren un medio &cido para su formaciéon (Long et al., 2007), lo que se traduciria, en
un razonamiento simple, que los valores de absorbancia, la intensidad de la coloracion
de la solucion reactiva y consecuentemente la cantidad de complejo formado deberia
aumentar rapidamente, de manera lineal, al aumentar este factor. Sin embargo, ademas
de la acidez necesaria para la formacion y estabilidad de estos complejos, se precisa,
como otro factor determinante, la existencia de un agente reductor capaz de reducir el
estado de oxidacién de estos molibdatos ([MoOa4]?) y formar los éxidos correspondientes
(MoOs3) que integran los bloques o cluster de construccion de la estructura
particularmente entramada de estos complejos (Long et al., 2007). La influencia negativa
sobre el agente reductor, por algun tipo de catalisis acida, probablemente, podria explicar
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el comportamiento observado con anterioridad (figura 16). De esta forma la disminucion
de la cantidad de complejo obedece, no al efecto directo del incremento de la acidez
sobre la estructura quimica del complejo de polioxometalato, sino a la posible
degradacion del agente reductor necesario para la formacion de la cantidad adecuada
de Mo®* (lorio et al., 1991).

De la relacion entre estos dos factores, aparentemente contradictorios, encontramos, al
menos, tres rangos de acidez (HCI) con comportamientos distintivos. Entre 0.0025 N y
0.01 N, aumenta rapidamente la coloracion de la solucidn en una relacion practicamente
lineal. EI menor valor de acidez ensayado no logra la formacion de cantidades
apreciables de complejo (Abs ~0) mientras que para 0.01 N la coloracion azul resulta
intensa (Abs = 0.5) y muy significativa estadisticamente (tabla 9) cuando se ha
incrementado 4 veces la acidez. A partir de este valor de acidez (0.01 N), se observa un
rango de acidez donde el incremento en la cantidad de complejo formado permanece
relativamente constante o varia en menor medida. Esta zona o region de acidez se
enmarca entre los 0.01 N y 0.5 N. Un analisis detallado permite detectar que entre 0.01
Ny 0.1 N, el incremento de la acidez no se traduce en un incremento significativo de la
cantidad de complejo que se forma (tabla 8), aun cuando la concentracion de &cido se
ha elevado 10 veces; luego aumenta discretamente al continuar incrementandose la
acidez hasta 0.5 N. En resumen, para este segundo rango de valores de acidez, muy
distinto al primero observado, la acidez permanece casi constante o, para los valores
mas elevados, aumenta ligeramente. Lo anterior es el resultado de la accion
contrapuesta de los dos factores referidos, la acidez al aumentar favorece la formacion
estructural de los cluster que integran el complejo de polioxometalato y por otro, a su
vez, afecta, aparentemente no en igual medida, al agente reductor necesario. Esto
sugiere, que a pesar de obtenerse a 0.5 N la mayor coloraciéon (y cantidad de complejo
formado) y que la misma es estadisticamente significativa (tabla 9), este incremento ha
sido a costa de un aumento de 50 veces en la acidez de la solucion, lo que se considera
un gasto de reactivo injustificado. Por otra parte la idea de usar la minima concentracion
de acido que permite la formacién de una cantidad apreciable de complejo, reduce el
riesgo de catalisis acida para algunos metabolitos de origen vegetal. Los bajos valores

de absorbancia obtenidos para 1 N, revelan que a partir de 0.5 N, la acidez del medio es
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tal que se afecta seriamente al agente reductor empleado (acido ascoérbico), un hecho
comentado en otros trabajos de investigacion (lorio et al., 1991) y que se manifiesta en
el andlisis del disefio de experimentos al encontrarse una fuerte influencia negativa de la

acidez (Q) como factor cuadratico (figura 15).

