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RESUMEN

Introduccion: Los antioxidantes son compuestos que tie-
nen la propiedad impedir el efecto nocivo que ejercen los ra-
dicales libres en el ser humano, estas propiedades antioxi-
dantes son dependientes de las interacciones que pudiesen
ocurrir cuando se combinan dos o tres de estas sustancias.

Objetivo: El objetivo del presente estudio fue determinar
el comportamiento antioxidante de las combinaciones de aci-
dos fendlicos y flavonoides en presencia y ausencia de vita-
mina C.

Materiales y métodos: El presente estudio es de tipo in
vitro analitico, experimental y de corte transversal. Se utiliza-
ron soluciones metandlicas 100 yM de acido galico, acido fe-
rulico, catequina y epicatequina, asi mismo, la solucién
acuosa 100 pM de vitamina C. Para la evaluacion de la activi-
dad antioxidante se prepararon combinaciones binarias y ter-
narias de acidos fendlicos (100 uM) y flavonoides (100 uM) en
ausencia y presencia de tres concentraciones de vitamina C:
100, 200 y 300 pM. La actividad antioxidante se evalud utili-
zando la técnica FRAP y los resultados se expresan como
nmoles de FeZ* liberados. Se considerd efecto sinérgico
cuando la actividad antioxidante experimental era mayor que
la actividad antioxidante calculada tedricamente, expresada

Correspondencia:
Henry Guija Guerra
hguijag@usmp.pe.

como nmoles de Fe?* liberados. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado en tres dias diferentes.

Resultados: Las combinaciones binarias y ternarias en
las que estuvo presente el acido galico fueron las que mos-
traron mayor actividad antioxidante y mayor efecto sinér-
gico; en ausencia de vitamina C la combinacion binaria acido
galico (100 uM) y catequina (100 uM) liberé + 5,51 nmoles
de FeZ*, pero en presencia de vitamina C (100 yM) se incre-
mentoé a + 6,73 nmoles de Fe2+, mientras que en la combi-
nacion ternaria acido ferulico (100 puM), catequina (100 pM)
y acido galico (100 uM) la liberacion de FeZ* fue + 2,41 nmo-
les, mientras que en presencia de vitamina C (200 uM) se in-
cremento a + 6,92 nmoles de Fe?* liberado.

Conclusiones: La vitamina C modificd muy discretamente
la actividad antioxidante de los fenoles acidos y flavonoides,
asi como, de las combinaciones binarias y ternarias de estos
compuestos. La combinacion binaria integrada por acido ga-
lico y catequina fue la que mostrd el mayor efecto sinérgico,
que se incrementd adicionalmente con la presencia de acido
ascorbico.
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ABSTRACT

Introduction: Antioxidants are compounds that have the
ability to counteract the nocive effects of free radicals in the
human body. These antioxidant properties depend on the in-
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teractions that may occur when two or three of these sub-
stances are combined.

Objective: The aim of this study was to determine the an-
tioxidant behavior of combinations of phenolic acids and
flavonoids in the presence and absence of vitamin C.

Materials and methods: This study is an in vitro ana-
lytical, experimental, and cross-sectional study. Methanolic
solutions of 100 puM gallic acid, ferulic acid, catechin, and
epicatechin, as well as an aqueous solution of vitamin C,
were used. To evaluate antioxidant activity, binary and ter-
nary combinations of phenolic acids (100 pM) and flavonoids
(100 uM) were prepared in the absence and presence of
three concentrations of vitamin C: 100, 200, and 300 pM.
Antioxidant activity was assessed using the FRAP technique,
and the results are expressed as nmoles of Fe2* released. A
synergistic effect was considered present when the experi-
mental antioxidant activity was greater than the theoreti-
cally calculated antioxidant activity, expressed as nmoles of
Fe2* released. All determinations were performed in tripli-
cate on three different days.

Results: The binary and ternary combinations containing
gallic acid showed the highest antioxidant activity and the
greatest synergistic effect, while those without gallic acid gen-
erally exhibited antagonistic effects. The presence of vitamin C
in the reaction medium had a slight effect on the antioxidant
activity and greater synergistic effect; in the absence of vita-
min C the binary combination gallic acid (100 uM) and cate-
chin (100 puM) released + 5.51 nmoles of FeZ*, but in the pres-
ence of vitamin C (100 pM) it increased to + 6.73 nmoles of
Fe2+, while in the ternary combination ferulic acid (100 uM),
catechin (100 uM) and gallic acid (100 uM) the release of
Fe2* was + 2.41 nmoles, while in the presence of vitamin C
(200 pM) it increased to + 6.92 nmoles of Fe2* released.

