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Resumen

En muestras de semillas de Theobroma cacao (Cacao), Capsicum bacatum (Ajies dulces, verdes y rojos) y semillas
de Artocarpus altilis (fruto de pan), se determind la capacidad antioxidante aplicando diversas metodologias y se
analizé la informacién que proporciona cada método. Luego de proceder a la extraccién y cuantificacion de los poli-
fenoles, se evaluo la actividad antioxidante utilizando las técnicas de sistema modelo p-caroteno/linoleato, el méto-
do del barrido de radicales libres (DPPH)e, el método del tiocianato (peroxidaciéon acido linoleico) y el poder reductor.
En todos los ensayos de determinacion de actividad antioxidante, los resultados obtenidos fueron comparables.
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Abstract

In samples of Theobroma cacao seeds (Cocoa), Capsicum bacatum sweet (Sweet pepper, red and green) and of
Artocarpus altilis seeds (bread fruit), the antioxidant capacity was determined by applying various methods and
analyzed the information provided by each one. After proceeding to the extraction and quantification of polyphenols,
the antioxidant activity was assessed by the f-caroteno/linoleato model system technique, the scanning free radicals
method (DPPH)-, the thiocyanate method (linoleic acid peroxidation) and reducing power. In all the determinations

for antioxidant activity, results were comparable.
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Introduccion

Desde hace décadas, se ha evidenciado la relacion
directa que existe entre la sobreproduccion de radi-
cales libres en el organismo y diversos desérdenes fi-
siologicos (tales como dano a la membrana celular,
oxidacion de lipoproteinas, inactivacion de enzimas);
ciertos estados patolégicos y con el envejecimiento
(Rieger, 1989; Stockdale, 1987).

A fin de impedir la acumulacién de radicales li-
bres, el organismo cuenta con diferentes mecanismos
de defensa antioxidantes producidos de manera endo-
dgena, pero a medida que se avanza en edad y/o por
condiciones de fuertes agresiones prooxidativas, co-

mo la exposicion intensa y reiterada a la exposiciéon
solar, estos medios resultan insuficientes para prote-
ger al organismo (Rieger, 1993). Con base a esto se ha
postulado que los organismos envejecen porque las
células acumulan el dano de los radicales libres en el
tiempo, por lo que los antioxidantes son cominmente
usados en el cuidado de la piel para prevenir este
envejecimiento (Lupo, 2001 ; Rabe y col., 2006; Von
Oppen-Bezalet, 2009; Knaggs, 2009).

Diversos compuestos presentes en productos ve-
getales tienen la propiedad de actuar como antirradi-
cales o antioxidantes (Pietta, 1998; Udo y col., 2001).
En estos productos se ha evidenciado la presencia de
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los compuestos fendlicos que tienen propiedades an-
tioxidantes, esta caracteristica ha favorecido su inclu-
sion en formulaciones cosméticas especialmente
aquellas con propiedades antienvejecimiento.

En la actualidad no existen Métodos Oficiales para
la determinacion de la capacidad antioxidante de las
materias primas que se emplean en cosmética, por lo
cual, se han venido utilizando con este fin diversas
metodologias.

De alli la importancia de la aplicacion de estos
métodos para la determinacion de la Actividad An-
tioxidante en algunos productos vegetales.

Materiales y métodos
OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las semillas secas y fermentadas de cacao (Theo-
broma cacao) y las semillas de fruto de pan (A. altilis)
fueron obtenidas en el sector de Ocumare de la Costa,
Estado Aragua, Venezuela. Los Ajies dulces (Capsicum
bacatum), variedades verde y roja, fueron adquiridos
en el Mercado de Quinta Crespo, Caracas. Venezuela.
Todas las muestras se lavaron, se secaron y se molie-
ron (en el caso de Artocarpus, previo a este proceso le
fue eliminada la capa externa). Posteriormente se liofi-
lizaron, moliéndose nuevamente y pasandose por un
tamiz N° 40. Todas las muestras se guardaron en enva-
ses plasticos con tapas de cierre hermético, a tempe-
ratura ambiente y al abrigo de la luz.

CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES

Los compuestos fendlicos en los extractos meta-
nolicos fueron estimados por ensayo colorimétrico,
basado en los procedimientos descritos por Montreau
(1972), el cual se basa en la extraccion de los poli-
fenoles totales de la muestra con solucién metanol:
agua (50:50) y solucion de acetona:agua (70:30). En
una alicuota del extracto se desarrolla coloracién con
el reactivo de Folin Ciocalteau, leyendo la absorban-
cia a 750 nm. La concentracion de polifenoles en la
muestra se determiné usando una curva patrén de
acido galico en un rango de 20-500 g/ml. Los resul-
tados se expresan como equivalentes de acido galico
(EAG) g/100g de muestra seca.

