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n la actualidad, el consumo de antioxidantes es sinénimo de salud. Esta
E afirmacién, avalada por estudios cientificos, es consecuencia inherente

de la implicacion de éstos sobre el estrés oxidativo, factor causal del
envejecimiento y de multiples enfermedades cronico-degenerativas. En la presente
Tesis Doctoral se han desarrollado novedosas y prometedoras metodologias
electroquimicas alternativas a metodos tradicionales como el ensayo de captura
del radical DPPH’, capaces de determinar de manera rapida, precisa y con bajo
coste la capacidad antioxidante de principios activos presentes en especias y
condimentos, asi como en muestras reales de tés e infusiones. Asimismo, permitio
evaluar efectos sinérgicos y antagénicos en mezclas antioxidantes mediante el

desarrollo y ejecucion de disefios experimentales.
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“..esta es una de las principales paradojas en el campo
de los radicales libres/antioxidantes que lo convierte en
un terreno excitante y estimulante en el que trabajar. Es
mads, todos los aspectos de la vida aerobica implican
radicales libres y antioxidantes; no puedes escapar de
ellos, no deberias desearlo”.

Barry Halliwell, 2007.
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RESUMEN

Desde la méas remota antigiiedad el ser humano ha tratado de encontrar la manera
de prolongar su vida, algunas civilizaciones incluso han pretendido conseguir la
inmortalidad mediante un elixir que otorgara la eterna juventud, suceso que se
antoja utdpico a dia de hoy, pues se trata de un hecho irrefutable que el proceso de
envejecimiento es inherente a la vida, y que todo ser vivo nace, crece, envejece y
muere. Sin embargo, los avances cientificos y tecnologicos de las tltimas décadas
han conseguido prolongar la esperanza de vida notablemente.

El estrés oxidativo es uno de los procesos bioquimicos estudiados de mayor
relevancia en los tltimos afios que surge como consecuencia de un desequilibrio
entre las sustancias antioxidantes y prooxidantes. Este fenémeno se ve
acrecentado actualmente por una serie de malos héabitos que se han instalado de
manera alarmante en la sociedad, especialmente en la poblaciéon joven. Dietas
malsanas unidas al sedentarismo que originan la aparicion del sobrepeso, fumar y
beber en exceso, una extrema contaminacion ambiental, etc., conducen, en gran
medida, a que las defensas antioxidantes propias del organismo se vean
absolutamente desbordadas. Se hace imprescindible adoptar remedios preventivos
que eviten o retrasen, en la medida de lo posible, este continuo desequilibrio al
que el cuerpo esta sometido para que no comiencen a manifestarse enfermedades
cronico-degenerativas, tales como el Alzheimer, Parkinson, ateroesclerosis e
incluso cancer. La ingesta de productos naturales en la dieta, tales como frutas,
verduras, especias y condimentos, tés e infusiones, cafés, etc., garantiza el aporte
ex6geno de antioxidantes necesarios para establecer una adecuada situacion de
“homeostasis redox” en el organismo. De este modo, resultan ser una defensa
eficaz frente a la acumulacién de radicales libres en el organismo, donde
adquieren un papel protagonista las especies reactivas de oxigeno (ROS, en
inglés), responsables de acelerar el proceso del envejecimiento celular y la
aparicion de dichas enfermedades. La contrastada implicacion de los antioxidantes
naturales dietéticos en la prevenciéon de enfermedades hace que su busqueda y
empleo resulte especialmente interesante y estén en continuo auge debido, en
gran parte, a la mejor aceptaciéon puablica que ofrecen frente a sus analogos
sintéticos en cuanto a percepcion de seguridad se refiere. Este estudio ha utilizado
como fuentes dietéticas especias y condimentos, asi como muestras de tés e
infusiones, todas ellas con un alto contenido en compuestos fendlicos.




La extensa variedad de metodologias actuales para determinar la actividad
antioxidante in vitro de productos naturales, métodos directos (ensayos ABTS™,
DPPH’, etc.) e indirectos (ensayos ORAC, FRAP, etc.) no refleja de manera
completa el perfil antioxidante de una determinada muestra, debido a la
complejidad de los procesos de oxidacién implicados, siendo relativamente dificil
la comparacion de resultados como consecuencia de la diversidad de métodos
experimentales adoptados. Realmente, no existe una metodologia universal
establecida por consenso para solventar con eficacia dicho propdsito.

Esta situacion actual demanda la necesidad de desarrollar metodologias
alternativas con mayor eficacia. La presente investigacion ha optado por
metodologias electroquimicas novedosas y prometedoras que presentan una serie
de ventajas importantes con respecto a las metodologias tradicionales.
Constituyen una prueba rapida, reproducible, precisa y de bajo coste para la
determinacién de actividad de captura radical (actividad antioxidante), con un
mecanismo de interaccion establecido y detallado entre el antioxidante y los
radicales de interés biologico hidroperoxilo (HO3) y superdxido (O3 ), y
fundamentada en la formacién de un complejo de Hg?' con HO; y HO",
aniones generados durante el proceso de electrooxidacion del H,0, sobre el
electrodo de gota de mercurio (EGM) en medio basico (pH 10.51). Se han
seleccionado 30 compuestos puros, todos ellos principios activos presentes en
especias, condimentos o farmacos y pertenecientes a la familia de antioxidantes
naturales de bajo peso molecular, con estructuras que pueden englobarse en dos
grupos bien diferenciados: por una parte, aromaticas fendlicas y no fendlicas y, por
otra, no aromaéticas ciclicas y aciclicas. Se estudi6 la posible actividad antioxidante
de dichos compuestos mediante voltametria ciclica (VC), determinandose sus
potenciales de oxidacion (Ep ) bajo unas condiciones experimentales previamente
optimizadas: Cao = 5-10* M, pH = 10.5 y v=0.1 V-s™. La presencia de corriente
anobdica en los voltagramas registrados es indicativa de actividad antioxidante,
siendo ésta mayor cuanto menor es el valor del E,. obtenido (proceso de
electrodonacion favorecido). Los resultados obtenidos se han comparado por con
los adquiridos mediante el ensayo de captura del radical DPPH", metodologia
espectrofotométrica basada en la interaccién, en medio metanolico, del radical
1,1-difenil-2-picril-hidracilo con los antioxidantes. Los resultados reflejaron una
buena correlaciéon entre ambas técnicas, por lo que se establecid el E,, como un
parametro electroquimico acertado en la evaluaciéon de la capacidad antioxidante,
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ademas de aportar informacion sobre la influencia de grupos alquilos, alcoxi y/o
carbonilicos en determinadas posiciones del anillo aromético de los compuestos
fendlicos. Desafortunadamente, los resultados obtenidos por VC no siempre
pueden ser relacionados con la capacidad antioxidante de la muestra. Asi,
determinados compuestos con estructura no fendlica no presentaron corriente de
oxidacién en VC, ademas, la falta de precisiéon en la medida del poder antirradical
(ARP), aportado por el ensayo de captura del radical DPPH’, era significativamente
grande para poder asociar un valor concreto a estas moléculas de baja actividad.

A raiz de los primeros resultados obtenidos, se desarrolld6 una novedosa
metodologia electroquimica basada en la oxidacién andédica del mercurio en
presencia de H,0, mediante voltametria de pulso diferencial (VPD), capaz de
determinar la actividad antioxidante, tanto de compuestos puros que no
presentaban actividad con las metodologias anteriores, como de mezclas
sintéticas de los mismos, con el objetivo final, a largo plazo, de ser implementada
en muestras reales de mayor complejidad antioxidante: tés, infusiones y extractos
acuosos de especias como orégano, clavo, tomillo, nuez moscada y canela.
Optimizada la metodologia, se llevaron a cabo disefios experimentales de mezclas
sintéticas cuaternarias de compuestos puros con diferente grado de actividad,
observando la existencia de efectos sinérgicos y antagbnicos en la actividad
antioxidante global. Asimismo, se interpret6 la influencia o contribucion
antioxidante de cada componente sobre la respuesta global obtenida.

Finalmente, se establecieron parametros adimensionales para la cuantificacion
de la actividad antioxidante acordes a la nueva metodologia electroquimica: el
valor de la pendiente de la parte lineal obtenida en la representacion del
porcentaje de disminuciéon del area de pico asociado al complejo generado a
partir del proceso electrooxidativo del H,0, sobre el EGM en medio basico,
Hg(HO,)(HO), frente a la cantidad o volumen de antioxidante individual
afiadido; el valor inverso de la cantidad de antioxidante necesaria para disminuir
en un 10% el area de pico, Cy; y, en tltima instancia, el pardmetro o, definido
como el valor inverso del volumen de antioxidante individual o mezcla de

antioxidantes necesaria para disminuir en un 10% el area de pico, V.

Palabras claves: actividad antioxidante, compuestos fenoélicos, especias, té,
radical DPPH", métodos electroquimicos, VC, VPD, electrodo de gota de mercurio,

peroxido de hidrogeno, disefio experimental, sinergia antioxidante.
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ACRONIMOS

CoMPUESTOS PUROS OBJETOS DE ESTUDIO

FA
FU
FN
GA
GE
HC
HR
LI
MT
SA
SE
TH
VA
MT’

PU

acido furoico
furfural

acido 2-furanoacético
acido galico
geraniol
3-hidroxicumarina
4-hexilresorcinol
limoneno

mentol
salicilaldehido
sesamol

timol

vainillina

mentona

pulegona

Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico

2,4-BZ.  2,4-dihidroxibenzaldehido
2,5-BZ  2,5-dihidroxibenzaldehido
3,5-BZ  3,5-dimetoxibenzaldehido
4-MA 4-metoxibenzil alcohol
a-PI o-pineno

B-PI [-pineno

AA acido ascorbico

BZ benzaldehido

CA acido cinamico

CC carvacrol

CI cinamaldehido

CL Dp-cloroanisol

CN 1,4-cineol

CU cumarina

EU eugenol

GENERALES

Abs Absorbancia

ABTS

ADN Acido desoxirribonucleico




AEDT  Acido etildiaminotetraacético

AF Funcibn area

AO Antioxidante

ATP Adenosin trifosfato

ARP Poder antirradical

Cao Concentracion de antioxidante
CBA Oxidacion de la crocina

CUPRAC Capacidad antioxidante reductor de ion ctaprico
CTE Cadena de transporte electronico.

dc Corriente continua

DMPD  N,N- dimetil-p-fenilendiamina

DoE Diseno experimental

DPPH 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo

ECs Concentracién efectiva

EC (-)-epicatequina

ECD Enfermedades cronico-degenerativas
ECG (-)-epicatequina-3-galato

ECV Electrodo de carbén vitrificado

EGC (-)-epigalocatequina

EGCG (-)-epigalocatequina-3-galato

EGM Electrodo de gota de mercurio

Ep,a/Ep,c Potencial de pico anddico/catodico.

FRAP Poder de reduccion antioxidante del hierro
GC (+)-galocatequina

GCG (-)-galocatequina-3-galato




GSH
Ip,a/ IP,C
1.C.
LDL’s
LPx
NAD
NADPH
ORAC
PUFAs

ROS
RNS
SET
SOD
TBARS
TEAC
TRAP
Trolox
v

vC

Glutatiéon

Intensidad de pico an6dico/catddico.

Intervalo de confianza

Lipoproteinas de baja densidad

Peroxidacion lipidica

Nicotinamida adenina dinucleitido (forma oxidada)
Nicotinamida adenina dinucleitido fosfato (forma reducida)
Capacidad de absorcion del radical oxigeno

Acidos grasos poliinsaturados

Radical libre

Especies reactivas de oxigeno

Especies reactivas de nitrégeno

Transferencia de electrones

Superéxido dismutasa

Especies reactivas del acido tiobarbitirico
Capacidad antioxidante equivalente al Trolox
Parametro antioxidante de captura de radicales
Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico
Velocidad de barrido

Voltametria ciclica

Valor normalizado

Voltametria de pulso diferencial
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1. ESPECIES OXIDANTES. RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

1.1. CONCEPTO DE RADICAL LIBRE

El modelo atémico actual establece que el &tomo se compone de un niucleo,
constituido principalmente por protones y neutrones, y una corteza de
electrones en torno a él. Los electrones se encuentran distribuidos segiin sus
niveles energéticos en diferentes regiones del espacio denominadas orbitales.
Cada orbital puede albergar un maximo de dos electrones girando sobre sus
propios ejes en sentidos opuestos, anuldndose mutuamente sus campos
magnéticos individuales asociados al giro, confiriéndose de esta manera
propiedades diamagnéticas al &tomo o molécula. Por esta razon, un electréon
desapareado busca necesariamente la asociacion directa con otro electrén con
el que poder asi aparear sus spin en un sistema de baja energia, adquiriendo
la estabilidad termodinamica deseada.

Un radical libre (RL) es una especie quimica, &tomo, molécula, o bien, un
fragmento de ésta, con existencia independiente, que posee al menos un
electron desapareado, ya sea por pérdida o ganancia de éste, en su orbital mas

1 . . .
externo.™ En ocasiones, pueden presentar carga positiva o negativa.

La presencia de un electrén solitario lleva asociado consigo un momento
magnético no compensado denominado “magnetén Bohr”, que dota al atomo
o molécula de propiedades paramagnéticas. Por consiguiente, se ocasiona una
inestabilidad en la configuracién electronica de los RL, hecho que se traduce en
una elevada e indiscriminada reactividad hacia estructuras moleculares
adyacentes como consecuencia de la necesidad imperiosa de adquirir la
estabilidad perdida.”’ La interaccién con otros compuestos quimicos puede
atender a tres posibles casos: el radical puede ceder su electron desapareado
(radical reductor), tomar uno de una molécula estable apareando asi su propio
electron (radical oxidante), o bien, puede enlazarse covalentemente a una
molécula estable. En cualquiera de las situaciones descritas, el RL compensa su
orbital incompleto; sin embargo, este logro es alcanzado, irremediablemente, a
expensas de desestabilizar la configuracion electrénica del compuesto quimico
con el que reacciona, provocando la formacién de un nuevo radical libre
quimicamente agresivo.®! A través de estos mecanismos, los RL dan lugar a
reacciones en cascada con formaciéon continua de estas especies reactivas. El
proceso finaliza sblo cuando coinciden dos radicales que pueden combinar sus
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electrones desapareados y unirse mediante un enlace covalente. En ocasiones,
pueden existir especies estables en forma de RL.") La formacién de un RL
también puede originarse a través de una ruptura homolitica de una molécula
estable.”

Es destacable que la alta reactividad caracteristica de estas especies

6716 tiempo

radicales es la responsable de su toxicidad y su corta vida media,
transcurrido desde el origen del RL hasta que se produce la correspondiente
captacion de un electrén adyacente o la cesion de su electréon desapareado.
Las reacciones promovidas por los RL atienden a tres posibles tipos:
reacciones de iniciacion, propagacion y terminacién.®

Numerosos estudios cientificos revelan la implicacion de estas especies
reactivas, mediante fenémenos de oxidacidén celular, en determinadas
enfermedades cronico-degenerativas (ECD) que afectan al ser humano como
Alzheimer, Parkinson o enfermedad de Crohn, y a su vez, en ciertos tipos de
canceres.®”™ A pesar de lo citado, su generacién in vivo por parte de los
organismos vivos como productos del metabolismo celular, hace indicar que
desempenan determinadas funciones establecidas tales como mantener activo
el sistema inmunol6gico, actuar de segundos mensajeros, estimular la
proliferacién celular y/o intervenir como mediadores y reguladores para la
activacion de células. El desarrollo de estas funciones es llevado a cabo
cuando estan presentes en concentraciones fisiolégicas. Por el contrario, en
concentraciones elevadas, como consecuencia de la sobreexigencia a la que se
somete el cuerpo en su control, resultan altamente perjudiciales debido sus

2y . 10
caracteristicas 0x1dantes.[ !

1.2. CLASES DE RADICALES LIBRES

Los RL, desde un punto de vista molecular, son pequeias moléculas ubicuas y
difusibles que se generan in vivo producto de nuestro metabolismo celular.
Las especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Spices)
son los RL mas destacados, no sbélo por su elevada abundancia procedente de
la respiraci6on aerdbica, sino también por sus conocidas implicaciones en
procesos relevantes como el deterioro de alimentos, el envejecimiento celular
y una gran diversidad de patologias de ECD, justificando asi el hecho de que

sean los RL més conocidos y estudiados.**
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De manera analoga, existen especies reactivas de nitrogeno (RNS), de
cloro (RCIS) y de bromo (RBrS).""? En la Tabla 1 se presentan las principales
especies radicales y no radicales de los dos grandes grupos de especies reactivas

implicados en la biologia redox.!**

Radicales No radicales

Anién superoéxido, O3 ) ]
Oxigeno Singlete, 'O,

Hidroxilo, "‘OH
ROS Hidroperoxilo, HO5 Ozono, O3
Alcoxilo, RO’

Pero6xido de hidrogeno, H,0,
Peroxilo, RO;

Oxido nitrico, NO

Oxido nitrico, NO* Peroxinitrito, ONO;
RNS . . . . B}
Didxido de nitrégeno, NO5 Pero6xido de nitrégeno, ONO3

I6n nitrosilo, NO~/NO*

Tabla 1. Principales ROS y RNS de interés biolégico.

1.3. OXiGENO. ESPECIES REACTIVAS DE OXIiGENO EN SISTEMAS BIOLOGICOS

El ser humano vive sumergido en un mar de aire constituido, entre otros
gases, por un 21% de oxigeno molecular. Este recurso natural es indispensable
para el desarrollo de la vida y resulta imprescindible para el mantenimiento
de las funciones vitales del hombre. Metaféricamente hablando, el O, puede
ser considerado el combustible de la vida. Se trata del RL mas abundante en los
sistemas bioldgicos y su estado basal recibe el nombre de estado triplete,

[20,]. Presenta dos electrones desapareados en su orbital méas externo con
idéntico spin, hecho que, ademés de proporcionar caracter paramagnético a la
molécula, propicié la apariciéon de la connotacién “dirradical” en el afio
1924.""8 Esta disposicién paralela de los spin conlleva que la molécula de O,
s6lo interactde con radicales cuyos electrones tengan spin complementarios a
los suyos, fendmeno denominado “restricciéon de spin”, es decir, previene la
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adicion directa de un par de electrones hacia la molécula, ya que seria
necesaria una inversién del spin de uno de los electrones antes de producirse
la unién, evitando asi colocarse dos electrones con el mismo spin en un
mismo orbital. Sin embargo, como consecuencia de la relativa lentitud del
proceso de inversién del spin en comparacién con la vida media de los
elementos colisionantes, la molécula de oxigeno en su estado fundamental se
comporta como un oxidante relativamente débil, lo que permite,
afortunadamente, la coexistencia de materia organica y oxigeno libre. Sin
embargo, una consecuencia inherente de la restriccion de spin es que se ve
favorecida, siempre que sea posible desde el punto de vista energético, la via
de reduccion univalente por parte del estado fundamental del oxigeno,

ocasionando como resultado inevitable la aparicién de ROS. %!

El O, acttia como aceptor final de electrones en el proceso respiratorio a
nivel celular originado en las mitocondrias con el fin de obtener energia. La
reduccion del oxigeno para producir agua en la cadena de transporte
electronico (CTE) requiere 4 electrones (reduccion tetravalente), siendo
considerado un proceso relativamente seguro. Sin embargo, el ambiente
reductivo del medio intracelular favorece la existencia de reducciones
univalentes (Figura 1), desencadenando la formacién de ROS. La potencial
naturaleza oxidante de estas especies hacia otras moléculas es el precio
inevitable que han de pagar las células aerobias y de la que han de defenderse
constantemente. Ir6nicamente, la molécula que nos mantiene vivos es
complice de nuestra muerte, resultando ser la principal causa del
envejecimiento, con implicacion directa en la oxidacién de células del
organismo. Este singular hecho es conocido como la Paradoja del oxigeno.™

La producciéon excesiva de ROS a nivel mitocondrial durante el ejercicio
fisico para suplir la demanda de ATP generada es bien conocida.”™ No obstante,
la producciéon en pequenas cantidades de las mismas durante el fendémeno de
hipoxia muscular que se desarrolla durante el esfuerzo fisico prolongado
resulta nuevamente paradégico.™ En respuesta a la aparicién del fenémeno
de hipoxia, la mitocondria puede actuar como sensor de oxigeno produciendo

de manera controlada el anién superoéxido en el complejo III de la CTE.™
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Espacio intermembrana mitocondrial CompLeso I ComPLEIO IV ATP SINTETASA
a2 2HYe Gitocromo 2HY2er  3-4H'/ATP
CompLEIO | CompLElO I

Fumarato 2H"/2¢

Succinato  *217/2¢

NAD* +1H/2e . 2}\1‘r ) H\+ ) H
</ NADH 0= 0; =~ HzOz—\eh-'OHﬁ)- H;0
4H*f2¢ Oxigeno  anitn perbridode py y radical aga
Matriz mitocondrial superdxido hidrogeno 2 hidraxilo
ATz mi il | ‘” T
S0D Catalasa o peroxidasa
Complejo citocromo oxidasa

Figura 1. Transformacion secuencial del oxigeno en agua en la
cadena de transporte electronico mitocondrial mediante
reduccion progresiva (via univalente).

El término especies reactivas de oxigeno engloba a un amplio colectivo de
especies reactivas que, radicales o no, centran su reactividad en un atomo de
oxigeno. Algunas moléculas precursoras de RL, como por ejemplo el H,O,,
estan también incluidas en esta connotacion. La elevada toxicidad asociada a
estas especies viene determinada desde el punto de vista quimico, mientras
que la reactividad obedece a sus estructuras electronicas moleculares.
También han de tenerse en consideracidon factores como la especificidad,
selectividad y difusividad. Las ROS con mayores capacidades de difusién son

H,0,, Oy y 'OH respectivamente,m] permitiéndoles reaccionar con moléculas
muy alejadas de sus lugares de origen, e incluso, ser capaces de atravesar
membranas, aumentando asi considerablemente su radio de accién y potencial
reactividad.
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1.3.1. OXiGENO SINGLETE

El O, presenta cuatro configuraciones electronicas diferentes debido a las diversas
posibilidades de distribucion que poseen sus electrones desapareados. El estado
de maxima multiplicidad y menor energia (estado basal) se denomina “estado
triplete”,* %, , seguido por dos estados singletes con idéntica y superior energia,
denominéndose el conjunto *A,, y finalizando, otro estado singlete, °%,, esta vez
con energia atn mayor que los anteriores (Figura 2). Las posibles transiciones
entre los diferentes estados electronicos resultan muy improbables, la transicion
del estado excitado,'A,, al estado basal, %, estd prohibida por spin, de este
modo, el estado 'A, posee un tiempo de vida relativamente largo. En cambio, el
segundo estado excitado de mayor energia,>%;, posee un tiempo de vida corto

originado por la permisibilidad de spin de las transiciones hacia el estado excitado
de menor energia.

o*2p O

= (D O

- @ Off

- @ |

o*2 @ %

ols @ E

o @

ols @

Oa-imemnnio'letular Distancia internuclear /nm Ojdgen’:::mgim

Figura 2. Curvas de energia potencial del oxigeno molecular.

Configuraciones electrénicas de los orbitales moleculares del O, y ‘0.

El 'O, se corresponde con el estado electronicamente excitado de menor
energia del oxigeno molecular en el que los dos electrones albergados en los
dltimos orbitales antienlazantes se configuran con spin opuestos, dando como
resultado un agente fuertemente oxidante y, en consecuencia, una especie
electrofila sumamente reactiva a pesar de no tratarse de un radical libre
propiamente dicho.
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Su generacion se produce por absorcion de energia electromagnética por parte
del oxigeno molecular, invirtiéndose de manera transitoria el sentido de rotacion
de uno de sus electrones desapareados durante el proceso, consiguiendo asi una
adecuada orientacion antiparalela de los spin de los electrones albergados en los
orbitales antienlazantes mas externos. No obstante, el proceso de formacién esta
limitado debido a la restricciéon de la absorcion de grandes cantidades de energia

sre A s . 23,24
electromagnética a acontecimientos fOtquImICOS.[ ]

30, o o, [1]

Reacciones de oxidacién de diversas especies, o bien, durante el transcurso de

algunas reacciones enzimaticas, resultan fuentes alternativas secundarias.

1.3.2. ANION RADICAL SUPEROXIDO

El anién superéxido (O3 ) es un radical libre cargado negativamente procedente
de la reduccion univalente del oxigeno molecular. Se origina en todas las células

. . . «-[17-19
eucariotas animales, preferentemente en la mitocondria'’ ™

y el reticulo
endoplasmatico.”” Durante la respiracion celular, aproximadamente entre el
1-2% de los electrones que son transportados en la cadena respiratoria
mitocondrial no alcanzan el complejo IV y, en consecuencia, no son participes
de la reduccidén completa de oxigeno hasta agua, sino de la formacién del

radical 05 .
0,+e +H'O0. HO; O O +HY [2]

El O3 es la base conjugada de un acido débil, el radical hidroperoxilo (HO3 ),
el cual es capaz de atravesar membranas y actuar como molécula bio-senalizadora
en el crecimiento y desarrollo celular y en respuesta a situaciones de estrés.
Ambos radicales mantienen equilibrio; sin embargo, dado que el valor del pK. de
la reaccion de disociacion es de 4.88, en entornos de pH fisiologicos, el radical

[26]

predominante es el anién superdxido,”” el cual experimenta reacciones de

dismutaciéon produciendo perbxido de hidrégeno y oxigeno. Idéntico resultado se

. . ., [ . . 27
obtiene en la posible reaccién en el equilibrio entre ambas especies radicales.?”!

20, +2H"0G H,0, +0, [3]
0'2_ + HOE +H' OO HzOz + 02 [4]
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La formacién del O3 puede proceder de posibles fuentes alternativas como son
las multiples reacciones catalizadas enzimaticamente, destacando aquellas en las
que participan las deshidrogenasas flavoproteinicas (xantina oxidasa, aldehido

[28]

oxidasa, purina oxidasa, etc.),”” oxidasas e hidroxilasas (diamino oxidasa,

. . 2
galactosa oxidasa, citocromo Pgs, etc.),”

o bien, mediante autooxidacién de
moléculas como el gliceraldehido, ascorbato, hidroquinonas y compuestos tidlicos
(cisteina, catecolaminas, flavinas y hemoproteina) en presencia de algunos
metales a nivel de trazas.® De manera conjunta, se estima una produccién por
célula del organismo del orden de 10'° moléculas de O3 al dia.”

A pesar de su relativa escasa reactividad e inestabilidad es potencialmente

toxico como consecuencia de ser la principal fuente de formacion de H,0,, que a

su vez, es un precursor idéoneo del radical hidroxilo ('OH ), la ROS de mayor
toxicidad.®? La eliminacién a nivel celular de este radical est4 catalizada por la
enzima superéxido dismutasa (SOD):

20.2_ +2H* Dm H202 [5]

1.3.3. PEROXIDO DE HIDROGENO

El H,0, no se considera un RL, pues no posee electrones desapareados en su
orbital més externo. A pesar de ello, est4 incorporado dentro del concepto global
ROS, al ser un importante precursor de otros radicales libres. Constituye la
especie menos reactiva, y realmente su importancia recae en su capacidad para
atravesar las membranas biolégicas,”” posibilitando reacciones de oxidacién en
diversos puntos de la célula distantes del lugar de produccion del mismo,
participando activamente en numerosas reacciones de formaciéon de nuevos RL.

Existen diversas fuentes de formacion, principalmente, por reducciéon directa

} .. 12
del oxigeno molecular en la que participan dos electrones y dos protones*?y, en
menor medida, por dismutacion del radical O3 catalizada por la enzima SOD, 334

35
)’[ 1

como producto de algunas enzimas (glucosa oxidasa, uricasa, etc. o bien, a

, . s . sz 28
través de reacciones quimicas de autooxidacion.®

El H,0, no es téxico cuando se encuentra en concentraciones fisiologicas. Sin

embargo, la reacciéon de Fenton-Haber-Weiss*®

puede dar lugar al radical ‘OH
en presencia de catalizadores metalicos como el hierro o el cobre y en

combinacion con el anién radical superoxido:
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Fenton: Fe*+ 0Oy OO Fe*+ 0, [6]
Fe*+H,0, OO, Fe**+ OH + OH" [7]

Haber-Weiss: 03 +H,0, O "OH+0H +0, [8]

La naturaleza del dafio producido por estas reacciones dependera de la
disponibilidad y localizacién de estos metales de transiciéon. Finalmente, la
detoxificacion del H,0,, que genera la formaciéon de agua, es producida por la

accion de sistemas enziméticos como glutatién peroxidasa (GPx):™*!

H,0, +2 GSH Dcﬂx—» 2 H,0 + GSSG [9]

1.3.4. RADICAL HIDROXILO

El "OH es el radical libre de mayor reactividad, presentando una vida media
de 10° segundos.®” No posee un gran poder de difusién, atn asi, se trata del
radical méas dafiino que existe. Se desconoce actualmente la existencia de una
enzima capaz de detoxificarlo de manera directa, probablemente como
consecuencia de su destruccién de manos del propio radical.

Una posible fuente de formacion in vivo es la fision homolitica del agua
[10], no obstante, a pesar de ser poco frecuente, puede originarse como
consecuencia de radiaciones de alta energia (rayos X, rayos y). La luz
ultravioleta (UV) no tiene suficiente energia (hv) como para escindir una
molécula de agua. Pese a ello, permite la ruptura fotolitica de una molécula de

H,0, en dos moléculas del radical hidroxilo [11].
H,0 OM- "'OH+H [10]

H,0, 0. 2 'OH [11]

El proceso méas importante de formacién de este radical esta constituido
porlas mencionadas reacciones de Fenton-Haber-Weiss, en la que una molécula

de H,0,; reacciona con una molécula de O3, u otro agente reductor, para

producir ‘OH, OH y O,. La velocidad de esta reaccion es demasiado baja
para ser de importancia fisiologica. Sin embargo, metales de transicién como
el hierro o el cobre pueden actuar como cofactores de la misma, acelerando la

velocidad de la velocidad de la reacciéon.™
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La alta reactividad del "OH queda de manifiesto en su capacidad para
reaccionar con las bases puricas y pirimidinicas del ADN, considerandose un
agente genotoxico,®® al mismo tiempo que puede abstraer un protén de la cadena
carbonada procedente de acidos grasos poliinsaturados, iniciando de esta forma la

[39] [40]

peroxidacién lipidica (LPx),”” siendo ademas capaz de dafiar proteinas.

1.3.5. RADICAL PERHIDROXILO

Es la forma protonada del radical O3, mas liposoluble y con capacidad para
reaccionar con un radical andlogo originando peréxido de hidrégeno segin la
reaccién:

HO; 0,

HO;, ¥> H,0, [12]

Existen diversas rutas alternativas para la generacion de HOj3: mediante la
generaciéon de O3 en medio acuoso y solvente protico por el sistema xantina
oxidasa, o bien, a través de sistemas fotocataliticos, sometiendo el H,0, a la
luz ultravioleta y, cominmente, aceleradas con el uso de catalizadores.

Es un oxidante extremadamente méas fuerte y con una vida media superior
al radical supero6xido, jugando un papel importante en el proceso de iniciacidon
de la lipoperoxidaciéon en membranas biolégicas, asi como en la oxidaciéon de

una amplia cantidad de compuestos biologicos.*”!

1.3.6. RADICAL ALCOXILO Y RADICAL PEROXILO

Los radicales alcoxilo (RO" ) y peroxilo (RO3) son especies reactivas generadas
durante la LPx como consecuencia del ataque de otros RL sobre las cadenas
carbonatadas de los acidos grasos, tal y como se coment6 anteriormente,
resultando parte fundamental en el desarrollo del proceso al contribuir en el inicio
y propagacioén de la reaccion. Sus correspondientes reactividades son inferiores a

la del radical hidroxilo; sin embargo, su selectividad es superior.[“]

10
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1.4. GENESIS DE RADICALES LIBRES

Los RLson producidos fisiol6gicamente en cantidades moderadas, participando,
en condiciones normales, en importantes funciones biol6gicas, entre las que
destacan la intervencién como segundos mensajeros redox,*? la estimulacion
del proceso de proliferaciéon celular,” la actuacién como mediadores,* la
regulacion fisiolégica y la activaciéon de determinadas células,* la defensa

46l v finalmente, la implicacién en el

frente a infecciones, la inflamacion,
. 47 .

metabolismo normal®”. Desafortunadamente, los RL pueden alcanzar niveles

elevados en el organismo, lo que se traduce en dafos celulares de diversa

indole, repercutiendo de manera importante en la salud.

El origen del exceso de especies reactivas puede responder a fuentes

exogenas o endogenas.*®

RADIACION RADIACION
uv IONIZANTE

TABACO

Q6

\! Dafios a
{P células
‘ y ADN

Mitocondria

INFLAMACION

474
3 * Glébulo
~_7~  Blanco

Figura 3. Principales fuentes de formacién de radicales libres.
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1.4.1. FUENTES EXOGENAS

El actual sistema de vida, mayoritariamente urbano, genera un ritmo de vida

acelerado que suele desembocar en situaciones de estrés y cansancio, malos

héabitos alimentarios, etc. Si a estos hechos unimos, entre otros, la invasion

constante de multitud de nuevos productos quimicos toxicos y la excesiva

contaminacién ambiental, se tiene como resultado una realidad 6ptima y

favorable para la formacién de los RL. Las principales fuentes exdgenas de

produccion de RL son:

1.

12

Factores ambientales. Destacan la contaminacién del aire producida
por contaminantes fotoquimicos, el humo del tabaco inhalado directamente
o indirectamente, la hiperoxia, los pesticidas, los xenobi6ticos (cloroformo,
paracetamol, etanol, tetracloruro de carbono, etc.), los metales pesados, los
disolventes, los anestésicos y los hidrocarburos aromaticos. Estos agentes
pueden poseer RL de manera intrinseca como el humo del tabaco, o bien,
transformarse en radicales a través del metabolismo celular y los

. . . <, [49
correspondientes procesos de desintoxicacién.*!

Compuestos de naturaleza prooxidante ingeridos en la dieta.
Gran parte de los aditivos quimicos utilizados en los alimentos en conservas
y embutidos (conservantes, colorantes, saborizantes, etc.), las grasas
animales y la de los aceites y mantequillas calentadas al fuego o por
hidrogenacion, bebidas alcohélicas, azicares refinados, etc.

. Contaminantes quimicos. Ciertos componentes de perfumes y cremas

para la piel, champus y jabones, pinturas, detergentes para la ropa,
productos de limpieza, etc.

Agentes antineoplasicos y antibioticos. Algunos de los efectos de
estos farmacos se han atribuido a su capacidad para reducir el O, a O3,
H,0, y "OH. Entre ellos se encuentran: la adriamicina, bleomicina,
daunorubicina y algunos antibibticos que dependen de grupos quinoides o

de uni6n a metales para su actividad.®

. Irradiaciones sobre los organismos. Radiaciones solares, UV,

electromagnéticas (rayos X y rayos Y) o ionizantes (electrones, protones,

neutrones, deuterones y particulas a y p).*"

. ., . » 52
Proceso de metabolizacion de determinados farmacos."””




1. ESPECIES OXIDANTES. RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

1.4.2. FUENTES ENDOGENAS

Las principales fuentes de RL presentes en los organismos aer6bicos las
constituyen las mitocondrias presentes en sus tejidos sanos.® Estos organulos
son responsables de més del 90% del consumo del oxigeno celular. La CTE,
constituida por una serie de proteinas con propiedades redox, capaces de
reducir el oxigeno molecular hasta la formacion de agua, acoplada a su vez a
la fosforilacién oxidativa para producir ATP, constituye la principal fuente
endogena de ROS.

De manera aproximada, entre el 1-2% de los electrones transportados por
la cadena mitocondrial no alcanza su destino final, el complejo IV, y por
consiguiente, no intervienen en la producciéon de ATP, sino que son participes
de reducciones parciales del O,. Se calcula que entre el 1-5% de las moléculas
de O, son activadas por incorporacion directa de un electrén generando O3 .
Su produccién resulta proporcional a la actividad de funcionamiento de la
CTE, aunque es importante aclarar que dicha actividad no es necesariamente
proporcional al consumo de O, en el hombre.” Por otra parte, los complejos
I, IT y I1I de la CTE también pueden agregar electrones a las moléculas de O,,

B¢l El anién radical superdxido

constituyendo fuentes primarias de O .
producido es capaz de reducir al citocromo c en el espacio intermembrana, o bien,
ser convertido, alli o en la matriz mitocondrial, en H,0, y O,. En determinadas
ocasiones, se incrementa y a la vez se mantiene en el tiempo la actividad de la
CTE, constituyendo un estado estable de formacion de O3 capaz de reducir
metales de transicion, favoreciendo asi la formaciéon de "OH o la reaccién con

NO, dando como producto el radical ONOO* .*”! Es importante resaltar que la
liberacion de ROS hacia el exterior mitocondrial depende de factores como el
potencial de membrana. En alusién a ello, diversos estudios coinciden en que
esta situacion tiene lugar, principalmente, cuando se alcanza el potencial
maximo."”

En las ultimas décadas, la propuesta de la hiperactividad mitocondrial
como principal fuente de ROS ha sido reemplazada progresivamente por una
teoria mas amplia que engloba la participacion de otras fuentes tales como los
fen6menos de isquemia-reperfusion, las reacciones enzimaticas e inmunitarias,
la autooxidacién de catecolaminas, la produccién de acido lactico, ete.®® Sin
excluir otras caracteristicas como puedan ser las condiciones ambientales, las
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cuales podrian potenciar la actividad de estas fuentes, asi como determinar

un fallo o insuficiencia de los mecanismos capaces de contrarrestar su

formacién, conduciendo al dafio molecular y al estrés oxidativo. Las diversas

fuentes de formaciéon de ROS pueden ser clasificadas, acorde a su capacidad

de regulacién por parte de los sistemas de homeostasis del organismo, en dos

grupos:

14

» Fuentes de formacién regulada, donde se incluye, de manera

especifica, el sistema inmune con su necesidad fisiologica de ROS. Los
macrofagos y neutréfilos (fagocitos activados) requieren como condicion
esencial la formacién regulada de un ambiente oxidativo donde poder
desarrollar satisfactoriamente su metabolismo y poder desarrollar de esta
manera la eliminacion de antigenos y células apoptéticas.”® Por otra parte,
y desde un punto de vista bioquimico, dos moléculas de oxigeno en

presencia de NADPH-oxidasa producen dos moléculas radicales O3

. ., . . . . 60 ..
mediante la reaccion denominada “estallido oxidativo”,’®” cuyo principal

proposito es la formacién de H,0, a través de la reaccién de Fenton en

presencia de SOD.

