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alimentos y plasma humano por fotoquimioluminiscencia:
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RESUMEN

La determinacion de la capacidad antioxidante es util para valorar la calidad de un alimento, la cantidad de antioxidantes presentes
en un sistema, o la biodisponibilidad de compuestos antioxidantes en el cuerpo humano. Los métodos disponibles realizan la
determinacion del efecto potencial de las sustancias antioxidantes, presentes en los alimentos y en el organismo humano, contra
las reacciones de oxidacion. El objetivo fue comparar los resultados de la deteccion de la capacidad antioxidante total (CAT) en
muestras de alimentos y plasma humano, mediante la quimioluminiscencia por fotosensibilizacion (PCL), en contraste con métodos
que cuantifican la capacidad de absorbancia del radical de oxigeno (ORAC) y el poder antioxidante reductor del hierro (FRAP).
Se obtuvieron extractos hidrosolubles y liposolubles de salvado de arroz estabilizado (SAE) y de harina de Ulva clathrata (HUC).
El plasma se obtuvo de muestras de sangre humana (PHU). Se procesaron tres muestras en cada caso. Los resultados se analizaron
mediante analisis de varianza de una via y correlacion de Pearson, p < 0.05. La CAT determinada mediante PCL fue: SAE 246.37
+5.37, HUC 21.05 + 0.41 y PHU 90.59 + 1.17 equivalentes Trolox (ET) umol /100 g 6 100 mL, p < 0.05; ORAC: SAE 5015.62
+12.83, HUC 852.37 +3.45 y PHU 2563.31 £ 39.47 ET umol /100 g 6 100 mL, p <0.05. FRAP: SAE 519.37 + 0.04, HUC 52.78
+0.01 y PHU 90.26 + 0.01 equivalentes Fe2+ (EFe?") umol /100 g 6 100 mL. Se observaron correlaciones entre PCL y ORAC,
r=0.99; y la PCL y FRAP, r = 0.94, ambas estadisticamente significativas (p < 0.05). La PCL mostr6 ser un método confiable y
alternativo para cuantificar la CAT, que se puede aplicar en estudios de alimentos y de intervenciones en salud.

Palabras clave: capacidad antioxidante total, fotoquimioluminscencia, ORAC, FRAP.

Determination of the total antioxidant capacity of food and human plasma by photochemiluminescence:
Correlation with spectrophotometric (FRAP) and fluorometric (ORAC) assays

ABSTRACT

The determination of antioxidant capacity is useful to value the quality of a food, the sum of antioxidants in a system, or the
bioavailability of antioxidant compounds in the human body. The available methods determine the potential effect of antioxidant
substances, present in food and in the human body, against oxidation reactions. The objective was to compare the total antioxidant
capacity (TAC) of food samples and human plasma, by photochemiluminescence (PCL) in contrast to methods that quantify the
oxygenradical absorbance capacity (ORAC) and ferric reducing antioxidant power (FRAP). Water-soluble and lipid-soluble extracts
were obtained from stabilized rice bran (SRB) and Ulva clathrata flour (UCF). Plasma was obtained from blood human samples
(HUP). Three samples were processed in each case. The results were analyzed with one-way analysis of variance and Pearson's
correlation, p <0.05. The results of TAC measurement were PCL, SRB 246.37 = 5.37; UCF 21.05 = 0.41 and HUP 90.59 + 1.17
Trolox equivalents (TE) pmol /100 g or 100 mL, p<0.05. With ORAC were: SRB 5015.62 = 12.83; UCF 852.37 + 3.45 and HUP
2563.31 +39.47 TE pmol /100 g or 100 mL, p<0.05. FRAP: SRB 519.37 = 0.04; UCF 52.78 + 0.01 and HUP 90.26 + 0.01 Fe2+
equivalents (Fe*'E) umol /100 g or 100 mL. Correlations were observed between PCL-ORAC 1=0.99; and PCL-FRAP r=0.94,
both statistically significant (p <0.05). PCL showed to be a reliable and alternative method to quantify TAC, which can be applied
in food and health intervention studies.

