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Resumen

La capacidad antioxidante de extractos de plantas ha sido estudiada por técnicas voltamperométricas
gracias a su sensibilidad, selectividad, bajo costo, simplicidad y rapidez. En esta investigacion se utilizd
la Voltamperometria Ciclica para estudiar el potencial antioxidante en la preservacion de extractos
etandlicos de hojas de espinaca (Spinacia oleracea). Los extractos se obtuvieron luego de macerar hojas
de espinaca con etanol industrial y llevar a ultrasonido. Los barridos potenciométricos de los extractos
a 0, 7 y 15 dias de preparacion se realizaron en una solucion amortiguadora Sgrensen. Se utilizaron
electrodos de Au (trabajo), Ag/AgCI (referencia) y Pt (auxiliar) desde -1,2 hasta 1,2V. Los resultados
mostraron una alta capacidad antioxidante de los extractos (potenciales de oxidacién por debajo de
los 600mV) y una disminucion en la corriente durante el aumento de la preservacion de los extractos
(0, 7 y 15 dias); lo cual permitié concluir que su potencial antioxidante disminuye a través del tiempo
gobernada por una cinética de primer orden. Ademas, los resultados de la capacidad antioxidante fueron
correlacionados con la cuantificacién de polifenoles totales, mediante en método de Folin Ciocalteu.

Palabras clave: radicales libres, estrés oxidativo, voltamperometria ciclica, extracto de espinaca, potencial
antioxidante.

Abstract

The antioxidant capacity of plant extracts has been studied by voltammetric techniques thanks to its
sensitivity, selectivity, low cost, simplicity and speed. In this research, Cyclic Voltamperometry was used
to study the antioxidant potential and stability in ethanolic extracts of spinach leaves (Spinacia oleracea)
over time. The extracts were obtained after ultrasound of macerating spinach leaves with industrial
ethanol. The potentiometric sweeps of the extracts at 0, 7 and 15 days of preparation were carried out
in a Serensen buffer. Electrodes of Au (work), Ag/AgCI (reference) and Pt (auxiliary) were used from
-1.2 to 1.2V. The results showed a high antioxidant capacity of the extracts (oxidation potentials below
600mV) and a decrease in the current while the extracts preservation (0, 7 and 15 days), which allows
the conclusion that its Antioxidant potential decreases over time describing a first-order kinetic. Also, the
results of the antioxidant capacity were correlated with the Folin Ciocalteu method.
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Resumo

A capacidade antioxidante de extratos de plantas foi estudada por meio de técnicas voltamétricas
atribuido a sua sensibilidade, seletividade, baixo custo, simplicidade e velocidade. Voltametria ciclica
foi utilizada nesta pesquisa para estudar o potencial antioxidante e estabilidade no extrato etanolico de
folhas de espinafre (Spinacia oleracea) ao longo do tempo. Esses extratos foram obtidos por maceragao
das folhas de espinafre com alcool industrial e sonificadas por 40min. Os barridos potenciometricos dos
Extratos foram realizados numa solug¢do tampéao de Sorensen. Eléctrodos de trabalho (Au), de Ag/AgClI
(referéncia) e Pt (eléctrodo auxiliar) a uma velocidade de varrimento de 100mV/s foram usadas -1,2 a
-1,2mV. Os resultados mostraram uma elevada capacidade antioxidante dos extratos (potenciais de
oxidagao mV abaixo de 600) e uma diminuigdo na corrente com respeito a idade dos extratos (0, 7 e 15
dias), o que permitiu concluir que o potencial antioxidante diminui ao longo do tempo por uma cinética
de primeira ordem. Além disso, os resultados da capacidade antioxidante foram correlacionados com a
cuantificagéo de polifenoles totales, através do método de Folin Ciocalteu.

Palavras-chave: radicais livres, estresse oxidativo, voltametria ciclica, extrato de espinafre, potencial antioxidante.

Introduccion

Las frutas y vegetales son excelentes fuentes
naturales de antioxidantes como vitaminas,
carotenoides, flavonoides y otros compuestos
fendlicos [1,2]. Los antioxidantes juegan un papel
de gran importancia en la industria alimentaria,
cosmética y farmacéutica. Los antioxidantes
son compuestos que pueden interactuar con
los radicales libres y poner fin a las reacciones
en cadena antes que afecten a las moléculas
vitales, la eficiencia de este proceso depende
de las caracteristicas quimicas del alimento que
provee este tipo de compuestos.[3]. Ademas,
son sustancias que buscan retardar el comienzo
y disminuir la velocidad de oxidacién de las
sustancias que presentan caracteristicas oxidables
en nuestro organismol4].

