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Resumen

En esta monografia se examina el potencial antioxidante de los aceites esenciales,
mediante la revision bibliografica de los diferentes métodos existentes para cuantificar dicha
capacidad; de tal manera que lo que se plasma en este documento a continuacion es la
investigacion que abarca varios conceptos, nociones y conocimientos relevantes al objeto de la
investigacion que brindan la posibilidad de un entendimiento mejor de lo que se plantea, para
ello primeramente se repasa conocimientos basicos acerca del oxigeno, la oxidacion, los
antioxidantes y desde luego una revision general de los aceites esenciales.

Luego, se estudia los métodos DPPH, ABTS o Test TEAC, ORAC, FRAP, TBARS y
RANCIMAT; explicando la generalidad de cada uno y se finaliza con la revision bibliografica de
distintos autores a nivel mundial de los cuales realizan la revision de la capacidad antioxidante
de distintos aceites esenciales con uno o mas métodos nombrados anteriormente.

Lo anterior incluird un importante ejercicio de vigilancia tecnoldgica y una recopilacion
documental de métodos analiticos para determinar la capacidad antioxidante de una sustancia,
con el fin de brindar apoyo tedrico y contribuir a la comunidad académica e investigativa desde
la Universidad Nacional Abierta y a Distancia (UNAD) en un escenario de investigacion

formativa desde los semilleros de investigacion.

Palabras claves: Aceites Esenciales, Métodos Analiticos, Antioxidante.



Abstract

This monograph examines the antioxidant potential of essential oils, by means of a
bibliographic review of the different existing methods to quantify said capacity; In such a way
that what is reflected in this document below is the investigation that covers several concepts,
notions and knowledge relevant to the object of the investigation that offer the possibility of a
better understanding of what is raised, for this knowledge is first reviewed basics about oxygen,
oxidation, antioxidants, and of course a general review of essential oils.

Then, the DPPH, ABTS or Test TEAC, ORAC, FRAP, TBARS and RANCIMAT
methods are studied; explaining the generality of each one and ends with the bibliographic
review of different authors worldwide, of which they carry out the review of the antioxidant
capacity of different essential oils with one or more methods mentioned above.

The foregoing will include an important exercise in technological surveillance and a
documentary compilation of analytical methods to determine the antioxidant capacity of a
substance, in order to provide theoretical support and contribute to the academic and research
community from the National Open and Distance University (UNAD) in a formative research

setting from the research hotbeds.

Keywords: Essential Oils, Analytical Methods, Antioxidant.
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Introduccion

Esta monografia pretende realizar una revision bibliogréafica acerca de los métodos
analiticos utilizados para medir la capacidad antioxidante en sustancias como lo aceites
esenciales, tomando como referente articulos cientificos que ademas de entregar informacion
acerca, también hablan de varios temas acorde al objeto de la investigacion como por ejemplo el
proceso oxidativo, los antioxidantes, entre otros.

El desarrollo del anterior planteamiento requiere la satisfaccion de los siguientes
objetivos particulares: mostrar la relacion existente entre conceptos basicos como los aceites
esenciales; los cuales: son estructuras liquidas de compuestos etéreos extraidos de plantas
aromaticas, mas comunmente por destilacion al vapor; estos componen lo que se llama la
"esencia" de una planta y suelen tener aromas agradables; del cual estos han sido usados durante
milenios debido a que cuentan con beneficios para la salud, los cuales estan bien documentados
en los escritos antiguos (Valgimigli L et al., 2012). Igualmente, de la revision de textos acerca
del oxigeno y la oxidacion (su protagonismo y relevancia en el ciclo bioquimico de los seres
vivos); antioxidantes (que son, su importancia y como trabajan); y desde luego la revision
bibliografica de los distintos métodos que existen para la medicion de capacidad antioxidante de
sustancias como el DPPH, ABTS, ORAC, FRAP, TBARS y el RANCIMAT.

Los objetivos anteriores dan cuenta de una investigacion de tipo investigativo-
bibliografico , la cual pretende brindar una explicacion y comprension acerca de la importancia
de la medicion de la capacidad antioxidante en sustancias de origen natural, siendo que
sustancias como estos aceites podrian contar con algunas de las propiedades beneficiosas, y se

tiene que pueden llegar a ser antisépticas y antiinflamatorias, que hasta han sido respaldadas por
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investigaciones cientificas recientes (Adorjan B et al., 2010). Adicional en estas sustancias se
han identificado centenas de compuestos (metabolitos secundarios) con puntos de ebullicion
enteramente bajos, y gracias a esta gran diversidad quimica de constituyentes, puede ser la razon
de su estabilidad oxidativa. Por otra parte, a varios aceites esenciales se les han sefialado que
cuentan con propiedades antioxidantes, que pueden aprovecharse para preservar otros materiales,
como los alimentos, de la rancidez. Asi, la busqueda de antioxidantes naturales con la capacidad
de no ser toxicos ha dado lugar a un gran ntimero de estudios sobre la capacidad antioxidante de
los Aceites Esenciales. Esto es especialmente notable porque se teme que los antioxidantes
sintéticos mas comunes (como el hidroxianisol butilado (BHA) o el butilhidroxitolueno (BHT))
son potencialmente nocivos para la salud humana (Lanigan, R. S. 2002; Aguilar, F. 2010).

Por tltimo, la informacion para la presente investigacion provino de fuentes de caracter
primario y secundario, tales como articulos de revistas especializadas que exponen los temas de
manera especifica hasta articulos donde realizan la revision de forma genérica o con poco
detalle; pero que de igual forma logran contener informacion relevante para la indagacion, que
nos permite realizar la revision global de la quimica de la oxidacion, de los antioxidantes, la

capacidad antioxidante de aceites esenciales, entre otros.
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Planteamiento del problema

Muchos suplementos dietéticos antioxidantes y alimentos saludables se venden
ampliamente en los paises industrializados, asi lo indica Radimer K. (2004). Estos suplementos
dietéticos incluyen compuestos como polifenoles, resveratrol (tomado de semillas de uva u hojas
de arce), productos ACES (B-caroteno (pro-vitamina A), vitamina C, vitamina E, selenio:
Selenium), y otros. Algunas vitaminas y minerales antioxidantes en los alimentos son esenciales
para la salud, pero ¢son estos suplementos dietéticos antioxidantes beneficiosos o dafiinos? De ser
asi, ;qué sustancias? ;Cuanto debo tomar? Esa es una pregunta considerable, pregunta hecha por
Stanner, SA. (2004); Shenkin, A. (2006) y Woodside, J. (2005).

De hecho, varios autores sostienen que la hipotesis de que los antioxidantes pueden
prevenir enfermedades cronicas ha sido refutada, asi lo dice Hail, Jr. (2008) en el articulo Cancer
chemoprevention: a radical perspective. No obstante, todavia se puede indicar que personas que
comen mas frutas y verduras corren menos riesgo de sufrir trastornos cardiacos y neurologicos
como dice Stanner, SA. (2004), y existe evidencia de que algunas verduras y frutas pueden prevenir
el cancer. Se cree que estos materiales previenen algunas enfermedades, ya que estas son buenas
fuentes de antioxidantes. Sin embargo, solamente los antioxidantes por si solos no estan
directamente implicados en la prevencion de enfermedades, ya que los ensayos clinicos de
ingestion no tienen un efecto claro sobre el riesgo de enfermedades cronicas como el cancer y las
enfermedades cardiacas; por lo tanto, la prevencion de enfermedades puede involucrar otras
sustancias en vegetales y frutas (por ejemplo, flavonoides) o mezclas complejas; asi lo indica
Cherubini, A. (2005) y Lotito, SB. (2006). Por ejemplo, con respecto a los alimentos y el cancer,

muchos alimentos contienen metabolitos activos que incluyen antioxidantes que son efectivos para
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prevenir el cancer, pero aislados de los activos no tienen efectos similares en la alimentacién. En
donde en algunos estudios, se demuestra que los ingredientes activos aislados de los alimentos han
demostrado ser ineficaces para prevenir el cancer. Sin embargo, se dice que la supresion del cancer
se reconoce al ingerir todo el alimento. Dicho lo anterior, se da a entender que el beneficio
antioxidante de una sustancia daria mejores resultados o seria mas efectivo, si y solo si este
componente antioxidante se consume originario de una planta, ya sea en frutos o en el consumo

de los mismos, como en las verduras.

Aqui es donde entra a jugar un papel muy importante sustancias de origen natural como
los Aceites Esenciales, siendo metabolitos secundarios extraidos de las plantas (sustancias que
también se pueden obtener fisicamente varias partes de la planta o tejido membranoso como lo
afirma Turek, C. (2013)). Estas sustancias, ademas de contener componentes antioxidantes,
tendrian otras que podrian potenciar su efecto, hacer de sinergista o simplemente permitir que estos
actien. De ahi la gran importancia de realizar la revision bibliografica de los distintos métodos
existentes para medir la capacidad antioxidante de estas sustancias, para poder establecer a grandes
rasgos cual(es) podria(n) ser el(los) método(s) que describa(n) mejor esa capacidad y asi lograr

mostrar su posible potencial en el uso en la Industria en general.
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Justificacion

Definida la actividad antioxidante por Alu’datt, M. H. (2009) como la capacidad de los
compuestos bioactivos para prevenir, retrasar y proteger contra la oxidacion de diversos sustratos
como el ADN y los materiales lipidicos, tanto en organismos vivos (por ejemplo, Humanos)
como en productos alimenticios; se revela la importancia de lograr medir esta actividad en los
compuestos quimicos de naturaleza organica como lo son en este caso los aceites esenciales.
Compuestos que, desde su descubrimiento y aplicacion en la antigiiedad, mediante su uso
empirico evidenciaba propiedades especiales con multiples aplicaciones, entre los mas
importantes su aplicacion en la medicina popular, fragancias entre otros. A partir de 1960,
algunos estudios han revelado la importancia de los antioxidantes en la salud, con divulgaciones
acerca del impacto de los flavonoides, el acido ascorbico y el estrés oxidativo contra el cancer;
tal cual como lo afirma Londofo, J. (2012). En la actualidad, en lugar de resefiar a los aceites
esenciales como tal; las investigaciones generalmente discuten compuestos quimicos
determinados de los que estan formados los aceites esenciales, como referirse al Salicilato de
Metilo en vez del "Aceite de Gaulteria" (Nikoli¢, M. 2013).

