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Resumen

En este estudio se ha determinado el poder antioxidante de una microemulsion que contiene quercetina al 0,45% p/p com-
binada con aceites esenciales de romero y cidrén (Rosmarinus officinalis y Lippia alba, respectivamente), usando el méto-
do del radical libre estable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Ademas, se evalud la influencia de diferentes alcoholes
como medio de reaccion siguiendo esta metodologia, a través de un monitoreo de la estabilidad del radical en el solvente,
la cinética de reaccidn, porcentaje de inhibicion (%l) del DPPH por el antioxidante y el IC50, mediante espectrofotometria
UV-visible a una longitud de onda de 517 nm. El método utilizado se optimizo teniendo en cuenta la solubilidad del vehicu-
lo (microemulsidn) y de los principios activos (quercetina y aceites esenciales).
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Abstract

This study has determined the antioxidant ability of a microemulsion containing quercetin 0.45 wt% combined with essen-
tial oils of rosemary and cidrén (Rosmarinus officinalis and Lippia alba, respectively), using the method of stable free radi-
cal 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Moreover we assessed the influence of various alcohols as a reaction medium
when this method is employed, monitoring the stability of the radical in the solvent, the kinetics of the reaction, percent of
inhibition (% 1) of DPPH by antioxidant and the IC50, using spectrophotometry UV-Visible at a wavelength of 517 nm. The
method is optimized taking into account the solubility of the vehicle (microemulsion) and the active ingredients (quercetin
and essential oils).

Key words: Quercetin, essential oils, DPPH method, diphenylpicrylhydrazyl, antioxidant activity.

1 Introduccién

Los flavonoides y aceites esenciales poseen propieda-
des antioxidantes de gran interés en el campo farmacéutico
y dermocosmético, por lo que recientemente estan siendo
evaluados e incorporados en formulaciones de aplicacion
topica dirigidas al tratamiento y prevencion de enfermeda-
des de la piel mediadas por estrés oxidativo (Venkat y col.,
2006; Bakkali y col., 2008; Casagrande y col., 2006, 2007).
El auge de las investigaciones y desarrollo de productos que

contienen este tipo de sustancias, trae consigo la necesidad
de caracterizarlos en base a su capacidad antioxidante, lo
cual implica la seleccién y optimizacion del método mas
adecuado para este fin. En este sentido, para evaluar el po-
tencial oxidativo de una sustancia, sea en estado puro, 0
combinada en una matriz determinada, existen diferentes
metodologias analiticas que difieren entre si en sus princi-
pios fisico-quimicos (Kuskoski y col., 2005). Para este tra-
bajo se selecciond un método acelerado de analisis que con-
siste en la reaccion del agente antioxidante con el radical
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libre 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe) en solucion
alcoholica (Brand-Williams y col. 1994; Molyneux, 2004).
Este radical posee un electron desapareado en el atomo de
nitrdgeno, y puede ser reducido por accion de un dtomo de
hidrégeno donado por el antioxidante. La reaccion es la si-
guiente:

DPPHe + AH - DPPH-H + Ae
AH: Antioxidante

Esta prueba permite medir el poder reductor y calcular
el IC50 (concentracion a la cual se observa 50% del efecto
esperado, es decir, inhibicion del 50% del radical libre en
solucién) de sustancias antioxidantes contenidas en diferen-
tes tipos de matrices y extractos vegetales. La reduccién del
DPPHe es seguido por el monitoreo del decrecimiento en
su absorbancia a una longitud de onda que puede variar en-
tre 515 y 520 nm dependiendo de las condiciones de trabajo
(Kedare SB y col., 2011). La técnica involucra una serie de
ensayos dirigidos al estudio de la cinética de reaccion entre
los agentes antioxidantes y el DPPHe a diferentes concen-
traciones, donde el medio de reaccion debe garantizar la
solubilizacion total del reactivo y las muestras, debido a
que éste puede afectar de manera significativa los resulta-
dos (Sharma OP y col., 2009). La literatura reporta el em-
pleo de metanol y etanol principalmente; sin embargo, en
diversos ensayos experimentales se ha demostrado que po-
drian ser utilizados otros alcoholes haciéndose més practico
0 exacto el método para el andlisis de muestras complejas.
El presente trabajo esta dirigido a la determinacién del po-
der antioxidante de la quercetina y aceites esenciales vehi-
culados en una microemulsion, que contiene surfactantes
no-iénicos, a través del método DPPH optimizado en base
al efecto del solvente.

2 Experimental
2.1 Materiales y equipos

Los solventes utilizados son de grado analitico. ElI me-
tanol es de Merck; el etanol estd suministrado por Riedel-
deHaen; el isopropanol y el 2-butanol son de Baker. El
reactivo DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) es de
Sigma-Aldrich. Los quimicos estandares: acido galico y
quercetina, fueron suministrados por Sigma-Aldrich. Los
aceites esenciales utilizados, romero y cidrén, fueron obte-
nidos en el laboratorio empleando destilacion por arrastre
de vapor.

