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“ESTANDARIZACION DEL METODO DE CAPTURA DE RADICALES LIBRES PARA LA
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS VEGETALES”

RESUMEN

La evaluacion preliminar de la actividad antioxidante en extractos vegetales se
realizé mediante el método de captura de radicales libres que utiliza el radical
1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH).

Con el fin de determinar las condiciones fisicas, quimicas y termodinamicas
del ensayo fotométrico, se utilizaron los extractos metanolicos de plantas
provenientes del Parque Regional Natural Ucumari (PRNU) y Parque Natural
Municipal La Nona (PNMN); extracto estandarizado de GingSeng (obtenido
con el nombre comercial de GINGSANA) ademas de hidroquinona y 4cido
tanico.

Los resultados permitieron establecer las condiciones Optimas las cuales
corresponden a: 517 nm (longitud de onda), 30 minutos (tiempo de reaccion)
y temperatura ambiente (temperatura de reaccion); adicionalmente, se indica
la baja estabilidad de las soluciones del radical libre usado, hecho que implica
inmediata utilizacion de las mismas.

PALABRAS CLAVES: Bioprospeccion, Radicales libres, Porcentaje de
captacion de radicales libres, 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH*),
Productos Naturales.

ABSTRACT

The preliminary antioxidant activity evaluation in plant extracts was maked
by the scavenging free radical assay with 1,1-diphenyl-2-picryl-hidrazy!
DPPH radical compound.

To determinate the photometric assay conditions were used plant extracts
come from to Parque Regional Natural Ucumari and la Nona; standardized
GingSeng extract (obtained commercially as GINGSANA) also hidroquinone
and tanic acid.

The evaluation of those plant extracts and compounds, allowed stablishing the
best conditions, correspond to: 517 nm (experimental wavelength), 30
minutes (reaction time with free radical) and enviromental temperature
(reaction temperature); complementarily, it suggest that the free radical
solutions are unesteady and must be used immedialtely.

KEY WORDS: Bioprospection, Free radical, Free radical scavenging, 1,1-
diphenyl-2-pycril-hydrazil (DPPH*), Natural Products.
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1. INTRODUCCION

Las especies oxigénicas reactivas (ROS), formadas
metabolicamente como intermediarios parcialmente
reducidos, son especies moleculares activadas, dotadas de
un electron desapareado (Radical libre) en un nivel
energético superior y por tanto dotadas de propiedades
paramagnéticas que les confieren wuna alta e
indiscriminada reactividad [1].

Las ROS producen diversas acciones sobre el
metabolismo de los principios inmediatos, que pueden
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ser el origen del dafio celular. Actian sobre los lipidos
poliinsaturados de las membranas celulares, produciendo
pérdida de fluidez y lisis celular como consecuencia de la
peroxidacion lipidica (PL); sobre los glucidos, alterando
las funciones celulares tales como las asociadas con la
actividad de las interleuquinas y la formacion de
prostaglandinas, hormonas y neurotransmisores; sobre las
proteinas produciendo inactivacion y desnaturalizacion;
sobre los acidos nucleicos mediante la modificacion de
bases produciendo mutagénesis y carcinogénesis [1].
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En la actualidad son muchos los procesos relacionados
con la producciéon de radicales libres como son:
mutagénesis, transformacion celular, cancer,
arteriosclerosis, infarto de miocardio, procesos de
isquemia/reperfusion, diabetes, asfixia de neonato,
enfermedades inflamatorias, trastornos del sistema
nervioso central, envejecimiento, entre otros [4], [5].
Ademas, un creciente nimero de estudios soportan la
teoria que el estrés oxidativo estd envuelto en la
progresion de VIH [9].

Los métodos de medicién de la actividad antioxidante
muestran extrema diversidad; muchos procedimientos
usan una acelerada oxidacion involucrando un iniciador
para manipular una o mas variables en el sistema de
prueba; tales iniciadores incluyen adicion de un metal de
transicion como catalizador, exposicion a la luz para
promover oxidacion fotosensitizada por oxigeno singlete
[7], y fuentes de radicales libres [6].

La evaluacion de actividad la antioxidante a través de
fuentes generadoras de radicales libres en el sistema de
prueba, asume que la oxidacién es inhibida en un alto
porcentaje por la captura de estos; por tanto se enfoca en
monitorear la capacidad de aditivos y extractos para la
captura de radicales o la inhibicién de su formacion. Este
es el principio de los métodos mas modernos de ensayo
tales como los ensayos de ABTS (4cido 2,2’azinobis-(3-
etilbenztiazolina)-6-sulfonico), DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo) y phycoerythrin [7].

El ensayo in-vitro con el radical libre en mencion se
considera representativo entre los métodos que emplean
modelos radicales en la evaluacion de la actividad
antioxidante [9], debido a su citada estabilidad en virtud
de la deslocalizacion del electron desapareado.

