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Radicales Especies Reactivas (RNS/ROS)
Hidroxilo (HO•) Peróxidos Orgánicos (ROOH)
Peroxilo (ROO•) Ácido nitroso (HNO2)

Hidroperoxilo (HOO•) Catión Nitrilo (NO2⁺)
Superóxido (O2•¯) Oxigeno (O2)

Óxido Nítrico (NO•) Alquilperoxinitrilos (ROONO)
Alcoxilo (RO•) Ácido peroxinitroso (ONOOH)

Dióxido de Nitrógeno (NO2•) Ozono (O3)

ANTIOXIDANTES

VITAMINA C

TOCOFEROLES

CAROTENOIDES

FLAVONOIDES

INTRODUCCIÓN
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Nombre de los ensayos Abreviaciones
Ensayo de capacidad de absorbancia de radical de oxígeno. ORAC

Ensayo de parámetro de captura de radicales libres. TRAP

Ensayo de capacidad de barrido de oxoradicales totales. TOSC

Ensayo de poder antioxidante ferro reductor. FRAP

Ensayo de capacidad antioxidante reductora de cobre. CUPRAC

Ensayo de capacidad antioxidante reductora de Ce (IV). CERAC

Ensayo de capacidad antioxidante reductor de Cr (VI). CHROMAC

Ensayo basado en voltametria cíclica. CV

Ensayo basado en pulso diferencial. DPV

Ensayo basado en voltametria de onda cuadrada. SWV

Ensayo basado en electrodo de mercurio. DME

Ensayo basado en nanopartículas de plata. SNPAC

Ensayo basado en nanopartículas de oro. Au NPs

Ensayo de capacidad antioxidante en equivalente de Trolox empleando radical ABTS. ABTS

Ensayo de capacidad de barrido de radicales empleando el radical DPPH. DPPH

Ensayo de capacidad de  reducción de metáles con reactivo de Folin Ciocalteu F-C

Ensayo basado en quimioluminiscencia de luminol. PCL

Expresión de resultados

TEAC: mol Trolox/ gr de sustancia.

α TEAC: mol α Tocoferol/ gr de sustancia.

AAE: ug Á.Ascórbico/ gr de sustancia.

AGE:  mol Á.Gálico/ gr de sustacia.

CUANTIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
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Folin - Ciocalteu ABTS•⁺

DPPH• Fotoquimioluminiscencia

𝑀𝑜 𝑉𝐼 𝑎𝑚𝑎𝑟𝑖𝑙𝑙𝑜 + 𝑒‾ 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝐴𝑂 → 𝑀𝑜 𝑉 (𝑎𝑧𝑢𝑙)
ABTS + K2S2O8 → ABTS •+

ABTS •+ + ArOH → ABTS + ArO • + H⁺

DPPH • + ArOH → DPPH + ArO • + H⁺ S + hv + O2 → S ∗ O2 → S • ‾ + O2 • ‾

PRINCIPIO DE CUANTIFICACIÓN DEL MÉTODO
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COMPUESTOS ANTIOXIDANTES EVALUADOS
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Necesidad de métodos estandarizados y 
expresión correcta de resultados.

Aplicaciones fisiológicas de los 
compuestos antioxidantes.

Métodos adecuados para 
aplicaciones específicas.

Información sobre el comportamiento 
antioxidante de los compuestos.

Elucidar aspectos de los métodos de 
cuantificación antioxidante.

Concenso global del perfil 
antioxidante de  productos, etc.

Comportamiento de componentes 
antioxidantes entre los métodos.

Mediciones de actividad antioxidante 
adecuadas para tratar enfermedades.

Aserción

Conveniencia

Teórico

Social

Estandarización

Aplicación

Adaptabilidad

Generación

JUSTIFICACIÓN E IMPORTANCIA
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Relacionar los 
resultados 
obtenidos. 

• Relaciones lineales para
predecir resultados y dar
relevancia al trabajo.

Validar y 
comparar los 

datos obtenidos. 

• Análisis de varianza. 
Contrastes estadísticos 
para establecer criterios 
de estandarización .