Con lo dicho anteriormente la presente investigacion se enfocara en la revision
bibliografica de los métodos existentes para determinar la capacidad antioxidante de un aceite
esencial; logrando contribuir mediante este trabajo a una de las misiones que tiene la Universidad
Nacional Abierta y a Distancia (UNAD), que es ayudar a la sociedad mediante la investigacion,
con un aporte educativo; que se podra llevar a cabo mediante la recopilacion documental en esta

Monografia.
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Objetivos y plan de trabajo

Objetivo General
Compilar informacion acerca de los métodos analiticos empleados para la
cuantificacion de la capacidad antioxidante de los aceites esenciales, asi como de conceptos

afines que daran mayor claridad a las nociones en la investigacion bibliografica.

Objetivos Especificos
e Mencionar la relacion existente entre conceptos basicos como los aceites
esenciales; asi como también de:
o El oxigeno y la oxidacion, su protagonismo y relevancia en el ciclo
bioquimico de los seres vivos.
o Antioxidantes, que son, su importancia y como trabajan.
e Recolectar informacion mediante la revision Bibliografia, acerca de las técnicas
cuantitativas existentes para evaluar la capacidad antioxidante de aceites esenciales.
¢ Enunciar la capacidad antioxidante de los aceites esenciales, expuestos por distintos

autores mediante la revision de diferentes métodos.

Plan De Trabajo (Proceso Metodologico)
Para la ejecucion de los objetivos se planted un plan de trabajo que consta de seis

(3) fases, con sus correspondientes actividades tal como se indica a continuacion:
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Fase I. Realizacion de la investigacion bibliografica, investigacion de campo,

documental o experimental.

forma.

Actividades: Mediante el uso de la base de Datos de webs como la
Biblioteca Virtual de la UNAD, asi como el uso de motores de Busqueda como
Google Académico; se realizd la busqueda y relacion de articulos, documentos y
textos especializados sobre temas de antioxidantes, delimitando la busqueda en
informacion acerca de: proceso de oxidacion, aceites esenciales, métodos de
determinacion de antioxidantes y caracterizacion fisicoquimica de actividad
antioxidante de los aceites esenciales.

Fase II. Redaccion previa del trabajo (borrador) y Revision del contenido y la

Actividades: Construccion del documento en donde se empieza por el
apunte de breves ideas, asociacion de pensamientos, anotacion de citas
bibliograficas, redaccion de parrafos, dibujos, con lo que disefia un esbozo y
levanta un armazon para construir el documento. Luego Se realiza la sefializacion
de forma argumentada de las fortalezas y debilidades que se tiene en el trabajo,
revisando sugerencias de forma e informacion que no se encuentra presentes y se
recibe propuestas de bibliografia que aument¢ la calidad del manuscrito. Estas
indicaciones ayudaron a dotar al trabajo de mayor profundidad tanto en su
desarrollo como en las conclusiones que se plantearon.

Fase III: Entrega del escrito final.



Actividades: Entrega del trabajo final que permiten contribuir al
fortalecimiento del conocimiento en el area de la investigacion de los

antioxidantes en aceites esenciales.

17
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Marco Teodrico

En orden de aparicion estan escritos los temas que aqui se requiere dar una apertura o
conocimiento elemental, en donde se logra explicar como por ejemplo qué papel juega el
oxigeno y la oxidacidn, que son sustancias como el aceite esencial y los antioxidantes; y por
ultimo se realiza la revision de los métodos analiticos mas relevantes para la cuantificacion de la

capacidad antioxidante.

Aceite Esencial

Un aceite esencial es un aceite extraido de las plantas, que se usa para hacer
perfume y en aromaterapia debido a su olor («essential oil», 2014). Esta sustancia es un
liquido hidrofobo condensado que envuelve compuestos quimicos etéreos (facilmente
evaporados a temperaturas normales) de las plantas. Los aceites esenciales ademas se
conocen como aceites volatiles, aceites etéreos o concisamente como el aceite de la planta
de la cual provienen, como el aceite de clavo.

Un aceite es "esencial" en el sentido de que contiene la “esencia” del aroma de la
planta, perfume caracteristico de la planta de la que provienen. Martinez, A. (2003),
define el aceite esencial como fracciones liquidas volatiles que pueden ser destilables por
arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de las
plantas y que tienen importancia en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de

alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes).
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Figura 1. Frasco de Vidrio que contiene un aceite esencial.

Estas sustancias generalmente son mezclas complejas de hasta mas de 100
componentes que pueden ser:
o Compuestos alifaticos de bajo peso molecular como los:

o) Alcanos: Son hidrocarburos aciclicos saturados; se
componen de solo elementos carbono (C) e hidrogeno (H), y tienen solo
enlaces simples y no tienen anillos de carbono.

o Alcoholes: Son compuestos organicos que contiene uno o
mas grupos hidroxilo (hidroxilo, -OH), directamente ligado a un 4&tomo
saturado de carbono (estar en el estado de sp3-hibridacion). Los alcoholes
pueden considerarse derivados del agua (H-O-H), en los que un 4tomo de
hidrégeno se reemplaza por un grupo funcional: R-O-H.

o Aldehidos: Son compuestos que contienen un grupo
funcional con la estructura -CHO, que consiste en un carbonilo centro (un

carbono doble unido a oxigeno) con el atomo de carbono también unido a
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hidrégeno y a cualquier grupo R de cadena lateral o alquilo genérico. El
grupo funcional en si mismo (es decir, sin la cadena lateral "R") se conoce
como grupo aldehido o formilo.

o Cetonas: son grupos funcionales con la estructura R,C=0,
donde R puede ser una variedad de sustituyentes que contienen carbono.
Las cetonas contienen un grupo carbonilo (un doble enlace carbono-
oxigeno).

o Esteres: Son compuestos quimicos derivados de un acido
organico en el que al menos un grupo —OH (hidroxilo) se reemplaza por un
grupo —O— alquilo (alcoxi); normalmente, se derivan de la reaccion de
sustitucion de un acido carboxilico y un alcohol. Los ésteres de bajo peso
molecular se utilizan cominmente como fragancias y se encuentran en
aceites esenciales y feromonas.

o Acidos: Son moléculas o iones capaces de donar un protén
(ion hidrogeno H") (un acido de Breonsted-Lowry) o, alternativamente,
capaces de formar un enlace covalente con un par de electrones (un acido

de Lewis).

o Monoterpenos, son una clase de terpenos que constan de dos unidades de
isopreno y tienen la formula molecular CioHis. Los monoterpenos pueden ser lineales
(aciclicos) o contener anillos (monociclicos y biciclicos). Los terpenos modificados,
como los que contienen funcionalidad de oxigeno o que carecen de un grupo metilo, se

denominan monoterpenoides. Algunos ejemplos son:
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Figura 2. Ejemplo de Monoterpenos.

OH
OH

Geraniol Mentol Limonen

Tomado de: Martinez, A. (2003).

. Sesquiterpenos, son una clase de terpenos que constan de tres unidades de
isopreno y, a menudo, tienen la formula molecular C1sH24. Al igual que los
monoterpenos, los sesquiterpenos pueden ser aciclicos o contener anillos, incluidas
muchas combinaciones unicas. Algunos ejemplos son:

Figura 3. Ejemplo de Sesquiterpenos naturales.

PN N

FARNESOL

BISABOLENO IONONA
Tomado de: Martinez, A. (2003).
. Fenilpropanos, es un hidrocarburo aromético con la formula
CsHsCH,CH>CH3s. La molécula consta de un grupo propilo unido a un anillo de fenilo.

Es un liquido incoloro. Un isdmero estructural mas comun de este compuesto es cumeno.
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La mayoria de los fenilpropanos son de olor agradable, aunque existen algunos de
olor desagradable como por ejemplo los del ajo y la cebolla, los cuales contienen

compuestos azufrados, Martinez, A. (2003).

De igual manera Conde, C.G (2012) indica que actualmente la “tendencia de los
consumidores a nivel mundial se inclina a alimentos libres de productos sintéticos
(pesticidas, insecticidas, fungicidas, fertilizantes, entre otros) y aditivos quimicos
(neutralizantes, preservantes, antioxidantes, colorantes, saborizantes)”, por lo que el autor
recomienda “estudiar la actividad antioxidante de los aceites de plantas nativas, para
recomendar su potencial uso como aditivos naturales; en donde se ha demostrado que el
orégano y otros extractos de plantas, contienen sustancias antioxidantes, lo cual permitiria
utilizarlos como aditivos en los alimentos” ;Londofno Londofo, J. (2012). Santana, E.P
(2020), en su articulo “Estudio de las preferencias carnicas de los adolescentes:
hamburguesas de cerdo aderezadas con especias con poder antioxidante y antimicrobiano

confirma lo que dice Conde, C.G (2012).