En términos de valores de pH, de manera general, los bajos registros de absorbancia en
los dos primeros valores de concentracion de acido se deben a que el rango de pH que
garantiza la mezcla reactiva no es el adecuado para formacion de complejos de
polioxometalatos. Segun (Long et al., 2007) el rango de pH favorable es 1-3, lo que
sustenta aln mas nuestro criterio, pues los valores de pH experimentales tomados para
estas concentraciones de acido son mayores que 5 (para 0.0025 N, pH= 5.359; 0.005,
pH=5.093).En los grupos 7 y 8, donde se registran los mayores valores de absorbancia,
la acidez es relativamente menor al rango indicado anteriormente (para 0.25 N, pH=
0.967; 0.50 N, pH= 0.624). Por ultimo el grupo 9, donde el valor de concentracién del
acido es 1 N, y esto expresado en pH de la mezcla reactiva correspondiente toma el valor
de 0.326, la absorbancia del complejo azul decrece significativamente con respecto a los
altos valores obtenidos anteriormente. En este caso el valor de pH calculado se
encuentra muy por debajo del rango efectivo reportado, donde el efecto mayoritario es

producto a que se afecta el agente reductor (lorio et al., 1991).

3.3. Evaluacion del desarrollo del color al emplear acido ascorbico (0.15 mM)
como agente reductor y considerando el efecto de la temperatura

Se analiz6 el comportamiento de desarrollo del color a diferentes temperaturas (90 °C,
65 °C, 55 °C, 45 °C), donde se observa, en primer lugar, que la formacién del complejo
azul de molibdeno, requiere un tiempo minimo, en el cual estaria actuando el agente
reductor. Asi a to (0 min), leyendo la absorbancia inmediatamente luego de homogeneizar
la solucion reactiva, no hay cantidad apreciable (solucién incolora) de complejo formado
(figura 17).
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Figura 17: Desarrollo del color al emplear acido ascérbico (0.15 mM) como agente

reductor y considerando el efecto de la temperatura.

Este tiempo minimo requerido para que actle el agente reductor, en nuestro caso, acido
ascorbico, esta en torno a los 10-15 min para las distintas curvas en funcion de la
temperatura de incubacién. Aparentemente los cambios mas sustanciales en el
incremento de la absorbancia en funcion del tiempo, ocurren por debajo de los 10 min,
pues a 90 °C se obtiene la mayor coloracién a los 5 min y decrece significativamente con
la disminucion de la temperatura. Excepto para el desarrollo del color experimentado bajo
una temperatura de incubacién de 45 °C, no se observaron diferencias respecto a la
cantidad de complejo formado a los 10 min para cualquiera de las otras temperaturas en
estudio. Luego a 90 °C, los valores de absorbancia obtenidos son ligeramente mayores,
pero no estadisticamente significativos, aun cuando el tiempo de incubacién es de una

hora (Anexo 1).

Por otra parte, se observa un intervalo de interés (15-30 min) entre las temperaturas 55
°C y 65 °C donde las diferencias entre los valores de absorbancia no son significativos

(Duncan, p > 0.05) (Anexo 2 y 3) y manifiestan una uniformidad aparente a pesar de ser
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a temperaturas diferentes, aplicandose esto también para el intervalo de tiempo de 30-
60 min (tabla 10).

En este punto es preciso considerar el estrés térmico que sufren algunos flavonoides y
de manera particular la rutina y la quercetina (Chaaban et al., 2016), al pretender la
optimizacion de un método para estimar el potencial antioxidante de productos de origen
vegetal, especificamente flavonoides y fenoles en sentido general. Esta degradacion se
incrementa en funcién del tiempo y de temperaturas por encima de 70 °C de manera
notable (Chaaban et al., 2016). Si se afiade a lo anterior, que el medio en el que se
forman los complejos de azul de molibdeno son francamente &cidos, pues ademas de la
temperatura, seria muy probable una catélisis 4cida de muchos metabolitos vegetales,

lo cual justifica la eleccion de la menor acidez posible para el medio reactivo.

