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RESUMEN 

Los métodos de flujo continuo han despertado especial interés en diversas 

metodologías automatizadas de análisis. Desde que se desarrolló el análisis por flujo 

segmentado (SFA, por sus siglas en inglés) en 1957, las técnicas de flujo han estado 

en continua evolución hacia nuevos desarrollos. Además, han ganado importancia 

para fines clínicos, industriales, y ambientales, ya que permiten determinaciones 

rápidas altamente reproducibles. Entre las ventajas destacables de los métodos de 

flujo están la reducción del consumo de reactivos o muestras, la alta precisión del 

método y la reducción de tiempo de análisis debido a que las reacciones no requieren 

alcanzar el equilibrio físico y químico. En adición, el control por computadora permite 

que los sistemas sean ajustables y flexibles para los parámetros del flujo sin requerir 

la manipulación física. Otro aspecto que considerar es el precio más asequible 

comparado con los métodos automatizados por microplacas. 

En este trabajo se desarrollaron, optimizaron y validaron tres métodos de análisis 

por inyección secuencial (SIA, por sus siglas en inglés) para determinar capacidad 

antioxidante: dos sistemas no simultáneos y uno simultáneo. El primer método fue 

el ensayo de capacidad de absorción de radicales de oxígeno (ORAC, por sus siglas 

en inglés) con detección fluorimétrica; el segundo fue el ensayo de poder 

antioxidante reductor férrico (FRAP, por sus siglas en inglés) con detección 

espectrofotométrica; y finalmente se desarrolló una metodología para medir 

simultáneamente capacidad antioxidante usando los ensayos FRAP y radical 2,2'-

azino-bis (3 -etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) (ABTS, por sus siglas en inglés) 

con detección espectrofotométrica. 

Los parámetros químicos e hidrodinámicos de cada método SIA desarrollado fueron 

optimizados a través de diseños de experimentos de cribado y superficie de 

respuesta, con la finalidad de maximizar las variables de respuesta. Para asegurar 

la confiabilidad de los resultados de los métodos, se estimaron parámetros como 

linealidad, límites de detección y cuantificación, precisión (repetibilidad y 

reproducibilidad), recobro y su correlación con los métodos de referencia. 

Es importante destacar que no se tenían reportes bibliográficos de los 3 métodos 

SIA desarrollados, por lo que son métodos altamente novedosos para determinar 

capacidad antioxidante, los cuales mostraron tener una alta precisión, sensibilidad, 
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y rapidez con respecto a sus contrapartes por microplaca. Los métodos demostraron 

la versatilidad de los sistemas de flujo para ser implementados en la industria 

alimentaria, así como la innovación de nuevas formas de implementar ensayos 

simultáneos. 

Esta tesis se encuentra dividida en 3 capítulos en orden cronológico de su realización 

durante el periodo de estudios de doctorado. El capítulo I aborda un marco teórico 

sobre los métodos de flujo que se utilizaron en esta tesis, así como definiciones de 

capacidad antioxidante y los métodos que la evalúan. El capítulo II describe el 

desarrollo de dos metodologías por SIA para determinar capacidad antioxidante 

usando los ensayos ORAC y FRAP de maneral individual, con la finalidad de poder 

implementarlas en simultáneo junto con otros ensayos de capacidad antioxidante. El 

capítulo III describe el desarrollo de un método SIA que conjunta dos ensayos de 

capacidad antioxidante (FRAP y ABTS) en un mismo análisis, con el objetivo de 

obtener resultados de capacidad antioxidante de dos ensayos al mismo tiempo.  
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ABSTRACT 

Continuous flow methods have aroused particular interest in various automated 

analysis methodologies. Since segmented flow analysis (SFA) was developed in 

1957, flow techniques have continually evolved towards new developments. 

Furthermore, they have gained importance for clinical, industrial, and environmental 

purposes since they allow rapid, highly reproducible determinations. Among the 

notable advantages of flow methods are the reduction in the consumption of 

reagents and samples, the high precision of the method, and the reduction of 

analysis times because the reactions do not require reaching physical and chemical 

equilibrium. In addition, computer control allows systems to be adjustable and 

flexible for flow parameters without requiring physical manipulation. Another aspect 

to consider is the more affordable price than automated microplate methods. 

In this work, three sequential injection analysis (SIA) methods were developed, 

optimized, and validated to determine antioxidant capacity: two non-simultaneous 

systems and one simultaneous. The first method was the oxygen radical absorption 

capacity (ORAC) assay with fluorimetric detection; the second was the ferric 

reducing antioxidant power (FRAP) assay with spectrophotometric detection; and 

finally, a methodology was developed to simultaneously measure antioxidant 

capacity using FRAP and ABTS assays with spectrophotometric detection. 

Each SIA method's chemical and hydrodynamic parameters were optimized through 

screening and response surface experiment designs to maximize the response 

variables. To ensure the reliability of the results of the methods, parameters such as 

linearity, limits of detection and quantification, precision (repeatability and 

reproducibility), recovery, and their correlation with the reference methods were 

estimated. 

It is essential to highlight that no bibliographic reports of the 3 SIA methods were 

developed, so they are highly novel methods to determine antioxidant capacity, 

which were shown to have high precision, sensitivity, and speed concerning their 

microplate counterparts. The methods demonstrated the versatility of flow systems 

in the food industry and the innovation of new ways to implement simultaneous tests. 
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This thesis is divided into three chapters in chronological order of completion during 

doctoral studies. Chapter I addresses a theoretical framework for the flow methods 

used in this thesis, definitions of antioxidant capacity, and the methods that evaluate 

it. Chapter II describes the development of two methodologies by SIA to determine 

antioxidant capacity using the ORAC and FRAP assays individually, intending to be 

able to implement them simultaneously along with other antioxidant capacity assays. 

Chapter III describes developing an SIA method that combines two antioxidant 

capacity assays (FRAP and ABTS) in the same analysis to obtain antioxidant 

capacity results from two assays simultaneously.  
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HIPÓTESIS 

Con base en el principio de dispersión de los reactivos de los sistemas de flujo 

continuo, donde no se llega al equilibrio físico ni químico, provocando un perfil 

parabólico tipo campana gaussiana del producto de reacción, será posible 

determinar capacidad antioxidante con métodos como ORAC, FRAP, ABTS de 

forma individual o simultánea usando la técnica analítica de análisis por inyección 

secuencial (SIA), de manera precisa y más rápida que los actuales en microplaca. 

OBJETIVO GENERAL 

 Desarrollar, optimizar y validar 3 metodologías analíticas por análisis por 

inyección secuencial (SIA) para la determinación de capacidad antioxidante, 

utilizando los ensayos ABTS, ORAC y FRAP. 
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CAPÍTULO I 
Marco Teórico 

 

1.1 MÉTODOS DE FLUJO 

La demanda de información analítica es cada vez mayor y los requerimientos de los 

laboratorios de investigación y de la industria son cada vez más precisos y 

complejos. Por ejemplo, se necesita conocer concentraciones bajas de compuestos 

o analitos en tiempos cada vez más breves y a menor costo1–3, lo que ha llevado a 

buscar alternativas desarrollándose nuevas áreas de investigación en la 

instrumentación y automatización de procedimientos analíticos para proveer 

información continua, in situ, en tiempo real y respetuosos con el medio ambiente3. 

Desde que Skeggs desarrolló el análisis por flujo segmentado (SFA, por sus siglas 

en inglés) en 1957, las técnicas de flujo han estado en continua evolución hacia 

nuevos desarrollos4. Además, han ganado importancia para fines clínicos, 

industriales y ambientales, ya que permiten determinaciones rápidas altamente 

reproducibles5–7. Desde los inicios de la automatización de los métodos analíticos, 

se han desarrollado y utilizado varias técnicas de flujo diferentes para aplicaciones 

analíticas o de monitoreo. 

1.1.1 Automatización por métodos de flujo 

A partir de los años 70, la creciente demanda de métodos rápidos y 

medioambientalmente sostenibles propició la investigación y el desarrollo de 

sistemas automatizados. Los equipos presentaban como ventajas un aumento de la 

precisión y exactitud y, también, una disminución del costo operacional. Estos 

sistemas se dividían principalmente en dos grandes grupos: mediciones en lote 

(batch) y en flujo continuo8. Los inconvenientes que presentaban las mediciones en 

lote eran la adición discreta de disoluciones de muestras y reactivos, la complejidad 

de sus componentes y su costo. Por su parte, los analizadores de flujo continuo 

presentaban como desventaja la contaminación entre disoluciones de muestras. 

Los métodos de flujo se pueden clasificar en no resolutivos (Análisis por Flujo 

Segmentado (SFA por sus siglas en inglés), Análisis por Inyección en Flujo (FIA, por 

sus siglas en inglés), Análisis por Inyección Secuencial (SIA, por sus siglas en 

inglés), Análisis por Inyección en Flujo Multiconmutado (MCFIA, por sus siglas en 
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inglés), Sistemas de Flujo Multibombeo (MPFS, por sus siglas en inglés), etc.) y 

resolutivos (técnicas cromatográficas, electroforesis capilar, etc.)9. En la figura 1.1 

se presenta una línea de tiempo sobre la evolución de los métodos de flujo y algunas 

determinaciones analíticas. 

Figura 1.1. Línea del tiempo de la evolución de los métodos de flujo con el paso de los años 

 

Por otra parte, la cantidad y toxicidad de los residuos generados hoy es tan 

importante como cualquier otra característica analítica al desarrollar un nuevo 

método analítico. Idealmente, un método ecológico no debe producir desechos 

químicos, si es así, éstos no deben ser tóxicos y su cantidad debe minimizarse. 

Además, los desechos tóxicos deben reciclarse y, si es posible, reutilizarse o el 

método analítico debe incluir el tratamiento y la eliminación de residuos. Aunque no 

todos los métodos basados en el flujo pueden considerarse métodos ecológicos, ya 

que la mayoría de ellos están basados en reactivos, éstos contribuyen a reducir el 

impacto ambiental al reducir el consumo de reactivos y, por lo tanto, la generación 

de residuos. Además, el progreso de las técnicas de flujo hacia la miniaturización y 

el ahorro de reactivos ha contribuido a una química analítica más ecológica10. 

Al inicio, los sistemas de flujo se operaban solo de manera manual, como el SFA y 

FIA. Sin embargo, las computadoras facilitaron el desarrollo de técnicas 

computarizadas de flujo controlado como SIA, MCFIA, análisis de inyección de flujo 

de múltiples jeringas (MSFIA) y MPFS, basadas en la operación de conmutación 

múltiple11. En consecuencia, los métodos de flujo multiconmutado han demostrado 

un gran potencial en comparación con los métodos de flujo anteriores para minimizar 

el consumo de reactivos y la producción de residuos12, proporcionando metodologías 
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más respetuosas con el medio ambiente, ya que los líquidos solo se impulsan al 

sistema cuando es necesario y se devuelven a sus depósitos cuando no. Todos ellos 

tienen componentes comunes como bombas de impulsión, que actúan como 

conductores de líquido y una serie de tubería de plástico o colector destinado a 

transportar corrientes de líquido al detector. 

Otra ventaja de los métodos de flujo es la flexibilidad de las computadoras que 

permiten usar con el mismo hardware, con poca o ninguna alteración, el mismo 

método analítico en diferentes tipos de muestras con solo alterar el software. 

1.1.2 Señal analítica de los métodos de flujo 

La respuesta analítica de la mayoría de las técnicas de flujo es un pico 

marcadamente asimétrico, cuya asimetría puede variar dependiendo de las 

condiciones particulares de operación13. La figura 1.2 muestra un pico típico. 

 

Figura 1.2. Señal analítica típica (pico) obtenida con técnicas de flujo. I = punto 
de inyección; h = altura del pico; t-residencia = tiempo de residencia; t-inicio = 

tiempo de inicio. Imagen modificada de Víctor Cerdà en 20149 
 
1.1.3 Dispersión en sistemas de flujo 

La forma y la simetría del pico del analito en las técnicas de flujo están dictadas por 

convección bajo un régimen de flujo laminar y difusión por efecto de gradientes de 

concentración14. En ausencia de fenómenos convectivos y difusivos, un bolo de 

muestra inyectado que llegue al detector proporcionaría un perfil rectangular (figura 

1.3a) similar al obtenido en el punto de inyección. Sin embargo, el movimiento del 

flujo hace que el bolo de muestra adopte un perfil parabólico típico de un régimen 

de flujo laminar por efecto de la velocidad del líquido en el centro del tubo, que es 

más alta que en las paredes. La figura 1.3b ilustra la alta asimetría de un pico 
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obtenido bajo flujo predominantemente convectivo. El pico, sin embargo, se vuelve 

más simétrico por efecto de la creciente prevalencia del flujo difusivo a medida que 

el tapón de muestra se acerca al detector (figura 1.3c); además, la altura del pico 

se reduce a medida que aumenta la distancia recorrida por el bolo de muestra 

(figura 1.3d). 