Conclusions: Vitamin C had a very slight effect on the an-
tioxidant activity of the phenolic acids and flavonoids, as well
as on the binary and ternary combinations of these com-
pounds. The binary combination of gallic acid and catechin
showed the greatest synergistic effect, which was further in-
creased by the presence of ascorbic acid.

KEYWORDS

Catechin, gallic acid, free radicals, antagonism, phyto-
chemicals.

INTRODUCCION

Los flavonoides y acidos fendlicos son compuestos de natu-
raleza organica ampliamente difundidos en la naturalezals3,
habiendo concitado la atencién de su estudio por muchos in-
vestigadores debido a sus propiedades antioxidantes y antiin-
flamatorias. Diversas investigaciones de tipo epidemioldgico
muestran que su ingesta podria tener efectos benéficos para
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la salud. Se ha observado que un considerable nimero de en-
fermedades cronicas no transmisibles*8 como, aterosclerosis,
cancer, diabetes mellitus, psoriasis etc., estan estrechamente
vinculadas con el estrés oxidativo, una condicion caracterizada
por que el ser humano no se encuentra en capacidad de blo-
quear eficientemente la accion daiiina de los radicales libres.

Los radicales libres son moléculas que tienen uno o mas
electrones desapareados en su orbital externo, particularidad
que los torna altamente reactivos y son capaces de oxidar li-
pidos, proteinas y acidos nucleicos, componentes muy impor-
tantes para que las células puedan realizar eficientemente sus
funciones bioldgicas. El ser humano dispone de un sistema
antioxidante cuya principal funcion es neutralizar la accion no-
civa de los radicales libres, este sistema de defensa esta cons-
tituido por enzimas como el superoxido dismutasa, catalasa,
glutation reductasa, y compuestos no enzimaticos como el
acido Urico, glutation, transferrina y eritrocupreina, pero no es
adecuadamente eficiente para neutralizar los radicales libres,
por cuyo motivo debe ingerir frutas y verduras®19 que son
una fuente considerable de compuestos antioxidantes cuyas
estructuras son de diversa naturaleza ejerciendo su accion a
través de diferentes mecanismos, algunos impiden que se ge-
neren los radicales libres, otros interrumpen la reaccion en ca-
dena de los radicales libres, asi como, inhibiendo o activando
vias de sefializacion celular?-13,

Numerosos estudios epidemioldgicos relacionan la ingesta
de dietas ricas en frutas y verduras con la accién protectora
que sus constituyentes que actlan previniendo diversas pa-
tologias”8:12, habiéndose adscrito esta accidn benéfica a los
compuestos con propiedades antioxidantes, entre los que se
citan a la vitamina C, acidos fendlicos, flavonoides, antociani-
nas, tocoferoles, etc. Estos efectos se deberian a la accidn
concertada de varios compuestos antioxidantes, ya que ofre-
cen la posibilidad de que al tener estructuras diferentes tam-
bién tendrian reactividad distinta y en consecuencia actuarian
mas eficientemente frente a los radicales libres.

Los acidos fendlicos y especialmente los flavonoides cons-
tituyen un grupo de compuestos con propiedades antioxidan-
tes que se encuentran estrechamente vinculados con la ac-
cién hipoglicemiante®, antibacterianal, anticancerigena®, que
lo ejercerian a través de sus propiedades antioxidantes, por
cuyo motivo es importante estudiar los efectos que puedan
mostrar las interacciones entre compuestos antioxidantes, asi
como, los efectos que puedan ejercer sobre medicamentos!4,
biomarcadores de inflamacién!>, microbiota intestinal® o in-
teracciones de compuestos fendlicos en frutas!’, por cuyo
motivo, el consumo de frutas, verduras y legumbres!8 brinda
la posibilidad de ingerir alimentos con elevado efecto antioxi-
dante?1219  actividad antibacterial?® o prevenir enfermedades
cronicas no transmisibles®. En tal sentido se ha observado que
cuando se combinan compuestos antioxidantes ocurren resul-
tados inesperados, ya que pueden producirse efectos aditi-
vos, antagonicos o sinérgicos.
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OBJETIVOS

El objetivo del presente estudio consiste en investigar el
comportamiento antioxidante de combinaciones binarias y
ternarias de acidos fendlicos y flavonoides en ausencia y pre-
sencia de vitamina C.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo in vitro, analitico, experimen-
tal y de corte transversal

Preparacion de la solucion de vitamina C

Diariamente se prepard la soluciéon 0.1 mM de vitamina C
con agua ultrapura inmediatamente antes de iniciar los expe-
rimentos, esta solucion se coloco en tubos 16 x 100 mm con
tapa rosca y se guardo en la refrigeradora, donde permane-
Cié durante la ejecucién del experimento.