Fuentes de formacion no regulada, producidas espontidneamente
en funciéon de determinados estimulos que inducen su activacion, el
gjercicio fisico, la dieta, la temperatura ambiental o las radiaciones son
ejemplos concretos. En este apartado es posible destacar otros
componentes celulares importantes en el aumento productivo a nivel
global de ROS, tal es el caso del reticulo endoplasméatico durante el
proceso de plegamiento proteinico y la formaciéon de enlaces disulfuro. Los
sistemas enziméticos citoplasmaticos y la superficie de la membrana
plasmatica,?*®" los peroxisomas y la actividad de miltiples sistemas
enzimaticos, como el sistema del citocromo P,;so mono-oxigenasa, la xantina
oxido-reductasa, sintasa de 6xido nitrico, aldehido oxidasa, flavinprotein
deshidrogenasa y triptéfano dioxigenasa y otras enzimas implicadas en el
proceso inflamatorio (ciclo-oxigenasa y lipo-oxigenasa),™ constituyen el
resto de fuentes de interés.
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2. ESTRES OXIDATIVO EN LA SALUD HUMANA

Gran parte de las ROS descritas con anterioridad desempenan papeles
fisiol6gicos de vital importancia. Desafortunadamente, también se encuentran
implicadas de manera activa en reacciones de oxidacion indeseadas, frente a
las cuales el organismo ha desarrollado ciertas defensas antioxidantes.® La
produccion endégena de una determinada tasa de ROS, sin sobrepasar unos
limites concretos, es un proceso celular normal e inevitable, y que resulta
imprescindible para la vida de la célula debido a su participacién activa en la
regulacion y produccidon de energia metabolica, la activacion o inactivaciéon de
biomoléculas, ete.[*>*”)

La produccién controlada, en condiciones normales, esta exenta del mas
minimo dafio oxidativo gracias a la provisiéon, por parte de la célula, de una
gran cantidad de mecanismos antioxidantes con los que combatirlos. En el
preciso momento en el que tiene lugar un aumento considerable de la
velocidad de formaciéon de ROS, se desencadena un aumento en numero,
respecto al establecido bajo condiciones normales, generalmente acompafiado
de una disminucién de los propios mecanismos de defensa del organismo.
Este hecho deriva en una situacién de desequilibrio entre las especies
prooxidantes, m4s numerosas, y las antioxidantes, lo que da como resultado
dafios oxidativos importantes sobre determinadas moléculas presentes en el
organismo, repercutiendo, a su vez, en sus respectivas funciones biologicas.
El balance existente entre los agentes prooxidantes y antioxidantes determinara el
estado redox, manteniendo una “homeostasis redox” o estado de equilibrio de las
condiciones de oxidacién-reduccion finales.

(63-66] (Figura 4) se define como la exposicién de la

El estrés oxidativo
materia viva a diversas fuentes de formacién de radicales que originan una
alteracion del equilibrio que debe existir entre las especies o factores
prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas
sustancias reactivas. Esta indeseada situacién de desequilibrio puede
originarse por un incremento exacerbado de las sustancias prooxidantes,
principalmente ROS, una deficiencia de agentes antioxidantes, o bien, por una
combinacién de ambos factores. Bajo las circunstancias citadas, las células se
encuentran expuestas a un ambiente prooxidante que genera efectos adversos
sobre el estado redox celular, originando dafhos de naturaleza reversible o

irreversible a todo tipo de biomoléculas, incluyendo proteinas, lipidos, gltcidos,
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)¢7%8 v componentes de la matriz extracelular. De esta

acidos nucléicos (ADN
forma se desatan reacciones quimicas capaces de producir alteraciones en la
relacion estructura/funcion de 6rganos, sistemas o grupos celulares especializados
y que, consecuentemente, estan asociadas de manera implicita a la evolucion de

un namero creciente de sindromes de interés médico y social.

DaARNos
CELULARES

- Alteraciones del ADN.

- Pérdida de la integridad celular debido
a la peroxidacion lipidica.

CONSECUENCIAS
PARA EL
ORGANISMO

- Modificacion de las funciones celulares.

- Dafios sobre la regulacién enzimatica.

ENFERMEDADES

- Desregulacién del crecimiento celular.

- Inactivaci6én de los mecanismos implicados
en las defensas inmunoldgicas.

- Pérdida o disminucién de los procesos
de traduccion de sefiales

- Alzheimer. Corazon g i |
- Parkinson. Infarto Pulmén Articulaciones T?I:rl:‘l)::te
- Enfermedad de Crohn. - Trombolisis ~Asma . Reumatismo ) I: C
- Diabetes mellitus. | - Cardiomiopatia ~ARDS J
- Ateroesclerosis. - ——————
- Céncer. Piel Intestino
- Otras. *Quemaduras - Pancreatitis
- Envejecimiento -Ulcera
«Psoriasis -Enfermedad de Crohn
- Cdncer -Isquemia
+ Mucoviscidosis
Cerebro
- Traumatismo .., )
-Parkinson Multi-érgano
-ALS , -Inflamaciones
+ Alzheimer ESTRE S OX ID AT|VO - Intoxicaciones
brecarga en hierro
( ] . - Cdncer
Eritocitos 0jo Vaso ‘Sida
-Anemia kﬂ';ﬁﬁa Arteriosclerosis ‘E’A‘I'gole'f;’l'i’s’:;m
+Malaria  Degeneracién macular + Hipertensién - Diabetes )

Figura 4. Danos y enfermedades asociadas al estrés oxidativo.
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En la actualidad se han descrito casi un centenar de enfermedades en las que
se han hallado certezas experimentales sobre la incidencia del desbalance del

estado oxidativo en su origen y desarrollo. Destacan los procesos patolégicos de

(7] (72 ciertos

[74]

ECD,® tales como Alzheimer,”” Parkinson,”" enfermedad de Crohn,

[9-11] ]

diabetes mellitus,”® patologias cardiovasculares,

[77]

tipos de canceres,

. [75 Zs 76 ’ Jor .
ateroesclerosm,[ ]procesosreumatlcos,[ ]patologlasgastroenterlcas y afecciones

78] Asimismo, se incluyen procesos fisiologicos como el

[21] e

broncopulmonares.

[79]

envejecimiento, ' el dafio causado por el ejercicio fisico agotador, tc.

2.1. DANO BIOMOLECULAR MEDIADO POR EL ESTRES OXIDATIVO

La naturaleza del dano ocasionado por el estrés oxidativo puede ser muy dispar,
aunque en principio viene determinada por la reactividad quimica del RL
participante, asi como por la disponibilidad de un sustrato susceptible de ser
atacado en las proximidades del lugar de formacion de dicho radical. A pesar de la
disparidad de los posibles dafios, los mecanismos por los que éstos se producen
son comunes. Consisten en la sustraccién de un atomo de hidrégeno, o de manera
alternativa de un electrén, de una determinada molécula adyacente (molécula
diana), estabilizindose el electron desapareado del radical mediante la formacién
de un par electrénico (Figura 5). Indistintamente, de una u otra manera, se genera
la aparicién de un nuevo radical que, generalmente, posee la reactividad de su
predecesor; sin embargo, en ocasiones puede no presentar reactividad alguna.

Biomoléculas Oxidadas

Biomoléculas “DIANA”

Figura 5. Mecanismo de ataque de RL a biomoléculas.

La acumulacién de compuestos alterados por el resultado de la accién de los
RL es a menudo la explicacion de efectos a largo plazo, por lo que son dificilmente
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demostrables como una relacion inmediata causa-efecto. El dafio oxidativo
provoca una gran variedad de alteraciones metabdlicas como inactivaciéon y
desnaturalizacion proteica, peroxidacion lipidica, lisis celular, etc.; dafios sobre
los acidos nucléicos con la consecuente ruptura de cadenas y modificaciones en
las bases nitrogenadas responsables de procesos de mutagénesis, carcinogénesis y
modificacion de las vias de sefializacion implicadas en el metabolismo y
regulacion del ciclo celular.

2.1.1. DANO OXIDATIVO A PROTEINAS

Existen evidencias que relacionan de manera directa los RL, las proteinas y
los mecanismos de proteélisis.®” Determinadas proteinas se caracterizan,
ademas de por ser dianas de la acciéon de RL, por su capacidad para generar o
propagar estas especies reactivas. El dafho oxidativo sobre las proteinas
alcanza niveles mas alld de la propia modificacién de la molécula como
sustrato implicado en los mecanismos proteoliticos, repercutiendo ademés

activamente en los mismos.

El conjunto de aminoacidos presentes en las proteinas, presenta residuos
susceptibles al ataque radical, especialmente por parte de ‘OH, RO y
especies reactivas de azufre (RSS). Estos ataques son de naturaleza difusa,
pudiendo dar lugar a modificaciones generalizadas, o por el contrario,
modificar zonas especificas mediante ataques selectivos. Las modificaciones
de tipo general pueden producir alteraciones en la estructura proteica y, en
consecuencia, la pérdida o modificacion de la funcion bioldgica, procesos de
inactivacion, fragmentacion, desnaturalizacion y/o degradacion proteica,
alteraciones de funciones celulares como la producciéon de energia, interferencias
con la creacion de potenciales de membrana y cambios en el tipo y nivel de

s 81,82
proteinas celulares.®%

La presencia de grupos carbonilo en la estructura
proteica es indicativa de una modificacién oxidativa global de las mismas, y
consecuencia directa de ello, resultan las posibles pérdidas de funciones
estructurales o cataliticas.®® Los ataques selectivos son responsables de causar un
dafio oxidativo en el que los metales de transicion adquieren una importancia
catalitica relevante, por lo que las enzimas que los contienen son las que
presentan un mayor riesgo de ataque.® La principal modificacién que permite la
degradacion proteolitica es la oxidacién de grupos —SH de los aminoécidos® que

da como resultando estas proteinas de mayor grado de oxidacién con respecto a
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proteinas parcialmente desnaturalizadas o poco oxidadas y que, ademas, son mas
resistentes frente a la eliminaciéon mediante prote6lisis celular, lo que favorece la
acumulaciéon de las mismas.®” Esta acumulacién de proteinas dafiadas, se ve
incrementada con el paso de los afios como consecuencia del aumento de la
velocidad de oxidaciéon y/o la disminuciéon de la capacidad degradativa de las

[86]

mismas, asociada intrinsecamente al proceso de envejecimiento.

2.1.2. DANO OXIDATIVO A LiPIDOS

El “enranciamiento” oxidativo o proceso de peroxidacion lipidica es el dafio
oxidativo mas importante en los lipidos. Consiste en un dafio histico que

puede ser iniciado por los radicales O,, 'O,, H,0, y 'OH, afectando a
estructuras con alto contenido en 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs, del
inglés Polyunsaturated fatty acids), presentes en cantidades importantes en las
membranas celulares, y con mayor susceptibilidad a medida que aumenta el
namero de dobles enlaces.”®” La LPx es un proceso continuo y fisiolégico que en
condiciones normales actia como un renovador de membranas biolégicas; sin
embargo, cuando su activacion es excesiva se relaciona con la patogénesis de

numerosas enfermedades de interés: Alzheimer, diabetes mellitus, etc.®®*¥ La LPx

consta de tres etapas fundamentales: iniciacidon, propagacién y terminaciéon
(Figura 6).[87]

HOH L
w—.-\R\/=\/=\/=\/CO0H 'OHZ R == == == COOH
( dirt -H. .
PUFA (LH) Reord ient
| s
'—L-L R /= 7 \ ——  COOH
2L00'—» LOOL+0, VTV VTV
L'+ L00'— LOOL

RH+L—=R"+LH
RH +LOO—L"+LOCOH

of
4-HDA o o

2-Alquenal v CHM

R/\/\cno H H

Figura 6. Etapas del proceso de peroxidacion lipidica.
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2.1.3. DANO OXIDATIVO A GLUCIDOS

Es conocida la actuaciéon de diversos polisacaridos como agentes protectores.
Los monosacaridos, por su parte, en condiciones fisioldgicas se autooxidan
formando cetoaldehidos e intermediarios como el radical O3, el cual es
captado por moléculas de glucosa impidiendo su posterior accidén radical.

Ciertos monosacaridos, como la manosa o el manitol, presentan también la

capacidad de capturar radicales tales como "OH y el propio Oj,"” aunque

resulta evidente que no es suficiente, y los RL provocan una importante
disminuci6on del contenido de ATP intracelular, alterando asi la via glucolitica
y mitocondrial. En esta primera via, los radicales producen la inactivaciéon de
la via de la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH), la disminucién
de nicotinamida adenina dinucleitido (NAD"), una discreta acidosis intracelular

y el aumento de iones Ca®" libres.

2.1.4. DANO OXIDATIVO AL ADN

El ADN, a pesar de ser considerado una molécula bien protegida, es propenso al
dafio oxidativo de todos sus componentes,® especialmente por parte de los

radicales ‘OH y H,0,.%%% Las posibles alteraciones, generadas en la interaccion
con RL, son participes en diversas patologias, e incluso, en el proceso de
envejecimiento, con riesgos de producir un mayor nimero de mutaciones, roturas
espontaneas en las cromatidas y pérdida de fragmentos cromosémicos que
pueden ocasionar la pérdida total de cromosomas en situaciones extremas.®

El proceso oxidativo del ADN recae habitualmente sobre sus bases
nitrogenadas. La mayoria de las modificaciones que tienen lugar presentan una
seria repercusiéon al bloquear el proceso de replicacion. La alteracion mas
frecuente de las bases ptricas consiste en la abstraccion de un protén de la
posicion C-8 de la guanina por parte del radical “OH, originando su forma
nucledsida 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG), la cual posee un elevado
efecto mutagénico. Respecto a las bases pirimidinicas, destacan los glicoles de
timina y citosina, asi como los hidratos de pirimidina, los cuales dan lugar a la
fragmentaciéon del ADN. Los dafios ocasionados también pueden presentarse
como posibles alteraciones en los sistemas de reparaciéon de la propia molécula.

La cuantificaciéon de la formacién de 8-OHdAG es utilizada como indicativo de la
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extension del dafio oxidativo sobre el ADN.®¥ Las enzimas reparadoras de los
fragmentos dafiados®®™ no son capaces de eliminar las lesiones oxidativas en su
totalidad, por tanto, éstas se acumulan produciendo un aumento paulatino y
permanente de mutaciones con la edad, reflejado en procesos patologicos como la
carcinogénesis y el envejecimiento. Por su parte, el ADN mitocondrial presenta
alin mayor tasa mutagénica a causa de las modificaciones oxidativas de sus bases;
esto repercute negativamente en el funcionamiento de los complejos de la CTE, ya
que se incrementa la producciéon de ROS y entra, de esta manera, en un continuo
circulo dafiino.” La cantidad de 8-OHAG mitocondrial es 16 veces superior a la
encontrada en el ADN nuclear, lo que podria suponer una disfuncién mitocondrial

. . s o4e . 7
asociada al desarrollo del fenotipo caracteristico de la senescencia celular.®”

2.2. ENVEJECIMIENTO BIOLOGICO

Desde la més remota antigiiedad el ser humano se ha preocupado por su
supervivencia y por encontrar la manera de prolongar su vida al maximo. Sin
embargo, se trata de un hecho irrefutable que el proceso de envejecimiento es
inherente a la vida, y que todo ser vivo nace, crece, envejece y muere.

El envejecimiento es el fendémeno biolégico més importante ligado al estrés
oxidativo; de ahi se deriva el gran interés investigador que ha conducido a
miltiples especulaciones e hipotesis acerca de las causas y factores que establecen
una duracién limitada de la existencia de los seres vivos. El progreso de las
ciencias de la vida en el siglo XIX propici6 la aparicion de teorias gerontoléogicas
en las cuales se detallaban explicaciones parciales de los mecanismos del
envejecimiento, acordes a los avances de la biologia y de la medicina de la época.
En este aspecto, la investigacion ha presenciado una continua evoluciéon:®® desde
simples anélisis estadisticos sobre la longevidad de las poblaciones, pasando por
determinados estudios sobre la pérdida de rendimiento de los sistemas
fisiol6gicos, hasta culminar en el presente auge de la gerontologia celular y
molecular.®”

El hecho de que el fendbmeno de envejecimiento tenga lugar en todos los
niveles de organizacion biologica, propicié numerosas interpretaciones con el fin
de dar una explicacion a las alteraciones que se producen en los distintos niveles

[100]

estudiados, lo que se traduce, segin Medvedev, en cerca de 300 teorias del

envejecimiento. Dicho investigador afirmaba que casi cada descubrimiento
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importante en biologia celular y molecular daba paso a una nueva familia de
teorias del envejecimiento o nuevas versiones avanzadas de otras teorias mas
antiguas. Sin embargo, en la actualidad, gran parte del conjunto de estas teorias
s6lo presenta un valor meramente historico, mientras que otras teorias, que
gozaban de cierta popularidad, tales como la teoria del “error catastréfico” en la

)[101]

sintesis de proteinas (1963 o la teoria del “reloj mit6tico” (1965),10% pierden

apoyo en favor de las teorias referentes al papel protagonista de los RL en el

)13y la “toxicidad residual” del oxigeno

proceso de envejecimiento (1956
(1962).1"°4 A pesar de ello, ninguna de estas teorias es capaz por si misma de dar
explicacion a los multiples efectos del envejecimiento, puesto que son incapaces
de ofrecer una explicaciéon detallada y razonable del porqué de la existencia de
organismos con un envejecimiento prematuro, en contraste con la aparente

inmortalidad de formas de vidas méas simples como las bacterias y las amebas.

2.2.1. CONCEPTO DE ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es un fenémeno extraordinariamente complejo en el que se ve
implicada gran variedad de procesos, razén por la cual se han propuesto
numerosas definiciones, entre las que se engloba la siguiente:

“El conjunto de procesos post-madurativos que inducen una serie de
cambios en las células y tejidos que progresivamente disminuyen la
capacidad de mantenimiento de la homeostasis y aumentan la
vulnerabilidad del organismo, incrementando el riesgo de

enfermedad y muerte”**>*%

Desde el punto de vista personal, la definicion méas completa seria:

Proceso universal, intrinseco, paulatino y progresivo, heterogéneo e
individual, deletéreo e irreversible que lleva asociado una
acumulacion progresiva de cambios con el tiempo que hacen a los
organismos vivos ser mas susceptibles al dafio, disminuyendo sus
posibilidades de supervivencia y fertilidad, generando asi una

pérdida progresiva de su capacidad de adaptacion (Figura 7).
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Figura 7. Caracteristicas del proceso de envejecimiento.

2.2.2. TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO

La complejidad inherente al proceso del envejecimiento dificulta no sdlo
establecer una definicién Gnica, sino que ha permitido postular numerosas teorias
durante el dltimo siglo con el fin de esclarecer los mecanismos que subyacen a
esta inevitable realidad. Las principales teorias del envejecimiento proporcionan
informaciéon util y relevante que facilitan la comprension de los cambios
fisiol6gicos asociados al paso del tiempo; sin embargo, responden especificamente
a casusas concretas. Se antoja necesaria una vision globalizada y complementaria
de las mismas para tratar de resolver un fen6meno que, actualmente, presenta
algunos aspectos sombrios. Esclarecer y comprender detalladamente los
mecanismos precisos involucrados en el desarrollo del envejecimiento es uno de
los mayores retos por resolver de la biologia moderna.

Goldstein y sus colaboradores, tras una revision exhaustiva del amplio nimero

’ . 107
de teorias existentes,®”!

propusieron englobarlas en dos amplias categorias bien
diferenciadas: las que afirman que el proceso de envejecimiento seria el resultado
de la suma, acumulada en el tiempo, de alteraciones que ocurren de manera

aleatoria, denominadas teorias estocasticas o del “uso y desgaste”, y aquellas
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que suponen que el envejecimiento estaria genéticamente programado, es decir,
abogan por un envejecimiento, en cierta manera, predeterminado, denominadas
teorias no estocasticas o deterministas.

Las teorias de envejecimiento de “uso y desgaste” proponen la acumulacién de
errores o dafios durante el desarrollo de la vida como principal culpable del
proceso de envejecimiento, asociandolo con la inexistencia de eficacias del 100%
en los sistemas de reparacién y mantenimiento propios del organismo. En
consecuencia, estos danos van aumentando y acumulandose progresivamente,
disminuyendo las capacidades fisiologicas hasta llegar a ser incompatible con la
vida. No obstante, hay datos que parecen contradecir esta perspectiva tedrica,
como es el hecho del ejercicio fisico moderado y realizado de manera continuada,
que pese a exigir un mayor uso y desgaste del cuerpo, no estad asociado a un
proceso de envejecimiento mayor o mas veloz, sino que si se alude a los resultados
existentes, tiende a mejorar la calidad de vida y el bienestar en personas de edad
avanzada."® En cambio, las teorias referentes al envejecimiento genéticamente
programado plantean que el proceso, al igual que el desarrollo, del envejecimiento
se constituye de sucesos codificados en el genoma que tienen lugar a una
velocidad especifica en cada especie y que supone el deterioro de las capacidades
fisiol6gicas hasta el inevitable desenlace final de la vida.

Medvedev concluyé en el afio 1990 que no era realista la expectativa de
que surgiera una teoria “verdaderamente unificada” o “causa tnica” del
envejecimiento.'® Actualmente, se sigue aceptando que, en general, no se
dispone de todas las respuestas que se precisan para la comprensiéon completa del
proceso. No obstante, resulta posible ofrecer soluciones preliminares integrando
varias teorias complementarias (Figura 8) que posibiliten la apariciéon de nuevos
experimentos que favorezcan, a través de explicaciones logicas, incrementar el
conocimiento y la comprension del envejecimiento en referencia a los cambios
que tienen lugar a todos los niveles de organizacion bioldgica.

En este contexto, la investigacion actual gerontolégica engloba, desde el
analisis de curvas de supervivencia en poblaciones y la pérdida de rendimiento de
los sistemas fisiologicos, hasta el cada vez mas interesante estudio sobre los
mecanismos de control genético implicados en el envejecimiento en relacién con
la longevidad.
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Figura 8. Teorias del proceso de envejecimiento.
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2.2.2.1. TEORIA DEL “ENVENENAMIENTO” POR ROS

Esta teoria fue propuesta por Rebeca Gerschman en 1954 a la luz de los hallazgos
de sus estudios sobre el aumento de los efectos lesivos de la radiacién ionizante en
presencia de O, gaseoso y el efecto protector asociado a la ausencia del mismo."%!
Durante el transcurso de su investigacioén observo la existencia de efecto sinérgico
entre la radiacion y el O, como consecuencia del aumento de la concentracion
intracelular de ROS causado por dicho gas, a su vez, unido a los radicales
derivados de la propia irradiacién. Estos hechos le condujeron a deducir la
implicaciéon directa del oxigeno en el desencadenamiento del envejecimiento a
través de la formacion de ROS durante el metabolismo celular, facilitado por la
incapacidad de las defensas antioxidantes del organismo para contrarrestar en su
totalidad el ataque oxidativo asociado.

2.2.2.2. TEORIA DE LOS RADICALES LIBRES

La teoria de los RL, formulada por Denham Harman en 1956,[103] es considerada,
actualmente, la més aceptada por parte de la comunidad cientifica. Cimentada en
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el descubrimiento de Rebeca Gerschman, sugiere que estos derivados de oxigeno
no soélo son los responsables del proceso de envejecimiento, sino también del
dafio oxidativo producido con la edad a nivel celular y tisular, dado que los
sistemas de defensa antioxidante son incapaces de hacerles frente al ser
generados de manera continuada a lo largo de la vida celular, provocando, de
manera irremediable, dafios oxidativos en la célula y, por extensién, sobre los
tejidos y 6rganos. Originariamente, esta teoria pertenecia al grupo de las teorias
estocésticas, ya que las ROS serian las responsables de la generacion del dafio que
se acumula durante el envejecimiento; sin embargo, hoy dia se sitia inmersa
entre ambos grupos de teorias como consecuencia de la existencia de resultados
que parecen indicar que el ritmo de acumulacion del dafio ocasionado estaria
determinado via genética.

La teoria de los RL cuenta con el respaldo de multitud de pruebas
experimentales, donde el descubrimiento de la enzima SOD constituyd, en el afio
1969, el primer apoyo importante. Tan so6lo tres afios después, Harman completo
su propia teoria afirmando que la formacion de ROS responsables del
envejecimiento ocurria in vivo, como subproducto del funcionamiento de la CTE
mitocondrial, debido a una pequefia proporciéon de electrones que entraban en la
cadena de transporte electronico provocando la reduccién incompleta del oxigeno
molecular, tal y como se comentd en el apartado 1.3 (Figura 1). Por otro lado, la
formacion de RL por parte de las células aerdbicas también parece confirmar
teorias mas antiguas relacionadas con la tasa metabolica y la longevidad maxima,

tales como la teoria de la velocidad de vida (1928),*

[110]

propuesta a raiz de la
descripcion inicial de Rubner, y segln la cual, se establece una correlacion
inversa entre la tasa metabolica y la longevidad méxima. Por tanto, una tasa
metabdlica mayor es indicativo de un ritmo de vida elevado, es decir, un consumo
maéas rapido del potencial energético vital (LEP, del inglés Lifetime Energy
Potential),**"

mayoria de los mamiferos y que hace referencia a la cantidad total de energia por

parametro que permanece constante durante el periodo vital de la

gramo de tejido. Se deduce de esta manera que una disminucioén rapida del LEP
conlleva un mayor y acelerado proceso de envejecimiento.

En la actualidad, numerosos articulos respaldan esta teoria aportando datos
que demuestran la relacién existente entre la tasa de producciéon de RL y la
longevidad maxima. Resulta evidente que cada especie debe presentar una tasa
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determinada y constante durante su tiempo de vida independiente a la tasa de

112 . .
(1121 o jnversamente relacionada con la

consumo de O, mitocondrial requerida,
longevidad; por consiguiente, las tasas mayores de formaciéon de RL tienen lugar
en especies de vida corta y viceversa."*** Estos estudios dejan de manifiesto que
el principal determinante del envejecimiento es la produccién mitocondrial
excesiva de RL y no la tasa metabolica. De este modo, los animales que presentan
tasas de produccion de RL menores seran mas longevos con independencia de la

tasa metabdlica.

Descubrimientos recientes de numerosos estudios realizados en diversos
organismos ayudan a sustentar esta teoria, sugiriendo que la reduccion del estrés
oxidativo (reduccion de la carga prooxidante) o el aumento de la resistencia al
mismo (aumento de las defensas antioxidantes) estan relacionados con la
prolongacién de la vida.*® Sin embargo, dicha teoria también cuenta con sus
detractores, siendo varios los estudios que han generado cierta ambigiiedad y
controversia sobre la misma.®******3! Por citar ejemplos concretos, determinados
experimentos con ratones no mostraron cambios en la vida 1til tras incrementar o

[64,118]

reducir la cantidad de enzima antioxidante, al igual que no pudo

demostrarse que administrar sustancias antioxidantes en ensayos -clinicos

. .z .z . 119,120
humanos tuviera repercusién en la prolongacion de la vida. ****2%

3. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes (AO) desarrollan una funcién vital en el organismo actuando
como sistema de defensa en la prevencion del daino oxidativo mediado por los
RL, en especial las ROS. Su actividad esta estrechamente ligada a la presencia
de estas especies reactivas derivadas del oxigeno molecular. Haciendo alusi6n
a este hecho, el prestigioso profesor Barry Halliwell cito:

“El oxigeno es venenoso y los organismos aerobicos sobreviven en su

. , . . . 66
presencia sélo porque disponen de defensas antioxidantes”, "*®

En las dltimas décadas, el nimero de publicaciones cientificas relacionadas
con antioxidantes, especialmente de origen natural, ha experimentado un

crecimiento exponencial, tal y como ilustra el grafico estadistico de la Figura 9.
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Este gran interés surgido responde fundamentalmente a tres razones:

1. La eficacia antioxidante de una amplia variedad de agentes fitoquimicos.

2. La idea generalizada acerca de los beneficios del consumo de antioxidantes
naturales sobre multitud de patologias de enfermedades cronico-
degenerativas y sobre el proceso de envejecimiento.

3. La cierta inseguridad que ofrece al consumidor la ingesta de antioxidantes
sintéticos.

18000
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12000
10000
8000
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4000
2000

Numero de publicaciones

0
1991-1995 1996-2000 2001-2005 2006-2010 2011-2014
Afios de publicacién

Figura 9. Distribucion cronologica de las publicaciones relacionadas con
métodos de determinacion de actividad antioxidante (SCOPUS, enero 2015).

La inseguridad asociada a los antioxidantes sintéticos contrasta con la creencia
popular de seguridad incuestionable de los antioxidantes naturales que son
comercialmente mas aceptados y demandados.™" El consumo de antioxidantes
naturales a través de la dieta supone un refuerzo adicional considerable de las
defensas naturales propias del organismo y, resultado de tal reconocimiento, es la
consideraciéon de los AO como moléculas cuyo consumo es sinéonimo de salud.

3.1. CONCEPTO Y CLASIFICACION

Dada la susceptibilidad de las células aerdbicas a los RL y a la toxicidad del
0O,, relacionada directamente con las ROS, resulta obvio que la primera y
mejor defensa es evitar, en la medida de lo posible, la generacion de estas
especiesreactivas. Sinembargo, talpropdsitoresultaextremadamente complejo,
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pues de manera inherente al metabolismo aerdbico se produce una constante
formacion de estas especies reactivas. Con el objetivo establecido de prevenir
y proteger los componentes celulares del dano oxidativo, los organismos
aerdbicos han desarrollado un elaborado y complejo mecanismo de defensa
denominando sistema de defensa antioxidante.®

El Diccionario de la Real Academia Espaiola de la Lengua define antioxidante
como: “adj. Que evita la oxidacion”. En el campo de la quimica, y desde un punto
de vista mas general, Gutteridge y Halliwell definieron antioxidante como
“cualquier sustancia que, cuando esté presente a bajas concentraciones respecto a
las de un sustrato oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidaciéon de
este sustrato”."?? La definicién enfatiza la importancia de la diana o sustrato
oxidable estudiado y la fuente de especies reactivas empleada cuando se examina
la actividad antioxidante, pero por otra parte no tiene en cuenta determinados
sistemas como las chaperonas, los sistemas de reparacién del ADN o de residuos
proteicos, o bien, los inhibidores de la formaciéon de RL, por lo que se opt6 por
redefinir el concepto mediante una simplificacién de la anterior definicion:

“cualquier sustancia (o accion) que retrasa, previene o elimina el
» [66]

dafio oxidativo de una molécula diana’.

El concepto de molécula diana resulta muy generalizado, incluyéndose en

tal connotacién a la mayoria de las moléculas orginicas e inorganicas

presentes en las células vivas (proteinas, lipidos, carbohidratos y moléculas
de ADN).

Resulta relativamente frecuente el uso, a menudo de manera errbénea, del
término captador o estabilizador (scavenger, en inglés) de radicales como
sinbnimo de antioxidante para describir sustancias con capacidad para
descomponer o inactivar RL y especies oxidantes. Desde un enfoque riguroso,
la actividad de captaciéon de RL, comdinmente conocida como actividad
antirradicalaria, estad determinada por la reactividad del AO en presencia de
radicales, determinada a su vez por la velocidad de su interacciéon. En cambio,
la actividad antioxidante hace referencia a la capacidad del AO para retardar
la degradacion oxidativa mediada por dichos radicales. Por consiguiente, una
alta actividad antirradicalaria no necesariamente esta correlacionada con un
valor elevado de actividad antioxidante, siendo ejemplos caracteristicos de tal
hecho algunos compuestos fendlicos sintéticos, los cuales presentan elevada
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reactividad hacia RL y moderada actividad antioxidante, debido a la alta
reactividad de los derivados fenoxil o semiquinona formados en etapas
posteriores a la estabilizacién de los RL.!*?

El término antioxidante resulta de una amplia descripcién que engloba
numerosas sustancias, de las cuales los captadores de radicales representan
so6lo una categoria, asociada tinicamente al caso particular en el que se origina
la formacién de un nuevo RL més estable y menos dafiino tras su interacciéon
con la especie radical."*” Esta reaccion es debida a una transicién redox en la
que esta implicada la donacién de un electrén, o bien, de un atomo de
hidrégeno a la especie radicalaria (Figura 10), dando como resultado la
formacion de un radical derivado del antioxidante (captador de radical) que,
en la mayoria de las ocasiones, presenta caracter inerte, estable o de cierta
reactividad."® En referencia a la actividad antioxidante, ésta se encuentra
determinada por tres factores fundamentales: la capacidad del AO para acceder a
la zona de reaccién, su reactividad quimica, desarrollada por dos posibles

)19y finalmente, por

mecanismos de acciéon (mecanismo SET y mecanismo HAT
la estabilidad de los productos formados después del proceso de estabilizacion de

radicales libres.

ENSAYOS SET (Single Electron Transfer)

Oxidante = . Oxidante Antioxidante
ey o Lt ELa) = iz Gt

ENSAYOS HAT (Hydrogen Atom Transfer)

ROO® + AH — ROOH + A
A + ROO® —> ROOA

Figura 10. Mecanismos de reaccion antioxidante SET y HAT.'®

La amplia gama conocida de antioxidantes de toda indole posibilita
multitud de clasificaciones. Si bien pueden clasificarse, comtinmente, desde
la perspectiva de su origen y/o la presencia en el organismo (enddgenos o
bio-sintetizados en el organismo y ex6genos o ingeridos a través de la dieta),
en este apartado, siguiendo el hilo conductor del mismo, se clasificaran de
acuerdo al mecanismo de acciéon que involucran:
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1. Antioxidantes primarios (pro-oxidantes): previenen la formacién
de nuevos RL, especialmente ROS, antes de que puedan reaccionar
mediante su conversion a moléculas menos daifiinas.*”’ Se engloban en
este grupo los antioxidantes endégenos enzimaticos.

2. Antioxidantes secundarios: presentan actividad de captura radical, por
tanto, interrumpen la propagaciéon en cadena de RL, inhiben la generacién
de ROS y previenen la activacién metabélica de carcinégenos.**® Algunos
ejemplos importantes son la vitamina E (a-tocoferol), vitamina C
(ascorbato), B-caroteno, acido ftrico, bilirrubina y albimina, los cuales
pertenecen al grupo de antioxidantes endégenos no enzimaticos.

3. Antioxidantes terciarios: reparan el dafio ocasionado por los RL,
o bien, eliminan moléculas dafiadas.* Las enzimas reparadoras del ADN
y la metionina sulféxido reductasa son ejemplos caracteristicos de este tipo
de moléculas.

3.2. ANTIOXIDANTES FENOLICOS

Los compuestos fendlicos constituyen un importante grupo quimicamente
heterogéneo de sustancias ampliamente repartidas por el reino vegetal y

constituido por més de 8.000 estructuras identificadas.*"

Los compuestos
polifenodlicos presentan la peculiaridad de precipitar macromoléculas tales como
proteinas, carbohidratos y enzimas digestivas, hecho que reduce la digestiéon de
ciertos alimentos y que propicid, antiguamente, la connotaciéon de antinutrientes.
Sin embargo, en la década de los 90, la percepcién sobre estos compuestos cambid
dréasticamente, incrementandose notablemente su interés como consecuencia de
sus efectos beneficiosos sobre la salud descritos en determinadas enfermedades

[131,132] [133,134]

cardiovasculares o neurodegenerativas,

[132,135]

asi como en la prevencién y
tratamiento de distintos tipos de canceres y, en general, en todas aquellas
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Los numerosos beneficios
aportados por la extensa variedad de compuestos fendlicos respondian a sus

(138 anticancerigenas™” y, fundamentalmente, por

propiedades antiinflamatorias,
sus propiedades antioxidantes."*" La influencia de las propiedades antioxidantes
en la mejora de la salud, asi como la gran abundancia de estos compuestos en

nuestra dieta cotidiana, ha despertado un gran interés actual desde el punto vista
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cientifico-empresarial, pero también en el campo de los ingredientes funcionales
ya que poseen otras propiedades tales como las organolépticas y farmacolégicas.

Los compuestos fenélicos constituyen una de las principales clases de
metabolitos secundarios sintetizados por las plantas, tanto en su desarrollo
normal —desempenan funciones fisiolégicas referentes al crecimiento y la
reproduccion-, como en respuesta a condiciones de estrés -intervienen en
procesos defensivos frente a patdgenos, parasitos, polucion, radicacién UV,

1
temperaturas extremas, etc.-1%8

y, ademas, son los principales responsables de las
propiedades de color, astringencia, sabor y aroma (flavor) de los vegetales. A
pesar de la gran diversidad de compuestos fendlicos, la mayor parte presenta un
origen metabodlico comun: la ruta del 4cido shikimico y el metabolismo de los
fenilpropanoides.”® Esta ruta biosintética conduce a la produccién de 4cidos
benzoicos y cinamicos, asi como a ciertos aminoacidos aromaticos (fenilalanina y
tirosina). Se trata de moléculas muy solubles que presentan un anillo bencénico
hidroxilado como elemento comtn en sus estructuras moleculares, las cuales
pueden incluir grupos funcionales como ésteres, metil ésteres, glicosidos,

140,141
etc.[ 0.141]

No obstante, ciertos compuestos fendlicos son solubles sblo en
disolventes organicos, mientras que algunos grandes polimeros son muy

insolubles en agua.

3.2.1. CLASIFICACION

La clasificacion de estos compuestos resulta muy compleja debido al gran niimero
y diversidad de estructuras que se engloban y a la inexistencia de criterios
claramente establecidos para tal proposito. Una clasificacion ampliamente
aceptada es la realizada por Harborne (1989) en base al nimero de 4tomos de
carbono de sus estructuras basicas, de este modo, se pueden encontrar desde
moléculas muy simples de bajo peso molecular (donde centraremos gran parte de
nuestro estudio), hasta agregados poliméricos que contienen miltiples anillos
arométicos (polifenoles). También se incluyen sus derivados funcionales como los
ésteres, los metil ésteres y los glicosidos.™*?!

La Figura 11 muestra la clasificacion de las distintas familias de compuestos
fendlicos en funciéon del namero de atomos de carbono que forman su esqueleto
basico molecular; de ellos los mas abundantes en la dieta son los acidos fenolicos y

los flavonoides (30 y 60% del total, respectivamente).”*” Los flavonoides pueden
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subdividirse a su vez en otras 13 clases con mas de 5000 compuestos descritos,™*!

hecho que, en ocasiones, ha derivado en una clasificaciéon alternativa de los

compuestos fenolicos basada en dos grandes grupos principales: flavonoides y no

flavonoides.**!

