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Resumen. La presencia de especies reactivas de oxigeno puede ser controlada mediante el uso
de agentes reguladores como lo son las sustancias antioxidantes de bajo peso molecular, lo
cual conlleva a generar un protocolo de una metodologia de evaluacién antioxidante que sea
facilmente reproducible bajo las condiciones del laboratorio de analisis instrumental de la
Universidad CES. ORAC es método ampliamente utilizado para analizar la capacidad
antioxidante de sustancias, pero es un método altamente sensible y posee factores que puede
presentar alteraciones si no se tienen estandares bien estipulados generando fluctuaciones en
la lectura o proporcionando datos que no sean validos. Para la estandarizacion y validacion
implementaron los parametros estipulados en la Guia de la OMS sobre los requisitos de las
practicas adecuadas de fabricacion (PAF) alcanzando resultados de linealidad de 0.9682,
precision y exactitud con un coeficiente de variaciéon menor al cinco por ciento ( %CV< 5), una
robustez de +10% y una especificidad por compuestos de naturaleza hidrofilica, demostrando
que el método ORAC es apto para su aplicacion bajo condiciones especificas de trabajo, y se
evalu6 la capacidad antioxidante de bebidas fermentadas elaboradas a partir de diversas
mezclas de frutas con una capacidad antioxidante equivalente a Trolox entre 30% y 60%.

Palabras Clave: Estandarizaciéon, ORAC, Métodos Analiticos, Capacidad Antioxidante,
Radicales Libres.

Abstract: The presence of reactive oxygen species can be controlled using regulatory agents
such as low molecular weight antioxidant substances, which leads to the generation of a
protocol for an antioxidant evaluation methodology that is easily reproducible under
laboratory conditions. instrumental analysis of the CES University. ORAC is a widely used
method to analyze the antioxidant capacity of substances, but it is a highly sensitive method
and it has factors that can present alterations if there are not well-stipulated standards
generating fluctuations in the reading or providing data that are not valid. For standardization
and validation, they implemented the parameters stipulated in the WHO Guide on
Requirements of Good Manufacturing Practices (FAP), achieving linearity results of 0.9682,
precision and accuracy with a coefficient of variation of less than five percent. a robustness
of £ 10% and a specificity for hydrophilic compounds, demonstrating that the ORAC method
is suitable for application under specific working conditions, and the antioxidant capacity of
fermented beverages made from various mixtures of fruits with an antioxidant capacity
equivalent to Trolox between 30% and 60%.

Key Words: Standardization, ORAC, Analytical Methods, Antioxidant Capacity, Free Radicals.
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1. Introduccion

Los antioxidantes son sustancias de origen
natural o sintético con la capacidad de
captar radicales libres o también conocidos
como especies reactivas de oxigeno (ROS) y
especies reactivas de nitrogeno (RNS),
siendo estas ultimas sustancias que poseen
electrones desapareados en su ultimo nivel
de energia, las cuales tienen las capacidad
de existir de forma independiente sin la
necesidad de estar unido a cualquier otro
compuesto, son generadas por el propio
metabolismo oxidativo celular (Ver figura
1), por la exposicion a agentes quimicos
mutagenos o radiaciones ionizantes (rayos
X, rayos UV, rayos gamma, etc.),
ocasionando  desequilibrios a  nivel
electronico al estar de forma constante
cediendo o atrayendo electrones de otras
moléculas presentes en el entorno,
ocasionando reacciones de 0xido reduccion
y originando situaciones de estrés oxidativo
por ende generando trastornos a nivel
celular(1-3) como:

-Mutaciones del material genético
(Modificacibon a nivel de las bases
nitrogenadas por mutagenos endogenos por
la oxidacion de las bases nitrogenadas o la
ruptura de una de las hebras de DNA).

-Peroxidacion de lipidos: los lipidos que
componen la membrana celular son
sometidos a metabolismo oxidativo,
generando peroxidos que daran lugar a una
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reaccion en cadena presentandose pérdidas
de acidos grasos insaturados.

-Producciéon de enlaces cruzados en
proteinas por la formacion de enlaces
disulfuro (4).

