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RESUMEN

En las Gltimas dos décadas, con el desarrollo de la tecnologia, se ha
potenciado con mucha fuerza el area de investigacién en Electroquimica
Analitica, en especial las técnicas electroanaliticas, técnicas de gran alcance
a nivel industrial, por sus bajos costos de operacién e instrumentacion. Las
técnicas electroanaliticas poseen la ventaja de ser altamente selectivas,
sensibles, exactas y precisas, como también rapidas en sus velocidades de
barrido y con una reduccidn significativa en reactivos y muestras. Entre las
técnicas mas utilizadas encontramos la voltamperometria ciclica (CV),
voltamperometria diferencial de impulso (DPV), la voltamperometria de
onda cuadrada (SWV) y la deteccion amperométrica (AD). EIl presente
proyecto de tesis tiene como fin la determinacion de la capacidad
antioxidante de tres frutos, Chupones (Greigia Sphacelata), Grosella
Espinosa (Ribes Grossularia) y Zarzaparrilla (Smilax Aspera). Las
determinaciones se realizaran mediante tecnicas convencionales como
ORAC (capacidad de absorcion de radicales de oxigeno) y DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidracilo) que utilizan como técnica primordial las técnicas
espectrofotométricas. El proyecto también propone como objetivo principal
en determinar la capacidad antioxidante de los frutos mediante el desarrollo
de una metodologia en base a técnicas voltamperométricas. Estudio que se
realizara mediante medidas de potencial versus corriente ya que los
compuestos antioxidantes son compuestos electroactivos.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que dos de los frutos
presentan un alta capacidad antioxidante (Smilax Aspera y Ribes
Grossularia) y uno con una capacidad antioxidante baja (Gregia Sphacelata)
mediante el estudio ORAC, con respecto a la técnica voltamperométrica
empleada, la voltamperometria diferencial de pulsos (DPV) mediante el
establecimiento de curvas de calibrado y el estudio de los extractos de los
frutos, presenta bajos limites de deteccion y cuantificacion, al igual que
presenta una alta correlacion con el ensayo los ensayos ORAC.



ABSTRAC

In the last two decades, with the development of technology, the research
area in Analytical Electrochemistry has been strongly boosted, especially the
electroanalytical techniques, techniques of great scope at industrial level, due
to their low operating and instrumentation costs. The electroanalytical
techniques have the advantage of being highly selective, sensitive, accurate
and precise, as well as fast in their sweep speeds and with a significant
reduction in reagents and samples. Among the most used techniques we find
cyclic voltammetry (CV), differential impulse voltammetry (DPV), square
wave voltammetry (SWV) and amperometric detection (AD). The present
thesis project aims to determine the antioxidant capacity of three fruits,
Suckers (Greigia Sphacelata), Gooseberry (Ribes Grossularia) and
Sarsaparilla (Smilax Aspera). The determinations will be carried out by
conventional techniques such as ORAC (oxygen radical absorbing capacity)
and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydracil) which use spectrophotometric
techniques as the main technique. The project also proposes as a main
objective to determine the antioxidant capacity of the fruits through the
development of a methodology based on voltammetric techniques. This study
will be carried out by measuring potential versus current, since antioxidant
compounds are electroactive compounds.

The results obtained in this work showed that two of the fruits present a high
antioxidant capacity (Smilax Aspera and Ribes Grossularia) and one with a
low antioxidant capacity (Gregia Sphacelata) by means of the ORAC study,
with respect to the voltammetric technique used, the differential pulse
voltammetry (DPV) by means of the establishment of calibration curves and
the study of the fruit extracts, presents low limits of detection and
quantification, as well as presents a high correlation with the ORAC



1. INTRODUCCION

1.1 Electroquimica Analitica

La quimica electroanalitica es un area de la quimica basada en el estudio de
las interacciones quimica y eléctrica que presentan los analitos de interés y
gue se ven relacionadas con magnitudes eléctricas como la corriente, el
potencial o la carga. Las técnicas electroanaliticas por lo general son menos
utilizadas que las técnicas espectroscopicas o cromatograficas, no por que
impliquen una mayor complejidad desde el punto de vista de la teoria
electroquimica, sino porque ha existido menor desarrollo en la
instrumentacion. Otra causa por la que no se utilice demasiado estas técnicas,
es porque ofrecen menores posibilidades de automatizacion frene a otras
técnicas analiticas.

Los procesos electroquimicos se llevan a cabo en la interfase electrodo-
disolucion haciendo los métodos electroquimicos altamente sensibles,
selectivos y especificos hacia especies electroactivas. Por ejemplo, la
determinacion electroanalitica cuantitativa de Ce®*y Ce**, tiene clara ventaja
sobre la mayoria de las técnicas espectroquimicas que informan sobre la
cantidad o concentracién total de Ceriol. Las técnicas electroanaliticas
ofrecen informacion sobre la actividad de un determinado analito, en vez de
concentracion, lo cual es una herramienta Util en ciertas oportunidades. Por
otro lado, las técnicas electroanaliticas poseen instrumentacion de bajo costo
y una amplia gama de electrodos que permiten ensayos en una gran
diversidad de matrices.

El termino voltamperometria describe a una clase de técnicas
electroanaliticas, que es utilizada para la medicién de corriente-potencial
obtenida en un determinado electrodo. La Polarografia es un caso especial de
voltametria y se refiere a la medicién de corriente-potencial adquirida
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utilizando un electrodo de mercurio con un flujo constante de gota de
mercurio?. El quimico checo Jaroslav Heyrovsky, introdujo por primera vez
la Polarografia en 1922 por la que afios mas tarde ganara el Premio Nobel de
Quimica en 1959, siendo el Unico quimico analitico en la historia en ganar
tal reconocimiento®. Esta técnica hoy se encuentra en desuso debido al uso
de mercurio y las implicancias medioambientales que conlleva.

La Voltamperometria se basa en la medida de la corriente electrodica que
surge en una celda de tres electrodos: electrodo de trabajo, electrodo de
referencia y el electrodo auxiliar. Esta relacion podria explicarse cuando el
potencial (E) se aplica al electrodo de trabajo y la corriente resultante fluye a
través de la celda electroquimica, la cual es registrada®. El potencial aplicado
al electrodo de trabajo sirve como fuerza para la reaccion de transferencia
electronica; controla el pardmetro que

hace que las especies quimicas presentes en la solucion sean electrolizadas
(reducidas u oxidadas) en la superficie del electrodo.

1.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que desde el punto de vista redox se
comportan como reductores. Se ha evidenciado en los Gltimos 30 afios que la
ingesta de alimentos como frutas, verduras y bebidas de origen vegetal tienen
efectos positivos para la prevencion de diversos tipos de enfermedades
gracias a la presencia de compuestos antioxidantes.

Estas sustancias previenen la oxidacion que sufre a diario el organismo,
principalmente por la accion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como
el anion superdxido, peroxido de hidrogeno e hidroperdxido que se generan
a traves de la reduccion parcial de oxigeno molecular como subproductos de
numerosas Vvias metabdlicas, lo que ocurre principalmente en las
mitocondrias®.



Los compuestos antioxidantes previenen la oxidacion derivada de las
especies reactivas de nitrégeno (RNS) como el anion peroxinitrito, producido
a través de la actividad enzimatica de la Oxido nitrico sintasa inducible
(NOS2)°®. Finalmente, también previenen la accion oxidativa de los radicales
libres, &tomos, moléculas o iones derivados de oxigeno o nitrégeno que tenga
un electron desapareado y que tienden a captar un electron de moléculas
estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Estos ultimos
son muy reactivos’, e inician reacciones en cadena que dafian componentes
celulares, como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, entre otros®, por lo que
pueden ser causa de diversas enfermedades como algunos tipos de cancer,
enfermedades degenerativas y enfermedades cardiovasculares®°,

En base a esto se define a los antioxidantes como sustancias naturales o
sintéticas que pueden prevenir o retrasar el dafio celular oxidativo causado
por oxidantes fisiologicos que tienen potenciales de reduccion positivos entre
las que se encuentran las especies reactivas de oxigeno (ROS), de nitrogeno
(RNS) vy los radicales libres!, mediante la donacién de un atomo de
hidrogeno o un electron”

Radicales Libres Especies reactivas no
radicales
Superdxido O Peroxido de Hidrogeno
Hidroxilo HO« H20,

Alcoxi RO« Hidroperoxidos ROOH
Peroxi ROQO- Hipoclorito CIO
Carbonato COgze- Oxigeno singlete 1O,

Oxido nitrico NO-« Ozono Os
Dioxido nitrico NOye Peroxinitrito ONOO-

Tabla n°1: Principales radicales libre y especies reactivas generadas en nuestro
organismo*?



Las sustancias antioxidantes se pueden clasificar en dos grupos:
» Antioxidantes biosintetizados por el organismo.
» Antioxidantes que ingresan por el consumo de alimentos.