Un aspecto a resaltar radica en el hecho que la adaptaciéon mas popularizada del azul de
molibdeno como método espectrofotométrico para la estimacion del potencial
antioxidante de productos naturales (metabolitos, diferentes tipos de extractos,
fracciones diversas, etc.) es la reportada por (Prieto et al., 1999). La metodologia referida
propone una temperatura de 95 °C durante 90 min, como condiciones para el desarrollo
del complejo azul de molibdeno; asi mismo utiliza el H2SO4 como &cido a una normalidad
superior a 1. La mayoria de estudios donde se emplea la formacién de estos complejos
bajo la denominacién de Actividad Antioxidante Total, como denominacién del método,
emplean estas mismas condiciones (Ishtiaq et al., 2014; Igbal et al., 2014; Murugan et
al., 2016; Umamaheswari and Chatterjee, 2008; Almulaiky et al., 2018; Hong-Lin et al.,
2016; Haddouchi et al., 2014; Krupashree et al., 2014; Dhingra et al.,, 2017;
Muthukrishnan et al., 2018; Renugadevi et al., 2018; Zhang et al., 2018; Udayaprakash
et al., 2015; Zhao et al., 2015; Ghagane et al., 2017; Phull et al., 2017; Jafri et al., 2017,
de Queiroz Ferreira, 2017) las cuales consideramos muy enérgicas. Precisamente
estudios recientes demuestran que no soOlo son susceptibles los flavonoides a
degradarse bajo estas condiciones estresantes, sino que la actividad antioxidante
resultante puede variar no en funcion del flavonoide evaluado sino por la mezcla de
productos de degradacion que estan presentes en la mezcla reactiva (Chaaban et al.,

2016). Esto ultimo resulta determinante, pues si se quiere disponer de un método
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espectrofotométrico para estimar el potencial antioxidante de un metabolito o extracto
natural en cuestion, la interpretacion de los resultados puede falsearse al considerarse

el aporte de los productos de degradacion presentes.

Los resultados obtenidos en el estudio confirman que la temperatura y el tiempo de
incubacion referidos en los estudios consultados puede resultar innecesariamente
elevados y estiman incorrectamente el verdadero potencial antioxidante de productos de
interés de origen natural. Presumiblemente se puede sugerir, hasta este nivel de
discusion de los resultados, la menor temperatura y tiempo posible, lo que permiten
aumentar la rapidez del método, eliminando posibles metabolitos o productos de
degradacion como interferencias potenciales. Asi resultaria, considerando Unicamente el
comportamiento del acido ascorbico, que al no haber diferencias significativas en un
amplio rango de tiempo y temperatura (tabla 10), valores de 55 °C y 15 min de incubacion
son suficientes para desarrollar el método espectrofotométrico.
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Tabla 10: Prueba de Duncan para el andlisis de la cantidad de complejo azul de
molibdeno formado a partir de 15 min de incubacion a diferentes temperaturas

empleando como agente reductor acido ascérbico (0.15 mM).

Duncan test; variable Abs (Vit C) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between
MS = 0.00169, df = 48.000

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8}

t (min
( ) 0.54893 0.56114 | 0.58186 | 0.58521 | 0.56886 | 0.57271 | 0.57157 | 0.57607

15" 65°C 0.581 0.203 0.165 0.399 0.344 0.356 0.288
20°65°C | 0.581 0.418 0.353 0.727 0.637 0.659 0.553
25" 65°C | 0.203 0.418 0.879 0.605 0.699 0.675 0.794
30" 65°C | 0.165 0.353 0.879 0.523 0.610 0.588 0.699
15"55°C | 0.399 0.727 0.605 0.523 0.871 0.902 0.769
20°55°C | 0.344 0.637 0.699 0.610 0.871 0.959 0.879
25"55°C | 0.356 0.659 0.675 0.588 0.902 0.959 0.849

30"°55°C | 0.288 0.553 0.794 0.699 0.769 0.879 0.849

3.4. Resultados del desarrollo del color de la quercetina considerando el efecto
de la temperatura

Los polifenoles, y dentro de ellos los flavonoides, difieren estructuralmente del acido
ascorbico. Es probable que esta diferencia estructural explique, independientemente que
todos manifiesten propiedades antioxidantes, un comportamiento en el tiempo algo
distinto, y que incluya no solo la posibilidad de intervenir en reacciones redox, sino la
velocidad o rapidez con que se donan electrones para lograr el efecto reductor o
neutralizador de radicales libres. En el caso de la quercetina el estudio del desarrollo del
color en funcion del tiempo se observo que a diferencia del 4cido ascorbico los valores

de absorbancia se estabilizaron a los 40 min para cada temperatura.
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Figura 18: Desarrollo del color al emplear quercetina (0.1 mM) como agente reductor y

considerando el efecto de la temperatura.