Keywords: total antioxidant capacity, photochemiluminesence, ORAC, FRAP.
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INTRODUCCION
os oxidantes son compuestos con tendencia a donar

l oxigeno aotras sustancias. Muchas especiesreactivas

de oxigeno son radicales libres. Un radical libre
es cualquier especie quimica que tiene uno o mas
electrones no apareados. Como ocurre en las plantas, el cuerpo
humano también se expone de modo constante a los oxidantes y/o
radicales libres que se generan fisioldgicamente. En las plantas, la
produccion de radicales libres aumenta durante el estrés biotico y
abidtico, mientras que, en los seres humanos, los radicales libres
seincrementan en procesos fisiopatologicos como lainflamacion,
el metabolismo de compuestos extrafios o la radiacion (Kasote,
Katyare, Hegde & Bae, 2015). Los radicales libres pueden afectar
adversamente varias clases importantes de moléculas biologicas
como los acidos nucleicos, los lipidos y las proteinas, lo que altera
el estado redox normal y aumenta el estrés oxidante (Phaniendra,
Jestadi & Periyasamy, 2015). Los antioxidantes son moléculas
capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas,
contrarrestan los radicales libres y otras especies reactivas de
oxigeno y se cree que ayudan a prevenir o retardar la progresion
de muchas enfermedades no transmisibles que afectan a los
seres humanos (Sun & Johnson, 2015). La cuantificacion y
demostracion de las propiedades antioxidantes de los alimentos
y sus productos son materia de interés para la agricultura, la
industria, los investigadores, los médicos y los profesionales de la
nutricion. La capacidad antioxidante total (CAT) se define como
el potencial de una sustancia o compuesto para inhibir o dificultar
la oxidacion de un sustrato hasta en cantidades muy pequefias
(< 1%, comtnmente 1-1,000 mg/L). Su medicion es 1til para
valorar la calidad de un alimento, la cantidad de antioxidantes en
un sistema, o la biodisponibilidad de compuestos antioxidantes
en el cuerpo humano (Lopez-Alarcon & Denicolab, 2013).

Losmétodos estandarizados parasumedicionse pueden clasificar
en ensayos basados en la transferencia de &tomos de hidrogeno
y ensayos basados en la transferencia de electrones (Shahidi
& Zhong, 2015). Entre los primeros, se ubica la capacidad
de absorcion de los radicales de oxigeno (ORAC, del inglés
Oxygen Radical Absorbance Capacity), este método analiza
la capacidad de los compuestos antioxidantes (fendlicos y no
fendlicos) para atrapar al radical peroxilo (ROO¢), responsable
de la oxidacion de los lipidos en los alimentos. En este ensayo,
los radicales ROOe generados por un iniciador de radicales
libres, reaccionan con una sonda fluorescente para formar un
producto no fluorescente; el antioxidante compite mediante
un mecanismo de transferencia de hidrogeniones con la sonda
fluorescente, manteniéndose la fluorescencia. El resultado se
obtiene calculando el area bajo la curva de fluorescencia, y se
expresa como equivalentes micromolares de Trolox (ET pmol)
por mL (para liquidos) o por g (para productos solidos) (Zapata,
Piedrahita & Rojano, 2014).

Otro método usual es la capacidad de reduccion del hierro
(FRAP, del inglés Ferric Reducing Antioxidant Power), que

evaltia el efecto combinado de las defensas antioxidantes
no enzimaticas que se encuentran presentes en los fluidos
bioldgicos, como un indice de la capacidad de resistir el dafio
oxidante. Este método se desarrolla bajo condiciones acidas
(pH 3.6). En presencia de antioxidantes, la forma férrica del
compuesto hierro-tripyridyl-triazina (Fe**-TPTZ) sereduce ala
forma ferrosa (Fe*'-TPTZ). El compuesto Fe*-TPTZ produce
una coloracion azul intensa que tiene una absorcion maxima
de 593 nm (Benzie & Strain, 1996). Los resultados del ensayo
FRAP, se ha visto que correlacionan con los antioxidantes
presentes en plantas o frutos (Benzie & Devaki, 2017).

Recientemente, la fotoquimioluminiscencia (PCL, del
inglés Photo-sensitized Chemiluminescence) ha emergido
como alternativa capaz de investigar en un solo sistema,
la capacidad antioxidante total de compuestos hidrofilicos
(ACW, del inglés Antioxidant Capacity Water-soluble) y
lipofilicos (ACL, del inglés Antioxidant Capacity Lipid-
soluble). El término quimioluminiscencia se define como la
emision de luz ultravioleta, luz visible, o radiacion infrarroja
de una molécula o atomo, como resultado de la transicion de
un estado electronicamente excitado que ha ocurrido en una
reaccion quimica. Esta reaccion quimica produce suficiente
energia para inducir la transicion de su estado inerte a un estado
electronico excitado. La CAT se cuantifica por combinacion de
laexcitacion de fotones y la deteccion de compuestos luminosos
por la quimioluminescencia (Bauerfeind, Hintze, Kschonsek,
Killenberg & Bohm. 2014; Wesolowska & Dzugan., 2017).
El principio de la PCL se basa en una reaccion fotoquimica
inducida por la luz UV-A (365 nm), que consta de dos pasos
(Popov & Lewin, 2005):