Ahora bien, Conde, C.G(2012) afirma que la evaluacion de la actividad
antioxidante de estos aceites extraidos de plantas como el cilantro, orégano y romero, en
emulsiones de Agua/Aceite (margarina) y de Aceite/Agua, en un sistema de reaccion
donde el deterioro oxidativo se acelerd por medio de la radiacion UVAVIS; reporto
diferentes efectos antioxidantes, en donde como por ejemplo el aceite de orégano
presentd mayor proteccion antioxidante, seguido por los de cilantro y romero. Otros

autores han determinado la capacidad antioxidante de muchas especies, entre ellas: el
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orégano y la infusion de té, debido a la presencia de polifenoles, 4cido rosmarinico y

flavonoides”; Londofio Londono, J. (2012).

Oxigeno y Oxidacion
Oxigeno

El oxigeno, elemento quimico de simbolo O y nimero atomico 8. Es un miembro
del grupo calcogeno en la tabla periddica, un no metal altamente reactivo y un agente
oxidante que forma facilmente 6xidos con la mayoria de los elementos, asi como con
otros compuestos. Después del hidrogeno y el helio, el oxigeno es el tercer elemento mas
abundante en el universo en masa; (Emsley, J. 2011). A temperatura y presion estandar,
dos atomos del elemento se unen para formar dioxigeno, un gas diatobmico incoloro e
inodoro con la formula O,. El gas oxigeno diatdmico constituye el 20,95% de la
atmosfera terrestre. El oxigeno constituye casi la mitad de la corteza terrestre en forma de
oxidos (Atkins et al., 2018).

El dioxigeno proporciona la energia liberada en la combustion (Weiss H.M.,
2008) y la respiracion celular aerdbica, (Schmidt-Rohr, K. 2020) y muchas clases
importantes de moléculas organicas en los organismos vivos contienen atomos de
oxigeno, como proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos y grasas, al igual que los
principales constituyentes inorganicos. La mayor parte de la masa de los organismos
vivos es oxigeno como componente del agua, el componente principal de las formas de
vida.

En muchos organismos aerdbicos, la mayor parte del oxigeno molecular se

consume en la produccion de ATP en las mitocondrias, y finalmente se reduce
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enzimaticamente a moléculas de agua. Este se convierte y se usa en pequefias cantidades
de oxigeno como sustrato para la enzima oxigenasa en la reaccion metabolica de
hidroxilacion (Weiss, H.M. 2008; Schmidt-Rohr, K. 2020).

Asi como también es digno de mencion las especies reactivas de oxigeno, las
cuales se generan dentro de los leucocitos como una sustancia bactericida y es llevada
hasta las bacterias que luego son fagocitadas por los leucocitos, y por tltimo son usadas
como mediadores quimicos locales en la senalizacion de oxigeno reactivo; donde el
oxigeno se usa activamente en la fase en el cual el sistema metabdlico controla el lugar de
la formacion y el objetivo de la reaccion, tal cual como lo indica Rhee, S.G (2006) en su
articulo H>0>, a necessary evil for cell signaling.

Figura 4. Acciones de produccion, proteccion y seiializacion de H20:.
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Oxidacion

Davies, K. J (1995) en su articulo Oxidative stress: the paradox of aerobic life,
recalca que las reacciones de oxidacion que involucran oxigeno son extremadamente
importantes para la vida, pero el oxigeno molecular como especie quimica, se puede
convertir en una especie de oxigeno activo debido a su alta reactividad. Este proceso no
es solo bioquimico y no se limita necesariamente a la participacion de sustancias
bioldgicas y enzimas. Entonces, cuando se ajusta el entorno, el oxigeno (que es el mismo
que esta en los organismos vivos, en alimentos como la carne y otros), este oxigeno que
es una sustancia quimica puede alterar o afectar negativamente el agua circundante, asi
como a los lipidos insaturados y a otras sustancias biologicas facilmente oxidables a
través del proceso de oxigeno activo, donde facilmente puede activar una reaccion. El
proceso de oxigeno activo en este caso formaria una reaccion de cadena radical, y
convierte de raiz otras sustancias en radicales a partir del agua (la sustancia mas
abundante en el cuerpo vivo), o la Peroxidacion lipidica que convierte en radicales
perdxidos los lipidos y que pueden perjudicar aun mas las células al reaccionar con los
biomateriales circundantes para desnaturalizar las membranas, proteinas celulares y
causar el rompimiento del ADN. Dicha reaccion bioldgica se conoce como estrés
oxidativo y contribuye a la causa del dafio y muerte celular.

Este estrés oxidativo ha atraido la atencion como una de las causas de muchas
enfermedades humanas, y ha sido ampliamente estudiado o utilizado como candidato a
farmaco o candidato a suplemento nutricional con el proposito de prevenir enfermedades
y mantener la salud. Por ejemplo, la investigacion sobre el tratamiento del accidente

cerebrovascular y las enfermedades neurodegenerativas son notables tal como lo dice
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Takaaki et al., (2009) en su articulo “Sefial de oxigeno reactivo y estrés oxidativo”. Sin
embargo, actualmente no se sabe si el estrés oxidativo es la causa ni el resultado de la
enfermedad, y los antioxidantes todavia estan en estudio en el campo de la medicina.

Por otro lado, se han comercializado muchas sustancias en el campo de los
suplementos dietéticos, y los antioxidantes se utilizan ampliamente con el fin de mantener
la salud y prevenir tumores malignos, enfermedades coronarias y mal de altura, como lo
ilustra la Enciclopedia de alimentos y alimentos funcionales y alimentos de nutricion
para uso especifico de la salud (Takudo, O. 2006). Sin embargo, para algunos
suplementos, los primeros estudios sugirieron que los antioxidantes suplementarios
podrian mejorar la salud, pero los ensayos clinicos posteriores no encontraron efectos.
Ademés, algunos informes indican que una sobredosis puede ser dafina (Baillie, J.K.
2009; Bjelakovic, G. 2007).

Por ultimo, no estd demads decir que, en el campo médico, la relacion entre las
especies reactivas de oxigeno y el estrés oxidativo estd llamando la atencion. En otras
palabras, se descubri6 que el estrés oxidativo esta directamente involucrado en diversas
enfermedades y fendémenos de envejecimiento, como el dafio nervioso después de la
recuperacion de la isquemia cerebral y el perdxido de lipidos en el plexo arteriosclerotico

exacerban el depdsito aterogénico a través de una reaccion inflamatoria.

Antioxidantes
Los antioxidantes son compuestos que inhiben la oxidacion. La oxidacion es una
reaccion quimica que puede producir radicales libres, lo que lleva a reacciones en cadena

que pueden dafiar las células de los organismos (Sanchez N.F et al., 2019).



27

Para equilibrar el estado oxidativo, las plantas y los animales mantienen sistemas
complejos de antioxidantes superpuestos, como el glutation y las enzimas (por ejemplo:
Catalasa y superoxido dismutasa), producidos internamente, o se pueden usar
antioxidantes dietéticos como la vitamina C y vitamina E; que en este caso son llamados
dietéticos porque los seres humanos no la logramos producir y requerimos adquirirlos
mediante la alimentacion.

Figura 5. Molécula Vitamina C (Acido Ascorbico).
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El término “antioxidante” se usa principalmente para dos grupos de sustancias
completamente diferentes, donde algunos de los antioxidantes pueden ser sustancias de
origen bioldgico, y algunos se sintetizan como aditivos para alimentos o materias primas
industriales. El rango de uso de antioxidantes no se limita a la prevencion de reacciones
de oxigenacion, sino que también se utiliza para detener las reacciones radicales y las
reacciones redox generales, por lo que hay bastantes sustancias con diferentes
aplicaciones, asi lo indica Sies, H. (1997) en su articulo Oxidative stress. oxidants and

antioxidants. Experimental Physiology: Translation and Integration.

Ahora bien, siendo que la actividad antioxidante de este tipo de compuestos esta

definida por la reactividad quimica del mismo, la capacidad del antioxidante para entrar
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hasta el sitio de reaccion y la firmeza de los productos formados después del proceso de
transformacion de radicales libres, tal cual como lo indica Londofio, J. (2012); no esta
demas en afirmar que para hablar de algin antioxidante, su funcidon o modo en el que
reacciona, hay que lograr distinguir entre conceptos como capacidad antioxidante y
reactividad, el cual la capacidad antioxidante da referencia acerca de la extension del
efecto antioxidante y la reactividad se define solo de la dindmica de inicio del resultado
antioxidante a una densidad fija de compuesto; en otras palabras la capacidad
antioxidante bien puede ser una accion estabilizadora de radicales libres o anti-radicales
(en inglés, scavenger) o simplemente una actividad antioxidante donde estd mide la
capacidad para retardar la degradacion oxidativa y la actividad anti-radicales seria la
reactividad de un antioxidante en cara a radicales libres, lo cual puede ser representado

por la celeridad de una reaccion.

Tipos De Antioxidantes

Se sabe que los antioxidantes como las vitaminas C y E suprimen de forma
independiente las reacciones dafiinas que involucran al oxigeno (Maestro-Duran, R.
1993). Estos antioxidantes se encuentran a menudo en sustancias con bajo peso
molecular y a menudo provocan una reaccion que detiene los radicales de oxigeno o los
radicales derivados de ellos. Dado que muchos antioxidantes de molécula pequefia son
buenos agentes reductores que se oxidan facilmente, no solo reaccionan directamente con
los radicales, sino que a menudo ayudan en las reacciones antioxidantes relacionadas con
las enzimas, como se describe a continuacion: “Cuando un antioxidante de molécula

pequefia esta directamente involucrado en la reaccion, la selectividad de la reaccion es



baja y varios oxidantes reaccionan con el antioxidante. Por otro lado, en la reaccion
antioxidante que involucra a la enzima, se determina el oxidante que reacciona con la

enzima y el antioxidante de bajo peso molecular juega un papel como agente reductor”

(Huang D, 2005).