Los antioxidantes biosintetizados por el organismo pueden ser enzimaticos y
no enzimaticos, o enddgenos y exogenos respectivamente, dentro de los
antioxidantes enzimaticos encontramos a superoxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, a la tiorredoxina reductasa y al glutation
reductasa. Dentro de los antioxidantes no enzimaticos se encuentran el
glutation, acido lipoico, la bilirrubina, las ubiquinonas, acido dihidro-lipdico,
metalotioneinas, ubiquinol (o Co-enzima Q) y melatonina®3.

HiC—q

C

CH3

T

O

Figura n°1: Estructura de a) acido lipoico, b) Ubiquinol, c) Melatonina

Las frutas y verduras poseen diversos tipos de antioxidantes naturales que
ingresan al organismo de los seres vivos mediante la ingesta de estos,
antioxidantes como las Vitaminas A, C y E, los carotenoides que dan el
pigmento a frutas y verduras (B-caroteno, luteina, zeaxantina y licopeno),
fitoquimicos como polifenoles (Flavonoides, Estilbenos, &cidos cinamicos,
acidos benzoicos), terpenoides, glucdsidos cianogénicos, glucosinolatos,
sustancias como fitoesterdgenos, fitoesteroles y fitatos, cada uno con
propiedades levemente distintas!3142°,
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Figura n°2: Estructura general de a) Flavonoides, b) Estilbenos, ¢) acido cindmico, d)
acido benzoico.

1.3 Mecanismos de accion antioxidantes y Capacidad /Actividad
Antioxidante

A lo largo de los afios se han propuesto diversos mecanismos Yy
clasificaciones de accion de los antioxidantes y a partir de ello se han
propuesto ensayos para poder determinar la capacidad o actividad
antioxidante de muchos alimentos o bebidas de origen vegetal. Se ha definido
a la capacidad o actividad antioxidante como la "Capacidad que presentan
sustancias para inhibir la degradacion oxidativa gracias a su capacidad de
reaccionar con especies reactivas (ROS, RNS) o radicales libres™.

Los principales mecanismos de accion antioxidante se clasifican en
mecanismos basados por transferencia de atomos de hidrogeno (HAT), por
transferencia de electrones (SET) y mecanismos mixtos (HAT/SET)?,
Esencialmente antioxidantes no enzimaticos, endogenos o ingeridos a través
de la dieta se guian por estos mecanismo de accion, provocando al compuesto
antioxidante convertirse en un radical libre y oxidandose posteriormente a
una forma que es de muy baja reactividad hacia su entorno.

Mecanismo HAT Mecanismo SET
RLe + AOX-H —* RLH+ AOXe RLe+ AOX-H —> RL + AOX"e

RLe=radical libre AOX-H= Antioxidante
RLH= radical estabilizado por transferencia de atomo de hidrégeno
AOXe= radical antioxidante



1.3.1 Mecanismo HAT (hydrogen atom transfer)

Como ejemplo de mecanismo de accion antioxidante HAT se presenta la
reaccion entre un fenol (ArOH) y un radical peroxilo (ROO®):

ROO+ + AH/ArOH —ROOH + A¢/ArOe
AH= biomolécula a proteger

Como se aprecia en el ejemplo el radical peroxilo se estabilizdO mediante la
transferencia de un atomo de hidrogeno proveniente del compuesto
antioxidante (fenol =ArOH), el cual protege a la biomolécula (lipidos,
proteinas, AND) que puede sufrir la oxidacion en su ausencial’.

Los ensayos basados en HAT normalmente utilizan una sonda fluorescente
que reacciona con la sustancia antioxidante, determinando su capacidad a
partir de la cinética de la competencia, midiendo la curva de descomposicion
de la sonda en ausencia y presencia de la sustancia antioxidante, integrando
el area bajo la curva.

Los ensayos basados en este tipo de mecanismo son:

e Ensayo TRAP (Parametro Antioxidante Total de Atrapamiento de
Radicales), que se basa en la capacidad de los antioxidantes para
inhibir la reaccion de radicales peroxilo y una sonda objetivo (O
originalmente) en el proceso de peroxidacion inducida por la
descomposicion térmica de ABAP (2,2"-azobis(2amidinopropano).®

e Ensayo TOCS (Capacidad de captacion de oxigeno total), que mide la
disminucidn de la produccidn del gas etileno causada por la inhibicion
de la hidrolisis térmica de ABAP por KMBA (sal sodica ceto-g-
(metiltio) butirico) en presencia de compuestos antioxidantes,
monitoreado por cromatografia de gases headspace (GC-HS)™.



e Ensayo ORAC (capacidad de absorcion de radicales de oxigeno), que
mide la disminucion de la desintegracién de la fluoresceina causada
por los antioxidantes!®2°,

e Ensayo Blanqueo de Crocina, se basa en la reaccion competitiva entre
un antioxidante y crocina, un derivado de carotenoide natural.®

1.3.2 Mecanismo SET (single electron transfer)

Este mecanismo involucra gque la sustancia antioxidante transfiera un electron
para estabilizar al radical libre (pareamiento del radical libre). En este caso
los ensayos que se aplican para determinar la capacidad antioxidante
mediante este mecanismo son relativamente mas lentos que por el mecanismo
HAT, ya que son dependiente de solventes y del pH, representandose este
mecanismo en el siguiente ejemplo:

ROO« + AH/ArOH ——ROO™ + AH**/ArQ«*
AH*/ArO** + H,0 <—>A¢/ArQe« + H3O"
ROO + H;0* < —>ROOH + H,0

Los principales ensayos que se rigen mediante este mecanismo actualmente
son:

e Ensayo FRAP (Potencial antioxidante reductora férrica), el cual se
basa en la reduccion de del complejo ferro-tripiridiltriazina tridentada
(Fe'-TPTZ) a la forma ferrosa (Fe') por la accion de antioxidantes,
dando un color azul intenso con un méximo de absorcion de 593
nm.16,20



Ensayo CUPRAC (capacidad antioxidante reductora de clprico), que
mide la absorbancia del crom6foro CUPRAC (quelato de Cu (I)-
neocuproina (Nc)) que se produce de la reaccion redox de los
antioxidantes con el reactivo CUPRAC (bis(neocuproina) cobre (11))*°.

Ensayo Folin-Ciocalteau, basado en la oxidacion de los compuestos

fendlicos, por la accion del polianion molibdotungstofosforico para

generar un producto coloreado con un maximo de absorcién a 765
16,21

nm*e4t,

1.3.3 Mecanismos Mixtos HAT/SET

También se encuentran Mecanismos mixtos para ciertos antioxidantes, sobre
todo antioxidantes no fenolicos que pueden estabilizar radicales libres
mediante la transferencia de un atomo de hidrogeno o mediante la
transferencia de un electron, desarrollandose ensayos para determinar la
capacidad antioxidante de diversas matrices como:

Ensayo DPPH, la sustancia antioxidante estabiliza al radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) el cual cambia de un violeta
originalmente a un color amarillo palido, medicion que se realiza en
un espectrofotémetro a una absorbancia de 517 nm?2,

DPPHe + AOX-H — DPPH-H + AOXe

Ensayo ABTS/TEAC, mide la capacidad antioxidante (expresado en
equivalentes de trolox) de una sustancia mediante la estabilizacion del
cation radical ABTS++ ((acido 2,2-azino—bis—(3—etillbenzotiazolin—
6—sulfonico) de color azul/verde con un maximo de absorcion de 734
nm que se decolora en presencia de la sustancia antioxidante6.2324,

ABTS ¢ + (azul / verde) + AOH — ABTS (sin color) + AO

10



e Ensayo DMPD, similar al ensayo DPPH, el cation radical DMPDe«+
(N, N-dimetil-p-fenilendiamina) de color purpura que muestra un
méaximo de absorbancia a 553 nm se estabiliza mediante transferencia
de hidrégeno o electron causando una rapida decoloracion de la
solucion®.

DMPD - + (ptrpura) + AOH — DMPD (sin color) + AO

En los altimos afios se han desarrollado ensayos para determinar la capacidad
antioxidante en diversas matrices, preferencialmente en frutas, verduras y
bebidas de origen natural, mediante técnicas o métodos electroquimicos
como los ensayos basados en voltamperometria ciclica (CV), diferencial de
pulsos (DPV) y de onda cuadrada (SWV). Los antioxidantes son
electroquimicamente activos (mecanismo SET), pudiendo utilizarse una
diversa gama de electrodos (Carbono vitrificado, Oro, Platino) y materiales
para modificar la superficie de estos, principalmente enzimas vy
nanoparticulas de Oro. Estos ensayos han recibido un mayor interés debido a
su rapida capacidad de deteccion, sensibilidad y rentabilidad econdmica en
comparacion a ensayos pares.
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1.4 Greigia sphalacelata

El genero Greigia perteneciente a la familia de las Bromeliaceae es
reconocido por la especie Chilena Greigia sphacelata cominmente conocido
como Chupdn o Quiscal. Actualmente se reconocen 32 especies de Greigia
las que crecen en habitats humedos, al pie de arboles nativos (bosque andino),
al fondo de quebradas en paises como Colombia, Venezuela, Pera, Ecuador,
América central y el sur de México.

