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Resumen: La búsqueda sistemática de especies vegetales que aporten antioxidantes a la dieta ha sido una constante en las últimas 

décadas. Para el tamizaje se han propuesto diferentes ensayos que permitan distinguir a los mejores candidatos, tomando lo anterior 

como base, en este trabajo proponemos un ensayo sencillo, rápido y directo que se basa en el secuestro del radical libre DPPH, 

utilizando discos de hojas que facilitaría dicha tarea. Se analizó la actividad antioxidante de distintas especies: guayaba (Psidium 

guajava), encino roble (Quercus polymorpha), cenizo (Leucophyllum frutescens), nogal (Juglans regia), albahaca (Ocimum basilicum), ancua 

(Ehretia anacua), anacahuita (Cordia boissieri) y ebano (Ebenopsis ébano). Se demostró que las especies de guayabo, nogal y encino 

tienen un interesante contenido de compuestos antioxidantes, el ensayo propuesto permite realizar un tamizaje eficaz con un ahorro 

considerable de recursos, lo que lo hace ideal en estudios encaminados a la bioprospección sistemática de especies vegetales. 

Palabras claves: ensayo; antioxidantes; DPPH; especies vegetales  

Abstract: The systematic search for plant species that provide antioxidants to the diet has been a constant in recent decades. For 

screening, different tests have been proposed to distinguish the best candidates. Taking the above, in this work we propose a simple, 

rapid and direct test that is based on the free radical scavenger DPPH, using leaf discs that would facilitate said task. The antioxidant 

activity of different species was analyzed: guava (Psidium guajava), oak (Quercus polymorpha), cenizo (Leucophyllum frutescens), walnut 

(Juglans regia), basil (Ocimum basilicum), ancua (Ehretia anacua), anacahuita (Cordia boissieri). and ebony (Ebenopsis ebano). It was 

demonstrated that guava, walnut, and oak species have an interesting content of antioxidant compounds. The proposed test allows 

effective screening with considerable savings in resources, which makes it ideal in studies aimed at systematic bioprospecting of 

plant species.  
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1. Introducción 

Durante los últimos años se ha producido un enorme interés en el área biomédica las investigaciones encaminadas 

al estudio de radicales libres y antioxidantes, esto en buena medida a que se ha demostrado que el equilibrio de estos 

juega un papel clave en numerosas patologías, lo que incluye la iniciación y propagación del cáncer, enfermedades 

autoinmunes, hasta complicaciones por enfermedades metabólicas y crónico degenerativas (Checker et al, 2021). Este 

equilibrio se ve severamente afectado por el aumento constante a la exposición de radicales libres, entre los que se 

encuentran radiaciones ionizantes, luz ultravioleta, contaminantes atmosféricos como: ozono, monóxido de carbono, 

dióxido de azufre, etc (Jakubczyk et al., 2020). Con lo anterior queda de manifiesto la importancia de la búsqueda siste-

mática de nuevas y/o mejores formas de incorporar antioxidantes en la dieta, siendo el estudio de productos naturales 

una de las áreas de mayor crecimiento para tal fin, dada la posibilidad real de incorporar extractos, bebidas, alimentos, 

y/o aditivos que contribuyan a tal fin (Xu et al., 2017).  
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Existen numerosas metodologías para evaluar la actividad antiradical/antioxidante, siendo los que se basan en el 

secuestro/donación de protones los más populares, esto en buena medida dada su reproducibilidad y practicidad, 

siendo el secuestro del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) uno de los ensayos más populares y de uso rutinario 

en los proyectos que se aborda el estudio de antioxidantes naturales (Munteanu I.G. y Apetrei C., 2021; Viveros-Valdez 