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Esta propiedad fue evaluada por diferentes méto-
dos espectrofotométricos:

1. DETERMINACION DEL PODER REDUCTOR
(YEN Y DuH, 1993):

El poder reductor de los compuestos fendlicos se
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determina mediante la capacidad de reducir el Fe*3
(férrico) a Fe*? (ferroso) con formacion del azul de Pru-
sia, a 700 nm. Los resultados se cuantifican contra
una curva estandar de acido ascorbico. Los resulta-
dos son expresados como equivalentes de acido as-
corbico (EAAs) g/100 g de muestra.

II. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ME-
DIANTE EL METODO DE LA PEROXIDACION DEL ACIDO LI-
NOLEICO (METODO DEL TIOCIANATO)

La actividad antioxidante se determiné de acuer-
do al método descrito por Yen y Hsieh (1998), el cual
se basa en la peroxidacién del acido linoleico, usando
tiocianato de amonio y cloruro ferroso. La absorban-
cia se determina a 271 nm. La actividad antioxidante
se determina por el grado de peroxidaciéon del acido
linoleico, a las 72 horas, aplicando la formula:

AA = 72 — (aumento de la Abs. de la mx/ aumento de
la Abs. del control) x 100

II. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
USANDO EL SISTEMA MODELO $-CAROTENO/ LINOLEATO

Las muestras metanolicas fueron evaluadas si-
guiendo el método descrito por Hidalgo-Fernandez y
col. (1994), el cual se basa en la capacidad que tienen
los antioxidantes de impedir la pérdida del color del -
caroteno. La relacién dosis/respuesta de la actividad
antioxidante para los extractos se determina a diferen-
tes concentraciones. La actividad antioxidante (AA) de
los extractos es evaluada en términos de decolora-
cion del -caroteno usando BHA en metanol (100
ppm) para propositos comparativos. Los ensayos se
realizaron por triplicado y los resultados se expresan
como el valor promedio + desviacion estandar.

III. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE
LOS POLIFENOLES EXTRAIDOS, UTILIZANDO EL METODO
DEL BARRIDO DE RADICALES LIBRES (DPPH")

Se determind la capacidad antioxidante mediante
secuestro de los radicales libres de acuerdo al méto-
do descrito por Sanchez-Moreno y col. (1998). El mis-
mo se basa en la generacion de radicales libres a
partir de una solucién metandlica de 1,1- difenil-2-pi-
cril-hidracil. En forma de radical, el DPPH® absorbe a
515 nm, absorbancia que va disminuyendo por la re-
duccioén por un agente oxidante, o por especies radi-
cales. La determinacion se efectuia a intervalos de
tiempos diferentes hasta que la reaccion alcanza un
equilibrio (time at the steady state). El porcentaje de
DPPH’ remanente fue calculado como sigue:

%DPPH+rem=((Abs a 515 nm)muestra/(Abs a 515 nm)
control) x 100
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ANALISIS ESTADISTICO

Todas las determinaciones se realizaron por tripli-
cado y se expresaron los valores como los promedio
+ la desviacion estandar (DE). La significancia estadis-
tica se determiné mediante el analisis de varianza de
una via (ANOVA) y un valor de p<0,05 se considerd
estadisticamente significativo.

Resultados y discusion

CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS
TOTALES POR ENSAYO COLORIMETRICO

Como puede observarse en la Tabla I, el conteni-
do porcentual de polifenoles totales presentes en
las muestra, expresados como g equivalentes de aci-
do galico/ 100 g de muestra seca, siguié el orden
siguiente: cacao > aji verde > aji rojo > semilla de
Artocarpus.

DETERMINACION DEL PODER REDUCTOR
(METoDO DE YEN Y DUH MODIFICADO)

En la Tabla II se presentan los valores del poder
reductor, expresado como mg equivalentes de acido
ascorbico por 100 gramos de muestra. En este ensa-
yo, el color amarillo de la solucién de ensayo cambia
a diferentes matices entre el azul y el verde, depen-
diendo del poder reductor de cada compuesto. La
presencia de reductores como los antioxidantes,
causa la conversion del Fe*3 del complejo ferricianuro
usado en este método, a la forma ferrosa. Asi, por la
medicién del azul de Prusia a 700 nm, se puede moni-
torear la concentracion de Fe*2. Altos valores de ab-
sorbancia a 700 nm indican un poder reductor alto
(Barros y col., 2006).