Preparacion de las soluciones
de los compuestos antioxidantes

Los compuestos antioxidantes que se escogieron fueron
dos flavonoides: catequina (CAT) y epicatequina (EPI) y dos
acidos fendlicos: acido galico (GAL) y acido ferulico (FER). Se
prepararon soluciones metandlicas 0.1 mM de cada uno de los
compuestos antioxidantes los que se guardaron en la conge-
ladora a — 12°C en tubos 16 x 100 mm con tapa rosca.

Determinacion de la capacidad antioxidante.
Técnica FRAP

El fundamento de esta técnical’ reside en la reduccién del
complejo tripiridil triazina-férrica a su forma ferrosa que es de
color azul. El reactivo FRAP se preparé midiendo 2,5 mL de
una solucién 10 mM de TPTZ [2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-tria-
zina] disuelta en HCI 40 mM, 2,5 mL de una solucién acuosa
20 mM de cloruro férrico y 25 mL de tampdn acetato 0,3 M a
pH 3,6; este reactivo se prepard inmediatamente antes de re-
alizar las determinaciones analiticas. Los tubos de ensayo se
incubaron a 37°C durante 30 minutos, paralelamente se pre-
pard un blanco que no contenia muestra. Se leyo la absor-
bancia a 593 nm en un espectrofotometro Shimatzu de doble
haz modelo UV-2550. Para realizar los calculos se elabord una
curva de calibracion utilizando diversas concentraciones de
cloruro ferroso cuyo R? fue 0.9993. Los resultados se expre-
san como nmoles de Fe?* liberado.

Calculo de las acciones sinérgicas
de los antioxidantes

Para realizar los calculos de las acciones sinérgicas de las
combinaciones de acidos fendlicos, flavonoides y vitamina C
se evaluaron las actividades antioxidantes con la técnica FRAP
lo que constituyo el resultado experimental, mientras que la
actividad antioxidante tedrica de las diversas combinaciones

se realizd sumando las actividades antioxidantes individuales
de cada integrante de las combinaciones y en caso que la ac-
tividad antioxidante experimental fuese mayor que la calcu-
lada tedricamente se consideré6 como efecto sinérgico y
efecto antagonico en caso contrario.

Analisis estadistico

Todas las determinaciones analiticas se realizaron por tripli-
cado. Los resultados se expresan como medias, la comparacién
se hizo mediante el t de Student pareada para cada reaccién y
el ajuste para descartar falsos positivos se hizo utilizando la
Prueba de Benjamini-Hochberg. La diferencia entre las medias
con un p<0.05 fueron consideradas significativas.

RESULTADOS

Se evalud la actividad antioxidante de las muestras utilizando
la técnica FRAP habiéndose observado que el acido galico fue
el que mostro la mayor capacidad antioxidante mientras que el
acido ferulico exhibio el menor valor, pero si incluimos al acido
ascorbico, este compuesto tuvo una capacidad antioxidante no-
tablemente menor que los compuestos previamente citados,
conforme se observa en la tabla 1.

Las combinaciones de acido ferulico y tres concentraciones
de acido ascorbico mostraron un discreto efecto sinérgico que
era dependiente de las concentraciones de acido ascorbico,
mientras que las combinaciones de catequina con acido as-
corbico no modificaron la actividad antioxidante correspon-
diendo este comportamiento practicamente a una actividad
de indole aditivo. El efecto que causo la combinacion de acido
ascorbico y epicatequina permitié observar un efecto antago-
nico en las tres concentraciones de acido ascérbico utilizadas,
en cambio, las combinaciones de acido ascorbico con acido
galico no mostraron ninguna variacion de la actividad antioxi-
dante, es decir, la actividad antioxidante observada fue de
tipo ligeramente sinérgico como se muestra en la tabla 1.

Cuando se evalud la capacidad antioxidante de las combi-
naciones binarias de los cuatro compuestos motivo del pre-
sente estudio se observd que la combinacion binaria inte-
grada por acido galico-catequina fue la que mostrd el mas
elevado efecto sinérgico siguiéndole en eficiencia la mixtura
acido galico-epicatequina y aun ligeramente menor la combi-
nacion acido galico-acido ferulico, mientras que las combina-
ciones acido ferllico-catequina, acido ferulico-epicatequina y
catequina-epicatequina mostraron valores ostensiblemente
menores.