Diferentes métodos han sido empleados con el fin
de estudiar la capacidad antioxidante de extractos
naturales de especies vegetales [5,6]: entre
los mas empleados se encuentran los métodos
electroquimicos, que surgen a partir de la década
pasada y su fundamento se basa en la capacidad
que presentan los antioxidantes para donar
electrones [7]. La voltamperometria ciclica (VC), es
una técnica electroquimica ampliamente utilizada
para la evaluaciéon de la capacidad antioxidante
total [8]. Su principal ventaja es la facilidad para
determinar rapidamente el comportamiento redox
total de mezclas complejas sin la necesidad
de medir la capacidad antioxidante de cada
componente [9].

Los compuestos polifendlicos de tipo flavonoides,
presentes en frutas y verduras, estan relacionados
con habitos dietéticos sanos [10]. Dentro de los
beneficios que ofrece a la salud consumir este

tipo de alimentos se resalta la reduccion de
enfermedades degenerativas crénicas como las
enfermedades cardiovasculares, cancer y otras
[11]. Estos beneficios se encuentran asociados
a las propiedades antioxidantes presentes
en los alimentos, los cuales han llevado a los
investigadores a buscar y entablar un vinculo
entre la reduccion del riesgo de enfermedades
degenerativas y la ingesta de antioxidantes, que
se relacionan a la dieta a través de la prevencion
del dafno oxidativo celular [12]. La capacidad
antioxidante de estos compuestos, en especial la
de los polifenoles; producidos por el metabolismo
celular o en respuesta a factores externos, se
debe a la captura e inactivacion de los radicales
libres y especies reactivas del oxigeno (ROS).
Este mecanismo de accidon previene trastornos
degenerativos en los seres humanos, provocados
por oxidacion de acidos nucleicos, proteinas y
lipidos [13].

La espinaca (Spinacia oleracea) ha sido identificada
como unalimento antioxidante de gran valor,ademas
de ser un producto natural de consumo cotidiano
[14,15]. EIl alto contenido total de flavonoides en
la espinaca (1.000mg/kg), en comparaciéon con
otras verduras, ofrece numerosas propiedades
farmacoldgicas, antioxidantes, antiinflamatorias,
anti-mutagénicas y anticancerigenas [14,16].
Con el fin de evaluar la disposicion de estos
compuestos de alto interés, luego de procesos
convencionales de preparacion de vegetales, se
valoré la capacidad antioxidante y se relaciono
con la cantidad de fenoles totales de la espinaca y
otras verduras después del proceso de coccion por
hervor, vapor o sometimiento a microondas. Los
resultados mostraron que procesos moderados de
cocién no ocasionan eliminacion de la capacidad
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antioxidante y fenoles totales de los extractos
[17]. Otro factor importante en la disposicion
de vegetales es su preservacion. Es por esto,
que se vio la necesidad de evaluar, en tiempo
real, el cambio de la capacidad antioxidante de
extractos de espinaca preservados durante 15
dias y correlacionar estos valores con la cantidad
de polifenoles, debida a su conocida capacidad
antioxidante.

Parte experimental

Materiales y reactivos. Para la preparacion del
extracto se usaron hojas frescas de espinaca
(Spinacia oleracea) y el alcohol utilizado fue
etanol antiséptico comercial 96% marca JGB. La
solucién amortiguadora Sgrensen fue preparada
con NaH,PO,.1H,0O al 98% pureza marca Merck
y Na,HPO,.7H,O al 98% marca Merck. Para la
cuantificacion de polifenoles totales se us6 Acido
Galico grado analitico 98% marca Merck, Na,CO,
99% marca Merck y reactivo Folin-Ciocalteu 2N
Sigma-Aldrich.