a) Absorcionde luz, excitacion del sustrato: S+ /4vS*, seguidos
de la generacion de radicales libres y /u oxigeno singulete.
S*+0,-8"+0,->8*+0,-5+'0,

b) EIl luminol (3-aminoftalhidrazida, L) actiia como
fotosensibilizador, produce el anién aminoftalato en estado
excitado, seguido de quimioluminiscencia:
LH—=+hv,— L+ 0O, N,+AP,— + hv,.

La capacidad antioxidante de la muestra es cuantificada por
comparacion con una curva de calibracion con acido ascorbico
0 TROLOX® y en unidades equivalentes al estandar.

La informacion sobre su aplicacion y correlacion de resultados
con otros métodos es aun limitada y discutible (Bauerfeind et
al., 2014; Benzie & Choi, 2014).

El potencial antioxidante de los alimentos esta directamente
relacionado con la presencia de compuestos bioactivos en la
matriz alimentaria. Actualmente se buscan nuevas fuentes
alimenticias de compuestos bioactivos. El salvado de arroz
(SA) esun subproducto del proceso de pulimento del arroz que
comunmente se destina a la alimentacién animal, aunque en
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los ultimos afos, se ha investigado por sus posibles beneficios
para la salud (Gul, Yousuf, Singh, Singh & Wani, 2015). El
SA contiene antioxidantes como tocoferoles, tocotrienoles, y
v-Orizanol, compuestos que prometen suuso como ingrediente
funcional en enfermedades cardiovasculares (Sharif, Butt,
Anjum & Khan, 2014). Ulva clathrata es un alga verde de la
familia Ulvaceae. Esunabuena fuente de fibra dietética soluble,
acidos grasos polinsaturados de alta calidad y carotenoides;
puede emplearse eficientemente como ingrediente en alimentos
para humanos y animales (Elizondo et al., 2016). Por otro
lado, se han desarrollado ensayos para determinar la capacidad
antioxidante total de lasangre (Sun & Johnson, 2015). La CAT del
plasma consideralaaccion acumulada de todos los antioxidantes
presentes y podria ayudar en la evaluacion de factores
fisiologicos, ambientales y nutricionales del estado redox en
los seres humanos (Ghiselli, Serafini, Natella & Scaccini,
2000). El objetivo fue comparar los resultados de la deteccion
de la capacidad antioxidante total en muestras de alimentos y
plasma humano, mediante la fotoquimioluminiscencia (PCL),
en contraste con ORAC y FRAP.

MATERIALES Y METODOS
Se trata de un estudio experimental de validacion de resultados

con diferentes métodos, para analizar la validez y fiabilidad
de la PCL.

Muestras de alimentos

Se obtuvieron tres muestras de salvado de arroz Morelos
variedad A2010 del molino de arroz de San José del municipio
deJojutla, situado al sur de Morelos, México. El salvado de arroz
fue previamente pasado por malla 50 y estabilizado por calor
himedo a 90 °C durante 30 min (SAE). Las tres muestras de
HUC fueron proporcionadas por Aonori Aquafarms Company
Inc. ubicada en Baja California, México.

Plasma humano

Para reducir las variaciones en los resultados de la CAT, se
considero laseleccion deun voluntario de 24 afios aparentemente
saludable con un indice de masa corporal (IMC) de 24.4 m/
kg? sin antecedentes de alguna enfermedad crénica o aguda,
consumo de alcohol, drogas o tabaco. Se le pidio al participante
voluntario que ayunara de 8 a 12 h previas al estudio; se
recolectaron tres muestras consecutivas de sangre por puncion
venosa utilizando un sistema al vacio (BD-Vacutainer ®,
México). Las muestras de sangre se fraccionaron mediante
centrifugacion a 2,500 x g durante 15 min para obtener el
plasmahumano (PHU). Se obtuvo el consentimiento informado
de acuerdo con directrices éticas.