 

 

Figura 1.3. Dispersión del pico de la muestra en el punto de inyección (a) y 
bajo flujo predominantemente convectivo (b), convectivo y difusivo (c) y 

predominantemente difusivo (d). Imagen modificada de Víctor Cerdà en 20149 
 

 

1.1.4 Coeficiente de dispersión 

A medida que transcurre el tiempo del bolo inyectado, el gradiente de concentración 

produce difusión en una dirección normal al perfil parabólico (figura 1.4). Dicha 

difusión se divide en un componente radial y uno axial que corren perpendicular y 

paralelo en ambas partes del bolo, respectivamente, al eje de tubería. Este 

fenómeno difusivo tiende a suavizar los frentes y colas de los picos, lo que resulta 

en picos más simétricos. Después de que el bolo ha recorrido un largo camino, la 

difusión prevalece y los picos son cada vez más simétricos y menos altos. 
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Figura 1.4. Fenómenos difusivos causados por el gradiente de concentración. 
Imagen modificada de Víctor Cerdà en 20149 

 
 

Así, en los sistemas de flujo es importante definir la difusión (dispersión) del bolo 

inyectado para establecer las mejores condiciones de mezclado y reacción y 

obtener la mayor sensibilidad posible. 

El coeficiente de dispersión para un bolo de muestra se define como: 

𝐷 =
𝐶0

𝐶
     Ec. 1.1 

Donde, C0 es la concentración de la muestra en ausencia de convección y difusión 

(es decir, la concentración inicial de la muestra) y C la concentración medida 

después de pasar por el sistema que será invariablemente inferior a C0 por efecto 

de los fenómenos de flujo15. Por lo tanto, D puede variar desde uno en ausencia 

total de dilución, que en un sistema de flujo no ocurre, hasta valores cada vez 

mayores a medida que aumenta la dilución. Con frecuencia, este parámetro solo se 

calcula al máximo del pico, en donde: 

𝐷𝑚𝑎𝑥 =
𝐶0

𝐶𝑚𝑎𝑥
     Ec. 1.2 

Si el pico se determina por un método espectrofotométrico que obedece la ley de 

Beer-Lambert, entonces las concentraciones en esta ecuación pueden ser 

reemplazadas por las absorbancias respectivas. 

𝐷𝑚𝑎𝑥 =
ℎ0

ℎ𝑚𝑎𝑥
     Ec. 1.3 
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El coeficiente de dispersión se determina en la práctica al inyectar un colorante en 

la corriente portadora del sistema y al registrar la señal analítica del bolo cuando 

llega al detector. La altura máxima (hmax) del pico formado por el bolo inyectado se 

mide en la parte más alta del mismo y se reporta en las unidades registradas por el 

detector (figura 1.5a). Para obtener h0, la muestra se puede emplear como portador 

y de esta manera registrar la señal constante que proporciona el detector (figura 

1.5b). 

 

 

Figura 1.5. Determinación del coeficiente de dispersión en FIA: (a) inyección 
de un volumen de muestra conocido y (b) posterior aspiración de la muestra a 

través del canal portador. VI: válvula de inyección. Imagen modificada de Víctor 
Cerdà en 20149 

 

 

Por lo tanto, el coeficiente de dispersión es una función de variables que incluyen el 

volumen de muestra inyectado, la longitud de la tubería y los caudales, entre otros. 

La optimización de un sistema de flujo para una aplicación específica requiere un 

conocimiento previo de la forma en que el coeficiente de dispersión está influenciado 

por estas variables. 

1.1.5 Análisis por inyección secuencial 

El SIA fue desarrollado en 1989 por J. Ruzicka y G. Marshall como una alternativa 

al FIA16 y ha demostrado que su alcance se aparta notablemente del de la técnica 

anterior. 
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La figura 1.6 muestra una representación esquemática de un sistema SIA típico y 

en la figura 1.7 se muestra una válvula de selección típica del sistema SIA de baja 

presión y fabricada con polímeros de polieteretercetona (PEEK, por sus siglas en 

inglés) resistentes a productos químicos para el estátor y con politetrafluoroetileno 

(PTFE) para el rotor. 

 

Figura 1.6. Representación esquemática de un sistema SIA. HC: bobina de 
retención, RC: bobina de reacción, SV: válvula de selección. Imagen 

modificada de Víctor Cerdà en 20149 
 

 

 

Figura 1.7. (a) Válvula de conmutación utilizada en SIA. b) Partes internas de 
la válvula (estator lado izquierdo, rotor lado derecho). Imagen modificada de 

Víctor Cerdà en 20149 
 

 

El puerto central de la válvula está conectado a una bomba de pistón bidireccional 

a través de una bobina de retención, para abordar los puertos periféricos de la 

unidad, para la aspiración secuencial de los diversos componentes, y también al 

detector, a través del canal de comunicación central. Los puertos laterales también 

se pueden utilizar para otros fines, como la descarga de residuos o la conexión a 

otros dispositivos, por ejemplo, un horno microondas, un sistema de fotooxidación 

o una cámara de mezcla (figura 1.8). 
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Figura 1.8. Módulo de válvula de selección estándar de 10 
puertos conectado a la bomba de pistón de un equipo SIA 

 

Por otro lado, una de las características esenciales de SIA es su control 

computarizado. La computadora selecciona cómo se conecta el puerto central de la 

válvula a sus puertos laterales, arranca y detiene la bomba para aspirar o dispensar 

líquidos, selecciona su volumen y ajusta el caudal. Además, el hecho de 

implementar una computadora hace posible la adquisición y procesamiento de 

datos. En un sistema SIA que utiliza un solo reactivo, el puerto central de la válvula 

de conmutación se conecta al canal de muestra y la bomba se ajusta para aspirar 

un volumen preestablecido de muestra a un caudal bastante bajo para evitar la 

formación de burbujas. Luego, el puerto central se conecta al puerto lateral 

apropiado para aspirar un volumen preestablecido de reactivo. A continuación, la 

válvula se acciona para conectar su puerto central con el canal que conduce al 

detector y se dispensa un volumen apropiado de portador para conducir la muestra 

y el reactivo al detector en modo de inversión de flujo7. 

El SIA trabaja bajo régimen de flujo laminar, exhibiendo la forma asimétrica típica 

de los picos FIA. Como se puede ver en la figura 1.9, la dispersión en un sistema 

SIA conduce a la superposición de los bolos de la muestra y del reactivo y a la 

detección de la formación del producto de reacción. 
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Figura 1.9. Superposición de bolo de muestras y reactivos en un sistema SIA. 
P: producto, R: reactivo, M: muestra. Imagen modificada de Víctor Cerdà en 

20149 
 
 

Un colector SIA típico incluye dos tipos de bobinas: una bobina de retención 

insertada en el canal que conecta la bomba de pistón al puerto central de la válvula 

de conmutación que evita que la muestra y los reactivos contaminen la bomba del 

pistón, y una bobina de reacción en el canal que conduce al detector y que está 

destinada a garantizar una mezcla adecuada entre la muestra y el reactivo para 

permitir que se forme una cantidad detectable de producto de reacción. 

A diferencia del FIA, el SIA se puede convertir en un verdadero sistema de análisis 

multiparamétrico simplemente utilizando una válvula de conmutación con un 

número adecuado de canales para contener los diferentes reactivos analíticos, cuya 

administración puede programarse con precisión a través del software de 

computadora. En este sentido, SIA está mucho más cerca de SFA en capacidades 

multiparamétricas, pudiendo determinar hasta 20 parámetros por muestreo, excepto 

que SIA opera de una manera mucho más simple, ecológica y, sobre todo, 

económica. 

Actualmente, las válvulas de conmutación disponibles pueden tener más de 20 

puertos laterales. Además, el número de puertos se puede aumentar conectando 

un puerto lateral en una válvula al puerto central de varios otros. Un grado tan alto 

de capacidad de expansión es exclusivo de SIA, ninguna otra técnica de flujo puede 

igualar a SIA en capacidades de determinación multiparamétrica. Por lo tanto, SIA 

es una excelente herramienta para desarrollar analizadores automáticos con 

capacidades multiparamétricas (tabla 1.1). 
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Tabla 1.1. Características del análisis de inyección secuencial 

Parámetros Valores 

Volumen de muestra inyectado 50–150 μL 
Tiempo de respuesta 3–60 s 
Diámetro del tubo 0.8 mm 
Condiciones de detección Equilibrio no necesario 
Rendimiento Alrededor de 70 inyecciones/h 
Precisión 1–2 % 
Consumo de reactivo Muy bajo 
Ciclo de lavado Innecesario 
Métodos cinéticos Factible 
Titulaciones Factibles 
Tipo de respuesta Pico 
Parámetro medido Altura o área del pico 
Publicado en 2014 por Victor Cerdà 9 

El SIA revela algunas diferencias comparado con el FIA, entre las cuales destaca el 

consumo drásticamente reducido de muestras y reactivos en SIA; esto, sin 

embargo, no es el resultado del uso de volúmenes inyectados más pequeños, sino 

más bien de la forma en que funciona un sistema SIA. En la operación FIA, el 

consumo de muestras y reactivos es prácticamente independiente de la frecuencia 

de análisis, ya que la bomba peristáltica impulsa continuamente la muestra y los 

reactivos a un caudal17,18 constante en todo momento. Sin embargo, en el SIA la 

bomba de pistón solo funciona durante el tiempo estrictamente necesario para 

aspirar la cantidad de muestra y reactivo necesarios para una determinación dada. 

La aspiración de una cantidad adicional de muestra solo es necesaria cuando la 

muestra se reemplaza por una diferente, ya que la muestra anterior debe eliminarse 

completamente del tubo de aspiración para evitar el arrastre. Por ejemplo, un 

método SIA para determinar el ion amonio en las aguas residuales utiliza 10 veces 

menos reactivos que un método FIA comparable19; esto es de gran importancia 

económica y práctica, especialmente con equipos que están destinados a funcionar 

sin supervisión durante largos períodos, por ejemplo, un método analítico 

automatizado. 

Además, debido al hecho de emplear bombas de pistón, SIA es más robusto que 

otras técnicas de flujo que utilizan bombas peristálticas. Las bombas peristálticas 

utilizan tubos de materiales que se dañan con relativa facilidad por algunos fluidos, 

a saber, ácidos, bases y, especialmente, disolventes; por el contrario, las bombas 

de pistón utilizan tubos de vidrio y teflón, que son materiales altamente inertes y 
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garantizan una larga vida útil. Además, es importante recordar que en SIA, la 

muestra, los reactivos y los disolventes rara vez llegan al sistema de propulsión, que 

solo contiene la disolución portadora como máximo. 

Una dificultad de la operación de SIA surge de la forma en que se apilan los 

aspirados de volúmenes; esto dificulta la mezcla de la muestra y los reactivos, 

especialmente con más de dos. Otra solución factible en determinaciones que 

involucran muchos reactivos es usar una cámara de mezcla en uno de los puertos 

laterales para homogeneizar las diferentes mezclas de muestra / reactivo con la 

ayuda de un agitador magnético para la extracción de pequeñas alícuotas, según 

sea necesario20. 

Uno de los mayores obstáculos iniciales para el desarrollo de SIA fue la necesidad 

de usar una computadora para controlar el sistema. Esto resultó en el desarrollo de 

apenas unas pocas decenas de métodos durante su primer año de existencia. La 

escasez de software disponible comercialmente y la falta de experiencia en la 

interfaz de computadoras con instrumentos analíticos causaron el lento desarrollo 

de SIA inicialmente, a pesar de sus ventajas comprobadas. Solo durante la última 

década, con el inicio del software comercial, SIA ha ganado terreno en el campo de 

los análisis de rutina. 

Aun cuando, lo que primero fue un obstáculo para el desarrollo de SIA ha resultado 

en una de sus mayores ventajas frente a las técnicas de flujo anteriores. Por lo tanto, 

el hecho de ser una técnica computarizada hace que los tiempos de residencia ya 

no necesiten controlarse a través de la longitud de los tubos del colector y los 

caudales de una bomba peristáltica; más bien, son controlados de una manera 

altamente reproducible por la computadora. Además, la capacidad de ajustar el 

caudal requerido en cada paso del proceso y cambiarlo a voluntad en cualquier 

momento, hacen de SIA una herramienta analítica altamente flexible. En los 

sistemas FIA para implementar un método diferente con frecuencia se modifica la 

configuración del colector, por el contrario, en los sistemas SIA rara vez se requiere 

cambiar la configuración para implementar otro método y solo es necesario usar un 

archivo informático diferente que contenga el procedimiento adecuado. En este 

contexto, una válvula de conmutación con un número adecuado de puertos se 

puede utilizar para contener los reactivos necesarios para varias determinaciones 
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en diferentes puertos, por lo que simplemente elegir el archivo de configuración 

apropiado generalmente será suficiente para determinar otro parámetro analítico. 

La incorporación de computadoras en los sistemas SIA también ha facilitado la 

implementación de métodos con flujo detenido. Basta con calcular el volumen de 

portador que se entregará y detener el sistema cuando se obtiene un pico en el 

detector para implementar fácilmente diversas metodologías analíticas, incluidos los 

métodos clásicos de extracción cinética, espectrofotométrica, voltamétrica, etc. 

Además, las computadoras han aumentado la flexibilidad de los sistemas analíticos 

al permitir una serie de operaciones que imitan las realizadas manualmente. Las 

muestras pueden ser aspiradas y mezcladas con un reactivo; su mezcla conducida 

a un fotorreactor; y una alícuota retirada, enviada a una unidad de preconcentración 

en fase sólida y eluida de ella con el fin de detectar secuencialmente los analitos 

mediante el uso de varios detectores que se pueden organizar en serie en el mismo 

puerto. 