Se utiliz6 un Espectrofotémetro UV-Visible de Shi-
madzu, modelo: UVMinil240 para seguir la reaccién del
agente oxidante.

2.2 Método

El método empleado es una adaptacién optimizada del
propuesto por Brand-Williams y col. (1994), en el que se

usa metanol como solvente. Se evalud la solubilidad y esta-
bilidad del DPPH y las muestras en diferentes alcoholes, y
posteriormente el poder antioxidante. Para ello, se prepara-
ron curvas de calibracion para el DPPH en solucién alcoho-
lica a concentraciones que varian entre 12,5 y 100 uM, in-
tervalo en el cual se cumple la ley de Beer-Lambert. Estas
determinaciones se realizaron en tiempo cero y después de
dos horas. Se hizo un seguimiento de la cinética de reaccion
entre el radical libre y los agentes antioxidantes — estandar
(&cido galico) y muestras (quercetina, aceites esenciales y
microemulsién), a fin de calcular la capacidad anti-
radicalaria de los mismos, expresada como porcentaje de
inhibicion de DPPH, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% I = [(Ag-Ay) / Ag] x 100 (1)

Donde AO y Af son los valores de absorbancia del
blanco (solucién de DPPH en alcohol) y la muestra (solu-
cién de DPPH mas antioxidante disueltos en alcohol), res-
pectivamente. La cinética se estudié empleando una solu-
cion de DPPH a una concentracion de 75 pM. Se
prepararon soluciones de cada uno de los agentes antioxi-
dantes (estandar y muestras) a concentraciones variables, y
se hizo un seguimiento de la reaccion DPPH-AH durante 60
minutos. El 1C50 se calcula graficando el % | en funcion de
la relacion molar DPPH/AH o concentracion final del AH.

3 Resultados y Discusion de Resultados

Los perfiles de absorbancia de DPPH disuelto en dife-
rentes alcoholes y en mezcla de éstos, se muestran en la
Fig. 1. El radical libre presenta buena estabilidad quimica
durante un periodo aproximado de 2 horas, tiempo adecua-
do para realizar el estudio de actividad antioxidante.
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Fig. 1. Perfiles de absorbancia de DPPH en diferentes alcoholes: metanol
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(1a), etanol (1b), 2-propanol (1c) y mezcla metanol/2- butanol R=1:4 (1d).

Sélo en solucion etandlica el DPPH sufrié un ligero
cambio, reflejado en la disminucion de los valores de ab-
sorbancia, lo cual indica una reduccion indeseada del mis-
mo, que debe ser considerada al momento de llevar a cabo
un andlisis. Estos ensayos permiten explorar la posibilidad
de emplear alcoholes diferentes a los reportados en la litera-
tura (metanol y etanol), que no siempre resultan adecuados
para solubilizar muestras complejas, como el caso de emul-
siones y microemulsiones, con las que se produce turbidez
(ver Fig. 2) o separacion de fases, impidiendo asi el anlisis
por espectro-fotometria UV-Visible. Debido a que las mi-
croemulsiones poseen tres componentes, a saber: agua,
aceite y surfactante, es importante estudiar la solubilization
del sistema en funcion del tipo de alcohol.
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Fig. 2. Microemulsion con quercetina y aceites esenciales disuelta en me-
tanol puro (2a) y en la mezcla metanol/2-butanol (2b), a una concentracion
de 0,1 % plv.

Se utilizé una mezcla metanol/2-butanol a una relacion
1:4 para solubilizar tanto el radical libre como las muestras
de microemulsion conteniendo o no los principios activos
de quercetina y aceites esenciales, y se observd una disolu-
cion completa en todos los casos, lo cual se ve reflejado en
el anélisis por UV-Visible, que transcurrié siempre de ma-
nera regular, sin interferencias o afectacion en la absorban-
cia, debidas a opacidad o presencia de materia insoluble.
Por otro lado, la manipulacion de esta mezcla de solventes
mejora las condiciones de trabajo; el 2-butanol, al poseer
una presion de vapor mas baja que el resto de los alcoholes
ensayados (tabla 1), hace que la evaporacion de la mezcla
sea mas lenta, y por ende se reduce el error que esto lleva
consigo al analizar por UV las muestras en funcién del
tiempo.

Tabla 1. Propiedades de los alcoholes

Alcohol Presion de vapor (mmHg, 20 °C)
Metanol 92,0
Etanol 443
2-propanol 33,0
2-butanol 12,9

El estudio de la cinética de reacciéon también se ve fa-
vorecido al emplear la mezcla de alcoholes, gracias a que se
obtiene una completa solubilizaciéon de las muestras, y se
evita cualquier tipo de turbidez en las soluciones.