Identificar la 
correlación entre 

los métodos. 

• Comparación simultanea 
de los resultados  para 
estimar la predictibilidad 
de valores. 

Determinar la 
respuesta analítica  

de cada 
compuesto.

• Desarrollo apropiado de 
los procedimientos 
experimentales para 
establecer  modificaciones

Evaluar la respuesta analítica a la actividad antioxidante utilizando los métodos considerados, frente a
estándares antioxidantes, para establecer criterios de semejanza, sensibilidad, y metodología experimental.

OBJETIVOS
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METODOLOGÍA EXPERIMENTAL

Ensayos  
colorimétricos

Folin 
Ciocalteu

765 nm 

ABTS•⁺

740 nm

DPPH•

520nm
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Estándares 
Antioxidantes

PRIMERO

Pesado de 
reactivos

SEGUNDO

Soluciones 
Stock 

TERCERO Folin Ciocalteu

• 1 hora FC + 1 hora 
Carbonato

• Medición directa del 
balón.

ABTS

• Medición exacta en 6 
min 

• Preparación en cubetas 
de medida

DPPH

• Medición exacta en 5 
minutos 

• Preparación en cubetas 
de medida

METODOLOGÍA EXPERIMENTAL
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PHOTOCHEM PARÁMETROS DEL MÉTODO

Amplificación baja.

Doble purga entre mediciones.

Purga con metanol y agua.

Calibración cuadrática.

Análisis por inhibición

RESPUESTA DEL EQUIPO

Señal (V) VS Tiempo.

Mediciones individuales.

Análisis de curvas.

Rango de concentraciones 
específico.

CURVA DE CALIBRADO

Manipulación de curvas de 
calibrado

Linelaización por argumentos 
recíprocos.

METODOLOGÍA EXPERIMENTAL
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RESULTADOS
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CURVAS DE CALIBRACIÓN ENTRE LOS DIFERENTES MÉTODOS
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Compuesto FOLIN-CIOCALTEU R² DPPH  R² ABTS R²

A.Gálico 0.9963 0.9978 0.9986

A.Ascorbico 0.9962 0.9926 0.9922

Trolox 0.9914 0.9987 0.9953

ẞ-Caroteno 0.9933 0.9268 0.6372

BHT 0.9974 0.9879 0.9956

BHA 0.998 0.9993 0.9974

Timol 0.9954 0.8590 0.9905

Eugenol 0.9880 0.9991 0.9953

Capsaicina 0.9952 0.9986 0.9986

Hidroquinona 0.9998 0.9946 0.9927

Resorcinol 0.9932 0.9811 0.9948

α-Tocoferol 0.99424 0.9918 0.9979
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Resumen (Medias LS) - DPPH

A.Gálico α-Tocoferol Trolox A.Ascorbico

Hidroquinona BHA Eugenol Capsaicina

𝑬𝒔𝒕𝒂𝒏𝒅𝒂𝒓𝒆𝒔 𝒗𝒂𝒍𝒐𝒓𝒆𝒔 𝒐𝒃𝒕𝒆𝒏𝒊𝒅𝒐𝒔 𝒅𝒆 𝒍𝒂𝒔 𝒅𝒊𝒇𝒆𝒓𝒆𝒏𝒕𝒆𝒔 𝒓𝒆𝒑𝒍𝒊𝒄𝒂𝒔 𝑴𝒆𝒅𝒊𝒂 (𝑨𝑶𝑨)

𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 1(𝐵𝐻𝑇) 𝑋11 𝑋12 … 𝑋1𝑗 … 𝑋1𝑛 𝑋1

𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 2 (𝐵𝐻𝐴) 𝑋21 𝑋22 … 𝑋2𝑗 … 𝑋2𝑛 𝑋2

𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑖 (𝑒𝑡𝑐) 𝑋𝑖 1 𝑋𝑖 2 … 𝑋𝑖 𝑗 … 𝑋𝑖 𝑛 𝑋𝑖

𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑛 12 𝐴𝑂 𝑋ℎ 1 𝑋ℎ 2 … 𝑋ℎ 𝑗 … 𝑋ℎ 𝑛 𝑋ℎ

𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎 𝐺𝑙𝑜𝑏𝑎𝑙. 𝐺𝑟𝑎𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝑇

RESUMEN DE PRUEBAS  TUKEY Y DUNNETT
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MÉTODO FOTOQUIMIOLUMINISCENCIA

Estadístico C

No. de observaciones 10

Mínimo 0.859

Máximo 1.086

1° Cuartil 0.920

Mediana 0.992

3° Cuartil 1.041

Media 0.978

Varianza (n-1) 0.006

Desviación típica (n-1) 0.079
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Compuesto PCL   R²

A.Gálico 0.9991

A.Ascorbico 0.9984

Trolox 0.999

ẞ-Caroteno 0.9986

BHT 0.9992

BHA 0.9993

Timol 0.9958

Eugenol 0.9992

Capsaicina 0.9996

Hidroquinona 0.9994

Resorcinol 0.9962

α-Tocoferol 0.9998
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Variables F-C ABTS DPPH PCL

F-C 1 0.651 0.383 0.650

ABTS 0.651 1 0.733 0.829

DPPH 0.383 0.733 1 0.758

PCL 0.650 0.829 0.758 1

Relación Lineal  entre métodos con 

resultados en TEAC

Coeficientes de 

correlación

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐏𝐂𝐋 = 𝟎.𝟕𝟓𝟑 𝐓𝐄𝐀𝐂𝐀𝐁𝐓𝐒 + 𝟎.𝟎𝟕𝟗𝟓 0.829

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐏𝐂𝐋 = 𝟎.𝟖𝟐𝟏𝟕 𝐓𝐄𝐀𝐂𝐃𝐏𝐏𝐇 + 𝟎. 𝟑𝟏𝟔𝟐 0.758

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐃𝐏𝐏𝐇 = 𝟎. 𝟔𝟐𝟒𝟕 𝐓𝐄𝐀𝐂𝐀𝐁𝐓𝐒 + 𝟎. 𝟎𝟐𝟓 0.733

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐏𝐂𝐋 = 𝟎.𝟕𝟕𝟔𝟏 𝐓𝐄𝐀𝐂𝐅−𝐂 + 𝟎.𝟒𝟒𝟒𝟕 0.650

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐀𝐁𝐓𝐒 = 𝟎.𝟖𝟐𝟕𝟔 𝐓𝐄𝐀𝐂𝐅−𝐂 − 𝟎. 𝟑𝟏𝟗𝟏 0.651

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐃𝐏𝐏𝐇 = 𝟎.𝟒𝟏𝟒𝟕 𝐓𝐄𝐀𝐂𝐅−𝐂 − 𝟎.𝟎𝟎𝟗𝟐 0.383

Relación Lineal entre métodos Coeficiente de 

correlación 

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐏𝐂𝐋 = 𝟎.𝟕𝟓𝟑 𝐓𝐄𝐀𝐂𝐀𝐁𝐓𝐒 + 𝟎.𝟎𝟕𝟗𝟓 0.829

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐏𝐂𝐋 = 𝟎. 𝟖𝟎𝟓𝟏 Á.𝐀𝐬𝐜𝐨𝐫𝐛𝐢𝐜𝐨 𝐄.𝐃𝐏𝐏𝐇− 𝟎.𝟑𝟏𝟔 0.758

Á.𝐀𝐬𝐜𝐨𝐫𝐛𝐢𝐜𝐨 𝐄.𝐃𝐏𝐏𝐇= 𝟎.𝟔𝟑𝟔𝟕 𝐓𝐄𝐀𝐂𝐀𝐁𝐓𝐒 + 𝟎. 𝟎𝟐𝟔𝟓 0.733

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐏𝐂𝐋 = 𝟏. 𝟗𝟗𝟔 Á.𝐆á𝐥𝐢𝐜𝐨 𝐄.𝐅−𝐂− 𝟎. 𝟒𝟒𝟒𝟗 0.650

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐀𝐁𝐓𝐒 = 𝟐. 𝟏𝟐𝟖𝟖 Á.𝐆á𝐥𝐢𝐜𝐨 𝐄.𝐅−𝐂− 𝟎.𝟑𝟏𝟗𝟓 0.651