1.1.6 Análisis por inyección en flujo de jeringa múltiple 

El MSFIA fue desarrollado en 1999 por Víctor Cerdá en cooperación con la firma 

Crison y el objetivo era combinar las ventajas de las técnicas de flujo anteriores 

evitando sus desventajas21. Fue diseñado como una novedosa técnica multicanal 

que combina la operación multicanal y el alto rendimiento de inyección de FIA con 

la robustez y la versatilidad de SIA. La figura 1.10 muestra una bureta típica de 

jeringa múltiple para su uso en MSFIA. 

El dispositivo consiste en una bureta de valoración automática convencional que 

puede equiparse con hasta cuatro jeringas, que se utilizan como controladores 

líquidos. Cada jeringa tiene una válvula solenoide de tres vías (N-Research, 

Caldwell, NJ) en la parte superior, lo que facilita la aplicación de esquemas de 

multiconmutación. Los pistones están montados en una barra de acero común 

accionada por un motor de paso único (40 000 pasos). Por lo tanto, todos los 

pistones se mueven de manera simultánea y unidireccionalmente para la entrega 

de líquido (dispensación) o aspiración (recogida); esto es equivalente a usar una 

bomba peristáltica multicanal en FIA, pero evita las desventajas de su frágil tubería 

y las frecuentes recalibraciones22. La relación de caudales entre canales puede 

modificarse mediante el uso de jeringas de dimensiones transversales apropiadas, 
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de manera similar a los diámetros de tubería en FIA. El motor paso a paso puede 

alcanzar el desplazamiento total, correspondiente a 40 000 pasos, entre 20 y 1 024 

segundos, proporcionando un amplio intervalo de velocidad. Por lo tanto, el módulo 

multijeringa permite un manejo preciso de microlitros y un amplio intervalo de caudal 

(0.057-30 mL/min, dependiendo del volumen de la jeringa 1-10 mL). Las jeringas de 

0.5, 1, 2.5, 5, 10 y 25 mL se encuentran disponibles comercialmente, lo que permite 

un amplio intervalo de caudal y una gran combinación. La alta robustez química es 

proporcionada por el uso de polímeros resistentes como poli(etileno-co-

tetrafluoroetileno) (válvulas superiores) y PTFE (cabezales de pistón y aletas de 

poppet). 

 

Figura 1.10. Vista frontal de una bureta MSFIA 
de Crison Instruments 

 

Las válvulas solenoides ubicadas en los cabezales de las jeringas funcionan bajo el 

comando “On” indicando el paso al sistema y “Off” el paso al depósito, permitiendo 

de esta manera cuatro tipos de desplazamiento de líquido: On-dispensar, Off-

dispensar, On-aspirar y Off-aspirar (figura 1.11). 

Cuatro puertos traseros (figura 1.12) permiten la alimentación de válvulas externas 

de multiconmutación adicionales (válvulas solenoides), microbombas u otros 

instrumentos, ya sea directamente o a través de un paso que permite el control 

remoto del software (por ejemplo, espectrómetro de masas de plasma acoplado 

inductivamente (ICP-MS)). Esto amplifica las posibilidades de construir redes de 

flujo sofisticadas (véase la figura 1.13). 
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Figura 1.11. Representación esquemática de las válvulas solenoides 
colocadas en el cabezal de cada jeringa. (a) Solenoide activado: 

posición "On" y (b) Solenoide desactivado: posición "Off" 
 

 

Figura 1.12. Conexiones traseras de una bureta multijeringa 

 

Las válvulas solenoides externas se utilizan comúnmente para impulsar los líquidos 

en sistemas basados en flujo. El voltaje de corriente directa de cada puerto puede 

ser controlado por computadora, hasta un valor máximo de 12 volts y una corriente 

máxima de 0.5 Amperios, lo que permite la conexión de hasta tres válvulas 

solenoides externas a cada puerto. Como se dijo anteriormente, los sistemas MSFIA 

combinan algunas de las ventajas de las técnicas de flujo descritas anteriormente, 

como son: el alto rendimiento de FIA resultado de la incorporación paralela de la 

muestra y los reactivos, conduciendo a una mejor eficiencia de mezcla en relación 

con SIA; la robustez de SIA, debido a que los líquidos solo entran en contacto con 

las paredes de las jeringas de vidrio y los tubos de teflón, sin requerir tubos de 

bomba peristáltica; el bajo consumo de muestras y reactivos de SIA mediante la 

implementación de multiconmutación, ya que los líquidos entran al sistema solo 
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cuando es necesario; la alta flexibilidad de los colectores SIA (caudales y volúmenes 

propulsados definidos con precisión mediante el control remoto basado en 

software); la capacidad de usar válvulas solenoides MCFIA, que se pueden accionar 

sin la necesidad de detener sus pistones23. 

 

 

Figura 1.13. Representación esquemática de un sistema MSFIA. HC: bobina de retención, R: reactivo, RC: bobina de 
reacción, V: válvula. Imagen modificada de Víctor Cerdà en 20149 

 

Tabla 1.2. Características del análisis de inyección de flujo de múltiples jeringas 

Parámetros Valores 

Volumen de muestra inyectado 50–150 μL 
Tiempo de respuesta 3–60 s 
Diámetro del colector y tubo de muestra 0.8 mm 
Diámetro del tubo de aspiración de reactivos 1.5 mm 
Condiciones de detección Equilibrio no necesario 
Rendimiento Alrededor de 100 inyecciones/h 
Precisión 1–2 % 
Consumo de reactivo Muy bajo 
Ciclo de lavado Innecesario 
Métodos cinéticos Factible 
Titulaciones Factibles 
Tipo de respuesta Pico 
Parámetro medido Altura o área del pico 
Publicado en 2014 por Víctor Cerdà 9 

Mediante el uso de jeringas móviles paralelas como controladores líquidos, también 

se superan las deficiencias del bombeo peristáltico, como la pulsación, la 

recalibración requerida de los caudales y las limitaciones con respecto a los 

reactivos aplicables. Por lo tanto, MSFIA es una técnica multicanal ideal para 
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procedimientos analíticos desafiantes, que requieren caudales altos y precisos, y 

alta estabilidad de presión, como aquellos con la implementación de columnas 

absorbentes24, lo que permite al mismo tiempo, el manejo de disoluciones agresivas 

y volátiles. La única desventaja de MSFIA frente a otras técnicas de flujo es el 

llenado periódico de jeringas que causa una frecuencia de inyección más baja que 

el uso de un enfoque FIA. 

El uso alternativo de dos buretas permite duplicar el rendimiento hasta 200 

inyecciones por hora (tabla 1.2). A diferencia del FIA, el MSFIA requiere el uso de 

una computadora para controlar el sistema. Esto, sin embargo, no plantea ningún 

problema especial ya que una variedad de software asequible para implementar 

cualquier técnica de flujo ya está disponible. 

 
1.2 Antioxidantes 
 
En las últimas décadas se han realizado cambios significativos en la definición de 

“antioxidantes”. Estos antioxidantes han reflejado grandes avances en la ciencia de 

los alimentos, la nutrición y la biología molecular y celular25–27. Actualmente, los 

antioxidantes ya no son considerados solo sustancias químicas que hacen que un 

alimento dure más, sino también compuestos fitoquímicos, como los polifenoles y 

los carotenoides, que muestran una actividad/capacidad antioxidante (AOA/TAC, por 

sus siglas en inglés) más fuerte que la vitamina C o E en una reacción química. En 

1995, los antioxidantes se definieron ampliamente como “cualquier sustancia que, 

cuando está presente en concentraciones bajas en comparación con la de un 

sustrato oxidable, retrasa o inhibe significativamente la oxidación de ese sustrato”28. 

Posteriormente se modificó la palabra “oxidación” a “daño oxidativo”, que sugiere un 

proceso biológico in vivo: “cualquier sustancia que retrase, prevenga o elimine el 

daño oxidativo de una molécula diana”29. Más recientemente, Apak y colaboradores 

en 2016, dieron una definición más específica: “sustancias naturales o sintéticas que 

pueden prevenir o retrasar el daño celular oxidativo causado por oxidantes 

fisiológicos que tienen potenciales de reducción claramente positivos, como las 

especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés), especies reactivas 

de nitrógeno (RNS, por sus siglas en inglés) y radicales libres”30. 
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Estas definiciones esclarecen las funciones de los antioxidantes a nivel celular en 

los seres humanos, ya que están relacionados con el estrés oxidativo y los radicales 

libres y, además, con los posibles efectos sobre la salud en los seres humanos. 

1.2.1 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo (OS, por sus siglas en inglés), definido como el desequilibrio entre 

prooxidantes y antioxidantes, se caracteriza por la incapacidad de los antioxidantes 

endógenos para contrarrestar el daño oxidativo en tejidos y organismos debido a la 

sobreproducción de ROS/RNS celular, que son altamente reactivos y pueden causar 

la modificación oxidativa de macromoléculas biológicas como lípidos, proteínas y 

ADN, y que conducen a lesiones tisulares, muerte celular acelerada31 y diversas 

enfermedades como aterosclerosis, diabetes mellitus, inflamación crónica, 

trastornos neurodegenerativos, enfermedades cardiovasculares, enfermedad de 

Alzheimer32, deterioro cognitivo leve33, enfermedad de Parkinson34 y ciertos tipos de 

cáncer. El OS por ROS/RNS es importante en la etiología de estas enfermedades 

crónicas. Abundante evidencia sugiere que los antioxidantes son fundamentales en 

mantener la salud humana y prevenir y tratar estas enfermedades por su capacidad 

para reducir el OS. Por lo tanto, medir el AOA/TAC de los alimentos y las muestras 

biológicas es crucial para garantizar la calidad de los alimentos funcionales y los 

nutracéuticos, y es más importante para la eficacia de los antioxidantes dietéticos en 

la protección y tratamiento de las enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. 

A lo largo de los años se han desarrollado muchos ensayos AOA/TAC, basados en 

diferentes mecanismos químicos, fisicoquímicos y bioquímicos. Si bien los 

mecanismos de algunos ensayos se comprenden claramente, algunos son sistemas 

complejos con múltiples modos de acción. Se han realizado varios intentos para 

categorizar los diversos ensayos AOA/TAC35,36, pero hasta el momento no existe un 

sistema unificado y estandarizado para la nomenclatura y clasificación de estos 

ensayos. 

1.2.2 Ensayos de actividad/capacidad antioxidante 

El concepto de AOA/TAC se remonta a su origen en la química y luego a sus 

aplicaciones en la ciencia de los alimentos, en biología y medicina, y en nutrición y 

epidemiología. Con los años se han usado muchos términos para este concepto, 
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incluida la actividad antioxidante, la capacidad antioxidante, el poder o el potencial 

antioxidantes, que significan casi lo mismo: la capacidad de un compuesto o una 

mezcla de compuestos para prevenir o detener las reacciones oxidativas de otra 

molécula37. También se han utilizado otros términos, como rendimiento antioxidante 

total, efecto y estado antioxidantes, aunque con menor frecuencia. Mientras tanto, 

independientemente de estas terminologías, se han dado aún más nombres a los 

métodos de ensayo utilizados para medir la actividad antioxidante o términos 

similares coronados con la palabra “total”. Además, debido a la gran cantidad de 

métodos de ensayo diferentes, la comparación de diferentes alimentos o los efectos 

fisiológicos de diferentes alimentos puede ser muy desafiante y, a menudo, se 

comparan manzanas con naranjas. Un enfoque sistemático es fundamental para la 

industria de alimentos, nutracéuticos y suplementos dietéticos, para una mejor 

comprensión de la relación entre la dieta y las enfermedades crónicas. La mayoría 

de los ensayos AOA/TAC actuales se nombran según los reactivos, el mecanismo 

de reacción o las técnicas correspondientes, y se resumen en la tabla 1.3. 
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Tabla 1.3. Métodos analíticos de evaluación de capacidad antioxidante dividido en distintas 
categorías. Modificado de Pisoschi en 201238  

Ensayo Principio del método Determinación del producto final 

Espectrometría 

DPPH Reacción antioxidante con un radical orgánico Colorimetría 

ABTS Reacción antioxidante con un radical catiónico orgánico Colorimetría 

FRAP Reacción antioxidante con un complejo de Fe (III) Colorimetría 

PFRAP 
Reducción de ferricianuro de potasio por antioxidantes y 
posterior reacción de ferrocianuro de potasio con Fe (III) 

Colorimetría 

CUPRAC Reducción de Cu (II) a Cu (I) por antioxidantes Colorimetría 

ORAC 
Reacción antioxidante con radicales peroxilo, inducida por 

AAPH (2,2'-azobis-2-amidino-propano) 
Pérdida de fluorescencia de la 

fluoresceína 

HORAC 
Capacidad antioxidante para disminuir los radicales OH 
generados por un sistema tipo Fenton basado en Co (II) 

Pérdida de fluorescencia de la 
fluoresceína 

TRAP 
Capacidad antioxidante para eliminar los radicales derivados 

del luminol, generados a partir de la descomposición de 
AAPH 

Disminución de quimioluminiscencia 

Fluorimetría 
Emisión de luz por una sustancia que ha absorbido luz u otra 
radiación electromagnética de una longitud de onda diferente 

Registro de espectros de 
excitación/emisión de fluorescencia 

Técnicas electroquímicas 

Voltametría 
cíclica 

El potencial de un electrodo de trabajo varía linealmente 
desde un valor inicial hasta un valor final y viceversa, y se 

registra la intensidad de corriente respectiva 

Medida de la intensidad del pico 
catódico/ anódico 

Amperometría 
El potencial del electrodo de trabajo se establece en un valor 

fijo con respecto a un electrodo de referencia 

Medida de la intensidad de la corriente 
generada por la oxidación/reducción 

de un analito electroactivo 

Biamperometría 
La reacción del analito (antioxidante) con la forma oxidada de 

un par redox indicador reversible 

Medida de la corriente que fluye entre 
dos electrodos de trabajo idénticos, 

con una pequeña diferencia de 
potencial e inmersos en una disolución 
que contiene la muestra analizada y un 

par redox reversible 

Cromatografía 

CG 
La separación de los compuestos de una mezcla se basa en 
el reparto entre una fase estacionaria líquida y una fase móvil 

gaseosa 

Ionización de llama o detección de 
conductividad térmica 

HPLC 

La separación de los compuestos en una mezcla se basa en 
el reparto entre una fase estacionaria sólida y una fase móvil 
líquida con diferentes polaridades, a alto caudal y presión de 

la fase móvil 

Detección UV-VIS (por ejemplo, matriz 
de diodos), fluorescencia, 

espectrometría de masas o detección 
electroquímica 

 

1.2.3 Clasificación de los ensayos de actividad/capacidad antioxidante 

En cuanto a la clasificación de los ensayos AOA/TAC, Niki en 2010 clasificó los 

ensayos de antioxidantes en in vitro e in vivo, según sus aplicaciones, mientras en 

2013 Sahu y Saxena propusieron dos sistemas basados en los mecanismos de 

acción 39: 

1) Ensayos basados en la reacción de transferencia de un átomo de hidrógeno 

(TAH). Este tipo de ensayos miden la reacción cinética competitiva y la 
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cuantificación se deriva de las curvas cinéticas. Generalmente se componen 

de un generador sintético de radicales libres, una sonda molecular oxidable 

y un antioxidante. 

