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@ Resumen:

Método de valoracién del potencial antioxidante en
alimentos.

Comprende determinar espectrofotométricamente la
interacciéon entre una muestra problema y un sis-
tema croméforo constituido por acido 2,2’'-azino-bis-
(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS) y su corres-
pondiente radical.

El método se lleva a cabo adicionando dicha mues-
tra problema sobre una cantidad conocida de di-
cho sistema croméforo, previamente formado en-
zimaticamente, en una disolucién tamponada, y es-
timando las pérdidas de absorbancia a una determi-
nada longitud de onda A.

Aplicacion en el sector de la Industria Alimentaria.
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DESCRIPCION

Método de valoracién del potencial antioxi-
dante en alimentos.

Campo técnico de la invencién

La presente invencién se encuadra dentro del
sector de la Industria Alimentaria.

Ma4s concretamente, la presente invencién se
refiere al campo técnico de los métodos analiticos
para la valoracién del potencial antioxidante de
los alimentos.

En esta linea, la presente invencién propone
un nuevo método analitico con el que es posible
valorar el potencial antioxidante de una amplia
gama de alimentos con una técnica que se caracte-
riza por su sencillez de ejecucién y equipamiento,
por su rapidez y por su reproducibilidad.
Estado de la técnica anterior de la in-
vencion

Los alimentos, ademas de aportar la energia
necesaria para la vida incorporan otros muchos
componentes necesarios o, al menos, beneficiosos
para la salud humana tales como fibra, minerales,
aminoacidos esenciales, vitaminas, etc.

Cada vez aumenta mas el interés cientifico
por los estudios clinicos y epidemiolégicos que co-
rrelacionan la ingesta de determinados alimentos
o componentes de los mismos con la prevencién
o incidencia de ciertas enfermedades (cardiovas-
culares, visuales, neuroldgicas, cancer, envejeci-
miento, etc.).

Actualmente se empieza a dar gran importan-
cia a los componentes con caricter antioxidante
de los alimentos. Dentro de esta categoria se en-
cuadran una amplia diversidad de sustancias tales
como determinadas vitaminas, carotenoides, fla-
vonoides, dcidos fendlicos, etc.

Por otra parte, como es sabido, en la industria
alimentaria es habitual el empleo de sustancias
antioxidantes como conservantes de determinados
alimentos. De aqui que dicha industria haya desa-
rrollado y utilizado técnicas analiticas sofisticadas
para conocer el contenido de compuestos antioxi-
dantes en los alimentos.

Sin embargo, actualmente y debido entre otras
razones a las restricciones legales en el empleo de
antioxidantes artificiales, se empieza a manifes-
tar un interés cada vez mayor por la medida del
denominado Potencial Antioxidante de un deter-
minado producto alimenticio.

Existen diversas metodologias y técnicas para
la determinacién de pardmetros similares pero to-
das ellas presentan desventajas o inconvenientes
frente al método de la presente invencién.

Entre las desventajas mas evidentes de mu-
chos de los ensayos y técnicas actuales para la
determinacién de pardmetros similares al poten-
cial antioxidante estan: el uso de técnicas de de-
teccién mas complejas como la fluorimetria, la
oximetria y la quimioluminiscencia; el empleo
de ensayos quimicos con escasa estabilidad y re-
producibilidad, debido a que requieren exhaus-
tivos controles de temperatura y/o tiempos de
reaccion; en el caso de algunos métodos espec-
trofotométricos en particular se deben utilizar
técnicas de purificacion de proteinas con serias
limitaciones en cuanto a la sensibilidad y repro-
ducibilidad del método. Ademads, muchos de es-
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tos métodos presentan importantes interferencias
debido a la presencia en las muestras de activida-
des enzimdticas como peroxidasas, polifenoloxi-
dasas, superéxidodismutasas, etc. Generalmente,
no permiten las valoraciones del potencial antio-
xidante (o pardmetros similares) en disoluciones
con distintos valores de pH, con lo que no se pue-
den efectuar estudios particulares sobre esta va-
riable.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién, tal y como se indica en
su enunciado, se refiere a un método para la va-
loracién del potencial antioxidante en alimentos.