En el grafico se describen comportamientos muy diferentes entre si (figura 18), el
desarrollo del color difiere notablemente en funcidn de la temperatura, la que describe el
experimento realizado a 90 °C es la que registra los mayores valores de absorbancia,
estos son significativamente diferente a las curvas de 65 °C y 55 °C (Anexo 4), segun lo
sugerido por (Mufioz Mufioz et al., 2015) los valores de temperatura de 80 °C 0 mas
degradan a la quercetina, por lo que es posible que se esté estimando la potencia
antioxidante con interferencia de sus productos de degradacion. Sin embargo a la
temperatura de 55 °C todavia la formacién del complejo no se ha estabilizado
transcurrida 1 h y las diferencias entre sus valores son significativas (Duncan, p < 0.05)
(Anexo 6). Estos hechos reafirman que este valor de temperatura no es favorable para
el estudio del desarrollo del color de la quercetina, a diferencia del acido ascérbico, que
en estas condiciones se estabilizé a los 15 min. Lo anterior demuestra la diferencia de
comportamiento redox existente entre los dos metabolitos, considerando la influencia
térmica como factor decisivo para la activacion de su mecanismo antioxidante. Un

aumento hasta 65 °C logra estabilizar la cantidad de complejo formado a los 40 min por
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el flavonoide, una temperatura que sugiere poco riesgo de estrés térmico (Anexo 5),

unos de las expectativas del presente estudio.

3.5. Determinacion del efecto del etanol en la formacion del complejo azul de
molibdeno

Considerando la limitada solubilidad en agua de numerosos productos de origen natural,
especialmente flavonoides no glicosilados o fracciones organicas diversas que poseen
un potente efecto secuestrador de radicales libres; se consideré oportuno introducir en
la mezcla reactiva una cantidad determinada de etanol, utii como cosolvente. La
importancia de lo anterior radica en que es posible que la presencia de solventes
organicos pueda variar la cantidad de complejo formado o corrimientos del maximo de
absorcién a la longitud de onda que se emplea para la deteccién (695 nm). Si se cumple
la premisa anterior, es preciso, cuando se evalien compuestos de diferente polaridad,
homogenizar con una mezcla hidroalcohdlica, las condiciones quimicas en las que se

forman los polioxometalatos.

0,7 -

HH

0,6 -

HH

0,5 A

0,4 4

0.3 1 E A E A
0,2 1

Absorbancia

0,1 4

0

652 (40 min) 552 (15 min)

Figura 19: Efecto del solvente (etanol) sobre la formacion del complejo azul de

fosfomolibdeno. E: en presencia de etanol (1 % v/v), A: en ausencia de etanol.
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Los resultados obtenidos (figura 19) confirman que la presencia de etanol en la solucion
reactiva disminuye la absorbancia de manera significativa (tabla 11) aunque la magnitud
del efecto no es considerable y permite utilizar dicho solvente para favorecer la
solubilidad de los flavonoides o fracciones organicas con poca solubilidad en soluciones

acuosas.

Tabla 11: Prueba de Duncan para el analisis de la influencia del solvente (etanol) en el

desarrollo del color empleando como agente reductor acido ascorbico (0.15 mM).

Duncan test; variable Abs Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS =,00020, df = 8,0000

{1} {2} {3} {4}
Temp/solv
0,570 0,613 0,467 0,484
65 °C etanol 0,006 0,000 0,000
65 °C agua 0,006 0,000 0,000
55 °C etanol 0,000 0,000 0,175
55 °C agua 0,000 0,000 0,175

3.6. Evaluacion de la actividad antioxidante total de algunos metabolitos
naturales

La actividad antioxidante total de los patrones estudiados mostrd una relacion estrecha
con el comportamiento concentracién-dependiente para cada sustancia ensayada,
excepto para la rutina, la cual en el rango de concentracion evaluado, no mostro actividad
(figura 21).Todas las CEso calculadas (tabla 12) fueron significativamente diferentes
(Duncan, p < 0.05). La respuesta lineal obtenida (y=4.2526x - 0.0625, R? = 0.9924)
(figura 20) permite, ademas de los célculos de CEso habituales, expresar la actividad
antioxidante total como equivalentes de acido ascoérbico. Como aspecto interesante
resaltaremos que bajo las mismas condiciones el pirogalol mostré6 mayor linealidad en su
respuesta (y=8.9219x-0.0077, Rz = 0.9998).
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Figura 20: Respuesta lineal obtenida para el acido ascérbico en la formacion del

complejo de azul de molibdeno.