Los resultados muestran que existen diferencias
estadisticamente significativas en el poder reductor
de los extractos de las muestras evaluadas (p< 0,05);
siendo el orden del poder reductor semillas de ca-
cao>aji verde>aji rojo>semillas de Artocarpus. Este
orden se correlaciona con el contenido de polifenoles
totales en las muestras analizadas, siendo mayor el po-
der reductor a mayor contenido de polifenoles.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DETERMINADA POR EL
METODO DEL BLANQUEAMIENTO DEL $-CAROTENO

En la Tabla Il se muestra la Actividad Antioxidante
(%) determinada por el método del blanqueamiento
del p-caroteno en muestras de semillas de cacao, ajies,
variedades verde y roja, y semillas de Artocarpus.

El ensayo se basa en el blanqueamiento de la so-
lucién de p-caroteno y de la habilidad de los antioxi-
dantes para inhibir la decoloraciéon de la solucién
propiciada por la oxidaciéon del acido linoleico. El radi-
cal libre del acido linoleico ataca al p-caroteno alta-
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Tabla |

Contenido de polifenoles totales, expresados

como g equivalentes a acido galico/100 g de

muestra seca (muestras de semillas de cacao,
ajies, variedades verde y roja,

y semillas de Artocarpus)
Muestra Polifenoles totales
(a/100 g) DE
Cacao
Theobroma cacao 6,664 0,06
Aji verde
Capsicum bacatum 0,79¢ 0,08
Aji rojo
Capsicum bacatum 0,74b 0,09
Semillas Fruto de pan
Artocarpus altilis 0,262 0,01

Los resultados son el promedio de tres mediciones por separado +
DE. Las letras diferentes en una misma columna indica diferencias
estadisticamente significativas p<0,05.

Tabla Il

Actividad Antioxidante (%) determinada por
el método del poder reductor (g equivalentes
de acido ascérbico/100 g muestra), en muestras
de semillas de cacao, ajies, variedades verde
y roja, y semillas de Artocarpus

Muestra Poder reductor
(g/100 g)! DE
Cacao
Theobroma cacao 5,84 0,08
Aji verde
Capsicum bacatum 3,4¢ 0,02
Aji rojo
Capsicum bacatum 2,9P 0,02
Semillas Fruto de pan
Artocarpus altilis 0,52 0,01

! Base seca. Los resultados son el promedio de tres mediciones
por separado + DE. Las letras diferentes en una misma columna
indican diferencias estadisticamente significativas p<0,05.

mente insaturado. La presencia de los antioxidantes
puede obstaculizar la extensién del blanqueamiento
del B-caroteno neutralizando el radical libre linoleato y
otros radicales libres formados en el sistema (Jayapra-
kashay col., 2001). De acuerdo a esto, la absorbancia
decrece rapidamente en muestras sin antioxidantes,
mientras que en presencia de antioxidantes la solu-
cién retiene el color y asi la absorbancia por un largo
periodo de tiempo.

Los resultados muestran que el porcentaje de ac-
tividad antioxidante en las muestras en estudio esta
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en el siguiente orden: cacao > aji verde > aji rojo >
semillas de artocarpus, lo cual se correlaciona con
la cantidad de polifenoles presentes en la muestras
analizadas.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
POR EL METODO DE LA PEROXIDACION DEL ACIDO
LINOLEICO (METODO DEL TIOCIANATO)

En la Tabla IV se muestran los resultados del por-
centaje de actividad antioxidante determinada por el
método de la peroxidacion del acido linoleico. La
muestra de cacao presento el porcentaje mas elevado
de actividad antioxidante, lo cual se correlaciona con
los resultados de los otros métodos aplicados, asi co-
mo con el contenido de polifenoles totales. Las mues-
tras de aji verde y rojo presentaron valores similares
de actividad antioxidante. El orden de la capacidad
antioxidante en las muestras fue similar a los otros
métodos utilizados en este trabajo: cacao > aji verde >
aji rojo > semillas de Artocarpus.

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
DE LOS POLIFENOLES EXTRAIDOS, UTILIZANDO EL
METODO DEL BARRIDO DE RADICALES LIBRES (DPPH?*)

El radical libre DPPH+ posee una absorcion carac-
teristica a 515 nm (color purpura), la cual decrece
significativamente cuando esta expuesto a la accién
de «barrido» por parte de un extracto rico en com-
puestos fenodlicos antioxidantes- por suministro de
atomos de hidrégeno o por donacion de electrones.
Una disminucién en la absorbancia, a 515 nm, indica
un alto barrido del radical por parte del extracto. El
barrido de los radicales libres es uno de los mecanis-
mos conocidos mediante el cual los antioxidantes
inhiben la oxidacién de los lipidos. El ensayo permite
evaluar en forma rapida la actividad antioxidante in
vitro de compuestos especificos o extractos.