Por otro lado, los antioxidantes de alto peso molecular se pueden dividir
ampliamente en oxidasas y proteinas de transporte/almacenamiento de minerales. Es
decir, hay una amplia variedad de oxidasas en el organismo vivo, y algunas de estas
enzimas metabolizan la propia especie de oxigeno activo como sustrato, mientras que

otras descomponen y metabolizan los peréxidos nocivos generados. También hay
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enzimas que reciclan "antioxidantes inactivos" como las vitaminas C y E, que se oxidan

al reaccionar con oxidantes, devolviéndolos a su forma reducida. Por lo tanto, algunas

oxidasas que estan directa o indirectamente involucradas en el reciclaje y tienen un efecto

antioxidante también se consideran como antioxidantes. (Huang D, 2005). En la Tabla 1

se muestran los ejemplos de sustancias antioxidantes y las EROS o ROS con la que

reaccionan.

Tabla 1. Antioxidantes conocidos que eliminan especies de Oxigeno activo

Especies de oxigeno activo

Sustancia Antioxidante O, Hx0, 'OH 10,
Superoxido dismutasa Si  No No No
Peroxidasa de glutation No Si No No
Peroxidasa No Si No No
Catalasa No Si No No
Acido ascérbico (VC) Si Si No Si
Cisteina No No Si No
Glutation No No Si No
(Acido linoleico = peréxido de lipidos) No No  Si No
a-tocoferol (VE) No No Si Si
g-caroteno No No Si No
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B-caroteno No No Si Si
Flavonoide No No Si No
Riboflavina (B2) No No No Si
Bilirrubina Si  No No No
acido urico No No Si Si

(Gonzalez-Torres, M. C, et al 2000).

Muchas de estas oxidasas, que se consideran antioxidantes, consumen receptores
de electrones como el glutation y la vitamina C como sustratos. Es decir, la presencia de
un antioxidante como agente reductor es indispensable para el metabolismo del peréxido
por la enzima. Es necesario prestar atencion a la caracteristica de la enzima de que "la
reaccion enzimatica es una reaccion reversible y solo aumenta la velocidad de reaccion".
En otras palabras, la reaccion inversa no importa porque hay abundantes receptores de
electrones en el cuerpo vivo.

Sin embargo, en condiciones no bioldgicas como la nutricion y la ciencia de los
alimentos, incluso la oxidasa, que se considera un antioxidante en el cuerpo vivo en
algunas condiciones, acelera la reaccion adversa que involucra al oxigeno en el estado
procesado de los alimentos. Al hacerlo, los antioxidantes pueden agotarse o pueden
generarse especies de oxigeno activo, lo que puede reducir la frescura y la calidad de los
alimentos (Nakatani et al., 2000).

La mayoria de estas oxidasas tienen oligoelementos como atomos de hierro,
manganeso, cobre y selenio en el centro de la actividad enzimatica. Estos elementos

metalicos son susceptibles a reacciones de oxidacion-reduccion (Haraguchi, 2005).

Por otro lado, el ADME (Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion) en

el cuerpo de estos oligoelementos debe estar en un estado oxidado especifico. Por
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ejemplo, el cuerpo no absorbe el hierro porque los iones de hierro (II) dependen de un
transportador de membrana especifico (Sekine, 2011); pero los iones de hierro (II) son
quelatos (a veces de alto peso molecular como lactoferrina, acido citrico). Puede ser una
molécula pequefia y se absorbe. Ademas, en el cuerpo, la transferrina se une a los iones
de hierro (III) y se almacena y transporta. La especificidad de tal estado oxidado también
se puede ver en otros minerales traza. Es decir, los oligoelementos se transportan y
almacenan en un estado oxidado favorable a cada situacion al quelar una pequefia
molécula o una proteina especifica. Incluso si es un oligoelemento, los iones de hierro
pueden unirse a las enzimas y no convertirse en factores de deficiencia de enzimas, pero
los iones metélicos pueden tener una funcion de oxidacion-reduccion en el medio
ambiente del cuerpo vivo.

Sin embargo, en muchos casos, los oligoelementos tienen una funcion de
oxidacion-reduccion solo cuando se colocan en el centro activo de la enzima como factor
de deficiencia enzimadtica en el medio ambiente del organismo vivo. En cualquier caso, la
oxidasa que incorpora oligoelementos cataliza la accion antioxidante de una manera
especifica del sustrato, por lo que los oligoelementos son la clave del sistema biologico
antioxidante en el que participa la oxidasa.

La abundancia de oxidasa también es una molécula involucrada en el transporte y
almacenamiento de oligoelementos, que es una sustancia bioldgica que quela los
oligoelementos de bajo o alto peso molecular, pero si esas sustancias quelantes son
deficientes, la abundancia de enzimas indirectamente provoca fluctuaciones en la funciéon

antioxidante del organismo vivo (Nakatani, 2006; Haraguchi, 2005).
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Por tanto, las sustancias quelantes como la transferasa y la ferritina se consideran

antioxidantes desde la perspectiva del sistema biologico.

Ahora por ultimo tomando como base la informacion de la Tabla 1 en donde se

muestra las sustancias de especies de oxigeno activo mas conocidas y sus agentes

reductores(antioxidantes); se tiene que para:

Tabla 2. Otras Especies de Oxigeno Activo y sus agentes Reductores conocidos.

Otras especies de oxigeno activo

Sustancia Antioxidante HOO" ROO" RO ROOH O3 OCI
3,4-Dihidroxibenzaldehido Si No No No No No
Acido ascérbico (VC) No No No No No Si
Acido dihidrolipoico (DHLA) No Si No No No No
Ascorbato Perdxidasa No No No No Si  No
Compuestos Fenolicos No No Si Si Si  No
Diosgenina y Santonina No No No Si No No
Eugenol No No No Si No No
Fenoles (ArOH) No Si Si No Si  No
Flavonoides No No No No Si  No
Hidroxilamina indolinénica (IH) Si No No No No No
La N-acetilcisteina No No No No No Si
La nitecapona No Si No No No No
Lactoperoxidasa No No No No No Si
Moracin T Si No No No No No
Ubiquinonas enddogenas (UQ) Si No No No No No
B-caroteno No Si No No No No

(Gonzalez-Torres, M. C, et al 2000).

Métodos Analiticos Para La Cuantificacion De La Capacidad Antioxidante

Si bien desde hace mas de 10 afios existen métodos para determinar la capacidad

antioxidante de una sustancia y con el correr de los afnos salen nuevos métodos, es cierto

indicar que aun existe la urgencia de crear métodos unificados para medir capacidad
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antioxidante, lo cual quedé manifestado desde junio del ano 2004 en el Primer Congreso
Internacional sobre Métodos Antioxidantes llevado a cabo en Orlando, Florida, EUA.

Alli se estableci6 el propdsito de profundizar acerca de la manera en la cual se
demuestra la capacidad antioxidante de alimentos, fitoterapéuticos, nutracéuticos e
intentar crear métodos analiticos que lograran ser normalizados como operaciones de
rutina, debido a que los métodos actuales exhiben resultados poco similares, entre otras
desventajas.

Se busca entre otras cosas que dicho método ha de ser algo unificado para
comprobar la capacidad antioxidante, el cual deberia estar normalizado y debe cumplir

con los siguientes requerimientos:

. Usar un radical bioldgicamente importante,

. Ser una técnica simple,

. Usar un punto final determinado y un mecanismo acreditado,
. Manejar instrumentacion facilmente disponible,

. Ser Reproducible,

. Ser parametrizable para medir antioxidantes lipofilicos/hidrofilicos y con
radicales variados,

. Ser configurable a formatos de tamizaje de alta capacidad para control de

calidad de rutina en gran cantidad de muestras. (Ronald, L. 2005)

Actualmente se tiene conocimiento de que los métodos existentes no logran
reflejar por si solo la “capacidad antioxidante total” de una muestra, puesto que esta

especificacion deberia mostrar la capacidad de antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos,
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manifestar y diferenciar los muchos mecanismos antioxidantes existentes y valorar la
reactividad del antioxidante frente a diferentes especies reactivas (Londono Londofiio, J.
2012).

Por lo cual se hace importante realizar la revision de las particularidades de los
métodos mas manejados actualmente para medir capacidad antioxidante y describir en
detalle las caracteristicas de cada uno, haciendo hincapié en su principio de trabajo,
logrando mostrar las ventajas y desventajas de cada uno; puesto que la capacidad de un
compuesto para inhibir la degradacion oxidativa espontanea de un sustrato, se puede
describir mediante dos pardmetros distintos: el factor estequiométrico (también
denominado por algunos como capacidad antioxidante), es el nimero de radicales
atrapados por una molécula antioxidante, y la reactividad, lo mas importante en la
determinacion de la actividad antioxidante, que depende de la constante de velocidad de
reaccion entre los antioxidantes y los radicales portadores de cadenas (Valgimigli, L.
2012).

En principio, la mejor prueba o test antioxidante consiste en evaluar los efectos
que un compuesto puede tener sobre la oxidacion de un sustrato que se somete a las
mismas condiciones que se encuentran en los diferentes sistemas. Sin embargo, las
oxidaciones espontaneas suelen ser lentas a temperatura ambiente y, por lo tanto, puede
llevar semanas o incluso meses ver efectos apreciables sobre la cinética de oxidacion.

El estudio del proceso inhibido probablemente seria poco practico en muchos
casos, por esta razon, se ha propuesto investigar varios métodos para tener una
aproximacion de la actividad antioxidante, y sus diferencias frecuentemente consisten en

el grado de simplificacion realizado con respecto a los procesos oxidativos reales.
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Dentro de la investigacion bibliografica se encontrd que los siguientes métodos
son los empleados cotidiamente y de los cuales se han realizado comparativos al intentar

determinar la cuantificacion de dicha capacidad antioxidante entre los aceites esenciales.