Chile presenta cuatro especies endemicas, tres se encuentran desde el norte
sur del pais comenzando en la region del Maule hacia el sur, especies Greigia
sphacelata, G. landbeckiia, y G. pearcei, y la Greigia berteroi la cual es
endémica de la Isla Robinson Crusoe?®.

Figura n°3: a) Greigia Sphacelata b) Fruto (conocido como chupdn) ¢) Ubicacion
geogréfica de Greigia sphacelata (®), G.landbeckii @), G.pearcei (A).
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Greigia sphacelata puede llegar a medir hasta 5 metros de altura y genera un
pequefio fruto, una baya alargada comestible que presenta una pulpa muy
dulce y jugosa de color blanco lechoso, sobre la cual se han realizado pocas
investigaciones hasta la fecha (tres publicaciones cientificas, ultima el afio
2007). Sobre este fruto se ha informado que presenta diversos tipos de
antioxidantes principalmente polifenoles, flavanonas (5,7,3trihidroxi-6,4,5"-
trimetoxiflavanona y 5,3 -dihidroxi-6,7,4,5 -tetrametoxiflavanona)?’

1.5 Ribes grossularia

La Ribes grussularia o Ribes uva-crispa mas conocida como grosella
espinosa es un fruto originario de la mayoria de las parte de la Europa
montafiosa y en el rango del monte Atlas en el norte de Africa?®. Cultivada
principalmente en Inglaterra, Francia y Alemania, su fruto, una baya con una
piel espinosa o vellosa que puede ser de color blanco, amarillo, roja o verde,
dependiendo de su grado de maduracion, encontrandose mayormente de
color verde. La Grosella espinosa es consumida generalmente como jugos,
postres y mermeladas?®®, presentando altos contenidos de vitamina A,
carotenoides, flavonoides y potasio, otorgando grandes beneficios a la salud
principalmente a la vista y los huesos.

Figura n°4: Grosella espinosa (Ribes grossularia)
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1.6 Smilax Aspera

La zarzaparrilla (Smilax aspera) es una planta trepadora perenne altamente
resistente, perteneciente a la familia Liliaceae y originaria de la regién
mediterranea, pero es comun encontrarla en bosques y matorrales en paises
de América. Es un arbusto con una altura de aproximadamente 2 metros, una
planta muy popular, con abundantes beneficios para la salud. Tanto sus
raices, hojas y fruto (una baya de color rojo de 2 a 4 mm) son comestibles, y
es muy utilizada en la fabricacion de mermeladas y bebidas. Esta planta
ofrece multiples beneficios gracias a sus propiedades diuréticas, diaforéticas,
estimulante y tonicas, también es utilizada para el tratamiento de la diabetes
y el reumatismo *. Estos beneficios son proporcionados por la presencia de
saponinas esteroideas, una alta cantidad de compuestos fendlicos,
flavonoides como el trans-resveratrol, taninos, antocianinas y carotenoides
los cuales han sido temas de investigacion en los Gltimos afios 3%,

Figura n°5: Zarzaparrilla (Smilax aspera).
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2. HIPOTESIS

El ensayo de capacidad antioxidante mediante el método voltamperométrico
presentard una alta correlacion con los ensayos ORAC y DPPH en la
determinacion de capacidad antioxidante, pudiendo sustituir a las técnicas
convencionales a nivel de screening o cribado.

Los extractos de los frutos a estudiar (Greigia sphacelata, Ribes grossularia,
Smilax aspera) presentaran una alta capacidad antioxidante mediante los
ensayos ORAC, DPPH vy la técnica voltamperométrica a emplear.

3. OBJETIVOS DE TRABAJO
3.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una metodologia mediante técnicas voltamperometricas para la
determinacion de capacidad antioxidante total de los frutos Chupones,
grosellas y zarza parrilla.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar Capacidad Antioxidante total de los extractos mediante
técnicas tradicionales (ORAC, DPPH).

o Optimizar la técnica voltamperométrica (CV, DPV, SWV) mas
adecuada para las determinaciones.

o Determinar capacidad Antioxidante de las muestras (frutos),
mediante voltamperometria y sus pardmetros analiticos: limite de
deteccion, cuantificacion, repetibilidad, reproducibilidad.

o Estudiar correlacion entre ensayos ORAC, DPPH vy
Voltamperometria.
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4. MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1 Materiales, reactivos e instrumentos.

4.1.1 Muestras

Los frutos silvestres estudiados son: Greigia sphacelata conocida (Chupon o
Quiscal), fruto obtenido de forma comercial, en ferias de la ciudad de
Temuco, region de la Araucania. Ribes grossularia (Grosella espinosa) y
Smilax aspera comudnmente conocida como (Zarzaparrilla), obtenidos
gentileza de viveros el Verdin en la ciudad de Punta Arenas, Region de
Magallanes.

4.1.2 Ensayo DPPH

e DPPH concentracion 1,0x 10 mol L
e Metanol 70% v/v
e Espectrofotometro Rayleigh UV-2601

4.1.3 Ensayo ORAC

e Agua desionizada ultrapura 18,2 MQ-cm.

e Buffer A: Na;HPO, 1,065g en 100mL de agua ultra pura.

e Buffer B: NaH,PO4x H,0 1,035 en 100mL de agua ultra pura.
e RPG (64um): pesar 4mg y disolver en 10mL de buffer.

e AAPH (120mM): pesar 163mg y disolver en 1mL de buffer.

e Trolox (1Mm): pesar 6,25mg y disolver en 25mL de buffer.

e Placa costar 96 pocillos

e multilector de microplacas (Epoch-2, Biotek).
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Preparacion de reactivos:

Solucion de tampon fosfato (75mm, pH 7,4):

Buffer A: Na;HPO, 1,065g en 100mL de agua ultra pura.
Buffer B: NaH,PO4x H20 1,035 en 100mL de agua ultra pura.
Ajustar Buffer A a pH 7,4 con buffer B.

RPG (64pum): pesar 4mg y disolver en 10mL de buffer. De esta solucion de
1mM, se saca una alicuota de 300uL y suspender en 1700 pL de buffer.
(Concentracion final en la placa de 5pum)

AAPH (120mM): pesar 163mg y disolver en 1mL de buffer. De esta solucion
sacar una alicuota de 400 pL y suspender en 1600 pL de buffer, para obtener
una solucion AAPH de 120 mM. Se tomaron alicuotas de 21 ul y agregar a
cada pocillo (250 pul de volumen final) para obtener una concentracion final
de AAPH de 10 mM.

4.1.4 Ensayo DPV (Voltamperometria diferencial de pulsos)

e Potenciostato Dropsens equipado con el software Dropview 200-
e Electrodo indicador de carbono vitrificado (GCE), CHI 104.

e Electrodo de referencia Ag/AgCI, CHI 111.

e Electrodo auxiliar alambre de platino.

e Celda de vidrio: longitud 4 cm, diametro 2,5 cm, volumen 20 mL.
e Micropolish® C 1,0 micrometros alfa alumina.

e Micropolish® A 0,3 micrémetros alfa alumina.

e Micropolish ®B 0,05 micrometros gamma alumina.

e Buffer fosfato pH 7,4.
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Extraccion alcohdlica de Greigia sphacelata, Ribes grossularia y
Smilax aspera

Se realizaran extracciones metandlicas al 70 % (v/v, pH 2,0) de las muestras
liofilizadas de Greigia Sphacelata, Ribes Grossularia y Smilax Aspera para
obtener los compuestos antioxidantes. Se pesan dos gramos del liofilizado y
se disuelve en 10 mL de la solucion alcohdlica en agitacion durante dos horas
a temperatura ambiente, una vez transcurrido el tiempo esta mezcla es
filtrada al vacio obteniendo el extracto.

Figura n°6: esquema de extraccion metanolicas frutos liofilizados.
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4.2.2 Determinacion de la capacidad/actividad antioxidante.

4.2.2.1 Ensayo DPPH

Es un método simple que ha sido aceptado como un método oficial para
determinar capacidad antioxidante de alimentos y bebidas. EI nombre de este
ensayo se debe al reactivo utilizado para realizar la determinacion de
capacidad antioxidante, el radical DPPH, (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), un
radical organico estable por resonancia que presenta un color violeta.

El ensayo mide la capacidad antioxidante mediante la estabilizacion del
radical DPPH mediante la transferencia de atomo de hidrogeno o un electrén
(HAT/SET), causando un cambio de color a amarillo palido, cuya medicion
se realiza espectrofotométricamente siguiendo el decaimiento de la
absorbancia a 517 nm 22353,

NO,

s

P
0,N NO,

Figura n°7: a) Estructura radical DPPH, b) Representacion colorimétrica estiblizacion
radical DPPH.