En la figura 1 se muestran los valores de actividad
de barrido del radical DPPH:- por el extracto metano-
lico de la harina de semillas de A. altilis. A mayor
concentracion del extracto de harina de artocarpus,
mayor es la actividad de barrido, reflejado por el
aumento de la absorbancia. Como puede observar-
se, los extractos de la semilla de cacao presentan los
valores mas bajos de CEs,, por lo que se requiere
menos concentracion de ese extracto para secues-
trar los radicales libres, teniendo entonces mas efi-
ciencia como antirradical.

Aun cuando es frecuente el relacionar la capaci-
dad antioxidante de los productos naturales con el
contenido de polifenoles totales presentes (Kukoski y
col., 2005; Imeh y Khokhar, 2002; Pinelo y col.,
2004), en algunos trabajos se ha reportado una corre-

Revista Facultad de Farmacia » Vol. 74 ¢ N° 1 « 2011

Tabla III

Actividad Antioxidante (%) determinada por
el método del blanqueamiento del p-caroteno
en muestras de semillas de cacao, ajies,
variedades verde Yy roja, y semillas de Artocarpus

Muestra Actividad antioxidante
(%) DE
Cacao
Theobroma cacao 89,64 2,94
Aji verde
Capsicum bacatum 67,5 0,57
Ajirgjo
Capsicum bacatum 67,0 2,21
Semillas Fruto de pan
Artocarpus altilis 54,29 2,93

Los resultados son el promedio de tres mediciones por separado +
DE. Las letras diferentes en una misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas p<0,05.

Tabla IV

Actividad Antioxidante (%) determinada por el
Método de peroxidacién del acido linoléico en
muestras de semillas de cacao, ajies, variedades
verde y roja, y semillas de Artocarpus

Muestra (%) DE
Actividad antioxidante
Cacao

Theobroma cacao 71,02¢ 0,022
Aji verde Capsicum

bacatum 32,54b 0,027
Aji rojo Capsicum

bacatum 32,77° 0,050

Semiillas Fruto de Pan

Artocarpus altilis 17,672 0,041

Los resultados son el promedio de tres mediciones por separado +
ES. Las letras diferentes en una misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas p<0,05.

14,00
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10,00
8,00 -

6,00 -

Efecto de barrido (%)
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Figura 1. Actividad de barrido (%) de radicales DPPHe por el
extracto metandlico de semillas de Artocarpus.

27



ALiciA M RINCON, MARIA N PEREZ DE R, LizET Bou RACHED, ALBIN ROMERO, LuisA C BUCARITO, FANNY PADILLA

Tabla V

CE5o. TEC5( y eficiencia antirradical (EA) de los
extractos de semillas de cacao, ajies, variedades
verde y roja, y semillas de Artocarpus

Muestra CEs, (a/g DPPH) TEGC;, EA
Cacao
Theobroma cacao | 4,72 +0.0012 |45,57 +0.96| 0,0047
Aji verde
Capsicum bacatum| 25,13 +0.012¢ | 24,16 + 3.25| 0,0016
Aji rojo
Capsicum bacatum| 20,80 + 0.0062 |64,43 + 0.59| 0,0007
Semillas de fruto
de pan
Artocarpus altilis | 54,27 +0.0049 | 31,90 + 1.93| 0,0006

Las letras indican diferencias estadisticamente significativas p<0,05.
CEs(: concentracion del extracto metanoélico requerido para “barrer”
o “secuestrar” el 50% del radical DPPH+; TEC50: tiempo requerido
para que el extracto metandlico “barra” “atrape” o “secuestre” el
50% del radical DPPH-; EA: eficiencia antirradical.

lacion baja entre estos parametros (Heinonen y col.,
1998) y hasta se ha indicado no existir relacion algu-
na entre el contenido total de polifenoles, concentra-
cion de acido ascorbico y la capacidad antioxidante
(Hassimoto y col., 2005).

Aun cuando se emplearon métodos diferentes,
los resultados obtenidos fueron comparables para
la determinacién de la actividad antioxidante en
muestras de uso en la industria alimentaria, farma-
céutica y cosmética. En efecto, las muestras evalua-
das presentaron una alta actividad antioxidante que
se correlacion6 significativamente con el contenido
de polifenoles totales (Correlacién = 0,97; p<0,05).
Como se observa, la muestra de cacao present6 las
mejores propiedades antioxidantes, lo cual esta de
acuerdo con lo descrito para la especie Theobroma
cacao de la familia Sterculiaceae, la cual es recono-
cida ampliamente por sus propiedades antioxidan-
tes y utilizada en formulaciones cosméticas por esta
accion anti-radical y pudiendo resultar como una ex-
celente materia prima para la obtencion de antioxi-
dantes naturales.
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