Extraccion de compuestos liposolubles

Las muestras del SAE y HUC se pesaron (10 g c/u) y, por
separado, se agitaron durante 48 h con metanol al 100% en
condiciones oscurasy a temperatura ambiente. Se filtraron para
evitar interferencias en la medicion de la CAT. Para concentrar

los extractos y llevar a un volumen de 50 mL, se utilizo un
rotoevaporador (R-100, Buchi latinoamericano, SP, Brasil).
Cada extracto obtenido por triplicado se almacené a -10 °C
bajo condiciones oscuras; los residuos se utilizaron para la
extraccion de compuestos solubles en agua.

Extraccion de compuestos solubles en agua

Para cada ensayo (n =3 x 3), se peso 1 g de muestra del SAE,
se agitdo con 10 mL de hexano (100%) durante 2 min y se
decant6. El residuo se mezcld con acetona/agua/acido acético
[70/ 29.5/ 0.5] durante 1 h a 4 °C. Después se centrifugd a
112x ga4 °C, se decanto de nuevo y se repitid el tratamiento
precipitando, paracombinar los sobrenadantes. Los compuestos
antioxidantes solubles en agua de HUC, se extrajeron con
acido acético 0.1 M aplicando el procedimiento ya descrito.
Enseguida, los diferentes extractos, obtenidos por triplicado, de
cadamuestra, se vaciaron en tubos y homogeneizaron agitando
en un equipo Vortex a 1,500 x g para ser almacenados en la
oscuridad a -10 °C hasta su cuantificacion.

ORAC

Se aplico el método sugerido por Prior et al. (2003); preparando
lo siguiente: (a) una solucién stock con 44 mg de fluoresceina
sodica en 100 mL de amortiguador salino de fosfatos ([PBS]
por sus siglas del inglés phosphate buffered saline) 0.075 M,
pH 7.0, (b) una disolucion de trabajo con 0.165 mL de solucién
de stock y 25 mL de PBS y (c) solucion con 600 mg de 2, 2’
azobis (2-amidinopropano) diclorhidrato disuelto en 10 mL
de PBS (AAPH). Las soluciones stock, de trabajo y AAPH se
almacenaron en la oscuridad a -20 °C hasta que se usaron en el
analisis de la CAT. Se utiliz6 una solucion de acido-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) diluidoen PBS
como estandar. Durante cada prueba analitica se mezclaron
50 pL de la solucion de trabajo, 50 pL del blanco, estandar o
muestra, y se afladieron 25 pL de la soluciéon de AAPH. La CAT
se determiné con un lector de placas con filtros de fluoresceina
FLx800 ™ (excitacion a 485 nm y emision a 535 nm) (Biotek
Instruments Inc., Winooski, VT, EUA). La ecuacién para la
curva de calibracion obtenida fue y = 0.3375x - 9.8552, 1> =
0.9978. Los resultados se expresaron como ET umol /100 g 6
100 mL de muestra.

FRAP

Fue aplicado el método sugerido por Benzie & Strain (1996).
El reactivo FRAP se prepard con: amortiguador de acetato de
0.3 M, pH 3.6; solucién 10 mM de Tris (2-pyridyl)-s-triazina
(TPTZ) en HC140 mM; y FeCl, 20 mM, en proporcion 10:1:1.
Las disoluciones se mantuvieron cubiertas de la luz durante el
desarrollo del ensayo. En viales de color ambar de 3 mL, se
vaciaron 30 pL de disoluciéon de muestra o calibracion, 900
pL de reactivo FRAP y 90 pL de agua destilada. Los viales se
incubaron en bafio Maria a 37 °C durante 30 min. Muestras por
triplicado de 200 pL de cada frasco se vaciaron en microplacas
de 96 pozos. Las absorbancias se determinaron a 593 nm en
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un lector multimodal de microplacas Synergy® HT (Biotek
Instruments Inc., Vermont, EUA). La potencia reductora se
expresa a partir de una curva estandar preparadacon0 a5 M de
Fe SO,y 7H,0. La ecuacion para la curva de calibracion fue
y=0.0015x+0.1347,12=0.9961. Los resultados se expresaron
como EFe?" pmol 100 g 6 100 mL de muestra.

PCL

La capacidad antioxidante de la PCL se mide por separado para
compuestos liposolubles (ACL), e hidrosolubles (ACW) con
uso de un estuche de reactivos e indicaciones del proveedor
del equipo semiautomatizado Photochem® (Analytik Jena AG,
Alemania).