El acido ascorbico tuvo un comportamiento caracterizado
generalmente por disminuir el efecto sinérgico de aquellas
combinaciones binarias integradas exclusivamente por los
acidos fendlicos y flavonoides. La presencia de acido ascor-
bico en la combinacion acido ferllico-epicatequina la tornd
ligeramente antagonica, efecto que fue mas evidente en la
combinacion binaria catequina-epicatequina, ain mas noto-
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Tabla 1. Valores FRAP de acidos fendlicos, flavonoides y vitamina C. Combinaciones binarias con vitamina C

o Va_lor FRAP ya_llor FRAP ) ) valor p .
Combinaciones liberado teodrico esperado Diferencia Relacion
(nmoles Fe2t) (nmoles Fe2+) Lriezsy)

FER (100) 7,74
GAL (100) 16,17
CAT (100) 12,70
EPI (100) 14,11
ASC (100) 3,31
ASC (200) 6,34
ASC (300) 9,91
CAT (100) + ASC (100) 15,76 16,01 -0,25 0,43179 No significativo
CAT (100) + ASC (200) 19,36 19,04 +0,32 0,04138 Sinergismo
CAT (100) + ASC (300) 22,59 22,61 -0,02 0,90015 No significativo
EPI (100) + ASC (100) 15,24 17,41 -2,17 0,00370 Antagonismo
EPI (100) + ASC (200) 18,92 20,45 -1,53 0,02479 Antagonismo
EPI (100) + ASC (300) 21,51 24,02 -2,51 0,00025 Antagonismo
FER (100) + ASC (100) 11,53 11,04 +0,49 0,04310 Sinergismo
FER (100) + ASC (200) 15,30 14,08 +1,22 0,00014 Sinergismo
FER (100) + ASC (300) 18,99 17,64 +1,34 0,00055 Sinergismo
GAL (100) + ASC (100) 19,40 19,48 -0,08 0,82897 No significativo
GAL (100) + ASC (200) 23,28 22,51 +0,77 0,00968 Sinergismo
GAL (100) + ASC (300) 27,49 26,08 +1,41 0,00020 Sinergismo

* FER = acido ferulico, GAL = acido galico, CAT = catequina, EPI = epicatequina, ASC = vitamina C, 100, 200 y 300 uM.

ria cuando el acido ascorbico estuvo presente en la combi-
nacion acido galico-epicatequina cuyo efecto sinérgico en
ausencia de acido ascorbico era de +5,46 descendid a
+1,49, +1,55 y +0,95 en presencia de las tres concentra-
ciones utilizadas de esta vitamina. La combinacion sinérgica
de acido ferdlico-acido galico que era de +3,02 disminuyo
con la concentracion 100 UM de vitamina C, pero se man-
tuvo el efecto sinérgico cuando se utilizd las otras concen-
traciones. Con respecto a la combinacion binaria acido ga-
lico-catequina cuyo efecto sinérgico en ausencia de acido
ascorbico era de +5,51 se elevo ligeramente a +6,42 y 6,73
con las concentraciones 100 y 200 uM de esta vitamina,
pero descendidé a +5,22 con la concentracion 300 pM. La
Unica combinacion binaria en que la presencia de acido as-
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corbico produjo efecto sinérgico fue aquella conformada por
acido ferulico-catequina conforme se muestra en la tabla 2.

La evaluacion de la actividad antioxidante de las cuatro
combinaciones integradas por los cuatro compuestos del pre-
sente estudio permitié observar que solamente aquellas en
las que estuvo presente el acido galico mostraron la mayor
actividad antioxidante correspondiendo el valor mas elevado
a la combinacion ternaria integrada por acido galico-epicate-
quina-catequina, asi mismo, estas combinaciones también
mostraron una ligera accién sinérgica, en cambio, aquella
combinacion en la que no estuvo presente el acido galico (ca-
tequina-epicatequina-acido ferulico) mostré efecto antago-
nico conforme puede observarse en la tabla 3.
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Tabla 2. Valores FRAP de combinaciones binarias de acidos fendlicos, flavonoides en presencia y ausencia de vitamina C

o Va_lor FRAP ’V_alor FRAP ) ) valor p .
Combinaciones liberado teodrico esperado Diferencia Relacion
(nmoles Fe2t) (nmoles Fe2+) sz