2) Ensayos basados en la reacción de transferencia de electrones (TE). 

Involucran una reacción redox con el oxidante, que actúa como indicador del 

punto final de la reacción. 

Ambos tipos de ensayo (TAH y TE) están diseñados para medir la capacidad 

captadora de radicales (oxidante) de una muestra dada. Por lo anterior, resulta de 

importancia entender el mecanismo y cinética de la autooxidación y de su inhibición 

para tener una mayor comprensión de las metodologías aplicadas en este estudio. 

1.2.4 Método ORAC 

El ensayo de capacidad de absorción de radicales de oxígeno (ORAC, por sus siglas 

en inglés) ha sido ampliamente aceptado como una herramienta estándar para 

medir la capacidad antioxidante en las industrias nutracéuticas, farmacéuticas y 

alimentarias. Este ensayo se basa en la inhibición de la oxidación inducida por 

radicales peroxilo de una sonda, donde los radicales peroxilo se generan por la 

descomposición térmica (37 °C) del azocompuesto AAPH. En el ensayo ORAC 

original, el radical peroxilo derivado del AAPH, reaccionaba con una sonda 

fluorescente llamada β-ficoeritrina, para formar un producto no fluorescente, que se 

podía cuantificar indirecta y fácilmente mediante fluorescencia. La degradación de 

la sonda fluorescente disminuía en la mezcla de reacción cuando los antioxidantes 

reaccionaban con los radicales peroxilo derivados de AAPH. La capacidad 

antioxidante se determina así por una disminución en la velocidad y la cantidad del 

producto no fluorescente formado a lo largo del tiempo. Prior y colaboradores en 

2005 desarrollaron y validaron un ensayo de ORAC mejorado con fluoresceína 

como sonda fluorescente40. Además, el ensayo ORAC se adaptó a un formato de 

lector de placas de 96 pocillos, facilitando el análisis simultáneo de un mayor 

número de muestras41. A pesar de las mejoras realizadas por Prior y sus 

colaboradores, aún se identifican inconvenientes y limitaciones del ensayo ORAC, 

las cuales van dirigidas a errores de la manipulación del analista con las muestras 

cuando son introducidas en los micropozos42. En la figura 1.14 se puede observar 

la secuencia de reacción presentada en el ensayo ORAC. 
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Figura 1.14. Secuencia de reacción del ensayo ORAC. Imagen modificada de Boxin Ou 200143 

 

1.2.5 Método DPPH 

Brand–Williams y colaboradores desarrollaron por primera vez el método de 

captación de radicales 2,2–difenil–1–picrilhidrazilo (DPPH, por sus siglas en inglés) 

en 1995 y actualmente es uno de los más empleados para analizar la capacidad 

antioxidante de los alimentos44–46. El radical DPPH es uno de los pocos radicales 

nitrogenados orgánicos estables y está disponible comercialmente. Este método se 

basa en una medida del consumo del radical DPPH por parte de un compuesto 

antioxidante (generalmente compuestos fenólicos). El método de detección por 

espectrofotometría es el más utilizado para evaluar la capacidad de decoloración 

del radical DPPH, al monitorear la disminución de la absorbancia del radical DPPH 

tras la reacción. Sin embargo, se han aplicado otras técnicas de detección para 

evaluar el consumo del radical DPPH, como la resonancia de espín electrónico 

(EPR, por sus siglas en inglés) y técnicas electroquímicas. 

En la figura 1.15 podemos observar un esquema de reacción entre el radical DPPH 

y un antioxidante, presentando los cambios estructurales y de decoloración en la 

reacción al llevar a cabo el ensayo. 
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Figura 1.15. Esquema de reacción del ensayo DPPH para determinación de capacidad antioxidante. Imagen modificada de 
Ningjian Liang en 201447 

 

1.2.6 Método FRAP 

El ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP, por sus siglas en inglés) 

fue propuesto por primera vez por Benzie y Strain en 1996, este ensayo es 

clasificado como un método de transferencia de electrones y se basa en la 

capacidad antioxidante que tiene una muestra para reducir las especies oxidantes48. 

Esta prueba simula la donación de electrones de una muestra de antioxidante a una 

especie oxidante, representada por Fe+3 en exceso estequiométrico que se 

convierte en Fe+2 cuando se reduce y se evalúa mediante el cambio de color al 

formar un complejo con TPTZ a pH bajo (figura 1.16). Los valores de capacidad 

antioxidante se obtienen comparando el cambio de absorbancia a 593 nm en las 

mezclas de reacción que contienen iones ferrosos u otro estándar antioxidante. 

 

Figura 1.16. Reacción de capacidad antioxidante por el método FRAP. Imagen modificada de Dejian Huang en 200540. 
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1.2.7 Método ABTS 

El ensayo del radical 2,2'-azino-bis (3 -etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) (ABTS, 

por sus siglas en inglés) fue propuesto por primera vez por Nicholas y colaboradores 

en 1993 y ha sido implementado ampliamente desde su creación debido a su 

practicidad por ser un radical colorido estable sin restricciones de pH y medio acuoso 

para su preparación a diferencia del radical DPPH49–51. 

Inicialmente, el radical ABTS puede ser oxidado por persulfato de potasio, dando 

lugar al radical catiónico (ABTS•+) que absorbe a 743 nm (color verde azulado) y está 

formado por la pérdida de un electrón por parte del átomo de nitrógeno de ABTS. 

Después, en presencia de un antioxidante donador de hidrógeno, el átomo de 

nitrógeno capta el átomo de hidrógeno, produciendo la decoloración del radical 

ABTS•+ (figura 1.17). 

 

Figura 1.17. Reacción de capacidad antioxidante por el método ABTS. Imagen modificada de Noemí Echegaray en 202152. 

 

1.3 DETERMINACIÓN DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR MÉTODOS DE FLUJO 

Una de las principales ventajas aportadas por los métodos basados en flujo para la 

evaluación antioxidante, es la disminución significativa en el tiempo de análisis. Esto 

se logra de diferentes maneras, dependiendo de los objetivos para los cuales se 

desarrolla la aplicación. Para estos métodos, el tiempo de análisis puede ser más 
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corto que el empleado en el procedimiento por lotes, ya que no se espera que la 

reacción sea completa. 

A lo largo de las últimas dos décadas, varios métodos se han propuesto para la 

evaluación de la capacidad antioxidante empleando métodos de flujo. En 2002 

Hiroyuki y colaboradores propusieron el primer método DPPH empleando un sistema 

FIA, siendo mejorado en 2004 por Miroslav al adaptarlo a un sistema SIA53,54. Por 

otro lado, el ensayo ABTS tuvo su primera adaptación a un sistema FIA en 2003 y 

más tarde en 2005 a un sistema SIA55,56. Finalmente, en 2013 y 2016 se reportaron 

los únicos ensayos de FRAP y ORAC, adaptados a un método de flujo, más 

específicamente a un sistema FIA57,58. 

Teniendo en cuenta que estos métodos se utilizan de forma rutinaria para fines de 

cribado, su automatización es relevante. Con respecto a esto, la automatización que 

utiliza métodos basados en la inyección de flujo puede ofrecer varias ventajas, 

además de la mejora del rendimiento de la muestra, cuando se compara con los 

métodos por lotes convencionales. Para aplicarlo, las características de los sistemas 

de análisis de inyección de flujo (FIA) controlan las condiciones de reacción en el 

espacio y en el tiempo, esenciales para determinar especies sensibles a las 

condiciones ambientales (luz, temperatura, presencia de O2). Además, la evolución 

de FIA al análisis de inyección secuencial (SIA), se describe como una alternativa 

con mayores ventajas con respecto al FIA y a otros métodos de flujo, expandiendo 

los beneficios de la automatización. 
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CAPÍTULO II 
 

Determinación de capacidad antioxidante por SIA, usando los 
ensayos ORAC y FRAP 

 
2.1 RESUMEN 

En este capítulo, se desarrollaron dos nuevos métodos SIA para determinar la 

capacidad antioxidante mediante los ensayos ORAC y FRAP utilizando detección 

fluorimétrica y espectrofotométrica, respectivamente. Ambos métodos por SIA 

fueron desarrollados de manera independiente, para después conjuntarlos con otros 

ensayos de capacidad antioxidante y poder desarrollar una metodología que 

determinara capacidad antioxidante empleando más de un ensayo en una misma 

configuración SIA. 

El método ORAC por SIA destacó notablemente debido a que fue posible disminuir 

un tiempo de análisis de 90 min por el método de referencia a 5 min y también la 

concentración del reactivo AAPH a una tercera parte, debido a que se proporcionó 

más energía a la reacción definida por el ensayo ORAC a través del incremento de 

la temperatura del ensayo. En adición, fue posible eliminar el paso de integrar áreas 

bajo la curva de las señales analíticas (picos), que son aplicadas en los métodos en 

lote, debido a que la altura máxima de los picos fue directamente proporcional a la 

concentración del estándar ácido (±)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico 

(trolox), o antioxidantes de la muestra, para determinar la capacidad antioxidante, 

facilitando de esta manera el tratamiento de datos sin afectar los resultados. 

Para el método FRAP por SIA, un ensayo ampliamente descrito y reproducido en 

diversos trabajos, se evaluó la estabilidad del reactivo FRAP, formado por 2,4,6-

tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), cloruro férrico hexahidratado (FeCl3•6H2O), a 

diferentes valores de pH, ya que el reactivo que se utiliza en los métodos en lote es 

inestable, produciéndose un precipitado en menos de una hora de preparado, lo que 

desencadena en una serie de errores asociados a la precisión del método. Por tanto, 

se decidió mejorar la estabilidad del reactivo de FRAP hasta alcanzar un tiempo de 

uso del reactivo sin precipitar de hasta un día completo. En adición, el método 

mostró una disminución del 20 % de la concentración del reactivo de FRAP y un 

tiempo de análisis de 30 min (método de referencia) a 1.2 min, con mediciones de 

altura máxima de pico para la determinación de capacidad antioxidante. 
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La optimización de ambos métodos se llevó a cabo mediante el diseño de 

experimentos de cribado y de superficie de respuesta. Las capacidades 

antioxidantes se estimaron a partir de la altura máxima del pico SIA para ambos 

métodos, asociando que a mayor altura de pico mayor capacidad antioxidante. 

Ambos métodos mostraron una excelente precisión (DER < 3 %), límites de 

detección menores o iguales a 3 µmol L–1, y recuperaciones que oscilan entre 90 y 

114 % al analizar muestras de vinos, jugos y extractos de café. Los resultados de 

los métodos SIA no mostraron una diferencia significativa con respecto a los 

métodos de referencia. 
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2.2 OBJETIVOS 

GENERAL 

Diseñar, desarrollar, optimizar y validar dos sistemas independientes de análisis por 

inyección secuencial (SIA), de los ensayos de capacidad de absorción de radicales 

oxígenos (ORAC) y poder antioxidante reductor del hierro (FRAP) con detección 

fluorimétrica y espectrofotométrica, respectivamente, y aplicarlos en matrices 

alimenticias. 

ESPECÍFICOS 

• Diseñar configuraciones SIA para los ensayos ORAC y FRAP para 

determinar capacidad antioxidante con detección fluorimétrica y 

espectrofotométrica, respectivamente. 

• Establecer los parámetros químicos (concentraciones de reactivos 

involucrados, tiempo de reacción y temperatura) e hidrodinámicos (caudal, 

volumen, orden de aspirado de muestra y reactivos) que intervienen en los 

sistemas ORAC-SIA y FRAP-SIA. 

• Emplear diseños de experimento de cribado y de superficie de respuesta, 

para optimizar los parámetros químicos e hidrodinámicos de los métodos 

ORAC-SIA y FRAP-SIA. 

