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RESUMEN

Los alimentos funcionales son aquellos a los que se les ha adicionado compuestos bioactivos con el objetivo de
cumplir una funcidn especifica en el organismo. Entre la gran variedad de compuestos bioactivos que pueden ser
adicionados se encuentran los compuestos antioxidantes, los cuales tienen la funcion de inhibir los radicales libres
presentes en el organismo, responsables de causar dafios en los lipidos de la membrana celular y en el DNA, que
propicia diversas enfermedades cronico degenerativas. Es por esto que resulta de vital importancia conocer las
metodologias disponibles para la determinacidn de actividad antioxidante en alimentos funcionales. Gran parte de
los métodos reportados en la literatura hacen uso de técnicas espectrofotométricas a través de mecanismos HAT y
SET. Entre ellas se pueden destacar las metodologias de DPPH, ABTS, FRAP, TPCy TFC. No se suele hacer uso
de metodologias oficiales debido a que no cuantifican en su totalidad los compuestos antioxidantes presentes, su
complejidad o el gran volumen de reactivos empleado. Por lo tanto, la gran mayoria de publicaciones cientificas
hacen uso de metodologias publicadas en articulos cientificos. Adicionalmente, los métodos se ven afectados por
distintas sustancias presentes en la matriz, que causan interferencia e incertidumbre en los resultados.
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ABSTRACT

Functional foods are those to which bioactive compounds have been added in order to fulfill a specific function in
the body. Among the great variety of bioactive compounds that can be added are antioxidant compounds, which
have the function of inhibiting the free radicals present in the organism, responsible for causing damage to the
lipids of the cell membrane and to the DNA, which promotes various chronic degenerative diseases. This is why it
is vitally important to know the methodologies available for the determination of antioxidant activity in functional
foods. Much of the methods reported in the literature make use of spectrophotometric techniques through HAT and
SET mechanisms. Among them, the DPPH, ABTS, FRAP, TPC and TFC methodologies can be highlighted.
Official methodologies are not usually used because they do not fully quantify the antioxidant compounds present,
their complexity, or the large volume of reagents used. Therefore, the vast majority of scientific publications make
use of methodologies published in scientific articles. Additionally, the methods are affected by different substances
present in the matrix, which cause interference and uncertainty in the results.
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INTRODUCCION

Los alimentos funcionales son aquellos a los que les han sido afiadido compuestos bioactivos, con el
objetivo de cumplir una funcion especifica dentro del organismo (Zain et al., 2022). Existe una amplia
variedad de agentes bioactivos que pueden ser adicionados, entre los que se encuentran los compuestos
antioxidantes.

Los antioxidantes son moléculas gque tienen la funcion de inhibir o disminuir el proceso de oxidacion de
biomacromoléculas. Estos se pueden encontrar en pequefias concentraciones dentro del cuerpo humano
cumpliendo distintos roles fisiologicos. Entre ellos se puede destacar la capacidad para prevenir el estrés
oxidativo, causado por un desbalance entre la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y su
desintoxicacion. Los radicales libres causan dafios en los lipidos de la pared celular y en el DNA,
propiciando la formacion de muchos tipos de enfermedades crénico degenrativas (Adwas et al., 2019).

Los antioxidantes pueden ser clasificados como enddgenos y exdgenos. Los antioxidantes enddgenos
(también conocidos como enzimaéticos) lo constituyen los compuestos producidos por el propio
organismo como mecanismo de defensa. Mientras que, los antioxidantes exdgenos (también conocidos
como no enzimaticos) son aquellos obtenidos a través de la dieta. Estas moléculas inhibidoras de
radicales libres pueden ser obtenidos de fuentes naturales como los polifenoles, las vitaminas y algunos
minerales; o ser de caracter sintético, como el butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroxianisol (BHA)
(Flieger et al., 2021; Yadab et al., 2016), aunque estos Ultimos han sido usados para retardar el proceso
de oxidacion de lipidos y aceites comestibles. El objetivo de esta revision es conocer las metodologias
disponibles para la determinacién de la actividad antioxidante en alimentos funcionales.