El potencial antioxidante es un parametro que
cuantifica la capacidad de una muestra compleja
(muestra bioldgica, producto natural, producto
artificial, alimento, etc.) para captar radicales li-
bres en un medio acuoso. Asi considerado, el po-
tencial antioxidante es una caracteristica global
del producto, independiente de su composicién
particular.

La medida del potencial antioxidante, permite
el control y caracterizacién de materias primas, el
seguimiento y control de los procesos industriales,
el control de los productos almacenados, etc.

La presente invencién proporciona un método
para la determinacién del potencial antioxidante
de un producto alimenticio sélido o liquido que
aporta importantes ventajas frente a las meto-
dologias ya existentes para la determinacion de
parametros similares. Entre las referidas ventajas
cabe destacar la rapidez y sencillez de ejecucién
y aplicacién, la amplia gama y diversidad de pro-
ductos susceptibles de poderse analizar, la simpli-
cidad instrumental y el gran interés industrial en
diversos sectores.

El método de valoracion objeto de la presente
invencién es un método colorimétrico basado en
la capacidad de las sustancias antioxidantes para
revertir el equilibrio existente entre un compuesto
croméforo y su correspondiente radical, segun el
esquema:

CROMO- — CROMOFORO-
FORO — RADICAL
ANTIOXIDANTE

Los reactivos utilizados en el método consti-
tuyente de la invencion son los siguientes:

- Peroxidasa: enzima que cataliza la reaccion
entre un sustrato reductor y perdxido de
hidrégeno para generar radicales libres.

- Peroxido de hidrégeno: sustrato oxidante
especifico para dicha peroxidasa.

- ABTS® : 4cido 2,2’-atino-bis(3-etilbenzo-
tiazolin-6-sulfénico) que se emplea como
reactivo croméforo. El ABTS® es un agen-
te reductor que permite medir la actividad
peroxidasa en distintos materiales. Se ca-
racteriza por su gran solubilidad en agua,
su alta estabilidad quimica y por tener un
espectro de absorcion en la zona visible. El
producto de su reaccién catalizada por pe-
roxidasa es un radical estable con un alto
coeficiente de extincion, el cual es generado
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directamente a partir de su precursor. Los
espectros de absorcién del ABTS y de su
producto de oxidacién (ABTST) se mues-
tran en la Figura 1.

El método de la invencién se lleva a cabo
adicionanado la muestra problema a analizar, a
una cantidad conocida del radical de ABTS, pre-
viamente formado enzimaticamente en un me-
dio de reaccién que contiene ABTS, peréxido de
hidrégeno y enzima peroxidasa en una disoluciéon
tamponada.

La reaccion se sigue espectrofotométricamen-
te, estimando las pérdidas de absorbancia a una
determinada longitud de onda A, (A nm) debidas
a la presencia de los antioxidantes en la muestra
problema.

Ademéds, se emplea un compuesto antioxi-
dante patrén, con el cual se elabora una recta
de calibrado que relaciona las pérdidas de Axnm,
con la concentracién conocida de dicho patrén.

De este modo se calcula el potencial antioxi-
dante de la muestra como la concentracion, ex-
presada en mg/100mL, de patrén, que produce
el mismo efecto antioxidante que la mezcla pro-
blema que se estd analizando.

Una de las principales ventajas que propor-
ciona el método de la presente invencién es su
gran versatilidad. Asi, es posible valorar el po-
tencial antioxidante de una muestra problema en
distintas condiciones de pH, pudiendo presentar
la disolucién tamponadora en donde transcurre la
reaccion valores de pH comprendidos entre 3,0 y
8,0.