• Determinar los parámetros estadísticos y de validación de ORAC-SIA y 

FRAP-SIA, tales como el intervalo lineal, límite de detección y cuantificación, 

precisión y exactitud. 

• Comparar los resultados analíticos de los métodos propuestos con los 

métodos de referencia por microplaca. 

• Cuantificar la capacitad antioxidante de diversas muestras alimenticias entre 

los métodos ORAC-SIA y FRAP-SIA desarrollados, y los métodos de 

referencia por microplaca. 
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2.3 INTRODUCCIÓN 

En las últimas décadas, los antioxidantes presentes en los alimentos han adquirido 

una gran relevancia, ya se ha demostrado que pueden prevenir o equilibrar el daño 

celular causado por el estrés oxidativo. Estos estudios han llevado a avances en la 

ciencia de los alimentos, la nutrición y la biología molecular y celular25–27. 

Dado que los antioxidantes pueden prevenir o retrasar el daño oxidativo celular 

causado por oxidantes como las ROS y RNS, entonces, es importante saber que la 

formación de estas especies puede ocurrir en las células a través de reacciones 

enzimáticas, como el radical anión superóxido (O2
•ˉ), que se genera mediante 

enzimas como la NADPH oxidasa y participa en varias reacciones que producen 

peróxido de hidrógeno (H2O2), radical hidroxilo (OH•) y peroxinitrito (ONOOˉ)59. Las 

ROS/RNS también pueden generarse a partir de fuentes endógenas (activación de 

células inmunitarias, inflamación, estrés mental, ejercicio excesivo, isquemia, 

infecciones y cáncer) o exógenas (contaminación del aire y agua, humo de cigarrillo, 

alcohol, metales pesados, ciertos medicamentos, disolventes industriales y 

radiación). La sobreproducción de ROS/RNS genera un fenómeno llamado “estrés 

oxidativo”, que puede alterar seriamente las membranas celulares y otras 

estructuras como proteínas, lípidos, lipoproteínas y ácido desoxirribonucleico 

(ADN), causando patologías como: cáncer, nefropatía, artritis reumatoide, 

enfermedades cardiovasculares, neurológicas, pulmonares y oculares31–34. 

El estrés oxidativo puede contrarrestarse neutralizando estas ROS/RNS con 

antioxidantes endógenos (generadas naturalmente in situ) o exógenos 

(suministrados externamente a través de la dieta alimenticia). Los antioxidantes 

endógenos pueden encontrarse en enzimas o compuestos producidos por el 

metabolismo en el cuerpo, mientras que los antioxidantes exógenos pueden 

encontrarse en algunas vitaminas como la E y la C, los carotenoides y los 

flavonoides, que se consumen a través de alimentos o suplementos 25. 

La ingesta de antioxidantes en la dieta puede ayudar a mantener un estado 

antioxidante adecuado y, por lo tanto, la función fisiológica normal de un sistema 

vivo 60,61. Aunque los antioxidantes son reconocidos como fitonutrientes 

significativos, actualmente no existe un índice de nutrientes de "antioxidantes 

totales" disponible para el etiquetado de alimentos debido a la falta de métodos de 
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cuantificación estándar. A diferencia de otros nutrientes, la diversidad química de 

los antioxidantes hace que sea laborioso separar y cuantificar antioxidantes 

individuales de una matriz con diversos compuestos como los extractos de plantas, 

y es por lo que se establecen métodos que puedan medir directamente la actividad 

antioxidante total en muestras de alimentos. 

Entre los ensayos más representativos se encuentran: el ensayo FRAP48,62, el 

ensayo ABTS63,64, el ensayo DPPH65,66 y el ensayo ORAC41,43. Desde un punto de 

vista químico, estos métodos se basan en una reacción de TE o TAH entre un 

oxidante y un radical libre. Para los métodos basados en TE como FRAP y ABTS, 

los antioxidantes se oxidan mediante oxidantes como Fe (III) o ABTS•+, mientras 

que en un método basado en TAH como ORAC, se utiliza un iniciador de radicales 

para generar radicales peroxilo (ROO•)67. El ROO• extrae preferentemente un átomo 

de hidrógeno del antioxidante y como resultado la reacción entre ROO• y la sonda 

de la molécula objetivo se retrasa o se inhibe. Dado que estos métodos son 

químicamente diferentes y se basan en varios mecanismos de reacción, es 

necesario evaluar la capacidad antioxidante de una muestra utilizando ambos 

métodos y, así, proporcionar valores antioxidantes comparables. 

El ensayo ORAC es uno de los más utilizados para determinar la capacidad 

antioxidante en diversas muestras, debido a la similitud que tiene con el mecanismo 

de la degradación oxidativa de los lípidos64,68–70. Dicho ensayo se basa en una 

reacción cinética competitiva que involucra: un generador de radicales libres, una 

sonda molecular oxidativa y un antioxidante. De esta manera se mide la 

degradación oxidativa de una molécula fluorescente como la fluoresceína después 

de mezclarla con un generador de radicales libres como el AAPH. La intensidad 

fluorescente se mide cada minuto durante 90 min en condiciones de pH 7.4 y 37 °C. 

A medida que avanza la reacción, la intensidad fluorescente de la fluoresceína 

decae, por otra parte, cuando se añade un compuesto antioxidante se inhibe la 

disminución de la intensidad fluorescente. En consecuencia, el procesamiento de 

datos del ensayo ORAC se logra calculando el área bajo la curva cinética (AUC por 

sus siglas en inglés) y el AUC neta (AUC de muestra – AUC de blanco), para así 

obtener una curva de calibración de concentración del estándar antioxidante vs el 

AUC y, de esta manera, calcular la capacidad antioxidante de una muestra en 

función de la concentración del estándar empleado71. 
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En 2002 Huang y colaboradores72 desarrollaron y validaron un ensayo ORAC 

utilizando fluoresceína como reactivo fluorescente y lo adaptaron a un formato de 

lector de placa de 96 pozos, analizando diversas muestras. A pesar de las mejoras 

en el método ORAC, aún se han identificado dificultades y limitaciones, como el 

tiempo de retardo entre pozos que produce un error sistemático, provocando 

diferencias estadísticamente significativas en la determinación de la capacidad 

antioxidante de estándares o muestras, dependiendo de la posición de dispensado 

en la microplaca73. También existen modificaciones al método ORAC original, 

utilizando rojo de pirogalol como agente oxidante y un espectrofotómetro como 

detector74. Sin embargo, se sabe que los detectores fluorimétricos proporcionan una 

mayor sensibilidad en comparación con los espectrofotométricos. 

En 2016 Ramos y colaboradores58 propusieron un sistema FIA para cuantificar la 

capacidad antioxidante mediante el método ORAC utilizando rojo de pirogalol como 

sonda oxidativa y detección UV/Vis. Este método fue novedoso y aunque contó con 

una tasa de muestreo de 29 muestras por hora, presentó menor sensibilidad 

(0.31±0.02) en comparación con el método estándar por microplaca. 

El ensayo FRAP es otro método para determinar capacidad antioxidante, que 

inicialmente fue implementado para medir el poder antioxidante del plasma 

sanguíneo48. Este ensayo emplea un complejo férrico de tripiridiltriazina ([Fe 

(TPTZ)2]+3) que es reducido a la forma ferrosa (II), y debido a que la estructura de 

este complejo se asemeja al grupo hemo presente en el plasma sanguíneo, se pudo 

considerar un método de capacidad antioxidante con mecanismo de reacción similar 

al que sufre la hemoglobina cuando sufre un proceso de estrés oxidativo75. El 

ensayo FRAP ha sido empleado en diversos estudios a lo largo del tiempo como: 

evaluar la biodisponibilidad de antioxidantes76; analizar muestras de fluidos 

biológicos como suero, orina o saliva77; y medir la absorción de antioxidantes 

después de la ingestión de alimentos y bebidas78. Sin embargo, este ensayo es 

considerado con mayor flexibilidad en términos del medio de reacción entre la 

muestra y el reactivo, a diferencia de los otros ensayos de capacidad antioxidante, 

puesto que el complejo férrico puede ser preparado en medio acuoso u orgánico 

(metanol/etanol), permitiendo analizar muestras extraídas en cualquiera de estos 

medios mencionados79. En adición, actualmente el ensayo se ha caracterizado por 

su bajo costo y alta sensibilidad, rapidez y sencillo de realizar, lo que ha dado la 
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pauta para generar una base de datos muy sólida del contenido total de 

antioxidantes de una amplia variedad de alimentos, como lo publicado en 2014 por 

Benzie78. 

El fundamento del ensayo FRAP se basa en la reducción del complejo [Fe 

(TPTZ)2]+3 en presencia de un antioxidante, dando lugar a una coloración azul 

medible en unidades de absorbancia mediante un espectrofotómetro a 593 nm. El 

formato por microplaca del ensayo FRAP fue introducido recientemente en 2005 por 

Firuzi y colaboradores80 y 10 años después fue optimizado por Bolanos y 

colaboradores81, lo que mejoró el rendimiento de las muestras en comparación con 

los ensayos manuales82,83. Sin embargo, la longitud del paso óptico para los lectores 

de microplacas no siempre es la misma, y los resultados pueden verse afectados 

por cambios en el volumen y la composición de la muestra84,85. La mayoría de los 

lectores de microplacas necesitan la función de corrección automática de la longitud 

del camino fotométrico. La dependencia de la longitud del paso óptico del volumen 

de la muestra hace que los resultados de los métodos por microplacas sean menos 

comparables entre diferentes laboratorios. 

En este capítulo se escribe el diseño, la optimización y la validación de los métodos 

ORAC y FRAP usando la técnica de SIA. Ambos métodos fueron desarrollados con 

la finalidad de reducir los tiempos prolongados de reacción de cada ensayo, 

minimizar los volúmenes y concentraciones de los reactivos empleados, 

incrementar la precisión de los ensayos, y finalmente, contar con una alta frecuencia 

de muestreo. Los métodos SIA se diseñaron basados en los métodos por 

microplaca de referencia, y se optimizaron los parámetros fisicoquímicos e 

hidrodinámicos utilizando diseños de experimento de cribado y de superficie de 

respuesta. La calidad de los datos, como el intervalo lineal, LD (límite de detección), 

LC (límite de cuantificación), precisión y recuperaciones, se calcularon siguiendo los 

procedimientos de validación de normas internacionales. La correlación de la 

capacidad antioxidante entre los métodos SIA y los métodos por microplaca fue 

evaluada utilizando el estándar de trolox. Finalmente, se compararon los resultados 

del análisis de diferentes muestras de alimentos, con los obtenidos por los métodos 

por microplaca de cada ensayo. 
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2.4 METODOLOGÍA 

A continuación, se describen los reactivos, disoluciones y equipo utilizado para 

ambas determinaciones. 

 
2.4.1 Reactivos y disoluciones 

Para el ensayo ORAC se utilizó: fluoresceína, diclorhidrato de 2,2′-azobis(2-

metilpropionamidina) (AAPH), vainillina; y para el ensayo FRAP: 2,4,6-tris(2-piridil)-

s-triazina (TPTZ), cloruro de férrico hexahidratado (FeCl3•6H2O), fosfato de sodio 

dibásico heptahidratado (HNa2PO4•7H2O) y fosfato de potasio monobásico 

(H2KPO4), todos de Sigma-Aldrich. El ácido clorhídrico (HCl) y el ácido acético glacial 

(CH3COOH) empleados para el ensayo FRAP se obtuvieron de J.T. Baker. Para 

ambos métodos se utilizó ácido (±)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico 

(trolox) como estándar antioxidante. 

Se prepararon disoluciones madre de fluoresceína 0.6 µmol L–1 y trolox 400 µmol L–

1, y se almacenaron a 4 °C en oscuridad. A partir de las disoluciones madre de trolox, 

se prepararon diariamente disoluciones estándar para construir las curvas de 

calibración para los ensayos ORAC y FRAP. 

Ensayo ORAC 

Se preparó una disolución tampón de fosfato (PBS, por sus siglas en inglés) 0.05 

mol L-1 de pH 7 y se almacenó a 4 °C durante un máximo de 15 días. Además, se 

utilizó una disolución de trabajo de AAPH 0.05 mol L-1 en PBS preparada 

diariamente. 

Ensayo FRAP 

La disolución de trabajo de FRAP se preparó diariamente mezclando 12.5 

volúmenes de HCl (0.005 mol L–1) con 1 volumen de TPTZ (10 mmol L–1 disueltos 

con HCl 40 mmol L–1) y 1 volumen de cloruro férrico (20 mmol L–1 en agua). 

2.4.2 Muestras 

Para el ensayo ORAC, por el método SIA y microplaca, las muestras analizadas 

fueron néctar de arándano, néctar de uva, jugo de uva y arándano, néctar de 

manzana arándano, vino tinto carmenere y vino tinto merlot, granos de café (miel y 
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café lavado), y vainilla en polvo (Vailicpap®) comprados en supermercados locales 

de la Ciudad de México. 

Los extractos de vainilla se obtuvieron mediante el uso de un horno de microondas 

focalizado Maxidigest MX 350 siguiendo lo reportado en nuestro grupo de trabajo86. 

Se colocó 1 g de polvo de vainilla en 25 mL de una solución de etanol/agua al 70 % 

y luego se aplicó a la muestra una potencia de irradiación de microondas de 150 W. 