El pirogalol, un polifenol muy similar estructuralmente al acido géalico, mostré la mayor
actividad secuestradora de radicales, manifestando una diferencia notable en cuanto a
actividad con respecto a este ultimo. Las diferencias estructurales entre estos dos
metabolitos explican dicho comportamiento. La presencia de tres grupos hidroxilos
fendlicos vecinales, justifica su gran potencia reductora, en cambio el &cido gélico posee
un grupo funcional carboxilo, como sustituyente de tipo electroaceptor, que afecta la
estabilidad del radical fenoxilo y por consiguiente su actividad antioxidante. En este punto
sefialaremos que la facilidad con la que un compuesto fendlico dona electrones para
reducir a un agente determinado, y de esa manera, ejercer su accion reductora o
antioxidante, esta intimamente relacionada con la estabilidad de los radicales fenoxilo

que se producen.

El fenol (compuesto fendlico mas simple) muestra una pobre capacidad neutralizadora
de radicales libres, la cual se incrementa espectacularmente en el catecol, derivado
donde se ha incluido un grupo OH en posicion orto. Asi mismo una sustitucidon con un
grupo amino en posicion 2, para rendir el 2-aminofenol, incrementa en gran medida el

efecto antirradicalico, tanto como en el catecol, pero al hacerlo con nitro (2-nitrofenol)

56



Resultados y discusion

practicamente desaparece la actividad. Otros comportamientos interesantes se
encuentran al sustituir el acido salicilico, el cual posee poca actividad neutralizadora de
radicales libres. Al sustituir este acido orgénico con grupos nitro (acido 2, 3-dinitro
salicilico) practicamente desaparece la accion antioxidante, similar a lo encontrado en el
acido 4-fenolsulfénico; un derivado del fenol con un sustituyente fuertemente
electroaceptor como el sulfonilo. Otros derivados fendlicos, como el acido galico,
muestran gran efecto antirradicalico. A pesar de tener un grupo carboxilo, electroaceptor;
la presencia de tres grupos hidroxilos, similar al pirogalol, contrarresta en gran medida

este hecho e incrementa notablemente su actividad (lorio et al., 1991).

De lo anterior se deduce que la presencia de sustituyentes electrodonadores,en los
compuestos fendlicos, favorecen la accion antioxidante y los electroaceptores la
dificultan. Como resulta obvio, el numero de grupos hidroxilos fendlicos se relaciona
directamente con el potencial antioxidante, aunque influenciado por la presencia de

diferentes sustituyentes como se explicé anteriormente.

Algunos estudios relacionados con la temética, de gran interés, han sido publicados por

algunos autores (Furuno et al., 2002; Lien et al., 1999; Lu et al., 2006).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion muestran que la quercetina
registré el segundo menor valor de CEso (tabla 12), confirmando su gran actividad
antioxidante. La rutina, flavonoide glicosilado derivado de la quercetina, exhibié en
cambio una actividad casi nula en los rangos de concentracién propuestos, no
pudiéndose calcular los valores de CEso; demostrandose asi que la glicosilacion resulta

una modificacién estructural desventajosa para la actividad antioxidante.
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Figura 21: Actividad antioxidante total de algunos metabolitos naturales. La

concentracion se expresa en escala logaritmica (0.005 mM — 0.8 mM).

*AAT 100%: cantidad de complejo azul de fosfomolibdeno que se forma como resultado de la adicién de

acido ascorbico (0.15 mM) a la mezcla reactiva (HCI: 0.01 N, t= 40 min, A= 695 nm).