Por su parte, la longitud de onda (lambda) a la
cual se efectiian las mediciones puede estar com-
prendida entre 400 y 700 nm, siempre y cuando
se cuantifiquen las posibles interferencias a cada
longitud de onda.

Como antioxidante patrén se pueden utilizar
acido Lascérbico, Trolox (un andlogo de la vita-
mina E), flavonoides (naringina, quercetina, dios-
mina, etc.), dcidos fendlicos (dcido gélico, dcido
cafeico, dcido p-cumdrico, etc.) y otros compues-
tos como el resveratrol, sinigrina, etc.

Otras ventajas destacables del método anali-
tico de la presente invencion son las siguientes:

- Es facilmente automatizable

- No precisa de protocolos de aislamiento y
purificacién

- Utiliza reactivos comerciales de facil adqui-
sicién

- Evita las interferencias que experimentan
otros métodos analiticos relacionados, ya
que evita la presencia de actividad peroxi-
dasa en las muestras

- Presenta un amplio rango de trabajo

- No requiere exhaustivos controles de tem-
peratura y tiempo de reaccién

- Presenta una excelente reproducibilidad

- Presenta bajos limites de deteccién y cuan-
tificacién (por ejemplo, se pueden conseguir
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valores como LOD = 0,15 nmoles y LOQ =
0,38 nmoles de 4cido L-ascérbico)

El método de la presente invencién es aplica-
ble a cualquier tipo de alimento sélido o liquido, o
bebida apta para el consumo humano. M&s con-
cretamente, es especialmente adecuado para los
siguientes productos:

- Zumos de frutas (naranja, limén, pomelo,
manzana, uva, pina, etc.) tanto frescos
como envasados

- Vinos blancos, rosados y tintos
- Cervezas

- Refrescos

- Infusiones

- Bebidas isoténicas

- Extractos vegetales de frutas, hortalizas,
etc.

El método de la presente invencién tiene es-
pecial aplicacién en los sectores de las industrias
quimicofarmacéutica, de aditivos alimentarios y
de productos alimenticios. También tiene interés
para las Cooperativas Agrarias.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1: Espectro de absorcion W del ABTS y
de su producto de oxidacién (ABTS™).

Fig. 2: Representacion grafica de los registros
de las reacciones de acido L-ascérbico y del radical
del ABTS.

Fig. 3: Representacién grafica de la recta de
calibrado construida con un patrén de acido L-
ascorbico.

Modos de realizacién de la invencién

La presente invenciéon se ilustra adicional-
mente mediante los siguientes Ejemplos, los cua-
les no pretenden ser limitativos de su alcance.
Ejemplo 1
Ensayo del Potencial Antiozidante. Condiciones
y recta de calibrado

Las condiciones genéricas del método de en-
sayo optimizadas son las siguientes:

- 5 mM de ABTS®
- 0,1 mM de H202 y
- 5 nM de Peroxidasa,

todo ello disuelto en un volumen final de 2 mL
de la disolucién tamponadora seleccionada para
el valor de pH que interese.

No obstante, el procedimiento puede simplifi-
carse formando una cantidad de radical de ABTS
manteniendo las relaciones de concentraciones, si-
guiendo los pasos que se indican a continuacién:

Paso 1. Preparacién de 20 mL de radi-
cal del ABTS segiin el siguiente protocolo:
Se pesan 0,055 g de ABTS® y se diluyen
en 19,970 mL del tampoén seleccionado. Se
adicionan 20 pL de perdxido de hidrégeno

3
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0,1 mM y 10 puL de peroxidasa a una con-
centraciéon de 10 uM. El volumen final de
la reaccién es 20 mL. Se deja evolucionar
la reacciéon durante 20 minutos. De este
modo se tiene preparado medio de reaccién
en cantidad suficiente para un total de 10
determinaciones de potencial antioxidante.