DPPH

Guija-Poma, E. (2015) indica que DPPH es la abreviatura comun para el
compuesto quimico organico 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl, polvo cristalino de color
oscuro compuesto de moléculas estables de radicales libres.

El DPPH tiene dos aplicaciones principales, ambas en investigacion de
laboratorio: una y mas importante aplicacion es ser un monitor de reacciones quimicas
que involucran radicales, mas notablemente es un ensayo antioxidante comun, en donde
ofrece el primer enfoque para evaluar el potencial antioxidante de un compuesto, un
extracto u otras fuentes biologicas. Este es el método mas simple, en el que el compuesto
0 extracto prospectivo se mezcla con la soluciéon DPPH y se registra la absorbancia
después de un periodo definido (Sagar, B. 2011).

Este método fue desarrollado por Blois (1958) con el punto de vista de determinar
la actividad antioxidante de una manera similar usando un radical libre estable a, a-
difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH; C1sHi2NsO¢, M = 394.33).

El ensayo se basa en la medicion de la capacidad de captacion de antioxidantes
hacia ¢l. El electron impar del atomo de nitrogeno en DPPH se reduce al recibir un

atomo de hidrogeno de los antioxidantes a la correspondiente hidracina.
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El DPPH se describe como un radical libre invariable en virtud de la
deslocalizacion del electron de reserva sobre la molécula en su grupo, de modo que las
moléculas no se dimerizan, como casi todos los radicales libres.

La deslocalizacion también da lugar al color violeta vivo, con una absorcion en
solucion de etanol en torno a 520 nm. Al mezclar la solucion de DPPH con una sustancia
que puede conceder un atomo de hidrégeno, da lugar a la forma reducida con pérdida de
color violeta. Representando el radical DPPH por Z' y la molécula donante por AH, la
reaccion primaria es:

Z"+AH=Z7ZH + A"

Figura 6. Radical DPPH y su forma estable.

2
- O

02N N—N OgN N—N
. O
Difenilpierilhidrazilo (radical libre) Difenilpierilhidrazina (no radical)

Tomado de Kedare, S. B., & Singh, R. P. (2011).
Donde ZH es la forma reducida y A’ es el radical libre derivado en el primer paso.
El ultimo radical tendréd entonces reacciones adicionales que controlan la estequiometria
global. Por lo tanto, la reaccion inicial estd destinada a proporcionar el enlace con las
reacciones que tienen lugar en un sistema oxidante, tal como la autooxidacién de un
lipido u otra sustancia insaturada; la molécula DPPH Z® esta destinada a personificar los
radicales libres creados en el sistema cuya actividad debe ser abolida por la sustancia AH.

Si bien el DPPH puede aceptar que un electrén o un radical de hidrogeno se convierta en
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una molécula diamagnética estable, solo se puede oxidar con dificultad y luego de manera
irreversible. El DPPH muestra una banda de absorcion fuerte a 517 nm debido a su
electron extrafio y la solucion aparece de un color violeta intenso, la absorcion desaparece
cuando el electron se aparea. La decoloracion resultante es estequiométrica con respecto
al namero de electrones absorbidos. Las soluciones alcoholicas de 0,5 mM estan
densamente coloreadas y, a esta concentracion, se obedece la ley de Lambert-Beer en el
rango util de absorcion. Es un método raudo, sencillo, econdmico y utilizado para medir
la capacidad de los compuestos procediendo como captadores de radicales libres o
dadores de hidrogeno, y para valorar la actividad antioxidante en alimentos. También se
puede emplear para cuantificar antioxidantes en sistemas bioldgicos complejos, para
muestras solidas o liquidas. Este método es sencillo y se emplea para medir la capacidad
antioxidante general (Prakash, 2001) y la actividad de disminucion de radicales libres en
jugos de frutas y verduras (Sendra et al., 2006). Este ensayo se ha utilizado con éxito
para investigar las propiedades antioxidantes del grano y el salvado de trigo, verduras,
acidos linoleicos conjugados, hierbas, aceites de semillas comestibles y harinas en
diferentes sistemas de disolventes diferentes, incluidos benceno, etanol, acetona acuosa,
metanol y alcohol acuoso (Yu, 2001; Parry et al., 2005). Es un método util para el
estudio antioxidante de glutation, cisteina, Vitamina C, tocoferol y compuestos
aromaticos polihidroxilicos (Nishizawa M et al., 2005), para aceite de oliva, frutas, jugos
y vinos (Sanchez-Moreno, 2002).

El método es tnico en realizar la reaccion de la muestra con DPPH en

metanol/agua, lo que facilita la extraccion de compuestos antioxidantes de la muestra.
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La determinacion de la actividad antioxidante de varios tipos de alimentos
utilizando DPPH es comparable a otros métodos. El andlisis de antioxidantes por otros
métodos puede limitarse a aquellos compuestos solubles en los disolventes seleccionados.
La ventaja de este método es que se permite que el DPPH reaccione con toda la muestra y
el tiempo suficiente en el método permite que el DPPH reaccione lentamente incluso con
antioxidantes débiles (Prakash, 2001).

El método DPPH se puede utilizar en disolventes orgénicos acuosos y apolares y
se puede utilizar para examinar antioxidantes hidrofilos y lipofilos (Prior et al., 2005). El
ensayo DPPH se considera un método valido, preciso, facil y econdmico para evaluar la
actividad de eliminacion de radicales de los antioxidantes, ya que el compuesto de
radicales es estable y no es necesario generarlo. El DPPH es sensible a algunas bases de
Lewis y tipos de solventes, asi como al oxigeno. El DPPH solo puede ser soluble en
solventes organicos y la interferencia de la absorbancia de los compuestos de la muestra
podria ser un problema para el analisis cuantitativo (Arnao, 2000). La absorbancia de
DPPH en metanol y acetona disminuye bajo la luz. El método DPPH tiene limitaciones
para reflejar el reparto de antioxidantes en los sistemas de emulsion y no es util para
medir la actividad antioxidante del plasma, porque las proteinas se precipitan en el medio
de reaccion alcoholico.

Una lectura de las publicaciones en el pasado reciente muestra que varios grupos
de investigacion han utilizado protocolos muy diferentes que difieren en la concentracion
de DPPH (22,5-250 uM), tiempo de incubacion (5 min-1 h), disolvente de reaccion y pH
de la mezcla de reaccion. Las altas concentraciones de DPPH en la mezcla de reaccion

dan una absorbancia més alla de la precision de las mediciones espectrofotométricas.
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Como resultado de estas diferencias en las condiciones de reaccion, los valores de CIS0
incluso para los antioxidantes estandar como el 4cido ascérbico y el hidroxitolueno
butilado (BHT) varian mucho. Por tanto, no es posible comparar los resultados de
diferentes laboratorios. La luz, el oxigeno y el pH de la mezcla de reaccion también

afectan la absorbancia de DPPH (Ozcelik, Lee & Min, 2003).

ABTS o Test TEAC (Trolox-equivalent Antioxidant Capacity o Capacidad
Antioxidante Equivalente A Trolox)

Este método sirve para la deteccion de la actividad antioxidante de una sustancia.
Se destaca como ensayo de decoloracion aplicable tanto a los antioxidantes lipofilicos
como a los hidrofilicos, comprendidos los flavonoides, hidroxicinamatos, carotenoides y
antioxidantes plasmaticos. La monocacion radical preformada del 4cido 2,2'-azinobis-
(4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS™) se forma por oxidacion de ABTS con
persulfato de potasio y se reduce en presencia de tales antioxidantes donadores de
hidrégeno. Al determinar la actividad antioxidante, se tiene en cuenta la concentracion de
antioxidante como la duracidn de la reaccion sobre la inhibicion de la absorcion de
cationes radicales, (Pellegrini, 1999).

En bioquimica, ABTS (acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfoénico)) es
un compuesto quimico empleado para observar la cinética de reaccion de enzimas
especificas. Un uso comun es en el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
para detectar la union de moléculas entre si.

Se utiliza como sustrato peroxido de hidrégeno para una enzima peroxidasa

(como la peroxidasa de rabano picante) o solo con enzima oxidasa multicomponente azul
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(como lactasa o bilirrubina oxidasa). Su uso permite seguir la cinética de reaccion de las
propias peroxidasas. De esta manera, también se puede usar para seguir indirectamente la
cinética de reaccion de cualquier enzima productora de perdxido de hidrogeno, o
simplemente para cuantificar la cantidad de peroxido de hidrogeno en una muestra (M, J.
2017).

Figura 7. Sal de diamonio ABTS.
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El potencial de reduccion formal para ABTS es lo suficientemente alto como para
que actiie como donante de electrones para la reduccion de especies oxo como el oxigeno
molecular y el peroxido de hidréogeno, particularmente en los valores de pH menos
extremos encontrados en la catalisis biologica. En estas condiciones, los grupos sulfonato
estan completamente desprotonados y el mediador actiia como un dianioén (M, J. 2017).

Por ejemplo:

Figura 8. Electrochemical analysis of the interactions of laccase mediators

with lignin model compounds.

ABTS™ +e~ — ABTS? E*' =0.67 V vs SHE
ABTS +e” — ABTS E* =1.08 V vs SHE

Se elige este compuesto porque la enzima facilita la reaccion con el perdxido de
hidrégeno, convirtiéndolo en un producto final verde y soluble. Su nuevo méaximo de
absorbancia de 420 nm de luz (¢ = 3.6 x 10* M~'em™) (Shin, K. S. & Lee, Y. J. 2000)

puede seguirse facilmente con un espectrofotdmetro, un instrumento comun de
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laboratorio. A veces se utiliza como parte de un reactivo de estimacion de glucosa

cuando se encuentran concentraciones de glucosa en soluciones como el suero sanguineo.