Las hojas de espinacas se pesaron en una
balanza analitica Metler Toledo AL 204 (Max. 210
g-min 0,01g), sensor PT 100. El macerado se
realizé en un mortero de porcelana. La extraccion
por ultrasonido se llevo a cabo en un equipo NEY
Ultrasonik. Los voltamogramas ciclicos fueron
obtenidos utilizando un potenciostato VersaSTAT
3 conectado a una tarjeta A/D Cassy 524010 y una
celda electroquimica modelo KO264 micro cell con
un sistema de tres [3] electrodos asi: oro (electrodo
de trabajo), platino (contra- electrodo) y Ag/AgCl/
KCIl 3M (electrodo de referencia). El programa
utilizado para el analisis del comportamiento
electroquimico fue el VersaStudio electrochemistry
software version 2.2. Las medidas en ultravioleta
Visible para determinacion de polifenoles totales
se llevaron a cabo en un espectrofotdmetro marca
Espectroline model ENF-240C.

Preparacion del extracto. Se pesaron 2g de hojas
de espinacas, se maceraron en un mortero durante
20 minutos; durante el proceso se adicionaron 10mL
de alcohol etilico. A continuacion se tapé la mezcla
con papel parafilm y se llevo a ultrasonido durante 40
minutos, para luego realizar un proceso de filtracion
simple con papel filtro franja azul. El extracto obtenido
fue dividido en tres porciones; cada porciéon fue
envasada en un recipiente tipo ambar.
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Preservacion de muestras: Dos porciones del
extracto preparado fueron preservados por 7
y 15 dias; refrigerados a 5°C en viales de 3mL
herméticamente cerrados y protegidos de la luz con
papel aluminio. Después de este tiempo se hicieron
las respectivas corridas voltamperométricas.

Preparacion de la solucién Serensen. Se
preparé una solucion 0,2M de NaH,PO,.H,O,
otra 0,2M de Na,HPO,.7H,O y se mezcl6 en una
proporcion 23:2. Posteriormente, se diluyd esta
solucion con agua destilada en una proporcion
1:1 para obtener una concentracion de 0,1M. Por
ultimo se corroboro el pH neutro de la solucion.

Barrido por voltamperometria ciclica. Se realizd
el barrido en un intervalo de potencial de -1,2a 1,2V
y una velocidad de 100mV/s. Antes de iniciar el
proceso se burbuje6 Argén durante 3 minutos para
desplazar el oxigeno presente en cada muestra
a analizar. El electrodo de oro (trabajo) fue pulido
antes de cada experimento utilizando una lija N°
1200, alimina en polvo de 0,05 micras de Buehler
micropolish y Diamond polishig compoud de Buhler.
Inicialmente, se tomé un voltamperograma de
2mL de la solucion amortiguadora; para obtener
el blanco. Seguidamente, se tomo la lectura al
adicionar 20uL de extracto recién preparado
(Muestra fresca) a la solucion Sgrensen. Este
mismo proceso experimental se llevd a cabo con
los extractos de espinacas preservados 7 y 15 dias.

Cuantificacion de polifenoles totales con
reactivo de Folin-Ciocalteu. Se preparon una
solucion madre de acido galico (C,H,O,) a una
concentracion de 5.000ppm y una soluciéon de
Na,CO, al 10%. A continuacion se prepararon
patrones de 50 a 500ppm de acido galico y se
realizd una curva de calibracion. A cada patron se
le adicionaron 6,5mL de agua destilada y 500uL
del reactivo Folin-Ciocalteu; se agité con vortex y
se dej6 reposar durante 8 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, se adicionaron
3mL de carbonato de sodio, se agité nuevamente
con vortex y se dejé en bafo Maria durante 30
minutos a una temperatura de 30°C. Luego, se
realizé la lectura en el espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 765nm [18]. Se usé el mismo
procedimiento para la determinacion de polifenoles
totales en las muestras (extractos).
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Con el objeto de corroborar la reproducibilidad de
los resultados, se realizaron tres réplicas de los
procedimeintos mencionados.

Resultados y Discusién

Voltamperometria ciclica (VC)

Como era de esperarse el voltamperograma de
la solucion Sgrensen (Blanco en Figura 1a) no
muestra reacciones redox significativas, lo que
indica que constituye una adecuada linea base
para la evaluacion de la actividad antioxidante
y una solucién amortiguadora segura para la
disolucion de las muestras a analizar. Para
valorar la autenticidad del método empleado,
se validd comparativamente al determinar
el voltamperograma ciclico de la vitamina C
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(Figura 1b); este voltamperograma muestra el
perfil caracteristico de la vitamina C en solucion
Sgrensen de trabajo [19].

