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PRUEBA de acido 2,2'-acino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS*)

La prueba de ABTS consiste en la formacion del cation radical de
ABTS*" mediante el uso de persulfato de sodio, el cual producird un
cromégeno verde/azul. La reduccion del ABTS™ por moléculas
antioxidantes permite la decoloracién del ABTS* (1). Por lo tanto, con
la técnica de ABTS se puede medir la capacidad de moléculas de
donar electrones y actuar como agentes reductores, y asi determinar
su capacidad para estabilizar los radicales y disminuir el proceso
oxidante (2).

Como se muestra en la Figura 1, el ABTS se reduce al catién radical
ABTS y posteriormente este radical formado es estabilizado por el
compuesto a evaluar (3) a diferencia de la prueba de DPPH en donde
se emplea un radical libre estable, la prueba de ABTS, nos permite
evaluar la capacidad de las moléculas de donar un electrén a un
radical que se va formando.
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Figura 1. Reaccidn general entre el cation radical ABTS en presencia de una sustancia
antioxidante.
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REACTIVOS PARA EL ENSAYO DE ABTS

El Kit contiene los reactivos presentados en la Tabla 1 y 4 placas de
96 pozos, los cuales, son suficientes para evaluar el estandar y 7
compuestos a 5 concentraciones distintas como se muestra en la
Figura 3.

Tabla 1. Reactivos para el ensayo ABTS

Reactivo Compuesto No. de frascos
A acido 2,2'-acino-bis(3- 1 frasco
etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS)
Persulfato de potasio 1 frasco
) (K2S205)
C Acido 5-aminosalicilico (5- 2 frascos
ASA)
Metanol 1 frasco Metanol (30 mL)
1 frasco DMSO (30 mL)
DMSO
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PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA EL ENSAYO DE ABTS

Disolver el reactivo A en 1.5 mL de H,0 destilada.

Transferir el reactivo A disuelto, al vial del reactivo B, mezclar e
incubar por 16 h a temperatura ambiente en la oscuridad
(cubierto con papel aluminio) para formar el catién radical de
ABTS el cual tendrd un color verde/azul. El cation radical ABTS
formado es estable por dos dias.

Una vez transcurridas las 16 h, preparar 7500 pL de ABTS diluido
de la siguiente forma: mezclar 240 uL del radical ABTS formado
(agitar bien antes de usar) en 7260 uL de la mezcla DMSO:METANOL
(1:1; para tener 15 mL). La cantidad de ABTS diluido y la mezcla
DMSO:METANOL son suficientes para completar el ensayo de una
placa como se muestra en la figura 3 evaluando dos compuestos
por placa.

Preparar la solucién stock del 5-ASA, disolviendo el reactivo C con
2 mL de DMSO esta solucién tendra una concentracion de 3.26
mM (preparar cada vez que se use porque se oxida).

A partir de la solucidn stock del 5-ASA preparar las diferentes
concentraciones. Rotular 5 viales con a, b, ¢, d y e, los cuales
corresponden a las concentraciones de 0.32, 0.16, 0.08, 0.04 y
0.02 mM para el 5-ASA y en su caso para cada uno de los
compuestos a evaluar.

Preparar el vial a (con la concentracién 0.32 mM) del 5-ASA como
se muestra en la tabla 2, o de los compuestos a evaluar para los
cuales se deberan hacer los calculos como se sugiere en el
ANEXO. Tomando en cuenta el peso molecular, o bien si es algin
extracto este podra evaluarse en ug/mL, o alguna otra
concentracion.
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Tabla 2. Preparacién del compuesto estandar 5-ASA (vial a). Revisar Anexo para
compuesto problema.

pL de la soluciéon pL. DMSO pL Metanol
stock del 5-ASA
5-ASA (Vial a; 40 160 200

0.32mM)

Realizar las diluciones a partir del vial a. Adicionar a partir del vial
b al e, 200 puL de la mezcla DMSO: METANOL. Posteriormente,
transfiera 200 pL del vial a al vial b y mezcle. A partir del vial b
transfiera 200 pl al vial ¢ y mezcle. Posteriormente, transfiera
200 pL del vial c al d y mezcle. Finalmente, transfiera 200 pL del
vial d al e y mezcle. Ver Figura 2.

200pL  200pL  200uL 200pL

c d

a b e
I—20O|.|L de la mezcla DMSO:metanol —

Figura 2. Preparacion de los viales a, b, c,d y e.

PROCEDIMIENTO PARA EL ENSAYO DE ABTS

Se recomienda realizar el ensayo por triplicado como esta indicado a
continuacién:



A\
\

Y Pharbiois

\}

Determinar la absorbancia del radical ABTS diluido a 734 nm
(4), con 5 segundos de agitacién en un lector de placas.
Preparar 3 pozos con 20 pL de la mezcla DMSO:Metanol mas
180 pL del radical ABTS diluido. La absorbancia de los pozos
Anets debe ser de = 0.8 £ 0.20. Si la absorbancia es menor
colocar mas radical ABTS y si la absorbancia es mayor diluir
con las mezcla DMSO:Metanol.