CAT (100) + EPI (100) 26,23 26,81 -0,58 0,35057 No significativo
CAT (100) + EPI (100) + ASC (100) 27,40 30,11 -2,72 0,00000 Antagonismo
CAT (100) + EPI (100) + ASC (200) 30,31 33,15 -2,84 0,00000 Antagonismo
CAT (100) + EPI (100) + ASC (300) 32,91 36,72 -3,81 0,00000 Antagonismo
FER (100) + CAT (100) 20,72 20,44 +0,28 0,64777 No significativo
FER (100) + CAT (100) + ASC (100) 25,95 23,74 +2,20 0,02767 Sinergismo
FER (100) + CAT (100) + ASC (200) 29,63 26,78 +2,86 0,00575 Sinergismo
FER (100) + CAT (100) + ASC (300) 32,40 30,34 +2,05 0,10479 No significativo
FER (100) + EPI (100) 21,84 21,84 0,00 1,00000 No significativo
FER (100) + EPI (100) + ASC (100) 24,07 25,15 -1,08 0,00264 Antagonismo
FER (100) + EPI (100) + ASC (200) 28,24 28,18 +0,05 0,90152 No significativo
FER (100) + EPI (100) + ASC (300) 30,93 31,75 -0,82 0,09287 No significativo
FER (100) + GAL (100) 26,93 23,91 +3,02 0,02351 Sinergismo
FER (100) + GAL (100) + ASC (100) 29,15 27,21 +1,94 0,01060 Sinergismo
FER (100) + GAL (100) + ASC (200) 33,90 30,25 +3,66 0,00460 Sinergismo
FER (100) + GAL (100) + ASC (300) 36,88 33,81 +3,07 0,01697 Sinergismo
GAL (100) + CAT (100) 34,38 28,87 +5,51 0,00033 Sinergismo
GAL (100) + CAT (100) + ASC (100) 38,59 32,18 +6,42 0,00020 Sinergismo
GAL (100) + CAT (100) + ASC (200) 41,94 35,21 +6,73 0,00023 Sinergismo
GAL (100) + CAT (100) + ASC (300) 43,99 38,78 +5,22 0,00260 Sinergismo
GAL (100) + EPI (100) 35,73 30,28 +5,46 0,00041 Sinergismo
GAL (100) + EPI (100) + ASC (100) 35,08 33,58 +1,49 0,00055 Sinergismo
GAL (100) + EPI (100) + ASC (200) 38,17 36,62 +1,55 0,00014 Sinergismo
GAL (100) + EPI (100) + ASC (300) 41,13 40,19 +0,95 0,00015 Sinergismo

* FER = acido ferulico, GAL = acido galico, CAT = catequina, EPI = epicatequina, ASC = vitamina C, 100, 200 y 300 uM.

El efecto que ejercid el acido ascorbico sobre la combina-
cion ternaria conformada por acido galico-acido ferulico-cate-
quina, fue la que mostré el mayor efecto sinérgico de todas
las combinaciones ternarias siendo este efecto de +6,92 co-
rrespondiendo a aquella en que el acido ascorbico estuvo pre-

sente con una concentracion 200 UM, mientras que el efecto
del acido ascorbico sobre las combinaciones: acido galico-
acido ferulico-epicatequina y acido galico-catequina-epicate-
quina mostraron un efecto sinérgico perceptiblemente menor,
en cambio, la combinacion ternaria integrada por acido ferd-
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Tabla 3. Valores FRAP de combinaciones ternarias de acidos fendlicos, flavonoides en ausencia y presencia de vitamina C

o Va_lor FRAP ’V_alor FRAP ) ) valor p .
Combinaciones liberado tedrico esperado | Diferencia Relacion
(nmoles Fe2*) | (nmoles Fe2*) (eizEy