E et al., 2015). A pesar de la practicidad del ensayo, una de las áreas que ha mostrado mayor complejidad, es la prepa-

ración de la muestra, ya que es habitual primero recurrir a una proceso de extracción, siendo los más rutinarios la 

maceración y soxhlet, aunque con la desventaja del tiempo y cantidad de muestra requeridas para su procesamiento, 

además, algunos trabajos han mencionado que precisamente durante la extracción se podría modificar/alterar la activi-

dad antioxidante de las muestras, y verse disminuida ya que algunos principios activos son termolábiles y/o inestables 

(Zhang et al., 2018), por lo que, recientemente se han propuesto ensayos novedosos que permitan determinar de manera 

in situ  la actividad antioxidante, destacando la propuesta por Kasote et al (2019) en donde se hacen uso de discos 

obtenidos de hojas de hortalizas, esta técnica permite evaluar una cantidad considerables de muestras en un corto 

tiempo, partiendo de esa premisa, en este trabajo planteamos una adecuación de dicha técnica para evaluar de manera 

rápida y sencilla la actividad antioxidante de hojas obtenidas de plantas ornamentales, medicinales y/o comestibles en 

un ensayo que, en condiciones ideales, no excedería los 30 minutos desde el procesamiento hasta el análisis de datos, 

esta técnica podría ser utilizada en tamizajes extensos encaminados a la búsqueda de especies con potencial antioxidante 

y/o una metodología rutinaria en laboratorios de docencia, esto dada su practicidad y viabilidad económica.   

2. Materiales y Métodos 

Se utilizaron muestras colectadas durante el mes de julio de 2024 en ciudad universitaria de la UANL localizada 

en el municipio de San Nicolás de los Garza, Nuevo León (25°43′38″N 100°18′37″O / 25.727222, -100.310278), se selec-

cionaron tres hojas por especie y se analizó que estuvieran libres de patógenos, insectos y/o materiales extraños de 

manera visible; fueron identificados por especialistas del departamento de botánica de la FCB-UANL. Las especies ana-

lizadas son: guayaba (Psidium guajava), encino (Quercus polymorpha), cenizo (Leucophyllum frutescens), nogal (Juglans re-

gia), albahaca (Ocimum basilicum), ancua (Ehretia anacua), anacahuita (Cordia boissieri) y Ebano (Ebenopsis ébano). Se utilizó 

agua destilada y metanol grado analítico, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) marca sigma-aldrich (D9132) y microplacas 

de 24 pozos de poliestireno marca Costar®.  

 

Para determinar la actividad antioxidante se siguió la técnica sugerida por Kasote  et al (2019) con modificaciones, 

las cuales se describen a continuación: una vez colectadas las hojas, estas se perforaron de manera manual utilizado una 

perforadora de papel circular para orificios de 6 mm de marca Noguez®, de manera individual cada disco obtenido se 

colocó en cada uno de los pozos de una microplaca de 24 pozos,  posteriormente en cada pozo se agregó 500 µL de una 

solución  metanólica al 80 % de DPPH [0.13 mg/mL] en cada uno de los pozos, la reacción se dejó incubar a temperatura 

ambiente y oscuridad por un periodo de 5 minutos, después de transcurrido el tiempo se retiraron los discos y leyó en 

un lector de microplacas (BioTek Epoch) a 515 nm.   La actividad antioxidante (AA) se calculó mediante la siguiente 

ecuación: % de AA/ mg del disco en PF = [(AC-AM/AC) x (100/PF del disco (mg)]. En donde PF se refiere al peso fresco, 

AC a la absorbancia del control negativo (C-), para tal fin se consideró la solución de DPPH sin tratamiento, y AM a la 

absorbancia de la muestra. Se realizaron cuatro repeticiones (discos) por hoja, y a su vez se utilizaron tres hojas de cada 

especie, los resultados se analizaron mediante un análisis de varianza de una vía (ANOVA), y se consideró una signifi-

cancia de ρ < 0.5. 

. 