El ABTS también se utiliza con frecuencia por la industria alimentaria y los
investigadores agricolas para medir las capacidades antioxidantes de los alimentos
(Huang, D. 2005). En este ensayo, ABTS se convierte en su cation radical mediante la
adicion de persulfato de sodio. Este cation radical es de color azul y absorbe la luz a 734
nm. El ABTS cation radical reactivo frente a la mayoria de los antioxidantes, incluyendo
compuestos fendlicos, tioles y vitamina C (Walker, R. B 2009). Durante esta reaccion, el
radical cation azul ABTS se convierte de nuevo a su forma neutra incolora. La reaccion
puede controlarse espectrofotométricamente. Este ensayo a menudo se denomina Ensayo
de capacidad antioxidante equivalente de Trolox — TEAC (Roginsky, V, 2005). La
reactividad de los diversos antioxidantes probados se comparo6 con la de Trolox, que es
un andlogo soluble en agua de la vitamina E.

Figura 9. Ejemplo de Reaccion Método TEAC.
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Tomado de: Amorati, R., Foti, M. C., & Valgimigli, L. (2013).
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Basado en las propiedades quimicas especiales de los radicales libres formados, el
ensayo ABTS se ha utilizado para determinar la capacidad antioxidante de los productos
alimenticios. Por ejemplo, los compuestos de polifenoles, que existen ampliamente en la
fruta, pueden apagar los radicales libres dentro del cuerpo humano, evitando asi el dafio
oxidativo de los radicales libres. La potencia antioxidante del extracto vegetal o del
producto alimenticio se ha medido mediante el ensayo ABTS. Un ejemplo con método
detallado es el analisis de la actividad antioxidante de los productos Hibiscus (Zhen, J.

2016).

Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC)

Autores como Zapata, S. (2014), definen este método de nombre Oxygen Radical
Absorbance Capacity o Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno, como un
método de medicion de capacidad antioxidante, el cual mide la actividad o capacidad
global que tienen todos los antioxidantes presentes en una muestra para “apagar o
neutralizar” radicales peroxidos. Otros autores dan detalles adicionales como que este
método se emplea ampliamente para determinar el contenido de antioxidantes de los
alimentos y utiliza fluoresceina como sonda para la oxidacion de los radicales peroxilo
(Bisby et al., 2008).

El modelo cinético del ensayo ORAC sugiere que la fase de retraso para la
pérdida de fluorescencia resulta del equilibrio entre los radicales antioxidantes y
fluoresceina y el valor de la constante de equilibrio determina la forma de la fase de
retraso. Para un antioxidante eficiente, esto constituye una reaccion de “reparacion” para

los radicales fluoresceinilo y produce una fase de retardo bien definida. Por ultimo,
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subrayan que los ensayos ORAC de fenoles con potenciales de oxidacion variables,
sugieren que podria emplearse para obtener una estimacion del potencial redox de los
antioxidantes en los materiales alimenticios. La medicion ORAC es aplicable a
antioxidantes solubles en agua (ORAC o H-ORAC) y solubles en grasa (L-ORAC). En
comparacion con otros métodos para determinar la capacidad antioxidante (por ejemplo,
TEAC, FRAP), la medicion ORAC observa la reaccion antioxidante durante todo su
curso y no solo la mide en un momento especifico.

El método calcula la degradacion oxidativa de la molécula luminiscente (ya sea
beta-ficoeritrina o fluoresceina) posteriormente de mezclarse con productores de radicales
libres como compuestos azoiniciadores. Se considera que los azoiniciadores originan el
radical peroxilo por calor, lo que deteriora la molécula luminiscente y da como resultado
la pérdida de luminiscencia. Se considera que los antioxidantes resguardan la molécula
fluorescente de la degeneracion oxidativa. El nivel de defensa se cuantifica mediante un
fluorémetro. Actualmente, la fluoresceina se utiliza principalmente como sonda
fluorescente. Los equipos que pueden medir y calcular automaticamente la capacidad
estan disponibles comercialmente. La intensidad fluorescente se acorta a medida que
progresa la degeneracion oxidativa, y esta intensidad se muestra tipicamente durante 35
minutos después de la adicion del azoiniciador (generador de radicales libres). Hasta
ahora, AAPH (2,2’-azobis (2-amidino-propano) diclorhidrato o a,a’- Diclorhidrato de

azodiisobutiramidina):
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Figura 10. Molécula de AAPH.
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Es el tnico productor de radicales libres utilizado. La degeneracion (o
descomposicion) de la fluoresceina se mide a medida que la presencia del antioxidante
ralentiza la disminucién de la fluorescencia. Se registran las curvas de descomposicion
(el grado de fluorescencia frente al tiempo) y se calcula el area entre las dos curvas de
descomposicion (con o sin antioxidante). Posteriormente, se cuantifica el grado de
resguardo mediada por antioxidantes utilizando el antioxidante trolox (un andlogo de la
vitamina E) como estdndar. Se utilizan varias concentraciones de trolox para hacer una
curva estandar y las muestras de prueba se comparan con esta. Los resultados de las
muestras de prueba (alimentos) se publicarian como “equivalentes de trolox” o TE.
(Garrett, A. R. 2010)

Uno de los beneficios de utilizar el método ORAC para valorar las capacidades
antioxidantes de las sustancias es que tiene en cuenta prototipos con y sin fases de retraso
de sus capacidades antioxidantes. Esto es especialmente 1til cuando se miden en
alimentos y suplementos que cuentan con ingredientes complejos de varios antioxidantes
de accidn tardia y rapida, asi como materiales con resultados combinados que no se

pueden calcular previamente.
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Las dificultades con el uso de este método son:

1) So6lo se mide la actividad antioxidante contra radicales especificos
(probablemente primariamente peroxilo); aunque, nunca se ha probado la formacion de
radicales peroxilo;

2) No se caracteriza la naturaleza de la reaccion daiiina;

3) No hay seguridad de que los radicales libres estén involucrados en esta
reaccion;

4) No hay certeza de que los datos ORAC contengan alguna importancia de
interés bioldgico luego del consumo de cualquier alimento. Ademads, no se ha establecido
la relacion entre los datos ORAC y un verdadero beneficio para la salud. Como resultado
de la refutacion cientifica de la importancia fisiolégica de ORAC, el USDA, que habia
estado recopilando y publicando datos de ORAC durante mas de una década, retir6 su
publicacion web de los valores de ORAC para alimentos estadounidenses comunes en
mayo de 2012.

Se han propuesto varios métodos ORAC modificados. La mayoria de ellos
emplean el mismo principio (es decir, medicion del dafio de la fluoresceina mediado por
radicales AAPH); sin embargo, ORAC-EPR, método ORAC basado en resonancia
paramagnética de electrones, mide directamente la disminucién del nivel de radicales

AAPH mediante la accion depuradora de la sustancia antioxidante (Kohri, S. 2009).

Ferric Reducing Ability Of Plasma O Ferric Ion Reducing Antioxidant Power (FRAP)
Benzie, 1. F (1996), define FRAP como “Ferric reducing ability of plasma o Poder

de reduccion antioxidante del ion férrico”, es un método simple y automatizado que mide
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la capacidad reductora férrica del plasma, la reduccion de iones férricos a ferrosos a pH
bajo que provoca la formacion de un complejo ferroso-tripiridiltriazina coloreado.
Autores como Huet Brena, C. (2017), indica que la prueba FRAP consiste en un método
espectrofotométrico que calcula la reduccion de un complejo creado por un cromogeno,
regularmente de TPTZ (2, 4, 6- tripiridil-s-triazina), y hierro férrico (Fe*") sin color a un
compuesto ferroso de un intenso color azul verdoso con antioxidantes en un medio acido.
Figura 11. Fundamento del método FRAP, mostrando la reduccion de 2,4,6-

TripiridilTriazina Férrica (TPTZ).
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Tomada de: Gomez Ruiz, L. R (2017).

Es muy sencillo y econdémico, pueden reducir varios antioxidantes no enzimaticos
como es el caso de vitamina C y otros como acido Urico, entre otros; pero no determina
los antioxidantes que tienen grupos SH, tal como la glutationa, acido tidctico y algunos
aminodcidos, ya que estos no reducen de forma eficiente el Fe** a Fe?*

Se trata de un método espectrofotométrico en el que se calcula la absorbancia del
compuesto de Hierro. Asi, cuanto mas antioxidante es la sustancia en estudio, mas es la

reduccion y la concentracion de Fe?" y por ende mayor la sefial de absorbancia. El
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compuesto va a poder ser reducido por productos con caracteristicas redox menores a 0,7
V (Gomez Ruiz, L. R 2017).

Debido al grado del poder redox del Fe**-TPTZ es semejante con el del ABTS, en
donde se pueden examinar compuestos equivalentes con ambos métodos; no obstante, las
circunstancias de la reaccion son diferentes.

El componente del FRAP es de transmision de electrones, en contraste de otros
métodos donde se provoca captura de radicales libres; segun esto, el FRAP puede ser
ventajoso, en combinacioén con otros métodos, en la cuantificacion de la capacidad

antioxidante de productos que tengan diferentes tipos de antioxidantes. (Floegel et al.,

2011)

TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Species O Especies Reactivas Al Acido
Tiobarbiturico)

El malondialdehido (MDA) es un producto secundario formado por la
peroxidacion de lipidos insaturados. Esta especie de carbonilo reactivo es potencialmente
mutagénica (Hartman, 1983). El aducto coloreado que forma el MDA con 4cido
tiobarbitarico (TBA), a temperaturas relativamente altas (90—100°C) en condiciones
acidas, se correlaciona con la tasa de peroxidacion (Ohkawa et al., 1979; Yagi, 1998). El
aducto MDA-TBA esté coloreado en rosa y se puede determinar colorimétricamente (A
~532nm) o fluorométricamente (excitacion A a 532 nm y emision a 553 nm) (Cayman,
2016). La presencia de antioxidantes eficientes en el sistema determina una formacién

mas lenta de hidroperoxidos lipidicos y, por lo tanto, una menor concentracion de MDA y

MDA-TBA.
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La determinacion de MDA se puede realizar en varios materiales sujetos a
peroxidacion. Los kits de ensayo disponibles comercialmente permiten la determinacién
de MDA en plasma, suero y orina humanos (Cayman, 2016). Los homogeneizados de
tejidos, los lisados celulares y las muestras biologicas en general (como los alimentos)
también se pueden analizar con el ensayo TBARS (Cayman, 2016). Sin embargo, se ha
cuestionado la especificidad de este ensayo ya que la TBA también puede reaccionar con
compuestos distintos del MDA (Amorati & Valgimigli, 2015).