CAT (100) + GAL (100) + EPI (100) 46,32 42,98 +3.34 0,00002 Sinergismo
CAT (100) + GAL (100) + EPI (100) + ASC (100) 48,62 46,28 +2.33 0,03414 Sinergismo
CAT (100) + GAL (100) + EPI (100) + ASC (200) 51,82 49,32 +2.50 0,05905 | No significativo
CAT (100) + GAL (100) + EPI (100) + ASC (300) 55,22 52,89 +2.33 0,08097 | No significativo
FER (100) + CAT (100) + EPI (100) 31,72 34,54 -2.83 0,00001 Antagonismo
FER (100) + CAT (100) + EPI (100) + ASC (100) 35,09 37,85 -2.76 0,03707 Antagonismo
FER (100) + CAT (100) + EPI (100) + ASC (200) 38,08 40,88 -2.80 0,02067 | Antagonismo
FER (100) + CAT (100) + EPI (100) + ASC (300) 40,72 44,45 -3.73 0,00951 | Antagonismo
FER (100) + CAT (100) + GAL (100) 39,02 36,61 +2.41 0,01447 Sinergismo
FER (100) + CAT (100) + GAL (100) + ASC (100) 45,37 39,91 +5.46 0,00019 Sinergismo
FER (100) + CAT (100) + GAL (100) + ASC (200) 49,86 42,95 +6.92 0,00015 Sinergismo
FER (100) + CAT (100) + GAL (100) + ASC (300) 52,54 46,51 +6.02 0,00040 Sinergismo
FER (100) + GAL (100) + EPI (100) 40,05 38,01 +2.04 0,00004 Sinergismo
FER (100) + GAL (100) + EPI (100) + ASC (100) 42,10 41,32 +0.77 0,30999 No significativo
FER (100) + GAL (100) + EPI (100) + ASC (200) 46,22 44,35 +1.87 0,00794 Sinergismo
FER (100) + GAL (100) + EPI (100) + ASC (300) 48,96 47,92 +1.04 0,25690 | No significativo

* FER = &cido ferulico, GAL = &cido galico, CAT = catequina, EPI = epicatequina, ASC = vitamina C 100, 200 y 300 M.

lico-catequina-epicatequina en presencia de las tres concen-
traciones de acido ascérbico exhibid un ligero efecto antagé-
nico conforme se observa en la tabla 3.

En la tabla 4 se muestran los ajustes falsos positivos de in-
teracciones utilizando la Prueba Benjamini-Hochberg que co-
rroboran los resultados que se han mostrado en el presente
estudio y que permite adoptar una apropiada decision sobre
la naturaleza de las interacciones observadas.

DISCUSION

En el presente estudio se ha evaluado el efecto de la vita-
mina C sobre la actividad antioxidante de acido ferulico, acido
galico, catequina y epicatequina, asi como, de sus combina-
ciones binarias y ternarias. Los compuestos acidos fendlicos y
flavonoides son metabolitos secundarios de particular impor-
tancia para la salud humana!221.22, se encuentran presentes
en frutas y verduras121923  por cuyo motivo, la naturaleza
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de las combinaciones de estas sustancias pueden afectar las
propiedades benéficas de estos alimentos.

Considerando la actividad antioxidante de cada uno de
los compuestos antes citados, se observo que el acido ga-
lico tuvo la actividad mas elevada que los otros compues-
tos, resultado que es analogo al hallado por otros autores?*
quienes también observaron que el acido galico tenia una
actividad antioxidante similar al acido rosmarinico y a la
quercetina, y fue mas elevada que el acido cafeico, acido
clorogénico y rutina. En otro estudio?® cuyo objetivo era in-
vestigar la interaccién entre el resveratrol y otros compues-
tos fenodlicos mostraron que el acido galico tenia una activi-
dad mayor que la catequina, resultado que era similar al
que hemos obtenido en el presente trabajo, asi mismo, en
el mencionado estudio se mostré ademas que la actividad
antioxidante del acido galico era mayor que el acido cafeico
y resveratrol, pero algo menor que la quercetina.
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Tabla 4. Ajuste de Falsos Positivos (FP) de Interacciones mediante Prueba Benjamini-Hochberg (BH)