2. Tipos de Radicales libres
2.1 Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Especies generadas por las reacciones de
Oxido-Reduccion de procesos fisiologicos
normales como la respiracion celular (5,6),
ocurre una reduccion del oxigeno molecular
por medio de la adicion de cuatro electrones
para generar una molécula de agua, durante
este proceso se producen sustancias toxicas
intermedias a bajas concentraciones como:
Radicales del Ion superoxido (generado
principalmente por la actividad de oxidasas
intracelulares como la xantina oxidasa) y
radicales hidroxilos. Estas especies también
pueden ser generadas por reacciones
intracelulares mediadas por metales de
transicion como el Hierro (Fe) y el Cobre (Cu)
que poseen la capacidad de ser donadores o
aceptores de electrones como en la reaccion
de Fenton, esta reaccion sintetiza el radical
hidroxilo, generando una  actividad
sinérgica entre el hierro y este radical libre,
provocando lesiones a mnivel oxidativo,
originando respuestas fisiologicas o una
induccion de una respuesta estresante,
llevando a la generacion de RNS, reacciones
inmunes o la muerte celular (7).
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Figura 1. Procesos de sintesis de radicales libres ROS (Especies reactivas de oxigeno) y RNS
(especies reactivas de Nitrogeno). Existen una gran variedad radicales libres producidos por
el metabolismo del organismo por medio de diversas rutas de sintesis como: Triclorometil
(CCL), radical superoxido (O,), Hidroxilo (OH), Peroxilo (ROO), Oxido nitrico (NO), acido
Hipocloroso (HOCI), entre otros. Todas las especies reactivas de oxigeno participan en cadenas

de reactivas de radicales libres (8).

3. Metodologias de evaluacion de
Actividad Antioxidante

La generacion de radicales esta
directamente relacionada con la
oxidacion de lipidos vy sustratos
biologicos, por ende, la presencia de
estas especies reactivas conlleva a
dafnos estructurales y estrés oxidativo,
al haber produccion y eliminacion de
especies ROS. Estas especies pueden
ser controladas mediante agentes
reguladores como lo son sustancias
antioxidantes de bajo peso molecular,
por lo tanto, es importante la
busqueda de métodos para la
determinacion del secuestro de
especies radicales.

Todos aquellos métodos
implementados para la medicion de
capacidad antioxidante de wuna
sustancia o un compuesto han sido
fundamentados desde la

experimentacion con sustratos para
medir la capacidad antioxidante total
en fluidos y muestras biologicas. La
metodologia para evaluar
antioxidantes debe ser analizada de
una forma meticulosa y debe
interpretarse segun el sistema y el
método analitico a implementar para
determinar la extension y el punto
final de la oxidacion. Mediante el uso
del substrato adecuado (9,10), este se
somete bajo condiciones de oxidacion
estandar (dependera de las
caracteristicas  fisicoquimicas del
substrato) y se mide el punto maximo
de oxidacion del sustrato por métodos
quimicos, instrumentales y/0
sensoriales. Segun Sanchez-Moreno,
C. (2002). Review: Methods Used to
Evaluate the Free Radical Scavenging
Activity in Foods and Biological
Systems. Food Science and
Technology International, 8(3), 121-
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137. Existen diversas metodologias
para medir la capacidad de barrido de
radicales libre tales como: ORAC
(Oxygen Radical Absorbance
Capacity), ABTS, DPPH, DMPD, etc (9-
12).

Debido a la gran diversidad de
técnicas mencionadas anteriormente,
pueden analizarse la capacidad
antioxidante de diversas sustancias y
productos, pero debido a la gran
heterogeneidad de tipos de radicales
libres y antioxidantes que existen no
se ha encontrado un método que
pueda aglomerar todas aquellas
caracteristicas para analizar tal
diversidad de muestras. ORAC es el
meétodo analitico mas implementando
para el analisis antioxidante debido a
su adaptabilidad a la gran variabilidad
de especies radicales y a las
condiciones de diversos laboratorios,
ademas de que se realiza bajo
condiciones similares a las
fisiologicas y con el anion superoxido
que es un radical con alta relevancia
biologica. A pesar de su alta
adaptabilidad ORAC es un método
altamente sensible y en ciertos
factores que puede haber alteraciones
si no se tienen estandares bien
estipulados puede generar
fluctuaciones en la lectura o
proporcionar datos que no sean
validos. Por lo tanto, se pretende
estandarizar el método ORAC, debido
a que este es un método que es
conocido mundial vy altamente
sensible, ademas posee una gran
adaptabilidad a las condiciones de
laboratorio. En el desarrollo del
protocolo ORAC, se encuentran
determinadas caracteristicas que
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pueden ser criticas al momento de
realizar un ensayo ORAC como:
Rangos de longitudes de onda,
volumenes en cada uno de los
Microposos, homogenizacion de
reactivos por agitacion, temperatura,
tiempo maximo de lectura y oxidacion
de la fluoresceina. La generacion de un
protocolo estandarizado, teniendo en
cuenta estas caracteristicas y las
condiciones de Laboratorio de
Analisis Instrumental de la
Universidad CES, brinda una
herramienta para el analisis de
actividad antioxidante de una gran
diversidad de sustancias.