Los resultado se expresan en la concentracion necesaria de antioxidante para
estabilizar el 50 % del radical DPPH (ICsp) también con estandares de
referencia como acido ascorbico, galico o trolox, aunque también han surgido
otros parametros de evaluacion como la eficiencia anti-radicalaria basada en
la cinética de la reaccion.
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4.2.2.2 Ensayo ORAC

Es uno de los ensayos mas utilizados para evaluar la capacidad antioxidante,
es un método que se ha automatizado para un alto rendimiento, ademas de
ser un método con una alta sensibilidad y es adaptable para diversas matrices
de muestras ademas de alimentos, entra ellas plasma, tejidos, etc.'®1° Este
método mide la degradacion oxidativa de una molécula fluorescente despues
de mezclarse con un iniciador de radicales libres, el cual inicialmente utilizo
AAPH (2,2 azobis(2-metilpropinamida)diclorhidrato) como generador de
radicales libres y B-ficoeritrina como molécula objetivo (target molecule)
molécula fluorescente que en los Ultimos afios ha sido reemplazado por
fluoresceinal®1934,

El principio de este método es relativamente sencillo, la intensidad de la
molécula objetivo disminuye a medida que aumenta la degradacion
oxidativa, sin embargo cuando la molécula objetivo y iniciador de radicales
libres se mezclan con un compuesto antioxidante, este puede proteger a la
molécula fluorescente y la intensidad de la fluoresceina se mantiene estable
a lo largo del tiempo.

El indice ORAC se evalta desde el &rea bajo la curva de los perfiles cinéticos
de la molecula objetivo, y por lo general utiliza acido galico o trolox (un
analogo hidrosoluble de la vitamina E) como estandar de referencia, asi el
valor ORAC se expresa en equivalentes de Trolox™®.

En los ultimos afios se han realizado variaciones alternativas al ensayo
ORAC, utilizando rojo pirogalol (PGR) como molécula objetivo en lugar de
fluoresceina®®.
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4.2.3 Método electroquimico

4.2.3.1 Acondicionamiento del electrodo de trabajo

Antes de utilizar el electrodo de trabajo se debe realizar la limpieza de
éste para eliminar residuos que puedan estar adheridos en su superficie. Para
esto se pulio la superficie del electrodo de carbono vitrificado sucesivamente
con alimina de 1.0, 0.3 y 0.05 um sobre un pafio Microcloth durante un
minuto, con cada tipo de alimina. Luego se enjuago el electrodo con agua
ultrapura, posteriormente se sumergio el electrodo en agua milliQ y en un
bafio de ultrasonido durante un minuto para eliminar las particulas de alimina
adheridas. Finalmente, se enjuago el electrodo con agua ultrapura y se dejo
secar en corriente de aire.

4.2.3.2 Optimizacion de técnica voltamperométrica (DPV).

La voltamperometria diferencial de pulso, el potencial es fijo y es
superpuesto a cambiar lentamente la base potencial. La corriente se mide en
puntos de remolque; antes de aplicacién del impulso, y al final del pulso®”.
La primera corriente se resta de la segunda, y la diferencia de corriente “I” se
representa graficamente frente el potencial aplicado.

F 8 7
blanco
E 5 nC 1 nM
5 analito 1 nM
] 3 4
T —
A| |e 3
2
1
Ei ) A
> a :
tiempo 0 0,2 0,4 0,6

Ly [ E (V)

Figura n°8: Diagramas de perturbacion (izquierda) y patrones de respuesta obtenida
(derecha).
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En voltamperometria diferencial de impulsos son cuatro los pardmetros
esenciales para obtener un buen analisis, con sefiales claras y bien definidas.
Los parametros gque se optimizaron en la técnica electroanalitica son: rapidez
de barrido (Srae), Potencial de pulso (Epuis), potencial de incremento (Estep) Y
tiempo de pulso (tpurs).

Se realiz0 este estudio para determinar los parametros de trabajo optimo. En
una celda electroquimica se depositaron 10 mL de regulador fosfato 0,1
mol/L, pH = 7,4 y se sumergieron el sensor, el electrodo de referencia y el
electrodo auxiliar, luego se realizo voltamperometria diferencial de impulsos
en el rango de potencial definido para la aparicion de los analitos entre 0,0 y
1,4V.

Los parametros que se establecieron para estudiar son:
» S 0,01; 0,025; 0,05; 0,075; 0,100; 0,250 (V/s)
» Epus: 0,010; 0,050; 0,100; 0,150; 0,200; 0,250 (V)
» Egqep: 0,005; 0,010 ; 0,025; 0,050; 0,100; 0,250 (V)
= Tpus: 5, 10, 15, 20, 30, 35, 40 (ms)

Para realizar la voltamperometria diferencial de impulsos se esperé a que se
estabilizara la corriente base y se agregd una alicuota de 100 L del estandar
trolox 1,0 x 10 mol/L (estudios por separado), y se repitié cada analisis para
cada punto y asi obtener los resultados Optimos para cada parametro.
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4.2.4 Curvas de Calibrado

4.2.4.1 Curva de calibracién ensayo DPPH

Se realizo la curva de calibrado con el estandar trolox de concentracion
3,010 mol/L, en la cuales se afiadieron a 5 matraces de 10 mL alicuotas de
50, 100, 150, 200, 250 uL del estandar respectivamente completando con
metanol al 70% tal como se representa en la siguiente imagen (X), luego se
tomaron alicuotas de 1 mL de cada concentracion preparada afiadiendo 3mL
del readical DPPH de concentracion 4 mM competandose con metanol en un
matraz de 10 mL dejandose 30 minutos en oscuridad (imagen y), una vez
transcurrido los 30 min, se procede a leer en espectrofotometro a una
longitud de onda de 517 nm, registrando la absorbancia primero del control
(DPPH concentracion 1,00x10*mol/L), continuando con las cocentraciénes
del estandar preparado, determinando en que concentracién se encuentra el
indice 1Cs.8

4.2.4.2 Curva de calibracion ORAC
Diferentes concentraciones de Trolox se utilizan para hacer una curva
estandar, y las muestras de ensayo se comparan con esto.

Concentracion pL trolox uL buffer

trolox umol L™*
50 50 950
100 100 900
200 200 800
300 300 700
400 400 600
500 500 500
600 600 600

Tabla n°2: alicuotas de estandar trolox y buffer para concentraciones en curva de
calibrado ensayo ORAC.
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La mezcla de reaccion (volumen final 250 pL), contiene 194 uL de buffer
fosfato, 20 pL de RPG y 15 pL de muestra diluida (1:20 v/v). El blanco se
compone de 209 pL del buffer fosfato con 20 puL de RPG vy el control de la
reaccion de 230 pL del buffer fosfato con 20 puL de RPG. La microplaca se
incubd durante 30 minutos a 37°C y luego se afiade una solucion de AAPH
(21 uL) a todos los pocillos, excepto al control de la reaccion. Luego se midio
la absorbancia de las mezclas a 540nm cada un minuto, por una hora y media
en un multilector de microplacas (Epoch-2, Biotek). El area bajo la curva
(AUC) de estos datos cinéticos fue evaluado por su integracion hasta un
tiempo tal que (A/AQ) alcanzo un valor de 0,2. El resultado se expresé como
milimoles litro de trolox equivalentes (ET) por gramo de muestra.®

4.2.4.3 Curva de calibracion voltamperometria diferencial de pulsos (DPV)

Optimizadas las condiciones de trabajo del método voltamperométrico, se
procedio a realizar la curva de calibracion con el estandar trolox de
concentacion 1 mM. La celda electroquimica se compone de buffer fosfato
pH 7,4 para obtener la linea base y posteriormente se afiaden alicuotas de 50,
100, 200, 300, 400, 500 y 600 L respectivamente del estandar trolox, cada
punto se realiza por separado completando a 10 mL con fosfato, llegando a
intervalos de concentraciones de 50 pM hasta 600 uM. Para procesar los
datos se debe calcular la diferencia de corriente o carga que se obtiene luego
de agregar una alicuota del patron y la corriente de base, a esta diferencia de
corrientes o carga. Posteriormente se graficd | (MA) 0 (UC) versus
concentracion (umol L™).

De esta manera se relacioné el aumento de la Carga coulombica con el
aumento de la concentracion del analito en la celda electroquimica.
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4.2.5 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-UV)

La prepacién de las muestras, los liofilizados de zarzaparrilla, grosella
espinosa y chupon se extrajeron tres veces un peso de 2 g en 10 mL de
metanol/agua (80:20 v/v) a temperatura ambiente en un mezclador durante 5
minutos (ultraturrax) y se centrifugaron a 2500 rpm, los tres extractos se
combinaron y se secaron al vacio usando un rotavapor. Las muestras se
redisolvieron a una concentracion final de 30 mg mL™ para la identificacion
de los compuestos antioxidantes por HPLC con deteccion UV visible. 4°

En los ensayos mediante HPLC se estudio una amplia gama de estandares,
se estudio en un barrido de longitud de onda (240-580 nm) los estandares a
una concentracion final de 1 mg mL™ de é&cido galico, acido clorogénico,
acido cafeico, acido transferalico, quercetin, mirtillin, kuromarin, oenin,
guecetin 3-O-glucosido, naringenin, cianidin-3-O-glucosido.