Figura 12. Ejemplo de Reaccion Método TBARS.

O o

W o 0 S\[/N\ OH HO /N\I/SH
2 + —_— | + 2 H,0
H H X CH—C==CH
H
S OH OH

MDA-TBA adduct

Tomado de: Amorati, R., & Foti, M. C. (2017).

Test RANCIMAT

El test de Rancimat consiste en la determinacion de productos de reaccion
secundarios volatiles formados por la peroxidacion espontanea de aceites o grasas (Viuda
- Martos et al., 2010). La oxidacion es provocada por una corriente de aire caliente (90-
120°C). Los compuestos de oxidacion volétiles, transportados por la corriente de aire y
absorbidos en un recipiente que contiene agua desionizada, generan en la soluciéon una
conductividad eléctrica que aumenta con el tiempo. EIl tiempo de retraso hasta que se
forman estos compuestos ionizantes se denomina periodo de induccion. Esta resistencia a

la aparicion de productos de oxidacion se debe a la accion antioxidante y a la
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concentracion de quimicos presentes en la muestra. Por tanto, el tiempo de induccion

caracteriza la estabilidad a la oxidacién de aceites y grasas (Viuda - Martos et al., 2010).

Capacidad Antioxidante De Los Aceites Esenciales

Es una practica comun en el estudio de compuestos naturales para identificar a los
antioxidantes como moléculas capaces de reaccionar con los radicales o provistas de
poder reductor para contrarrestar el estrés oxidativo causado por los radicales. Este
enfoque es atestiguado por la quimica en varias pruebas desarrolladas para analizar la
actividad antioxidante de extractos naturales o fitoquimicos aislados, que se basan en la
reaccion del antioxidante potencial con algun radical persistente coloreado (por ejemplo,
algunas especies oxidantes no radicales como los iones Fe*" (ensayo FRAP)).

Este enfoque no es del todo correcto. Por definicidn, los antioxidantes son
compuestos capaces de retardar o retrasar la oxidacion de un material oxidable, incluso
cuando se usan en una cantidad muy modesta (<1%, comunmente 1 a 1000 mg/L) en
comparacion con la cantidad de material que tienen que proteger. Centrandonos en
procesos de relevancia en los sistemas bioldgicos o en la ciencia de los alimentos, los
materiales a proteger suelen ser lipidos, proteinas, carbohidratos y, en menor medida,
otras moléculas organicas que componen los tejidos animales o vegetales. Su oxidacion
ocurre por una reaccion en cadena de radicales mediada por radicales peroxilo (ROO ¢)

que es paralela a la autooxidacion de los hidrocarburos (Valgimigli, L 2012).
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Figura 13. Mecanismo simplificado de autooxidacion de hidrocarburos y

proteccion antioxidante.
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Tomado de: Amorati, R., Foti, M. C., & Valgimigli, L. (2013).

La Capacidad antioxidante de los aceites esenciales se atribuyen principalmente a
los compuestos activos presentes en ellos. Esto puede deberse al alto porcentaje de
constituyentes principales, pero también a la presencia de otros constituyentes en
pequefias cantidades o a la sinergia entre ellos (Abdalla, A. E 1999).

Ahora bien, Politeo, O. (2006), indica que los resultados que se resumen en la
Tabla 3, se encontro que los aceites esenciales de las plantas analizadas Albahaca,
Canela, Cilantro, Clavo, Everlast, Hinojo, Laurel, Mejorana, Menta, Nuez Moscada,
Pimienta Negra y Salvia; mostraron capacidades antioxidantes muy diferentes. Una
actividad mas fuerte estd indicada por un indice antioxidante mas alto determinado por
cada uno de los tres métodos diferentes: DPPH, FRAP y TBARS. En contraste, la prueba
RANCIMAT mostr6 casi los mismos resultados para todos los aceites probados. Los

resultados de la Tabla 3 sugieren que los aceites esenciales de tres plantas de especias, es
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decir, clavo, albahaca y laurel, podrian usarse como una fuente potencial de antioxidantes
naturales con posibles aplicaciones en los sistemas alimentarios.
Tabla 3. Actividad antioxidante de doce aceites esenciales utilizando las concentraciones

correspondientes (A=50 g /L, B=20 g /L, C=10 g /L, D=5 g /L) medida por cuatro
métodos diferentes: DPPH, FRAP, TBARS y RANCIMAT.

DPPH FRAP TBARS RANCIMAT
% Inhibicion mmol/L Al% AAI

A B C D A B C D A B C D A
Albahaca 93 93 88 8 78 25 13 7 45 29 26 22 1,1
Canela 4 9 7 6 <l <1 <1l <1l - - - - 0,9
Cilantro 88 69 44 30 12 5 2 <1 39 21 18 9 1
Clavo 94 93 93 93 740 440 131 88 65 49 32 22 1,5
Everlast 42 20 14 11 7 2 <l <1 45 30 17 17 0,9
Hinojo 9 7 5 2 <I <1 <1 <1 54 41 26 13 0,9
Laurel 93 89 &80 68 22 10 4 2 38 18 4 1 1,1
Mejorana 29 15 11 9 3 I <1 <1 70 50 49 26 1
Menta 3820 12 8 <1 <1 <1 <1 36 19 12 5 0,9
Nuez 82 56 39 24 11 3 2 <1 67 40 30 24 1,1
Moscada
Pimienta 61 37 22 14 11 3 1 1 36 36 27 16 0,9
Negra
Salvia 14 6 5 5 2 I <1 <1 27 10 9 <l 0,9

Politeo, O. (2006)

Con respecto a las actividades antioxidantes de los aceites esenciales de albahaca

y laurel mostrado en la Tabla 3, parece interesante que mostraron buenas actividades

antioxidantes a pesar de que los principales componentes de estos aceites, es decir,

estragol y 1,8-cineol, no se conocen como antioxidantes potentes (Lee, S. J 2005).

La eficacia de esos aceites esenciales se debe probablemente a un contenido

relativamente alto de eugenol (11,6%) y metil-eugenol en el aceite de albahaca (4,1%) y

de metil-eugenol en el aceite de laurel (13,5%) (Politeo, O. 2006).

Los aceites esenciales de cilantro y nuez moscada podrian ser antioxidantes

interesantes solo si se aplican a la concentracion mas alta probada. Dado que sus
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componentes principales no se conocen como antioxidantes, se puede sugerir que la
actividad antioxidante de ambos aceites esenciales se debe a sus componentes menores.

Los aceites esenciales de otras especias examinadas mostraron capacidades
antioxidantes muy moderadas.

Con lo anterior se logra deducir que ningin método de prueba es suficiente para
estimar la actividad antioxidante de los aceites esenciales, en donde también se demostrd
que la prueba RANCIMAT no es apropiada para tales investigaciones, porque la
introduccion de aire en los sistemas de medicion calientes (grasa) durante la medicion
evapora los aceites esenciales previamente agregados y por lo tanto evita las mediciones
adecuadas. Los resultados obtenidos con este método son ambiguos y pueden llevar a

conclusiones incorrectas.

Otros autores que realizan este estudio de capacidad antioxidante indican en sus
investigaciones lo siguiente:

o Los aceites esenciales adquiridos de 6rganos aéreos de plantas se analizan
mediante GC-MS y se encuentran mas de 100 compuestos, lo que indica el 95,5% de
todos los compuestos de los aceites esenciales. Los componentes principales de los
aceites esenciales incluyen monoterpeno oxigenado, cetona de artemisia (30,7%) y
alcanfor (15,8%). Los aceites esenciales separados se prueban para determinar la
actividad de eliminacion de radicales mediante pruebas de DPPH, ABTS y ORAC. El
aceite esencial no mostro una actividad antioxidante significativa en ninguna prueba; sin

embargo, era comparable al timol, un antioxidante conocido (Cavar et al., 2012).
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o Al realizar una comparacion de una pelicula hecha de gelatina de escamas
de pescado combinada con aceite esencial de limén mostr6 una alta actividad
antioxidante en las pruebas ABTS y FRAP, y esta actividad antioxidante fue mayor en

comparacion con la bergamota (Tongnuanchan et al., 2012).

. Se estudio los aceites esenciales extraidos de frutos (Foeniculum vulgare
var. Dulce, Foeniculum vulgare var. Azoricum y Foeniculum vulgare var. Vulgare) en
cuanto a compuestos quimicos y actividad antioxidante. El GC-MS mostro6 18
monoterpenos en cada aceite esencial de las tres frutas, pero los porcentajes en estos tres
tipos son muy diferentes. El estragole, el trans-anetol, el limoneno y la fenchone fueron
abundantes en todos los aceites esenciales investigados. El resultado de las pruebas de

antioxidantes indic6 una alta actividad antioxidante de las frutas (Shahat et al., 2011).

o La actividad antioxidante de los aceites esenciales de Amomum tsao-ko
indican que estos aceites esenciales tienen una actividad antioxidante débil (Yang Y et

al., 2010).

o El O.glandulosum se recolect6 en tres lugares de Tunez y se evaluo la
composicion quimica y la actividad antioxidante de sus aceites esenciales. Los
componentes principales de los aceites esenciales son timol, p-cimeno, carvacrol e y-
terpineno. La capacidad de eliminacion de radicales (DPPH) en el rango de IC50 fue de
59a80mg/ L. Sedetecto la correlacion entre el contenido total de fenol de los aceites

esenciales y la capacidad absorbente de radicales DPPH (Mechergui et al., 2010).
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o Yang en 2010 compard la actividad antioxidante de los aceites esenciales
en plantas y frutas, incluyendo Lavanda, Menta, Rosmarius officinalis, limén, uva e
incienso. Los resultados indicaron que la actividad antioxidante de los aceites esenciales

de lavanda fue mayor que la de otras plantas.