COMPUESTOS FENOLICOS

Fenoles | Benzoquinonas Acidps Acetofenonas Fenilpropenos I:i:u:T:'lr;?iansa' 5 Cremonas Naftogquinonas
Ce Ce fenlicos Ce-C; CemCy C:-C, GGy CemCy

o]

o] 0.0 a
W/ CH, |
-
Benzoicos Fenilacéticos Cindmicos 0 o
(o]

o Ce=C, Cs=C; Ce=C, o
H
POLIFENOLES
Xantonas  Estilbenos |Antraquinonas = Flavonoides NE&?::::"” hidl;'ar.lrllii;.:bsl s Ligninos
CemCi=Cs CemCimCq CemCymCy CeCamCs (Ce=Ca); (Ce=Cy)s, (Ce=Ca),

o O 2 " - O O Polimero Polimero
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Figura 11. Clasificacion de las familias de compuestos fendlicos.
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3.2.2. FUENTES NATURALES DIETARIAS DE COMPUESTOS FENOLICOS

La tendencia actual en la alimentacién se proyecta hacia una constante
btsqueda y consumo de productos saludables, donde los productos naturales
con alto nivel de antioxidantes fendlicos adquieren un papel protagonista. Su
presencia ubicua en los alimentos de origen vegetal (frutas, vegetales, café, té,

) [144]

especias y condimentos, etc. aporta, de manera muy aproximada, una

ingesta diaria de ~1.0 gramos dependiendo de la dieta realizada.!™*”!

3.2.2.1. ESPECIAS Y CONDIMENTOS

Las especias y condimentos se consideran indispensables en el arte culinario. Su
contenido en sustancias aromaticas, sipidas o excitantes comunica caracteres
agradables al paladar y al olfato, aderezando o mejorando el aroma y/o sabor de
muchos alimentos con un nulo o escaso aporte nutricional, asimismo son
adicionalmente reconocidas por sus propiedades fisioldgicas y medicinales y su
amplio espectro de eficacia.****® Recientemente, han sido identificadas como
fuentes de diferentes fitoquimicos que en un extenso porcentaje poseen una
potente actividad antioxidante,™****” tanto en su esencia natural o aceite esencial
(AE) —constituido por la fracciéon volétil de los principios activos de origen vegetal
obtenido por un proceso de arrastre con vapor de agua, destilaciéon a presion
reducida, etc. de semillas, raices, frutos, hojas, corteza o flores de la planta—;
como en sus extractos acuosos, consistentes en la fraccién no volatil de los
principios activos obtenidos por técnicas de extraccion solido-liquido.

La composicién y cantidad de compuestos antioxidantes dependen de la zona
geografica, los factores climaticos y la altitud. Todos ellos factores estrechamente
relacionados con la variedad y el quimiotipo de la especia, asi como de la época de
cosecha y el estado de crecimiento de la misma.™®" A su vez, existen diferencias
significativas seglin se analice el aceite esencial o su extracto acuoso, en ambos

(52 & influenciado por el tiempo™* y

casos, dependiente del método de extracciéon
la temperatura™® de extraccion, lo que dificulta en exceso la comparativa de

resultados asociados a la actividad antioxidante de las especies genéricas.

La Tabla 2 muestra los principales componentes antioxidantes presentes en los
aceites esenciales de las cinco variedades de especias estudiadas, incluyéndose sus
respectivos rangos relativos de abundancia sobre la base de la buasqueda
bibliografica seleccionada.
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Especias

Componentes
mayoritarios del AE

Referencias

40 ANELA
/ Cinnamomum
Zeylanicum

C

cinamaldehido (68-78%)
eugenol (2-7%)
B-cariofileno (0-6%)

[154], [155], [156]

sabineno (16-23%)
a-pineno (9-21%)
B-pineno (5-15%)

terpinen-4-ol (3-14%)

[154], [157], [158],
[159]

>
CLAvVO
Caryophyllus
Aromaticus

eugenol (63-88%)
acetileugenol (1-13%)
B-cariofileno (1-17%)

[151], [154], [160],
[161]

Origanum
Vulgare

carvacrol (48-89%)
p-cimeno (0-12%)
timol (0-9%)
y-terpineno (0-6%)

[151], [154], [162],
[163], [164]

Vulgaris

timol (46-64%)
p-cimeno (18-27%)
linalool (0-6%)

[154], [162], [165],
[166]

Tabla 2. Principales compuestos volatiles del AE de las especias estudiadas.

3.2.2.2. TES E INFUSIONES

El té y sus infusiones derivadas constituyen una de las fuentes naturales de

compuestos fenoélicos mas importantes. Desde la Antigiiedad se ha considerado

una bebida esencial, tanto en la cultura china como en la japonesa, y, en la
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actualidad, es un elemento bésico en la vida cotidiana de aproximadamente la
mitad de la poblacién mundial, considerandose la segunda bebida mas consumida
del planeta por detras del agua. Su creciente popularidad es consecuencia de sus

propiedades beneficiosas para la salud,™®"**

asi como de las caracteristicas
organolépticas propias de este tipo de infusiones, asociadas, en gran medida, a las
propiedades antioxidantes caracteristicas de los polifenoles, entre otros
compuestos, presentes en las hojas del t6.7°"

El té es una infusion realizada a partir de los brotes y hojas secas de una planta
de hoja perenne nativa del sur de China, parte de la India, Birmania, Tailandia,
Laos y Vietnan, correspondiente a la especie Camellia sinensis, cuyas variedades
sinensisy assamica son las dos principales utilizadas en la produccién del 6.1
Los cuatro principales tipos de té: blanco, verde, negro y rojo o pu-erh, asi como
las multiples variedades de infusiones existentes dentro de cada categoria, son el
resultado de los diferentes métodos de industrializacién de dicha planta (Figura 12).
Encontramos desde procesos no fermentativos (té verde, té blanco), pasando por
procesos semifermentados (té oolong), producidos al someter las hojas frescas del
té a una etapa de fermentacidon parcial antes del secado, hasta procesos de
fermentacion completos que originan tés totalmente oxidados (té negro),
incluso, procesos de post-fermentacién (té rojo o pu-erh) que engloban, a su vez,
una etapa de maduracién posterior, similar a la fermentacién del vino con la

. . ., . . 174
participaciéon de microorganismos.!’"

LEYENDA: S(;;;EO ‘
= T Verde \ ?
= T Amewiilo)
= T Bllemeo = L)\ \
== T Oclong ¥,
— Té Negro humedo » I o Y
== Té Post- | ) y ‘
x E
Horneado @ al Secado |

Oxidaci6n|
Parcial

Triturado CTC con |
oxidacién completa |

s e
. g & =Y Fijaci 100 Y gt
e Marchltado Tr1turadoOx1dac16n o netezt I ‘Enrollado

K | oscurec)mlento

3 Envejecimiento
: natural

Figura 12. Diagrama de flujo del procesado de los diferentes tipos de té.
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El proceso de fermentacion involucra la oxidaciéon enzimética de catequinas y
conduce a la formacion de teaflavinas y terubiginas, principales responsables de la
coloracion del té negro. Esta reaccion es catalizada por el complejo enzimatico
polifenol oxidasa presente en las hojas del té."”*!

La composicidon quimica del té es compleja; polifenoles, alcaloides (cafeina,
teofilina y teobromina), aminoacidos, hidratos de carbono, proteinas, clorofila,
fldor, minerales y oligoelementos, compuestos volatiles y otros compuestos
indefinidos. Sin embargo, son varios los principales compuestos responsables de

la actividad antioxidante de las multiples variedades de té conocidas.™”®

3.2.2.2.1. FLAVAN-3-OLES

Los flavan-3-oles representan méas del 90% del contenido total de flavonoides
presentes en el té, el resto estd constituido por flavonoles.””’ El tipo de
flavonoides que se encuentran en las distintas variedades de té responde a los
diferentes niveles de procesamiento descritos en la Figura 12. El té verde, al sufrir
una oxidacion minima de las hojas, constituye una de las fuentes alimentarias mas
abundantes de catequinas, familia de compuestos pertenecientes a los flavan-3-
oles. Las catequinas son compuestos hidrosolubles sin color que imparten
amargor y astringencia a las infusiones de té verde. Gran parte de las
caracteristicas del té manufacturado, incluyendo el sabor, color y aroma, estan
asociadas directa o indirectamente con modificaciones de las catequinas.

Durante el proceso oxidativo a temperatura y humedad controlada al que tiene
lugar la fabricacion del té negro, se genera una actividad enzimética que al mismo
tiempo que origina un oscurecimiento sustancial de las hojas, permite la
polimerizacion de catequinas en teaflavinas y terubiginas.

Flavonoides
Polimericos (20%) Flavonoles (10%)

‘ Catequinas (8%)
Elavonoles (10%)( , Teoflavinas (12%)

Catequinas (70%) Tearubiginas (70%)

Figura 13. Flavonoides del té verde y té negro.”’®
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Los flavan-3-oles poseen dos centros quirales (C-2 y C-3), que se traduce a su
vez en cuatro isbmeros para cada nivel de hidroxilacion del anillo B. Los isomeros
(+)-catequina (2R,35) y (—)-epicatequina (2R,3R) estan muy extendidos en la
naturaleza. Las catequinas se caracterizan por la presencia de 2 6 3 grupos
hidroxilos en el anillo B y por la dihidroxisustitucién de las posiciones 5y 7 del
anillo A (Figura 14). Las catequinas mas abundantes presentes en la composiciéon
de las hojas frescas del té son: (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG), (-)-
epicatequina-3-galato (ECG), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-epicatequina (EC),

(+)-catequina (C) y (+)-galocatequina (GC).1174176,179,180]

OH

4 .OH
H G = galato:
HO NN
2 Ry
00 o
e, 0
OH OH

OH
R; R, R; Conf. Nombre

OH H H 2R3S (+)-catequina(C)

H OH H 2R3R (-)-epicatequina (EC)

OH H OH 2R3S (+)-galocatequina (GC)

OG OH 2R3R (-)-epigalocatequina (EGC)

OG H 2R3R (-)-epicatequina-3-galato (ECG)

OG OH 2R3R (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG)

I I X

Figura 14. Estructura quimica de las principales catequinas del té.

La EGCG presenta una mayor actividad captadora de RL respecto del resto de
catequinas debido a la presencia de un radical galato en el anillo C."**" E] nimero
de hidroxilos es el principal factor que contribuye al potencial antioxidante de las

catequinas,® traduciéndose en el siguiente orden de actividad:

EGCG ~ EGC >> ECG = EC > C.1'®¥
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3.2.2.2.2. AcIDOS FENOLICOS

El acido galico y su éster del acido quinico, teogalina, son los polifenoles simples
mas abundantes presentes en el té. Durante el procesado del té negro,
concretamente en la etapa fermentativa, la cantidad de acido gélico aumenta
significativamente debido a la eliminacién oxidativa de galatos fendlicos.
Recientemente, hasta un total de 15 derivados diferentes del acido fenolico se han

identificado en el té negro."®"

3.2.2.2.3. FLAVONES Y FLAVONAS

La quercetina, miricetina, kaempferol y sus mono-, di- y tri-glucésidos
representan la fraccion mas abundante de flavonoides del té. En los altimos afos,
3 flavonoles, 19 flavonoles O-glicosilados, 28 flavonoles glicosilados acilados y
7 flavonoles C-glicosilados han sido identificados en muestras de té blanco, verde,

oolong y negro.*®”

3.2.2.2.4. TEAFLAVINAS, TERUBIGINAS Y THEABROWNINS

Teaflavinas y terubiginas son polifenoles de mayor tamano formados a partir de
los procesos fermentativos de oxidacion y polimerizacion de los monémeros de
catequinas presentes en el té."”?! Las teaflavinas proporcionan al té astringencia
en boca, asi como una coloraci6én anaranjada, y en ocasiones rojiza, al té. Son
compuestos diméricos que poseen un esqueleto benzotropolona que se forma a
partir de la co-oxidaciébn adecuada de pares apropiados de catequinas. La
oxidacién del anillo B de EGCG o EGC es continuada por la pérdida de CO, y la
fusién simultanea con el anillo B de EC o ECG. Cuatro principales teaflavinas se
han identificado en el té negro: teaflavina (TF), teaflavina-3-galato (TF3G),
teaflavina-3'-galato (TF3'G) y teaflavina-3,3'-galato (TFDG). Sus estereoisémeros
y derivados también pueden estar presentes. Recientemente, se inform6 de la
presencia de teaflavinas tri- y treta-galato en el té negro.® La actividad
antioxidante de las teaflavinas es comparable a la de las catequinas.”®® Las
teaflavinas pueden continuar oxiddndose, constituyendo probablemente los
precursores para la formacién de terubiginas poliméricas, pese al desconocimiento
actual del mecanismo de reacciéon implicado. Las terubiginas son pigmentos de
color marrdn rojizo o marrén oscuro presentes en el té negro que constituyen un

maximo del 60% del peso seco de su infusion.® La quimica de estos compuestos
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ha sido evaluada recientemente, no obstante, sus estructuras no han sido aun
[187,188]

elucidadas.

Theabrownins son compuestos solubles en agua formados durante la oxidacion
de pigmentos de las hojas del té y, ademas, son considerados como los principales
componentes bioactivos presentes en el té pu-erh. Presentan una estructura
quimica compleja, originada por la oxidacién de los polifenoles mediante un

. cs e . 189
mecanismo de formacién incierto.!**

3.2.2.2.5. TEASINESINAS

Teasinesinas son dimeros de galocatequinas unidos por enlaces C-C entre sus
anillos B formando un bifenilo. Estdn presentes principalmente en el té oolong.
Existen diferentes tipos de teasinesinas: la teasinensina A es un producto de
oxidaciéon de dos moléculas de EGCG; la “B”, de EGCG y EGC; la “C”, de dos
moléculas de EGC; y la “F”, de EGCG y ECG. La actividad radical de captaciéon de
teasinas A es comparable con la de EGCG sobre una base molar."*”

La composicion de los compuestos bioactivos descritos y, por consiguiente, la
capacidad antioxidante del té, al igual que sucedia con las especias y condimentos,
se ve influenciada por una serie de parametros asociados directamente a las
condiciones de crecimiento de la planta: cepa genética, condiciones climaéticas,
perfil del suelo, altitud de crecimiento, practicas horticolas, temporada de
recogida, etc. En este sentido, se han obtenido resultados interesantes sobre el
crecimiento a la sombra del té en la composicion fitoquimica y en la actividad
antioxidante del mismo."*" Otros factores que pueden tener gran influencia en el
perfil de componentes bioactivos del té son las practicas de procesamiento,
almacenamiento y modo de preparacioén en el hogar.

3.2.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos feno6licos poseen una estructura quimica idénea para la captura
de RL, atribuyéndose, en consecuencia, su elevada actividad antioxidante a su

gran reactividad, fundamentada en la facilidad de donar electrones, o bien,

[192]

atomos de hidrégeno del grupo —OH aromatico'~~ y en la capacidad del nuevo

radical originado para deslocalizar el electrén desapareado (efecto resonante) en

el sistema de dobles enlaces caracteristico del anillo aromético,™*® estabilizandose
[194]

mediante la formacion de quinonas'™" y finalizando, de este modo, la reacciéon en
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cadena. Su capacidad de captacion de iones metalicos, principalmente hierro y
cobre, inhibe la formacién de RL a través de la reaccién de Fenton.

1 . . . .
(191 adquiere una importancia notoria,

El grado de metoxilacion e hidroxilacion
directamente relacionada con la capacidad antioxidante de los compuestos
fendlicos, junto con otros factores como la concentracién, el ntimero y la
localizaciéon de grupos hidroxilos contenidos en la estructura y el nivel de

oxidacién del antioxidante fenélico.!**>*°%

o
Anidn Fenolato
PhO~

H-\

_e_
0 o* 0 0
Eenol . Reacciones de
—H * :) acoplamiento radical
— - B —_— C-0yC-C

ol
E
o]

Estabilidad resonante radical fenoxi
‘\ (1 PhO* 'Antizoxidacion
I~ 1~
H.
0 Catién Fenoxenio Reacciones idnicas con

o]
nucledfilos en centros
—e~ PhO* S orto / para.
Sk
—H*

Figura 15. Reactividad fisicoquimica basica del grupo funcional fenol.

3.3. SINERGIA ANTIOXIDANTE

Con la finalidad de generar una molécula relativamente estable derivada de
un RL activo, una vez finalizado el proceso que posibilita este fin, la cesi6on de
un electron o un protéon por parte de un antioxidante de cardcter no
enzimatico a dicho radical, el antioxidante, ademas de adquirir naturaleza
radicalaria, con una actividad residual inerte o ligeramente activa, presenta
su correspondiente forma oxidada, la cual es incapaz de ejercer nuevamente
su actividad antirradical. Este hecho desfavorable es solventando por un
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modo de actuacion sinérgico entre los diversos sistemas antioxidantes de los
que dispone nuestro organismo. La colaboracién activa de los mismos
permite la reduccion quimica de unos antioxidantes a otros (también pueden
verse involucradas diversas enzimas en el proceso de regeneracion de los
distintos antioxidantes), lograndose asi una disminucién importante en la
reactividad del radical antioxidante generado y la recuperacién del propio
antioxidante reducido durante el proceso, permitiéndole, de esta manera,
participar nuevamente de manera activa en una posterior defensa frente a
especies reactivas indeseadas."®”! De este modo, se incrementa la eficacia
biol6gica al verse disminuida sustancialmente la necesidad de sintesis o
incorporacidn, a través de la dieta, de los antioxidantes oxidados.

La importancia relativa de las interacciones entre los diferentes tipos de
antioxidantes constituye un campo complejo de la ciencia, ya que se ha
convertido en uno de los puntos bésicos del desarrollo de las denominadas
“terapias antioxidantes”, las cuales examinan los posibles efectos beneficiosos
sobre la salud que pueden llevar implicitos determinados suplementos
constituidos por antioxidantes.™® La accién realizada por un antioxidante en
presencia de otros no depende exclusivamente de su concentracién y
reactividad hacia las especies radicales; sino que esta acciébn se ve
influenciada, sobre todo, por el estado del resto de los antioxidantes
presentes con los cuales interactlia (microambiente), traduciéndose, en
multiples ocasiones, en un efecto final diferente al que se hubiera predicho
para los mismos de manera independiente.

El efecto de la exposicion simultanea de una combinacién de dos o mas
antioxidantes puede ser clasificado en tres tipos generales:

1. Aditivo: efecto combinado de dos o mas antioxidantes equivalente a la
suma de sus capacidades antioxidantes de manera aislada, es decir,
desarrollan sus actividades de manera individualizada sin contribuci6n
alguna por la presencia de otras sustancias antioxidantes.

2. Sinérgico: fend6meno cooperativo entre dos o méas antioxidantes traducido
en un efecto antioxidante superior al estimado por una simple adicion de las
efectividades individuales de los mismos englobadas en el sistema. Un tipo
particulardesinergiaesla Potenciacion,en el queunadeterminada sustancia,
adin no ejerciendo ningun efecto antioxidante de manera individual, provoca
un aumento en la actividad de un antioxidante adyacente.
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3. Antagonico: interferencias generadas por los distintos antioxidantes
combinados entre si sobre sus propias acciones antioxidantes que
conllevan a una capacidad antioxidante global inferior a la suma de las
actividades antioxidantes individuales, es decir, sus respectivos efectos
antioxidantes son contrarrestados.

Actualmente se desconoce la naturaleza de muchas interacciones, incluso
cuando son conocidos los efectos resultantes de la combinaciéon de dos
antioxidantes, la adicién de un tercero hace que los efectos finales sean
inciertos, requiriéndose un continuo estudio sobre bases empiricas. Por otra
parte, la determinacion de la actividad antioxidante de mezclas antioxidantes
realizadas in vitro tan sbélo aporta una idea aproximada de lo que sucede en
situaciones complejas in vivo, siendo necesario considerar la posibilidad de

que se presenten ciertos problemas, como la adaptacion de la respuesta al

aumento del estrés oxidativo.*"

3.3.1. DISENO EXPERIMENTAL APLICADO AL ESTUDIO SINERGICO

El disefio y anélisis de experimentos constituyen una herramienta estadistica
robusta aplicable a toda investigacion cientifica donde se pretenda observar los
posibles efectos ocasionados por diversas variables experimentales (variables

independientes), sobre una variable respuesta (variable dependiente).

El objetivo del disefio experimental (DoE) es la seleccidon 6ptima de los puntos
que han de ser evaluados, los cuales estan asociados al modelo matematico del
proceso en cuestion. De manera genérica, estos modelos matematicos se
corresponden con polinomios de estructura desconocida, lo que implica un disefio
particular de los experimentos asignados en funcién del estudio que se vaya a
realizar. Por consiguiente, la eleccién del DoE posee una gran influencia en la
exactitud de la aproximacion y en el establecimiento de las superficies de

respuestas finales obtenidas.

El procedimiento optimizado, basado en la aplicacién de un algoritmo
matematico estadistico del disefio experimental factorial completo o fraccionado

[200]

(Figura 16) a partir de lo descrito por Akhnazarova y Kafarov (1982),™ permite

describir cualitativa y cuantitativamente el efecto que presenta la combinacion de
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antioxidantes sobre la actividad antioxidante final de la mezcla. Dado que el
algoritmo también posibilita identificar las interacciones que existen entre las
variables estudiadas, constituidas por los antioxidantes seleccionados en el
estudio, es posible definir la existencia de efectos aditivos, sinérgicos o
antagodnicos, lo que contribuye, ademas, a optimizar las mezclas que maximizan la

actividad antioxidante final.

Figura 16. Disefio experimental factorial completo 3* (Izquierda).

Fracciones del disefio factorial fraccionado 3°* (Derecha).

3.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La determinacién de la actividad antioxidante de compuestos puros resulta
imprescindible para predecir el potencial antioxidante 7in vitro de los mismos de
manera previa a su ingesta, asimismo, nos permite conocer la proteccién frente a
la oxidacion o el deterioro del alimento que lo alberga en su composicion. Sin
embargo, se trata de una tarea ardua y compleja, acrecentandose de manera
notoria en el caso de mezclas de antioxidantes con diferentes concentraciones y
actividades.

En junio de 2004 en Orlando (Florida) se llevd a cabo el Primer Congreso
Internacional sobre Métodos Antioxidantes, lo que puso de manifiesto la
necesidad de establecer métodos unificados para medir la capacidad antioxidante
de alimentos, de fitoterapéuticos, de nutracéuticos y de suplementos dietarios.
Existia la necesidad imperiosa de proponer metodologias analiticas capaces de ser
estandarizadas como procedimientos rutinarios, solucionando asi problemas

relacionados con la existencia de equivalencias entre unos métodos y otro, la
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inconsistencia de los resultados y las interpretaciones de las conclusiones, las
cuales, en ocasiones, exceden el propio significado de los resultados.

La propuesta estd fundamentada en el creciente auge acerca de la temética
sobre los antioxidantes, la continua apariciéon de nuevos productos comerciales
que aluden intencionadamente a sus efectos antioxidantes beneficiosos y, sobre
todo, a la propia demanda por parte de los consumidores. En consecuencia, se
impone la necesidad de adquirir métodos unificados estandarizados que permitan
servir de protocolo para una correcta aplicacion del ensayo, comparar los
resultados entre alimentos o productos comerciales, su aplicacién ttil como
herramienta en el control de calidad, asi como proveer de estindares para la
regulacion y las declaraciones de efectos en la salud.”®” De manera adicional,
debe exigirse el cumplimiento de otros requisitos, como pueden ser la utilizacion
de un radical bioloégicamente relevante, la capacidad de medicion de antioxidantes
lipofilicos e hidrofébicos, la utilidad para el control de calidad de rutina de un
volumen amplio de muestras, la presentacion de un punto final de ensayo
definido con mecanismo conocido, una instrumentacién facilmente accesible, alta
sensibilidad, alta reproducibilidad, simplicidad, rapidez y bajo coste, entre otros.

Las elevadas exigencias requeridas constituyen el principal motivo por el cual,
de manera generalizada, ningiin método o ensayo expresa con precisién por si
sblo la capacidad antioxidante total de una muestra, dado que este parametro
debera expresar tanto la capacidad antioxidante de compuestos lipofilicos como
hidrofébicos, reflejar y diferenciar los diferentes mecanismos antioxidantes y
evaluar la reactividad del antioxidante frente a diferentes especies reactivas,
hechos que, a dia de hoy, imposibilitan la existencia de métodos mundialmente
unificados para tal propoésito. Con el fin de esclarecer en toda su extensiéon la
capacidad antioxidante, tratando asi de facilitar la comparacién e interpretacion
de los resultados, se opta por la planificacion de disenos que involucren diferentes

metodologias,**?

permitiendo minimizar la problematica ocasionada por la
disparidad en las condiciones experimentales de éstas, la alta complejidad de los
sistemas estudiados (presencia de AO con dependencia de la zona de muestra
analizada, amplio nimero y variedad de estructuras quimicas antioxidantes y
existencia de posibles efectos sinérgicos) y la gran diversidad de matrices que

requieren ser evaluadas.
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3.4.1. ReACCIONES SET Y REACCIONES HAT

Los ensayos para determinar la capacidad antioxidante in vitro pueden ser
clasificados, en base a las reacciones quimicas implicadas, en dos categorias:
ensayos basados en reacciones de transferencia de atomos de hidrogeno (HAT, del
inglés Hydrogen Atom Transfer) y ensayos basados en reacciones de transferencia

de electrones (SET, del inglés Single Electron Transfer).****"

Categoria Ensayo Acrén.

Poder de reduccién antioxidante del hierro FRAP
SET Capacidad antioxidante reductor de i6n ciprico CUPRAC

N,N- dimetil-p-fenilendiamina DMPD

Capacidad de absorcion del radical oxigeno ORAC

Parametro antioxidante de captura de radicales TRAP
Oxidacion de la crocina CBA

HAT Especies reactivas del acido tiobarbitarico TBARS
Capacidad de eliminacion total de oxiradicales TOSC

Inhibicién de la oxidacién de los lipidos de baja densidad | LDL's
Deoxirribosa -

Xantina oxidasa -

Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico ABTS
SET y HAT Capacidad antioxidante equivalente al Trolox TEAC
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo DPPH

Tabla 3. Clasificacion de los ensayos de actividad antioxidante.

Las reacciones SET consisten en la transferencia de un electrén para reducir
un compuesto, incluyendo metales, carbonilos y radicales. La reactividad relativa
de un antioxidante que involucra este tipo de reacciones esta basada,
fundamentalmente, en la desprotonacion y, por consiguiente, estd gobernada por
el potencial de ionizacion (PI),?®” de tal manera que estos valores disminuyen con
el aumento del pH, reflejando un incremento en la capacidad electrodonante con
la desprotonacion.
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Las reacciones HAT miden la capacidad de un antioxidante para estabilizar un
RL mediante la transferencia de atomos de hidrogeno. La reactividad del AO
dependera de la energia de disociacion de enlace del grupo que contiene el
hidrégeno a transferir. En este sentido, ciertos aspectos estructurales como la
presencia de un grupo hidroxilo en posicién orto o la posible formacién de enlaces
intermoleculares entre distintos sustituyentes pueden contribuir a reducir la
entalpia de disociacion, facilitando la formacién de un radical estable. Este tipo de
reacciones son rapidas e independientes del pH y del disolvente; no obstante,
resultan sensibles a la presencia de metales y agentes reductores, lo que puede
generar una aparente mayor reactividad del antioxidante. En determinadas
ocasiones, el disolvente puede ejercer una marcada influencia en métodos como el
ORACy el ABTS.?™

Asi pues, los métodos basados en reacciones SET hacen referencia a la reaccion
redox del antioxidante como indicador del punto final del ensayo, mientras que la
mayoria de los métodos que responden a un mecanismo HAT consisten en la
monitorizaciéon de una cinética competitiva entre, generalmente, un generador de
RL sintético, un compuesto molecular facilmente oxidable y el respectivo
antioxidante objeto del estudio. De una u otra manera, las metodologias basadas
en ambos tipos de reacciones fueron desarrolladas con el fin de determinar
satisfactoriamente la capacidad de captura radical, no asi la capacidad
antioxidante preventiva que pueda poseer cierta muestra.

A continuacion, se describen brevemente los principales métodos utilizados en
la determinacion de la capacidad antioxidante en base a sus mecanismos de
reacciéon: SET, HAT, o ambas.

3.4.1.1. METODOS DE ANALISIS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE QUE UTILIZAN
MECANISMOS DE REACCIONES SET

3.4.1.1.1. FRAP (FERRIC REDUCING ANTIOXIDANT POWER)

Metodologia basada en la reduccion del complejo de la tripiridiltriazina (TPTZ)
férrica a su forma ferrosa por la accion de un antioxidante en medio 4cido.”® La
reaccion provoca un cambio de color de intensidad proporcional a la actividad
reductora de la muestra antioxidante que puede ser monitorizado a través de la
medida de la absorbancia a 595 nm durante 30 minutos.”””! Los resultados se

expresan en equivalentes de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-
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carboxilico) (umol Trolox/g o pmol Trolox/L), analogo hidrosoluble de la
vitamina E, tras previa realizacion de la curva de calibrado del mismo.

La reducida aplicaciéon del método responde al planteamiento de diversas

2031 o] valor

criticas, entre las que destacan el pH no fisiologico al que se realiza,
sobreestimado adquirido por parte de cualquier compuesto donante de electrones,
incluso sin propiedades antioxidantes, con un potencial redox inferior al par
redox del complejo Fe(III)-TPTZ a Fe(II)-TPTZ (Erea = 0.77 V),?*! 0 bien, que
exista absorcién a 573 nm por parte de compuestos antioxidantes como la
bilirrubina oxidasa.?®! Asimismo, hay compuestos como el acido ascorbico que,
ademas de reducir el ion férrico a ferroso, pueden reaccionar con este altimo para
generar nuevos radicales libres."*®

Finalmente, dado que el parametro FRAP se define como una medida del poder
antioxidante total, se tratan indistintamente sustancias reductoras y antioxidantes.
Sin embargo, dicho ensayo no implica a ningtin prooxidante, ni a ningtn sustrato
oxidable. De igual forma que ciertos reductores que transforman el i6n Fe(II) a
i6n Fe(III) no son antioxidantes, hay antioxidantes que no son capaces de llevar a
cabo esta reaccién, por ejemplo, el glutation (GSH), un importante antioxidante

natural que da resultados negativos en el ensayo FRAP.'*!

3.4.1.1.2. CUPRAC (CurrIC REDUCING ANTIOXIDANT CAPACITY)

Recientemente se han estudiado variantes al método FRAP usando cobre en lugar
de hierro: método CUPRAC."® Este ensayo esta basado en la reducciéon de Cu(II)
a Cu(I) por la acciéon combinada de los antioxidantes presentes en la muestra. La
molécula neocuproina forma un complejo con el Cu(l), el cual absorbe a 450 nm.
La medida de absorbancia de la muestra antioxidante analizada es convertida a
equivalentes de acido drico mediante una curva de dilucién generada por los
estandares del mismo. El cobre tiene un potencial redox mas bajo que el hierro, lo
que se traduce en reacciones mas selectivas: azlcares y 4cidos citricos, que
cominmente interfieren en el ensayo FRAP, no son oxidados en el ensayo
CUPRAC. No obstante, es conveniente tener en cuenta que para potenciales redox
bajos se incrementa el ciclo redox, asi que la reducciéon de cobre puede ser,
incluso, un indicador mas sensible del potencial de la actividad prooxidante de los

antioxidantes.!**"
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3.4.1.1.3. DMPD (N, N-DIMETHYLPHENYLENEDIAMINE DIHYDROCHLORIDE)

Requiere de un radical libre, DMPD"* generado a partir de dicloridrato de N,N-
dimetilfenilendiamina (DMPD) que, en presencia de una disolucion oxidante de
cloruro férrico en medio 4cido, se convierte en un radical catiénico coloreado y
estable, el cual presenta un maximo de absorbancia a 505 nm. La monitorizacién
del descenso de la absorbancia durante 10 minutos tras la adicion de una
determinada muestra antioxidante sobre la disolucion del radical y, tras
comparacion con la de un blanco, es indicativa de la actividad antioxidante del

. , . 209
mismo, expresandose los resultados en equivalentes de Trolox.?*

3.4.1.2. METODOS DE ANALISIS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE QUE UTILIZAN
MECANISMOS DE REACCIONES HAT

3.4.1.2.1. ORAC (OxYGEN RADICAL ABSORBANCE CAPACITY)

Determina la capacidad de captacion del radical peroxilo, generado a partir de la
molécula organica dihidrocloruro de 2,2'-azo-bis-(2-amidinopropano) (AAPH).
Dicho radical ataca a la molécula de fluoresceina produciendo su oxidaciéon. La
molécula oxidada ya no emite fluorescencia y, por consiguiente, se observa un
descenso de la misma (longitud de onda de excitaciéon y emisién de 493 y 515 nm,
respectivamente). En presencia de antioxidantes, éstos reaccionan con los
radicales peroxilo, por tanto, la fluoresceina mantiene la misma emisién de
fluorescencia permitiendo determinar la capacidad antioxidante mediante la
comparacion del descenso en la fluorescencia producido en presencia y ausencia
del antioxidante.”’® La cinética de la reaccién puede sufrir variaciones en funciéon
de la concentracion de antioxidante, hecho que limita su aplicacion.

3.4.1.2.2. TRAP (ToTAL RADICAL-TRAPPING ANTIOXIDANT PARAMETER)

El ensayo TRAP, al igual que sucede en el ensayo ORAC, determina la captacion
del radical peroxilo, en este caso, generado a partir de la molécula 2,2'-azo-bis-(2-
amidipropropano) (ABAP). En una etapa inicial, la oxidacién es inhibida por el
antioxidante durante un periodo de tiempo denominado /ag phase. La capacidad
de captacion es medida mediante la comparacién de la duracion de dicho periodo
en la muestra y en el Trolox utilizado como referencia.”**! Su aplicacién también
se ve limitada por varios inconvenientes como son la existencia de distintos
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puntos finales de medida establecidos por distintos autores y el hecho de que no
todos los AO poseen una /ag phase claramente establecida, lo que dificulta la

.z 203,212
comparacion de resultados.?*>**

3.4.1.2.3. CBA (CROCIN BLEACHING ASSAY)

Ensayo que consiste en la oxidacion (decoloraciéon) de la crocina, un derivado
natural de carotenoides, por radicales peroxilo generados a partir del AAPH. La
actividad antioxidante se obtiene de la medida de la tasa de decoloracion de la
crocina en presencia y ausencia de antioxidante a 443 nm. Los resultados se
expresan en equivalentes de Trolox.”?**!

Al igual que sucede en los ensayos anteriormente descritos, se han planteado
diversas criticas del método."?*?°**®! La crocina es una mezcla de pigmentos
naturales extraidos del azafran que presenta una gran variabilidad entre distintos
lotes, lo que limita su aplicaciéon a gran escala. La coincidencia de la longitud de
onda a la que se mide con la de muchos pigmentos alimentarios como los propios
carotenoides, asi como la alta variabilidad de los mecanismos de reaccién entre la
crocina y los diferentes antioxidantes, dificulta en exceso la interpretacion de los
resultados. No obstante, y dada la variabilidad existente entre los distintos
protocolos publicados para este método, un trabajo reciente analizo6, paso a paso,
este método solventando alguno de los problemas anteriormente indicados, como
los productos que se pueden utilizar como fuente de crocina, y proponiendo, a su

. .z 7 . 213
vez, la aplicacion de nuevos parametros de medida.*

3.4.1.2.4. TBARS (Ti0BARBITURIC ACID REACTIVE SUBSTANCES)

Medida de la absorbancia a 532 nm de un complejo cromdgeno formado entre el
acido tiobarbittrico (TBA) y el acido malondialdehido (MDA), siendo éste tltimo
un producto secundario de la oxidacién lipidica. La presencia de antioxidantes
con elevada actividad en las muestras analizadas esta asociada con una menor
cantidad generada de MDA vy, por consiguiente, con una menor absorbancia
registrada.” E] MDA puede reaccionar con otros compuestos presentes en la
muestra, provocando interferencias en la medida de absorbancia asociada a los

D 215
compuestos antioxidantes.?*”!
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3.4.1.2.5. TOSC (ToTAL OXYRADICAL SCAVENGING CAPACITY)

Se basa en la oxidacion del acido a-ceto-y-metilbutirico (KMBA) a etileno por la
accion de radicales hidroxilo, peroxilo y peroxinitrito generados a partir del
ABAP. La formaci6n de etileno es analizada mediante cromatografia de gases. La
determinacion de la capacidad antioxidante se basa en la cuantificaciéon del area
bajo la curva que define la inhibicién de la formacién de etileno por la presencia
de antioxidantes en funcion del tiempo, en comparacién con la obtenida para un
compuesto patrén.””’® Recientemente, MacLean y sus colaboradores propusieron
una modificacién del método para expresar los resultados en equivalentes de
Trolox, solucionando uno de los principales problemas del método original que,
pese a ser una técnica muy rapida, no tenia una expresion clara de los

217 No obstante, existen dificultades a la hora de establecer

resultados.
comparaciones entre los resultados debido a que la cinética de la reaccién no tiene
una relacién dosis-respuesta establecida, entre la cantidad de antioxidante y el

porcentaje de inhibicion.