ACL. Las soluciones de reaccion fueron preparadas mezclando
2.29 mL dereactivo | (metanol), 200 pL de reactivo 2 (solucion
amortiguadora), 25 pLdereactivo 3 (luminol). En cada ensayo,
se mezclaron y midieron con 10 pL de cada muestra (PHU
sin diluir; SA 1:100 y HUC 1:10 diluidas con reactivo 1). El
detector mide la proporcion de la luminiscencia que se genera
durante 180 s.

ACW. Las soluciones de reaccion fueron preparadas
mezclando 1.49 mL de reactivo 1, 1 mL de reactivo 2 (solucion
amortiguadora), 25 pL de reactivo 3, (luminol) y 10 uL para
cada una de las muestras del SAE con agua destilada 1:5;
HUC y PHU sin diluir. El detector mide la proporcion de la
luminiscencia generada durante 250 s.

La capacidad antioxidante de cada muestra fue cuantificada de
manera automatica por comparacion con el estandar mediante
el software PCLlasoft 5.1 incluido en el equipo. Para la
determinacion de la CAT en las muestras de alimentos y de
plasma se prepar6 una curva de calibracion con mediciones
en serie de disoluciones estandar a concentraciones de 0.5,
1.0, 2.0 y 3.0 nmol de acido ascorbico (ACW) y Trolox
(ACL), respectivamente. El ensayo con la PCL no se restringe
a un rango de temperaturas. Un valor de r? mayor de 0.95 se
consider6 valido en cada determinacion. Las ecuaciones que
se generaron como base de calculo de la CAT, en el mismo
equipo, fueron: ACW, y =-2.21902x’ + 55.12627x +16.67729,

?=0.9983; ACL, 1/y(x) = -0.09053/x’+ 1.64585/x +0.81036,
r’=0.9997. Se aplico la férmula sugerida por Lai et al. (2012)
para homologar las unidades de expresion de resultados de los
diferentes extractos ACW + ACL, y favorecer el contraste entre
métodos en ET umol / 100 g 6 100 mL de muestra.

Analisis estadistico

Se calcularon medidas de tendencia central y dispersion a
partir de la cantidad de muestras analizadas mediante cada uno
de los métodos (n = 3 x 3). Se evalud la repetibilidad de las
pruebas mediante el calculo de coeficientes de variacion (cv).
Se compararon promedios mediante analisis de varianza de
una via. Se calcul6 el coeficiente de correlacion de Pearson (1)
de las mediciones obtenidas utilizando el software estadistico
IBM SPSS v. 22 (SPSS Inc., Chicago, EUA). Se establecié un
nivel de significancia p < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Este estudio mostrd que los resultados de la CAT en muestras
de alimentos y plasma humano, obtenidos por la PCL, son
comparables con otros métodos comiinmente usados. En la
Tabla I se pueden observar los promedios de la CAT estimados
en cada tipo de muestra analizada por cada uno de los métodos
y los cv obtenidos durante el proceso de medicion.

Como se muestra en la Tabla I, el analisis indica que los valores
de la capacidad antioxidante total difieren en magnitud entre los
métodos utilizados para este trabajo, al tiempo que presentan
una tendencia similar de resultados en los diferentes métodos.
Fue posible establecer un mismo orden de magnitud en las
estimaciones de los distintos métodos utilizados para cuantificar
la CAT, UCF < HUP < SRB. En el proceso de calibracion de
cada una de las técnicas, el c¢v no alcanzo el 5%, por lo que
podria considerarse un nivel adecuado de fiabilidad del proceso
de medicion.

En el estudio, se pudieron observar correlaciones entre los
resultados obtenidos por la PCL y ORAC, r = 0.99 (Figura 1),
asi como entre la PCL y el FRAP, r = 0.95 (Figura 2), ambos
p < 0.05. Aunque los materiales analizados difieren en
composicion quimica, los resultados coinciden con estudios

Tabla I. Comparacion de la capacidad antioxidante total de muestras de alimentos y plasma humano por PCL, ORAC y FRAP.