Luego se inyectaron 20 uL de los extractos de los frutos para comparar en
base a los tiempos de retencidn los estandares de manera tentativa que puedan
estar en la matriz de cada fruto.

La separacion se realizd en una columna ODS de fase inversa C18 (250 mm
x 4,6 mm i.d., tamafio de particula de 5 um; ACE, Madrid, Espafia). La
elucion se realizo utilizando los disolventes A (agua que contiene 1 ml de
acido formico L-1) y B (acetonitrilo) a un caudal constante de 1 mL / min-1.
Se aplico un gradiente lineal a partir de la composicion de eluyente inicial A
/B95:5(v/v)hasta A/ B 75:25 (v/ v) durante los primeros 18 min y luego
hasta A / B 70:30 (v / v) en 6 min. Posteriormente, la composicion se
modifico a A/ B 25:75 (v / v) en 10 minutos, luegoa A/ B 75:25 (v/ Vv) y
finalmente a 100% A. Esta composicion final se mantuvo durante 5 minutos
a Garantizar el lavado de los equipos.3®
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4.2.6 Parametros analiticos

4.2.6.1 Limite de deteccion y Cuantificacion.

El limite de deteccién (LOD) se define habitualmente como la cantidad de
concentracion minima de sustancia que puede ser detectada con fiabilidad
por un metodo analitico determinado. Intuitivamente el LOD seria la
concentracion minima obtenida de la medida de una muestra (que contiene
el analito) que seriamos capaces de discriminar de la concentracion obtenida
a partir de la medida de un blanco, es decir de una muestra sin analito
presente. Mientras que el limite de cuantificacion (LOQ) es la menor
cantidad de analito que puede determinarse cuantitativamente en una muestra
con un nivel de precision y exactitud adecuado?.

Si bien esta definicion es norma hoy en dia sobre todo para analisis de trazas,
preparar un blanco con el resultado que arroja el limite de deteccién no
siempre es fiable. Por ende en este proyecto determinamos el limite de
deteccion mediante pardmetros quimiometricos los cuales se asocian a lo
planteado por la IUPAC, el cual el limite se obtendra mediante la curva de
calibrado realizada empleando las siguientes variables.?®

LOQ = 108Dy + Sg

SDg se estima del error tipico dividido por la pendiente asociado a la
curva de calibrado, y S asociado al coeficiente de posicion dividido por la

pendiente, quedando
35x
LoD =—2 4=
b b
108,y a
LOQ = + —
¢ b b
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Con un Sy igual.

Sy/x l+l+ x?
b ym N YN (x—x)?

So =

Donde:

Syix: €s la desviacion estandar de los residuales de la recta de calibrado.
b: es la pendiente de la recta de calibrado.

N: es el numero de patrones de calibrado.

Xi: es cada una de las concentraciones de los patrones de calibrado.

X: es la media de las concentraciones de los patrones de calibrado.

4.2.6.2 Repetibilidad

La repetibilidad indica el grado de acuerdo entre resultados mutuamente
independientes de un ensayo, obtenidos bajo las mismas condiciones de
operacion, es decir, utilizando el mismo método, el mismo equipo y
realizadas por el mismo operador en un intervalo corto de tiempo*°. Para el
estudio de repetibilidad se realizaran cinco determinaciones de capacidad
antioxidante mediante el método voltamperométrico en el mismo dia en las
mismas condiciones experimentales y se evaluara a partir de su coeficiente
de variacion.

4.2.6.3 Reproducibilidad

La reproducibilidad es la variacion causada por el sistema de medicion. Es la
variacion que se observa cuando diferentes operadores miden la misma parte
muchas veces, usando el mismo sistema de medicion, bajo las mismas
condiciones. Para llevar a cabo el estudio se realizara cinco determinaciones
de capacidad antioxidante, en distintos dias, con un operador diferente y se
evaluara a partir de su coeficiente de variacion.
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4.2.6.4 Estudio correlacién de ensayos ORAC, DPPH y Voltamperometria

Las determinaciones de capacidad antioxidante través de los ensayos se
realizaran por triplicado, el analisis de correlacion entre los ensayos
convencionales y el ensayo desarrollado se llevara a cabo utilizando la
correlacion de Pearson a un nivel de significancia de p< 0,05.%

La correlacion de Pearson mide la fuerza o grado de asociacion entre dos
variables aleatorias cuantitativas que poseen una distribucion normal
bivariada conjunta®, definiéndose:

COV (x,y): covarianzade x e y

CoV(x,y) ox. desviacion estandar de variable x
= T oy. desviacion estandar de variable y
Xy -1<p <l

Estadisticamente se puede expresar:

(X = X)(Y, =)

G = DE % — 7]
y=1, correlacidn positiva perfecta.

y= 0, correlacion nula.
y= -1, correlacion negativa perfecta.

'}/:
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5. RESUTADOS Y DISCUSION

5.1 Ensayo DPPH
5.1.2 DPPH estandares.

Los primeros estudios realizados en este proyecto de investigacion se
enfocaron en la determinacion de la capacidad antioxidante de estandares
reportados en literatura como estandares con alta capacidad antioxidante. Los
estandares estudiados fueron Trolox, acido galico y &cido ascérbico mediante
el ensayo DPPH, los cuales presentan los siguientes resultados.

Muestra | Concentracion (mol L) | Absorbancia % Inh
Control 1,00E-04 0,308
1 1,50E-05 0,264 14,3
2 3,00E-05 0,237 23,1
3 4,50E-05 0,216 29,9
4 6,00E-05 0,182 40,9
5 7,50E-05 0,149 51,6

Tabla n°3: Porcentaje de inhicion ICso distintas concentraciones estandar trolox

Muestra | Concentracion (mol L) | Absorbancia % Inh
Control 1,00E-04 0,308
1 3,75E-05 0,233 24,4
2 7,50E-05 0,211 31,5
3 1,50E-05 0,177 42,5
4 3,00E-05 0,153 50,3
5 4,50E-05 0,074 76,0

Tabla n°4: Porcentaje de inhicion 1Cso distintas concentraciones estandar Acido Galico.
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Muestra | Concentraciéon (mol L) | Absorbancia % Inh

Control 1,00E-04 0,297
1 3,00E-05 0,245 17,5
2 4,50E-05 0,222 25,3
3 6,00E-05 0,201 32,3
4 7,50E-05 0,167 43,8
5 9,00E-05 0,146 50,8
6 1,05E-04 0,121 59,3

Tabla n°5: Porcentaje de inhicion ICso distintas concentraciones estandar Acido Galico.

Como se puede apreciar en los resultados otorgados por el ensayo DPPH, los
estandares que presentan mejores capacidad o actividad antioxidante son el
estandar trolox y acido galico (ICsp), ambos estandares cumplen con las
condiciones para ser utilizados en el ensayo DPPH.

5.1.3 DPPH extractos frutos.

Luego se realizo el ensayo DPPH de los extractos de los frutos a estudiar
Gregia sphacelta, Ribes grossularia y Smilax aspera.

Muestra Absorbancia % Inh
Control 0,514
1 0,428 16,7
2 0,369 28,2
3 0,321 37,5
4 0,282 45,1
5 0,237 53,8

Tabla n°6: Porcentaje de inhicion ICso extracto Smilax aspera.
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Muestra Absorbancia % Inh
Control 0,330
1 0,270 18,3
2 0,239 21,7
3 0,202 38,8
4 0,174 47,4
5 0,150 54,7

Tabla n°7: Porcentaje de inhicion ICso extracto Ribes grossularia.

Muestra Absorbancia % Inh
Control 0,330
1 0,320 3,1
2 0,315 4,5
3 0,308 6,5
4 0,300 9,0
5 0,291 11,9

Tabla n°8: Porcentaje de inhicion 1Cso extracto Greigia sphacelata.

Como se pueda apreciar en los ensayos DPPH con los frutos, tanto la Smilaz
aspera y ribes grossularia logran inhibir el 50% del radical DPPH, lo cual es
una gran sefial, indicando que estos compuestos presentan una elevada
capacidad antioxidante, en cambio para Greigia sphacelata los resultados de
capacidad antioxidante son muy bajos (11,9% de inhibicion del radical
DPPH).
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5.2 Ensayo Voltamperométrico

Como primer ensayo voltamperométrico se empleo la voltamperometria
ciclica (CV), debido que dentro de las técnicas voltamperométricas es la
ténica mas sencilla con fines mas cualitativos que cuantitativos, con pocos
parametros a optimizar como el potencial de barrido y la velocidad de
barrido. Utilizando la voltamperometria ciclica se estudiaron los estandares
de trolox, acido galico y acido ascorbico, analizando su linealidad vy
correlacion tanto en corriente y carga en funcion de la concentracion.