3.4.1.2.6. ENSAYO DE OXIDACION DE LAS LDL’s (Low-Density
LIPOPROTEIN)

La oxidacion de las lipoproteinas LDL’s por los RL es un proceso que ocurre en los
seres Vivos y que constituye, a su vez, una de las primeras etapas del proceso de la
aterosclerosis. En este método se induce la oxidacion de LDL’s aisladas de
distintos individuos mediante diferentes elementos y compuestos como Cu(II) o
AAPH, midiéndose posteriormente la absorbancia a 234 nm, longitud de onda a la
cual absorben los dienos conjugados, generados durante el proceso de oxidacion
de las LDL’s.”™® La modificacién de la absorbancia con el tiempo puede dividirse
en tres fases: una /ag phase en la que los dienos no se han comenzado a formar
por la presencia de antioxidantes en la muestra y, por tanto, no aumenta; una fase
de propagacién en la que aumenta de manera exponencial por la formaciéon de
dienos; y un fase final de descomposicion de los mismos, en la que la absorbancia
tiende a bajar lentamente. Los resultados del ensayo se pueden expresar a través
de varios parametros de medida: la comparaciéon de la duraciéon de la Jag phase
entre un blanco y una muestra antioxidante; la cantidad inicial de dienos

[219]

conjugados; la cantidad méaxima de los mismos; hasta concluir en el

denominado parametro CLTsg, el cual mide la cantidad de antioxidante necesaria

para aumentar la /ag phase en un 50% respecto al control.?*”
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3.4.1.2.7. ENSAYO DE LA DEOXIRRIBOSA

Se determina la capacidad de captura de radicales hidroxilo por parte de una
muestra antioxidante. Dicho ensayo se basa en las siguientes reacciones:

Fe(III) - AEDT + ASC O [3- Fe(II) - AEDT + ASC oxidado [13]
Fe(II) - AEDT + H,0, OO Fe(III)-AEDT + "OH + OH™ [14]

La deoxirribosa (DR) adicionada capta el radical generado previamente:

"OH + DR O[3 Fragmento + MDA [15]
2TBA + MDA 0O Cromogeno [16]

Cuando el antioxidante esta presente en la muestra, éste es quien capta los
radicales “OH, evitando asi la formacion del cromogeno, lo que se traduce en una
disminucién de su valor de absorbancia medida a 533 nm.”?" Si se elimina el

ascorbato (ASC) del medio, es posible medir la capacidad del antioxidante para
reducir el Fe(III)-AEDT a Fe(I)-AEDT.

3.4.1.2.8. ENSAYO DE LA XANTINA OXIDASA

La xantina oxidasa es una de las principales fuentes in vivo de ROS. Es una
deshidrogenasa que transfiere el electron al NAD (nicotinamida adenina
dinucledtido) lo que produce la oxidacion de la xantina o la hipoxantina a acido
trico.”?? Sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo, se transforma en una
oxidasa por protedlisis limitada y, en este caso, reacciona con el oxigeno, en lugar
de con el NAD, produciendo supero6xido y peréxido de hidrégeno. La capacidad de
captura de superdxido por parte de multitud de antioxidantes se mide a partir de
la inhibicion de la generacidon de superdxido, a través del sistema hipoxantina-
xantina.”” Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion de la actividad
enzimatica, a partir de los cambios producidos en la absorbancia a 295 nm tras la
adicion de la muestra antioxidante en comparacién con los producidos en
presencia de un blanco.

Recientemente, se han desarrollado modificaciones del método en las que la

reacciéon no se monitoriza mediante la medida de cambios en la absorbancia, sino

[224]

por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), "™ o bien, por la evolucién en

.y o ;. 225
la formacion de 4cido trico.??!

52




3. ANTIOXIDANTES

3.4.1.3. METODOS DE ANALISIS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE QUE UTILIZAN
MECANISMOS DE REACCIONES SET Y HAT

3.4.1.3.1. ABTS (2,2’-AzINO-BIS-3-ETHYLBENZOTHIAZOLINE-6-SULPHONIC
AciD) 0 TEAC (TRoLOX EQUIVALENT ANTIOXIDANT CAPACITY)

Ensayo basado en la capacidad de los antioxidantes para capturar el radical
catibnico ABTS™". Dicho radical posee una coloraciéon verde-azulada con un
méaximo de absorcién a 415 nm y una serie de maximos secundarios a 645, 660,
734, 815 y 820 nm."”*” Dependiendo de la variante del método TEAC utilizada se
emplean distintas longitudes de onda, siendo las méas frecuentes 415 nm y 734
nm." En el desarrollo del método se suelen emplear dos estrategias: inhibicion y
decoloracién. En la primera, los antioxidantes se afiaden previamente a la
generacion del radical ABTS™" y se determina la inhibicién de la formacién del
radical, la cual se traduce en un retraso en la aparicién de la coloracién verde-
azulada. En la segunda estrategia, los antioxidantes se afiaden una vez el ABTS"™"
se ha formado y se determina entonces la disminucion de la absorbancia debida a
la reducciéon del radical, es decir, la decoloraciéon de éste. El ensayo TEAC
presenta, ademas, variaciones en el modo mediante el cual se genera el radical
cationico ABTS"": puede ser de manera enzimética con mioglobina o peroxidasa
de rabano, o bien quimicamente con MnO,, K,S,03 o el radical perdxido (03);
por dltimo, también se puede generar electroquimicamente.””® En el método

12" se generaba el radical directamente en presencia del antioxidante con

origina
metamiglobina y peréxido de hidrégeno, oxidando éste la metamioglobina que, a
su vez, oxidaba el ABTS. Sin embargo, se observo que determinados polifenoles
como la quercetina podian interaccionar con los reactivos, impidiendo la
formaci6n del radical y dando un valor de capacidad antioxidante sobreestimado,
por lo que se pasd6 a generar el radical previamente a la adicién del
antioxidante.””® El descenso producido por el Trolox, empleado como patrén, es
comparado con el producido en el mismo periodo de tiempo por el antioxidante

analizado."*®

Adn asi, se han planteado ciertas criticas a esta modificacion, en el sentido de
que los polifenoles, ademas de reaccionar con el radical para dar lugar a la
molécula original, pueden dar lugar a otros compuestos, generando de esta forma
problemas a la hora de determinar la estequiometria de la reaccién entre el ABTS
y el antioxidante, o bien, a la hora de establecer las relaciones estructura-actividad,
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puesto que el calculo no se podria basar en los moles de molécula no
radicalica.””*?*” También puede ocurrir que los compuestos polifenélicos formen
aductos con el radical, por lo que no toda la pérdida de absorbancia se deberia a
que el radical volviera a su forma inicial. En este sentido, se ha observado la

formacion de estructuras de este tipo entre el radical ABTS™ y la catequina.”*”

3.4.1.3.2. DPPH (1,1-DIPHENYL-2-PICRYLHYDRAZYL)

El ensayo de captura del radical DPPH’, propuesto por Marsden Blois en el
ano 1958,[231] demostrd, por primera vez, la capacidad del radical libre DPPH"
para aceptar un atomo de hidrogeno proveniente de una molécula de cisteina.
Actualmente, la comunidad cientifica hace uso mayoritario del protocolo de
ensayo propuesto en el afio 1995 por Williams y sus colaboradores.*?

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH"), de origen sintético y
comercial, es uno de los pocos radicales organicos con &tomos de nitrégeno en su
estructura que presenta estabilidad, originada por la deslocalizacion de un
electron desapareado sobre la molécula, y por tanto, a diferencia de la mayoria de
los RL, no sufre proceso de dimerizaciéon. Adicionalmente, la deslocalizacion del
electréon provoca una intensificacion en el, ya de por si, intenso color violaceo
caracteristico del radical, el cual disuelto en medio metandlico absorbe a una
longitud de onda de 515 nm. En presencia de un sustrato antioxidante, que pueda
donarle o transferirle un atomo de hidrégeno, se produce la reducciéon del mismo,
desvaneciéndose asi la coloracién violdcea de la disoluciéon y dando paso a su

forma reducida (DPHP-H) de color amarillenta (Figura 17).

Como se ha comentado con anterioridad, prevalecia el pensamiento de que el
ensayo DPPH’ involucraba una reaccion HAT; sin embargo, M.C. Foti y sus
colaboradores sugirieron que la reaccion que tiene lugar se corresponde con un
mecanismo SET."”** Los autores determinaron que, en la reaccién del DPPH" con
polifenoles, la etapa determinante de la velocidad consiste en un proceso rapido
de transferencia electrénica de un anién fen6xido al DPPH’, desplazando a una
via secundaria de la reacciéon la sustraccion de un atomo de H, por parte del
radical al antioxidante fenoélico neutral, debido a la lentitud con la que transcurre
este proceso en disolventes con fuertes enlaces capaces de aceptar hidrogenos,
tales como etanol y metanol. Este altimo, el disolvente habitual empleado en los
ensayos. Adicionalmente, los autores indicaron que la apariciéon de acidos o bases
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presentes como contaminantes en el disolvente pueden influenciar drasticamente

el equilibrio de ionizacion de fenoles, alterando los valores de la constantes de

234 . . . o1s .y
2341 por consiguiente, la reaccién de estabilizacién del

velocidad de la reaccion.

radical transcurre, principalmente, mediante un mecanismo SET, con un aporte
[126]

marginal de un mecanismo HAT con metanol como disolvente.
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Figura 17. Espectro de absorcién del radical DPPH’ y de su especie reducida
DPHP-H tras la reaccién del radical DPPH" con el antioxidante (AO—H).IBS]

Un simple seguimiento de la disminucién de absorbancia asociado al proceso
de interaccion entre el AO y el radical DPPH" permite evaluar eficazmente la
actividad antioxidante del mismo. Pese a que existen diversas propuestas a la hora
de presentar los resultados, la mayoria de los estudios coinciden en el uso del
parametro ECsy, denominado concentracion efectiva y cuyo significado se
corresponde con la cantidad de AO requerida para disminuir en un 50% la
concentracion inicial del radical en el estado estacionario. Por razones de claridad,
es preferible hablar en términos de 1/ECsy 0 poder antirradical (ARP, del inglés
Anti-Radical Power).

La simplicidad y disponibilidad instrumental son caracteristicas determinantes
que establecen este método como prueba habitual en la determinacién de la
eficacia antirradicalaria de multitud de compuestos aislados y extractos de
naturaleza y origen variado (vinos, zumos, compuestos polifendlicos, etc.).
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El ensayo DPPH" presenta algunas desventajas que limitan, en cierta manera,
su aplicacion. Los altos potenciales que poseen los monémeros de la anilina y del
pirrol se relacionaron con una mayor dificultad para interaccionar con radicales
DPPH",*" lo que significa que dicho ensayo es valido para compuestos
termodindmicamente capaces de reaccionar con él; aquellos que poseen un
potencial de oxidacion inferior al potencial formal de reduccién del radical
DPPH’, 0.340 V frente al electrodo de Ag/AgCl a pH 7.0, condiciones idénticas a
las utilizadas en nuestro estudio. Sin embargo, otros radicales menos estables y de
interés biologico, como el radical peroxilo o hidroxilo, muestran potenciales

.z . 237
formales de reduccién superiores'?®”!

pudiendo reaccionar, normalmente con un
mecanismo de reacciéon diferente, con especies que presenten potenciales de
oxidacion bajos, hecho que impide la viabilidad del ensayo. La diferencia de
estabilidad entre el radical DPPH" y el radical ROO®, altamente reactivo frente a
AO, se refleja en la cinética lenta de la interaccion, por lo que, en algunos casos
concretos, resulta el AO inerte frente a él. Existen algunos métodos acertados para
el estudio de ROS, tales como el ensayo fluorométrico para el H,0,, los métodos
RSE/RPE (resonancia de spin electrénico y resonancia paramagnética electronica,
respectivamente), etc.”**?*! Asimismo, al ser una longitud de onda proxima a la
regidn visible, la capacidad antioxidante de la muestra puede ser subestimada
debido a la interferencia de compuestos como los carotenoides u otros
compuestos presentes en la muestra que también absorben en la regiéon proxima

del radical.*®Y,

Otras desventajas adicionales a la dificultad de la interpretacion de los

resultados por posibles subestimaciones son el impedimento estérico en las

243 . ., . .
2431 5 bien, la relacién no lineal existente

[244]

moléculas con mayor peso molecular,
entre la concentraciéon de AO y la cinética de reaccién asociada a la interaccion,
por lo que resulta un tanto arbitrario medir la capacidad antioxidante mediante el

uso del parametro ECs,,.

Finalmente, se ha descrito la reaccion reversible generada por el isoeugenol
con el DPPH",”*! 1o que podria ocasionar lecturas de capacidad antioxidante
bajas en aquellas muestras que lo contienen a él o a otros fenoles con una
estructura similar (o-metoxifenoles), restando validez a dichos resultados.
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3.4.2. TECNICAS ELECTROQUIMICAS VOLTAMETRICAS

En los dltimos afios, los métodos espectrofotométricos han adquirido cierta
repercusion en el andlisis in vitro de la capacidad antioxidante de muestras
biolbgicas y extractos vegetales. La sencillez y el bajo coste asociado al ensayo de
captura radical DPPH’ lo destaca como una de las metodologias mas empleadas
en este campo. De manera alin méas reciente, el empleo de diversas técnicas
electroquimicas han demostrado ser una alternativa valida para llevar a cabo
la evaluacién del poder antioxidante de diferentes muestras con similares
ventajas al ensayo DPPH" en cuanto a sencillez y bajo coste de los anélisis,
pero extremadamente mas rapidas.**® En general, los compuestos antioxidantes
actian como agentes reductores y, en disoluciones, tienden a ser facilmente
oxidados sobre la superficie de un electrodo. Basado en este hecho, se establece
una relaciéon intrinseca entre el comportamiento electroquimico del compuesto

antioxidante y su consiguiente actividad antioxidante.*¢?*"!

Se han propuesto métodos directos e indirectos para evaluar la actividad
antioxidante de productos naturales.”® Las medidas electroquimicas son una
prueba rapida para estimar la capacidad antioxidante de muchas moléculas
organicas,”**?% 1o que posibilita el anélisis de la interaccién entre el AO y las
ROS, tal y como se estudi6 en el caso concreto de las dihidropiridinas, con el

. s . . 251,252
radical superdxido generado electroquimicamente.?***?

Los anélisis electroquimicos permiten correlacionar potenciales de oxidacion,
intensidades de corriente u otros parametros electroquimicos como el potencial
de onda media, con la capacidad antioxidante, mostrandose mas selectivos y

246291 v m4s reproducibles que los

sensibles que los métodos espectrométricos
andlisis bioldgicos para la evaluaciéon del poder antioxidante. La sensibilidad,
selectividad y reproducibilidad del método varian en funcion de los distintos tipos
de electrodos que puedan ser empleados en el andlisis, en ciertos casos,
comprometido por la gran capacidad de adsorcién de las especies, como sucede

con los compuestos polifendlicos estudiados.

La voltametria engloba un conjunto de técnicas electroquimicas aplicables
como métodos electroanaliticos con gran variedad de aplicaciones en diversos
campos de la ciencia, considerdndose las mas eficaces en el estudio de las
propiedades antioxidantes.” Las técnicas voltamétricas fueron desarrolladas en
respuesta a los multiples problemas que planteaba el uso de las técnicas
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polarogréaficas acerca de la sensibilidad y la selectividad, hecho que limita, en gran
medida, su viabilidad como técnica de an&lisis rutinario. Estas técnicas basan su
funcionamiento en la respuesta intensidad-potencial de un electrodo polarizable,
generalmente de dimensiones reducidas, sumergido en wuna disolucion
electrolitica que contiene la sustancia electroactiva que desea ser analizada. En
funcién del tipo de sefial de excitacion aplicada, pueden distinguirse diversas
técnicas, entre ellas, la voltametria ciclica y la voltametria de pulso diferencial
utilizadas en la presente Tesis.

Con independencia de la técnica voltamétrica seleccionada, el proceso
estudiado involucra la electrélisis de una o mas especies electroactivas, la cual
implica una transferencia electrénica en el electrodo y transporte de materia hacia
el electrodo. Este transporte est4 ocasionado bien por migracién (movimiento de
especies por diferencia de carga), conveccion (movimiento de la materia por
cambios fisicos) o difusion (movimiento de las especies por gradiente de
concentraciéon). En la mayoria de los casos, la electrolisis se efectta bajo
condiciones tales que la difusién sea el modo fundamental de transporte de la
especie electroactiva, minimizando la migracién y la conveccion mediante la
adicion de un exceso de electrolito soporte y evitando el movimiento de agitacion
y los gradientes de temperatura.

Las técnicas voltamétricas utilizan un sistema de tres electrodos sumergidos en
la disoluciéon de electrolito soporte conteniendo la especie que pretende ser
analizada. Los electrodos empleados deben cumplir funciones caracteristicas
dentro del montaje experimental. Asi pues, el electrodo de trabajo utilizado, sobre
el que se varia el potencial con el tiempo, debe ser facilmente polarizable; el
electrodo de referencia debe presentar un potencial constante durante el proceso
de medida; finalmente, el electrodo auxiliar o contraelectrodo ha de conducir de
manera adecuada la electricidad a través de la disolucidon, desde la fuente
generadora hasta el electrodo de trabajo.

3.4.2.1. VOLTAMETRIA cicLICA

La voltametria ciclica (VC) es un procedimiento utilizado recientemente como una
herramienta prometedora para la evaluacion de la actividad antioxidante,2*%%%%
ya que ofrece una ubicaciéon rapida de los potenciales redox de las especies
electroactivas, pero, también, determina el nimero de éstas, facilita informacion

acerca de la posible evaluacion del efecto del medio en dichos procesos, otorga
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datos cualitativos acerca de la estabilidad de los estados de oxidacion y permite el
conocimiento de la cinética de transferencia electréonica. La VC resulta una técnica
acertada en el estudio de compuestos antioxidantes de manera individualizada.
Sin embargo, cuando se aplica a mezclas complejas no permite la determinacion
especifica de cada compuesto, sino que aporta informacién valiosa en cuanto a la
cantidad de grupos funcionales diferentes responsables de cada pico

registrado.?*¢%>”

La VC es una medida electroquimica consistente en la variacion del potencial,
provocada por una sefal de excitaciéon de forma triangular, sobre un electrodo
estacionario colocado en una disolucién no agitada, es decir, una variaci6on del
potencial aplicado desde un valor inicial (E;) hasta un vértice de potencial (E,),
seguido de un barrido inverso (la inversiéon puede ocurrir varias veces durante un
mismo experimento) hasta alcanzar un potencial final (Es), el cual, normalmente,
es idéntico al inicial (Figura 18). La corriente resultante (i) es monitorizada en
funciéon del potencial aplicado (E) originando la correspondiente curva i-E, la cual
es representada en un grafico caracteristico denominado voltagrama ciclico
(Figura 15).

E —— ciclol —p—— ciclo2 —|
Elm = = = =
A AN
barrido /| \ barrido /N
directo | inverso / \
/ \
€ |-=---/-41- i i 2tk Sl
I Vi \
! ’ \
| / \{
E I V,
T | Ef
0 t, tiempo

Figura 18. Seiial triangular de excitacion del potencial en VC.

Los potenciales de oxidaci6on determinados por los picos registrados por
VC han sido utilizados en la comparaciéon de actividades antioxidantes de
diversos compuestos, tales como acidos fenodlicos, flavonoides, &4cidos
cinamicos, etc.”*>*% Para ello se ha empleado un electrodo de carbon
vitrificado (ECV), electrodo de trabajo caracteristico en VC debido a que
presenta una ventana de potencial idénea para el estudio de oxidaciones (lo que lo
ha convertido en el electrodo méas adecuado para la determinacién de la capacidad
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antioxidante). La VC resulta especialmente adecuada debido a su simplicidad
instrumental y de preparacién de muestras, rapidez y, fundamentalmente, a la
posibilidad, tanto de analizar capacidades antioxidantes en mezclas sin
necesidad de medir la actividad especifica de cada componente, como de

[55-57]

poder ser utilizada directamente sobre muestras biologicas, siempre con

sensibilidades superiores a las requeridas para las concentraciones de
antioxidantes fisiologicas.

Si un sistema redox determinado se mantiene en equilibrio al ser sometido
a un barrido de potencial, se dice que el proceso redox es reversible. La
Figura 19 ilustra la respuesta de un par redox reversible durante un ciclo
simple de barrido de potencial. En primera instancia, el voltaje se sitia en un
valor de potencial inicial negativo donde no tiene lugar ningin proceso de

electroélisis y, por tanto, no existe flujo de corriente faradaica.

0.2 00 02 04 06 038

Figura 19. Voltagrama ciclico reversible. Perfiles de concentracién de la
especie reducida y oxidada en las proximidades del ECV.

Si se supone que inicialmente sblo esta presente la forma reducida de la
especie que hay en disoluciéon, a medida que se realiza para la primera mitad
del ciclo un barrido de potencial positivo, la corriente anédica comienza a
incrementarse hasta alcanzar el potencial de pico anddico (Ep.), donde la
especie electroactiva es instantdneamente oxidada al entrar en contacto con
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la superficie del ECV. Una vez superada la region de potencial en la cual se
lleva a cabo el proceso oxidativo, al menos en 90/n mV (siendo n el nimero
de electrones implicados en la oxidaci6én) y, mientras que la corriente
disminuye paulatinamente como consecuencia del agotamiento de la
concentraciéon del analito cerca de la superficie del electrodo, se invierte la
direccion del barrido de potencial. Durante el barrido inverso, las moléculas
oxidadas acumuladas cerca de la superficie del electrodo son nuevamente
reducidas a un valor de potencial denominado potencial de pico catddico, E,,
originando un pico de vuelta en el voltagrama ciclico caracteristico.

Para un sistema reversible, la corriente de pico (a 25 °C) viene definida por la
ecuacion de Randles-Sevcik:

i, =2.69010° n*? ACDY2 v/ [17]

donde n es el nimero de electrones transferidos, A el area de la superficie del
electrodo (ecm?), C la concentraciéon de la especie electroactiva (mol-mL™), D el
coeficiente de difusién (cm>s™) y v la velocidad de barrido de la especie

electroactiva (V-s™).

La corriente de pico es directamente proporcional a la concentracion y decrece
con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido. La razbén existente entre las
corrientes de los picos anddico y catddico, ipa/ipc, €n un proceso redox reversible
es la unidad. En cuanto al potencial de pico, la deduccién de su ecuaciéon esté
estrechamente relacionada con el potencial de semipico (Ey/;). Sus ecuaciones

responden a las siguientes expresiones (en mV a 25 °C):

56.5

28.5 28.0
; E, - Eppo| = 22 18]

T -

En determinadas ocasiones, el pico resulta demasiado ancho, complicando en
exceso determinar el E,, por lo que es més conveniente anotar el E;/,, a pesar de
carecer de significado termodinadmico. Una estimacion del valor del potencial de
onda media es el correspondiente a un valor de corriente del 85.17% de I,.
Finalmente, el potencial formal (E°) para un conjunto reversible se ubica en una

posicion centrada entre los valores del Ep, y Ep c:

R e [19]
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A diferencia de la intensidad de corriente, el E, es independiente de la
velocidad de barrido, lo que permite diferenciar los sistemas reversibles de los
irreversibles al presentar una dependencia lineal con la velocidad de barrido,

Unicamente, para los sistemas irreversibles.

Si se analizan con detenimiento los procesos redox cuasi-irreversibles en
los que tiene lugar un intercambio lento de los electrones implicados en el
proceso, se observa una reduccion considerable del valor de los potenciales de
pico, relacionado intrinsecamente con una mayor separaciéon de los valores
esperados, segtn la ecuacion del proceso reversible a bajas velocidades de barrido:

_ 0.059
P p.a pe” T

(mV) [20]

En los sistemas con transferencia de carga irreversible es posible no
presenciar el pico asociado al barrido inverso del potencial, o bien, observar que la
separaci6on entre ellos resulta muy superior a los sistemas anteriores. La
resoluciéon de las ecuaciones que modelan este comportamiento debe realizarse
numéricamente, gracias a las aportaciones realizadas por Nicholson y Shain®”,
por el andlisis mediante programas de ajuste, a Reinmuth,”®® que trabajo

259 que 1o hizo de forma

mediante desarrollos en serie y a Matsuda y Ayabe,
semianalitica; de esta forma, se obtuvieron las respectivas ecuaciones del potencial
e intensidad de pico. Estos sistemas, como se ha comentado recientemente, se

caracterizan por un cambio en el potencial de pico con la velocidad de barrido:

o _ RT k° an, Fv 2

donde o es el coeficiente de transferencia y n, el ntimero de electrones
involucrado en el proceso de transferencia electronica de la reacciéon anddica, kO la
constante de velocidad estandar y E° el potencial estandar. Asi, el E, ocurre a un
potencial més alto que el E°, con el sobrepotencial de activaciéon relacionado con
la constante heterogénea de velocidad k° y con a. Independiente del valor de k°,
cada desplazamiento de pico puede ser compensado por un cambio apropiado en
la velocidad de barrido. El E; y E,/, (a 25 °C) difieren en un valor, en mV, definido
segun la ecuacion [22].

47.7

‘Ep - Ep/z‘ = an, [22]
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Por consiguiente, el voltagrama se vuelve mas alargado a medida que a-n,
decrece.

La corriente de pico viene definida por la ecuacion:

i,=2.99010° n(an, ) ACDY? v¥/2 [23]

De la misma manera que ocurre en el proceso reversible, la i, permanece
proporcional a la concentraciéon de AO; sin embargo, su intensidad sera menor
dependiendo, en gran medida, del valor de a.

Un voltagrama ciclico es funciéon del cociente k"/ (naD)l/ ? donde a = nFv/RT.
Se deduce que, a velocidades de barrido elevadas, se obtienen valores pequefios de
dicho cociente asociado con un comportamiento irreversible, exhibiendo un
comportamiento reversible en la situacién opuesta. La irreversibilidad del
voltagrama ciclico correspondiente al proceso anddico es indicativa de una buena
actividad antioxidante.*’!

Como cualquier técnica analitica, la VC tiene una serie de desventajas
asociadas a su uso, entre las que se encuentra el hecho de que no todos los AO
llevan a cabo el proceso de donacién electronica al ECV generalmente utilizado.
Una limitaciéon adicional es que requiere que el AO sea inactivo en el rango de
potencial donde ocurre la reduccién del O, en las condiciones experimentales

utilizadas.?*%

3.4.2.2. VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL

Las técnicas voltamétricas de pulso fueron ideadas con el propédsito fundamental
de corregir los problemas e inconvenientes derivados de la polarografia de
corriente continua (dc). En este contexto, la polarografia de pulso diferencial fue
la primera en desarrollarse, venciéndose, gracias a ella, las deficiencias asociadas
al uso del electrodo de gota de mercurio (EGM). La aplicaciéon de pulsos de
potencial supuso maximizar los registros de intensidades gracias a las mediciones
en el instante final del proceso de la vida de la gota, lograndose, ademas,
minimizar la corriente no faradaica. Tales avances consiguieron disminuir
considerablemente los limites de deteccion, asi como obtener una mejora

. .z 261
sustancial en la representacién de los resultados.?*"

Las mejoras adquiridas no eran exclusivas del EGM, sino que podian ser
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aplicables a electrodos solidos y a electrodos de pelicula de Hg. Surge, de esta
forma, la técnica voltametria de pulso diferencial (VPD) que consiste en aplicar un
pulso de potencial constante (AE;) de duracién t,(s) al final de cada escaléon de
altura AE; de una escalera de potencial definida y con una duracién T(s). El hecho
de aplicar una escalera de potencial, como alternativa viable de la rampa de
potencial, se debe a la irrupcién de la instrumentacién digital en los experimentos
electroquimicos, ya que con ella no es posible generar una rampa ideal de
potencial y, en consecuencia, se opta por realizar una aproximaciéon a ella,
generando series de pequenos pasos de potencial. Dicha aproximacién tiene la
ventaja de aportar mejoras considerables gracias a que el muestreo de intensidad
de corriente se realiza al final de cada paso o escalén, cuando ha desaparecido la
corriente no faradaica, por tanto, s6lo deberia existir corriente faradaica. Se
registran los valores de intensidad de corriente en dos puntos: justo antes de

aplicar el pulso de potencial (S;) y justo al final de éste (S,), tal y como se observa

en la Figura 20:
" a) ] t b)
5
s g
S =
ey S, 3
g ........... 8
AE, TN
Amplitug tp Potencial, AE_,
tiempo
de
S pulso : Duracion Escalén
de Potencial
Tiempo E,a  Potencial

Figura 20. Sefial de excitacion y voltagrama caracteristico en VPD.

Los voltagramas PD estin constituidos por picos, por lo que resulta facil su
interpretacion y se obtiene, de forma relativamente sencilla, informacién a nivel
cualitativo y cuantitativo de compuestos aislados y de mezclas. Cuando se
persiguen fines analiticos, la amplitud del pulso debe incrementarse hasta los
100 mV, por encima de dicho valor se generan intensidades de corriente mayores;
sin embargo, conlleva una pérdida de resolucién y un aumento de la corriente de
carga. Valores cercanos al limite establecido consiguen un buen compromiso entre

[261]

tales efectos™™ y proporcionan una elevada sensibilidad, que alcanza limites de

deteccion del orden de 107-10% mol-L™.
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1. OBJETIVOS

1. OBIETIVOS

La presente Tesis Doctoral, englobada en el marco general del estudio de los
antioxidantes naturales, centraliza la investigacién global en el enfoque
practico de la determinacion de actividades antioxidantes en los extractos
acuosos de especias, tés e infusiones mediante el empleo de metodologias
electroquimicas. Consta de un objetivo principal preestablecido sobre el que
se desarrolla y evoluciona el resto del estudio, aunque, durante el transcurrir
de la experimentaciéon, han ido emergiendo nuevos objetivos de caracter
especifico que otorgan una mayor entidad final al proyecto.

1.1. OBIJETIVO GENERAL

Dada la actual necesidad de establecer métodos analiticos validos que puedan
ser estandarizados como métodos rutinarios en la determinacién de actividad
antioxidante, se propone una alternativa prometedora en su evaluacién
fundamentada en técnicas electroquimicas: voltametria ciclica (VC) y
voltametria de pulso diferencial (VPD). El objetivo general se desglosa,
cronolbégicamente, en dos etapas fundamentales:

1.1.1. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA ELECTROQUIMICA VALIDA PARA LA
DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE MUESTRAS ORGANICAS

La VC es una prueba extremadamente rapida que permite evaluar la
capacidad reductora de antioxidantes puros bajo una gran variedad de
condiciones experimentales: medio de reacciéon, pH, temperatura, etc. Un
valor reducido del potencial de oxidacién, E; ,, registrado durante el proceso
de oxido-reduccién al que es sometido el antioxidante mediante un barrido
ciclico de potencial, es indicativo de la facilidad del mismo para ceder un
electron y, por consiguiente, de su eficacia para actuar como antioxidante. No
obstante, es incapaz de proporcionar informaciéon relevante acerca de la
capacidad del antioxidante para interaccionar con radicales libres, lo que
supone un handicap importante que limita considerablemente su aplicaci6n

analitica.

Con el fin de solventar esta carencia de informacion, se apostdé por el
desarrollo de una metodologia electroquimica alternativa basada en la VPD,
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hecho que posibilita el estudio de la capacidad de neutralizacion de radicales
de interés bioldgico implicados en el fendmeno del estrés oxidativo, el radical
hidroperoxilo, HO;. Esta novedosa metodologia estd fundamentada en la
formaciéon de un complejo de mercurio, Hg2+, con HO; y HO™, aniones
generados durante el proceso electrooxidativo del H,O, sobre un electrodo de
gota de mercurio (EGM) en medio alcalino (pH 10.51). El analisis exhaustivo
de la disminucio6n del area de la onda voltamétrica caracteristica del complejo,
amedida que se adicionan concentraciones crecientes de antioxidante, permite
determinar de manera rapida, reproducible y con elevada sensibilidad, la
actividad antioxidante de compuestos naturales de bajo peso molecular
presentes, como principios activos, en la composicion quimica de ciertas
especias y condimentos.

1.1.2. IMPLEMENTACIONDELAMETODOLOGIAELECTROQUIMICADESARROLLADA
EN MUESTRAS REALES: EXTRACTOS DE ESPECIAS, CONDIMENTOS, TES E
INFUSIONES

Conocidos los aspectos tedricos referentes al mecanismo asociado al proceso
electrooxidativo del H,0, sobre el EGM, asi como el papel ejercido por la
interaccion del antioxidante sobre el radical HO> (generado durante la
evolucion del proceso anterior en la respuesta voltamétrica PD) y una vez
optimizadas las condiciones experimentales de medida, se avanz6 hacia el
analisis de muestras de mayor complejidad en cuanto al nimero y variedad
de estructuras quimicas antioxidantes presentes en sus composiciones. Las
muestras seleccionadas fueron extractos acuosos de clavo, nuez moscada,
canela, tomillo y orégano, especias que contienen un elevado ntimero de
principios activos, estudiados de manera individualizada en la anterior etapa,
ya presentaron propiedades antioxidantes significativas. Posteriormente, se
increment6 la heterogeneidad del conjunto de muestras de anélisis con una
amplia variedad de tés e infusiones comerciales.
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1.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Anélisis comparativo y establecimiento de correlaciones y tendencias a
nivel de resultados entre las metodologias electroquimicas desarrolladas
y una metodologia espectrofotométrica de contraste, el ensayo de captura
del radical DPPH’, seleccionada por su sencillez experimental y por su

bajo requerimiento instrumental.

2. Desarrollo de ecuaciones electroquimicas tedricas, asociadas al estudio
del mecanismo del proceso de la oxidaciéon anddica del H,O, sobre el
EGM, coherentes con los resultados experimentales obtenidos. Seleccién
de parametros adimensionales adecuados para la exposicién final de los
resultados de actividad antioxidante obtenidos mediante VPD.

3. Estudio de efectos sinérgicos y antagonicos en mezclas antioxidantes
sintéticas (maximo de cuatro componentes), con diferentes grados de
actividad mediante el desarrollo y ejecucidon de disefios experimentales.
Evaluaci6on de las contribuciones antioxidantes individuales sobre la
respuesta antioxidante global de las mezclas analizadas.

4. Implementacion de la técnica electroquimica alternativa desarrollada en
la determinacién de la actividad antioxidante de muestras reales.
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1. MATERIALES

1. MATERIALES

1.1. REACTIVOS QUIiMICOS

Los reactivos quimicos utilizados en las distintas experiencias realizadas fueron
de grado analitico Merck, con excepcion del radical DPPH’, de un 95% de pureza,
adquirido de Sigma-Aldrich y se utilizaron sin purificacion adicional. La
conservacion optima de los mismos se realiz6 segin las recomendaciones
especificas descritas en los envases.

Los reactivos quimicos han sido clasificados atendiendo a las metodologias
donde se han utilizado durante la investigacion:

1.1.1. METODOLOGIA ELECTROQUIMICA

1.1.1.1. VOLTAMETRIA cicLicA (VC)

Acido acético, AcH.

Acido fosférico, H3PO,.
Etanol, EtOH.

Cloruro de sodio, NaCl.
Hidroéxido de sodio, NaOH.

1.1.1.2. VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL (VPD)

- Peroxido de Hidrbégeno (30% v/v), H,0,.
- Carbonato sodico, Na,COs.

- Acido fosférico, HsPO,.

- Nitrato de potasio, KNOs.

- Etanol, EtOH.

- Hidroéxido de sodio, NaOH.

1.1.2. METODOLOGIA ESPECTROFOTOMETRICA
1.1.2.1. ENSAYO DE CAPTURA DEL RADICAL DPPH’

- Radical 1, 1-difenil-2-picril-hidracilo, DPPH".
- Metanol, MeOH.
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1.2. MUESTRAS DE ESTUDIO

Las muestras estudiadas se dividen en dos grupos diferenciados: un primer grupo
constituido por una variedad de compuestos puros, con la caracteristica comun de
ser principios activos de especias, condimentos o farmacos; y un segundo grupo
de muestras de mayor complejidad en cuanto al nimero y diversidad de los
compuestos antioxidantes que presentan. Este segundo grupo esta formado, en su
composicién quimica, por una amplia coleccién de tés e infusiones comerciales,
asi como por extractos acuosos preparados a partir de especias y condimentos que
albergan en su composicion cantidades importantes de compuestos del primer

grupo (Figura 1).

1.2.1. COMPUESTOS PUROS DE BAJO PESO MOLECULAR

Este primer grupo estd constituido por 30 compuestos puros con estructuras
quimicas muy dispares, todos ellos pertenecientes a la familia de antioxidantes de
bajo peso molecular. Sus estructuras quimicas pueden englobarse, a su vez, en dos
grupos bien diferenciados:

1. Estructuras aromaticas fenolicas y no fenolicas.

2. Estructuras no aromaticas ciclicas y aciclicas.

A continuacién se expone un listado de los compuestos estudiados en la
presente Tesis, asi como sus procedencias comerciales y sus correspondientes

estructuras quimicas (Tabla 1):

eugenol, sesamol, carvacrol, cinamaldehido, 4-hexilresorcinol, 3-hidroxicumarina,
2,4-dihidroxibenzaldehido, 2,5-dihidroxibenzaldehido, 4-metoxibencil alcohol,
furfural, vainillina, acido cinamico, 4cido ascorbico, p-cloroanisol, geraniol,
benzaldehido, pulegona, mentol, 1,4-cineol, acido 2-furanoacético, mentona,
benzaldehido, 3,5-dimetoxibenzaldehido y salicilaldehido fueron adquiridos de
Aldrich; timol, cumarina y limoneno de Sigma; el 4cido galico de Sigma-Aldrich y,
finalmente, o,B-pineno, reactivos de grado analitico de Merck.
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OH @) OH
o =
o N

acido 2- furanoacético  4cido cinamico geraniol timol
(FN) (cA) (GE) (TH)
OH Cl
=
OH 0
H™ 0 N O—
3-hidroxicumarina vainillina mentona p-cloroanisol
(HC) (VA) \MT") (CL)
O Os__OH
oy Os_H
Ho— X F° H
= 0" N O
HO OH OH — —_
acido ascorbico salicilaldehido furfural acido furéico
(AA) (SA) (FU) (FA)
OH |
H
0 @)
HO@[O
O
sesamol eugenol limoneno carvacrol
(SE) (EU) (LD (CO)
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/\
4-hexilresorcinol mentol cinamaldehido 1,4-cineol  a-pineno
(HR) (MT) (cn (CN) (a-PD)
O/
@) OH H O
| @)
HO OH OH
OH
4-metoxibenzil
acido géalico pulegona alcohol benzaldehido (-pineno
(GA) (PU) (4-MA) (BZ) (B-PI)
OH
HO H;CO OCHj,
O O
o OH ©/\j
H O
H @] H o
2,5-dihidroxi- 2,4-dihidroxi- 3,5-dimetoxi-
benzaldehido benzaldehido benzaldehido cumarina
(2,5-BZ) (2,4-BZ) (3,5-BZ) (CU)

Tabla 1. Estructuras quimicas de los compuestos de bajo peso
molecular objetos de estudio.
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1.2.2. TES E INFUSIONES DE ESPECIAS Y CONDIMENTOS

Este segundo grupo presenta mayor complejidad debido a que las distintas
muestras presentan un elevado namero de moléculas antioxidantes, por lo que
resulta, extremadamente complejo, cuantificar de manera individualizada la
contribucién de cada componente. Se determind la actividad antioxidante global
de un total de 13 muestras, entre las que se engloban diferentes variedades de tés
e infusiones comerciales:

Té verde, té rojo, té “antioxidante” (mezcla de té blanco (35%), té verde (30%),
té rojo (30%) y aroma de ciruela (5%)) e infusiones de menta poleo, salvia,
manzanilla, tila, respir (mezcla de tomillo (25%), eucalipto (25%), romero(25%) y
menta piperita (25%)) y rooibos (con aroma a ciruela, 5%), adquiridos en los
supermercados Mercadona S.A. con marca Hacendado. Té blanco (con aroma a
vainilla, 4%), té classic (té negro) e infusiones frutales de vainilla-ciruela,
manzana-canela, adquiridos en Herboristerias de la marca Hornimans.