Actividad antioxidante

Gran parte de los métodos para la determinacion de la actividad antioxidante hacen uso de técnicas
espectrofotométricas a través de mecanismos de transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) y de
transferencia de un solo electron (SET) (Sirivibulkovit et al., 2018). Pérez-Jiménez & Saura-Calixto
(2006) determinaron que ciertos constituyentes no antioxidantes del alimento tales como los aminoécidos
y acidos urénicos pueden interferir con los polifenoles presentes en la matriz alimentaria, generando una
capacidad antioxidante diferente al que obtendrian los polifenoles por si solos, por lo que es necesario
tenerlo en consideracion para evitar la sobreestimacion de antioxidantes.

En adicion no existen metodologias oficiales para todos los métodos que se emplean para la
determinacion de la actividad antioxidante en alimentos funcionales (Tabla 1). Mientras que aquellas
gue existen tienen un alto grado de complejidad y emplean un gran volumen de reactivos, como es el
caso de la metodologia de DPPH. Por otro lado, metodologias como TPC y TFC, de las que existen
métodos oficiales, no pueden ser empleadas por si solas para determinar la capacidad antioxidante de un
alimento funcional, debido a que en su elaboracion se emplea pulpa, jugo y/o fracciones de especies
vegetales (Tabla 1) que contienen una amplia variedad de compuestos antioxidantes. Por lo tanto, no
determinaran en su totalidad todos los compuestos antioxidantes presentes. Debido a esto, la gran
mayoria de publicaciones cientificas hacen uso de metodologias publicadas en articulos cientificos.

DPPH

El ensayo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es un método simple y uno de los més utilizados. El
radical DPPH es reducido por un mecanismo de accion HAT, teniendo en su forma oxidada una
coloracion morada que cambia a un amarillo palido en su forma reducida DPPH-H (Sirivibulkovit et al.,
2018). La mayor parte de las metodologias se basan en la propuesta por Brand-Williams et al. (1995), la
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cual utiliza 0.1 mL del antioxidante diluido en metanol y 3.9 mL de una solucién de DPPH en metanol
a 6x10°mol/L. La disminucién de la absorbancia es medida por espectrofotometria en la regién VIS,
aproximadamente una longitud de onda de 515 a 520 nm. La solucién de DPPH es preparada previo a su
uso, comunmente almacenada a bajas temperaturas y desechadas el mismo dia (Sirivibulkovit et al.,
2018). Por su parte Ozgen, et al. (2006) determinaron que el DPPH puede proporcionar una mayor
ventaja si los antioxidantes de interés son solubles en solventes organicos.

ABTS

La preformacion del radical ABTS (2,2'-azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) es obtenida
por la oxidacién del reactivo por persulfato de potasio y reducido con el mecanismo ET por un
antioxidante. Presenta una coloracion azul-verdoso en su forma oxidada y es incolora en su forma
reducida (Apak et al., 2007). La absorbancia es determinada por espectrofotometria en la regién VIS a
734 nm (Ozgen, et al., 2006). Pérez-Jiménez y Saura-Calixto (2006) determinaron que el método ABTS
es uno de los métodos mas afectados por interferencias del solvente empleado y los constituyentes del
alimento analizado. Por su parte Ozgen et al. (2006) determinaron que el radical ABTS en buffer de
acetatos a pH 4.5 se mantiene mas estable en comparacion con el buffer de fosfatos pH 7.4 estandar,
pero, debe tenerse en consideracion la coloracion de antocianinas, puesto que puede causar
sobreestimacion del resultado de andlisis.

FRAP

La metodologia FRAP tiene su principio en la reduccion del ion férrico a ferroso a través del mecanismo
HAT en medio &cido (pH 3.6). Tras la reaccion, la solucién originalmente incolora toma coloracion azul
por la formacion del tripiridiltriazina ferrosa. La absorbancia se determina a 593 nm. La solucién de
FRAP es preparada previo a su uso, almacenada a 37 °C y desechada al final del dia. Es un ensayo barato
y el reactivo empleado es sencillo de preparar, el procedimiento es rapido y reproducible (Benzie &
Strain, 1996; Thaipong et al., 2006). Los autores Pérez-Jiménez y Saura-Calixto (2006) determinaron
gue el método FRAP y el DPPH son los métodos menos afectados por interferencias del solvente
empleado y los constituyentes del alimento analizado, pero, debe cuidarse la concentracion de sustancias
coloridas para evitar datos sobreestimados.