Combinaciones Decision FP (Prueba BH) Resultado
CAT (100) + ASC (200) Sinergismo 0,064249 No significativo
EPI (100) + ASC (100) Antagonismo 0,009494 Evidencia solida
EPI (100) + ASC (200) Antagonismo 0,043014 Evidencia leve
EPI (100) + ASC (300) Antagonismo 0,000967 Evidencia sélida
FER (100) + ASC (100) Sinergismo 0,065210 No significativo
FER (100) + ASC (200) Sinergismo 0,001023 Evidencia sdlida
FER (100) + ASC (300) Sinergismo 0,001637 Evidencia sélida
FER (100) + GAL (100) Sinergismo 0,042033 Efecto aditivo
GAL (100) + ASC (200) Sinergismo 0,020403 Efecto aditivo
GAL (100) + ASC (300) Sinergismo 0,000894 Evidencia sdlida
GAL (100) + CAT (100) Sinergismo 0,001223 Evidencia sélida
GAL (100) + EPI (100) Sinergismo 0,001335 Evidencia sdlida
CAT (100) + EPI (100) + ASC (100) Antagonismo 0,000001 Evidencia sélida
CAT (100) + EPI (100) + ASC (200) Antagonismo 0,000004 Evidencia sdlida
CAT (100) + EPI (100) + ASC (300) Antagonismo 0,000003 Evidencia sdlida
CAT (100) + GAL (100) + EPI (100) Sinergismo 0,000219 Evidencia sdlida
FER (100) + CAT (100) + ASC (100) Sinergismo 0,046644 Efecto aditivo
FER (100) + CAT (100) + ASC (200) Sinergismo 0,013575 Efecto aditivo
FER (100) + CAT (100) + EPI (100) Antagonismo 0,000128 Evidencia sdlida
FER (100) + CAT (100) + GAL (100) Sinergismo 0,028460 Efecto aditivo
FER (100) + EPI (100) + ASC (100) Antagonismo 0,007089 Evidencia solida
FER (100) + GAL (100) + ASC (100) Sinergismo 0,021563 Efecto aditivo
FER (100) + GAL (100) + ASC (200) Sinergismo 0,011318 Efecto aditivo
FER (100) + GAL (100) + ASC (300) Sinergismo 0,032297 Efecto aditivo
FER (100) + GAL (100) + EPI (100) Sinergismo 0,000361 Evidencia sdlida
GAL (100) + CAT (100) + ASC (100) Sinergismo 0,000962 Evidencia sdlida
GAL (100) + CAT (100) + ASC (200) Sinergismo 0,000976 Evidencia solida
GAL (100) + CAT (100) + ASC (300) Sinergismo 0,007310 Evidencia sdlida
GAL (100) + EPI (100) + ASC (100) Sinergismo 0,001699 Evidencia sdlida
GAL (100) + EPI (100) + ASC (200) Sinergismo 0,001145 Evidencia solida

* FER = &cido ferulico, GAL = 4cido galico, CAT = catequina, EPI = epicatequina, ASC = vitamina C 100, 200 y 300 pM.
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Tabla 4 continuacion. Ajuste de Falsos Positivos (FP) de Interacciones mediante Prueba Benjamini-Hochberg (BH)

Combinaciones Decision FP (Prueba BH) Resultado
GAL (100) + EPI (100) + ASC (300) Sinergismo 0,000978 Evidencia sélida
CAT (100) + GAL (100) + EPI (100) + ASC (100) Sinergismo 0,055948 No significativo
FER (100) + CAT (100) + EPI (100) + ASC (100) Antagonismo 0,059115 No significativo
FER (100) + CAT (100) + EPI (100) + ASC (200) Antagonismo 0,038117 Evidencia leve
FER (100) + CAT (100) + EPI (100) + ASC (300) Antagonismo 0,020777 Evidencia leve
FER (100) + CAT (100) + GAL (100) + ASC (100) Sinergismo 0,001030 Evidencia sdlida
FER (100) + CAT (100) + GAL (100) + ASC (200) Sinergismo 0,000901 Evidencia sdlida
FER (100) + CAT (100) + GAL (100) + ASC (300) Sinergismo 0,001402 Evidencia solida
FER (100) + GAL (100) + EPI (100) + ASC (200) Sinergismo 0,018029 Efecto aditivo

* FER = acido ferulico, GAL = acido galico, CAT = catequina, EPI = epicatequina, ASC = vitamina C 100, 200 y 300 uM.

La mixtura binaria integrada por acidos fendlicos y flavo-
noides permitidé mostrar que todas las combinaciones en las
que estuvo presente el acido galico exhibieron efectos sinér-
gicos a diferencia de las otras combinaciones que exhibian
efectos inclusive antagdnicos; estos resultados son similares
al mostrado por otros autores!® quienes utilizando combina-
ciones binarias con componentes diferentes a los que hemos
utilizado tales como: acido cafeico, acido clorogénico, acido
rosmarinico, quercetina y rutina mostraron un notable efecto
sinérgico siendo el mas elevado aquel que estuvo constituido
por acido galico y acido cafeico.

En un estudio en que se evalud mixturas binarias de resve-
ratrol con otros compuestos fendlicos se pudo observar que
utilizaron concentraciones 250 UM de acido galico, acido ca-
feico, quercetina y catequina; la mixtura que mostré la mayor
actividad antioxidante fue la integrada por resveratrol-quer-
cetina, evaluada con la técnica FRAP, correspondiendo a la
combinacion resveratrol-acido galico la siguiente mas ele-
vada, pero el calculo del indice de combinacion permitié mos-
trar que la combinacion catequina-resveratrol fue la Unica que
exhibié efecto sinérgico, mientras que las otras combinacio-
nes con resveratrol mostraron efectos antagonicos.