3.1 Mecanismo ORAC

El “apagamiento” de radicales Peroxilo
por parte de moléculas con actividad
antioxidante  presentes en las
muestras analizadas se evidencia a
través de la inhibicion de la oxidacion
de una molécula blanco (fluoresceina).
Dicha inhibiciobn corresponde al
aporte que colectivamente hacen a la
actividad antioxidante el conjunto de
moléculas con capacidad apagadora
de radicales Peroxilo presentes en una
muestra, esto es, tanto polifenoles
como otros compuestos de naturaleza
no-polifenolica (11). Esto ultimo
permite medir la actividad
antioxidante de alimentos cuya
composicion puede ser muy diversa,
en términos de la naturaleza quimica
de las moléculas que definen sus
propiedades  antioxidantes  (Ver
Figura 2). Los radicales peroxilo
interaccionan con sondas
fluorescentes, originando productos
no fluorescentes (13-14).
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R—N=N—-R — N, + 2R0O0"

ROOQO® + probe (fluorescent) —

ROOH + oxidized probe (loss of fluorescence)

ROO’+ AH — ROOH + A°

fast

ROO*+ A'—ROOA

Figura 2. Mecanismo de reaccion de un ensayo ORAC. El uso de azoderivados como el AAPH,
que son con grupos funcionales de R-N=N-R", que por una mol de AAPH, pierden una mol de
N, generando radicales AAPH-, estos ultimos al estar en soluciones saturadas de aire, los
radicales interaccionan rapidamente con el oxigeno (O,) dando como resultado la sintesis de
radicales peroxilo (2ROO-) y por calentamiento estos interactiian con las sondas fluorescentes
(fluoresceina) generando una transferencia de hidrogeniones (H*), originando productos no
fluorescentes (7,14,15). Los antioxidantes seden hidrogeniones a los radicales libres, enlazados
los electrones desapareados del radical y transformando al antioxidante en un radical libre el
cual se mezcla con otro radical peroxilo y por medio de reacciones rapidas se retiran los

radicales de ambos compuestos (16,17) .

3.2 Variables importantes al momento de
realizar un ensayo ORAC

-Rangos de longitudes de onda de emision
y excitacion

- Temperatura de Lectura

-Volumen de reactivos en cada uno de los
microposos, debido a que el volumen de los
microposos puede generar una gran
variabilidad en los resultados

-Agitacion para la homogenizacion de la
muestra, debido a que la homogenizacion
de los reactivos en cada uno los microposos
para que pueden generarse cada una de las
reacciones

-Definir un tiempo de seguimiento para la
cinética de reaccion, se debe conocer en qué
periodo de tiempo se genera la perdida de

fluorescencia total de la concentracion mas
alta del estandar.

4. Reactivos y Materiales
4.1 Reactivos

El compuesto fluorescente que debe
implementarse es la fluoresceina sédica (FL)
3’,6’-dihidroxi- espiro  [isobenzofuran-
1(3H)9(9’)-xat en]-3-ona. El agente oxidante
llamado AAPH (2,2’-azobis-(2-
amidinopropano hidroclorida)), estandar
antioxidante Trolox® ((Tx) Analogo de la
vitamina E). Todas las disoluciones a
implementar para este tipo de ensayos
deben presentar un pH 7.4 debido a que
encontrarse a condiciones de pH fisiologico
y simular las condiciones de un entorno
intracelular, para ello es necesario preparar
una solucion buffer fosfato. Se requiere
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Fosfato dibasico de potasio (K2HPO4) y
Fosfato monobasico de Potasio (KH2PO4).
Ademas de aquellas muestras a las que se
les desea cuantificar su capacidad
antioxidante.