Adicionalmente, se prepararon cuatro extractos acuosos a partir de las especias
canela, orégano, clavos de olor y nuez moscada, adquiridas en supermercados
Mecardona S.A., marca Hacendado (fabricante: Jestis Navarro S.A., Alicante),
consideradas las principales representantes del primer grupo de compuestos.

Figura 1. Especias, condimentos, tés e infusiones comerciales objetos
de estudio.
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1.3. INSTRUMENTAL DE ANALISIS

1.3.1. INSTRUMENTAL ELECTROQUIMICO

Los datos electroquimicos recogidos en la presente Tesis se han obtenido a partir
de las mediciones voltamétricas realizadas con un equipo electroquimico
CHI650A de IJCambria. Los potenciales se midieron frente a un electrodo de
referencia de Ag|AgCl|KCls. (BASi MF-2052) y se utiliz6 también un electrodo
auxiliar de platino (BASi MW-1034), constituyendo un sistema de tres electrodos
junto con el correspondiente electrodo de trabajo, el cual difiere segtin la técnica
electroquimica empleada. Las mediciones del potencial de oxidacion (Ep,)
mediante VC se realizaron utilizando un electrodo de carbén vitrificado de
IJCambria (4rea geométrica de 38.5 mm?), cuya ventana ttil de potencial es
idonea para el estudio de oxidaciones, con una velocidad de barrido de 0.1 V-s™.
En lo referente al estudio mediante VPD, requirié acoplar al equipo un electrodo
controlador de gota de mercurio EF-1400 de BASi (4rea de gota de 6.70-10 cm?)
en el modo HMDE. Los parametros seleccionados fueron los siguientes: amplitud

de pulso 0.05 V, anchura de pulso 0.05 s y periodo de pulso de 0.2 s.

Figura 2. Equipo instrumental electroquimico CHI650A. Celda analitica
con sistema de tres electrodos.
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1.3.2. INSTRUMENTAL DE ESPECTROFOTOMETRIA.

Las medidas de absorbancia se realizaron con
un espectrofotometro Genesys 10 uv de Thermo
Electron Corporation. Se emplearon cubetas de

cuarzo con paso 6ptico de 1.0 cm.

Figura 3. Espectrofotémetro Genesys 10 uv

utilizado en el ensayo de captura
del radical DPPH".

2. METODOS.
2.1. METODOLOGIA ELECTROQUIMICA.

2.1.1. VOLTAMETRIA CiCLICA.

Existen discrepancias poco significativas en cuanto a la metodologia empleada en
funcién de la muestra analizada. Esta diferencia reside fundamentalmente en el
medio de disolucion de las muestras. Los compuestos puros presentan, en su gran
mayoria, naturaleza orgénica, lo que imposibilita la disolucién en medio acuoso
de la cantidad necesaria que garantice el rango de concentraciones deseado;
hecho que resulta factible para el resto de muestras: extractos de especias, tés e
infusiones.

2.1.1.1. COMPUESTOS PUROS

Se prepararon disoluciones de los distintos compuestos en etanol con una
concentraciéon de 5-10° M y se almacenaron, posteriormente, en oscuridad y bajo
una temperatura de 4°C para prevenir o evitar la descomposicion de las mismas.
La concentracién empleada en un registro voltamétrico simple fue de 5-10* M,
con excepcion de las experiencias correspondientes al estudio de la influencia de
esta variable. Esto supone, por tanto, un 5% (v/v) de etanol en celda (volumen de
10 mL), ya que, como electrolito soporte, se empled una disoluciéon acuosa
constituida por una mezcla de AcH/H3PO, 0.1 M respectivamente, con un valor
de fuerza i6nica de 0.5 M ajustada con NaCl so6lido. Dicha disolucion resulta til

en el rango de pH de trabajo, entre 1.5 y 8.0 segiin la experiencia, ajustando en
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cada caso con NaOH sélido. Para la preparaciéon de la disolucion acuosa se utilizo
agua ultrapura tipo I (resistividad: 18.2 MQLcm a 25°C), obtenida a partir de un
sistema de agua ultrapura Millipore® Simplicity. La disolucién de compuesto
antioxidante y el electrolito soporte, una vez en el interior de la celda
electroquimica, fue purgada con nitréogeno purificado durante 5 min para
proceder a la retirada del O, disuelto, manteniendo en todo momento constante la
temperatura a 25 + 0.1 °C. Finalmente, se seleccion6 en el equipo la ventana de
potencial donde tendria lugar el proceso de oxido-reduccién, ademéas de la
velocidad de barrido de potencial requerida, segin la experiencia, y una
sensibilidad adecuada para obtener los voltagramas ciclicos caracteristicos de
cada compuesto.

Es importante hacer hincapié en la importancia de la reproducibilidad de las
sefiales en VC. Cuando se trabaja con el ECV es necesario realizar una etapa de
pulido con polvo de altimina (tamafo 0.3 um) entre sucesivos registros con el fin
de asegurar la reproducibilidad de la sefial (Figura 4). La reproducibilidad de las
medidas se aseguré mediante la repeticion por triplicado de cada experimento.

Intervalo de confianza del E, < £ 4 mV.

20+ 20+
— 12 medida Efecto del pulido —1.5min Efecto del tiempo
15] —22 medida 15] —3.0min
— 32 medida —5.0min
< 10+ < 104
3 3
> >
5 sin pulido del ECV/| 54
04 04
02 00 02 04 06 08 1.0 02 00 02 04 06 08 1.0
E/V E/V

Figura 4. Efecto del pulido y tiempo de medicién sobre la respuesta
voltamétrica en ECV. 10° MEU, pH=7.0yv=0.1 V-s™.
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2.1.1.2. EXTRACTOS ACUOSOS DE ESPECIAS, TES E INFUSIONES

Este tipo de muestras presenta una gran complejidad debido al elevado nimero y
diversidad de los compuestos antioxidantes que presentan. A este hecho se une el
desconocimiento de la composiciéon cuantitativa de las mismas, lo que hace
imposible conocer la concentraciéon de antioxidantes analizada. Se establece como
protocolo para la medida el empleo de 250 mg de muestra. La cantidad pesada es
extraida en medio acuoso (100 mL) a 95°C durante 5 minutos, empleando para la
medida un volumen de 1 mL del extracto acuoso, previamente filtrado y dejado
enfriar a temperatura ambiente. El volumen final de la celda electroquimica

(10 mL) se complet6 con la disolucién de electrolito soporte (ES).

250 mg Muestra / )

extraccién con 100 mL Hz:0 :

Temperatura 952C, tiempo 5 min

| - [
Compuesies o i &
OV —
s @ Inftusiones 500 L disolucién : o
1 mL muestra extraida (Cao=5-102 M) j Recf rodo.
9 mL disolucién ES 9,5 mL disolucién ES|  Electrodo Auxiliar e Referencia
(Platino, Pt) (Ag/AgCl)
L “<—H,0
pH=10.51 Electrodo de
trabajo (ECV)

Figura 5. Procedimiento experimental para la determinacion de la actividad
antioxidante de compuestos puros y extractos acuosos de especias, tés e
infusiones mediante VC.

2.1.2. VOLTAMETRIA DE PuLSO DIFERENCIAL

2.1.2.1. COMPUESTOS PUROS

Las disoluciones de los antioxidantes en etanol se prepararon a concentraciones
de 1, 3 y 5 mM y fueron almacenadas en oscuridad, a una temperatura de 4 °C
para prevenir o evitar la descomposicion de las mismas. Como consecuencia del
efecto de la cantidad de etanol presente en celda sobre el area de pico VPD
registrado, las disoluciones a analizar se prepararon con un volumen fijo (6.9 mL)
de electrolito soporte (NaCOs;/H3PO, 0.1 M respectivamente, I = 0.5 M KNO; y
pH 10.51), 100 pL de una disolucién de H,O, de concentracién 5-10° M y
volimenes variables (Va0) de las disoluciones de antioxidantes, completando el

105




CariTuLo Il

volumen final de 10 mL de la celda electroquimica con (3 — Vap) mL de etanol
puro, con el objetivo de establecer siempre un 30% (v/v) de etanol en cada
medida. Por consiguiente, se requiere preparar disoluciones independientes para
cada una de las concentraciones de AO evaluadas, en lugar de realizar adiciones
graduales del mismo sobre una misma disolucion inicial. La adicion del perdxido
de hidrbégeno se realiza una vez purgada la disolucién de analisis durante 5

minutos con N, purificado.

La reproducibilidad de las medidas se asegurdé mediante la repeticion por
triplicado de cada experimento. Intervalo de confianza de £1% del valor promedio
para los distintos pardmetros de actividad antioxidante determinados por VPD.

2.1.2.2. EXTRACTOS ACUOSOS DE ESPECIAS, TES E INFUSIONES

Los extractos acuosos de especias, té e infusiones, a diferencia de los compuestos
antioxidantes puros, no requieren el empleo de etanol. La preparacion del extracto
acuoso para la medida de la actividad antioxidante mediante VPD es idéntica a la
descrita para la VC (Punto 2.1.1.2). Sin embargo, la elevada sensibilidad de esta
técnica requiere la dilucién de la muestra final de 5 a 10 veces en funcion de la
actividad antioxidante presentada por la muestra. Asi pues, la determinacion de la
actividad antioxidante se realiza sobre una disolucién que contenga el volumen
del extracto acuoso diluido que se pretende analizar, ademéas, se completa el
volumen de la celda electroquimica con la disolucién de electrolito soporte y se
adiciona finalmente 100 pL de una disolucién de H,0, 5-10° M, una vez

eliminado, previamente, el oxigeno disuelto mediante burbujeo de N, purificado.

250 mg Muestra

extraccién con 100 mL H.0 [
Temperatura 952C, tiempo 5 min 100 pL H,0, — —
g =
’ Dilucién 5107 M N, [Jj\l
56 10 veces E___gis
| L=
[pULeS] | H,0 —
@ infusionas ( Vio M)uestra | Electrodo
Vo Muestra 3 - V,o)mL EtOH il de Referencia
A . ) " Electrodo Auxiliar
(9,9 - Vo) mL disolucién ES| |6,9 mL disolucién ES (Platino, Pt) (Ag/AgCl)
‘I _ ‘I ‘ — = <—H,0
H = 10.51 ectrodo de
P bajo de Gota de Hg
(EGM)

Figura 6. Procedimiento experimental para la determinacion de la actividad
antioxidante de compuestos puros y extractos acuosos de especias, tés e
infusiones mediante VPD.
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2.2. METODOLOGIA ESPECTROFOTOMETRICA

La rapida tendencia a la degradaciéon por efectos de la luz y la temperatura
que presenta el radical DPPH" en disolucion, requiere una preparacion diaria
de la disolucién en medio metandlico de concentracién 2-10° M, del mismo
modo que se hace necesario realizar una continua calibraciéon de la misma
(Figura 7).

El modelo lineal es el modelo mas utilizado en calibracién analitica, en
gran medida debido a su simplicidad y a ser el soporte teérico en multitud de
aplicaciones analiticas, como sucede para el ensayo de captura radical DPPH",
fundamentado en la Ley de Lambert-Beer. La calibracién lineal consiste en
encontrar la recta de mejor ajuste a una serie de puntos experimentales
definidos por una variable independiente, la concentracién, y por una variable
dependiente de la respuesta instrumental, la absorbancia (Abs). La ecuaci6n
de dicha recta nos permite extrapolar resultados de concentracion a partir de
valores de absorbancia registrados durante la medicién, asi como disponer
con certeza del valor de absorbancia correspondiente a una concentraci6n
establecida, utilizada como patrén inicial en los ensayos de actividad de

captura radical. La concentracion de patréon DPPH" utilizada es de 0.06 mM.

1.4-
1.2 | 0.02 0.258
0.04 0.503
0.06 0.743
1‘0 T 0.08 0.988
1.235
0.8
[7,]
o)
< 0.6-
0.4
0.24 Abs_. =12.195- Cpppy +0.0137

0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12
Coprn/ MM

Figura 7. Calibracién lineal del radical DPPH".
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Una diferencia experimental considerable respecto a las metodologias
electroquimicas descritas es que el ensayo DPPH’ no difiere en funcién de la
muestra a analizar, sino que el procedimiento de anélisis es el mismo, tanto para
los compuestos puros como para extractos de especias, tés e infusiones. En el caso
particular de los extractos, tés e infusiones, al igual que ocurria con la VC y a
diferencia de la VPD, no se requiere una dilucién previa al anélisis.

Una vez calibrada la disolucion patrén del radical, se prepara un amplio
numero de disoluciones con concentracién fija de DPPH" (0.06 mM) y distintas
concentraciones de AO, registrando, para cada una de ellas, la disminucién con el
tiempo del valor de la absorbancia medida a 515 nm, para determinar asi sus
distintos valores en sus respectivos estados estacionarios. De manera grafica, se
obtiene el resultado de la concentracién efectiva, ECsq, definido como la relacién
entre los moles de AO y los moles de DPPH" a la que la concentracién de radical
restante en el estado estacionario alcanza el 50%. Por razones de claridad, es
preferible hablar en términos de 1/ECsy 0 poder antirradical (ARP), directamente
relacionado con la actividad antioxidante. Valores altos de ARP son indicativos de
eficiencias antioxidantes elevadas.

La reproducibilidad de las medidas se asegurdé mediante la repeticion por
triplicado de cada experimento. Intervalo de confianza de +0.5% del valor
promedio de ARP.
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CAPiTULO IV

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE

PRINCIPIOS ACTIVOS PRESENTES EN ESPECIAS

Y CONDIMENTOS MEDIANTE VC COMO
METODOLOGIA ALTERNATIVA Y COMPLEMENTARIA
AL ENSAYO DE CAPTURA DEL RADICAL DPPH’







1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La tendencia actual en la alimentaciéon se proyecta hacia una constante
basqueda y consumo de productos saludables, donde los productos naturales
con alto nivel antioxidante adquieren un papel protagonista.

Las especias y condimentos se consideran indispensables en el arte culinario.
Su contenido en sustancias aromaéticas, sapidas o excitantes comunica caracteres
agradables al paladar y al olfato, aderezando o mejorando el aroma y/o sabor de
muchos alimentos con un nulo o escaso aporte nutricional, siendo adicionalmente
reconocidas por sus propiedades fisioldgicas y medicinales y su amplio espectro
de eficacia.’® Recientemente, se han identificado como importantes fuentes
dietarias de diferentes fitoquimicos, donde una extenso porcentaje posee

actividad antioxidante, ™!

entre ellos, los compuestos fenodlicos de bajo peso
molecular estudiados en este trabajo. La determinacion de la actividad
antioxidante de compuestos puros resulta imprescindible para predecir el
potencial antioxidante in vitro de los mismos previo a su ingesta; sin embargo,

dicho proposito resulta muy complejo.

El presente capitulo presenta el estudio comparativo entre una metodologia
espectrofotométrica, cominmente utilizada en la actualidad, basada en la captura
del radical DPPH" y un procedimiento electroquimico empleado recientemente
como herramienta alternativa, viable y complementaria, la voltametria ciclica.
Esta metodologia electroquimica determina, de manera especifica, la capacidad
reductora de un determinado compuesto, la cual esta directamente relacionada
con su actividad antioxidante, ademés de presentar una serie de ventajas afiadidas
tales como la sencillez, rapidez y el bajo coste analitico requerido.” La aceptable
correlacién establecida entre los resultados obtenidos por ambas metodologias
para una familia de antioxidantes puros de bajo peso molecular con estructuras
dispares, todos ellos principios activos de especias, condimentos o farmacos,
supone un paso importante en la creencia sobre una futura implementaciéon de
metodologias electroquimicas novedosas para la determinacion efectiva de la
actividad antioxidante de muestras reales.
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2. EXPERIMENTAL
2.1. VOLTAMETRIA CiCLICA

2.1.1. CONDICIONES OPTIMAS DE MEDIDA

El registro caracteristico de la intensidad de corriente con el barrido de
potencial obtenido mediante VC esta significativamente influenciado por
varios parametros como son la concentracion de la especie electroactiva
(antioxidante), el pH, la velocidad de barrido y la temperatura. Este hecho
genera la posibilidad de que puedan presentarse pequenas discrepancias en
cuanto a los resultados de los E;. obtenidos respecto a los descritos en

. . ", 7 . . s .
bibliografia,”® simplemente, como consecuencia de minimos cambios en las
condiciones experimentales en que han sido registrados los voltagramas en

uno u otro caso.

Con el fin de obtener las condiciones 6ptimas para la realizaciéon de las
medidas electroquimicas, se han disenado tres experiencias individuales
consistentes en el estudio de la influencia de la variacion de uno de los
parametros (concentracion de antioxidante, pH y velocidad de barrido),
fijAndose el resto con valores preestablecidos, sobre la respuesta voltamétrica
global para el conjunto de antioxidantes puros de bajo peso molecular
recogidos en Capitulo IIT (Punto 1.2.1). La temperatura se mantuvo constante

durante todas las experiencias a un valor de 25 + 0.1 °C.

2.1.1.1. ESTUDIO CON LA CONCENTRACION

El rango de concentraciones de antioxidante seleccionado, acorde a la sensibilidad
que ofrece la VC, esta comprendido entre 10* y 10° M. Los valores de pH se
ajustaron a 3.0y 7.0 y se emplearon velocidades de barrido de 0.05, 0.1y 0.5 V-s™.
Se analizaron las relaciones entre el E,, y el log Cao, asi como entre la I, y la
concentraciéon (Figura 1) para aquellos compuestos que ofrecieron respuesta

anddica (Figuras 2 y 3).
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220 -
219
218 -

217 A

Epa/mV

216 -
y=-1E-12x+217

215 T T d
-4.25 -3.75 -3.25 -2.75

I/uA

60 -
50
40
30

20 1 y=42.556x+11.693
104 * R2=0.9728

1/uA

2,5-BZ

1 M T M 1 M 1 M 1 M 1 M T M 1 0 T T T T 1

04 02 00 02 04 06 08 1.0 0 02 04 06 08 1
c/mm

E/V

Figura 1. Influencia de la concentracién sobre 2,5-BZ. Analisis de Epa e Ipa
frente al log Cao y la Cao, respectivamente.
pH=7.0yv=0.1Vs™

25-
607 —1.0-10%M 2
5] —25107'M 1
-4
—50-10"M 15.
404
30 g. 104
é 20 -
J y
101
04
o SE
€Pwow - St
02 00 02 04 06 08 1.0 12 14 02 00 02 04 06 08 10 12 14
E/V E/V

Figura 2. Influencia de la concentracién sobre SE y SA.
pH=7.0yv=0.1Vs™.

113




CariTUuLO IV

25

—1.0-10"M

20+

154

10

I/nA

02 00 02 04 06 08 10 02 00 02 04 06 08 10
E/V E/V

Figura 3. Influencia de la concentraciéon sobre VA y TH.
pH=7.0yv=0.1Vs"

Las intensidades de pico son directamente proporcionales a la concentraciéon
de antioxidante. Una concentraciéon elevada implica una mayor precisiéon; sin
embargo, también lleva asociada una mayor corriente de carga o corriente
capacitativa. Interesa minimizar el valor de esta corriente, ya que enmascara la
corriente de interés debida a la reacciéon redox en el electrodo, la corriente
faradaica.

El aumento de concentracion de antioxidante lleva consigo un desplazamiento

del valor del E, . hacia valores mas positivos o negativos (Tabla 1).

Parametros | 2,5-BZ GA SE EU HR TH
Ep./mV [a] 202 274 343 411 453 529
Epo/mV [l -11 — — 71 — —
AE/mV 2] 213 — — 340 — —

Ipa/ LA [a] 35.55 16.23 15.37 11.94 15.34 11.34
Ipo/pA [l 11.25 — — 2.18 — —
Ep/p/mV [l 163.2 167.4 290.9 361.4 389.6 477.1
EpaEpp/mVEl [ 388 106.6 52.1 49.6 63.4 51.9
dlog Ipa/logv®! | 0.645 0.351 0.535 0.728 0.725 0.575
OEpa/logv ! | 21,15 146.89 24.33 27.70 56.69 50.73
OEpa/logel | -112  130.13 3.06 20.00 -42.48  28.68
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Parametros CC VA CI HC 2,4-BZ SA
Ep./mV [2l 552 571 588 763 841 860
Ep,./mV 2l — - — — _ _
AE/mV [l — — — — — —
Lp.a/pA [l 7.80 15.52 3.08 10.86 25.52 13.76
Ipc/UA [a] — — — — — —
Ep/2/mV [l 473.8 473.2 342.5 756.0 709.9 643.5

EpaEpp/mVial | 782 97.8 245.5 104.0 131.1 92.5

dog Ip,/logv®! | 0.722 0.678 0.753 0.594 0.630 0.622

OEpa/logv ! | 40.89 9.42 24.35 14.63 14.00 16.27
OEpa/logeld | -5538  29.57 13.16 11.50 7.44 -49.25

Tabla 1. Parametros electroquimicos de los antioxidantes fenolicos.
[a] Cao= 510" M, pH =7.0y v=0.1 V-s . [}l Cao= 5-10“ My pH = 7.0.
[pH=7.0yv=01Vs™.

2.1.1.2. ESTUDIO CON EL PH

La presencia de grupos —OH, —COOH, o ambos, en la estructura de la mayoria de
los compuestos estudiados aporta caracteristicas 4cido-base resenables, por lo que
hay que considerar el efecto del pH sobre la respuesta voltamétrica. Se opero
variando el pH a concentraciones de antioxidante y velocidades de barrido
constantes, Cao = 5-10" M yv=0.1 Vst (Figura 4).

50+

500.
40- z 4001
= 300
30' w 200.
100 y =-59.505x + 633.96
§ 20+ 1 2 3 4 5 6 7
pH
= 10 s,
0 45
40 | *
=10 %
35 4
20 0 Yy =-2.1746x + 50.783
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 2 3 4 5 6 7

E/V

Figura 4. Influencia del pH sobre 2,5-BZ. Analisis de Ep e Ip,a frente al pH.
Cao=5-10"My v=0.1V-s™.
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Figura 5. Influencia del pH sobre GA, EU, TH y HC.

Cao=510"Myv=01Vs".

A medida que el pH de la disoluciéon aumenta los E; . se desplazan hacia
valores menos positivos, lo cual indica que la oxidacién es mas fécil.

2.1.1.3. ESTUDIO CON LA VELOCIDAD DE BARRIDO

Se realiz6 un estudio variando la velocidad de barrido. La concentraciéon y el pH
se mantuvieron constantes a 5-10* M y 7.0 (6 3.0) respectivamente. Finalmente, se

interpretaron las dependencias del E; . y de log I, . con el log v (Figura 6).
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Figura 6. Influencia de la velocidad de barrido sobre SE.
Anélisis del Ep, y log Ip. frente al log v. Cao=5-10"My v=0.1V-s™.

Las intensidades de los voltagramas registrados aumentaron al aumentar
la velocidad de barrido. Una velocidad de barrido més alta implica una mayor
precision; sin embargo, esta asociada con una mayor corriente de carga, al
igual que ocurria para el aumento de la concentraciéon. En esta ocasidén, todos
los E; . se desplazaron hacia valores mas positivos (Tabla 1). Por otra parte,
cuando las velocidades de barrido son demasiado elevadas, los voltagramas
presentanformasdistorsionadas,hechoqueseminimizarealizandoun “Smooth”
o alisado. Esta distorsion podria estar relacionada con la dependencia delog I,
con el log v, cuya pendiente debe ser cercana a 0.5 para un proceso controlado

por difusién.”

El hecho de que los valores experimentales sean superiores
(Tabla 1) puede asociarse con procesos de adsorcion en la superficie del ECV
que, por otra parte, explicaria también la variaciéon de los E;, hacia valores

mas positivos.
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Figura 7. Influencia de la velocidad de barrido sobre TH, 2,5-BZ, VA 'y 2,4-BZ.
Cao=5-10" My pH = 7.0.

Las condiciones Optimas para las medidas experimentales de actividad
antioxidante de los compuestos puros por VC se obtuvieron a partir de los
resultados de las experiencias anteriores. Es importante llevar a cabo las
mediciones voltamétricas con la minima corriente de carga yla menor distorsiéon
posible, ya que implicaria mayor fiabilidad a la hora de extrapolar la corriente
de carga a los potenciales correspondientes al pico. Por tanto, se requiere el
uso de velocidades de barrido bajas. Sin embargo, también es necesaria una
sensibilidad elevada. Ello se consigue con concentraciones y velocidades de
barrido altas. Finalmente, valores de pH més basicos facilitan notablemente
la oxidacion, pero a expensas de la disociacién de los grupos acidos débiles de
las moléculas y del alejamiento significativo de las condiciones fisioldgicas. Asi
pues, el equilibrio entre todas estas consideraciones nos permitié establecer
como condiciones experimentales 6ptimas de medida los siguientes valores:
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Cao=510"M,pH=7.0yv=0.1V-s™.

2.2. ENSAYO DE CAPTURA DEL RADICAL DPPH"

2.2.1. INFLUENCIA DE LA CINETICA ANTIOXIDANTE EN LA CAPTURA DEL
RADICAL DPPH°. DETERMINACION DEL ESTADO ESTACIONARIO

El valor de capacidad antioxidante obtenido mediante el ensayo de captura del
radical DPPH" para un determinado compuesto hace referencia a la interaccion
del mismo con el radical. El mecanismo de interaccién es comtn y conocido;™*”
sin embargo, la cinética es dependiente del antioxidante en cuestién. Las
diferencias significativas en las velocidades de transferencia electrbnica,
fundamentada en la diversidad estructural de los compuestos, influye de manera
determinante a la hora de establecer un procedimiento de actuacién con el que
determinar el parametro ECsy. Asi, se encontraron antioxidantes tales como el
acido ascorbico, para el que, en un rango sumamente pequeilo de los valores
correspondientes a la relacion moles AO/moles DPPH", el radical alcanza su
forma reducida (DPHP-H) en escasos 10 minutos tras la adicion del antioxidante.
Por el contrario, moléculas como la vainillina, requieren periodos de tiempo de
hasta 5 horas para reducir completamente al radical DPPH" para razones de

concentraciones 10 veces superiores (Figura 8).
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100 = moles Sesamol/ 100 = moles Ac. Ascrbico/
moles DPPH’ moles DPPH*
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Figura 8. Comportamiento cinético de VA, 2,5-BZ, SE y AA en el ensayo de
captura del radical DPPH".

Por consiguiente, resulta desacertado medir el valor de absorbancia a un
tiempo fijo de interaccion entre el AO y el radical DPPH" para determinar la
concentracion de AO que ocasiona un 50% de DPPH' restante. En esta
investigacion, el valor de absorbancia, anotado individualmente para cada
concentracion de AO, se realizé una vez alcanzado el estado estacionario de la
reaccion de interaccion; es decir, cuando la absorbancia se mantiene invariable
al menos durante 10 minutos en los limites de incertidumbre del equipo

espectrofotométrico utilizado, esto es, + 0,001 unidades de Abs (Figura 9).
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Figura 9. Cinética EU. Determinacion del estado estacionario.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. VOLTAMETRIA CiCLICA

Se registraron los voltagramas de los compuestos estudiados en las condiciones
experimentales 6ptimas: Cao = 5-10* M, pH = 7.0 y v = 0.1 V-s™. Los resultados se
resumen en las Figuras 10y 11.
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Figura 10. Voltagramas de compuestos con actividad antioxidante.
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Figura 11. Voltagramas de compuestos sin actividad antioxidante.

La interpretacion de los voltagramas es relativamente simple. La presencia
de pico/s voltamétrico/s en la corriente anddica es una prueba irrefutable de
propiedades reductoras por parte de los compuestos estudiados. Un valor de
E,.. menor indica una situacion mas favorable para la oxidacion, es decir, una
mayor facilidad por parte de la molécula para ceder uno de sus electrones y,
por consiguiente, una mayor actividad antioxidante respecto a aquellos otros
compuestos con potenciales de oxidacién superiores."” La medida de un
Gnico parametro es suficiente para discernir entre moléculas con o sin

actividad antioxidante significativa (Figuras 10y 11).

Un antioxidante ideal, desde el punto de vista electroquimico, es aquel que
presenta procesos anddicos irreversibles.!"” Los resultados muestran una cierta
reversibilidad del proceso 6xido-reduccién de determinados compuestos con
importantes actividades antioxidantes, por ejemplo AA, EU y 2,5-BZ. No
obstante, los cocientes I, ,/I, . son elevados, por lo que la reversibilidad no es
muy importante. Con excepcion del AA, molécula antioxidante por excelencia

(121 6] resto de compuestos que han presentado actividades

de nuestro estudio,
analogas tienen en comun su naturaleza estructural fenoélica. Los resultados
obtenidos de los principales parametros electroquimicos en VC, asi como las
correlaciones existentes en las distintas relaciones establecidas entre los
parametros experimentales mas influyentes —concentraciéon, pH y velocidad

de barrido— de los compuestos fenélicos se muestran en la Tabla 1.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

La intensidad del pico voltamétrico estd relacionada con la concentracién de
antioxidante y su mecanismo especifico de oxidacion, principalmente con el
nimero de electrones que participan en el proceso oxidativo y con la
reversibilidad o no del mismo. Por consiguiente, no puede usarse como parametro

de medida de actividad antioxidante.

La adicion de un tnico grupo —OH en un anillo de benceno, lo que
constituye la unidad quimica fenolica, aporta consecuencias drasticas sobre
las propiedades quimicas del sistema aromatico, el cual, de otro modo, resulta
casi inerte."”® Como se ha comentado en el Capitulo I, se supone que la etapa
inicial en moléculas fenodlicas, especialmente a valores de pH cercanos al
experimental (pH 7.0), conduce a la formaciéon del catiéon fenoxinio (PhO*), a
través de un radical fenoxi, que posteriormente evoluciona por medio de otros
procesos quimicos tales como la pérdida de un protén, reacciones de
acoplamiento o sustituciones nucleofilicas.™

Los resultados descritos en bibliografia™ apuntan a la importancia de la
presencia de multiples grupos hidroxilos y a la existencia de conjugacién
electronica en la actividad antioxidante, ademés de las propiedades
electroquimicas de los compuestos, hecho que justifica la elevada capacidad
antioxidante obtenida para el GA. Adicionalmente, los grupos fenoxilos vecinos
que presenta su estructura son propensos a la oxidacion con formaciéon de
perdxido de hidrégeno, quinonas y semiquinonas,™® y un grupo 4cido responsable
de la estabilizacion de la especie resultante del proceso oxidativo. La presencia de
sustituyentes alquilo y/o alcoxi en posiciones orto/para, y/o sustituyentes
carbonilicos en meta, produce una gran disminucion en los valores del Ep,.. El
efecto de los sustituyentes esta reflejado en los resultados obtenidos para los
isomeros 2,4-BZy 2,5-BZ. La presencia de un grupo fenoxilo en posiciéon para del
anillo armético y un grupo aldehido en meta favorece la oxidaciéon del 2,5-BZ
(Ep,a=0.202 V), a diferencia del 2,4-BZ, que presenta los mismos grupos en
posiciones que desfavorecen su actividad electroquimica (Ep,.=0.841 V).
Seguidamente, con actividades antioxidantes inferiores al AA, 2,5-BZ y GA, se
encuentran los compuestos fendlicos con grupos alquilo o alcoxi en orto/para,
tales como SE, EU, HR (p-sustituidos) y TH, VA y CC (o-sustituidos).

Es importante resaltar que el potencial de oxidaci6én de un compuesto puro
se puede determinar con la misma precision con independencia del caracter
antioxidante del mismo. Obviamente, con la condicion indispensable de que

123




CariTUuLO IV

éste genere un pico bien definido, presentando asi un valor de incertidumbre

inferior a +4 mV.

3.2. ENSAYO DE CAPTURA DEL RADICAL DPPH’

El ensayo de captura del radical DPPH" carece de la precisiéon de la VC."” Una
menor actividad del antioxidante para captar una cantidad constante de radical
esté relacionada, generalmente, con tiempos mayores de analisis (influencia de la
cinética antioxidante) y con concentraciones elevadas del mismo. En estos casos,
la reproducibilidad de los resultados es menor. Algunos de los resultados

obtenidos se muestran graficamente en la Figura 12:
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Figura 12. Determinacion del parametro ECs, del 2,5-BZ, EU, AA y HR.

Los resultados de E;. y ARP obtenidos para los antioxidantes puros estudiados

se muestran en la Tabla 2:

124




3. RESULTADOS Y DISCUSION

Compuesto/Acrén. [ARPRIE, ,[P1/mV] Compuesto/Acron. |[ARPEI|E, ,[Pl/mV
2,5-dihidroxi- 2587 | 175 202 4-metoxibencil <107 .
benzaldehido alcohol
acido gélico GA | 125 274 furfural FU | <10° —
acido ascorbico  AA 6.4 79 geraniol GE | <103 —
sesamol SE | 5.5 343 limoneno Ll | <10® —
eugenol EU 5.0 411 a-pineno a-PI | 0.1 —
4-hexilresorcinol HR 2.3 453 B-pineno B-PI | <10° —
timol TH 0.8 529 p-cloroanisol  CL | <103 —
carvacrol cC 0.1 552 acido furoico  FA | <103 —
vainillina VA 0.1 571 pulegona PU | <10? —
acido cinamico CA | <107 552 mentol MT | <10° —
cinamaldehido  CI | <107 588 mentona MT | <107 —
S-hidroxi- 6 1 02| 763 dcido2- b 10| —
cumarina furanoacético
2,4-dihidroxi- - 3,5-dimetoxi- -
benzaldehido 2,4-BZ | <107 841 benzaldehido 3,5-BZ | <107 o
salicilaldehido SA | <107 860 1,4-cineol CN | <«10° —
cumarina CU | <103 — benzaldehido BZ | <107 —_

Tabla 2. Valores de Ep,. y ARP de los compuestos puros estudiados.
[l 1.C. = £0.5% del valor promedio de ARP. M1 1.C. de los valores de Epa < +4mV.

De los resultados obtenidos se deduce que el potencial de oxidaciéon de un

compuesto candidato a poseer actividad antioxidante adquiere un valor limite de

0.56 £ 0.09 V. Por consiguiente, los compuestos con un E;, inferior mostraron

una actividad antioxidante significativa. En cambio, aquellos con potenciales

superiores no presentaron valor de ARP significativo, es decir, resultaron

inactivos en el ensayo de captacion del radical DPPH", actuando, de este modo,

como moléculas prooxidantes*® (Figura 13).

Es posible establecer, por tanto, una correlacion entre los resultados de

actividad antioxidante obtenidos por ambas metodologias para los principios

activos de especias y condimentos pertenecientes a la familia de antioxidantes
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de bajo peso molecular estudiados, tal y como ilustra la Figura 14. Sin

embargo, en antioxidantes como la cumarina y el limoneno, entre otros

antioxidantes analizados, se encontr6 que, con independencia de la

metodologia empleada, no presentaban actividad antioxidante significativa.

|

20
- \1\‘———\_.“

0.6 -
M r
0.2 - 8
0- L4
SE L0
B gy . ARp
VAo e Epayy

2482 gy

Figura 13. Valor limite de E;. asociado a propiedades antioxidantes.

ARP

Figura 14. Correlacion de los parametros de actividad antioxidante

obtenidos mediante el ensayo de captura del radical DPPH" y VC del
conjunto de antioxidantes activos.
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CAPiTULO V

ANALISIS DE LA INTERACCION ENTRE
ANTIOXIDANTES Y ROS ELECTROGENERADAS

EN EL PROCESO DE OXIDACION DEL H,O, SOBRE
ELECTRODO DE Hg. DEDUCCION DE ECUACIONES
ELECTROQUIMICAS TEORICAS Y DESARROLLO

DE UN PARAMETRO CINETICO DE MEDIDA DE
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE VPD







1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las medidas electroquimicas se emplean como una prueba rapida para
determinar la actividad antioxidante de muchas moléculas organicas.™? La
medida del E; ., mediante VC, permite comparar la fuerza antioxidante de
compuestos y presenta, ademés, una buena correlacidon con los valores de ARP

Bl buesto que éste

obtenidos mediante el ensayo de captura del radical DPPH’,
evalia tUnicamente la capacidad de captura del radical de sustancias
termodindmicamente capaces de reaccionar con él, es decir, de aquellas con un
potencial redox inferior al potencial de reducciéon del radical (0.340 V frente al

electrodo de Ag/AgCl a pH 7.0)."” La posible existencia de otros radicales menos

estables y de interés biologico, como son el RO, y el "OH —con potenciales
formales de reduccion superiores al radical DPPH - posibilita las reacciones con
otras especies que poseen potenciales de oxidaci6on bajos, impidiendo, de este
modo, determinar sus actividades antioxidantes.

Ambasmetodologiasestanfundamentadasen procesosdiferentes:lafacilidad
de un compuesto para la electrodonacién y la interacciéon del mismo con un
radical nitrogenado metaestable. Considerando la importancia de la interacciéon
de los AO con las ROS para prevenir o retardar el estrés oxidativo, resulta
muy acertado el desarrollo de técnicas electroquimicas que permitan determinar
la capacidad antioxidante fundamentada en dicha interaccion, tal y como se

observo con las dihidropiridinas y el radical O3 electrogenerado.™

La oxidacién polarografica en medio alcalino del H,0, sobre el EGM puede

emplearse como una fuente electroquimica de los radicales HO; y O3 . El estudio
mediante VPD de la disminucion del area de la corriente de oxidacién, causada por
la adicién de antioxidantes, se utiliza como medida de la actividad antioxidante. El
H,0, presenta la ventaja de su estabilidad respecto a otras ROS que requieren ser
producidas in vivo. También se ha examinado la interaccién entre las ROS
electrogeneradas y los antioxidantes, desarrollindose ecuaciones electroquimicas
tedricas que emplean la aproximacién de difusiéon convectiva y las condiciones de
estado estacionario, y que requieren resolver ecuaciones diferenciales resultantes
de la aproximacion de la capa de difusion de Nernst, por el método de variables
adimensionales. Por ftultimo, dado el excelente ajuste de los resultados
experimentales con las predicciones teéricas, se propone un parametro cinético
para la evaluaci6on de la actividad antioxidante de los compuestos estudiados.
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2. EXPERIMENTAL

2.1. EFECTO DEL ETANOL

La naturaleza organica de la mayoria de los compuestos puros estudiados requiere
el uso de etanol como disolvente. La solubilidad de los antioxidantes en agua es
inferior a la concentraciéon requerida para los experimentos. El empleo de
disolventes no acuosos en cantidades variables (concentraciones variables de
antioxidantes), en el medio de reaccion constituido por la disolucién acuosa de
electrolito soporte (ES) y una concentraciéon constante de H,0,, provoca una

disminucion en la intensidad del maximo polarografico (Figura 1).