. Los aceites esenciales de cilantro y fruta Carum carvi L. mostraron una

capacidad de captacion de radicales contra los radicales DPPH (Samojlik et al., 2010).

° El aceite esencial de anis, cardamomo, canela, curcuma zedoaria, prikhom
y jengibre indic6 una actividad antioxidante significativa en las pruebas DPPH y FRAP.
Estos aceites esenciales también mostraron niveles altos de fenoles totales (Nanasombat

& Wimuttigosol, 2011).

o El uso de la prueba DPPH mostré que los aceites esenciales de Semenovia
tragioides tenian una actividad antioxidante mas débil. El componente principal de los

aceites esenciales fue el acetato de lavandulilo (Bamoniri et al., 2010).

. Los aceites esenciales extraidos del cormo de la planta mostraron una
actividad antioxidante significativa superior a la del acido ascorbico (Gourine et al.,

2010).
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o Bunium persicum Boiss es una planta medicinal e importante desde el
punto de vista econdmico, que vive como una planta salvaje en las zonas aridas de Iran.
Los principales componentes del aceite esencial de esta planta incluyen cariofileno
(27,81%), y-terpineno (15,19%) y estado de comino (14,67%). La investigacion de la
actividad antioxidante de esta planta se realizo6 mediante pruebas de blanqueo de DPPH y
B-caroteno. En el sistema DPPH, la cantidad de aceites esenciales IC50 se calcul6 en
0,88 mg/ml. La actividad Antioxidante del aceite esencial (0,45%) en B-caroteno es casi

igual a BHT 0,01% (Shahsavari et al., 2008).

. La composicion quimica del aceite esencial extraido de Teucrium
bisabolene incluy¢ isocariofileno (20,24%), santaleno (11,27%), sesquiphellandreno
(14,73%), cariofileno (7,18%) y dolicodial (9,38%) que mostraron actividad antioxidante

significativa en la prueba DPPH (Ricci et al., 2005).

o La actividad antioxidante del aceite esencial de dos especies de Achillea
millefolium mostrd una actividad antioxidante significativa en la prueba de DPPH (Bozin

et al., 2008).

o El aceite esencial de Teucrium sauvagei mostr6d una actividad antioxidante

adecuada en las pruebas DPPH y ABTS (Bel Hadj Salah et al., 2006).

. El aceite esencial de hoja y flor de Bidens pilosa mostr6 una actividad

antioxidante adecuada en la prueba DPPH (Deba et al., 2008).
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o El aceite esencial de Thymus y Origanum mostraron actividad antioxidante
que depende de la constitucion quimica de los aceites esenciales y del método de

seleccion para dicha actividad (Hazzit et al., 2006).

. Se investigo el aceite esencial de T. capitellatus, T. camphoratus, T.
carnosus, T. sylvestris, T. pulegioides, T. zygis y Thymus caespititius, recolectados en
diferentes areas de Portugal. Los resultados indicaron su actividad antioxidante adecuada

(Dandlen et al., 2010).

. Se midi¢ la actividad antioxidante de los aceites esenciales, clavo (Salvia
Syzygiumaromaticum), orégano (Origanum vulgare), romero (Rosmarinus officinalis),
tomillo (Thymus vulgaris) y salvia (Salvia officinalis); y su composicion fenoélica total.
Los aceites esenciales de clavo tenian el fenol total mas alto (898.89 mL/L. GAE) y el
porcentaje mas alto de inhibicion de radicales DPPH (98.74%) y la mayor cantidad de
FRAP (1.47 TEAC). Los aceites esenciales de tomillo mostraron el mayor porcentaje de
inhibicion de TBARS (89,84%). Todos los aceites esenciales investigados fueron
capaces de quelar el hierro (II) y los aceites esenciales de romero tuvieron el mayor
efecto (76,06%) en este sentido. Los aceites esenciales de orégano mostraron la mayor

actividad antioxidante en Rancimat (Viuda-Martos et al., 2010).

o Los aceites esenciales de Foeniculum vulgare Mill tenian la capacidad de

eliminar radicales hasta IC50: 32,32 (mg/mL) (Anwar et al., 2009). La actividad
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antioxidante de los aceites esenciales separados de los o6rganos aéreos de Thymus
capitatus tunecino se investigé mediante métodos FRAP, DPPH y TBARS y se compar6
con BHA y BHT. En el método FRAP, los aceites esenciales y los antioxidantes
sintéticos no mostraron actividad antioxidante; sin embargo, en otros métodos, los aceites
esenciales mostraron una mejor actividad antioxidante en comparacioén con los
antioxidantes sintéticos. Los componentes principales de los aceites esenciales fueron
carvacrol (62% -83%), p-cimeno (5% —17%), y—terpineno (14% —2%) y B-cariofileno

(4% —1%) (Bounatirou et al., 2007).

o Los aceites esenciales de C. libanoticum mostraron una capacidad de

eliminacion de radicales (IC50> 30) (Demirci et al., 2007).

o La actividad antioxidante de los aceites esenciales de Rosmarinus
officinalis se realiza mediante pruebas de DPPH y B-caroteno, en comparacion con tres
composiciones: - pineno, a-pineno y 1,8-cineol. Los resultados indicaron que los
aceites esenciales de esta planta tienen mas actividad antioxidante en comparacioén con

estas composiciones (Wang et al., 2008).

° Los aceites esenciales de Ocimum basilicum L. mostraron una actividad
antioxidante adecuada, que en parte se relaciona con la temporada de cosecha de esta

planta (Ijaz Hussain et al., 2008).
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o La actividad antioxidante del aceite esencial de semillas negras fue
apropiada y fue menor que la del extracto de romero. Se informa que esta mayor
actividad antioxidante se debi6 a mayores cantidades de fenol en el extracto de romero en

comparacion con los aceites esenciales de semillas negras (Erkan et al., 2008).

. Los aceites esenciales de Thymus caramanicus mostraron una actividad
antioxidante adecuada que fue menor que el extracto de esta planta. Los componentes
principales de los aceites esenciales incluyeron: timol (3,3%), carvacrol (85,9%), p-

cimeno (3,2%), y—terpineno (1,8%) y borneol (1,3%) (Safaei-Ghomi et al., 2009).

. Origanum syriacum y el aceite esencial de O. ehrenbergii recolectados en
el Libano mostraron un poder significativo para eliminar los radicales DPPH (Loizzo et

al., 2009).

o Se estudio la actividad antioxidante del aceite esencial de pomelo rosa
(Citrus paradise L.), limon (Citrus limon L.), brotes de clavo (Caryophyllus aromaticus
L.) y cilantro (Coriandrum sativum L.). La actividad antioxidante mas alta y mas baja se
relaciona con la toronja y la yema de clavo, respectivamente (Misharina & Samusenko,

2008).

. Se investigo la actividad antioxidante del aceite esencial extraido de
Origanum glandulosum Desf. Los aceites esenciales recolectados de diferentes areas

mostraron un alto grado de actividad antioxidante (Ruberto et al., 2002).
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Lo dicho anteriormente por los autores indican generalmente que las
investigaciones in vitro de la actividad antioxidante tienen algunas limitaciones que
incluyen no considerar factores como la situacion fisica del antioxidante y las condiciones
ambientales, que pueden dar a que se presenten diferentes quimiotipos en los aceites

esenciales que fueron revisados por los anteriores autores.
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Conclusiones

Al término de la presente investigacion monografica se llega a las siguientes
conclusiones:

Se sefiala la correlacion existente entre los aceites esenciales y sustancias antioxidantes;
ya que se expone claramente como los aceites esenciales (que se encuentran los materiales
naturales), pueden tener varias propiedades utiles; especialmente la actividad de antioxidante y
pueden llegar proteger compuestos contra la oxidacion, pues sustancias como por ejemplo los
compuestos fenolicos presentes en estos aceites esenciales consiguen aumentar la vida util de
muchas sustancias; gracias al efecto activo en contra del mecanismo de oxidacion (presente en
alimentos y en los seres vivos).

Se Recolectd informacion acerca de las técnicas cuantitativas existentes para evaluar la
capacidad antioxidante: DPPH, ABTS, ORAC, FRAP, TBARS y RANCIMAT. Logrando
identificar las mas relevantes y/o efectivas en la investigacion de sustancias como los aceites
esenciales.

Se explicé cada método o técnica para la cuantificacion de capacidad antioxidante,
exponiendo al detalle del procedimiento y el resultado que se pueda obtener (en teoria) por cada
uno y con la revision de bibliografica de varios autores; de los cuales se puede decir que al no
existir un método para la cuantificacion total de capacidad antioxidante en los Aceites
Esenciales; se es trascendental primero conocer qué tipo de aceite es, que componentes quimicos
contendria, para asi elegir el método idoneo para realizar dicha medicion. Con lo anterior hay

que tener en cuenta que un Aceite Esencial, es extraido de una planta y el estado de la misma
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depende de las condiciones medioambientales; es decir este aceite esencial y sus caracteristicas

pueden variar seglin la zona, variedad, entre otros factores.
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