Una vez determinada la absorbancia del radical ABTS diluido
preparar los pozos que corresponden a la absorbancia Aa.
Adicionar 20 puL de cada una de las concentraciones de cada
compuesto (a, b, ¢, dy e) a 3 pozos, siendo en total 15 pozos.
Posteriormente, adicionar a los pozos 180 uL de la mezcla
DMSO:METANOL. Con la absorbancia de estos pozos se descarta
la interferencia del propio compuesto.

Para obtener las absorbancias A;. Adicionar 20 uL de cada una
de las concentraciones de cada compuesto (a, b,c,dye)a3
pozos, siendo en total 15 pozos. Posteriormente adicionar a
todos estos pozos 180 pL de la solucion de ABTS diluido
(figura 3). Considerar que el compuesto se diluye 10 veces
por lo que las concentraciones para graficar seran 32, 16, 8,
4y 2 uM.

La absorbancia Aasrs se obtiene de 3 pozos en los cuales se
adiciona 180 uL de ABTS diluido mds 20uL de la mezcla
DMSO:METANOL.

Finalmente, la absorbancia que corresponde a Ap se obtiene
de 3 pozos adicionando 200 uL de la mezcla DMSO:METANOL
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AD:200 pL de la AABTS: 20 L de la
mezcla mezcla DMSO:METANOL +
DMSO:METANOL 180 pL de ABTS diluido
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Figura 3. Ejemplo de placa de 96 pozos con un compuesto.

6. Incubar la placa por 30 min a temperatura ambiente y
protegido de la luz.

7. Determinar la absorbancia a 734 nm (4), con 5 segundos de
agitacién en un lector de placas.

ANALISIS DE RESULTADOS

Para determinar el % del radical ABTS reducido se emplea la siguiente
ecuacion.

% ABTS REDUCIDO = 100 — [(A1 — A2)/(AABTS — AD) * 100]
Doénde:

A,= Absorbancia del compuesto con ABTS
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A, =Absorbancia del compuesto con solvente
Ansts= Absorbancia del ABTS
Ap= Absorbancia del solvente.

La grafica obtenida después de los calculos es la siguiente:
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Figura 4. Porcentaje de ABTS reducido empleando 5 diferentes concentraciones de 5-ASA (A).
Con la grafica B es posible obtener la concentracion de 5-ASA que reduce el 50 % de ABTS. (r?
0.9820)
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ANEXO.
Preparacion del vial a de 5-ASA.
El 5-ASA tiene un peso molecular de 153.14 g/mol.

Basandonos en el 5-ASA se pesara 1 mgy se disolvera en 2000 pL de
DMSO. Esta serad la solucion stock.

1. Setiene que obtener la concentracion molar de la solucidn
stock por lo que sustituyendo la férmula de molaridad se

tiene que:
M- m
~ PM <V
Donde:
M= molaridad (mol/L)
m=masa (g)
PM= peso molecular (g/mol)
V= volumen (L)
1x1073g 5
M= g =326 mM 03.26 x10™°M
153.14 ol ¥ 2x1073L
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2. Se determinara el volumen que se tiene que tomar de la
solucidn stock para llegar a la concentracion del vial a (320

UM o 320 x10°M) en un volumen final de 400 uL
DMSO:METANOL.

Concentracién vial a * Volumen final del vial a

Volumen de stock = — —
Concentracién de la solucién stock

320 x107°M * 400 pL
3.26 x1073M

Volumen de stock = = 39.26 uL~39uL

3. Elvolumen final en el tubo a es de 400 pL DMSO:METANOL que
seria 39 pL de la solucién 5-ASA que esta disuelta en DMSO
mas 161 pL de DMSO y 200 plL de metanol.

Estas férmulas se utilizan en los calculos de la preparacion del vial
a de cualquier compuesto que se quiera evaluar segun su peso
molecular.

Nota: Puede utilizar una soluciéon stock con diferente concentracidon, sin
embargo, debera calcular el volumen segun la ecuacién anterior.
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ESTABILIDAD Y ALMACENAIE DE LOS REACTIVOS

Reactivo Compuesto = Marca Condiciones de Ficha
almacenamiento técnica
A acido 2,2'- sigma = Mantener el frasco bien = https:/www.
acino-bis(3- cerrado en un lugar canva.com/d
etilb‘enzotiazol seco. esign/DAGJ
Sull?(?l-l?;o) Temperatura de Qu0ZITw/B
(ABTS) almacenaje 2c-

recomendada XjFFEFZ2cl
2-8°C xOUmI9KA/
B Persulfatode | sigma =~ Mantener el frasco bien =~ view?utm_c
potasio cerrado en un lugar ontent=DAG
(K2S205) seco. JOuOZITw&
Sensible a la humedad. = utm_campai
C Acido 5- sigma Temperatura de gn=designsh
aminosalicilic almacenaje recomendada are&utm me
0 (5-ASA) o 2-8°C dium=link&
Sensible a la luz. utm source=

Metanol chroma = Almacenar en un lugar editor

solv for bien ventilado. -

hplc Mantener en lugar
fresco.
DMSO sigma = Mantener el frasco bien
cerrado en un lugar
seco.

Almacenar en atmoésfera
inerte. higroscopico
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