4.2 Materiales

Un ensayo ORAC, debe ser realizado en una
microplaca de fondo negro de 96
microposos. Para un desarrollo 6ptimo del
proceso, las disoluciones deben prepararse
el mismo dia que se realizara el ensayo para
evitar la degradacion de los compuestos que
las componen. Para preparar las soluciones
de AAPH vy FL, se recomienda la
implementacion de tubos conicos de 15 mlL,
tubos conicos de 2mlL para las disoluciones
de Tx y de los compuestos a los cuales se
desea medir su capacidad antioxidante,
frascos de vidrio color ambar para el
almacenamiento del buffer de Fosfatos a un
pH de 7.4. Debido a la fotosensibilidad y la
estabilidad de las soluciones presentes en
los tubos, se recomienda cubrirlos de la
exposicion a la luz para prevenir la
generacion de datos erroneos en la lectura.

5. Metodologia

Preparacion de soluciones de stock vy
soluciones de trabajo:

e Soluciones Stock: soluciones que
poseen una alta concentracion de
uno o varios compuestos Yy/o
reactivos quimicos conocidos

¢ Soluciones de Trabajo: soluciones
que se preparan diariamente para el
desarrollo del ensayo
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5.1 Preparacion de Soluciones Stock

Buffer de Fosfatos: buffer isotonico, de
osmolaridad que simula las condiciones del
pH del fisiologico (pH 7,4) y con bajos
indices de citotoxicidad.

Para preparar el buffer de Fosfatos con un
pH 7.4, este debe tener una concentracion
de 75 mM en fosfatos. Como este buffer
presenta un equilibrio acido base, debe
presentarse una concentracion de 46 mM
K,HPO, y una de concentracion de 29 mM
KH,PO,. La solucion esta compuesta por
8.0123 g/L de K,HPO, y 3.9466g/L de KH,PO,
disueltos en agua desionizada en un balon
volumeétrico. Puede prepararse una solucion
con una concentracion de 1 mM al pesar
0.00564 g disueltos con 15 mL del buffer
preparado anteriormente en tubo cilindrico
(19).

5.2 Preparacion de Soluciones de Trabajo

Solucion de AAPH: deben pesarse
1.42375gr de AAPH vy disolverse en 7.5 mL
del Buffer de Fosfato. Generando como
resultado una solucion de AAPH con una
concentracion de 700 mM

Disolucion de FL: debe prepararse
una solucion de 40 nM mediante la
implementacion de disoluciones sucesivas.
Se toman 14 pL de FL a 1mM vy aforar hasta
14 mL en un tubo Falcon generando una
solucion 1 pM de FL. De la solucion anterior
se extraen 0.56 mL de solucién y se afora
hasta 14 mL en segundo tubo, dando como
resultado una solucion de FL a 40 nM.

Disolucion de Tx: En un tubo
cilindrico, pesar 0.00100g de Trolox vy
disolver en 2mlL de buffer fosfato, dando
como resultado una solucion de Tx 2mM,
mediante esta solucion madre se preparan
doce disoluciones cada de una de 200uM. De
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la solucion madre se toman 0.164 mL y
disolver junto con la disolucion de FL y
aforar a un volumen de 2 mL en un segundo
tubo.

Tomar cinco tubos, y a partir de la
disolucion de 200puM, tomando los
siguientes volimenes 1mlL, 0.5 mL, 0.25mL,
y 0.125mL en cuatro tubos y aforar hasta
2mL con buffer fosfato, generando
soluciones con concentraciones de: 100pM,
50uM, 25uM, y 12.5uM. En el ultimo tubo se
agregan 0.125 mL de la solucion de 100 pM
y aforar hasta 2 mL con buffer fosfato,
dando como resultado una solucion con una
concentracion de 6.25 pM. Siendo este paso
un factor critico en la formacion de la curva
de calibracion a partir de las cinco
concentraciones estipuladas (24).

Con la preparacion de cada una de las
sustancias mencionadas anteriormente, se
adiciona en cada micropozo 25pL de la
solucibn con antioxidante (Trolox o
muestra). El punto de oxidacion natural de
la FL. debe determinarse mediante la adicion
de 25 pL de solucion de buffer fosfato, luego
adicionar en cada micropozo 150 pL de la
solucion FL 40nM. Una vez realizadas estas
acciones se procede agitar e incubar a 37°C
por 10 minutos la microplaca, para que
pueda presentarse una correcta
homogenizacion de los reactivos en cada
uno de los reactivos en cada uno de los
micropozos. Finalizada la incubacion
agregar 25 pL de la solucion de AAPH
700mM (Es recomendable realizar este
proceso en un periodo corto de tiempo y
minimizar en lo posible el tiempo de
exposicion directa a la luz de cada una de
las soluciones) y se procede a realizar la
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lectura de la fluoresceina en cada uno de los
micropozos correspondientes mediante
espectroscopia UV por un periodo de
tiempo de 34 minutos con intervalos de
lectura de 2 minutos.