Paso 2. Preparacion de las muestras de
dcido L-ascorbico.

Se disolvieron 0,007 g de acido L-ascérbico
en un volumen de agua purificada para ob-
tener una concentracién final 2 mM. Esta
disolucién se utilizard para obtener la recta
patrén a utilizar en las determinaciones pos-
teriores del potencial antioxidante.

Paso 3. Obtencion de la recta de calibrado.

En una cubeta espectro fotométrica, se colo-
can 2 mL de la solucién obtenida en el paso
1 conteniendo el radical del ABTS formado
en el paso 1. Se determina el valor de la
absorbancia a 700 nm. Tras unos 30 segun-
dos, se adicionan volumenes de la disolucién
patrén de acido ascérbico preparada en el
paso 2. Se deja evolucionar la absorbancia
durante 5 minutos midiéndose el valor de la
absorbancia al final del ensayo. La Figura 2
muestra registros de las reacciones del acido
ascorbico y del radical del ABTS.

Con los datos de la absorbancia inicial y final
a 700 nm se calculan los descensos de absorban-
cia mediante diferencia entre los valores obtenidos
a los 30 segundos y a los 5 minutos, para cada
adicién de patréon. Estos descensos de absorban-
cia se representan frente a las concentraciones de
acido L-ascorbico adicionado, y se construye la
recta de calibrado representada en la Figura 3.
Ejemplo 2
Medida del Potencial Antioxidante en zumos de
citricos

Se prepararon zumos de naranja, limén y po-
melo de forma convencional. Se filtraron las
muestras a través de Miracloth o celulosa. Se
adicionaron alicuotas (5-15 pL) de las muestras
filtradas a una cubeta con 2 mL de la solucién
cromofora obtenida en el paso 1 del Ejemplo 1 y
se registraron los descensos de absorbancia (700
nm) provocados por el potencial antioxidante de
la muestra. FEstos descensos de absorbancia se
transforman en equivalentes de acido ascorbico
utilizando la recta de calibrado (obtenida en el
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paso 3 del Ejemplo 1) . De esta forma se de-
termina el potencial antioxidante de la muestra
como la concentracién, expresada en mg/100 mL
de acido L-ascérbico patrén que produce el mismo
efecto antioxidante que la muestra problema que
se estd analizando. Las medidas se realizan por
triplicado. Los datos obtenidos se muestran en la
siguiente Tabla 1:

TABLA 1
Zumo Potencial Antioxidante®
Naranja 40,3 + 0, 3
Limén 61,2 + 0,3
Pomelo 38,6 +0,1

?Potencial antioxidante estimado como equi-
valentes de dcido ascérbico (mg/100 mL)

Ejemplo 3
Medida del Potencial Antioxidante de sustancias
puras.

Se determind el potencial antioxidante de una
serie de compuestos puros siguiendo un protocolo
similar al del Ejemplo 1.

Para ello se prepararon disoluciones 2 mM de
los compuestos a analizar.

En un cubeta se adicionan 2 mL del radical
de ABTS preformado (paso 1), se afiaden después
alicuotas del compuesto problema y se registra la
absorbancia a 700 nm siguiendo el protocolo del
paso 3 en el egjemplo 1.

Los valores del potencial antioxidante resul-
tantes de estos analisis se muestran en la siguiente
Tabla 2. Los resultados van referidos a los valo-
res del potencial antioxidante de disoluciones de
acido ascorbico a la misma concentracién.

TABLA 2
Potencial Antioxidante

Sustancia Relativo®
TROLOX 1,00
a-tocoferol 1,00
Glutatién 0,99
Acido gélico 2,99

Etanol sin efecto

“Potencial Antioxidante de la Sustancia/ Po-
tencial Antioxidante del dcido ascérbico (am-
bos a la misma concentracién)
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REIVINDICACIONES

1. Método de valoracion del potencial antioxi-
dante en alimentos, caracterizado porque se de-
termina espectrofotométricamente la interaccién
entre una muestra problema y un sistema cro-
moéforo constituido por 4cido 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS) y su corres-
pondiente radical.