5.2.1 CV estandar Trolox

1.5

0.5

Corriente (pA)

Potencial (V)

Figura n°9: Voltamperometria ciclica estandar de trolox concentracion 3mM.

32



1.000 y =10250x + 0.0319
R?=0.9958
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Concentracién (mol L)

Figura n°10: Grafica Corriente en funcién de la concentracion estandar trolox 3mM.

5.00

4.00 y = 43105x + 0.0817
R%=0.9951

Carga (nC)

1.00

0.00
0.00E+00 4.00E-05 8.00E-05 1.20E-04

Concentracién (mol L)

Figura n°11: Grafica Carga en funcion de la concentracion estandar trolox 3mM.

Realizada la voltamperometria ciclica para el estandar de trolox en las
condiciones establecidas, se aprecia que este presenta un potencial de
oxidacion de 0.46 V (v/s Ag/AgCl). Ahora correlacionando tanto la
intensidad como la carga en funcion de la concentracion se visualizada una
excelente linealidad R?=0,9958 y R?=0,9951 respectivamente.
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5.2.2 CV estandar acido galico

Corriente (pnA)

Potencial (V)

Figura n°12: Voltamperometria ciclica estandar de acido galico concentracion 3mM.
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y =10393x - 0.0358
0.400 R?=0.9955

0.300

0.200

Corriente (pnA)

0.100

0.000
0.00E+00 1.00E-05 2.00E-05 3.00E-05 4.00E-05 5.00E-05

Concentracién (mol L)

Figura n°13: Grafica Corriente en funcién de la concentracion estandar acido galico
3mM.
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Figura n°14: Grafica Carga en funcion de la concentracion estandar acido galico 3mM.

Analizando la CV del &cido galico se puede apreciar un potencial de 0.58 V
(v/s Ag/AgCl) el cual a medida que va aumentando la concentracion del
estandar se nota con mayor claridad un segundo proceso de oxidacion en un
potencial de 0.88 V, presentando una buena linealidad de intensidad y carga
en funcion de la concentracion.

5.2.3 CV estandar acido ascorbico

1.4
1.2
1
0.8
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Potencial (V)

Figura n°15: Voltamperometria ciclica estandar de &cido ascdrbico concentracion 3mM.
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Figura n°16: Gréafica Corriente en funcion de la concentracion estandar acido ascorbico
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Figura n°17: Grafica Carga en funcion de la concentracion estandar acido ascorbico

3mM.
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Con respecto al &cido ascérbico se aprecia un definido peak de oxidacion con
un potencial de 0.57V (v/s Ag/AgCl), al igual que sus estandares estudiados
presenta una buena linealidad en relacion a intensidad-Carga en funcion de
la concentracion.

En resumen, realizada las voltamperometria ciclica se puede apreciar que los
estandares presentan una buena correlacion entre corriente-concentracion,
carga-concentracion, destacandose principalmente el estandar de trolox y
acido ascorbico, ambos estandarés presentan sefiales definidas de oxidancion
sobresaliendo el estandar trolox con un potencial de oxidacion mas bajo,
caracterisiticas propicias para ser utilizado como unico estandar de referencia
los estudios de capacidad antioxidante.

Luego se procedio a estudiar la correlacion entre los dos métodos
desarrollados hasta el momento (DPPH-CV), se estudio la correlacion entre
la medida de capacidad antioxidante entre el porcentaje de inhibicion del
radical DPPH (ICsp) y corriente o carga determinada por la tecnica
voltamperométrica.

5.3 Correlacion DPPH-CV

Luego se procedio a estudiar la correlacion entre los dos métodos
desarrollados hasta el momento (DPPH-CV), se estudio la correlacion entre
la medida de capacidad antioxidante entre el porcentaje de inhibicién del
radical DPPH (ICsp) y corriente o carga determinada por la técnica
voltamperométrica.
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5.3.1 Correlacion DPPH-CV Trolox

Corriente | Carga (nC) % Inh

(nA)

0,171 0,689 14,3
0,380 1,553 23,1
0,487 1,928 29,9
0,627 2,629 40,9
0,786 3,249 51,6
0,952 3,928 57,5
1,125 4,700 70,5

Tabla n°9: Datos de corriente y carga (CV) y su relacion con porcentaje de inhibicion
(ensayo DPPH) estandar Trolox.
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Corriente (nA) CV trolox

Figura n°18: Grafica correlacion corriente (CV) y porcentaje de inhicion radical DPPH
estandar Trolox.
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Figura n°19: Grafica correlacion carga (CV) y porcentaje de inhicion radical DPPH
estandar Trolox.

Para los puntos estudiados tanto voltamperometria ciclica como en el ensayo
DPPH se aprecia que presenta buena correlacion lineal, en particular la
relacion entre el porcentaje de inhibion del radical (DPPH) con la carga
(ensayo CV).
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5.3.2 Correlacién DPPH-CV Acido Galico

Tabla n°10: Datos de corriente y carga (CV) y su relacion con %lnhibicion (ensayo

%Inh DPPH

Figura n°20:
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20

Corriente | Carga (nC) % Inh
(nA)
0,015 0,040 24,4
0,046 0,139 31,5
0,100 0,300 42,5
0,274 0,858 50,3
0,438 1,426 76,0

DPPH) estandar acido galico.

y =109.59x + 25.799
R*=0.9513

0.000

0.100

0.200 0.300

0.400

Corriente (pA) CV ac. galico

Gréfica correlacion corriente (CV) y porcentaje de inhicion radical DPPH

estandar acido galico.
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Figura n°21: Grafica correlacion carga (CV) y porcentaje de inhicion radical DPPH
estandar 4cido galico.

Para acido galico si bien los puntos no fueron los mismo que para el analisis
del estandar trolox, este presenta una correlacion mas baja entre los ensayos
DPPH-CV.

5.3.3 Correlacion DPPH-CV Acido ascérbico

Corriente | Carga (uC) % Inh
(rA)
0,170 0,839 17,5
0,263 1,360 25,3
0,357 1,772 32,3
0,439 2,206 43,8
0,540 2,798 50,8
0,631 3,354 59,3

Tabla n°11: Datos de corriente y carga (CV) y su relacion con %Inhibicion (ensayo
DPPH) estandar acido ascorbico.
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Figura n°22: Grafica correlacion corriente (CV) y porcentaje de inhicién radical DPPH
estandar acido ascorbico.
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Figura n°23: Grafica correlacion carga (CV) y porcentaje de inhicion radical DPPH
estandar &cido ascorbico.

Con respecto al estandar de acido ascorbico al igual que el estandar de trolox,
este presenta una buena correlacion entre los ensayos (tanto en intensidad
CcoOmo en carga).
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En general y confirmando solo lo que nos muestra el ensayo de de
voltamperometria ciclica los estandares de trolox y acido ascorbico nos
presentan una buena sefial con respecto a la correlacién entre los ensayos
DPPH-CV, en este caso nos inclinaremos por el estandar de trolox para
realizar los analisis debido a su bajo potencial de oxidacion (0.460 V v/s
Ag/AgCl).

Los resultados obtenidos entre el ensayo DPPH vy la técnica
voltamperométrica nos dan indicios de que se podria lograr una buena
correlacion utilizado un ensayo voltamperompetrico mas sensible, por lo cual
realizaremos los estudios de correlacion entre los ensayos de capacidad
antioxidante, ensayo ORAC con ensayos de voltamperomeptria diferencial
de impulsos (DPV), destacando que no se han encontrado estudios de
determinacion de capacidad antioxidante por esta técnica electroanalitica.
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5.4 Determinacion capacidad antoxidante ensayo ORAC

Se realizo la curva de calibrado del estdndar de referencia trolox para la
determinacion de la capacidad antioxidante en las muestras, la curva de
calibrado presento una buena linealidad (R2=0,9942), presentando limites de
deteccion y cuantificacion de 43,8 pumolL? y 120 pumolL?, respectivamente.

Absorbancia en funcion del tiempo

——50uM
0.9
—— 100 pM
0.8
200 pM
0.7
- ——300 uM
2 0.6
< 400 pM
0.5
500 pM
0.4
600 pM
0.3
0.2
0 1000 2000 3000 4000 5000

Tiempo [s]

Figura n°24: Curva de calibrado ensayo ORAC estandar trolox 1nM (absorbancia en
funcion del tiempo).

16.0 y =0.0291x + 0.9635
R?=0.9942

0 100 200 300 400 500 600 700

Concentracién (umol L)

Figura n°25: Curva de calibrado ensayo ORAC estandar trolox 1mM.
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Una vez obtenida la curva de calibrado se procedié a determinar la capacidad
antioxidante de los frutos, presentando concentraciones de 5734 pmolL™ eq
Trolox para Greigia sphacelata, 17338 pmolL™? eq de Trolox para Ribes
grossularia, y 24892 umolL eq de Trolox en Smilax aspera.