En una investigacion sobre los efectos que ejercio el acido
ascorbico sobre los jugos de granada-nectarina y uva®, asi
como, sobre las fracciones que fueron separadas de ambos
jugos que estuvieron constituidas por compuestos fendlicos y
antocianinas, permitié mostrar que la adicion de acido ascor-
bico en las concentraciones del 50, 100 y 200% de las reco-
mendaciones diarias de esta vitamina a ambos jugos incre-
mentd sus actividades antioxidantes evaluadas con las
técnicas DPPH y FRAP; pero cuando se adiciond acido ascor-
bico en las concentraciones antes mencionadas a la fraccion
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fendlica separada del jugo de uva se observo efectos que
eran inversamente proporcional a la concentracion de la vita-
mina C, ya que cuando se utilizé el 50 % de la recomenda-
cion diaria de esta vitamina mostrd efecto sinérgico disminu-
yendo notablemente este efecto al utilizar el 100 % y se torno
antagodnica cuando se utilizd el 200 % de la recomendacién
diaria de la vitamina C.

Con respecto a las mixturas ternarias en el presente estu-
dio se pudo observar que solamente aquellas en las que es-
tuvo presente el acido galico mostraron un ligero efecto si-
nérgico, mientras que en un estudio sobre los efectos
antioxidantes sinérgicos de algunos compuestos flavonoides y
fendlicos?* se observd que de todas las combinaciones terna-
rias estudiadas las que mayores efectos sinérgicos mostraron
fueron las combinaciones de acido galico 150 uM, quercetina
150 pM y acido clorogénico 600 UM, y aquella conformada por
acido galico 150 pM, quercetina 150 M y rutina 150 pM.

La presencia de acido ascorbico en la presente investiga-
cion afecto ligeramente la actividad antioxidante individual de
los acidos fendlicos y flavonoides, correspondiendo la combi-
nacion integrada por acido ferdlico-ascorbato la que mostrd
un ligero efecto sinérgico; mientras que en un estudio sobre
mixturas de antioxidantes polifendlicos como quercetina,
acido ferulico y hesperetina con acido ascorbico?’ los autores
mostraron que la evaluacion realizada con la técnica DPPH les
permitié concluir que todas las combinaciones resultaron te-
ner efecto antagonico.

En otra investigacion sobre mixturas de flavonoides y
acido ascorbico los autores?® realizaron el estudio evaluando
la actividad antioxidante utilizando la técnica DPPH ha-
biendo observado que las combinaciones conformadas por
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quercetina (3,8 pM)-ascorbato (2,9 pM) y la constituida por
naringina (606 WM) y ascorbato (2,9 pM) fueron las Unicas
que exhibieron efecto sinérgico, mientras que el resto de fla-
vonoides que se combinaron con ascorbato como la rutina,
hesperetina, hesperidina, naringina chalcona, naringina dihi-
drochalcona y naringenina mostraron efecto antagénico.

Es probable que las combinaciones binarias en las que in-
terviene el acido ascorbico puedan explicarse admitiendo que
estas interacciones sean dependientes del potencial de oxida-
cién??, es decir, el efecto sinérgico seria ocasionado por reac-
ciones acopladas a la regeneracion de un compuesto con ma-
yor potencial de oxidacion lo que se haria a expensas de otro
con menor potencial de oxidacion, a través de la transferen-
cia de hidrogeno.

Es de considerable importancia la necesidad de explicar de
una manera mas precisa la naturaleza intima de las interac-
ciones que han sido descritas por diversos investigadores lo
que permitira realizar nuevas investigaciones y descubrir nue-
vas propiedades de los flavonoides y acidos fendlicos.

CONCLUSIONES

El efecto que produjo el acido ascorbico sobre los fenoles
acidos y flavonoides fue dependiente de la naturaleza de los
fitoquimicos antes citados, habiendo producido los mas ele-
vados efectos sinérgicos en las combinaciones binarias y ter-
narias de los fenoles acidos y flavonoides. El acido galico mos-
trd la mayor actividad antioxidante que los otros compuestos
fitoquimicos y en todas las combinaciones en que participd in-
crement6 la capacidad antioxidante y elevd el efecto sinér-
gico, la presencia de &cido ascérbico incremento adicional-
mente dichos efectos.
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