6. Metodologia de Estandarizacion

El método se estandarizo de acuerdo los
parametros establecidos por la OMS en la
Guia de la OMS sobre los requisitos de las
practicas adecuadas de fabricacion (PAF)
(Chaloner-Larsson et al. 1997) y por la AEOI
(Ortega et al. 2001) ( ), en términos de
linealidad, precision y exactitud,
especificidad y robustez (Ver Tabla 3- Tabla
Resumen de Parametros de
Estandarizacion).

6.1 Linealidad: este término hace referencia
a la  proporcionalidad entre las
concentraciones del analito y la respuesta
de este frente al método implementado,
para la determinacion de un intervalo entre
la concentracion minima y maxima del
analito para el método implementado y
efectuar la interpolacion de este por medio
de una curva de estandar. Para este método
se realizaron 5 curvas de calibracion de Tx
con cada una de las concentraciones
mencionas anteriormente (Tx a 100uM,
50pM, 25pM, 12.5u0M y 6.25pM) y su
capacidad de evitar la degradacion de la
fluoresceina. Mediante la generacion de
cada una de estas, se calculo el area bajo la
curva (ABC) de cada una de las reacciones y
se normalizo cada una de estas areas con el
minino valor del area del blanco FL + AAPH
+ Buffer y el maximo valor del area en
cuestion (21,23).
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Figura 3. Cinética de oxidacion de la FL por accion del AAPH, y la accion del Tx a
diferentes concentraciones

35

10 : fundamentos el coeficiente de correlacion.
Y g Se realizaran mas ensayos para determinar
- P . . , . .
o8 ] una linealidad optima y pueda cumplirse
P este requerimiento.
2 g
2 o0s _ | abla 1. Curvas de regresion lineal para
2 L bl Tabla 1. Curvas d ion lineal
g o cada curva de calibracion de Tx.
<
03 0/% y=ax+Db
~ Curva a b R?
0.0
R TP 1 0.007  0.3782 | 0.9079
) ) ) 2 0.006 0.1313 | 0.9091
Figura 4. Linealidad de ABC; vy
concentracion de Tx. 3 0.0083 0.0533 0.9405
En la tabla 1 se especifican los parametros 4 0.0089 0.0674 | 0.9404
necesarios para cada ecuac1on.hneal para 5 0.0075 0.1488 | 0.9682
cada una de las 5 curvas realizadas y el
coeficiente de correlacion de cada una. Se
calculo el valor promedio de cada uno de los ~
parametros evaluados y su desviacion X 0.0075 0.1558 | 0.9332
estandar. Se elige la curva 5 como curva s 0.001 0.131 0.025
estandar para la evaluacion de unidades

ORAC de
eleccion

Esta
como

sustancias
realiza

problemas.

se teniendo




R UNIVERSIDAD CES

Un compromiso con la excelencia

6.2 Precision y Exactitud: Para determinar
la precision y la exactitud del método ORAC
se preparan tres ensayos, con
concentraciones conocida de 12,5puM, 50puM
y 100uM vy se calcula el area bajo la curva de
la grafica generada en cada uno de los
ensayos y se determina su concentracion
mediante la curva de calibracion de Tx
generada el dia que se realiza el ensayo. Se
calcula la desviacion estandar relativa
(%DER) y el porcentaje de recuperacion
(%RECQC). Si la desviacion estandar es menor a
un 20% se indica que las curvas de
calibracion poseen una buena precision y
dependiendo de los porcentajes de
recuperacion se determina a exactitud (20).