3. Resultados 

En la Gráfica 1 se muestra la actividad antirradical/antioxidante de diferentes especies ornamentales y/o medici-

nales abundantes en el noreste mexicano, se observó que el mejor porcentaje de actividad antioxidante (AA) lo mostra-

ron las hojas del encino (55±4 ), seguido por la guayaba (32±4) y el nogal (30±5), mientras que las especies que mostraron 

la menor actividad fue la albaca (4.3±0.7) y el cenizo (3±0.2), es importante mencionar que para poder discernir entre el 

potencial de las distintas especies estudiadas se utilizó un ensayo rápido y sencillo que de manera in situ nos permito 

distinguir aquellas especies con potencial para estudios bioprospectivos (Imagen 1). 
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Grafica 1. Actividad antioxidante de distintas especies analizado directamente sobre discos de hojas. 

 

 

 

 
Imagen 1. Ensayo de la actividad antirradical/antioxidante de diferentes muestras utilizando el ensayo de DPPH 

sobre discos de hojas. 

4. Discusión 

Un radical libre es una especie química que se caracteriza por poseer uno o más electrones desapareados, son 

extremadamente inestables y poseen un gran poder reactivo, a nivel fisiológico tienden a unirse a biomoléculas, esto se 

ha relacionado con el desarrollo de estrés oxidativo, condición implicada en numerosas patologías (Zaric et al., 2023). 

Para evitar lo anterior, es fundamental el aporte de antioxidantes exógenos, los cuales pueden ser consumidos en la 

dieta y/o como suplementos (Prasad et al., 2016). Una de las fuentes tradicionales para la búsqueda sistemática de com-

puestos con actividad antioxidante es el estudio de plantas medicinales y comestibles (Aune D, 2019; Monroy-García et 

al., 2021), ya que estas tienden a ser ricas en fenoles y flavonoides compuestos que dada su estructura química tienen la 

cualidad de ser donadores de protones y por lo tanto fungir como secuestradores de radicales libres y ser considerados 

como antioxidantes (Losada-Barreiro S y Bravo-Díaz C., 2017), sin embargo, dada la enorme abundancia de especies 

vegetales, es complicado y costoso poder distinguir las mejores candidatas, con miras a perfeccionar la tarea antes men-

cionada, desde hace años se utilizan técnicas analíticas amigables, sencillas y reproducibles que permiten localizarlas, 
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destacando el uso del ensayo del secuestro del radical DPPH (Munteanu I.G. y Apetrei C., 2021), radical que cuando se 

encuentra de forma libre presenta una coloración morada con máximos de absorción en el rango de entre 515-517 nm, 

la cual disminuye en presencia de compuestos que estabilicen su estereoquímica observándose visualmente un cambio 

gradual de coloración  de morado a amarillo (imagen 1). Este ensayo se ha convertido en el más popular para el estudio 

de antioxidantes de origen natural, sin embrago, existen algunos inconvenientes (Gulcin İ. y Alwasel S.H., 2023), la 

mayoría de ellos relacionados a la necesidad de primero extraer los compuestos, algunas de la cuales son invasivas ya 

que requieren calor y/o tiempos prolongados de extracción, lo que aumenta la posibilidad de alguna degradación quí-

mica (Enaru et al., 2021), aunado a lo anterior, las cantidades de material vegetal requeridas para el proceso de extrac-

ción complica el manejo, transporte y proceso de las muestras, lo cual a su vez aumenta el costo e impacto ambiental, 

por lo que últimamente se ha propuestos técnicas menos invasivas, que requieren poca cantidad de muestra y una 

cantidad mínima de solventes y reactivos, de entre ellas destaca la propuesta por Kasote  et al (2019) quienes consi-

guieron analizar la actividad antioxidante en discos obtenidos a partir de hojas de hortalizas, sin embargo, se presentan 

alguna limitaciones para su extrapolación a hojas con menor contenido de agua, mayor contenido celular y material 