Por otra parte, los voltamperogramas ciclicos de
los extractos etandlicos de espinaca en solucion
Sgrensen (Extractos en Figura 1a) evidencian
potenciales caracteristicos de soluciones con
compuestos antioxidantes [20]. EIl potencial de
oxidacién entre -0,590V y 0,339V, para la muestra
fresca, i.e., extracto recién preparado (Extracto 0),
sugiere la existencia de reacciones redox tipicas
de compuestos fendlicos; como antioxidantes [6].
Los voltamperogramas de los extractos guardados
durante 7 y 15 dias (Extractos 1y 2 en Figura 1a)
muestran comportamientos semejantes: en ambos
casos se observa un perfil similar a la primera
muestra con respecto al potencial de oxidacion.

200

100

1.2
-100

——Vitamina C
-200

-300

-400
Potencial (V) Ag/AgCl

Figura 1. Voltamperogramas ciclicos: a. Extractos de espinaca (Solucion Sgrensen como blanco, Extracto (0)
fresco, Extracto (1) 7 dias de preservacion, Extracto (2) 15 dias de preservacion; b. Solucion de vitamina C,
50ppm. Todos los barridos fueron realizados en la soluciéon Sgrensen a pH 7.

Adicionalmente, se evaluo el corrimiento de los
picos de oxidacion de los extractos de espinaca
en comparacion con los de la vitamina C, a
condiciones estandar de solucién electrolitica
Sgrensen a pH 7 (Tabla 1). Si bien los extractos
de espinaca no presentan un potencial de
oxidacion igual a la vitamina C, sus valores estan
dentro del rango aceptable para ser clasificados
como de excelente actividad antioxidante. Por
otra parte, se observa que al pasar el tiempo de
almacenamiento de los extractos de espinaca
los picos del potencial de oxidacion presentan
un corrimiento hacia valores mas negativos;
esto podria sugerir que el potencial de oxidacion
aumentara durante el proceso de almacenamiento.
Sin embargo, el fendmeno que se presenta es
que durante el proceso de almacenamiento, los
compuestos antioxidantes de menor potencial se
oxidan y cumplen su funcién preservadora del
extracto; por esta razon se observan distribuciones
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no gausianas, principalmente en la parte derecha
de la banda, en los voltamperogramas de los
extractos almacenados durante 7 y 15 dias
(Figura 1a).

Tabla 1. Potenciales de oxidacion de los extractos de
espinaca y la vitamina C.

Muestra Potencial de Oxidacion
Extracto (0) -0,149V
Extracto (1) -0,248V
Extracto (2) -0,252Vv

Vitamina C -0347V y -0,592V

Debido a que el pico de maxima corriente se
desplazd hacia potenciales mayores, a medida
que aumentaba el tiempo del almacenamiento, se
decidié determinar la corriente total de la banda
por potencial de oxidacion para los extractos;
representada como el area bajo la curva del
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potencial de oxidacion (Figura 2) [21]. En esta
ocasion, se muestra (Tabla 2) que el mayor area
se presenta en el extracto fresco, i.e. preparado
inmediatamente antes del analisis potenciométrico.
Ademas, se muestra que a medida que transcurre
el tiempo de almacenamiento, la capacidad
antioxidante total disminuye exponencialemente
con una cinética de primer orden (Ecuacion 1).

Donde la variable independiente es el tiempo del
extracto, en dias, y la variable dependiente es
el logaritmo natural del area bajo la curva de la
relacién corriente - potencial de oxidacion); debido
a que a mayor area bajo la curva (Tabla 2) es
mayor la capacidad antioxidante del extracto [4].

y = —0,091x + 4,856 (1)
R? = 0,999

Tabla 2. Area bajo la curva de los picos de oxidacién de los extractos de espinaca.

Area bajo la curva

Muestra (V x mA) Potencial (V) Corriente (mA)
Extracto (0) 128,1 -0,440 — 0,339 100,0 — 96,4
Extracto (1) 68,4 -0,617 —-0,082 46,3 — 45,3
Extracto (2) 32,7 -0,631 —-0,082 51,2 — 53,5
180 180
160 160
y =535.81x" +881.37x - 370.33x2 - 165.4x +153.28 y = 39332x5+ 48980x° +
i R? =0.99972 i 140 1242.6x%- 2265813~ 13058
_ 2w e
;-, e s 100
8 100 5
g 05 0 05 S s
'g 80 ——— EXTRACTO (0) 60 EXTRACTO (1)
& 604 = 2 Ciweawss Ajuste polinémico 40
-0.6 -0.1 b

40 i a
Potencial (V) Ag/AgCl *

150

100

Corriente (pA)

50

-0.7 -0.2

Potencial (V) Ag/Ag

Cl

Potencial (V) Ag/AgCl

y =-16686x5-37720x*-33619%° -
15459x%-3527.4x - 155.84
R*=0.99823

EXTRACTO (2)

Ajuste polindmico

Figura 2. Tendencias polindmicas de los picos de oxidacion de los extractos de espinaca; con los cuales se
determino el area bajo la curva. a. Extracto (0); b. Extracto (1); c. Extracto (2).