Tabla 2. Resultados Prueba de Exactitud.
Conce.
[uM]j 12,5 50 100

Ensayo 1
16493.0 16867.7 17008.6
§71 1819.8 1112.1 559.6

%DER] 11.04 6.37 3.09
%REC| 91.8 96.8 100.8

&I

Ensayo 2
x|17396.6 17866.5 18117.0
§?1 2562.2 957.9 132.2

%DER) 14.58 4.80 0.66
%REC| 86.2 111.1 97.6

Ensayo 3
x|18128.2 17861.6 17741.7
S§?1 2479.6 13224 793.1

%DER] 16.03 7.89 4.6
%REC| 86.7 94.1 96.0

Mediante los datos obtenidos con las
pruebas de Precision y Exactitud que el
meétodo ORAC posee una alta capacidad
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para determinar la concentracion con una
baja dispersion y variabilidad analitica al
momento de realizar el analisis de un
analito especifico que en este caso es la
fluoresceina (Conservacion de la
Fluorescencia).

6.3 Especificidad: Para determinar la
especificidad del método ORAC, se
implementaron compuestos como L-acido
ascorbico (Vitamina C) y D-a Tocoferol
(Vitamina E). El D-a Tocoferol es un
compuesto altamente lipofilico que al estar
medios polares no presenta actividad
antioxidante por lo cual se espera que los
resultados de analisis de la capacidad
antioxidante de este compuesto Ssean
negativos (21), por el contrario el L-acido
ascorbico es compuesto proveniente de un
azucar que posee una alta capacidad
antioxidante, sin embargo dependiendo del
medio en que se realicen las pruebas, la
capacidad antioxidante de un compuesto
puede variar. Se realizaron los ensayos con
concentraciones 50pM y 100uM, se
generaron las graficas de las cinéticas de
oxidacion de FL (Ver figura 5), se
determinaron las ABC y por medio de la
curva de calibracion de Tx se determino la
capacidad antioxidante de ambos
compuestos y por ende la especificidad del
método ORAC (21, 22).

Al momento de realizar los ensayos se
encontr6 que el D-a Tocoferol al ser un
analito liposoluble que al estar en medios
polares como lo es el buffer PBS no presenta
una actividad antioxidante, presentandose
resultados negativos para dicha actividad.
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L-acido a activo |
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Figura 5. Cinéticas de oxidacion de
fluoresceina con L-acido ascorbico y D «
Tocoferol. A) Cinética del L-acido ascorbico
B) Cinética del D a Tocoferol

Se evaluo la actividad antioxidante del L-
acido  ascorbico bajo las  mismas
condiciones a las que se evalud el D- «a
Tocoferol en las mismas concentraciones.

Como este compuesto es altamente
hidrosoluble, por lo cual ejerce una
actividad antioxidante sobre la FL

impidiendo la oxidacion de esta por accion
del AAPH. Se calculo el ABC y haciendo uso
de la curva de calibracion de Tx, se
determin6 que este compuesto presenta
una capacidad de equivalencia a Tx de 1.30
x 108 uM por gramo de acido ascorbico, 1o
cual equivale a un 80.21% de la capacidad
antioxidante del Trolox

6.3.1 Capacidad Antioxidante de muestras
de bebidas fermentadas. Con los
parametros anteriormente descritos se
evaluo la capacidad antioxidante de cuatro
muestras de  bebidas fermentadas
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elaborados mediante la mezcla de diversos
tipos de frutas, elaborados por los
estudiantes del curso de Fundamentos de
Biotecnologia 2018-02 de la Universidad
CES en 2 concentraciones conocidas de 0.1
pM y 0.01 pM y se determino la cinética
oxidacion de la FL en presencia de estas
muestras (Ver figura 6)
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Figura 6. Cinéticas de Oxidacion Muestras
de Bebidas Fermentadas A) Cinética de
Oxidacion de FL por accion del AAPH en
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presencia de muestra de bebida fermentada
de Mora/Fresa. B) Cinética de Oxidacion de
FL por accion del AAPH en presencia de
muestra de Mora/Fresa/Uva/Panela.
C) Cinética de Oxidacion de FL por accion
del AAPH en presencia de muestra
fermentada de Uvas Rojas. D) Cinética de
Oxidacion de FL por accion del AAPH en
presencia de muestra fermentada de Uvas
Rojas sin Piel.