5.5 Ensayo voltamperométrico DPV

Una vez obtenido los valores de capacidad antioxidante, continuamos con el
estudio mediante las técnicas voltamperométricas, estudiando el estandar de
trolox, la voltamperometria diferencial de pulsos presento buenas sefiales
analiticas, la cual se selecciond y optimizo para realizar los ensayos, con
electrolito soporte tampén fosfato a pH=7,4, con Srate: 0,05 (V/s), Epuls:
0,100 (V), Estep: 0,010 (V), Tpuls: 35 (ms).

= = N N
o (%2} o (6,
1 1 1 )

(0]
1

Intensidad Corriente (MA)

7\

0 0.1 0.2

0.3
Potencial (V)

0.4

e Base
=50 uM
100 uM

0.5 0.6

Figura n°26: Voltamperometria diferencial de pulsos (DPV), curva de calibrado estandar
de trolox.

45



20 y=0.122x +0.1218
R? =0.9854

60
S 50 )/
2
§) 40
S 30

20

10

0
0 100 200 300 400 500 600 700

Concentracion(umol L'?)

Figura n°27: Curva de calibrado ensayo DPV estandar trolox 1mM (carga en funcion de
la concentracion).

Con estas condiciones el estandar presento buenas sefiales, presentando el
estandar de trolox sefial analitica a un potencial de 200 mV vs Ag/AgCI
aproximadamente, Luego se realizo la curva del estdndar mediante la
relacion de la carga en funcion de la concentracidn, que presenta una buena
linealidad (R2= 0,9854), con limites de deteccion y cuantificacion de 46,5
umolLt y 155 pmolL™* respectivamente.

Una vez obtenidas las curvas de calibrado de ORAC y DPV se estudiod la
correlacion entre ambas, la cual presenta una buena correlacion lineal con un
valor de y = 0,989.

Realizando el ensayo de capacidad antioxidante mediante DPV y aplicando
sus factores de dilucion respectivos los extractos de los frutos presentan
concentraciones de 742 pmolL™? Greigia sphacelata, 2293 umolL? Ribes
grossularia y 4153 pmolL™* Smilax aspera.
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Figura n°28: Correlacion area bajo la curva - carga coulombica estandar trolox 1mM
ensayos ORAC-DPV.

Luego se procedio a estudiar la correlacion de distintas alicuotas de los frutos
y analizar su capacidad antioxidante mediante ORAC y DPV, en este caso se
presenta la correlacion del area bajo la curva de ORAC y Carga por DPV, y
correlacion de las concentraciones en equivalentes de trolox del enayo
ORAC y DPV.
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5.6 Correlacion ORAC-DPV extractos

5.6.1 Correlacion ORAC- DPV Ribes grossularia (Grosella espinosa)

NET AUC Carga Concentracion NET Concentracion
AUC (umol L) carga (umol L)
5,56 4,40 1534 35.1
15,1 6,75 4175 54,3
19,1 9,71 530,2 78,6
24,9 11,6 693,5 944
28,8 14,6 801,9 118,9

Tabla n°12: Datos obtenidos, valores netos de area bajo la curva (NET AUC, ensayo
ORAC), de carga coulombica (ensayo DPV) y sus respectivas concentraciones
extrapoladas de la curva de calibrado ensayos de capacidad antioxidate para extracto de
Ribes grossularia.
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Figura n°29: Absorbancia en funcion del tiempo ensayo ORAC extracto Ribes
grossularia (Grosella Espinosa)
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Figura n°30: DVP alicuotas de extracto Metandlico Ribes grossularia (Grosella

Espinosa)
30.0 °
25.0 y = 2.1982x - 1.9988
R? = 0.9602
20.0
O
2
< 150
(]
=2
10.0
so ©
0.0
4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0

Carga

Figura n°31: Correlacion valor neto area bajo la curva (ORAC)-carga coulombica (DPV)
en estudio de extracto de Ribes grossularia (Grosella Espinosa)
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Figura n°32: Correlacion concentracion (ORAC)-conentracion (DPV) en estudio de
extracto de Ribes grossularia (Grosella Espinosa)

En el ensayo ORAC aplicado al extracto de Ribes grosularia (figura 29) se
puede apreciar un aumento del area bajo la curva (net AUC) de la
disminucion de la absorbancia en funcion del tiempo con una relacion lineal
en el estudio de las alicuotas afiadidas para la determinacion de la capacidad
antioxidante.

Con respecto a la voltamperometria diferencial de pulsos aplicada al extracto
de Ribes grossularia (figura 30) nos muestra diversos peak de oxidacion,
podemos apreciar dos peack notorios en un rango de 0,370- 0,420 V' y 0,620-
0,680 V donde se aprecia un aumento lineal en relacion carga-concentracion.

Ambos en ensayos realizados, con las mismas alicuotas representadas del
extracto (mismo factor de dilucion), nos presentan una correlacion (y) de
0,980 en el estudio de la relacidn del area bajo la curva (netAUC) y la carga
coulombica, y su repectiva expresion en las concentraciones interpoladas de
la curva de calibrado obtenidas en equivalentes de trolox (umolL™ ep trolox).

50



5.6.2 Correlacion ORAC- DPV Smilax aspera (Zarzaparrilla)

NET AUC | Carga | Concentracion NET | Concentracion

AUC (umol L) carga (umol L)
3,32 3,30 68,5 21,7
10,6 7,72 262,6 58,2
19,5 10,7 497,9 83,1
23,3 13,4 598,6 105,2
28,5 13,4 738,2 105,3
34,3 15,7 892,3 123,7

Tabla n°13: Datos obtenidos, valores netos de area bajo la curva (NET AUC, ensayo
ORAC), de carga coulombica (ensayo DPV) y sus respectivas concentraciones
extrapoladas de la curva de calibrado ensayos de capacidad antioxidate para extracto de
Smilax aspera.
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Figura n°33: Absorbancia en funcion del tiempo ensayo ORAC extracto Smilax aspera
(Zarzaparrilla)
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Figura n°34: DVP alicuotas de extracto Metandlico Smilax aspera.
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Figura n°35: Correlacion valor neto area bajo la curva (ORAC)-carga coulombica
(DPV) en estudio de extracto de Smilax aspera (Zarzaparrilla)
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Figura n°36: Correlacion concentracion (ORAC)-conentracion (DPV) en estudio de
extracto de Smilax aspera (Zarzaparrilla)

El ensayo ORAC del extracto de Smilax aspera (figura n°33) se aprecia un
aumento lineal del area bajo la curva con respecto al aumento de la alicuota
del extracto en funcion del tiempo. En relacion a la voltamperometria
diferencial de pulsos (figura n°34) esta nos presenta dos peack uno mas
apreciable que el otro, con potenciales de oxidancion de 0,370 V y 0,550 V.

En el estudio de la correlacion de area bajo la curva (net AUC) y la carga
coulombica en ambos ensayos (ORAC y DPV respectivamente) , con su
expresion de las concentraciones obtenidas mediante la interpolacion de la
curva de calibrado del estandar trolox (umolL™ eq trolox) de los ensayos
correspondientes se aprecia en las figuras x y x una correlacion (y) de 0,980.
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5.6.3 Correlacion ORAC-DPV Greigia Sphacelata (Chupdn)

NET AUC | Carga | Concentracion NET | Concentracion

AUC (umol L) carga (umol L)
4,14 6,03 32,9 140,7
4,88 7,58 39,0 222,0
6,58 10,0 52,9 348,9
7,59 11,5 61,2 429,3
8,28 13,2 66,8 516,5
10,8 14,2 87,5 569,5

Tabla n°14: Datos obtenidos, valores netos de area bajo la curva (NET AUC, ensayo
ORAC), de carga coulombica (ensayo DPV) y sus respectivas concentraciones
extrapoladas de la curva de calibrado ensayos de capacidad antioxidate para extracto de

Greiga Sphacelata.
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Figura n°37:: Absorbancia en funcion del tiempo ensayo ORAC Greiga Sphacelata.
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Figura n°38: DVP alicuotas de extracto Metandlico Greiga Sphacelata. (Chupon).
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Figura n°39: Correlacion valor neto area bajo la curva (ORAC)-carga coulombica
(DPV) en estudio de extracto de Greiga Sphacelata. (Chupdn).
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Figura n°40: Correlacion concentracion (ORAC)-conentracion (DPV) en estudio de
extracto de Greiga Sphacelata. (Chupdn).

El ensayo ORAC del extracto Greigia sphacelta (figura n°37) se aprecia un
aumento lineal del area bajo la curva con respecto al aumento de la alicuota
del extracto en funcidon del tiempo en la mayoria de ellas. En en el caso de la
voltamperometria diferencial de pulsos (figura n°38) esta nos presenta
diversos peack de oxidancion a medida que aumenta la alicuota del extracto
afiadida, con peaks de oxidancién en 0,270 V, 0,430 V y 0,880 V
aproxidamadamente.