La presente investigacion pretende normalizar las
condiciones fisicas, quimicas y termodinamicas
necesarias para evaluar la actividad antioxidante en
extractos vegetales, a través del método enfocado en la
determinacion del porcentaje de captacion de radicales
libres que usa como modelo radical el compuesto 1,1-
difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH*).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 MATERIALES

2.1.1Reactivos: el conjunto de solventes y estandares
empleados en el desarrollo experimental son de grado
analitico. Metanol y etanol MALLINCKRODT; éacido
tanico e hidroquinona MERCK. El radical libre 1,1-
difenil-2-picril-hidrazilo proviene de SIGMA.

2.1.2 Equipos: se utilizO un espectrofotometro
GENESYS 5 MILTON ROY y celdas de vidrio FISHER
SCIENTIFIC. Ademas de pipeta de volumen variable
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100-1000 pL. EPPENDORF research serie 2100,
sometida periddicamente a procesos de calibracion. El
control de tiempo se efectué con crondmetro FISHER
SCIENTIFIC y el control de temperatura con bafio
termostatico MEMMERT.

2.1.3 Extractos Vegetales: los extractos vegetales fueron
obtenidos a partir de lixiviacion con metanol de las
plantas Cinchona Pubecens Valh (FJR 3161) (Rubiaceae)
vy Miconia  Lehmanni  Cong (FJR  3172)
(Melastomataceae), recolectadas en el PRNU (Nifo et al.,
2002); y la planta Calea angosturana (FJR 3915
(Asteraceae) recolectada en el PNMN.

Las concentraciones evaluadas corresponden a: extracto
estandarizado de Gingseng (100 ppm), extracto
metandlico de Calea Angosturana (250 ppm), , extracto
metandlico de Miconia Lehmanni (100 ppm), extracto
metanolico de Cinchona Pubecens (100 ppm),
hidroquinona (100 ppm) y acido tanico (500 ppm).

2.2 Evaluacion de actividad antioxidante: la actividad
antioxidante fue evaluada a partir del método planteado
por Brand-Williams [10].

Se prepar6 una solucion patréon de 2000 ppm del radical
libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH*) en metanol
grado analitico, la cual se almaceno a 0° C, en recipiente
ambar recubierto con papel aluminio para mayor
proteccion contra luz. Para efectos de esta evaluacion se
prepard una solucion de trabajo de DPPH a 20 ppm,
preparada diariamente a partir de la solucion patron,
almacenada en recipiente ambar recubierto con papel
aluminio y conservada en bafio de hielo.

Se realiz6 seguimiento a las reacciones entre soluciones a
250 ppm de los extractos citados anteriormente con la
solucion de trabajo del radical libre DPPH, a través de la
técnica fotometria visible; para cada extracto se grafico el
decrecimiento de la absorbancia en el medio de reaccion
contra tiempo, determinando los parametros de reaccion
optimos para el desarrollo del ensayo.

2.3 Analisis de los resultados: las graficas y parametros
estadisticos de los datos experimentales fueron realizados
a través de Microsoft office Excel.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente se realizaron diversos barridos de
exploracion en el espectrofotometro a 3 soluciones de
DPPH a 20 ppm. Cada una de las tres soluciones fue
sometida a 2 barridos de exploracion en diferentes
periodos de tiempo observando simultaneamente la
estabilidad de las soluciones del radical libre al oxigeno y
cantidad de luz en el ambiente.

Se evidencian grandes diferencias en las absorbencias
mostradas en los espectros obtenidos para cada solucion
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( tabla 1), las cuales son atribuibles a variaciones de
concentracion y factores pertinentes al grado de
reduccion que las moléculas del radical libre presentan,
también pueden estar relacionados con las condiciones
ambientales (temperatura externa, cantidad de luz) y con
el tiempo de almacenamiento al que se sometid cada
solucion.

Se advierte que cuanto mayor sea el tiempo de
almacenamiento de la solucién, se produce una
disminuciéon en la absorbancia de la solucién (hecho
relacionado con la reduccion de las moléculas de radical
libre); por tanto, se establece que la solucion de trabajo
de DPPH debe ser preparada en momentos previos a su
utilizacion y no someterse a almacenamiento superior a 4
horas

Solucion | Tiempo Barrido de Barrido de
analizada de exploracion 1 exploracion 2
almace- (8 minutos
namiento después)
(horas) | A (nm) |Abs |A (nm) |Abs
Solucién 1 24 514 10.102| 514 0.102
Solucion 2 48 502 [0.093] 502 0.092
Solucién 3 0 529 [0.288 | 529 0.271

Tabla 1. Resultados evidenciados en los diferentes espectros
visibles obtenidos a soluciones del radical libre DPPH

El amplio rango de longitudes de onda de maxima
absorcion (502-529 nm) observado, conlleva a establecer
como longitud de onda para la realizacion de este ensayo
un valor intermedio de este rango (517 nm), el cual es
cercano a las longitudes de onda reportadas en otras
investigaciones de este tipo [10].