Contenido total de fenoles (TPC)

La mayor parte de los métodos empleados para la determinacion del contenido de fenoles comprenden
métodos redox colorimétricos, basados en las propiedades reductoras de los grupos fendlicos. Uno de
los métodos mas comunmente empleados es el método Folin-Ciocalteu el cual, es empleado para la
determinacion del contenido total de fenoles tanto en extractos de plantas como en alimentos. Tiene su
principio en la reduccién en medio alcalino de los acidos fosfomolibdico y fosfotlngstico presentes en
el reactivo. Entre las desventajas del uso de este método se encuentra la interferencia de sustancias como
el acido ascorbico, azucares reductores, cidos organicos, aminas aromaticas y hierro (I1). Asimismo, la
diversidad de los polifenoles dificulta la estimacién del contenido total de fenoles en alimentos, lo que
ocasiona que los métodos no sean especificos y que, detecten todos los grupos fenoles presentes dentro
de la muestra, incluidos aquellos presentes en proteinas (Nacks & Shahidi, 2004; Pérez-Jiménez et al,
2010; Chen et al., 2015; Singleton & Rossi, 1965).

Contenido total de flavonoides (TFC)
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El acomplejamiento de los compuestos fenolicos con Al(Il) ha sido utilizado para el desarrollo de
métodos espectrofotométricos para la determinacion del contenido total de taninos y flavonoides. La
determinacion del contenido total de flavonoides se basa en la formacion de un complejo coloreado de
los flavonoides con AICIl; en medio &cido. La absorbancia se determina a una longitud de onda de 407
nm (Nacks & Shahidi, 2004).

Tabla I. Metodologias oficiales.

DPPH
AOAC Determination of Antioxidant Activity in
Foods and Beverages
by Reaction with 2,2'-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl
(DPPH):
Collaborative Study First Action 2012.04

TPC
AOAC Validation of Spectrophotometric Methods
for the Determination of Total Polyphenol and Total
Flavonoid Content.
AOAC Determination of Total Phenolic Content
Using the Folin-C
Assay: Single-Laboratory Validation, First Action
2017.13

TFC

AOAC Validation of Spectrophotometric Methods
for the Determination of Total Polyphenol and Total
Flavonoid Content.

Tabla I1. Alimentos funcionales.
Alimento Actividad antioxidante Referencia

Yogurt enriquecido con fenoles de (Tavakoli et al.,

DPPH

hoja de olivo. 2018)

Yogurt enriquecido con pulpa (Jaster et al.,
concentrada de fresa. ABTS, DPPH 2018).

Yogurt enriquecido con jugo de DPPH (Coisson et al.,
Euterpe oleracea. 2005)
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Pasta de trigo duro enriquecida

con la fraccion de descortezado de  ABTS, TPC (Fares etal,

. 2010).
trigo
Bebida de lactea enriquecida con ABTS (Mann etal.,
proteina de suero hidrolizada. 2015)
Pan_al vapor enriquecido con fibra TPC, DPPH (Fq, Chang &
de limon. Shiau)
Pan con polvo de jengibre. TPC, DPPH (Balestraetal.,

2011)

Pan enriquecido con cascara de (Swieca et al.,
cebolla. TFC, ABTS 2013)
Pan enriquecido con cebolla ERAP (Gawlik et al.,
deshidratada. 2013)
Pan de trigo adicionado con .
flavonas tartarias de trigo TPC, TFC, DPPH g%g\é\g"k etal,

sarraceno.

Helado, yogurt y mantequilla
adicionados con concentrado de TPC, TFC, ABTS, FRAP
zanahoria negra.

(Pandey et al.,
2021)

CONCLUSIONES

Los antioxidantes tienen la funcion de inhibir los radicales libres que se encuentran en contacto con él
organismo, responsables las paredes de la membrana celular y el DNA, y ocasionan efectos adversos a
la salud. Es por esto que el desarrollo de alimentos funcionales que los incluya en su formulacion,
requiere de una adecuada determinacién que resulta por demas importante. No se suele hacer uso de
metodologias oficiales debido a que dificilmente pueden adaptarse debido a su complejidad o el gran
volumen de reactivos empleado. La gran mayoria de publicaciones cientificas hacen uso de metodologias
publicadas en articulos cientificos. Adicionalmente, los métodos carecen de sensibilidad, viéndose
afectados por distintas sustancias presentes en la matriz alimentaria, que causan interferencia e
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incertidumbre en los resultados. Esto ocasiona no solo una baja precision, sino que también una
estimacion poco confiable de los resultados correspondientes a su actividad antioxidante.
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