Á.𝐀𝐬𝐜𝐨𝐫𝐛𝐢𝐜𝐨 𝐄.𝐃𝐏𝐏𝐇= 𝟏. 𝟎𝟖𝟕𝟏 Á.𝐆á𝐥𝐢𝐜𝐨 𝐄.𝐅−𝐂+ 𝟎. 𝟎𝟎𝟖𝟔 0.383

CORRELACIÓN ENTRE MÉTODOS Y RELACIONES PROPUESTAS
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PREDICTIBILIDAD DE VALORES

Genotipo ABTS (TEAC) DPPH (TEAC)

Allahabad 37.9 ± 3.4 32.07 ± 5.1

Fan Retief 34.47 ± 2.1 27.77 ± 1.7

Ruby 22.37 ± 0.9 16.27 ± 1

Selección Avanzada 29.67 ± 2.3 24.97 ± 0.5

Media de ensayo 31.17 ± 6.8 25.27 ± 6.7

𝑻𝑬𝑨𝑪𝑫𝑫𝑷𝑯

23.7

21.55

14

18.55

19.49

18

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐃𝐏𝐏𝐇 = 𝟎. 𝟔𝟐𝟒𝟕 𝐓𝐄𝐀𝐂𝐀𝐁𝐓𝐒 + 𝟎. 𝟎𝟐𝟓

La investigación realizada por Thaipong, Boonprakob et al. (2006), presenta resultados del 

análisis de Actividad antioxidante llevada a cabo en extractos de Guava por varios métodos.

Thaipong, K., et al. (2006). "Comparison of ABTS, DPPH, FRAP, and ORAC assays for estimating antioxidant 
activity from guava fruit extracts."  19(6-7): 669-675 

Fuente: (Thaipong, Boonprakob et al. 2006)
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PREDICTIBILIDAD DE VALORES

Especie ABTS                         

(umol TX/gr masa 

seca)

PCL                                        

( umol TX/ gr masa 

seca)

Anís Estrellado 66.8 ± 1.3 22.2 ± 0.7

Canela 1057.1 ± 19.3 454.9 ± 17.1

pimienta 280.2 ± 1.5 126 ± 7.7

clavo 926.8 ± 64.2 805.6 ± 3.9

mezcla de 

especias

124.2 ± 0.5 18.4 ± 0.2

nuez moscada 358.5 ± 19.2 41.4 ± 5.6

Jengibre 52.8 ± 0.2 73.2 ± 6

Vainilla 102.3 ± 14.7 159.6 ± 0.5

Hinojo 26.8 ± 0.4 21.5 ± 0.7

Anís 12.7 ± 0.8 18 ± 0.2

Cardamomo 23.7 ± 0.4 12 ± 0.4

Pimienta blanca 40.4 ± 2.1 20.7 ± 0.1

cilantro 5.6 ± 0.5 9.2 ± 0.3

Especie TEAC ABTS TEAC PCL

Anís Estrellado 20.54816 50.3799

Canela 416.3821 796.0758

pimienta 115.5044 211.0701

clavo 737.2025 697.9599

mezcla de especias 17.07192 93.6021

nuez moscada 38.11232 270.03

Jengibre 67.20296 39.8379

Vainilla 146.2417 77.1114

Hinojo 19.9078 20.2599

Anís 16.706 9.6426

Cardamomo 11.2172 17.9256

Pimienta blanca 19.17596 30.5007

cilantro 8.65576 4.2963

𝐓𝐄𝐀𝐂𝐏𝐂𝐋 = 𝟎. 𝟕𝟓𝟑 𝐓𝐄𝐀𝐂𝐀𝐁𝐓𝐒 + 𝟎. 𝟎𝟕𝟗𝟓𝐓𝐄𝐀𝐂𝐴𝐵𝑇𝑆 = 𝟎. 9148 𝐓𝐄𝐀𝐂𝑃𝐶𝐿 + 𝟎. 2396

Przygodzka, Zielińska et al. (2014), desarrolla el análisis de actividad antioxidante en especias

utilizando varios métodos.