En el estudio de la correlacion de area bajo la curva (net AUC) y la carga
coulombica en ambos ensayos (ORAC y DPV respectivamente) , con su
expresion de las concentraciones obtenidas mediante la interpolacion de la
curva de calibrado del estandar trolox (umolL™ eq trolox) de los ensayos

correspondientes se aprecia en las figuras 39 y 40 una correlacion (y) de
0,9609.
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5.7 Repetibilidad

Se calculd la repetibilidad del método electroanalitico de acuerdo al
procedimiento descrito en 1V.12.3. Los resultados obtenidos fueron los

tabulados en tabla 4 y tabla 5.

Determinacion | Concentracion (umol L)

1 78,6

2 80,5

3 79,3

4 79,8

5 76,9
Promedio 79,0

S 1,37

Ccv’ 1,73%

Tabla n°15: Resultados del estudio de repetibilidad determinacion capacidad
antioxidante de Ribes Grosularia con electrodo Glassy carbon vs Ag/AgCI.

Determinacion | Concentracion (umol L)
1 57,8
2 58,9
3 60,6
4 59,9
5 60,3
Promedio 59,5
S 1,15
Ccv’ 1,93%

Tabla n°16: Resultados del estudio de repetibilidad determinacion capacidad
antioxidante de Smilax aspera con electrodo Glassy carbon vs Ag/AgCI.
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Determinacion | Concentracion (umol L)
1 237
2 243
3 239
4 235
5 241
Promedio 239
S 3,16
Ccvy’ 1,32%

Tabla n°17: Resultados del estudio de repetibilidad determinacion capacidad
antioxidante de Greigia Sphacelata con electrodo Glassy carbon vs Ag/AgCI.

En base a los resultados expuestos se determino que el sensor desarrollado
presenta una buena repetibilidad, puesto que el coeficiente de variacion
obtenido al utilizar el sensor en ambas determinaciones fue inferior al 10%.
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5.8 Cromatografia Liquida de al resolcuién (HPLC)

Como objetivos anexos a la investigacion principal, se realizaron analisis
mediante Cromatografia liquida de alta resolucion a los extractos de los
frutos, andlisis cualitativos por el momento, analisis enfocados a atribuir los
valores determinados de capacidad antioxidante a compuestos o0 sustancias
en especifico.

5.8.1 HPLC extracto Smilax Aspera
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Figura n°41: Cromatograma HPLC extracto Smilax aspera a 320 nm.
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Figura n°42: Cromatograma HPLC Acido clorogénico (tentativo) extracto Smilax aspera
a 320 nm.
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Figura n°43: Cromatograma HPLC extracto Smilax aspera a 348 nm.
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Figura n°44: Cromatograma HPLC Quercetin-3-glucdsido (tentativo) extracto Smilax
aspera a 348 nm.
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Figura n°45: Cromatograma HPLC extracto Smilax aspera a 520 nm.
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Figura n°46: Cromatograma HPLC cianidin-3-O-glucosido (tentativo) extracto Smilax
aspera a 520 nm.

El estudio realizado a los frutos y una alta gama de estandares nos dan como
compuestos fendlicos tentativos para la zarzaparrilla al &cido clorogénico con
un tiempo de retencion de 15.39 minutos a una longitud de onda de 320 nm,
a Quercetin-3-glucosido (tr= 22.28 min) a 348 nm y de cianidin- 3-o0-
glucosido (tr=16.6 min) y otras dos antocianidinas a 520 nm.
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5.8.2 HPLC extracto Ribes grossularia
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Figura n°47: Cromatograma HPLC extracto Ribes grossularia a 320 nm.
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Figura n°48: Cromatograma HPLC Acido Clorogénico (tentativo) extracto Ribes
grossularia a 320 nm.
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Figura n°49: Cromatograma HPLC Acido Transferdlico (tentativo) extracto Ribes
grossularia a 320 nm.

Para grosella espinosa se propone de manera tentiva al acido clorogénico y
pacido transferalico con un tiempo de retencion de 15.47 y 22.32 minutos
respectivamente a una longitud de onda de 320 nm.

5.8.3 HPLC extracto Greigia sphacelata
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Figura n°50: Cromatograma HPLC extracto Gregia Spahacelata a 320 nm
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Figura n°51: Cromatograma HPLC Acido Clorogénico (tentativo) extracto Gregia
Spahacelata a 320 nm.
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Figura n°52: Cromatograma HPLC Acido Cafeico (tentativo) extracto Gregia
Spahacelata a 320 nm.
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Figura n°53: Cromatograma HPLC extracto Gregia Spahacelata a 348 nm
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Figura n°54: Cromatograma HPLC Quercetin-3-glucdésido (tentativo) extracto Gregia
Spahacelata a 320 nm.

Y por altimo para el chupon se proponen tentativamente los compuestos
fenolicos, acido clorogénico y acido cafeico a una longitud de onda de 320
nm (tr= 1.28 min, tr= 17.14 min respectivamente) y Quercetin-3-glucosido a
348 nm (tr=22.14)
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6. CONCLUSION

. Los ensayos espectrofotométricos para la determinacién de capacidad
antioxidante presentan buenas resoluciones para los extractos de los
frutos.

. La determinacion de capacidad antioxidante mediante ensayos DPPH
y ORAC muestran una elevada capacidad antioxidante para Smilax
Aspera y Ribes Grossularia. El ensayo ORAC para los frutos
mencionados presentan concentraciones en equivalentes del estandar
trolox de 17338 pumol Ly 24892 pumol L para Ribes Grossularia y
Smilax Aspera respectivamente.

. Gregia Sphacelata presenta un baja capacidad antoxidante con una
concentracion de 5734 umol L equivalentes de trolox (ORAC).

. El ensayo voltamperometrico (DPV) presenta una buena linealidad, y
correlacion con el ensayo ORAC (y = 0,989).

. La voltamperometria diferencial de pulsos presenta bajos limites de
deteccion y cuantificacion para estandar trolox con valores de 46,5y
155 pmol L respectivamente.

. La determinacion de capacidad antioxidante mediante DPV presenta
concentraciones mas bajas que para la determinacion por ensayo
ORAC, estableciendo concentraciones de 742 umol L (eg. Trolox)
para Gregia Sphacelata, 2293 pmol L* (eq. Trolox) para Ribes
Grossularia y de 4153 umol L (eq. Trolox) para Smilax Aspera .

. Elestudio de correlacion y ORAC-DPV en este caso para los extractos

de los frutos, estos presentan correlaciones y de 0,980 para Ribes
Grossularia y Smilax Aspera, 0,969 para para Gregia Sphacelata,
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correlaciones levemente bajas en comparacion a los obtenidas a la
correlacion ORAC-DPV del estandar trolox.

8. Los analisis realizados por HPLC nos propone tentivamente los
compuesto de acido clorogénico, acido trasferalico para Ribes
Grossularia, en el caso Gregia Sphacelata acido clorogénico, acido
cafeico y Quercetin-3-glucosido, por ultimo para de Smilax Aspera
acido clorogénico, Quercetin-3-glucosido y Cianidin-3-O-glucosido,
en particular este ultimo compuesto presenta una elevada intesidad en
su sefial por lo cual se atribuye que este compuesto junto con otras
antocianidinas son resposables del valor elevado de capacidad
antioxidante para Smilax Aspera.

Como discusion final podemos decir que los resultados obtenidos con
respecto a las correlaciones de los ensayo espectrofotompetricos vy
electroquimicos en la determinacion de la capacidad antioxidante (ORAC-
DPV) estos presentan correlaciones altas en el estudio de los extractos,
obteniendo correlaciones similares en cada determinacion, sin ambargo estos
son menores al obtenido con el estandar trolox.

Se puede destacar que realizar las determinaciones de capacidad antioxidante
mediante voltamperometria diferencial de pulsos y obtener buenos resultados
es un gran comienzo ya que gran parte de los trabajos electroquimicos en la
determinacion de capacidad antioxidante se realiza mediante
voltamperometria ciclica, los resultados obtenidos por teécnicas
eletroquimicas y espectrofotometricas en particular nos proporcionan
informacion promedio, estos ensayos dependen de muchos factores, de la
optimizacién y obtencidn de extractos puros de los matrices (el cual no fue
el caso, no era el proposito del trabajo), del grado de madures de los frutos,
de la exposicion a agentes radicalarios ambientales, radiacion UV, etc.
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Los ensayos voltamperométricos, en particular DPV pueden ser potenciados
mucho mas aun en la determinacion de la capacidad antioxidante, este trabajo
abre la puerta a potenciar esta técnica realizando ensayos con distintos
electrodos de trabajo (Oro, Platino, pasta de carbono) modificar los
electrodos de trabajo (nanoparticulas de oro, nanotubos de carbono
funcionalizados, entre otros), y acoplar esta técnica en conjunto con analisis
por cromatografia para atribuir de manera directa la capacidad antioxidante
a sustancias en especifico presentes en la matriz estudiada.
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7. PROYECCIONES

Determinar cualitativa y cuantitativamente compuestos en matriz de los
frutos (HPLC.MYS)

Estudio de Correlacion Técnica Voltamperométrica (DPV) con
fotoluminiscencia (FOTOCHEM).
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