Se realizaron 20 ciclos de 1 min de irradiación y 3 min de no irradiación. Después 

de la extracción, los extractos fueron filtrados y recolectados. Para los extractos de 

café; primero se pesaron 0.9 g de café molido y se dejaron en 20 mL de agua 

destilada a 87 °C en agitación magnética durante 5 min; luego se filtró y recolectó 

el extracto. Todas las muestras se diluyeron en agua destilada. 

Para el ensayo FRAP, tanto por el método SIA como por microplaca, se analizaron 

muestras de jugos procesados y embotellados en plástico (arándano, uva, uva-

arándano), vinos tintos (carmenere y merlot), granos de café lavado, té verde y 

tomates comprados en supermercados locales de la Ciudad de México. Todas las 

muestras se diluyeron en agua destilada. Los extractos de café lavado y té verde se 

obtuvieron pesando 0.9 g de muestra molida y adicionando 20 mL de agua destilada 

a una temperatura de 87 °C en agitación magnética durante 5 minutos; más tarde se 

filtró y colectó lo obtenido en la extracción. 

Los extractos de tomate rojo se obtuvieron pesando 1 g de tomate seco y 

adicionando 20 mL de una disolución de etanol/agua al 55 %, y luego se aplicó a la 

muestra irradiación por ultrasonido-asistido a una potencia del 40 %. Se realizaron 

cinco ciclos de 10 segundos de irradiación y 30 segundos de no irradiación. Después 

de la extracción, los extractos fueron filtrados y colectados. 

2.4.3 Instrumentos y equipos 

Se utilizó un equipo FIAlab SIChrom integrado con una válvula multiposición de 8 

puertos, con la cual fueron aspiradas e impulsadas las muestras y reactivos de cada 

método desarrollado por SIA. 

El equipo SIA incorporó un bucle de espera de polímero PEEK (0.70 mm de D.I.) con 

un volumen de 1 mL y un reservorio de 4 mL para el llenado de la disolución 

portadora. Se utilizaron tuberías de teflón con un diámetro interno de 0.70 mm (para 

muestra, portador, residuos y salida al detector). 



CAPÍTULO II 
 

 

52 

La programación de la inyección secuencial para los métodos propuestos se logró 

mediante el control computarizado del equipo FIAlab SIChrom, utilizando el software 

FIAlab para Windows versión 5.0. 

El sistema de detección para el método ORAC constó de un fluorímetro de tubo 

fotomultiplicador FIAlab (PMT-FL) equipado con filtros de emisión y excitación 

(λex=486 nm y λem=500 nm) y una celda de flujo Hellma de 10 mm de paso óptico. 

Para el método FRAP se usaron dos fibras ópticas de 400 μm, una celda de flujo Z 

(10 mm de paso óptico), una fuente de luz UV-Vis-NIR y un detector UV-Vis 

USB4000 de la marca Ocean Optics ajustado a 593 nm. 

Todas las disoluciones y muestras fueron desgasificadas a través de un Baño de 

ultrasonido de la marca Bransonic. 

Para las muestras sólidas se hicieron las extracciones por agitación magnética con 

temperatura controlada usando una parrilla de la marca CIMAREC. 

Para los métodos de capacidad antioxidante por microplacas, se utilizó un lector de 

microplaca Biotek Synergy HT de un solo canal, integrado con una lámpara de 

xenón, un monocromador y control de temperatura. El análisis fue controlado por 

computadora utilizando el software Gen5 de BioTek. 

2.4.4. Método ORAC por SIA 

2.4.4.1 Procedimiento del método 

En el ensayo ORAC la capacidad antioxidante de la muestra o estándar depende 

de la intensidad fluorescente de la fluoresceína, la cual disminuye debido a la 

oxidación que sufre al reaccionar con los radicales peroxilo que se forman a partir 

del reactivo AAPH (figura 1.14). Cuando hay un compuesto antioxidante, la 

disminución de la señal de fluorescencia es mayor o menor dependiendo del poder 

del antioxidante. Por lo tanto, el método ORAC-SIA constó de dos pasos de 

medición: 1) la disminución de la intensidad de fluoresceína por reacción con AAPH, 

y 2) protección de la intensidad de fluoresceína por la presencia de un antioxidante. 

El método propuesto requirió de un reactor de tubería de teflón (0.7 mm de D.I.) con 

un volumen de 635 μL e inmerso en un baño maría Thermo Scientific serie 280. 

También se utilizó un filtro de membrana de polipropileno Whatman (47 mm de 

diámetro y 0.45 μm de tamaño de poro), colocado dentro de una celda de extracción 



CAPÍTULO II 
 

 

53 

de flujo de acero inoxidable, para eliminar el nitrógeno gaseoso liberado por el 

reactivo AAPH durante la formación de radicales peroxilo. 

La figura 2.1 muestra la configuración del método SIA para determinar capacidad 

antioxidante mediante el ensayo ORAC, y la tabla 2.1 muestra los pasos de la 

programación de dicho método. Inicialmente, se llenó la bomba de jeringa con el 

portador de agua destilada (paso 1); luego, se aspiraron secuencialmente AAPH, 

fluoresceína y la muestra de antioxidante hacia el bucle de espera (pasos 2 a 4). El 

bolo formado en el bucle de espera se dispensó hacia el reactor sumergido en un 

baño maría a 70 °C (paso 5) para llevar a cabo la reacción de oxidación/protección. 

Posteriormente, se aspiraron 400 µL del contenido en el reactor hacia el bucle de 

espera (paso 6). Finalmente, todo el volumen contenido en el bucle de espera se 

dispensó hacia el detector, pasando por una celda de difusión donde a través de una 

membrana de polipropileno (paso 7) se eliminó el nitrógeno gaseoso formado 

durante la reacción del radical peroxilo. La señal de fluoresceína se midió utilizando 

filtros de emisión y excitación a 486 nm y 500 nm, respectivamente. 

 

 
Figura 2.1. Sistema SIA para cuantificar capacidad antioxidante a través del ensayo ORAC 
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Tabla 2.1. Programación del sistema SIA para evaluar la capacidad antioxidante mediante el 
ensayo ORAC, empleando la configuración de la figura 2.1 

Paso Acción 
Puerto 

de 
válvula 

Descripción Caudala 
Dirección 
de flujo 

Tiempo 
(s) 

1 Llenado de 
bomba 

6 La bomba es llenada 
con 3.5 mL de agua 

50 Inverso 70 

2 Aspirado de 
AAPH 0.05 

µmol L-1 

3 Se aspira 10 µL de 
AAPH al holding coil 

10 Inverso 1 

3 Aspirado de 
antioxidante 

4 Se aspira 10 µL de 
Antioxidante al 

holding coil 

10 Inverso 1 

4 Aspirado de 
fluoresceína 
2.25 µmol L-1 

5 Se aspira 10 µL de 
fluoresceína al 

holding coil 

10 Inverso 1 

5 Dispensado al 
reactor 

8 Se dispensa 400 µL 
del holding coil al 

reactor 

20 Hacia 
delante 

20 

6 Aspirado al 
holding coil 

8 Se aspira 600 µL del 
reactor al holding coil 

20 Inverso 30 

7 Dispensado al 
detector 

2 Se dispensa 3 730 µL 
del holding coil al 

detector 

20 Hacia 
delante 

186.5 

a Caudal en µL s-1. 

 

2.4.4.2 Determinación de capacidad antioxidante 

Para cuantificar la capacidad antioxidante primero se midió la intensidad máxima 

del pico SIA (señal analítica) de la fluoresceína cuando se aspiró el 

estándar/muestra junto con fluoresceína y AAPH, y posteriormente se transformó a 

porcentajes de protección utilizando dos blancos de referencia: señal de 

fluoresceína sin AAPH (B1) y señal de fluoresceína con AAPH (B2). El valor del 

porcentaje de protección (PP) se definió como el grado de protección de la 

intensidad de fluoresceína con AAPH al aspirar una concentración definida de 

antioxidante utilizando la expresión matemática: 

PP = 
𝐼𝑠−𝐼𝐵2

𝐼𝐵1−𝐼𝐵2
× 100    Ec. 2.1 

donde IS representa la intensidad de la señal después de la reacción entre la 

muestra, AAPH y fluoresceína; IB1 e IB2 corresponden a las intensidades de las 

señales del blanco de fluoresceína sin y con AAPH, respectivamente. Para calcular 

el porcentaje de reacción (PR), el porcentaje de protección calculado (PP) se restó 

al 100 %. 
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2.4.4.3 Determinación del coeficiente de dispersión. 

Antes de iniciar la optimización del método ORAC-SIA, se realizó un primer análisis 

aspirando secuencialmente 10 µL de cada reactivo (agua, PBS y fluoresceína) a un 

caudal de 20 µL s-1 para calcular el coeficiente de dispersión de Ruzicka87. Este 

parámetro estableció la mejor concentración y el volumen de aspiración de 

fluoresceína para una intensidad (pico) fluorescente detectable y sin saturación de 

la señal analítica. 

Inicialmente se midió la intensidad fluorescente por lote de disoluciones de 

fluoresceína a concentraciones desde 0.3 hasta 15 µmol L-1, utilizando una celda de 

flujo de 10 mm de paso óptico acoplada a un fluorímetro con filtros de excitación y 

emisión a 486 y 500 nm, respectivamente. Después se graficaron las unidades de 

fluorescencia (URF) frente a las concentraciones de fluoresceína y se estimó la 

ecuación de la recta. Posteriormente, empleando la configuración SIA, se aspiró 

una disolución de fluoresceína a 12 µmol L-1, siguiendo los mismos pasos que en la 

Tabla 2.1 pero sin reactivos, y se midió la fluorescencia a través de la misma celda 

de flujo acoplada al fluorímetro. El cálculo del coeficiente de dispersión se realizó 

interpolando la intensidad fluorescente del sistema SIA en la ecuación de la recta 

del gráfico por lote. 

2.4.4.4 Evaluación de la reacción entre fluoresceína y AAPH. 

Uno de los parámetros más relevantes en el método ORAC es la reacción cinética 

entre el AAPH y la fluoresceína y cómo un compuesto antioxidante retrasa la 

reacción exhaustiva entre ambos. Por tanto, se estudiaron diferentes 

concentraciones de fluoresceína y AAPH para obtener las mejores condiciones de 

una reacción exhaustiva. 

Aunque el equipo SIA permitía aspirar volúmenes por debajo de 5 µL, se decidió 

comenzar con 10 µL para no afectar la precisión del método por errores de aspirado 

de volumen. En primera instancia, se evaluaron concentraciones de AAPH de 0.01 

a 0.15 mol L-1 aspirando volúmenes de 10 a 30 µL y concentraciones de fluoresceína 

de 1.8 y 3 µmol L-1 (10 µL de volumen de aspiración). Las temperaturas evaluadas 

fueron de 37 a 70 °C para reacciones llevadas a cabo deteniendo el flujo por 30 s 

en el reactor. La secuencia de aspiración utilizada para estas pruebas fue agua-

AAPH-fluoresceína a un caudal de 20 µL s-1. 
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2.4.4.5 Optimización del método ORAC-SIA. 

El método ORAC-SIA se optimizó mediante diseños de experimentos con la 

finalidad de maximizar el PP y el PR. Para reducir el número de experimentos y no 

realizar un solo diseño que involucrará cada uno de los factores evaluados, se 

decidió dividir la optimización en dos diseños. Los parámetros químicos como las 

concentraciones de los reactivos fueron evaluados mediante un diseño de superficie 

de respuesta y los parámetros hidrodinámicos (caudal y volumen de aspirado) se 

evaluaron con un diseño de cribado. 

Desde este punto hasta la validación del método ORAC-SIA se decidió emplear 

como estándar antioxidante vainillina, debido a que es un estándar económico y que 

brinda una capacidad antioxidante similar al estándar de trolox (empleado como 

referencia en la mayoría de los ensayos de capacidad antioxidante). 

Determinación de la secuencia de aspirado 

En un sistema SIA los reactivos y las muestras se aspiran secuencialmente, y la 

secuencia depende de la respuesta analítica esperada, siendo crucial para la 

reacción entre ellos. La reacción química también depende de la difusión de cada 

zona aspirada. Por tanto, la zona de difusión de la fluoresceína debe ser adecuada 

para la reacción entre el AAPH y el antioxidante. 

Para evaluar la secuencia de aspirado se propusieron las siguientes secuencias: 1) 

antioxidante-AAPH-fluoresceína; 2) antioxidante-fluoresceína-AAPH; 3) 

fluoresceína-AAPH-antioxidante; 4) fluoresceína-antioxidante-AAPH; 5) AAPH-

fluoresceína-antioxidante y 6) AAPH-antioxidante-fluoresceína, utilizando 

estándares de vainillina a 25 y 100 µmol L-1 como antioxidante y agua destilada para 

la señal en blanco. El mayor porcentaje de protección (PP) determinó la mejor 

secuencia de aspiración. 

Para estos experimentos se utilizó un volumen de aspirado de 10 µL para cada 

disolución, disoluciones de AAPH a 0.05 mol L-1 y fluoresceína a 3 µmol L-1, una 

temperatura de reacción de 70 °C, un caudal de 20 µL s-1 y un tiempo de reacción 

de 30 s parando el flujo en el reactor. 