La Fig. 3 muestra las graficas obtenidas para la cinéti-
ca de reaccion DPPH-AH en metanol, etanol y mezcla me-
tanol/2-butanol. En éstas se observa que la quercetina en
microemulsién sigue un comportamiento similar al del es-
tandar en todos los alcoholes probados. Esto quiere decir
que el andlisis de la actividad antioxidante de la quercetina
a través del método basado en el empleo del radical libre
DPPH, se puede llevar a cabo usando diferentes alcoholes
como medios de reaccién, y mejorar el procesamiento de
las muestras en cuanto a solubilidad de los analitos y estabi-
lidad de la solucion final (minima evaporacion del solvente,
por ejemplo). La mezcla de alcoholes metanol/2-butanol
favorece la solubilizacién de matrices complejas, como
aquellas constituidas por surfactantes-aceite-agua (micro-
emulsiones, cristales liquidos, emulsiones), permitiendo asi
el estudio en conjunto de todos los componentes presentes,
sin necesidad de hacer extracciones de los activos. Ademas,
se pudo observar que la reaccion quercetina-DPPH en eta-
nol sigue una cinética mas lenta en comparacion con la ob-
tenida empleando metanol o la mezcla de alcoholes, como
se aprecia en la figura 4. En el caso de la quercetina vehicu-
lada en microemulsién, el porcentaje de inhibicion de
DDPH es ligeramente mayor que en los otros casos, proba-
blemente por sinergismo entre sus componentes, ya que es-
ta muestra lleva incorporados los aceites esenciales.

Las mismas condiciones de trabajo se emplearon para
determinar la actividad antioxidante de los aceites esencia-
les de romero y cidrén en estado puro, los cuales no se di-
suelven completamente en metanol o etanol. Cuando se ha-
ce reaccionar DPPH con el aceite esencial puro, en metanol
como medio de reaccion, los valores de absorbancia se ven
alterados debido a la turbidez de la muestra. Esto afecta el
grado de inhibicion del agente antioxidante sobre el radical
libre haciendo mas lenta la cinética. En este estudio se pudo
observar que al emplear la mezcla metanol/2-butanol se
evita esta alteracion debido a la transparencia de la solu-
cion, con lo cual la absorbancia no se ve afectada por pro-
piedades diferentes a las intrinsecas de las moléculas que se
analizan. Los valores de 1C50 también se ven influenciados
por las condiciones de trabajo antes descritas, los resultados
se presentan en la tabla 2, para el estandar (acido galico) y
las muestras (quercetina y aceites esenciales, puros y en
microemulsién). Comparando el IC50 del estandar y la
quercetina pura, disueltos en los diferentes alcoholes, se
puede observar que este valor disminuye cuando se emplea
la mezcla metanol/2-butanol a una relacién 1:4, lo que indi-
ca que se requieren menores concentraciones del agente an-
tioxidante para inhibir el radical libre. La quercetina en mi-
croemulsion arrojé un 1C50 (relacion molar de 0,06
nquercetina/nDPPH) mas bajo que la quercetina pura
(0,075) para el mismo solvente; lo cual se logra gracias a la
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disolucion total de los componentes del sistema microemul-
sionado. En el caso de los aceites esenciales, los valores de
IC50 expresados en porcentaje p/v, fueron de 0,83 y 0,75
%, para romero y cidron, respectivamente.

Los valores de IC50 encontrados en la literatura para
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el acido galico y la quercetina, empleando el método
DPPH, son variables, debido a que dependen de las condi-
ciones de trabajo . En el caso de los aceites esenciales de
romero y cidrén, no se reporta un valor especifico de 1C50,
basado en esta metodologia de analisis.
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Fig. 4. Superposicion de curvas de la cinética de reaccion del DPPH con quercetina (100 ppm) en diferentes alcoholes
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Tabla 2. Valores de IC50 obtenidos para estdndar y muestras estudiadas

Ac. Galico estan- | Quercetina estan- Quercetina en Aceite esencial de | Aceite esencial de
dar * dar * micro- emulsion * romero cidron
Metanol 0,062 0,08 - -
Etanol 0,080 0,095 - -
1C50
Mezcla metanol/2- 0,058 0,075 0,06 0,83 % piv 0,75 % piv
butanol

* Relacion molar: nro de moles del activo (acido gélico, quercetina)/nro de moles de DPPH

4 Conclusiones

Se logr6 optimizar un método de andlisis con DPPH
basado en el efecto que tiene el medio de reaccién, y se de-
termind la capacidad antioxidante de diferentes sustancias.
Una mezcla metanol/2-butanol a una relacién 1:4 resultd
eficiente para solubilizar tanto el radical libre como las
muestras, dando valores de 1C50 inferiores a los obtenidos
con otros alcoholes. Ademas, es importante resaltar que la
literatura hace una caracterizacion de este tipo solo para el
estandar — acido galico — y la quercetina en estados puros, 0
bien a partir de una matriz determinada luego de aislar el
activo. De igual manera, es la primera vez que se reporta el
IC50 para los aceites esenciales estudiados empleando este
método; sblo se encontrd un trabajo relacionado donde se da
a conocer el IC50 para el aceite esencial de romero (2,25%
p/v) basado en una prueba con B-caroteno (Wang W y col.,
2008).
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