Polifenoles totales

A partir de la curva de calibracion del acido galico,
identificado por el método Folin Ciocalteu, y las
absorbancias de las muestras, medidas a 765nm,
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se estimé la concentracion de los polifenoles totales
de los extractos etandlicos (Tabla 3) en funcién de
la cantidad de &cido galico.
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Tabla 3. Concentraciones de polifenoles totales en los extractos de espinaca.

Muestra
extracto (mg/L)

Concentracion de acido galico en

Concentracion de acido galico por gramo de
hoja (mg/g)

Extracto (0) 239,4
Extracto (1) 62,62
Extracto (2) 29,21

1,195
0,3131
0,1460

y=—0,139x + 5351
R? = 0,962

()

En esta ocasion también se corrobord la
disminucién exponencial de los polifenoles totales
con una cinética de primer orden (Ecuacién 2).
Donde la variable independiente es el tiempo del
extracto, en dias, y la variable dependiente es el
logaritmo natural de la concentracion de polifenoles;
medido como concentracion de acido galico en
el extracto), parcialmente responsables de la
actividad antioxidante, durante el almacenamiento
de los extractos. Al hallar la concentracion de
polifenoles totales por gramo de hoja fue necesario
tener en cuenta la cantidad de disolvente usado en
la preparacion de los extractos.

Los resultados anteriores (Figura 3, Tabla 3,
Ecuacion 2) muestran que evidentemente la
concentracion de polifenoles, responsables de
la actividad antioxidante de la espinaca, decrece
exponencialmente con una cinética de primer
orden a medida que el extracto es mas antiguo.
Lo cual es coherente con los resultados obtenidos
en el analisis voltamperométrico. Sin embargo,
la velocidad de degradacion de los polifenoles es
ligeramente mayor (Ecuacién 2) que la velocidad
de totalidad de antioxidantes (Ecuacion 1); esto
podria indicar que los polifenoles tienen mas
tendencia a ejercer su funcion antioxidante
que los otros antioxidantes de los extractos.
Ademas, estos resultados, muestran con pruebas
electroquimicas y espectrométricas la importancia
del uso de vegetales frescos en la alimentacion y la
velocidad de su degradacion desde la perspectiva
de su potencial antioxidante.

Para esclarecer inquietudes asociadas a la
velocidad de oxidacidén de especies quimicas en
los estractos, se recomienda en investigaciones
futuras usar técnicas de separacion de compuestos
quimicos, como cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) para determinar la concentracion
de dichas especies en tiempo real.
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Conclusiones

Los perfiles voltamperograficos de los diferentes
extractos de espinaca mostraron potenciales
de oxidacién entre -0,252V y -0,149V; esto
sugiere la presencia de al menos un compuesto
antioxidante. La comparacion de estos perfiles
con el voltamperograma de vitamina C revela que
los extractos de espinaca tienen una actividad
antioxidante muy cercana al patrén de referencia.

Por otra parte, la estimacién del area bajo la
curva de los picos de oxidacién, en los extractos
de espinaca, permitié concluir que el tiempo
de preservacion de los extractos de espinaca
ocasiona una disminucion de la actividad
antioxidante de los mismos; gobernada por una
cinética de primer orden.

La correlacion entre las cinéticas de disminucion
de la capacidad antioxidante obtenidos por
voltametria ciclica y disminucion de los
polifenoles totales obtenidos por el método
espectrofotométrico durante la preservacion de
los extractos, ratifica que los resultados obtenidos
VC son fiables y comparables con los resultados
de otros métodos comunmente empleados.

Por ultimo, la investigacion corroboréd la
Voltamperometria Ciclica de mezclas complejas
como metodologia util para estimar en tiempo real
el estado antioxidante de extractos correlaciéon con
la presencia de compuestos con poder reductor.
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