Tabla 12: Valores de CEsocalculados para algunos antioxidantes.

antioxidante CEso

acido ascorbico 0.085+0.004
quercetina 0.058+0.002
acido galico 0.211+0.015
pirogalol 0.034+0.002

Todos los compuestos evaluados mostraron diferencias significativas en su poder

reductor (tabla 13). El orden general de actividad mostrada por los compuestos
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evaluados fue el siguiente: pirogalol, quercetina, acido ascoérbico, acido galico y
finalmente rutina, que como hemos comentado no mostro actividad alguna en el ensayo

efectuado.

Tabla 13: Prueba de Duncan para el analisis de las CEso de 4 compuestos antioxidantes.

Duncan test; variable CE50 Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between MS = 0.00006,

df =8.0000
. {1} {2} {3} {4}
antioxidante
0.08470 0.05800 0.21087 0.03423
acido ascorbico 0.004 0.000 0.000
guercetina 0.004 0.000 0.007
acido galico 0.000 0.000 0.000
pirogalol 0.000 0.007 0.000

Estos resultados son consistentes con los obtenidos en estudios relacionados con la
tematica (Ali et al., 2013; Furuno et al., 2002; LIEN et al., 1999; Lu et al., 2006; Amic et
al., 2007; Banjarnahor and Artanti, 2014), lo que justifica la validez del método optimizado
propuesto para determinar el potencial antioxidante de productos de origen natural, y
sobre todo proporciona una variante optimizada del ensayo que resulta mas econémica,

mas rapida y mas fiable.
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Una vez concluida la presente investigacion podemos arribar a las siguientes

conclusiones:

1. Es posible optimizar el método azul de molibdeno para evitar condiciones
estresantes tales como un medio acido muy fuerte, tiempo prolongado de analisis
y elevadas temperaturas, las cuales promueven degradacion de metabolitos de
origen natural.

2. La concentracion de acido y la temperatura resultaron los factores determinantes
para la formacién de los complejos de molibdeno. La presencia de etanol en la
mezcla reactiva, estudiada en experimentos independientes, influye
negativamente; aunque no impide su utilizacibn como cosolvente.

3. Las condiciones bajo las que se considera optimo el empleo del método azul de
molibdeno para la estimacion del potencial antioxidante de productos de origen
natural fueron: Tipo de acido: HCI; concentraciéon de acido/pH de la mezcla
reactiva, 0.01N, ~ 3; temperatura de incubacion: 65 °C, y tiempo de incubacién:
40 min.

4. Larelacion lineal encontrada para el acido ascorbico, permite expresar el potencial

antioxidante de productos naturales como equivalentes de acido ascorbico.
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Recomendaciones

Emplear el método optimizado para estimar el potencial antioxidante de metabolitos o

productos naturales de interés.
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Anexos:

Anexo 1: Prueba de Duncan para el analisis del desarrollo del color incubando a 90 °C

empleando como agente reductor acido ascorbico (0.15 mM).

Duncan test; variable Abs (4 Temp vit C) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between
MS =.00044, df = 48.000

t (min) {0} 0.027 {5} 0.548 |{10} 0.554 {15} 0.599 {20} 0.614 {25} 0.620 {30} 0.624 {60} 0.644

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 0.000 0.584 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
10 0.000 0.584 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
15 0.000 0.000 0.000 0.198 0.083 0.050 0.000
20 0.000 0.000 0.000 0.198 0.579 0.415 0.014
25 0.000 0.000 0.000 0.083 0.579 0.753 0.044
30 0.000 0.000 0.000 0.050 0.415 0.753 0.070

60 0.000 0.000 0.000 0.000 0.014 0.044 0.070



Anexo 2: Prueba de Duncan para el analisis del desarrollo del color incubando a 65 °C

empleando como agente reductor acido ascorbico (0.15 mM).

Duncan test; variable Abs (4 Temp vit C) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between
MS =.00222, df = 48.000
t {0} {5} {10} {15} {20} {25} {30} {60}
(min) | 0.02669 | 0.42064 | 0.54707 | 0.54893 0.56114 0.58186 0.58521 0.63586

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
10 0.000 0.000 0.942 0.603 0.215 0.184 0.002
15 0.000 0.000 0.942 0.630 0.224 0.196 0.002
20 0.000 0.000 0.603 0.630 0.415 0.374 0.008
25 0.000 0.000 0.215 0.224 0.415 0.895 0.047
30 0.000 0.000 0.184 0.196 0.374 0.895 0.050

60 0.000 0.000 0.002 0.002 0.008 0.047 0.050



Anexo 3: Prueba de Duncan para el analisis del desarrollo del color incubando a 55 °C

empleando como agente reductor acido ascoérbico (0.15 mM).