ligninolítico como es el caso de hojas de plantas aromáticas, ornamentales y/o medicinales, partiendo de lo anterior, en 

este trabajo se modificó la solución de trabajo, concentración del reactivo  y tiempos de incubación, lo que permitió un 

análisis más adecuado de este tipo de tejidos, esto en buena medida a que se logró una rápida y correcta difusión de los 

compuestos polares extraíbles del disco a la solución reactiva, esto se sugiere es debido al uso de la solución meta-

nol:agua al 80%, ya se ha demostrado que las mezclas hidrometanólica son  mejores para la extracción de compuestos 

fenólicos (Anwar et al., 2010), además de aumentar el punto de evaporación de la solución de trabajo, lo que da mayor 

estabilidad al trabajar con volúmenes pequeños, lo anterior permitió que el ensayo se corriera en una rango estable de 

absorbancias entre 1.1 a 0.95 a 515 nm, esto a los 5 minutos de iniciada la reacción, lo cual era complicado a la concen-

tración sugerida originalmente. Se encontró que la muestras con mayor contenido de antioxidantes es el encino (Quercus 

polymorpha), ya se ha demostrado que varias especies del género Quercus  tienen un alto contenido de compuestos 

antioxidantes (Rivas-Arreola et al., 2010; Othón-Díaz), sin embargo, este es el primer reporte en donde se hace mención 

del potente efecto mostrado por el encino roble, por otra parte las hojas de guayabo (Psidium guajava) y del nogal (Juglans 

regia), también mostraron una cantidad considerable de compuestos antirradicales, previamente ya se ha demostrado 

que el efecto antioxidante en las hojas de guayaba es debido a la  presencia de quercetina (Naseer et al., 2018), mientras 

que en la hojas de J. regia, algunos ácidos fenólicos como el cafeico  y flavonoles derivados del kaempferol, quercetina 

y miricetina son los responsables de esta actividad (Bourais et al., 2022).  El resto de las especies: albahaca (Ocimum 

basilicum), ancua (Ehretia anacua), ebano (Ebenopsis ébano), anacahuita (Cordia boissieri) y cenizo (Leucophyllum frutescens) 

no mostraron actividad antioxidante significativa (grafica 1), sin embargo, es importante mencionar que dada la natu-

raleza del ensayo, se ve pobremente reflejada la actividad de compuestos de naturaleza no polar, lo cual podría en parte 

justificar los resultados mostrados en estas especies, en este sentido, ya se ha demostrado la actividad antioxidante del 

aceite esencial de O. basilicum, siendo el citral y estragol los compuestos más abundantes  (Mahendran G. y Vimol-

mangkang S., 2023), así mismo y dada la practicidad del ensayo se podría rastrear cual es la mejor época para la colecta 

del material vegetal, ya que previamente se reportó que el extracto y particiones polares del cenizo (L.frutescens) poseen 

una interesante actividad antioxidante (Ahmad et al., 2022), sin embargo, el estudio se realizó durante la época de flo-

ración (octubre) lo cual dista de lo realizado en este proyecto,  del resto de las especies (ancua, ebano y anacahuita) no 

existen reportes de la actividad antioxidante en hojas, lo cual confirmaría que dichas especies son pobres candidatas 

para el rastreo sistemático de compuestos antirradicales/antioxidantes.   

. 

5. Conclusiones 

Mediante un ensayo sencillo, rápido y directo realizado sobre discos de hojas se demostró que las especies de 

guayabo, nogal y encino tienen un interesante contenido de compuestos antioxidantes, siendo este el primer reporte del 

potente efecto mostrado por el encino roble (Quercus polymorpha), el ensayo propuesto permite realizar un tamizaje 

eficaz con un ahorro considerable de recursos, lo que lo hace ideal en estudios encaminados a la bioprospección siste-

mática de especies vegetales, así mismo se propone su posible uso en docencia, esto dada la practicidad del ensayo. 
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