Przygodzka, M., et al. (2014). "Comparison of methods for evaluation of the antioxidant capacity and phenolic 

compounds in common spices."  58(2): 321-326.

Fuente: (Przygodzka, Zielińska et al. 2014)



• La investigacion realizada por Berker, Ozdemir Olgun et al. (2013), compara los valores

obtenidos entre varios métodos de análisis
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COMPARACIÓN DE RESULTADOS

F-C ABTS

Trolox 1.000 1.000

Á. Ascórbico 1.690 0.649

β-Caroteno 0.815 0.049

BHA 2.020 2.421

Á. Gálico 2.570 2.551

Capsaicina 2.285 0.871

Timol 1.076 0.105

α-Tocoferol 1.249 1.126

Eugenol 2.694 1.586

Resorcinol 1.750 0.150

Hidroquinona 1.219 1.153

BHT 0.994 0.533

Berker, K. I., et al. (2013). "Modified Folin–Ciocalteu antioxidant capacity assay for measuring lipophilic 
antioxidants."  61(20): 4783-4791.

Fuente: (Berker, Ozdemir Olgun et al. 2013)



• El método de Folin-Ciocalteu determina la actividad antioxidante de componentes liposolubles utilizando como primer diluyente al etanol, y como
segundo diluyente agua.

• El ácido gálico y el eugenol son los antioxidantes más efectivos para expresar la actividad antioxidante debida al contenido total fenólico encontrado
mediante F-C.

• Los métodos ABTS•⁺ y PCL; se correlacionan positivamente (0.829). Los resultados son predecibles en muchos casos entre métodos.

• No existe correlación favorable entre los métodos DPPH y F-C.

• El ácido gálico es el compuesto más activo de los antioxidantes estudiados ya que representa una mayor sensibilidad en todos los métodos empleados.

• La hidroquinona es el compuesto con mayor actividad frente a radicales superóxidos (O2•¯).

• El BHA es el compuesto lipofílico mas activo entre los métodos. Su participación en cada caso es representativa y superior a la del Trolox.

• El método TEAC/ABTS•⁺, es más sensible al ácido gálico, BHA, y eugenol.

• El método con radical DPPH•, es menos susceptible a factores estéricos o de resonancia.

• Los ensayos basados en mecanismos (HAT) son más prácticos que los (SET).

CONCLUSIONES
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• En base a los resultados de este trabajo se recomienda que para los ensayos estudiados los antioxidantes más efectivos para expresar
resultados es el ácido gálico y el BHA para componentes hidrosolubles y liposolubles respectivamente.

• Los ensayos que utilizan el criterio de fase de retraso usualmente son los basados en mecanismos (HAT), es recomendable utilizar como
estándar de referencia al compuesto más activo que en este caso continúa siendo el ácido gálico o BHA dependiendo del caso.

• Es necesario coincidir en las modificaciones que se realizan a los ensayos para adaptarlos a diferentes circunstancias de análisis. Sin
embargo, también existe el riesgo de realizar cambios innecesarios a los métodos por lo tanto es recomendable comparar los cambios
que se puedan ocasionar en la señal de respuesta frente a las modificaciones empleadas y llevar un registro de esto.

• Para tomar en cuenta las diferentes señales de respuesta que tienen los antioxidantes individuales en los diferentes métodos y dar un
estimado aceptable de actividad, es recomendable desarrollar un método aritmético que permita relacionar la sensibilidad de los
métodos con diferentes compuestos estudiados para incluir el resultado de actividad dependiendo del caso.

• Por último, para estandarizar la cuantificación del perfil antioxidante de un compuesto y que los resultados sean comparables, es
importante desarrollar nuevos métodos que abarquen el comportamiento de los antioxidantes frente a radicales cuya actividad es
características en sistemas biológicos de esta forma los resultados serán más relevantes y los procedimientos de los métodos podrán ser
reajustados para llevar a cabo este tipo de determinaciones.

RECOMENDACIONES PARA LA ESTANDARIZACIÓN DE MÉTODOS 
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