ES + HZO2 + %EtOH

140
a) 20%

% EtOH

8.0

120| s.0

I/uA

4.0

2.0

100+

80| o0

-0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05

I/pnA

60-
40—-
20-
0] b)
-0.20 ' -0_.r15 ' -0.I10 ' -0.I05' 0.60 ' 0.65 ' 0.I10 ' 0.I15 '

E/V

Figura 1. Efecto del porcentaje de etanol sobre el voltagrama PD (a) y
polarograma dc (b) de H,0, 5.10° M. pH 10.51.

Por tanto, un incremento de la concentraciéon de antioxidante lleva implicito
un aumento del porcentaje de etanol en la disolucién de H,0, de concentraciéon
constante, dificultando la interpretacion de la disminucién de intensidad del pico
debido a la existencia de ambas contribuciones. Por tanto, la disminucién de la
intensidad observada en el voltagrama PD, tras la adicién de etanol, se debe
principalmente a la disminucién del area efectiva de la superficie del EGM,
parcialmente cubierto por moléculas de etanol, despreciandose asi la variacion de
intensidad asociada al cambio de la viscosidad de la disolucién. De este modo, la
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interaccién entre el antioxidante y los radicales electrogenerados en la oxidacion

del H,0, no tiene lugar en la superficie del EGM, sino en la capa de difusion.

2.2. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE H,0,.

Resulta imprescindible el analisis de un parametro con una marcada
proporcionalidad con la concentracion de H,0, con vistas a una rigurosa
cuantificacion de la interaccién entre los AO y los radicales HO> y O3 generados
durante la electrooxidacion del H,0,, dado que ésta estd relacionada
directamente con la evolucién de dicha concentracién. El parametro seleccionado

es el area del pico registrado por VPD (Figura 2).

0.4 >
8.04| ,.l2
]
<
0.2
6.0 .,
< N [H202)/mM
5 0.00 025 050 075 1.00
> 4.01
=—0.05 MM —0.10 mM
—0.20 MM —0.40 mM
——0.60 MM ——1.00 MM
2.0
0.0

-0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00
E/V

Figura 2. Efecto de la concentracién de H,0, en VPD.
Recuadro: Representacién de area de pico vs concentraciéon de H,0,.
pH 10.51 y 30% EtOH.

Algunos autores'®® emplean la intensidad de pico de un maximo polarogréfico
para medir la corriente de oxidacion. Sin embargo, el origen del maximo es, a
menudo, debido al incremento en el transporte de la especie electroactiva hacia la
superficie del electrodo por movimientos en la disolucién. Por consiguiente, su
intensidad depende de las condiciones hidrodindmicas de la disolucion. El
resultado es que la cantidad de especies electroactivas que alcanza el electrodo es
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mayor que la transportada por difusién. Desafortunadamente, el EGM es muy
sensible a variaciones en la concentracién de etanol, hecho utilizado en muchos
casos para eliminar el maximo polarografico debido a procesos que tienen lugar
en la fase adsorbida.” De ahi que se optara por la seleccion de la VPD como
técnica electroquimica frente a la polarografia dc, ya que es mas rapida, segura,
barata y respetuosa con el medio ambiente y, ademas, minimiza considerablemente
la influencia de la adsorcion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la oxidacion del H,0, en electrodos de Hg,[lo’n]

el radical anioén superdxido es
formado como un intermedio. El potencial de oxidacién al que tiene lugar la
oxidacién anddica presenta dependencia con el pH, lo que indica que debe ocurrir
una reaccion de disociacion del 4cido que es previa a la etapa determinante de la
velocidad o en esta etapa en si. A valores de pH < 11.7 (pK de disociacién del
H,0,), se propone, de acuerdo con los resultados experimentales obtenidos, el

siguiente mecanismo simplificado de la electrooxidacion del H,O,:

H,0, — HO; + H” [1]
HO; —— HO)+ e~ [2]
HO; —— 0y +H" (3]
0; — 0, +e (4]

El valor de pH experimental seleccionado fue de 10.51, por consiguiente a pH

bésico, la reaccion [3] debe ser escrita de la siguiente manera:

HO; + HO” —= O3 +H,0 [5]

El Hg participa como catalizador en el proceso oxidativo.'” Este suceso es
esencial en el fenbmeno de adsorciéon de los intermedios radicalarios sobre la
superficie del electrodo y genera voltagramas PD con méximos intensos. El
analisis de los voltagramas PD registrados se realiz6 utilizando la siguiente

o . . 13
ecuacién, correspondiente a un proceso de primer orden:**

L
1_4Ipm (6]

134




3. RESULTADOS Y DISCUSION

donde L = exp [-(E-Ep)/b], I, y E; son la intensidad y potencial del pico,
respectivamente, I la corriente en polarografia dc y b un parametro cuyo valor y
significado es el mismo que la pendiente del anilisis logaritmico de la corriente
continua,™** directamente relacionado con la cinética del proceso electrodico.
Los valores de I, y E; estan relacionados con los valores de E;/, y de I, segin la
relacion I-E siguiente:

E=E,, +b1n(ILI_I] [7]

La ecuacion [6] se corresponde con un pico voltamétrico simétrico con area
proporcional a la concentracién de sustancia reaccionante, H,O, y al ntimero total
de electrones que participan en el proceso electroquimico de oxidacién. Los picos
registrados en el estudio de la concentracién del perdxido (Figura 2) se describen
de manera correcta con dicha ecuaciéon hasta el valor del potencial del pico, e
incluso, para potenciales ligeramente superiores. Sin embargo, la oxidaciéon del
Hg provoca una marcada distorsion para valores de potenciales méas positivos al
potencial del pico, lo que repercute de manera notoria en la simetria de la curva.
Esta distorsion es mas pronunciada a concentraciones bajas de H,0,. El
parametro b se obtuvo mediante el ajuste de los resultados experimentales a la
ecuacién [6], especialmente en potenciales mas negativos al potencial del pico,
donde la curva no se ve afectada por la oxidaci6on del mercurio. Los valores
obtenidos fueron de 38-42 mV (Figura 3), correspondientes a un proceso
bielectrénico en el que la etapa determinante de la velocidad es la segunda
transferencia electronica.>**!

La adicién de una sustancia antioxidante a una disolucién 5-10* M de H,0,
genera una disminucion del area de la curva en funcién de la cantidad anadida.
Este hecho experimental es consecuencia de la capacidad del antioxidante para
actuar como captador de radicales e interaccionar con los radicales hidroperdxido
y anion superdxido, generados en las reacciones [2] y [3] respectivamente, para
dar los productos de reacciéon P y P’. El esquema de reaccion, de acuerdo a lo
expuesto, queda de la siguiente manera:
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H,0, HO; + H* (1]

HO; HO; + e” (2]

(3]

X1

HO;
AN & [3]
O._ kS P; [311]
2 +AO
05 0, + e (4]

Se pone de manifiesto la mayor complejidad del mecanismo en presencia de
antioxidante con respecto al mecanismo propio de la oxidacién del H,0,, lo que
hace necesario recurrir a la aproximacion de difusién convectiva y a las condiciones
del estado estacionario para descifrar las relaciones I-E para dicho proceso. Por
otra parte, las ecuaciones diferenciales resultantes de la aproximacién de la capa
de difusi6n de Nernst se han resuelto por el método de variables adimensionales,
aplicado tal y como se muestra en la literatura.”>?” Haciendo uso de dicha

aproximacion (Anexo 1), se establecieron las siguientes ecuaciones equivalentes:

A°/2 K,
AL S +1]+ksC [8]
A°—A° /2 [kz Ao J Ao
AO_A kl klkg 2
= = | 2L 4+ k3 |Cao + C 9
A-A°/2 {kz 3} A0 L ono (o]

donde Cxo es la concentraciéon del antioxidante, A y A° son las areas de pico
VPD en presencia y ausencia de antioxidante, respectivamente.

En el caso particular de una velocidad muy elevada de la etapa [3’], tal y
como se puede deducir en la ecuacion [8], las reacciones [3], [3”] ¥ [4] no
tienen lugar, lo que implica, a nivel experimental, un valor minimo del area
de pico registrado equivalente a la mitad del valor en ausencia de AO. Es
decir, la oxidacion del H,0, se corresponde con un proceso monoelectréonico
en lugar de con la oxidacion original bielectrénica. Por consiguiente, resulta

inviable obtener valores de disminucién de area superiores al 50% respecto al
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pico registrado en ausencia de AO (Figura 4), a causa de la existencia obligada

de la reaccidon [2] para producir el radical hidroperéxido. Esta situacién puede

ser alcanzada por un valor intrinsecamente elevado de kj, altas concentraciones
de AO o ambas simultineamente. Este proceso repercute activamente en el

aumento del parametro b, el cual ahora es cercano a 60 mV (Figura 3) y
caracteristico del tipo de ecuacién de un sélo electrén.!***

6.5 eoee Ajuste parametro b
0000 Curva experimental .o%
[
5.2 s %
(5108 M[H70)) %
3.9 [bl=1a2imV} %
E
2.6
1.3
—
0.0
T T T T T
-250 -200 -150 -100 -50
E/mV
3.0+ eeee Ajuste parametro b
0o0oo Curva experimental
)
2.3 %
X
'y
< [y
3 151 °%
_ N\
0.8
0.0

-250 -200 -150 -100

E/mV
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0000 Curva experimental m
$ ©
%
i ®
3.0 BATNICYH A
ol %
=1 [bIEI50/m V) ®
2 2.0 S
- @
%
k5
" x"%ﬁ
—
0.0 T T T T T T
-250 -200 -150 -100 -50 0
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2.0 ey
BTN, %
15|  9849%MCE %
= bEl60lm v/ 3%
3 %%
= %
1.0+ 4 M
0.5
0.0 | e

250 200 -150  -100

E/mV

Figura 3. Efecto de la concentracién de HC en la distorsion del pico de
oxidacion del H,0,. Medida del pardmetro b.

De acuerdo con la ecuacion [9], los datos experimentales se ajustan

satisfactoriamente a una funcién polinémica de segundo orden. En casos
concretos, como el del acido gilico, la curvatura de dicha funcién es mas
pronunciada (Figura 5), hecho que puede ser debido a la probabilidad de reaccién
de dos o més radicales de cada clase (HO; o O3 ) con una misma molécula de

galico, de este modo, las reacciones [3’] y [3”’] serian de tercer orden o superior.
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7.0 —0.05 mM H,0,
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Figura 4. Efecto de la concentraciéon de HC en la disminucion del area del

pico de oxidacién del H,O,.

En cualquier caso, a concentraciones de AO bajas, la disminucion del area de
pico de los voltagramas PD puede ser aproximada a una funciéon lineal, cuya
pendiente responde a la siguiente ecuacion:

m=—+k3 [10]

El analisis de este parametro contiene informacién acerca de la actividad de
captura radical del antioxidante a través de los valores de k; y ks, puesto que el
valor de k, corresponde a la oxidacién propia del H,0, y permanece constante
cuando los experimentos se realizan a pH 10.51 y a la temperatura de 25 + 0.1 °C.
Asi, un mayor valor de m, obtenido a partir de la representacion de la funcion area
(AF) con respecto a la Cao en mmol-L”, implica una mayor actividad antioxidante.

A? -A,

AF=_2L 781 [11]
A -A?)2

Dado que las Cao son muy pequenas en el rango lineal, éstas fueron
reemplazadas en las representaciones graficas por el volumen adicionado de AO

en uL, parametro directamente proporcional a la concentracién (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de disminucion del area del pico de oxidacién del
H,0,, parametro b y funcién area (AF) del GA y HC 5 mM. Determinacién

del parametro cinético m.

Un resultado alternativo al valor adimensional de la pendiente m es el
parametro 1,0, expresado en mL™, que se corresponde con la inversa del valor de
V10, expresado en pL, definido como el volumen de AO de una determinada
concentraciéon necesario para disminuir en un 10% el area del pico propio de la
oxidacién del H,0, en el electrodo de Hg en ausencia de antioxidante. Resulta
evidente que los valores de Vo pueden ser sustituidos por datos de concentraciones,
surgiendo asi otro parametro caracteristico, 1/Cyo, expresado en (mol/ L™
Cualquier seleccion de los distintos parametros descritos resulta til a la hora de
predecir la actividad antioxidante y de poder establecer comparaciones de las
capacidades de captura radical de los compuestos antioxidantes analizados.

Los resultados obtenidos para aquellos compuestos puros estudiados en el

Capitulo IV que presentaron actividad se muestran en la Tabla 1:
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Ve lal Mo [ m lal (1/Cyo) [l
Compuestos Acron.
/ul /mL?  /pLt /mM*
eugenol EU 39.1 25.6 13.5 51.2
carvacrol CC 56.3 17.8 7.5 35.5
cinamaldehido CI 60.7 16.5 6.8 33.0
timol TH 109.9 9.1 5.3 18.2
sesamol SE 173.6 5.8 3.2 11.5
3-hidroxicumarina HC 40.4 24.8 14.5 49.5
salicilaldehido SA 173.6 5.8 1.9 11.5
limoneno LI 429.2 2.3 1.8 4.7
geraniol GE 246.9 4.1 1.6 8.1
vainillina VA 113.6 8.8 2.6 17.6
4cido cinamico CA 151.8 6.6 2.8 13.2
2,5-dihidroxibenzaldehido ~ 2,5-BZ 89.3 11.2 3.8 22.4
2,4-dihidroxibenzaldehido  2,4-BZ 49.9 20.0 10.3 44.5
acido galico GA 22.0 45.5 23.0 91.1

Tabla 1. Valores promedio de Vg, pyg, my 1/Cyp.
[I1.C. = +1% del valor promedio. Cao = 5 mM.

Figura 6. Representacion grafica de los parametros Vo y ;0 tabulados.
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Figura 7. Representacion grafica de los parametros m y 1/C,, tabulados.

Relacién experimental de los resultados obtenidos para ambos parametros.

Los gréficos de diagramas de barras tridimensionales de las Figuras 6 y 7 se
han representado con la intencién de mejorar la visualizacion de los resultados de
la Tabla 1 y facilitar asi la comparaciéon de los mismos. Un analisis exhaustivo de
los resultados reflejo, en lineas generales, tendencias comparativas de las
actividades antioxidantes analogas a las obtenidas en el Capitulo IV para los
potenciales de oxidacion (Ep.) y el poder antirradical (ARP). No obstante, no
estan exentos de discrepancias o valores llamativos, tal es el caso del 2,5-BZ, el
cual presenta una actividad de captura de ROS inferior a su isémero 2,4-BZ, o
bien, de los compuestos CC y VA, ambos con valores similares de E, . y ARP, y que
ahora el CC presenta un valor de m tres veces superior a la VA. Estos hechos
pueden ser explicados teniendo en cuenta que el ARP mide la capacidad de
interaccion entre el correspondiente AO y el radical DPPH’, mientras que la nueva
metodologia electroquimica desarrollada, lo hace frente a ROS (HO; y O3 )
generadas durante la electrooxidacion del H,O,. El resultado es una medida mas
significativa que la anterior y de mayor utilidad real, al tratarse de radicales con
importante relevancia bioldgica en el estrés oxidativo.

La mayor sensibilidad del método electroquimico queda de manifiesto al
permitir la cuantificacibn de la actividad antioxidante de determinados
compuestos de baja actividad, tales como LI y GE, que no pudo ser determinada
mediante las metodologias aplicadas en el Capitulo IV.
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Valores elevados de p;o implican una alta actividad antioxidante. Se requiere
un volumen, Vi, inferior para alcanzar una disminucién de un 10% del area
propia del pico de oxidacion del H,0, sobre el EGM, es decir, un valor inferior de
concentracion, Cyg, lo que se traduce en valores superiores de su inverso (1/Cy),
relacionado de manera lineal con el valor del pardmetro m.

La relacion lineal que mantienen estos dos ultimos parametros para

disminuciones de area de pico del 10% responde a la siguiente ecuacion:

A|(_)_A|_ k1
—— = —=+k; |C 12
A [kz j o [12]

donde el término cuadratico de la Cao ha sido despreciado en la ecuacion [11].

A valores de disminucién de area del 10%, se cumple:
A =(9/10)-A° [13]

Sustituyendo en la ecuacién [12] y realizando la inversa de la misma:

9 1

—AY-ZA?

10 92 = m 1 = 4:% = %:4(%+k3j
AE—EAE’ (kiﬂchm (ki+k3]cm " :

Se obtiene la ecuacion lineal que relaciona el valor de m vs 1/Cy:

1 oam [14]
Cuo

La ecuacion [14] predice, de manera tedrica, la relacién existente entre los
parametros m y 1/Cy, ajustindose a los resultados obtenidos experimentalmente
recogidos en la Tabla 1. Como puede observarse en la Figura 8 hay una buena
correlacion entre ambos, con una pendiente muy proxima a la teorica (3.7). No
obstante, la existencia de una ordenada en el origen significativa parece indicar
que hay algin efecto adicional que no se ha tenido en cuenta, o que las
aproximaciones realizadas no son del todo correctas.
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Figura 8. Relacion lineal entre los parametros m y 1/Cyg.
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CAPITULO VI

ESTUDIO EXHAUSTIVO DEL PROCESO DE
ADICION DE ANTIOXIDANTE EN EL
MECANISMO DE OXIDACION DEL HZO2

SOBRE ELECTRODO DE Hg. DETERMINACION
DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN EXTRACTOS
ACUOSOS DE ESPECIAS
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La reaccion de oxidacion anoddica del H,0, se ha utilizado como investigacion
pionera en la determinacidén del caracter antioxidante de multitud de
compuestos presentes en alimentos.!"™ Recientemente, Gorjanovi¢, Potkonjak y
sus respectivos colaboradores, han desarrollado criterios polarograficos para

[l encontraron

determinar la actividad antioxidante.®® Suznjevi¢ y colaboradores
que la onda polarografica anédica del H,0,, observada en el EGM, es debida a
la oxidacién propia del Hg a Hg®" y a la posterior formacién de un complejo
mixto con iones HO; y HO™, de acuerdo con lo citado previamente por Kikuchi

y Murayama.[gl

Descrito el mecanismo teérico que responde a los voltagramas PD
registrados para determinados principios activos de especias y condimentos
pertenecientes a la familia de antioxidantes de bajo peso molecular, se
procede a su aplicaciéon en el estudio de mezclas antioxidantes de 2 y 3
componentes previamente analizados de manera individualizada en el
Capitulo IV; asi como en el andlisis de extractos acuosos de especias como el
orégano, el tomillo, la canela, el clavo de olor y la nuez moscada, ya que
albergan cantidades importantes de los principales antioxidantes estudiados
en sus respectivas composiciones.

2. ANALISIS DEL PROCESO ELECTROQUIMICO

Kikuchi y Murayama'® propusieron que la onda anédica del H,O, observada en el
EGM es debida a la oxidacién de Hg a Hg”" y a la posterior formacién de un

complejo mixto con iones HO; y HO™ :
Hg — Hg”* + 2e” [1]
Hg”* + HO; + HO® —— Hg(HO,)(HO) [2]
Suznjevi¢ y colaboradores evaluaron la formacién de este complejo mediante
titulacion del H,0, con HgCl, en disoluciones alcalinas. Sin embargo, si las
reacciones mostradas en el esquema anterior fueran consideradas como los tinicos

procesos que tienen lugar en sobre la superficie del EGM, la adiciéon de moléculas

antioxidantes no mostraria ningan efecto sobre la onda anddica observada, como
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CApiTULO VI

consecuencia de la no interaccién de los AO con los iones Hg”* en ausencia del
peréxido, al menos, bajo las condiciones experimentales adoptadas en los ensayos
polarogréficos y voltamétricos."” Se podria afirmar que los antioxidantes actian
reaccionando con el anién procedente de la disociacion del H,0, en medio basico
(pH 10.51), disminuyendo de esta manera la concentraciéon del complejo y, en
consecuencia, su correspondiente corriente limite polarogréafica o intensidad
del pico registrado en VPD; de esta forma, se puede correlacionar dicha
disminucién con la actividad antioxidante del compuesto adicionado. Esta
posibilidad teérica implicaria necesariamente la reacciéon del AO con el H,0,

en ausencia de mercurio (Figura 1):

20-
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Figura 1. Voltagramas ciclicos de disoluciones de SE 0.5 mM en
presencia de cantidades crecientes de H,0, 5.10° M.
Volumen celda 10 mL, pH 10.51.

La inexistencia de efectos relevantes sobre la onda registrada mediante VC,
utilizando como electrodo de trabajo un ECV, se ve reflejada en la constancia
de la intensidad del pico durante un periodo de tiempo de 30 minutos,
inclusive a concentraciones de H,0, diez veces superiores al antioxidante.
Este fenbmeno precisa considerar reacciones adicionales que expliquen la
disminuci6én de la onda de oxidacién del H,0, en presencia de AO. Dado que
lainteraccion entre AO y radicales resulta un hecho incuestionable, es necesaria
la presencia de radicales para poder explicarla. Por consiguiente, la Gnica
posibilidad recae en la formacién de radicales en el rango de potenciales del
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2. ANALISIS DEL PROCESO ELECTROQUIMICO

pico anddico del H,0, sobre el EGM. Es evidente que el electrodo de trabajo
debe desempefnar un papel importante en el proceso de electrooxidacion
asociado con la presencia de especies adsorbidas en su superficie, provocando
una disminucién del potencial de oxidacion del H,0, (AE de los procesos de
adsorcion). En consecuencia, seria necesario incluir las especies adsorbidas
en el mecanismo simplificado de la oxidacién anédica del H,0, expuesto en el
Capitulo V.

Otro enfoque posible es suponer que se generan radicales una vez formado
el complejo de Hg, probablemente, a través de transferencias electrénicas

intramoleculares:
Hg — Hg”** + 2e” [1]
Hg”* + HO; + HO® — Hg(HO,)(HO) [2]
Hg(HO,)(HO) — Hg + HO; + HO’ [3]

En ausencia de antioxidante, la reacci6on [3] debe producirse a nivel de
trazas, mientras que la adicion de AO en cantidades crecientes supondra un
desplazamiento del equilibrio de la dltima etapa hacia la formacion de los
radicales, como consecuencia de la interaccion con el AO y, por consiguiente,
un desplazamiento hacia la derecha del proceso global. En tal caso, la adicion
de AO conllevaria un aumento en la corriente de pico registrado en VPD, en
contradicciéon con los resultados experimentales obtenidos.

La oxidacion anddica del mercurio implica tanto iones Hg(II) como Hg(I)
en equilibrio con los complejos formados con los iones cloruros o bromuros

. sz [12
presentes en disolucion™

a valores de potenciales tan s6lo 0.1 - 0.2 V més
positivos que el pico de oxidacion analizado. Este comportamiento resulta
comun en los procesos redox que involucran iones metalicos donde las
transferencias de electrones son de un tnico electrén y el estado redox de los
iones aumenta o disminuye en una unidad.™® Por tanto, a raiz de lo citado,
parece razonable pensar que los iones Hg(I) se generan tras la primera
transferencia electrénica, posibilitando la existencia de las siguientes

reacciones:
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Hg — %Hg%+ + e [1’]
%Hg? 0% - Hg [2']
1 2 . 7
EHg{' 0 [{fd;- Hg + HO3 [2”]
Hg> + HO; + HO™ —= Hg(HO,)(HO) (3]

En este caso, la ausencia de AO implica que la reaccién [2”'] tenga lugar a
nivel de trazas; en cambio, su adici6on genera una interaccidon con el radical
HO3, producido en esta misma etapa. Es decir, disminuye la concentracién de
los iones Hg(I) necesarios para originar los iones Hg(II) y, en consecuencia,
la corriente de oxidacion registrada. Este proceso permite explicarlos resultados
experimentales obtenidos. En primer lugar, el area del pico en VPD disminuye
a medida que aumenta la concentracion de AO desde un valor correspondiente
a una transferencia bielectrénica (oxidaci6on del Hg a iones Hg(II) a través de
iones Hg(I), seguido de la formacion del complejo mixto) hasta el valor
caracteristico de una reaccién de transferencia monoelectrénica (oxidacién
del Hg a iones Hg(I), seguido por el radical HO> y posterior reacciéon con el
AO), es decir, hasta un valor del area de pico no inferior al 50% de la original.
En segundo lugar, la semianchura del pico cambia, desde el valor propio de
un proceso bielectronico, al valor correspondiente a un proceso que implica la
transferencia de un tnico electron (Capitulo V).

Al igual que en el capitulo anterior, las relaciones i-E, para el proceso
descrito, pueden obtenerse mediante el uso de la aproximaciéon de difusion
convectiva y las condiciones del estado estacionario, asi como la
aproximacion de la capa de difusion de Nernst. Sin embargo, las ecuaciones
asociadas a la corriente limite como funciéon de la concentracién de AO y las
constantes de equilibrio y velocidad de la reaccién [2”] resultan muy
complejas, siendo imposible su linearizaciéon. Es obvio que la velocidad de
tales reacciones debe aumentar a medida que se incrementan las constantes
de velocidad y, por consiguiente, la disminucién de la corriente limite, o bien,
del area del pico VPD, debe ser mayor a menor concentracion de AO.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

A raiz de lo expuesto, el enfoque realizado por Gorjanovi¢ y Potkonjak y sus

. 7-9
respectivos colaboradores”

parece apropiado para la evaluacion de la
actividad captadora de radicales de los AO estudiados. En estos trabajos se
utiliz6 la pendiente de la parte lineal de la curva obtenida, en la
representacion grafica del porcentaje de disminucién de la corriente
polarografica, frente a la cantidad de compuesto antioxidante individual o al
volumen de muestras antioxidantes complejas. Los resultados la acreditan
como la forma mas relevante y precisa de expresar la actividad antioxidante
de muestras con grandes diferencias de actividad. La VPD es una técnica
diferencial, lo que implica que el pardmetro proporcional a la concentraci6n
de la especie oxidada o reducida sobre la superficie del electrodo es el area de
pico.™ Al contrario de lo que ocurre con la corriente limite polarografica, la
intensidad de pico depende del mecanismo de reaccion, de la concentracion,
del pH, de la temperatura y de la fuerza idnica. Los cambios en la
semianchura del pico VPD, con la adicién de AO, implican cierto cambio en el
mecanismo oxidativo, asi, el cambio de intensidad refleja no sélo la
dependencia con la concentracion de AO, sino también este cambio en la
semianchura. Consecuentemente, el parametro seleccionado para el estudio
de la actividad antioxidante fue el area de pico VPD.

50 —2,5-BZ —EU HC 40 ——TH —SA Ll
—2,4-BZ —CC —CI VA ——SE —GE
—GA —CA
304
S S .
S 5 20
£ £
[a) [a]
X X 101 /
0- 0+
0 50 100 150 200 250 0 250 500 750 1000 1250 1500
uL AO uLAO

Figura 2. Disminucion del area de pico de los voltagramas PD de la
onda de oxidacién obtenida para una solucion 5.10* M H,0, sobre el

EGM tras la adicién de voliimenes crecientes de AO 5 mM.
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CApiTULO VI

La tasa de disminuciéon del area del pico VPD, como una funcién del
volumen (concentracién) de AO afiadido, no varia linealmente con la cantidad
de AO afiadida. No obstante, a pequefios porcentajes de disminucién se puede
usar la dependencia lineal como buena aproximacion, tal y como refleja la

Figura 3 para un porcentaje de disminucion del area del pico VPD del 10%.

30
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Figura 3. Disminuci6on del area de pico para concentraciones variables
de VA. Recuadro: representacion grafica de Vg vs concentraciéon de VA

para un 10% de disminucion.

Los graficos de la Figuras 2 y 3 permiten deducir que la dependencia de la
disminucion del area del pico registrado en los voltagramas PD para una
disolucion de H,0, sobre EGM es practicamente lineal a bajos porcentajes de
disminuciéon (<20%) y proporcional a la concentraciéon inicial de AO. Por
consiguiente, el valor de esta pendiente puede ser considerado como un criterio o
parametro adecuado en el analisis de la actividad antioxidante, de manera
analoga, a los parametros descritos en referencias bibliogréficas recientes.'*®

Los valores de las pendientes (m) obtenidas de los graficos, reflejados en la
Figura 2 para los distintos antioxidantes estudiados, se recogen en la Tabla 1.
Adicionalmente se muestran los parametros de actividad antioxidante utilizados

en capitulos anteriores:
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

, Mio0 1/C o
Compuestos Acron.] mlal L .. ARP [l Ep . (mV) L]
(mL™) b1 (mM™)
eugenol EU 0.259 25.6 51.2 5.0 411
carvacrol CcC 0.165 17.8 35.5 0.1 522
cinamaldehido CI 0.128 16.5 33.0 - 588
timol TH 0.080 9.1 18.2 0.8 529
sesamol SE 0.056 5.8 11.5 5.5 343
3-hidroxicumarina HC 0.250 24.8 495 - 763
salicilaldehido SA 0.053 5.8 11.5 - 860
limoneno LI 0.021 2.3 4.7 - -
geraniol GE 0.026 4.1 8.1 - -
vainillina VA 0.067 8.8 17.6 0.1 584
acido cinamico CA 0.059 6.6 13.2 - -
2,5-dihidroxi
2,5-BZ| 0.054 11.2 22.4 17.5 202
benzaldehido
2,A-dihidroxi_
2,4-BZ ]| 0.147 20.0 44.5 - 841
benzaldehido
acido galico GA 0.440 45.5 91.1 8.5 274
a-pineno o-PI 0.103 9.9 19.9 0.1 -
B-pineno B-PI | 0.035 4.3 8.6 - -

Tabla 1. Parametros de actividad antioxidante. (21 I.C = +1% del valor
promedio de m. 1 Cao = 5 mM. [1 1.C = 0.5% del valor promedio del ARP.
[ 1.C de los valores de Epa < +4mV.

Hasta el momento, en los Capitulos IV y V, la actividad antioxidante se ha
determinado mediante diversas metodologias y se han presentado los distintos
resultados obtenidos para compuestos antioxidantes individuales con una serie de
pardmetros diferentes. La correlaciéon existente entre los parametros m y Lo
(Figura 4) indica que ambos paradmetros presentan la misma clase de informacion
por lo que pueden ser utilizados indistintamente. Por el contrario, no se ha

encontrado una correlacion evidente entre los parametros ARPy 1/C10 E 2y 1/Ci.
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Figura 4. Correlacion entre los pardmetros m y pjo.

Conscientes del objetivo final de la investigacion, esto es, implementar la
metodologia electroquimica descrita sobre muestras reales, resulta necesario
avanzar en el estudio de la complejidad de las muestras a analizar, dado el elevado
numero y variedad de compuestos antioxidantes que presentan las muestras
reales en su composicion quimica. Afortunadamente, la metodologia electroquimica
aplicada, basada en la interacciéon del AO con el radical hidroperdxido, puede

extenderse facilmente a mezclas de “n” antioxidantes donde la reaccién [2”'], en la

@ .

que tiene lugar la formaciéon del radical HO3, consistiria en “n” reacciones
paralelas. Asi, y de manera previa al estudio de extractos acuosos de especias, se
procedio a establecer la actividad de captura radical de mezclas sintéticas de 2 y 3
componentes, constituidas por antioxidantes previamente analizados de manera
individualizada (eugenol, timol, sesamol, vainillina y limoneno), lo que
contribuyd, a su vez, a observar la existencia, o no, de sinergia antioxidante.

La seleccion de los AO presentes en las mezclas fue realizada en funciéon de
sus actividades antioxidantes. El resultado fue un conjunto heterogéneo de
compuestos con elevada, moderada y reducida actividad; asimismo, se
determinaron los valores de p;; de mezclas con rangos de concentraciones
variables (Tabla 2).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Mezcla eugenol® limonenol?! sesamoll?! timol@ vainillinal@l p;o (mL ™)

1 2.50 2.50 0 0 0 14.57
2 0 0.20 0 0.80 0 1.77
3 0 0.60 0 0.40 0 1.32
4 0 0.40 0 0.60 0 1.25
5 0 1.75 0 0 3.25 7.36
6 1.00 4.00 0 0 0 7.10
7 1.00 2.00 0 1.50 0 9.31
8 1.00 2.00 0 0 0 8.30
9 0 4.00 0 0 1.00 5.50
10 0 2.50 2.50 0 0 4.67
11 0.50 0 0.75 0.50 0 2.75

Tabla 2. Parametro p;ode mezclas de antioxidantes. 21 Concentracion de

antioxidante expresada en mM. P11.C. = £1% del valor promedio.

La capacidad antioxidante de las mezclas esta intrinsecamente relacionada con
las actividades de captura radical de los AO individuales que las componen. Sin
embargo, el grado de concentracion en el que se encuentra cada uno de ellos
puede resultar un factor crucial. Asi, un antioxidante con alta actividad como el
eugenol, presente en pequenas concentraciones, podria contribuir a la actividad
global de 1a mezcla en menor medida que un antioxidante de menor actividad, por
ejemplo, el limoneno, pero que estuviera presente en una concentracién mayor.

Dado que los valores de ;o para disminuciones de area del pico voltamétrico
del 10 % son proporcionales a la concentraciéon de AO, tal y como se refleja la
Figura 3, se normalizo el valor de ;o para cada antioxidante a una concentracion
de 1 mM, a partir de los valores recogidos en la Tabla 1 para una concentracion de
AO de 5 mM. Por tanto, se determinaron los valores tedricos de o para cada una

de las mezclas mediante la ecuacion [4].

= ZXCo ) )

Si se representan los valores de actividad antioxidante experimentales frente a

los valores teéricos de las mezclas analizadas (Tabla 2), p1o y 1io respectivamente,
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se deduce, a partir de la correlacion lineal obtenida, proxima a la unidad (1.1),
que dicho parametro es aditivo para la mayoria de las mezclas. Es decir, el valor
global del mismo para una mezcla de “n” componentes esta constituido por la
suma de los valores de ;o de los antioxidantes individuales que la componen bajo
las mismas condiciones experimentales de analisis. En cambio, las mezclas 8 y 9
presentan un valor de actividad antioxidante experimental superior al valor
tedrico calculado, lo que implica la existencia de efectos sinérgicos entre los
distintos antioxidantes que la componen. De manera opuesta, la mezcla 11

muestra un efecto antagonico significativo (Figura 5).

Los efectos sinérgicos se han considerado para aquellas mezclas en las cuales el
valor de la actividad antioxidante experimental supera al valor teérico en un 20%.
De manera analoga, se ha considerado que existen efectos antagonicos cuando el
valor de la actividad antioxidante experimental es como minimo un 20% inferior
al valor tedrico. Las situaciones intermedias se corresponden con efectos aditivos.
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12.5. @Efecto antagbnico &Q/
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Figura 5. Clasificacion de las muestras antioxidantes en base a la
presencia de efectos sinérgicos, aditivos o antagdnicos.

Dado que el nimero de experimentos es reducido y que las distintas mezclas
antioxidantes, a excepcion de dos mezclas terciarias, estin constituidas tan sélo
por dos componentes, la afirmacién de efectos aditivos, sinérgicos o antagbnicos
en mezclas de mayor complejidad de esta familia de compuestos antioxidantes
naturales de bajo peso molecular, resulta precipitada e indujo a la realizacion
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

de un estudio mas amplio y complejo basado en la aplicacion de disenos

experimentales (Capitulo VII).

Finalizado este primer estudio sobre mezclas sintéticas, se extendieron las
mediciones del parametro p;o a extractos acuosos de cinco especias: orégano,
clavo de olor, tomillo, canela y nuez moscada (Figura 6). Adicionalmente, se
determinaron sus valores de ARP por el método de captura del radical DPPH", asi
como el registro de sus respectivos voltagramas ciclicos, los cuales resultaron
complejos de analizar al presentar picos de oxidacién proximos que impedian, en
ocasiones, establecer un valor caracteristico del E,, , del extracto analizado.

20+
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Figura 6. Disminucion del area VPD de la disoluciéon 5-10" M H,0, con
la adicién de volimenes crecientes de disoluciones antioxidantes:
extractos acuosos de las especias estudiadas.

Los resultados obtenidos para los extractos acuosos analizados, asi como

sus principales antioxidantes y el porcentaje de abundancia relativo al aceite

esencial de cada uno de ellos, se ilustran en la Tabla 3:
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. Vio Mo Ws/102 ARP Antioxidantes
Especias 5 1 .. [14]
(L) (mL) (mg) (mg) principales
p-cimeno 12%
Orégano 23.1 43.3 4.6 21.8 timol 5%
carvacrol 49%
p-cariofileno 7%
Clavodeolor | 32.4 30.9 6.2 16.0 eugenol 83%
acetileugenol 8%
p-cimeno 27%
Tomillo 51.7 19.3 19.1 5.3 linalol 6%
timol 46%
p-cariofileno 5%
Canela 56.8 17.6 6.2 16.2 cinamaldehido 68%
eugenol 7%
a-pineno 21%
Nuezmoscada | 219.2 46 219 4.6 f-pineno 15%
sabineno 19%
terpinen-4-ol 4%

Tabla 3. Pardmetros antioxidantes Vg, t19, Wso ¥ ARP. Principales

antioxidantes presentes en los AE de las especias estudiadas.

En la Figura 7 se muestra la relacion entre los parametros pio y ARP. Como

puede verse, pese a que hay una buena correlaciéon en tres de los casos, en los

otros dos (tomillo y canela) esta correlacién no existe, de modo que los extractos

acuosos de especias aparecen como mas o menos reactivos frente a ROS que

frente al radical DPPH". De nuevo, esta aproximacién, que implica radicales

realmente generados en los organismos vivos, deberia reflejar mejor el caracter

antioxidante que las determinaciones cinéticas con radicales sintéticos, como el

ensayo de captura del radical DPPH" o de Trolox.
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Figura 7. Correlacion entre los pardmetros ARP y 139 de los extractos

acuosos de las especias estudiadas.