Muestra PCL! cov % ORAC(? cov% FRAP? cov%
SAE 246.37 £ 5.37¢ 2.10 5015.62 £ 12.83¢ 0.26 519.37 £ 0.04¢ 0.01
HUC 21.05+0.41a 1.87 852.37 £3.452 0.41 52.78 £ 0.01* 0.02
PHU 90.59 £ 1.17° 1.29 2563.31 +39.47° 1.54 90.26 + 0.01° 0.01
p (F <0.001 <0.001 <0.001

Los resultados se describen como promedio + DE. SAE = salvado de arroz estabilizado, HUC = harina de Ulva clathrata, PHU = plasma humano.
2 BT umol /100 g 6 100 mL. 3 EFe*" umol/100 g 6 100 mL. ¢v = Coeficiente de variacion; p (F) valores de significacion estadistica mediante
ANOVA, F (6-2) gl para analizar tendencia por columna. *° Letras diferentes por columna describen diferencias significativas mediante prueba

de Tukey 4gl, n=3 x 3.
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Figura 1. Correlacion de promedios de la capacidad antioxidante
total (CAT) obtenidos mediante los métodos PCLy ORAC. r=0.99,
p <0.05. ET Equivalentes Trolox, O salvado de arroz estabilizado,
= plasma humano, {* Harina de U. calthrata.
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Figura 2. Correlacion de los promedios de la capacidad antioxidante
total (CAT) obtenidos mediante los métodos PCL y FRAP, r = 0.94,
p <0.05. ET Equivalentes Trolox, O salvado de arroz estabilizado,
= plasma humano, #* Harina U. calthrata.

previos donde se aplican algunos de los métodos utilizados
en este reporte, por ejemplo, Karmowski, Hintze, Kschonsek,
Killenberg & Bohm (2015) describieron una correlacion
significativa entre la suma de carotenoides y el analisis basado
en cuantificacion de la vitamina E y la PCL en muestras
de aceites vegetales. Bauerfeind et al. (2014) compararon
los resultados de diferentes métodos, entre ellos la PCL,

FRAP y ORAC, para evaluar la actividad antioxidante de los
carotenoides extraidos de concentrados de tomate, encontrando
diferencias enlos resultados, como dependencia de la estructura
quimica (presencia de dobles enlaces y grupos funcionales)
y del contenido de agua en las muestras. Las revisiones del
tema indican que no existe un método cuantitativo universal y
simple para determinar exactamente la capacidad antioxidante
total (Prior, Wu & Schaich, 2005; Pisoschi & Negulescu, 2011;
Moharram & Youssef, 2014). Su determinacion en muestras
de extractos complejos se realiza habitualmente por diferentes
métodos complementarios, que evaluan diversos mecanismos de
accion. Mercado, de laRosa, Wall-Medrano, Lopez & Alvarez-
Parrilla (2013) han sefialado que la capacidad antioxidante total
deunasustanciabiologica (alimento, tejido o liquido organico)
esta determinada por las interacciones que ocurren entre
diferentes compuestos con diferentes mecanismos de accion.

Los resultados obtenidos en este estudio, a pesar de ser
fiables, requieren una cuidadosa interpretacion basada en los
mecanismos y dinamicas de la accion antioxidante que los
subyace. En los alimentos, valores similares de la CAT, incluso
medidos utilizando el mismo método, pueden deberse a la
presencia de diferentes moléculas antioxidantes con diferente
reactividad hacia la fuente oxidante (Apak ef al., 2013). Por
otro lado, algunas veces, los términos actividad antioxidante y
capacidad antioxidante se utilizan indistintamente, aunque tienen
diferentes significados. La actividad antioxidante corresponde
a la constante de la tasa de un solo antioxidante contra un
radical libre dado. La capacidad antioxidante es una medida
de los moles de radicales libres captados por una solucion de
prueba especifica, independiente de la actividad de cualquier
antioxidante presente en la mezcla. La cooperacion entre
diferentes antioxidantes ofrece una mayor proteccion contra el
ataque de especies reactivas que cualquier compuesto solo. La
medicionde la CAT se hace relevante porque integra el potencial
antioxidante como expresion principal de la actividad de uno
o varios biocompuestos presentes al mismo tiempo (Apak,
Ozyiirek, Giiclii & Capanoglu, 2016).