La figura 2 corresponde al comportamiento cinético de
las reacciones entre las sustancias anteriormente citadas y
el radical libre DPPH, analizado a temperatura ambiente.
En general se observa un decrecimiento exponencial de la
absorbancia en los cuatro medios de reaccion; situacion
no apreciable en la figura 3, correspondiente al
comportamiento cinético de las reacciones mencionadas,
evaluado a 37° C.

Cabe resaltar que no existe un patrén de comportamiento
para las lineas obtenidas a partir de las mediciones a 37°
C, hecho que da pie al planteamiento que las reacciones
del radical libre DPPH con compuestos y extractos con
capacidad antioxidante no son termalmente estables.
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Figura 2 Comportamiento cinético de reacciones del radical
libre DPPH con varias sustancias, analizado a temperatura
ambiente
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Figura 3 Comportamiento cinético de reacciones del radical
libre DPPH con varias sustancias, analizado a 37° C

La razon por la cual la reaccion del acido tanico con el
radical libre DPPH a temperatura ambiente presenta una
tendencia claramente definida, en comparaciéon con las
figuras obtenidas para los tres extractos restantes obedece
a la complejidad de las matrices analizadas y a las
multiples reacciones que en estas acontecen con el
sustrato.

Dada la inestabilidad térmica advertida en las reacciones
efectuadas, se considera apropiada la temperatura
ambiente para la realizacion de evaluacion de actividad
antioxidante con el DPPH.

Para determinar el tiempo adecuado de reaccion antes de
la medicion del porcentaje de capacidad de captacion de
radicales libres se debe tener en cuenta varios aspectos: el
tiempo establecido debe ser conveniente para medirse
con exactitud; debe procurarse que en este intervalo se
mezclen completamente los compuestos reaccionantes;
debe ser suficiente para que la mezcla metanol-agua, que
acontece al incorporar la solucion de trabajo del radical
DPPH a las soluciones de los extractos y compuestos
analizados, alcance el equilibrio térmico; y por ultimo
debe considerarse que el efecto total de atrapamiento de
radicales libres de un compuesto o extracto es visible
cuando la reaccion entre estos y el radical libre empleado
alcanza el equilibrio quimico.



234

La linea obtenida para el decrecimiento de absorbancia
en la reaccion de hidroquinona con el radical libre DPPH
(figura 4) alcanza el minimo valor en su pendiente a 20
minutos de reaccién, sin embargo, la linea
correspondiente a reaccion del radical libre con el
extracto de la planta Miconia Lehmannii (figura 4), hace
evidente la minima variacion en la pendiente después de
30 minutos de reaccion, sin alcanzarse el valor minimo
esperado.

Las reacciones del radical libre DPPH con los diferentes
extractos no alcanzan el equilibrio quimico en un tiempo
corto debido a las interacciones desarrolladas entre los
diferentes compuestos con actividad antioxidante
existentes en cada extracto (sinergismo y antagonismos
farmacoldgicos y quimicos).
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Figura 4 Comparacion del comportamiento cinético entre la
reaccion del radical libre DPPH con compuestos puros
(hidroquinona) y extractos vegetales (extracto metanolico de
Miconia Lehmannii)

Dado que los extractos y los compuestos puros evaluados
presentaron su equilibrio quimico a diferente tiempo se
decide como tiempo de ensayo 30 minutos, teniendo en
cuenta que este tiempo satisface las demas condiciones
de equilibrio térmico y exactitud planteadas para su
seleccion.

4. CONCLUSIONES

La evaluacion de actividad antioxidante a través del
método que utiliza el radical libre 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH), constituye un procedimiento
relativamente sencillo, en el cual es necesario tener
presentes algunos cuidados con el manejo de la solucion
de trabajo, tales como tiempo de conservacion, ausencia
de humedad y cantidad de luz.

Dado que se desconoce la matriz (componentes) de los
diferentes extractos, es erréneo generalizar condiciones
universales para todos los ensayos de actividad
antioxidante a partir de un solo ensayo, por tanto es
importante la utilizacion de diferentes sustancias y
extractos vegetales para brindar flexibilidad y
adaptabilidad a las condiciones propuestas.
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Las reacciones llevadas a cabo con el radical libre DPPH
muestran no ser termalmente estables, por tanto se
pueden realizar a temperatura ambiente, teniendo en
cuenta que debe evitarse variaciones climaticas de
magnitud considerable.

El tiempo de reaccion establecido para el analisis de
actividad antioxidante en extractos vegetales corresponde
a 30 minutos; debe tenerse en cuenta que este, en el caso
de la evaluacidon a compuestos puros, constituye un
parametro caracteristico relacionado con la naturaleza
quimica de cada compuesto.

Mediante la aplicacion de esta metodologia, se
estandarizd el método de evaluacion de actividad
antioxidante en extractos vegetales para el Laboratorio de
Biotecnologia-Productos Naturales; a partir del cual
actualmente se lleva a cabo la evaluacion de los extractos
metandlicos, de diclorometano y solvente 10-20
pertenecientes a 25 plantas procedentes de zonas de
reserva de la region cafetera colombiana.
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