2. Método segun la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque se lleva a cabo adicionando dicha
muestra problema sobre una cantidad conocida
de dicho sistema croméforo, previamente formado
enzimaticamente, en una disolucién tamponada,
y estimando las pérdidas de absorbancia a una
determinada longitud de onda A.

3. Método segun la reivindicacién 1, carac-
terizado porque se emplea adicionalmente una
sustancia patrén para construir una recta de cali-
brado que relaciona absorbancia y concentracién
de patrén, a partir de la cual se determina el va-
lor del potencial antioxidante de dicha muestra
problema como mg/mL de patrén que produce
el mismo efecto antioxidante que dicha muestra
problema.

4. Método segun la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque dicho sistema cromoéforo se prefor-
ma a partir de peroxidasa, peréxido de hidrégeno
y ABTS en una disolucién acuosa tamponada.

5. Método segun la reivindicacién 1 y 4, ca-
racterizado porque el pH del medio acuoso tam-
ponado estd comprendido entre 3,0 y 8,0.

6. Método segun la reivindicacién 5, caracte-
rizado porque el pH es de 4,5.

7. Método segun la reivindicaciéon 2, carac-
terizado porque las mediciones de absorbancia
se efectiian a una longitud de onda comprendida
entre 400 y 700 nm.

8. Método segun la reivindicacién 7, carac-
terizado porque dicha longitud de onda es 414
nm.

9. Método segun la reivindicacién 7, carac-
terizado por que dicha longitud de onda es 700
nm.

10. Método segun la reivindicacién 3, carac-
terizado porque dicha sustancia patrén esta se-
leccionada del grupo formado por acido L-ascor-
bico, Trolox, un flavonoide, un acido fenélico, res-
veratrol y sinigrina.
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11. Método segun la reivindicaciéon 10, carac-
terizado porque dicha sustancia patrén es acido
L-ascorbico.

12. Método segun la reivindicacion 1, carac-
terizado porque dicho método se lleva a cabo
adicionando dicha muestra problema sobre una
disolucién de radical ABTS previamente formado,
en un medio de reaccién constituido por peréxido
de hidrégeno, enzima peroxidasa, tampén glicina
HC1 50 mM a pH 4, 5 y seguidamente se va deter-
minando la absorbancia a 414 nm a lo largo del
tiempo.

13. Método segun las reivindicaciéon 12 an-
terior, caracterizado porque se construye una
recta de calibrado que relaciona absorbancia y
concentracién de acido L-ascorbico a partir de la
cual se determina el valor del potencial antioxi-
dante de dicha muestra como mg/mL de &cido
L-ascérbico que produce el mismo efecto antioxi-
dante que dicha muestra problema.

14. Método segun la reivindicacion 1, carac-
terizado porque dicha muestra problema es un
alimento sélido o liquido o una bebida apta para
el consumo humano.

15. Método segun la reivindicacién 14, carac-
terizado porque dicha muestra problema es un
zumo de fruta.

16. Método segun la reivindicacién 14, carac-
terizado porque dicha muestra problema es un
zumo de hortalizas.

17. Método segin la reivindicacion 14, carac-
terizado porque dicha muestra problema es un
vino.

18. Método segin la reivindicacion 14, carac-
terizado porque dicha muestra problema es una
cerveza.

19. Método segun la reivindicaciéon 14, carac-
terizado porque dicha muestra problema es un
refresco.

20. Método segun la reivindicacién 14, carac-
terizado porque dicha muestra problema es una
infusion.

21. Método segun la reivindicacién 14, carac-
terizado porque dicha muestra problema es una
bebida isotdpica.

22. Método segun la reivindicacién 14, carac-
terizado porque dicha muestra problema es un
extracto vegetal.
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