Duncan test; variable Abs (4 Temp vit C) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between
MS =.00103, df = 48.000
t {0} {5} {10} {15} {20} {25} {30} {60}
(min) | 0.02513 | 0.35321 | 0.58214 0.56886 0.57271 0.57157 0.57607 0.60243

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
10 0.000 0.000 0.498 0.608 0.580 0.725 0.242
15 0.000 0.000 0.498 0.834 0.875 0.706 0.091
20 0.000 0.000 0.608 0.834 0.947 0.845 0.119
25 0.000 0.000 0.580 0.875 0.947 0.807 0.114
30 0.000 0.000 0.725 0.706 0.845 0.807 0.153

60 0.000 0.000 0.242 0.091 0.119 0.114 0.153



Anexo 4: Prueba de Duncan para el analisis del desarrollo del color incubando a 90 °C
empleando como agente reductor quercetina (0.1 mM).

Duncan test; variable Abs (Quercetina) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between MS '

=.00030, df = 16.000

t {0} {5} {10} {20} {30} {40} {50} {60}
(min) | 0.02517 | 0.20983 | 0.40233 | 0.61383 | 0.69583 | 0.71067 | 0.72317 | 0.74650
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
10 | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
30 | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.312 0.086 0.004
40 | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.312 0.392 0.028
50 | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.086 0.392 0.120

60 | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.028 0.120




Anexo 5: Prueba de Duncan para el analisis del desarrollo del color incubando a 65 °C
empleando como agente reductor quercetina (0.1 mM).

Duncan test; variable Abs (Quercetina) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between MS
=.00055, df = 16.000

{0} - {5} - {10} - {20} - {30} - {40} - {50} - {60} -
0.02517 | 0.08017 | 0.17767 | 0.32150 | 0.42567 | 0.48067 | 0.49850 | 0.52733

0 0.011 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 0.011 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
30 0.000 0.000 0.000 0.000 0.011 0.002 0.000
40 0.000 0.000 0.000 0.000 0.011 0.364 0.033
50 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.364 0.150
60 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.150

Anexo 6: Prueba de Duncan para el analisis del desarrollo del color incubando a 55 °C
empleando como agente reductor quercetina (0.1 mM).



Duncan test; variable Abs (Quercetina) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error:
Between MS = .00021, df = 16.000

¢ (min) {0} {5} {10} {20} {30} {40} {50} {60}

0.025 | 0.074 | 0.107 0.216 0.279 0.331 0.368 | 0.412

0 0,001 | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

5 | 0.001 0.014 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

10 | 0.000 | 0.014 0,000 | 0.000 0.000 0.000 0.000

20 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

30 |0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000

40 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 0.001 0.007 0.000

50 |0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 0.000 0.007 0.002
60 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002

Anexo 7: Prueba de Duncan para el andlisis del desarrollo del color incubando a 45 °C
empleando como agente reductor acido ascoérbico (0.15 mM).

Duncan test; variable Abs (4 Temp vit C)Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between MS
=0.00163, df = 48.000



t {0} {5} {10} {15} {20} {25} {30} {60}
(min) | 0.02257 | 0.21464 | 0.43393 | 051021 | 0.50236 | 0.50093 | 0.50086 | 0.50600
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
10 | 0.000 0.000 0.002 0.005 0.005 0.003 0.003
15 | 0.000 0.000 0.002 0.735 0.701 0.706 0.846
20 | 0.000 0.000 0.005 0.735 0.948 0.949 0.867
25 | 0.000 0.000 0.005 0.701 0.948 0.997 0.827
30 | 0.000 0.000 0.003 0.706 0.949 0.997 0.832

60 | 0.000 0.000 0.003 0.846 0.867 0.827 0.832