Las mediciones de la CAT se han realizado en muestras de
origen alimenticio: plantas, extractos de plantas, preparados
obtenidos después de lahidrolisis delos componentes delaplanta,
frutas, hortalizas, alimentos procesados y bebidas (Aguilar,
Gavino, Baragafio, Hevia & Gavino (2007). Se ha sefialado
que la aplicacion de diferentes métodos para medir la capacidad
antioxidante del salvado de arroz, entre los que se incluye el
FRAP y ORAC, no son equivalentes debido a la diferencia de
sensibilidades hacia distintos antioxidantes (Niki, 2010). Por
otro lado, Omata, Yoshida & Niki (2010), utilizando el método
ORAC, evaluaron la capacidad antioxidante tanto en muestras
de frutas como en el plasma humano después de su consumo,
encontrando correlaciones significativas, lo que significa que la
aplicacion de ese método es valida para evaluar exposiciones.
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Se han sugerido factores que causan confusion y hacen dificil la
comparabilidad de la PCL como: las diferencias en principios,
condiciones de medicion y variaciones en resultados (Racz,
Papp, Balogh, Fodor & Heberger, 2015). Se ha descrito que
ORAC y PCL son métodos que permiten la estimacion de la
capacidad antiradical por competencia. ORAC utiliza una
sonda de referencia para evaluar la capacidad de eliminar los
radicales libres que se producen, no evaltia las caracteristicas de
los antioxidantes y no necesariamente muestra la capacidad de
suprimir la oxidacion;i.e. anti-oxidacion (Dortaetal.,2015). En
la PCL, un fotosensibilizador (luminol) se excita dpticamente
para producir el radical del anion superoxido (O,7), entonces la
muestra que contiene compuestos antioxidantes neutraliza una
parte de O,"y, por ultimo, los radicales restantes se cuantifican
por comparacion con un estandar de acido ascorbico o Trolox
(Gramza-Michalowska, Sidor, Regula & Kulczynski, 2015).
O, es uno de los radicales libres mas importantes en €l cuerpo
humano que ha sido implicado en la iniciacion de reacciones
de oxidacion asociadas al envejecimiento y juega un papel
importante en la formaciéon de otras especies reactivas de
oxigeno. Ambos ensayos, ORAC y PCL, son sensibles a la
transferencia de atomos de hidroégeno (Zielinska, Olejnik,
Dobrowolska & Grajek, 2007), esta propuesta podria explicar la
alta correlacion de datos derivados de la aplicacion de estos dos
métodos en las muestras de alimentos y plasma de este estudio.
En el ensayo con el FRAP se monitorea una Unica reaccion de
transferencia de electrones a través del cambio de color que se
produce a medida que se reduce el oxidante. El aumento de la
absorbancia indicauna mayor potenciareductora, posiblemente
asociada con el contenido de compuestos fendlicos (Rodriguez-
Bonilla, Gandia-Herrero, Matencio, Garcia-Carmona & Lopez-
Nicolas, 2017). El estudio confirm6 que el ensayo con el FRAP
es simple, rapido, robusto y no requiere equipo especializado,
aunque se ha sefialado que puede no ser aplicable para detectar
todos los antioxidantes (Wesolowska & Dzugan, 2017).

En este trabajo, las mediciones de la CAT fueron contrastadas
en muestras de alimentos, como el salvado de arroz, la harina
de U. clathrata y en el plasma humano. Estudios en animales
y humanos sugieren la importancia del consumo antioxidante
en la reduccion de la incidencia, prevencién o control de
enfermedades degenerativas (Shanmugam, Selvaraj & Poomalai,
2016). Los antioxidantes de la dieta, que han sido asociados a
la prevencion de enfermedades, se encuentran principalmente
en frutas, hortalizas y alimentos integrales (Huang, 2018).

De las muestras analizadas por los tres métodos, los valores mas
altos de la CAT fueron observados en el SAE. Estos resultados
sugieren, a la luz de estudios experimentales anteriores, que
el SAE contiene varios tipos de antioxidantes y en diversas
proporciones expresadas como mayor potencial (Goufo,
Ferreira, Trindade & Rosa, 2015). Los tocoles (entre ellos los
tocoferoles y tocotrienoles) y los oryzanoles, son los principales
antioxidantes que se encuentran en el SA. Los orizanoles y

tocotrienoles presentan mayor actividad antioxidante que los
tocoferoles y la proporcion de estos compuestos varia con el
tipo de cultivo (Gul ef al., 2015). En este sentido, un estudio
in vitro mostrd que el perfil de los componentes bioactivos
del SAE, extraido de siete variedades de arroz, diferia en su
efecto potencial sobre el crecimiento de las células tumorales,
resaltando su potencial como ingrediente o como alimento
funcional (Forster et al., 2013).

Enmuestras biolégicas como el plasma, se presentan compuestos
heterogéneos con diferente actividad antioxidante, por lo que
se puede argumentar que el estado antioxidante estd mejor
representado por la CAT que por la sola actividad de uno de
los antioxidantes (Apak et al., 2016). Los valores de la CAT en
el plasma humano, expuestos en este trabajo, estan limitados a
muestras deun tipo de fluido humano, obtenidas en forma casual,
deununico sujeto, yno deben considerarse en modo alguno como
resultado deun estudio de bioaccesibilidad o biodisponibilidad.
La biodisponibilidad es un concepto mas amplio, que incluye
el estudio de la bioaccesibilidad, la absorcion, el metabolismo,
distribucion y bioactividad de moléculas o compuestos en un
tejido clave (Galanakis, 2017), tema que rebasa los objetivos
de este trabajo.