Se calculo la capacidad antioxidante de las
cuatro bebidas fermentadas que se
realizaron y se determino que la bebida de
frutos Mora-Fresa presenta una equivalencia
a Trolox de 1,09E+08 y corresponde a
68.52%. El fermentado de
Mora/Fresa/Uva/Panela al ser una mezcla
de fermentada de frutas con capacidad
antioxidante se encontro que esta tiene una
equivalencia a Trolox de 1,16E+08 lo cual
corresponde a un 72.54% de la capacidad
antioxidante del Trolox. Para el fermentado
de Uvas Rojas este equivale a Trolox a un
6,00E+07 y esto equivale a un 37.51% y la
muestra fermentada elaborada a partir de
uvas rojas sin piel, presentd una
equivalencia de 5,41E+07 y corresponde a
un 31.86% siendo el que presenta la menor
actividad. Con los datos obtenidos puede
determinarse que la mezcla de
Mora/Fresa/Uva/Panela tiene una capacidad
antioxidante mayor a comparacion de las
otras mezclas como fuente de azucares para
fermentacion debido a que puede retardar
con una mayor capacidad la oxidacion de FL
en el tiempo.
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6.4 Robustez: Este término hace referencia
a que tan sensible es el método analitico
implementado a minimos cambios, con
respecto a concentraciones, masas,
volumenes y tiempo. Se determino la
capacidad antioxidante del Trolox en 20
dias diferentes. (Ver figura 7) Los ensayos
se evaluaron con soluciones de Tx en sus
diversas concentraciones (24).

—— Promedio ® Replicas

Figura 7. Robustez del ensayo ORAC para
el Trolox. En lineas continuas se muestra el
valor promedio y el margen de +10% en
exactitud.
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Tabla 3. Tabla Resumen de Parametros de Estandarizacion.

L Procesamiento Criterios de
Parametro P Resultados P
Estadistico Aceptacion
Cocficiente de 1= 0.9682 r'= 0,08
cion y r=0.9839 r= 0,99
Determinacion
351 %CV <5
LINEALIDAD Test de Linealidad Tep=17.91
Tw=2.16
tcxp- > ttab
Test de Tep=6.79 te <t
Proporcionalidad Tw=2.16 exp = b
Ecuacion de 0.0075x + 0.1488
] Regresion
SHECIEOL] Conc. Baja Conc. Media | Conc. Alta
%CVseper 2.70 2.97
Repetibilidad y o
iy e %CV < 5
SeRzuslitaY %CVepron 255 2.43
No se observan diferencias significativas o datos atipicos con
ROBUSTEZ Distribucion respecto al limite superior e inferior de la capacidad
antioxidante del Trolox.
Tep= 2.61
EXACTITUD t de Student texp< ttab.
T.,=2.84
Captacion de iy : Vitamina C POSITIVA
ESPECIFICIDAD compuestos Cap.tac.g’n de capacidad
Hidrosolubles antioxidante Vitamina E NEGATIVA
Conclusiones puede verse completamente alteradas en

Se estandarizo exitosamente la metodologia
para la determinacion de actividad
antioxidante mediante la prueba ORAC en
términos de precision y exactitud,
especificidad Y robustez, demostrando
para la prueba especificidad que el método
ORAC desarrollado solo es valido para
sustancias hidrosolubles que pueden
participar en la cadena oxidativa que se
presenta en medio acuoso ya que la
presencia de sustancias liposolubles que
puedan presentar actividad antioxidante

presencia del medio acuoso en que se
realiza. Sin embargo, es necesario realizar
mas ensayos para asegurar de forma 6ptima
el cumplimiento de requerimientos de
linealidad.

Se determino la capacidad antioxidante de
muestras de bebidas fermentada,
elaboradas a partir de diversas mezclas de
frutas. Se cuantifico sus propiedades
antioxidantes mediante las unidades ORAC
a concentraciones de 0.1 pM y 0.01 pM.
Comparativamente con el Trolox, este valor
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para cada una de las muestras corresponde
a 72.54%, 68.52%, 37.51% y 31.86% de su
propiedad antioxidante respectivamente,
siendo la mezcla Mora/Fresa/Uva/Panela la
que presenta una mayor actividad, por lo
cual se determina que la mezcla de material
vegetal con alto grado de concentracion
polifenolica aumenta la actividad
antioxidante en un alimento.

El uso de metodologias que evaluan la
capacidad de barrido de radicales libres
deben ser realizadas de forma meticulosa y
cuidadosa debido a que son técnicas que
requieren un determinado grado de
destreza para poder obtener los resultados
que se esperan al evaluar dicha actividad,
siendo de alta importancia en el sector
farmacéutico, especificamente en las areas
Ccomo: alimentos, cosmeéticos y
medicamentos.
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