A raiz de los resultados obtenidos, en general, la secuencia de valores de
U0 esta relacionada con el contenido en antioxidantes de las distintas especias. No
obstante, es importante tener en consideracion que tales contenidos se
corresponden con sus respectivos aceites esenciales y no con sus extractos

14 s . , .z .
acuosos,™ por lo que éstos deben variar segtin el modo de extraccion aplicado.
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El sistema antioxidante del organismo humano es extremadamente complejo, no
sb6lo por el elevado nimero de compuestos y enzimas antioxidantes que lo
componen, sino por la existencia de una gran diversidad de interacciones entre
ellos.™ La accién realizada por un antioxidante en presencia de otros no
depende exclusivamente de su concentraciéon y reactividad hacia las especies
radicales, sino que esta influenciada por posibles interacciones con el resto de
antioxidantes adyacentes, traduciéndose, en miltiples ocasiones, en un efecto
final diferente al que se hubiera predicho para los mismos de manera
independiente.'**

Actualmente, existe un gran desconocimiento sobre la naturaleza de
muchas de estas interacciones. Incluso cuando son conocidos los efectos
resultantes de la combinacién de dos antioxidantes, la adiciéon de un tercero
hace que los efectos finales sean inciertos, requiriéndose un continuo estudio
sobre bases empiricas. Por consiguiente, con el fin de esclarecer de manera
exhaustiva la existencia de interacciones en mezclas sintéticas constituidas
por antioxidantes naturales previamente estudiados (eugenol, timol, sesamol
y limoneno) y haciendo hincapié en la biisqueda de efectos sinérgicos, se optd
por la realizacién de un disefo experimental factorial semi-completo con cuatro
variables independientes y tres niveles de significaciéon (-1, 0, +1) respecto de una
Unica variable respuesta. Este enfoque permite el estudio del total de las posibles
combinaciones existentes y sirve, ademas, para analizar el efecto del conjunto de
interacciones que tienen lugar entre las distintas variables independientes,
variadas de manera conjunta, en la respuesta analizada: la actividad antioxidante
global de las mezclas, determinada mediante el método electroquimico
desarrollado en el Capitulo VI. Esta metodologia se fundamenta en el estudio en
medio béasico de la disminucién de la onda anédica del H,O, sobre el EGM
(asociada a la oxidacién propia del Hg a Hg*" y a la posterior formacién de un
complejo mixto con iones HO; y HO™) en presencia de antioxidantes.
Asimismo, permite visualizar, a través de graficos tridimensionales de superficies
de respuesta, posibles efectos aditivos, sinérgicos o antagbnicos entre los
diferentes antioxidantes que componen las mezclas analizadas..
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2. EXPERIMENTAL

2.1. SELECCION DE ANTIOXIDANTES

El estudio sinérgico exhaustivo realizado mediante el desarrollo y ejecuciéon de un
disefio experimental (DoE) tiene como finalidad completar el estudio previo
descrito en el Capitulo VI sobre mezclas sintéticas binarias y terciarias. Este nuevo
estudio pretende establecer conclusiones con un mayor rigor acerca de las
distintas interacciones observadas.

Para abordar la investigacion se han elegido 4 de los 5 antioxidantes del
estudio sinérgico anterior (Capitulo VI), limoneno, eugenol timol y sesamol, todos
ellos seleccionados en funcion de sus respectivas actividades antioxidantes,
originando un conjunto heterogéneo de compuestos con elevada, moderada y
reducida actividad. La exclusion del 5° antioxidante responde fundamentalmente
a una cuestion estadistica, dado que el nimero de experimentos asociado a cinco
variables independientes, constituidas por cada uno de los antioxidantes
seleccionados a tres niveles de concentracién, es extremadamente elevado (3°).
Por consiguiente, se decidi6é excluir la vainillina dado que presenta gran similitud
en su actividad antioxidante con respecto al timol (valor de pi;o = 8.8 y 9.1,
respectivamente para una concentraciéon de AO de 0.5 mM), siendo éste tltimo
mas interesante al ser uno de los componentes presente en la tinica mezcla que
present6 efectos antagoénicos significativos.

2.2. ELECCION DEL RANGO DE CONCENTRACION

En referencia a las concentraciones empleadas (Tabla 1), el establecimiento de
tres niveles de significaciéon en el DoE reduce sustancialmente la variabilidad de
dicha variable con respecto a las presentes en las mezclas del estudio previo. El
rango de concentracidon existente entre los tres niveles varia desde la total
ausencia de antioxidante (-1), hasta el valor maximo asignado para cada uno de
ellos en funcién de su actividad (+1), siendo mayor para el antioxidante menos
activo, limoneno, y menor para el de mayor actividad, eugenol; sin olvidar el valor

intermedio de los mismos (0).
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Para evaluar las posibles interacciones sinérgicas o antagdnicas entre los distintos

componentes antioxidantes presentes en mezclas sintéticas, se realiz6 un disefio

experimental factorial semi-completo constituido por 45 de los 81 puntos

estadisticos que configuran el disefio factorial completo de 4 factores y 3 niveles

de significacién para cada uno de ellos (3*). La Tabla 1 ilustra los puntos

estadisticos seleccionados, asi como las concentraciones de los antioxidantes que

componen cada una de las muestras analizadas y los valores de actividad

antioxidante obtenidos experimental y teéricamente, 19 y 1l respectivamente.

Mezcla PllI,ltO. limoneno eugenol timol sesamol ot |t

estadistico| C/mM C/mM C/mM C/mM 10
1 (-1,-1,+1,-1) 0 0 1.5 0 27.8 | 343
2 |(-1,41,41,-1) 0 1.5 0 103.5 | 82.5
3 (-1,0,+1,0) 0 0.5 1.5 0.75 56.0 | 59.9
4 |(-1,+1,+1,+1) 0 1.5 15 | 12051 855
5 (-1,-1,+1,+1) 0 0 1.5 1.5 65.0 | 37.3
6 (-1,+1,0,0) 0 1 0.75 0.75 |111.0] 715
7 (-1,0,0,0) 0 0.5 0.75 0.75 296 | 474
8 (-1,0,0,+1) 0 05 075 1.5 44.4 | 48.9
9 (-1,0,0,-1) 0 0.5 0.75 0 39.8 | 45.9
10 (-1,-1,0,0) 0 0.75 0.75 21.2 23.3
11 (-1,-1,-1,-1) 0 0 0 0 0.0 9.3
12 |(1,+1,-1,-1) 0 1 0 0 48.1 | 57.5
13 (-1,0,-1,0) 0 0.5 0 0.75 346 | 349
14 |(-1,+1,-1,+1) 0 1 0 1.5 70.0 | 60.5
15 | (-1,-1,-1,+1) 0 0 0 1.5 18.7 | 12.3
16 (0,-1,+1,-1) 2 0 1.5 0 30.1 | 451
17 | (0,+1,+1,-1) 2 1 1.5 0 90.5 | 93.3
18 (0,0,+1,0) 2 0.5 1.5 0.75 79.5 | 70.7
19 (0,+1,+1,+1) 2 1 1.5 15 118.0 | 96.3
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20 | (0,-1,+1,+1)
21 | (0,+1,0,0)
22 (0,0,0,0)
23 | (0,0,0,+1)

0 1.5 1.5 49.5 | 48.1
1 0.75 0.75 98.5 | 823
0.5 0.75 0.75 69.0 | 58.2
0.5 0.75 15 65.8 | 59.7

24 (0,0,0,-1) 05 075 0 746 | 56.7
25 (0,-1,0,0) 075 075 | 300 | 341
26 | (0,-1,-1,-1) 0 0 0 10.1 | 201
27 | (0,+1,-1,-1) 1 0 0 75.0 | 68.3
28 (0,0,-1,0) 0.5 0 075 | 393 | 45.7
29 | (0,+1,-1,+1) 1 0 1.5 | 1030 713
30 | (0,-1,-1,+1) 0 0 1.5 273 | 231
31 |(+1,-1,+1,-1) 0 1.5 0 61.2 | 55.9
32 |(+1,41,+1,-1) 1 1.5 0 815 | 104.1
33 | (+1,0,+1,0) 0.5 1.5 075 | 704 | 815
34 |(+1,41,+1,+1) 1 1.5 15 | 1105 | 107.1
35 |(+1,-1,+1,+1) 0 1.5 1.5 59.4 | 58.9

0.75 0.75 945 | 93.1
0.5 0.75 0.75 82.5 | 69.0
0.5 0.75 1.5 93.0 | 70.5

36 | (+1,+1,0,0)
37 (+1,0,0,0)
38 | (+1,0,0,41)

A D b B PP DD P PP PR PR DE DN DNDNDNDNDNDNDNDNDDNDNDN

39 | (+1,0,0,-1) 05 075 0 68.5 | 67.5
40 | (+1,-1,0,0) 075 075 | 526 | 449
41 | (+1,-1,-1,-1) 0 0 319 | 30.9
42 |(+1,41,-1,-1) 0 0 945 | 79.1
43 | (+1,0,-1,0) 0.5 0 0.75 | 65.0 | 56.5
44 |(+1,41,-1,+1) 1 0 15 |116.0| 821
45 |(+1,-1,-1,+1) 0 0 1.5 47.8 | 33.9

Tabla 1. Experimentos del disefio experimental aplicado al estudio sinérgico

de mezclas antioxidantes sintéticas. [211.C. = +1% del valor promedio.

De acuerdo con los resultados descritos en el Capitulo VI (Figura 5) sobre el
estudio de mezclas sintéticas, se aprecia una gran similitud en la tendencia de los
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mismos, tal y como refleja la Figura 1. La correlacidon lineal de pendiente proxima,
a la unidad en ambos casos, induce a pensar en un efecto global aditivo de las
actividades antioxidantes individuales. Sin embargo, si se realiza un analisis
individualizado de las mezclas es posible apreciar efectos sinérgicos y antagonicos
resefiables. Ambos efectos han sido considerados inicamente en aquellas mezclas
cuyos valores de actividad antioxidante experimental superan o disminuyen en

mas de un 20% sus respectivos valores teéricos.
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Figura 1. Clasificacion de las mezclas antioxidantes del DoE en base a
la presencia de efectos sinérgicos, aditivos o antagobnicos.

Este capitulo pretende avanzar en el estudio de las interacciones entre los
distintos antioxidantes seleccionados méas alla del simple hecho de vislumbrar
evidencias experimentales de efectos sinérgicos y antagdnicos. Por consiguiente,
sobre el DoE establecido se han modelizado los parametros independientes
evaluados, permitiendo estimar los coeficientes del modelo matematico y la
identificacién de la significacién estadistica (parametros R* y F) de las variables
utilizando regresiéon polindmica entre dichas variables y la respuesta analitica
obtenida (Capitulo X, Anexo 2.1). El resultado es la obtencién del siguiente
polinomio de primer grado:

H10=64.0+30.1-EU+114-TH+11.3-L1+9.1-SE-8.7-LI-TI
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Siendo EU, TH, LI y SE las concentraciones normalizadas de eugenol, timol,
limoneno y sesamol respectivamente.

La ecuacion de respuesta obtenida presenta un coeficiente de determinacién
aceptable (R”>>0.95) y un valor alto del coeficiente de distribucién de Fisher-
Snedecor (F =33.69) con respecto a su valor critico tabulado (Fra» =2.61). Por
consiguiente, resulta extremadamente improbable que la relacién observada entre
las variables independientes sea producida por azar. La expresiéon matematica del
polinomio desvela, en primera instancia, una mayor contribucion del eugenol en
el valor final de la actividad antioxidante de las mezclas, aproximadamente, su
constante triplica a las obtenidas para el resto de antioxidantes. Timol y limoneno
presentan una influencia similar y ligeramente superior a la del sesamol, cuya
influencia estadistica es baja. En segunda instancia, destaca la existencia de un
término de caracter negativo dependiente del timol y limoneno, el cual genera una
disminucién de la actividad antioxidante global, inicamente en aquellas mezclas
donde coexisten ambos antioxidantes.

Si se analiza la influencia estadistica de las variables independientes,
antioxidantes, sobre la variable dependiente considerada, actividad antioxidante
global de la mezcla (Capitulo X, Anexo 2.2), es posible representar graficamente,
de manera muy visual, la variacién de la actividad antioxidante en funcién de las
concentraciones normalizadas de los antioxidantes implicados en las distintas
mezclas del DoE; esto permite, a su vez, ponderar las influencias relativas, en
porcentajes, para cada uno de los antioxidantes sobre dicha variacion media de la

actividad antioxidante (Figura 2).

eugenol limoneno

75

22T

25
— 1o

Figura 2. Variacion de la variable dependiente en funcion de las
variables independientes normalizadas. Influencia, en %, de los

antioxidantes sobre el valor de ;o en el conjunto de mezclas del DoE.

Los resultados muestran una influencia relativa del 45.1% para el eugenol,

12.6% y 12.4% para el timol y el limoneno respectivamente y un 8.5% para el
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antioxidante de menor influencia, el sesamol. Los datos estan en concordancia
con los valores matematicos asociados a las constantes polinémicas iniciales
obtenidas para cada uno de los antioxidantes mencionados. A priori, resulta
relativamente logico pensar que el compuesto con mayor actividad antioxidante
individual presente la mayor influencia en el valor final del parametro p;,, tal es el
caso del eugenol; no obstante, igualmente 16gico seria pensar el caso opuesto y, es
ahi, cuando se aprecia que el limoneno, pese a ser el menos antioxidante de los
cuatro compuestos que componen las distintas mezclas, presenta una influencia
similar al timol, e incluso, superior al sesamol.

Si se representa el valor caracteristico de pyo de cada uno de los antioxidantes a
una concentracion de 0.5 mM y, de manera conjunta, la variacion producida sobre
dicha variable para cada antioxidante (a la misma concentracion) ejercida por el
total de las combinaciones del resto de componentes de las distintas mezclas del
DoE (Figura 3), se comprueba que el compuesto con mayor contribucién en el
valor de p;o de la mezcla, el eugenol, es quien sufre una menor variaciéon asociada
a la modificacion de las concentraciones del resto de antioxidantes; este resultado
es muy similar para el resto de componentes de las mezclas disefiadas (Figura 4).
Finalmente es el sesamol, el cual presenta un valor de ;o superior al limoneno, el
componente ligeramente menos influenciable por el resto de antioxidantes.

30 120
»s 100
20 80
60
15
40
10
20
5 -0
0 n1o (mezcla)
eugenol ; 1o (individual)

limoneno

sesamol

Figura 3. Actividad antioxidante individual, Cao = 0.5 mM (azul).
Variacion de la influencia total de las interacciones ejercidas por el resto
de componentes sobre el conjunto de mezclas del DoE (verde).
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Figura 4. Influencia, en %, sobre la actividad antioxidante individual
(Cao = 0.5 mM) asociada a las interacciones del resto de componentes
sobre el conjunto de mezclas establecidas en el DoE.

Los datos cuantitativos de la influencia individual de los antioxidantes
presentes en las mezclas del DoE sobre la actividad antioxidante global y sobre
coémo son de influenciables por el resto de componentes, aportan informacion
relevante, pero poco visual, sobre las interacciones existentes debido a la
presencia conjunta de los mismos. La metodologia de superficie de respuesta
(MSR), introducida por Box y Wilson,™ consiste en la utilizacién de un conjunto
de técnicas estadisticas que permiten analizar y modelar la manera en la que la
actividad antioxidante de las diferentes mezclas es influenciada por la presencia
de EU, TH, LI y SE de manera visual a través de la representaciéon grafica
tridimensional de superficies de respuestas. Este método persigue encontrar las
posibles combinaciones de ellos que maximice, o bien, minimice el valor del
parametro ;o con respecto al obtenido teéricamente, es decir, que permita
identificar las mezclas donde hay presencia de efectos sinérgicos o antagénicos

respectivamente.

El ajuste y el analisis de una superficie de respuesta se facilita, en gran medida,
con la eleccion apropiada del DoE. En este estudio concreto, un disefio de ajuste
de modelos de segundo orden que consta de tres niveles para cada factor, otorga
rotabilidad al disefio y es una propiedad fundamental cuando se desconoce la
localizacion del punto (mezcla) 6ptimo de mayor sinergia. Asi pues, tiene sentido
utilizar este tipo de disefo ya que proporciona estimaciones precisas en todas las
direcciones. En cambio, el diseho de ajuste para los valores de actividad

antioxidante tedricos, definidos en el Capitulo VI como el sumatorio de los py
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individuales por la concentracion de los antioxidantes presentes en las mezclas, se
corresponde con un modelo de primer grado, dando como resultando un
polinomio que presenta la siguiente ecuacién:

Uio=58.2+24.1-EU+12.5-TH + 10.8- LI + 1.5-SE

donde EU, TH, LI y SE son nuevamente las concentraciones normalizadas de
eugenol, timol, limoneno y sesamol, respectivamente.

La Figura 5 muestra la superposicion de las superficies de respuesta originadas
a partir de los polinomios tedrico y experimental para las distintas combinaciones
de los antioxidantes presentes en las mezclas establecidas en el DoE realizado:
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Figura 5. Efectos sinérgicos y antagénicos observados en las distintas
combinaciones de los antioxidantes presentes en las mezclas del DoE.

Los resultados muestran una tendencia similar cuando se combina el eugenol,
compuesto de mayor actividad antioxidante, con el resto de antioxidantes, timol,
limoneno y sesamol. Los mayores efectos sinérgicos se obtienen en las mezclas
correspondientes a los valores normalizados medio-alto de eugenol con los
valores medio-alto en los casos de limoneno y sesamol y para todo el rango de
valores normalizados de timol. Los efectos antagbnicos, inexistentes en la
combinacion eugenol-timol, se observan para los valores normalizados bajos de
eugenol y bajos de limoneno y sesamol respectivamente. El mayor efecto sinérgico
se alcanza en las mezclas donde estan presentes eugenol y sesamol en sus
concentraciones mas elevadas, donde se ve incrementado el valor de actividad
antioxidante en 23.9 unidades (28.5%). Por el contrario, el efecto antagoénico
superior se obtiene en la combinacion eugenol-limoneno, donde disminuye la
actividad antioxidante en 7.8 unidades (33.5%). Las combinaciones del resto de
antioxidantes de menor actividad (timol, sesamol y limoneno) presentan efectos
sinérgicos y antagbénicos inferiores, los cuales oscilan entre un 20.2 - 26.3% y un

8.6 - 11.8% respectivamente.

Centralizando el estudio en los efectos sinérgicos, las mayores contribuciones
sinérgicas tienen lugar con la presencia de eugenol en la mezcla. La Figura 6
representa la superficie de respuesta tedrica y experimental para todas las
posibles combinaciones de los antioxidantes estudiados para los los 3 niveles
normalizados de concentraciéon del eugenol.
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Figura 6. Influencia de la concentracién de eugenol en la actividad
antioxidante global de mezcla.

Los resultados obtenidos presentan una tendencia similar con independencia
de los componentes antioxidantes combinados con el eugenol. Para los valores de
concentracién normalizados de eugenol medio e inferior (Vn 0 y -1) se observan
efectos sinérgicos y antagbénicos, mientras que para el valor normalizado superior
(Vn +1) tan sélo se aprecian efectos sinérgicos. El aumento de la concentracién de
eugenol eugenol en las distintas mezclas estudiadas lleva asociado un aumento
progresivo no proporcional de la sinergia global, acompanado de una disminucién
de los efectos antagbnicos, los cuales son inexistentes en los niveles de
concentracién superior.

175




CariTuLo VII

Esta sinergia con el resto de antioxidantes debe estar relacionada con los
mecanismos de oxidaciéon y la posibilidad de interaccion de los radicales
generados. Probablemente, los radicales intermedios de la oxidacion del eugenol
acttien activando la produccién de radicales del resto de los antioxidantes, lo cual
les permite captar con mayor eficacia las ROS generadas en la oxidaciéon del
Hg/H,0,.

La elucidacion de los mecanismos de oxidacion de los antioxidantes debe, por
tanto, ser muy 1til para la interpretacion de estos resultados.
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Elmétodo electroquimico desarrollado enlapresente Tesis halogrado excelentes
resultados en el analisis de actividad antioxidante de compuestos puros en
medio hidroetanoélico, tanto de manera individualizada como formando parte
de diversas mezclas sintéticas.””! Durante el transcurrir de la investigacion,
también se han obtenido resultados satisfactorios para extractos acuosos de
especias y condimentos, principales fuentes alimentarias de los compuestos
puros antioxidantes previamente analizados. Asi pues, con la finalidad de
justificar la validez del método sobre muestras reales, el presente capitulo
abarca el estudio de actividad antioxidante de muestras con un interés
alimentario relevante: extractos acuosos de té e infusiones comerciales, los
cuales tienen una elevada complejidad en cuanto al namero y diversidad de
los compuestos antioxidantes que presentan.

La actividad antioxidante caracteristica de los tés e infusiones se debe
principalmente a los compuestos polifenélicos presentes en su composicion,
fundamentalmente flavan-3-oles, los cuales representan mas del 90% de los

flavonoides presentesenel té,”

siendolas catequinas sufamiliade antioxidantes
mas influyente: (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG), (-)-epicatequina-3-galato
(ECG), (-)-epigalocatequina(EGC), (-)-epicatequina (EC), (-)-galocatequina (GC)

y catequina (C).B'e]

2. RESULTADOS Y DISCUSION
2.1. APLICACION DE LAS TECNICAS ELECTROQUIMICAS

2.1.1. VOLTAMETRIA CiCLICA

La voltametria ciclica puede proporcionar una medida rapida de los polifenoles
facilmente oxidables presentes en el té e infusiones.”® Los potenciales de
oxidacidon registrados mediante VC de las muestras de té e infusiones analizadas
reflejaron una actividad antioxidante resenable, siendo superior a las obtenidas
para la gran mayoria de los compuestos puros analizados en el Capitulo IV.

Las caracteristicas electroquimicas de las principales catequinas presentes en

el té manifiestan una facil oxidaci6on en un rango de potencial de 50 a 300 mV
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(vs Ag/AgCl)."**™ Las galocatequinas, compuestos con tri-hidroxi sustitucién
del anillo B de la estructura flavan-3-ol (pirogalol), tienen potenciales formales de
74 a 109 mV, oxidandose aproximadamente 100 mV antes que las catequinas que
poseen un grupo catecol (orto-difenol), o bien, un grupo galato, cuyos potenciales
formales oscilan de 165 a 188 mV. La EGCG contiene un grupo pirogalol y un
grupo galato, por lo que produce picos en ambos rangos potenciales; en cambio, la
ECG presenta un grupo catecol y un grupo galato, generadores de una respuesta
voltamétrica alrededor de 200 mV.”' Este segundo pico que presenta la onda
voltamétrica es causado, ademas, por la oxidaciéon de flavonoides como la rutina,
la quercitina y la dihidroquercitina."” No obstante, su contribucién resulta

insignificante debido a la baja concentracion en la que estan presentes en el té.**!

6.0n —EGCG 5,09 —Té "antioxidante"
Té blanco
——Té verde
2.54
3 3
0.0 /
2.5 B
0.1 0.0 0.1 0.2 03 0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E/V E/V
3.75 —Salvia 3,757 —Frutal M-C Manzanilla
—— "Respir" ——Frutal V-C ——Rooibos
2,504 ——Menta poleo 2,504 —Térojo —Tila
—Té negro
1.25 1.25
= 0.00 = 0.00-
-1.254 -1.25-
-2.50- C -2.50- D
T T T T 1 T T T T 1
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E/V E/V

Figura 1. Voltagrama ciclico de EGCG 0.05 mM (A)m y de extractos
acuosos de tés e infusiones (B, C, D) apH=7.0yv=0.1 Vs™
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

Si se compara el voltagrama ciclico de la EGCG adquirido de la referencia
bibiografica [3] con los obtenidos en la presente Tesis para las muestras de té
verde y té blanco, se observa una gran similitud (Figura 1A y 1B). Este hecho se
debe a que las EGCG son las catequinas mas abundantes presentes en ambos
tés." El té “antioxidante”, compuesto por un 35% de té blanco, un 30% de té
verde y un 30% de té rojo, presenta gran similitud en la morfologia y una menor
intensidad en la respuesta voltamétrica, tal y como es de esperar segin su
composicion. En el caso concreto del té negro, la onda registrada presenta un
dnico pico proximo a los 200 mV. El primer pico desaparece como consecuencia
de la oxidaci6on del grupo pirogalol de las catequinas y su condensaciéon debida a la
accion de la polifenol oxidasa en el proceso de fermentacidén, que origina la
formacion de terubiginas y teaflavinas. Las EGCG son minoritarias en el resto de
muestras de té e infusiones analizadas, por lo que la respuesta voltamétrica esta
relacionada con el conjunto del resto de catequinas presentes en cantidades

menores (Figura 1Cy 1D).

Los valores del potencial e intensidad de los picos de oxidacién obtenidos
son muy similares, por lo que resulta relativamente complejo establecer un
orden comparativo de las actividades antioxidantes de los distintos extractos
acuosos analizados mediante VC.

2.2.2. METODOLOGIA DESARROLLADA BASADA EN LA VOLTAMETRIA DE PULSO
DIFERENCIAL

El método electroquimico VPD desarrollado evalta el efecto global del
conjunto de los antioxidantes sobre la senal del sistema H,0,-Hg, puesto que
es capaz de solventar el problema comparativo a nivel de resultados existente
en la VC. Asimismo, es capaz de asignar un valor de actividad antioxidante a
aquellas infusiones cuyos picos de oxidacién voltamétricos son casi inexistentes,

manzanilla y tila, entre otros (Figura 1D).
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Figura 2. Determinacion de la actividad antioxidante mediante VPD

de tés e infusiones comerciales.

La Figura 2 muestra la disminucién de la intensidad, registrada mediante
VPD, de la onda ané6dica del complejo Hg(HO,)(HO), generada a partir de
una concentraciéon patrén de H,0, de 0.05 mM, al anadir cantidades crecientes
de antioxidantes: extracto acuoso de té verde, té rojo, infusién de rooibos e
infusion frutal de vainilla y ciruela.

2.2. CONTRASTE DE LA METODOLOGIA ELECTROQUIMICA DESARROLLADA CON EL
ENSAYO DE CAPTURA DEL RADICAL DPPH’

La EGCG presenta una alta capacidad de captacion del radical DPPH"."™ Los
resultados obtenidos para los extractos acuosos de té verde y té blanco pueden ser
asociados con el elevado contenido en EGCG. Sin embargo, pese a la diferencia
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

en el nimero de grupos hidroxilos presente en su estructura con respecto a otras
catequinas como EGC, ECG y GC, sus actividades de captacién de dicho radical
son similares."”) Este hecho, en relacién con su contenido en la composicion del té
negro y té rojo,™® permite justificar la proximidad del resultado obtenido en el té

(6]

negro respecto del té verde y del té blanco,™ asi como el valor inferior del té rojo y

del resto de tés e infusiones analizadas con cantidades de catequinas muy
inferiores.

Los resultados de la actividad antioxidante obtenidos mediante VPD, a
través del ensayo de captura del radical DPPH" para el conjunto de tés e

infusiones estudiados, se recogen en la Tabla 1.

H,0, [2! DPPH" [b]
Té/Infusion Acroén.,
V3o (ML) Mo |Wso/ 10° (mg) ARP (mg‘l)

Blanco TB 41.2 243.0 8.1 123
Verde TV 38.8 258.0 8.8 114
Rojo TR 66.0 151.5 25.9 3.9
Negro N 62.7 159.4 8.8 114
Rooibos Ro 136.4 73.3 30.5 33
Respir Re 80.2 124.7 18.5 5.4
Antioxidante TA 43.0 232.3 10.3 9.7
Frutal Vainilla-Ciruela FVC 272.8 36.7 97.7 1.0
Frutal Manzana-Canela FMC 345.3 29.0 185.2 0.5
Manzanilla Ma 227.1 44.0 87.6 1.1
Menta Poleo MP 61.0 163.9 18.9 53
Tila Ti 58.2 171.9 59.9 1.7
Salvia Sa 213.6 46.8 14.3 7.0

Tabla 1. Parametros antioxidantes Vi, Hio, Wso y ARP obtenidos para
los extractos acuosos de los tés e infusiones comerciales analizados.
[IT.C. = + 1% del valor promedio de .

[bIT.C = 0.5% del valor promedio del ARP.
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Las mayores actividades antioxidantes se han obtenido para los extractos
acuosos de té verde y té blanco, hecho que coincide con los resultados
adquiridos en VC. Las infusiones frutales y de manzanilla, por el contrario,

registraron los menores valores de actividad antioxidante!” (Figura 3).

250 Eio | 25
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Figura 3. Actividad antioxidante (u;0 y ARP) de extractos acuosos de
tés e infusiones analizadas.
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Figura 4. Correlacion débil entre los pardmetros pyo y ARP para los

extractos acuosos de tés e infusiones analizadas.
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De manera similar a como sucedi6 en el estudio de compuestos antioxidantes
puros, no existe una correlacion total entre los resultados obtenidos por las
distintas técnicas de analisis de actividad antioxidante para los extractos

acuosos delas muestras de té e infusiones analizadas en este capitulo (Figura 4).

Adn cuando las medidas de pjo, para la mayoria de los extractos estudiados,
presentan una buena correlacion con los valores de ARP, hay algunas excepciones.
En primer lugar, la tila presenta un valor de p;p muy elevado con respecto al
teodrico esperado por la correlacion. Es decir, el extracto de tila en el ensayo de
H,0,-Hg tiene propiedades antioxidantes comparables a la menta poleo o al té
rojo, cuando por los valores de ARP deberia estar en el grupo de la manzanilla o
las infusiones frutales. El té negro, por el contrario, presenta también un valor
muy similar de pyo cuando las medidas de ARP indican que deberia situarse en el
grupo de los otros tés (blanco, verde y el denominado antioxidante). El ensayo de
H,0,-Hg permite afirmar que la actividad antioxidante del té negro es
significativamente menor que la del resto debido, posiblemente, a la oxidacién del
grupo pirogalol de las catequinas y su condensacion en el proceso de fermentacion,
lo que origina la formacion de terubiginas y teaflavinas (afirmacién que no puede
hacerse a partir de las medidas de ARP). Por tltimo, la salvia que, aparentemente
estaria entre los compuestos con actividad antioxidante media-alta segtin su ARP,
se incluye por su o en el grupo de la manzanilla y las infusiones frutales de muy
baja actividad antioxidante en comparacion con el resto.

Las diferencias obtenidas con los dos tipos de medidas se debe a que
ambas técnicas estudian el comportamiento antioxidante con base en la
captacion de radicales diferentes. El ensayo aqui propuesto se relaciona con
la reactividad frente a ROS (radicales O3 y HO3) y no frente a un radical
sintético y de gran tamafio inexistente en los organismos vivos. Por ello, esta
metodologia permite establecer medidas més acordes con el efecto in vivo de

los antioxidantes.
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CONCLUSIONES

1. La actividad antioxidante de principios activos de especias y condimentos
pertenecientes a la familia de antioxidantes de bajo peso molecular, se
determiné mediante voltametria ciclica. Los potenciales de oxidacion, Ey,,
proporcionan informacién especifica sobre la capacidad reductora de los
compuestos, presentando una fuerte correlacion con los valores de ARP
obtenidos en el ensayo de captacion del radical DPPH’. La correlacion
establecida permite la aplicacion de la técnica electroquimica de la VC como
alternativa viable y eficaz a la metodologia espectrofotométrica tradicional en
el estudio de actividad antioxidante.

2. El estudio sobre la influencia del pH, la concentraciéon de antioxidante y la
velocidad de barrido sobre la respuesta voltamétrica permiti6é establecer
las condiciones experimentales 6ptimas de medida: pH = 7.0,v=0.1V-s'y
Cao = 5-10* M. Valores bajos de E,, se relacionan con altas actividades
antioxidantes. El potencial de oxidacién estid asociado con la estructura
quimica electronica del antioxidante: la presencia de multiples grupos
hidroxilo y conjugaciéon quimica, asi como disponer de sustituyentes alquilo
y/o alcoxi en posiciones orto/para y/o sustituyentes carbonilicos en meta
producen una gran disminucién en los valores del E; ,.

3. En base a los resultados de E; , y ARP obtenidos del conjunto de principios
activos de especias y condimentos analizados, se estableci6 un valor limite
del potencial de oxidacién de 0.56 + 0.09 V. Compuestos con un E;, inferior
mostraron una actividad antioxidante relevante. En cambio, aquellos con
potenciales superiores no presentaron valor de ARP significativo, resultaron
inactivos en el ensayo de captacion del radical DPPH' y actuaron como
moléculas prooxidantes.

4. El desarrollo de una nueva metodologia electroquimica basada en la
voltametria de pulso diferencial ha obtenido excelentes resultados en el
analisis de la actividad antioxidante de compuestos puros en medio
hidroetanolico; esto posibilita el estudio de la capacidad antioxidante de
captacion de los radicales O3 y HO;, de interés bioldgico implicado en el
estrés oxidativo. Dicha metodologia se fundamenta en la formaciéon de un

complejo de mercurio, Hg>*, con HO; y HO™, aniones generados durante
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el proceso electrooxidativo del H,0, sobre el EGM a pH 10.51. La
cuantificaciéon del porcentaje de disminucién de area del pico de VPD del
complejo, a medida que se adicionan concentraciones crecientes de
antioxidante, permite una determinacion rapida, reproducible y precisa de
laactividad antioxidante de los principios activos de especias y condimentos,
asi como de mezclas sintéticas cuaternarias de los mismos. Asimismo, otra
ventaja del método es la de asignar valores de actividad antioxidante,
mediante diversos parametros correlacionables, a compuestos que no
presentaban valores significativos del E; . y ARP.

5. Se observaron evidencias significativas de efectos sinérgicos y antagdnicos
en diversas mezclas sintéticas antioxidantes establecidas por un disefio
experimental factorial de 4 factores (limoneno, eugenol, timol y sesamol)
vy 3 niveles de significacion (concentracién) para cada uno de ellos. El
analisis de la influencia estadistica de las variables independientes,
antioxidantes, sobre el valor de pjo, obtenido mediante el andlisis de
actividad antioxidante por VPD, permiti6 establecer la influencia relativa
de cada uno de ellos en el valor final de mezcla, donde el limoneno,
antioxidante de menor actividad, presenté mayor influencia (12.4%) que
el sesamol (8.5%) y muy proxima al timol (12.6%), ambos con mayores
actividades antioxidantes individuales. El eugenol, significativamente méas
activo que el resto, present6 la mayor influencia (45.1%) en el valor de pq
de las mezclas que lo contenian.

6. El mayor efecto sinérgico se alcanza en las mezclas donde estin presentes
eugenol y sesamol en sus concentraciones mas elevadas, incrementandose el
valor de la actividad antioxidante en un 28.5%. Por el contrario, el efecto
antagoénico superior se obtiene en la combinacién eugenol-limoneno, donde
disminuye la actividad antioxidante en un 33.5%. Las combinaciones del resto
de antioxidantes de menor actividad, timol, sesamol y limoneno, presentan
efectos sinérgicos y antagonicos inferiores, los cuales oscilan entre un 20.2 -

26.3% yun 8.6 - 11.8%, respectivamente.

7. La implementacion del método electroquimico VPD sobre muestras reales
de mayor complejidad antioxidante, extractos acuosos de especias, tés e
infusiones comerciales, ha logrado excelentes resultados al permitir evaluar
el efecto global del conjunto de los antioxidantes sobre la sefial del sistema
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H,0,-Hg. Asimismo, es capaz de asignar un valor de actividad antioxidante
a infusiones cuyos picos de oxidacion voltamétricos son casi inexistentes,
manczanilla y tila, entre otros.

Las diferencias entre los valores no correlacionables de los parametros
y ARP, obtenidas con las dos metodologias aplicadas, se deben a que
ambas estudian el comportamiento antioxidante en base a la captacién de
radicales diferentes. El ensayo electroquimico propuesto en esta Tesis
Doctoral se relaciona con la reactividad frente a ROS (radicales O3 y HO3)
y no frente a un radical sintético y de gran tamafio (DPPH") inexistente en
los organismos vivos. Por ello, esta metodologia permite establecer medidas
més acordes con el efecto in vivo de los antioxidantes.
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1. DEDUCCION TEORICA DE LAS RELACIONES I-E

1. DEDUCCION TEORICA DE LAS RELACIONES I-E DEL MECANISMO DE OXIDACION DEL
H,0, EN EL EGM EN PRESENCIA DE ANTIOXIDANTE

En este apartado se describird someramente la metodologia para deducir las
ecuaciones i-E correspondientes al esquema de oxidacion del H,0, en presencia
de AO. Resulta conveniente esclarecer previamente ciertos puntos con el fin de
facilitar el posterior anélisis deductivo. Por consiguiente, consideraremos
inicialmente un proceso electrodico simple, sin etapas quimicas ligadas a él:

A+ne” D_ﬁ[j* B [1]
2

Para las concentraciones Ca y Cp, o cualquier combinacion lineal de
concentraciones que no dependa de ninguna reaccion quimica, C, la ecuacion de
difusion lineal convectiva desde, o hacia un electrodo plano que se expande, es en

. . cs . [1-4
ausencia de mlgracmn:[ ]

2
ot 0°x? 3t ox

siendo t el tiempo, x la distancia al electrodo y D el coeficiente de difusion.

La resolucion de la ecuacion [2] requiri6 la utilizaciéon de la aproximaciéon de

estado estacionario, esto es, (dc/0t) = 0, y de la aproximaciéon de la capa de

difusién lineal de Nernst, resultando:™*

C1ex x?
y—g_.[o eXp(_3Dt]dX [3]

siendo & = (31Dt/7)"? el espesor de la capa de difusion en polarografia.

El rango de variabilidad de la distancia reducida y, en términos estrictamente
matematicos, su recorrido, es el intervalo [0,1]. Este se corresponde con el
intervalo [0,0] de la variable x. Se empleara también las concentraciones
reducidas, esto es, el cociente entre C y su valor en el seno de la disolucion, C°:

c=C/Co (4]

De esta forma, ¢ presenta una variaciéon anéloga entre cero y uno y, por tanto,
la ecuacion diferencial queda de la siguiente manera:

2
dc=0

& [5]
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Llamando C° a la suma de las concentraciones de A y B en el seno de la
disolucibén, a = Ca/C° y b = Cp/CP°, para la reaccién que nos ocupa se tiene que, en
la superficie del electrodo, los flujos estan relacionados con la corriente faradica

E%J = —[@] = L =1 [6]
dy 4=0 dy y=o Ip

donde ip=nFAC?°/9, F es la constante de Faraday y A es el area del electrodo.

mediante la ecuacion [6]:

Integrando las ecuaciones de flujo se llega facilmente a las siguientes
expresiones validas en la superficie del electrodo (o sea, y=0) y de acuerdo con las

aproximaciones realizadas: I = 1-a; I=Db.