Parámetros químicos: concentraciones de los reactivos AAPH y fluoresceína 

Se construyó un diseño compuesto central (DCC) en 2 bloques con 3 puntos 

centrales por bloque con un total de 14 experimentos para optimizar la reacción 

entre fluoresceína y AAPH del ensayo ORAC y así obtener los valores más altos del 
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PP y PR. Las concentraciones a nivel bajo y alto fueron 0.05 y 0.1 mol L-1 para 

AAPH, y 1.5 y 3 µmol L-1 para fluoresceína. Las variables de respuesta fueron el PP 

utilizando vainillina a 25 y 100 µmol L-1 como estándar antioxidante. Los 

experimentos se fijaron con un volumen de aspirado de 10 µL por cada disolución, 

una temperatura de reacción de 70 °C, un caudal de 20 µL s-1, una secuencia de 

aspirado (AAPH-antioxidante-fluoresceína) y 30 s parando el flujo en el reactor. 

Parámetros hidrodinámicos: caudal y volumen de aspirado 

La evaluación del caudal y volumen de aspirado fue mediante un diseño factorial 

completo (DFC) 22 con una réplica, obteniendo 8 experimentos. Se fijaron 

concentraciones de 0.05 mol L-1 para AAPH, 2.25 µmol L-1 para fluoresceína y 25 

µmol L-1 para vainillina. Los volúmenes de reactivos y muestra fueron un solo factor, 

así, los valores máximo y mínimo fueron 5 y 10 μL. Para los caudales se utilizaron 

niveles bajos y altos de 5 y 20 μL s-1. Las variables de respuesta para estos 

experimentos fueron PR y PP. Los parámetros fijos fueron una temperatura de 

reacción de 70 °C, una secuencia de aspiración (AAPH-antioxidante-fluoresceína) 

y un tiempo de reacción de 30 s parando el flujo en el reactor. 

Tiempo de reacción 

En los métodos por lotes y microplaca de ORAC, la intensidad de la fluorescencia 

se mide cada minuto durante 90 min, respectivamente. A medida que avanza la 

reacción, la fluoresceína se consume y su intensidad disminuye. Con base en este 

principio de reacción, se decidió evaluar los tiempos de espera parando el flujo 

cuando los reactivos (fluoresceína y AAPH) llegan al reactor. 

Los tiempos de reacción deteniendo el flujo en el reactor fueron de 30, 20, 10 y 0 s, 

y la variable de respuesta fue PR entre reactivos. Las concentraciones de 

fluoresceína y AAPH utilizadas fueron de 2.25 y 0.05 mol L-1, respectivamente, y un 

caudal de 20 µL s-1. Se fijó un volumen de aspirado de 10 µL para cada reactivo, 

una temperatura de reacción de 70 °C y la secuencia de aspirado de AAPH-agua 

destilada-fluoresceína. 
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2.4.4.6 Parámetros estadísticos y de validación 

Una vez seleccionadas las mejores condiciones hidrodinámicas y químicas del 

método, se calcularon parámetros como intervalo lineal de la curvar de calibración, 

límite de detección y cuantificación, precisión, recuperaciones y correlación con los 

métodos de referencia. Para todos los experimentos se utilizó el estándar de trolox 

como antioxidante, reportando de esta manera resultados de la capacidad 

antioxidante en μmol L-1 equivalente de trolox. 

Curva de calibración 

El análisis de datos se realizó calculando el PP y obteniendo una curva de 

calibración graficando la concentración del estándar trolox vs el PP. Se construyeron 

curvas de calibración durante siete días utilizando concentraciones de trolox en un 

intervalo de 10 a 50 μmol L-1 y graficando contra el PP. Finalmente, se construyó 

una curva de calibración promedio, estableciendo el error en pendiente e 

intersección. Los límites de detección y cuantificación se estimaron considerando la 

desviación estándar de la regresión lineal (Sy/x) y la pendiente (b) de la curva de 

calibración promedio88. 

Método ORAC por microplaca 

El lector de microplacas se configuró en modo de detección de fluorescencia 

empleando filtros de excitación y emisión a 485 y 528 nm, respectivamente, y se fijó 

a temperatura de 37 °C. Para cada microplaca de 96 pocillos se estableció una zona 

de trabajo de 60 pocillos para medir la intensidad fluorescente. El procedimiento se 

realizó acorde con lo reportado por Huang y colaboradores41. En cada micropozo 

se dispensó un volumen total de 200 μL de la mezcla de reacción (150 μL de 

fluoresceína 0.05 µmol L-1, 25 μL de la muestra o estándar y 25 µL de AAPH 0.153 

mol L-1) y se colocó la microplaca en el equipo con un tiempo de análisis de 90 min 

a 37 °C (figura A2.1 de los anexos). Una disolución de PBS de 0.05 µmol L-1 a pH 

7 reemplazó las muestras o estándares trolox y la disolución de AAPH para los 

blancos de reacción. 

Los análisis de datos se realizaron calculando el AUC de dos blancos (B1 y B2) y el 

AUC de la muestra/estándar según el método de los trapecios. Así, se pudo 

determinar el PP usando la ecuación 2.2. Se construyó una curva de calibración 

graficando la concentración del estándar trolox (10 a 50 µmol L-1) contra el PP. Los 



CAPÍTULO II 
 

 

59 

resultados de capacidad antioxidante se expresaron en μmol L-1 equivalentes de 

trolox. 

PP = 
𝐴𝑈𝐶𝑠−𝐴𝑈𝐶𝐵2

𝐴𝑈𝐶𝐵1−𝐴𝑈𝐶𝐵2
× 100    Ec. 2.2 

Recuperaciones 

Se calcularon los porcentajes de recuperación a partir de cuatro muestras 

analizadas previamente. Las muestras fueron: jugo de arándano al 0.66 %, vino tinto 

carmenere al 0.05 %, extracto de vainilla al 0.05 % y extracto de café al 0.06 %. En 

primer lugar, se midió la capacidad antioxidante de las muestras por triplicado, y 

posteriormente se fortificaron las muestras con concentraciones de trolox a 10, 20, 

30 y 40 μmol L-1. 
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2.4.5 Método FRAP por SIA 

2.4.5.1 Procedimiento del método 

En el ensayo FRAP, la capacidad antioxidante se determina mediante una reacción 

redox entre el antioxidante y el complejo [Fe(TPTZ)2]+3 (figura 1.16). Dado que el 

Fe+3 se reduce a Fe+2, es posible asociar el grado de reacción con la capacidad 

antioxidante de la muestra. Además, la reacción se puede medir mediante el cambio 

de color del complejo [Fe(TPTZ)2]+3 (amarillo) a [Fe(TPTZ)2]+2 (azul) a 593 nm, y 

obtener valores de absorbancia asociados con la capacidad antioxidante de la 

muestra. Por esta razón, para realizar el ensayo FRAP fue necesario primero formar 

el complejo [Fe(TPTZ)2]+3 y luego añadir la muestra o estándar para determinar la 

capacidad antioxidante. El complejo [Fe(TPTZ)2]+3 o reactivo FRAP fue preparado 

mezclando disoluciones de HCl 0.005 0 mol L–1, TPTZ 0.010 mol L–1 (disuelto con 

0.04 mol L–1 HCl) y FeCl3 0.020 mol L–1 en la proporción 12.5:1:1. 

En la tabla 2.2 se describen los pasos de la programación del método FRAP-SIA y 

en la figura 2.2 se muestra la configuración utilizada. Como primer paso se llenó el 

reservorio de la bomba del equipo con agua destilada (portador); luego, el reactivo 

FRAP, la muestra y el portador se aspiraron secuencialmente en el bucle de espera 

(pasos 2 a 5). Después, se dispensaron 100 μL desde el bucle de espera al detector 

(paso 6); y finalmente, todo el volumen contenido en el bucle de espera y la bomba 

se dispensó hacia el detector (paso 7) ajustado a 595 nm. 

 
Figura 2.2. Sistema SIA para cuantificar capacidad antioxidante por el ensayo FRAP 
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Tabla 2.2.- Programación del sistema SIA para cuantificar capacidad antioxidante por el ensayo 
FRAP utilizando la configuración de la figura 2.2 

Paso Acción Puerto Descripción 
Caudal 
(µL/s) 

Dirección 
de flujo 

Tiempo 
(s) 

1 
Llenado de 

bomba con el 
portador 

6-7 
La bomba es llenada con 
1.5 mL de agua destilada 

100 Inverso 15 

2 
Aspirado de 

disolución FRAP 
3 

Se aspira 33 µL de 
disolución FRAP al bucle 

de espera 
70 Inverso 0.47 

3 
Aspirado de 
antioxidante 

4 
Se aspira 38 µL del 

antioxidante al bucle de 
espera 

70 Inverso 0.54 

4 
Aspirado de 

disolución FRAP 
3 

Se aspira 33 µL de 
disolución FRAP al bucle 

de espera 
70 Inverso 0.47 

5 
Aspirado de 

portador 
5 

Se aspira 110 µL de agua 
al bucle de espera con 1 s 

de espera 
50 Inverso 3.2 

6 
Dispensado hacia 

el detector* 2 
Se dispensa 100 µL al 

detector 
20 

Hacia 
delante 

5 

7 
Dispensado hacia 

el detector 
2 

Se dispensa 1 614 µL del 
bucle de espera y la 
bomba, al detector 

35 
Hacia 

delante 
46 

*Espectrofotómetro configurado a 593 nm. 

 

2.4.5.2 Determinación de capacidad antioxidante 

La capacidad antioxidante por el método FRAP-SIA fue determinada mediante la 

medición de la absorbancia del complejo [Fe(TPTZ)2]+3 o reactivo de FRAP antes 

(A0) y después (As) de reaccionar con la muestra o estándar. De esta forma, se 

obtuvo la resta de los valores de absorbancia de As menos A0 del ensayo FRAP. 

Esto se calculó de la siguiente manera: 

Abs FRAP = As – A0    Ec. 2.3 

A partir de los valores de Abs FRAP se pudo construir una curva de calibración con un 

estándar antioxidante graficando las concentraciones utilizadas del estándar contra 

las Abs FRAP obtenidas. Por lo tanto, para cada muestra analizada, los valores de 

capacidad antioxidante se reportaron en μmol L–1 equivalente de trolox. 

2.4.5.3 Evaluación de reacción del ensayo FRAP 

Usando una programación similar a la descrita en la tabla 2.2, se aplicó una 

secuencia de aspiración antioxidante-FRAP-antioxidante con volúmenes de 

aspirado de 25-30-25 μL, respectivamente, y un flujo de salida al detector de 20 μL 

s-1 para asegurar la reacción entre el reactivo FRAP y un estándar de trolox de 400 

μmol L-1 y se midió el producto de reacción a 593 nm. El aumento de la señal (pico) 
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obtenido por un aumento de la señal de absorbancia indicó que la reacción de 

capacidad antioxidante se puede llevar a cabo utilizando el ensayo FRAP en SIA. 

El reactivo FRAP se preparó según lo propuesto por Thaipong y colaboradores89 

mezclando disoluciones tampón de acetatos 0.3 mol L-1 (pH 4.7), TPTZ 10 mmol L-

1 y FeCl3 20 mmol L-1 en una proporción de 10: 1: 1. 

2.4.5.4 Estabilidad del reactivo de FRAP 

Desde el primer informe del ensayo FRAP en 1996 por Benzie48 hasta trabajos 

recientes, la forma de preparar el reactivo FRAP ha sido la misma, ignorando que 

el reactivo es inestable por más de una hora después de su preparación, 

presentando un precipitado y provocando una alta variabilidad en las mediciones de 

capacidad antioxidante, por alteración en la estequiometria de reacción. 

Por esta razón, se evaluó la estabilidad del complejo [Fe(TPTZ)2]+3 durante 2 horas 

para observar cambios físicos en la composición del reactivo FRAP. La medición de 

la capacidad antioxidante se realizó por el método FRAP-SIA utilizando trolox a 50 

μmol L-1 con 10 repeticiones, para verificar que las mediciones de capacidad 

antioxidante se mantuvieran constantes (picos reproducibles). 

Por lo tanto, se propusieron cinco nuevas formas de preparar el reactivo FRAP 

(tabla 2.3). Estos experimentos fueron monitoreados en oscuridad y luz, utilizando 

botellas ámbar y transparentes para el almacenamiento. 

Tabla 2.3. Combinaciones de diferentes mezclas mejorar la estabilidad de la disolución FRAP 

Experimento Disoluciones de mezcla Proporción 

Mezcla 1 
Buffer acetatos  

0.3 mol L–1 pH 4.7 
TPTZa  FeCl3b  (20:1:1) 

Mezcla 2 
Buffer fosfatos  

0.3 mol L–1 pH 2 
TPTZa  FeCl3b  (10:1:1) 

Mezcla 3 HCl 0.04 mol L–1 TPTZa  FeCl3b  (10:1:1) 

Mezcla 4 
Buffer fosfatos  

0.3 mol L–1 pH 2 
TPTZa  FeCl3b  (20:1:1) 

Mezcla 5 HCl 0.04 mol/L TPTZa  FeCl3b  (20:1:1) 
a Concentración de TPTZ a 10 mmol L–1 
b Concentración de FeCl3 a 20 mmol L–1 

 
2.4.5.5 Optimización del método FRAP-SIA 

Orden de la secuencia de aspirado 

En la tabla 2.4 se muestran las combinaciones de secuencias evaluadas para el 

método FRAP-SIA, así como sus respectivos volúmenes, para obtener la mayor 
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absorbancia (A FRAP) al usar el estándar trolox a 50 µmol L-1. Para estos 

experimentos se usó la programación de la tabla 2.2, con un caudal de salida hacia 

la celda de flujo de 20 µL s-1. 