Los valores mas altos de absorcion para reducir la oxidacion se
observaron en los extractos de salvado de arroz (p < 0.05). En
el estudio, guardando las proporciones y la especie analizada,
el poder reductor obtenido en muestras del SAE (519.37+0.04
EFe?* umol/100 g) fue menor de 57.23 EFe? " umol / g como
fue descrito en una revision de Sohail, Rakha, Sadiq, Jawad
& Rashid (2017). El poder de reduccion del extracto del SAE
indica probablemente, que los compuestos antioxidantes, como
los tocoferoles y tocotrienoles, fueron donantes de un electron,
capaces de reducir los lipidos intermediarios oxidados de modo
que actuaron como antioxidantes primarios y secundarios
(Meenakshi, Umayaparvathi, Arumugan & Balasubramanian,
2011). Bajo este principio, el ensayo con el FRAPse haaplicado
tanto para evaluar la biodisponibilidad de antioxidantes en
los alimentos como para investigar los efectos del cultivo,
almacenamiento, procesamiento, condiciones de coccion sobre
el contenido total de antioxidantes en los alimentos e incluso
utilizarse como herramienta de control de calidad para detectar
la adulteracion de los alimentos (Benzie & Choi, 2014).

Las algas pueden ser consideradas como una buena fuente
de compuestos bioactivos con actividad antioxidante
(Amorim, Lage & Lopez, 2012). En las algas marrones,
rojas, y verdes, se han encontrado compuestos antioxidantes,
antivirus, antimicéticos, antimicrobianos, antitumorales y
antiinflamatorios (Singh, Kumari & Reddy, 2015). Informacion
disponiblesobre U. clathrata cultivadabajo sistemas agricolas de
medianay gran escalaen México, indica que es una fuente de fibra
dietética soluble, acidos grasos poliinsaturados, carotenoides y
minerales, puede ser una fuente valiosa de proteina y se utiliza
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como ingrediente en alimentos destinados para seres humanosy
animales (Pefia, Mawhinney, Ricque & Cruz, 2011). Las algas
verdes de U. clathrata se cosechan para preparar “Aonori”,
una pasta que puede ser incluida en una amplia variedad de
platos como, ensaladas crudas, sopas, galletas, alimentos y
condimentos (Aguilera, Casas, Carrillo, Gonzalez & Pérez,
2005). En un estudio de extractos de algas obtenidas frente
a la costa de Irdn, se encontré que U. clathrata exhibidé un
alto contenido de compuestos fenolicos y flavonoides, ambos
fuertemente correlacionados con el alto poder antioxidante
determinado por el ensayo de actividad atrapadora del radical
2,2-difenil-picrilhidrazilo (DPPH*) (Farasat, Khavari, Nabavi
& Namjooyan, 2014).

En este trabajo, los valores de la CAT en harinade U. clathrata.,
obtenidos por PCL y los otros métodos, resultaron ser los de
menor magnitud en comparacion con los determinados en las
muestras del SAE. Con la debida reserva en la comparacion de
informacion, el valor medio obtenido por PCL (21.05 £ 0.411
ET pumol /100 g) fue superior a los valores reportados de 1.268
hasta3.53 ET nmol /100 g en extractos de macroalgas obtenidas
de la costa de Rumania, utilizando el mismo método (Bogdan-
Stefan, Ticuta, Marioara, Monica & Emin, 2018).

CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que las determinaciones de la
CAT mediante fotoquimioluminisencia, se correlacionan
estadisticamente con los datos obtenidos mediante laaplicacion
de los métodos ORAC y FRAP. Aunque describen un amplio
rango de variacion, el estudio sirvid para confirmar un efecto
de gradiente de la capacidad antioxidante entre diferentes tipos
de muestras como de métodos de aplicacion en la investigacion
de alimentos funcionales.

En resumen, la PCL demostré ser un método confiable y
alternativo a métodos fluorométricos y espectrofotométricos
para la medicion de la capacidad antioxidante en muestras de
alimentos y bioldgicas que pueden ser una alternativa para
verificar el potencial de nuevos productos y en la evaluacion
de intervenciones alimentarias en salud.
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