Por otra parte, la ecuacion de Butler-Volmer con nuestras variables queda:

I=Xe(a-b0) (7]
d k?é’exp(‘anFSr_E )j .
1 A = LRl = Y g go X
siendo, A; D D y 8 exp{RT(E E )}

A partir de estas expresiones es posible obtener la relacion i-E-t. Cuando la
especie a considerar participa en una o varias reacciones quimicas homogéneas, es
necesario incluir un término que de cuenta de ello en la ecuacion de transporte de
masa. Si las reacciones involucradas son de primer orden, los términos
adicionales correspondientes estan formados por el producto de la constante de
velocidad, k;, por la concentracion de especie, Ci. En nuestro sistema de variables
adimensionales efectuaremos el siguiente cambio:

Ai :—ki 8
- (8]

De esta manera, si el proceso se encuentra complicado con una reacciéon
quimica en la que interviene, por ejemplo, la especie A, se tiene que:

d’a _

a7 +Aa [9]

donde los signos positivo y negativo indican la apariciéon y desapariciéon de A,
respectivamente.
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En los casos particulares en los que las reacciones no son extremadamente
rapidas o extremadamente lentas, para las especies que participan en reacciones
quimicas y de transferencia, puede ser utilizada la aproximacién del espesor de la

.z 1-4
capa de reacc1on,[ ]

en la que se supone que el equilibrio quimico esta desplazado
sblo en un espesor r mucho menor que el espesor de difusion. Asi pues, a valores
de x > r se establece el equilibrio quimico y el transporte se realiza inicamente por
difusion; a distancias al electrodo menores que r el gradiente de difusion puede

despreciarse frente al desplazamiento del equilibrio.

En las condiciones enunciadas, la soluciéon de la ecuaciéon [9], con el signo

positivo de A, puede escribirse como:

(9] =A%y [10]
dy y=0

Con estas expresiones se procedera a continuacion a deducir las relaciones i-E

en polarografia dc para el proceso de oxidacion del H,0, en presencia de AO.

Si consideramos un mecanismo genérico analogo:

A =—==8B + e I.; E0=E;

< (5,15

dy dy

df _(—dg
k3 Izz _— = —°

F — H dy =0 dy y=0
F=—=G+e L;E°=E,<E,;

Y realizando el correspondiente desarrollo matematico:

d’b

2

=(h+A)b = %d;):(/]1+/12)1/2b:11 =1, :(/]1+/]z)jjmaxbdy

Ymax Il
bdy=— -t
= [y =S
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2 2 2
gf:—/llb ; gfz—/lzm_,,f LY,
y y

2

2
or ) (2] a
dy dy y=0 dy y=0 /]1+/12

d
Exciie
_(ﬁJ _[@] ==, L 00 nyq} I, = A Il.{ﬁ]
dy y:O dy y:O A y:O

1+/]2 1+A2 dy
d?h ~ odf _ ymax ymax _
Ot [ [ by =

A3I()ymaxbdy:—lz+/i/]2/] L = Aalz :_IZ+/1/]2 I = (1+/]3)IZ = AZ

I,
1t/ 1+

1t/

A

=IL,=—-"_1
(A+A)(A+A3)

Por consiguiente, la intensidad total es:

I1=1,+1, :{1_‘_/1—2}11
(A+)A+A3)

(11]

donde I; corresponde al intercambio de un electrén.

En ausencia de las reacciones con el AO, se tiene que I.°= 21, es decir, I;=1;°/2.

L o_g- L o Lotz i l/2 =(ﬁ+1](1+/13)
I'/2 (AM+A)(1+A3) I’ /2 (A+A)(1+45) I -IY/2 \ A
N IY/2 :/]_1+1+/]1/13 "y IV /2 _1:/]_1_‘_/11/13 A,
IL-1°/2 A A I, -1Y/2 A A

- IS/Z_IL+IS/2:£+/‘1/‘3 +A3 - IE_IL :£+/11/13+
I,-17/2 A A IL-1Y/2 A A

A
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H,0, === HO; + H* (1) Donde:
HO; = HO + e (2) M =K:Cuo ; A=Ky ; A =ksCro
% P (39 IP -1, =£CA kik; Cao? +KsCa
Ho; x% I -1°/2 k, o* k, © ©
N oy + H* (3) ﬂ
ks Ecuacion [13]
O'* P 311
2 +AO 3" AV-A, ) . ok 2
—= k—+k3 Cao + A C.o
05 ==0, + e (4 Al /2 2 2

2. ANALISIS ESTADISTICO DEL DISENO EXPERIMENTAL

2.1. MODELO MATEMATICO ASOCIADO AL DISENO EXPERIMENTAL

El disefio factorial seleccionado puede ser utilizado para construir modelos
matematicos de segundo orden, los cuales permiten mejorar significativamente el
proceso de optimizacién de un modelo de primer orden que pueda sufrir falta de
ajuste, debido a las interacciones entre las distintas variables y la curvatura de las
superficies de contorno generadas. La ecuacion general que rige un modelo de
segundo orden con interacciones se definirse por:

Z=a,+ Zb Xoui + Zc X5 + Z d XXy (<)) [14]
i=1;j=1
Donde Z y X, indican las variables independientes y dependientes
normalizadas respectivamente y ao, bi, ¢i y d;j constantes desconocidas obtenidas a
partir de los datos experimentales. Si bien los resultados experimentales
obtenidos durante el desarrollo del DoE establecen un modelo matemético de
respuesta de primer grado con interacciones:

Z=ap+ Zb X + Z dl_]Xanj (1<J)

i=1;j=1

[15]

Las variables independientes fueron previamente normalizadas (X,) mediante

.. ., 5
el uso de la siguiente ecuacion:”
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X-X

Xn = - -
Xmax _Xmin
2

Siendo X y X el valor absoluto y el valor medio de la variable independiente

[16]

considerada, respectivamente ¥ Xmax ¥ Xmin l0s valores maximo y minimo de la
variable en cuestién. Las variables independientes utilizadas en las ecuaciones que
relacionan a ambos tipos de variables son los que tienen un coeficiente
estadisticamente significativo (es decir aquellos que no exceden de un nivel de
significacion de 0.05 en la t de Student y que tienen un intervalo de confianza del

95% excluyendo el cero).

La normalizacién de estas variables facilita la comparacién directa de los
coeficientes, lo que favorece, en gran medida, la comprension de los efectos
individuales de las distintas variables independientes estudiadas sobre la variable
respuesta analizada, ademas de mejorar sustancialmente la estimaciéon de los
coeficientes de regresion, asi se reducen las interrelaciones existentes entre los

términos lineales y cuadraticos. '

2.2. INFLUENCIAS ESTADISTICAS DE LAS VARIABLES INDEPENDIENTES SOBRE LA
VARIABLE DEPENDIENTE CONSIDERADA

Las graficas reflejadas en la Figura 2 (Capitulo VII. Punto 3) responden a la
representacion de los valores que alcanza la variable dependiente frente a
variacion, entre los valores normalizados desde -1 hasta +1, de cada una de las
variables independientes estudiadas.

Para un determinado valor de una variable independiente representada, la
magnitud de la diferencia entre los valores maximo y minimo correspondientes a
la variable dependiente se identifica con la influencia del resto de las variables
independientes sobre la variacion de la variable dependiente considerada. Asi
pues, si las variables independientes diferentes a la representada no tuvieran
influencia sobre la variable dependiente considerada, la diferencia entre los
valores maximo y minimo correspondientes a dicha variable dependiente se
reduciria a un punto. Si, por el contrario, dicha influencia fuera total, de manera
que no influyese la variable independiente representada, la diferencia
anteriormente considerada seria igual a la altura del rectingulo cuyas bases
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estarian constituidas por el intervalo de valores de la variable independiente
representada, [(Xni)max - (Xni)min], ¥ por la diferencia maxima posible alcanzada
entre los valores maximo y minimo de la variable dependiente considerada,
[(Z(Xni))max - (Z(Xni))min].

Como para cada valor de la variable independiente representada, la influencia
de las restantes variables sobre la variable dependiente considerada puede ser
distinta, se deduce que la variacién media de la variable dependiente viene dada por:

(Xni)max

|:Z (Xni)max ~Z (Xni)min] ani
(Xni)min [17]

[ (Xni)max - (X“i)min]

A su vez, la variacion media de la variable dependiente, al variar la variable

independiente representada, se veria identificada con la diferencia resultante entre
[(Z(Xni))max - (Z(Xni))min] y 12 expresion anterior.

0z ={[[2(Xu) o ] [2(X01),00 ], ] - 107) 128

Desarrollando la expresion:

(Xni )max

[ [2(%0) 0y = 2(Xai) , |4Xoi

': | ) ' _ (%ni)min
07 ={[2(Xu) o |, (%) | ) [ (Xai),, ~ (Xui),, ]

Los valores de DZ; permiten ponderar las influencias relativas, en porcentajes,

para cada una de las variables independientes sobre la variacion media de la
variable dependiente considerada.
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Abstract: Antioxidant activity of a number of small (low molecular weight) natural
compounds found in spices, condiments or drugs (gallic acid, sesamol, eugenol, thymol,
carvacrol, vanillin, salicylaldehyde, limonene, geraniol, 4-hexylresorcinol, ezc.) has been
evaluated using electrochemical and DPPH’ radical scavenging measurements. Structural
analysis of the tested compound suggest a remarkable activity for phenol derivatives and
the importance of the —R groups located on the phenolic ring in the molecule’s ability to
act as free radical scavenging as well as their influence in the electrochemical behavior.
The voltammetric method can be used for the determination of the antioxidant capability in
the same manner as the DPPH radical scavenging because of the correlation found
between oxidation potentials and anti-radical power (ARP = 1/ECs). Such electrochemical
determination is fast and cheap and allows making measurements under a variety of
experimental conditions. The accuracy of the electrochemical measurements is the same
for all the compounds, irrespective of their scavenging activity, the opposite of what occurs
in the DPPH’ test.

Keywords: antioxidant activity; cyclic voltammetry; DPPH; phenolics; low weight
antioxidants
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1. Introduction

The search for and use of natural and dietary antioxidants is growing because the public’s
perception of their safety versus synthetic analogues [1,2]. Since ancient times, spices and condiments
have been considered indispensable in the culinary arts, and, in addition, they have been recognized for
their physiological and medicinal properties, and their broad-spectrum of effectiveness [3,4]. The
antioxidant capability of these compounds, specially phenols [5], towards free radicals normally
produced by cell metabolism or in response to external factors is due to the scavenging of free radicals
and reactive oxygen species (ROS), which are made inactive [6], thus avoiding or preventing
degenerative disorders caused in humans by oxidations of nucleic acids, proteins or lipids [7,8]. Plant
phenolics arguably deserve a special mention when one considers that the wide-ranging benefits they
offer to plants and hence to other living organisms are essentially all a result of their inherent
physicochemical properties bundled within the phenol functional group.

Different assays have been used to evaluate the antioxidant activity of natural products [9,10], but a
comparison of the results is very difficult because of the different experimental methods adopted.
Antioxidant activities of pure compounds and plant extracts have been determined, among others, by
an accelerated test [11,12], by using radical species such as ABTS" [13] and DPPH’" [14], by the ESR
spin trapping technique and by measuring the oxygen consumption in a heterogeneous lipid/water
emulsion with lipid oxidation initiated by metmyoglobin [15]. However, all these procedures present
some drawbacks since they require the use of specific reagents and tedious and time consuming
sample preparation.

Electrochemical measurements have advantages for the determination of antioxidant activity [16]
such as their use as a rapid proof of the antioxidant capacity of a lot of organics. The oxidation
potentials measured by cyclic voltammetry (CV) have been used to compare the antioxidant strength
of compounds such as phenolic acids, flavonoids, cinnamic acids, efc. [16-20], being the glassy carbon
electrode (GCE) the more frequently used electrode. Low oxidation potentials are associated with a
greater facility or strength of a given molecule for the electrodonation and, thus, to act as antioxidant.
There are some papers in the literature testing antioxidant capacity by using electrochemical
measurements. Cyclic voltammetry at the GCE has been successfully applied to analyze antioxidants
present in wine [21], plant extracts [22], phenolic standards [16] and even human plasma [20]. In these
studies the most used parameter was the oxidation potential on the GCE, but this parameter strongly
depends on the mechanism of the electrode reaction. The main drawback of the CV assay is that it is
properly used to effectively characterize the reducing ability and reversibility of compounds either
pure or presents in a real matrix. This value cannot always be directly related with the antioxidant
ability of the sample. Besides, in the case of natural samples, the presence of compounds such as
sugars or natural polymers could hinder the experimental manipulation as well as interfere with the
interpretation of the potential values obtained. There are other studies comparing the data measured by
cyclic voltammetry with those obtained by other methods [17-20,23-25]. The correlations are not
always good [17], especially when the voltammetric and DPPH' assays were compared [24]. This last
method evaluates the antioxidant activity of a given compound or a complex matrix by reaction in
methanolic solution with a stable radical, namely 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH’), which has
an unpaired valence electron at one atom of its nitrogen bridge [25], the decrease of the DPPH’
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concentration is measured from the decrease of absorbance at a characteristic wavelength. The
correlation between the structure of the low molecular weight antioxidants, especially phenolics, and
its antioxidant activity is not well determined at present, being the subject of intense research.

In this paper, the electrochemical behaviour and the antioxidant effectiveness of a number of
bioactive compounds are evaluated comparatively by means of the DPPH" test and cyclic voltammetry.
It is intended to establish a relation between antioxidant capacity and oxidation potential to substitute
the time-consuming DPPH" test by a rapid voltammetric determination. The accumulation of data of
this kind is expected to be useful for an improved understanding of the role and activity of organic
molecules as antioxidants, and the article would benefit from the analysis of a much larger number of
organic molecules of these types.

2. Results and Discussion

The compounds studied, whose structures are given in Figure 1, are mainly active principles of
spices, seasonings or drugs, belonging to the family of low molecular weight antioxidants that are
aromatic phenolics and non-phenolics, or cyclic and acyclic non-aromatic compounds, whose activities
are based on their reducing properties.

Figure 1. Structures of most of the antioxidants studied.
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The main experimental problem of this method arises from the determination of the steady state
concentration, since even for antioxidant species having a fast kinetics, after 24 h the decrease of
absorbance continues, though at a low rate, and so it is difficult to obtain reproducible measurements.
It must be noted that low uncertainties in ECso can cause important changes in the ARP values; the
inaccuracies derived from these measurements may provoke alterations in the order of antioxidant
activity for a given family of compounds. It was considered that the steady state was reached when the
absorbance remained constant during at least 10 min in the uncertainty limits of the spectrophotometer,
i.e. £0.001 absorbance units. The results obtained are gathered in Table 1.

Table 1. Values of ARP and electrochemical parameters of the voltammograms recorded
for the compounds studied.

Compound ARP® E ,"M/mv Compound ARP® E ,"M/mv
gallic acid (GA) 12.5 274 2,4-dihydroxybenzaldehyde (2,4-BZ) <107 841
sesamol (SE) 55 343 2,5-dihydroxybenzaldehyde (2,5-BZ)  17.5 202
eugenol (EU) 5.0 411 furfural (FU) <107 —
4-hexylresorcinol (HR) 23 453 vanillin (VA) 0.11 571
thymol (TH) 0.78 529 cinnamic acid (CA) <107 552
carvacrol (CC) 0.12 552 4-methoxybenzyl alcohol (4-MA) <107 —
cinnamaldehyde (CI) <107 588 ascorbic acid (AA) 6.39 79
3-hydroxycoumarin (HC) <107 763 3,5-dimethoxybenzaldehyde (3,5-BZ) <107 —
salicylaldehyde (SA) <107 860 furoic acid(FA) <107 —
coumarin (CU) <107 — pulegone (PU) <107 —
geraniol (GE) <107 — b menthol (MT) <107 —
limonene (LI) <1073 — [ 1,4-cineole (CN) <107 —@
p-chloroanisole (CL) <107 — 2-furanacetic acid (FN) <107 —u
benzaldehyde (BZ) <107 — [ menthone (MT) <107 —

Bl +0.5% = average of ARP confidence interval ™ E,., oxidation peak potential; experimental
conditions: 5 x 10™* M, pH = 7.00; ¢ v = 0.1 V/s; confidence interval for E,. values was always
lower than +4 mV; ! These compounds showed no peaks in cyclic voltammetry and did not cause
any effect on the spectra of DPPH’ radical.

These results were not exactly the same as those found in the literature for some of these
compounds [26] although they retain the same order. These differences may be explained by the
difficulty of obtaining reproducible measurements as just discussed. In the case of CV, small
discrepancies on E,, values [17,19] may be simply due to minimal changes in the experimental
conditions (concentration, pH, scan rate, temperature) in which the voltammograms have been registered.
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Cyclic voltammograms were recorded for all the compounds studied at different pH values and
varying the scan rate and the substrate concentration. An initial assessment of the results allowed us to
note that for non-phenolic compounds any signal was observed in CV, while DPPH’ value is too small
to be determined (Table 1). This allowed us to discriminate those molecules that should not act as
prooxidants (which suffer the electrochemical phenomenon), while did not let us to know which of
them, even being poorly active, can act as radical scavengers, as the inaccuracy in the measurement of
ARRP is large enough to determine values of molecules with low level of activity.

Figure 2 shows some examples for selected substrates at constant reactant concentration and pH. As
can be seen, the intensities of the voltammograms increase as the scan rate was increased. So, a higher
scan rate implies a higher sensibility, but the charging current also increases. The peak potentials of the
oxidation signals shifted in all cases towards positive values, as can be seen in Table 2. The lower
dependences were found for the oxidation peaks of HC, 2,4-BZ and SA, in the order of 15+ 1 mV,
followed by 2,5-BZ, SE, CI and EU, in the order of 25 + 2 mV, being higher for the rest.

Moreover, at high scan rates the voltammograms presented distorted shapes. This could be related
with the dependence of the oxidation peak current with the logarithm of the scan rate, which must be
close to 0.5 for a diffusion-controlled process. This is accomplished approximately only for SE, TH
and HC (Table 2), but in most cases the experimental value is greater than 0.5. These facts can be
explained if adsorption processes are involved in the oxidations, causing the distortion at high scan
rates and the dependences of the peak potentials towards positive values. This must also be reflected in
the dependence of the voltammograms with the reactant concentration.

Figure 2. Cyclic voltammograms of A: thymol, B: 4-hexylresorcinol, C: cinnamaldehyde,
D: sesamol. Experimental conditions: pH = 7.0, ¢ = 5 x 10 * M and different scan rates.
Arrows indicate the initial direction of the scan.
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Table 2. Electrochemical parameters of the voltammograms recorded for the active
compounds studied.

Parameter | 2,5- 2,4-
] pz ©A SE EU HR TH CC VA CI HC . SA
E,./mV 202 274 343 411 453 529 552 571 588 763 841 860
EJ/mV® | -11  — — 7 — — — - - = = —
AE/mV @ 213 — — 340 — — — — — — — —

L/uA™ 3555 1623 1537 1194 1534 1134 7.803 1552 3.083 1086 2552 13.76
L/pA® | 1125 — — 218 — — — - - - = —

Ep/mVE [ 1632 1674 2909 3614 389.6 477.1 4738 4732 3425 756 7099 6435
E.EomV® | 388 1066 521 496 634 519 782 978 2455 104 1311 925
dogL/logv™ | 0.645 0351 0535 0728 0725 0575 0722 0678 0.753 0.594 0.630 0.622
OB, /logv ™ | 21.15 14689 2433 2770 56.69 5073 4089 942 2435 1463 1400 1627
OB, /loge™ | -1.12 130.13 3.06 20.00 —4248 28.68 —5538 29.57 13.16 11.5 744 —4925

#5107 M, pH = 7.00; c v=0.1 V/s; 1 5 x 10 M, pH = 7.00; ) pH = 7.00; ¢ v = 0.1 V/s. [*]
Acronyms of Table 2: E,, oxidation peak potential; E,., reduction peak potential;
AE = E,, — E,; L,,, anodic peak current; I,., cathodic peak current; E,,, potential to a current
value corresponding to half of I, ,.

Figure 3 shows some examples for selected substrates at a constant scan rate and pH and, as can be
seen, the intensities of the voltammograms increase as the antioxidant concentration increases. In this
case, a higher concentration implies a higher sensibility, but the charging current increases also, as
occurred when the scan rate was increased. The peak potentials of the oxidation signals shifted in all
cases towards positive or negative values, as can be seen in Table 2, with the exception of SE, for
which the variation can be considered null.

For a pure diffusion first-order process, the peak potential is not expected to vary with the
concentration. So, the values of OE,./logc indicate that adsorption processes must complicate the
electrochemical reactions, as it was concluded above. In most cases, as can be seen in Figure 1, the
antioxidants studied here have groups that present acid-base characteristics such as -OH, -COOH or
both. So, the effect of pH on the voltammetric response must be taken into account. For this reason,
experiments were made at constant scan rate and reactant concentration, and varying the acidity of the
medium, as is shown in Figure 4 for some selected substrates.

The optimal conditions to carry out the measurements for the determination of antioxidant activity
can be obtained from the examination of these experimental results. So, it is important to perform the
voltammetric measurements with the minimal charging current possible, because this implies that the
extrapolation of the charging current to the potentials corresponding to the peak is more reliable. So, as
it can be seen in Figure 2, this requirement implies the use of low scan rates, this being found for the
rest of antioxidants studied. Nevertheless, it is also important to obtain the voltammetric curves with the
minimal distortion, this implying not extremely low scan rates. On the other hand, the higher sensibility
in intensity was intended and so, the concentration values (and also the scan rates) must be high.

Finally, in general as the pH was increased the oxidation potentials shifted towards less positive
values (see Figure 4), this implying that the oxidation becomes easier. But high pH values imply the
dissociation of weak acidic groups of the molecules and no physiological conditions. So, equilibrium
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between the above considerations let the authors to take as the optimal conditions to made the
measurements those following: pH=7,v=0.1 Vs ' andc=5-10"* M.

Figure 3. Cyclic voltammograms of A: -carvacrol, B: 4-hexylresorcinol, C:
salicylaldehyde, D: sesamol. Experimental conditions: pH = 7.0, v=0.1 V-s' and different
concentrations. Arrows indicate the initial direction of the scan.
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Figure 4. Cyclic voltammograms of A: gallic acid, B: eugenol, C: thymol, D:
3-hydroxycoumarin. Experimental conditions: v=0.1 Vs, ¢ =5-10"* M and different pH
values. Arrows indicate the initial direction of the scan.
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The voltammograms corresponding to the different antioxidants studied in this paper under the
above conditions show that the antioxidants exhibit well-defined oxidation voltammetric peaks and, in
some cases, as EU or SE, a reduction peak, accompanying the oxidation one, is also found. The peak
oxidation potential can be measured accurately for each compound, this being gathered in Table 1. The
area of each voltammetric peak (which can be interpreted as a charge) is related with the concentration
of antioxidant and with the specific oxidation mechanism, mainly with the number of electrons
involved in the oxidation and thus it cannot be taken as a measurement of the antioxidant capacity of
the compound in question. Figure 5 shows the correlation obtained between the ARP and the oxidation
potential values of the most significant compounds of the study. As can be seen this correlation is
good, having r = —0.984, a slope of —29.40 + 2.68 and an intercept of 16.25 = 1.17 (at a confidence
level of 95%). From the above results it follows that the good correlation existing between oxidation
potentials and ARP indicates that the voltammetric method can be used for the determination of
antioxidant activity, in the same way as the DPPH’ assay. So, the values of the oxidation potentials can
be interpreted in the same way as the ARP values obtained from DPPH’, that is, the quality of the
information obtained is the same in both cases.

Figure 5. ARP-oxidation potentials correlation of the studied compounds at pH = 7.0,
scan rate 0.1 V-s”! and concentration 5 x 10~ M.
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Linear regression equation: y = —45.154x + 24.3; determination coefficient: R> = 0.968.
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From a mechanistic point of view, the process involves the loss of electrons from the starting
structure, related to the experimentally found potential value (E;,.). The addition of a single
hydroxyl-group on a benzene (phenyl) ring has drastic consequences on the chemical properties of this
otherwise quasi-inert aromatic system [28]. It is generally assumed that the initial stage in phenols,
especially under conditions of pH close to 7.0, leads to the formation of a phenoxenium cation via
phenoxy radical that subsequently evolves through other chemical processes such as loss of a proton,
coupling reactions or nucleophilic substitutions [29]. Thus, phenolic species possessing —alkyl and/or
—alkoxy substituents at ortho and para and/or carbonylic substituents at meta-, produce a drastic
decrease in the potential values.

In our hands the phenolic compound with a lower potential (E,,) value has been 2,5-BZ, that
possess a p-aromatic phenoxyl group and a m-aldehyde; its isomer 2,4-BZ shows a higher E,, value
since it has not the substituents in positions that favored its electrochemical activity: the aldehyde
group in para and the alcohol in mefa. In second place appeared GA, having neighboring
phenoxyl groups which are prone to oxidation with formation of hydrogen peroxide, quinones, and
semiquinones [30], and an acid group responsible for contributing to the stabilization of the specie
resulting from the oxidative process. Next, phenolic compounds having ortho or para -alkyl or -alkoxy
groups as SE, EU, HR (p-substituted) and TH, VA or CC (o-substituted).

The oxidation potential of a given compound candidate to have antioxidant activity has a limiting
value of 0.56 + 0.09 V (the value of the correlation at which the ARP is zero). This means that above
this oxidation potential the investigated compound must not show antioxidant activity in the DPPH’
test. This is illustrated in Table 1: SA, CI and HC, for example, have ARP values lower than 107
(which, on the other hand, have low accuracy due to the uncertainty in the measurements), and CC is
in the limit of considering the molecule as antioxidant. In the cases of CU and LI among others (Table 1),
no antioxidant activity was found irrespective the DPPH" assay or voltammetric measurements were
used. This was also found in the literature in the investigation of free radical scavenging capacity of
conducting polymers [31]. The high potentials of aniline and pyrrole monomers were related to less
readily interaction with DPPH’, which has a formal potential of reduction 0.340 V versus Ag/AgCl at
pH = 7 [32], that is, in the same conditions of the experiments here reported. This means that DPPH’
assay can assess radical scavenging for substances that are thermodynamically capable to react with
agents with a redox potential below a given value, related to the reduction potential of DPPH'.
Nevertheless, other less stable radicals of biological interest, as ROO" and OH’, exhibit much higher
formal potentials than DPPH’ [31] and can react with species having oxidation potentials that prevents
the determination of the antioxidant activity by the DPPH’ assay.

An advantage of the electrochemical measurements over the DPPH" assay is that oxidation
potentials of the individual compounds can be determined with the same accuracy, irrespective the
antioxidant character of such compounds, obviously provided that oxidation peaks are well defined.
Thus, in the conditions of this work, the uncertainty in E; is lower than +3 mV. This is not true for the
DPPH’ experiments because, in this determination, the lower the antioxidant activity, the higher the
concentration needed and the longer the experiment, the variations in absorbance being subjected to
more inaccuracy, this being the cause of the difference in ARP measurements reported by different
laboratories for the same compound. At low antioxidant activities the results can be subject of a great
uncertainty, as noted at the beginning of this section.
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Other advantages of the electrochemical determination are that it is fast and cheap. Thus, a typical
voltammetric experiment is made in less than 10 min. Moreover there is no necessity to use other
reactants, lowering the cost. In addition, the low time of use of the instrumentation improves the
optimization of research resources and, at the same time, the use of a small amount of organic solvents
implies a minimum waste management.

Finally, conversely as occurs for the DPPH" assay, the electrochemical measurements can be made
at different pH values, as well as in different reaction media, this allowing the comparison between the
antioxidant activity of candidate molecules under a variety of experimental situations such as
physiological conditions, low pH environments as in the digestive system, efc.

3. Experimental
3.1. Reference Standards

Eugenol, sesamol, 3-hydroxycoumarin, cinnamaldehyde, 4-hexylresorcinol, carvacrol,
2,4-dihydroxybenzaldehyde, 2,5-dihydroxybenzaldehyde, 3,5-dimethoxybenzaldehyde, 4-methoxybenzyl
alcohol, furfural, vanillin, cinnamic acid, ascorbic acid, 4-chloroanisole, geraniol, benzaldehyde,
pulegone, menthol, 1,4-cineole, 2-furanacetic acid, menthone and salicylaldehyde were purchased
from Aldrich; thymol, coumarin and limonene from Sigma and gallic acid from Sigma-Aldrich.
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), free radical, 95% was purchased from Sigma-Aldrich. For the
other compounds, Merck analytical grade reagents were used without further purification.

3.2. Cyclic Voltammetry

The working concentration of antioxidants was 5 x 10™* M, with the exception of the experiments in
which the influence of this variable was studied. Solutions of 0.1M in both acetic and phosphoric
acids, for 1.5 < pH < 8, were used as supporting electrolyte. The aqueous solutions were prepared
using ultrapure water type I (resistivity 18.2 MQ.cm at 25 °C) obtained from an ultrapure water system
Millipore Simplicity®. Antioxidants were dissolved in ethanol and the stock solutions were stored in
darkness at 277 K to avoid decomposition. The concentration of ethanol in cell was 5%. Ionic strength
was adjusted to 0.5 M with solid NaCl and the pH was adjusted with solid NaOH. Solutions were
purged with purified nitrogen and the temperature was kept at 298 + 0.1 K.

Measurements were made on a CHI650A electrochemical workstation from IJCambria. The
working electrodes was a glassy carbon electrode from IJCambria (geometrical area = 38.5 mm?)
which was cleaned by polishing with 0.3 pm alumina powder (Buehler Micropolish II). All potentials
were measured against a Ag|AgClKClsy electrode (BAS MF-2052). A platinum counter electrode
BAS MW-1034 was used.

3.3. Spectrophotometric Meausurements. DPPH" Radical Scavenging Assay

The maximum wavelength of the UV-visible absorption band of the DPPH" is 515 nm and the
action of an antioxidant (AH) or a given radical (R") causes the decrease of this band or its eventual
disappearing through the following general reactions:
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DPPH® + AH DPHP—H + A’

)

DPPH" + R° DPHP—R

Caution was taken with this assay due, among other causes, to possible differences between
structural and kinetic characteristics of the compounds, which could made necessary to investigate the
interaction mechanism between each antioxidant and the DPPH’ radical.

UV measurements were made on a Genesys 10 uv spectrophotometer from Thermo Electron
Corporation with quartz cuvettes of path-length 1.0 cm.

Different concentrations of antioxidants were added to DPPH’ methanolic solution. The initial
DPPH’ concentration was 6 x 107> M. The DPPH’ concentration in the reaction medium was calculated
from a calibration curve with the equation:

AbS515 am = 12.195 X cpppy — 0.0137 (2)

as determined by linear regression.

The amount of antioxidant required to decrease the initial concentration of DPPH' to 50% (efficient
concentration or ECso) measures the antioxidant activity. The reverse value, namely anti-radical power,
ARP = 1/ECs, should be higher as the antioxidant is more efficient.

4. Conclusions

In conclusion, our study showed that antioxidant capacities of some active principles of spices and
condiments belonging to the low molecular weight antioxidants (LMWA) family as deduced from CVs
strongly correlate with those determined using a well-known spectrophotometric technique (DPPH"
assays). This good correlation between oxidation potentials and ARP indicates that the voltammetric
assay can be used for the determination of antioxidant activity, in the same way as the DPPH" assay.
The method has been tested also for non-aromatic compounds with different characteristics such as
acids, sugars or enzymes. The electrochemical measurements present several advantages over the
DPPH’ assay, the most significant being that oxidation potentials of the individual compounds can be
determined with the same accuracy, irrespective the antioxidant character of such compound and that it
is faster and cheaper than the ARP determination. Moreover the electrochemical measurements can be
carried out at different pH values, as well as in different reaction media, this allowing the comparison
between the antioxidant activity of candidate molecules under a wide variety of experimental
conditions. A limiting value of the oxidation potential of a given compound candidate to have
antioxidant activity in the DPPH’ test was found, this being explained by the difference of the formal
potentials of the antioxidant and the DPPH’ radical.
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Oxidative stress has been one of the most widely studied biochemical processes for several years
as it has been considered as an entity similar to the inflammation syndrome, atising as the
consequence of an imbalance between pro- and antioxidant species. Dietary antioxidants take
part in redox reactions where they can act as either antioxidants (electron donors) or pro-
oxidants (electron acceptors), depending on their environment. For instance, vegetables and
fruits contain very many dietary phenol derivatives that exhibit varying degrees of antioxidant and
pro-oxidant activity.

Electrochemistry deals with electron transfer phenomena between an electrode and oxidized
or reduced molecules. It therefore represents a suitable methodology to study the redox
properties of solid, liquid or gaseous media and to detect oxidant and antioxidant species.
Oxidation potentials of the peaks showed in cyclic voltammetry have been widely used to
compare the antioxidant activity of several biologically active natural products [1-3].

The electrochemical behaviour and the antioxidant effectiveness of some active principles of
spices, seasonings and drugs (Figure 1), belonging to the family of low molecular weight
antioxidants (LMWA), which activities are based on the reducing properties, were evaluated by
means of cyclic voltammetry and spectrometric test by using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle
(DPPH), respectively. Attempts have been made to find correlation between antioxidant capacity
and oxidation potential. '
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Figure 1.

Strong positive correlation was established between antioxidant capacities deduced from
CVs with those determined using the well known spectrophotometric technique (DPPH assays).
Based on the obtained results, the highest antioxidant activity was found at gallic acid followed by
hexylresorcinol and eugenol. .
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Un antioxidante se define como una sustancia que puede retrasar o evitar la oxidacién de un sustrato, a concentraciones
relativamente bajas. Los antioxidantes primarios (prooxidantes) previenen la formacién de radicales libres,
particularmente, especies reactivas de oxigeno (ROS).
En la oxidacién de perdxido de hidrogeno sobre mercurio [1, 2] los radicales anién superdxido e hidroperdxido
aparecen como intermedios de reaccion. Se ha desarrollado un método electroquimico para la determinacién de la
actividad antioxidante basada en la inhibicién de los radicales producidos en la oxidacién electroquimica del peréxido
de hidrégeno, utilizando la voltametria diferencial de pulso (DPV) sobre electrodo de mercurio. Esta técnica conduce a
picos bien definidos cuya 4rea es directamente proporcional a la concentracion de perdxido de hidrogeno en célula.
Consideremos un antioxidante, AO, que actiia como un inhibidor de radicales capaz de reaccionar con los generados en
las reacciones 2 (radical hidroper6xido) y 3 (radical anién super6xido) para dar los productos P y P' segun el esquema I.
Se han obtenido ecuaciones tedricas para dicho esquema usando la aproximacion de difusion convectiva en condiciones
de estado estacionario, y resolviendo las ecuaciones diferenciales, aplicando la aproximacion de la capa de difusién de
Nernst y el método de variables adimensionales [3-5], obteniendo la ecuacion:

ATA _DA =(£+k,][AO]+ﬁ[AO]’

A-A°2 |k, k,
donde [AO] es la concentracién de antioxidante, A es en cada caso el 4rea del pico en DPV y A° el 4rea de este pico en
ausencia de antioxidante.
El pico de oxidacion del H,O, disminuye a medida que aumenta la concentracion de antioxidante, como en el caso de la
3-hidroxicumarina (figura 1). Esta disminucién no fue nunca superior al 50%, tal como se deduce del esquema de
reaccién propuesto. La disminucién del pico en DPV es diferente para los diferentes antioxidantes debido a diferencias
en los valores de k; y ks, es decir, debido a la diferente actividad inhibidora de radicales. A valores de concentracion de
AO lo suficientemente altos, la velocidad de la reaccién 3' es mayor que las de las reacciones 3, 3" y 4 y el proceso
consiste esencialmente en una oxidacion monoelectronica seguida de una reaccion quimica (3').
La figura 2 muestra la dependencia de la funcién de éarea, AF = (A° — A4 — A°?2), con la cantidad de 3-
hidroxicumarina adicionada. La forma de las representaciones corresponde a curvas que pasan por el origen de
coordenadas, tal como se esperaba. En todos los casos, a concentraciones suficientemente bajas de antioxidante las

. . . . k . .
representaciones se pueden aproximar a lineas rectas con pendientes, m = (k—‘) + k3. El parametro m proporciona
2

informacidn sobre la actividad inhibidora de radicales del antioxidante a través de k,; y k; (a pH y temperatura constante
k, es un valor constante ya que corresponde a la oxidacion del peréxido de hidrégeno). Por tanto, un mayor valor de
pendiente (m) indica una mayor actividad inhibidora de radicales del antioxidante.

10
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ABSTRACT

The overall process of the anodic wave of H,O, observed on mercury electrodes is due to the
oxidation of Hg to Hg*" and the subsequent formation of a mixed complex with HO,™ and OH™ ions
[1]. Though antioxidants could act by reacting with the dissociated hydrogen peroxide, decreasing
the concentration of the complex, with a consequent decrease in the polarographic limiting current,
this implies that the antioxidant must react in the solution with H,O,. But experiments made to
prove are opposed to this possibility. It is known [2] that the anodic oxidation of the mercury
involves both the Hg(ll) and Hg(l) ions in equilibrium, and eventually the complexes formed with
chloride or bromide ions present in the solution. This takes place at potentials 0.1-0.2 V more
positive than the peak here analyzed. This behavior is common to the redox processes of metal
ions, that is, the electron transfers are one-electron and the redox state of the ions increase or
decrease in one unity [3]. So, it seems that the Hg(l) ions are formed after the first one-electron
transfer and the following reactions could take place:

1 -
Hg ;‘?Hg? +e (1)
+e _» Hg™' @
1 2+ /
2 He,
+HO; ™ Hg + Ho; @)

+

Hg™ + HO; + HO™

Hg(HO,)(OH)  (3)

When a radical scavenger is added, this species reacts with the hydroperoxyde radical produced in
reaction 2' and decreases the available concentration of the Hg(l) ion to give Hg(ll) ion and,
consequently, the oxidation current. This behaviour can be related to the antioxidant activity. The
scheme explains the experimental results obtained.
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