Tabla 2.4. Experimentos para la elección de la secuencia de aspirado 

Experimentos Secuencia de aspirado Volumen aspirado (µL) 

1 Antioxidante - FRAP - Antioxidante 25 – 30 – 25 

2 FRAP - Antioxidante - FRAP 15 – 50 – 15 

3 Antioxidante - FRAP 50 - 30 

4 FRAP - Antioxidante 30 - 50 

 
Parámetros hidrodinámicos y químicos 

Para maximizar la respuesta analítica del método FRAP-SIA, se construyó un 

diseño compuesto central (DCC) dividido en 3 bloques y con 3 puntos centrales por 

bloque, dando un total de 33 experimentos. Los factores evaluados fueron la 

secuencia de volumen de aspirado, el caudal de salida al detector, el tiempo de 

reacción deteniendo el flujo en el bucle de espera, y la concentración del reactivo 

de FRAP, fijando como variable de respuesta la absorbancia registrada (A FRAP). 

Los volúmenes de aspirado de muestra y del reactivo FRAP se consideraron para 

el DCC como un solo factor siguiendo la secuencia de aspirado FRAP-Antioxidante-

FRAP. Por otro lado, la concentración del reactivo FRAP fue manejado en términos 

de porcentaje de su preparación, por lo tanto, al preparar dicho reactivo en 

proporciones 10:1:1 (HCl (0.005 mol L-1): TPTZ (10 mmol L-1): FeCl3(20 mmol L-1)) 

se consideró como una concentración al 100 %. 

La tabla 2.5 nos muestra los valores bajos, altos y los puntos centrales para cada 

factor del diseño compuesto central. Los experimentos fueron realizados empleando 

una disolución de trolox a 50 µmol L-1 como estándar antioxidante. 
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Tabla 2.5.- Diseño compuesto central en 3 bloques con 3 puntos centrales por bloque, para 
optimizar el sistema FRAP-SIA 

Factores Nivel bajo Punto central Nivel alto 

Concentración del reactivo FRAP (%) 50 75 100 

Volumen de aspirado en µL 

(FRAP-Antioxidante-FRAP) 
10-15-10 17.5-22.5-17.5 25-30-25 

Tiempo de reacción (segundos) 20 40 60 

Caudal (µL s-1) 20 25 30 

Experimentos totales 33   

 
2.4.5.6 Parámetros estadísticos y de validación método FRAP-SIA 

Curva de calibración del método 

El método se realizó midiendo a 593 nm la absorbancia del producto de reacción 

entre el reactivo de FRAP y el estándar de trolox a distintas concentraciones. Dicha 

absorbancia fue ajustada al restarle la absorbancia del blanco (reactivo de FRAP 

sin estándar). Se planteó un intervalo de concentraciones de trolox desde 5 μmol L-

1 hasta 160 μmol L-1. Tras fijar el intervalo lineal, se construyeron 5 curvas de 

calibración para obtener una curva promedio a partir de ellas. Los valores de límite 

de detección (LD) y límite de cuantificación (LC) fueron calculados a partir del 

promedio y desviación estándar de la medición de 10 repeticiones del blanco de 

absorbancia. El cálculo de LD y LC se realizaron a partir de las ecuaciones 2.4 y 

2.590. 

LD = AB + SB*3   Ec. 2.4 

LC = AB + SB*10  Ec. 2.5 

En donde AB corresponde a la absorbancia promedio de las 10 mediciones del 

blanco y SB es la desviación estándar de las mismas. 

Método FRAP por microplaca 

El método se realizó de acuerdo con lo reportado por Bolanos y colaboradores91 con 

ligeras modificaciones. En una microplaca de 96 pozos fueron dispensados 280 μL 

del reactivo de FRAP y 20 μL de la muestra o estándar por cada micropozo, 

obteniendo de esta manera un volumen total de 200 μL. El análisis se realizó a 

temperatura ambiente y la absorbancia se midió a una longitud de onda de 593 nm 

después de 30 min. El reactivo de FRAP fue preparado a partir de la mezcla de 

disoluciones de TPTZ 0.01 mol L–1, FeCl3 0.02 mol L–1 y buffer de acetatos 0.3 mol 
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L–1 pH 3.6, en una proporción 1:1:10. Se utilizaron disoluciones de trolox de 5 a 200 

µmol L–1 para la curva de calibración. Para los blancos de reacción se utilizó agua 

destilada en lugar de la muestra o estándar. El análisis de datos fue realizado a 

partir de la absorbancia registrada del reactivo de FRAP antes y después de 

reaccionar con la muestra o estándar (A0 y As), por tanto, los valores de absorbancia 

del ensayo FRAP (Abs FRAP) fueron calculados usando la ecuación 2.3. La curva de 

calibración fue construida graficando la concentración de trolox contra la Abs FRAP, 

y los valores de capacidad antioxidante se reportaron en μmol L–1 equivalentes de 

trolox. 

Recuperaciones 

Inicialmente se midieron la capacidad antioxidante de las siguientes muestras 

diluidas en agua: vinos tintos merlot y carmenere (ambos al 0.25 %), jugos de uva 

(0.67 %), arándano (0.50 %), y uva-arándano (0.50 %), extracto de café honey (0.40 

%), extracto de tomate (0.01 %) y extracto de té verde (0.25 %). Después de conocer 

la capacidad antioxidante de las muestras, se prepararon disoluciones fortificadas 

de cada muestra adicionando 10, 30 y 60 µmol L–1 del estándar de trolox y 

nuevamente se midió la capacidad antioxidante. 

Además, también se estimaron las recuperaciones del método FRAP por 

microplacas empleando las mismas muestras, pero a las siguientes 

concentraciones: vinos tintos merlot y carmenere (al 0.07 y 0.08 %); jugos de uva 

(1.00 %), arándano (0.29 %), y uva-arándano (0.31 %); extracto de café honey (0.18 

%); extracto de tomate (0.06 %); y extracto de té verde (0.10 %). De igual manera, 

se prepararon disoluciones fortificadas de cada muestra adicionando 10, 80 y 160 

µmol L–1 del estándar de trolox y se midió la capacidad antioxidante antes y después 

de la fortificación. 

Finalmente, para todos los métodos involucrados el porcentaje de recobro se calculó 

dividiendo la diferencia de capacidad antioxidante de la muestra fortificada y la 

muestra sin fortificar, entre la concentración de trolox adicionada, y finalmente 

multiplicado por 10092,93. 

2.4.6. Precisión intermedia de ambos métodos SIA 

La precisión de los métodos ORAC y FRAP por SIA fue evaluada en términos de 

reproducibilidad y repetibilidad intralaboratorio. Para el método ORAC-SIA se 
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prepararon y cuantificaron por duplicado disoluciones acuosas de trolox (25 μmol L-

1) y vino tinto carmenere (0.2 %), durante siete días. En el caso del método FRAP-

SIA, se repitió el mismo procedimiento, pero empleando disoluciones acuosas de 

trolox (60 µmol L–1) y vino tinto merlot (0.67%). 

Cada análisis se realizó por triplicado a las condiciones óptimas del sistema, 

obteniendo un promedio de la capacidad antioxidante. En cada disolución se 

cuantificó la capacidad antioxidante expresada en μmol L-1 equivalente de trolox. 

Finalmente, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de una vía para determinar 

la precisión de ambas metodologías88,94 y se calcularon los parámetros descritos en 

la tabla A2.1 de los anexos. 

2.5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.5.1 Método ORAC-SIA 

2.5.1.1 Coeficiente de dispersión. 

La dispersión que sufre el bolo de fluoresceína en el sistema SIA fue determinado, 

a través de la relación matemática de las concentraciones de fluoresceína antes 

(Co) y después (C) de que ocurra el proceso de transporte dentro del sistema SIA87. 

El objetivo de determinar el coeficiente de dispersión fue para conocer con qué 

concentraciones de fluoresceína se obtenía una señal detectable. 

A través de la curva de calibración de concentraciones de fluoresceína (0.3 - 15 

μmol L-1) vs intensidad fluorescente, medida sin dispersión de fluoresceína, se 

obtuvieron los datos de regresión lineal que permitieron interpolar la intensidad 

fluorescente al inyectar 10 μL de fluoresceína a 12 μmol L-1 en el sistema SIA. De 

esta manera se observó que un bolo de fluoresceína a 12 μmol L-1, al final registraba 

una intensidad correspondiente a aproximadamente 0.3 μmol L-1 de fluoresceína, lo 

cual resultó en un coeficiente de dispersión de 40.35 ± 0.59. 

Por lo tanto, como punto de partida se utilizó una concentración de fluoresceína de 

1.8 μmol L-1, debido a que a esta concentración se obtuvo una señal analítica con 

aproximadamente 8 mil unidades de referencia fluorescente (URF), permitiendo 

realizar la reacción con el reactivo de AAPH, sin afectación por el ruido del equipo 

en los experimentos posteriores. 
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2.5.1.2 Condiciones de reacción. 

El principal desafío en el método ORAC-SIA fue lograr una oxidación rápida de la 

fluoresceína por parte de los radicales peroxilo derivados del AAPH y eliminar el 

nitrógeno gaseoso producido durante la reacción entre ellos. 

El método ORAC en microplaca de 96 pocillos y otros métodos ORAC estándar 

utilizan 37 °C como temperatura óptima de reacción, pero si la temperatura 

aumenta, la formación de radicales peroxilo (a través del azocompuesto AAPH) 

también, siendo más rápida la oxidación de la fluoresceína. Los resultados 

experimentales mostraron una reacción exhaustiva entre AAPH y fluoresceína a 70 

°C en poco tiempo, pero este aumento generó una gran cantidad de nitrógeno 

gaseoso derivado de la formación de radicales peroxilo del AAPH. Incluso a 37 °C, 

la formación de nitrógeno gaseoso fue considerable e interfirió en la medición de la 

fluorescencia. La incorporación de una celda de difusión de gas con una membrana 

de polipropileno, antes del detector, permitió eliminar este nitrógeno gaseoso, y 

ajustar la temperatura del reactor a 70 °C. Llevar a cabo la reacción a 70 °C 

proporcionó más energía al sistema de reacción, lo cual redujo la energía de 

activación necesaria de la reacción y aumentó la velocidad. 

Por otra parte, fue posible reducir la concentración inicial de 0.15 mol L-1 de AAPH 

(utilizado en el método por microplaca41) a 0.05 mol L-1, pero fue necesario usar una 

concentración de fluoresceína de 3 μmol L-1, para obtener una señal sin interferencia 

del ruido del equipo, ya que a 1.8 μmol L-1 se disminuían tanto la precisión de la 

señal (picos poco reproducibles) como la sensibilidad del análisis (cambios en la 

variación de la concentración poco apreciables). En estos ensayos se detuvo el flujo 

durante 30 s en el reactor y se mantuvo así hasta la optimización de este parámetro. 

2.5.1.3 Optimización del método 

Secuencia de aspirado 

La tabla 2.6 muestra los resultados de los valores de porcentaje de protección (PP) 

antioxidante al utilizar un estándar de vainillina. Los valores más altos de protección 

antioxidante fue para la secuencia AAPH-antioxidante-fluoresceína, usando 

concentraciones de 25 y 100 μmol L-1 de vainillina con porcentajes de protección de 

37.50 y 96.88 %, respectivamente. 
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Cuando se utilizó vainillina a 25 μmol L-1 al principio o al final de la secuencia, el PP 

osciló entre 31 y 37.5 %, y a concentraciones de 100 μmol L-1 fue entre el 70.37 y 

87.50 %. 

La posición del antioxidante fue fundamental, ya que una secuencia de AAPH-

antioxidante-fluoresceína permitió primero mezclar los bolos de AAPH y 

antioxidante, y después mezclar el producto de reacción con el bolo de la 

fluoresceína, de tal manera que se evitara que el AAPH reaccionara primero con la 

fluoresceína y se obtuvieran valores bajos de protección antioxidante. 

El ensayo ORAC consta de dos pasos: 1) una reacción entre la fluorescencia y el 

AAPH con disminución en la intensidad fluorescente de la fluoresceína, y 2) una 

segunda reacción entre la fluorescencia, el AAPH y un antioxidante para observar 

la presencia o ausencia de protección de la fluoresceína. El antioxidante competirá 

con la fluoresceína para reaccionar primero con el AAPH, y si el AAPH reacciona 

únicamente con el antioxidante, entonces, la intensidad de la fluoresceína 

permanecerá inalterable. Por el contrario, si el antioxidante reacciona en menor 

cantidad con el AAPH, la intensidad de la fluoresceína decaerá puesto que el AAPH 

comenzará a reaccionar con la fluoresceína. 

 

Tabla 2.6. Resultados de la evaluación de secuencia de aspirado en función del PP al realizar el 
método ORAC-SIA con el estándar de vainillina a 25 y 100 µmol L-1 

  Porcentaje de protección (PP) 

Experimentos Secuencia de aspirado Vainillina 25 µM Vainillina 100 µM 

1 Antioxidante-AAPH-Fluoresceína 37.50 87.50 

2 Antioxidante-Fluoresceína-AAPH 33.33 70.37 

3 Fluoresceína-AAPH-Antioxidante 31.25 81.25 

4 Fluoresceína-Antioxidante-AAPH 25.00 87.50 

5 AAPH-Fluoresceína-Antioxidante 37.50 79.17 

6 AAPH-Antioxidante-Fluoresceína 37.50 96.88 

(µM) Concentración expresada en µmol L-1 

Por otro lado, para cuantificar la capacidad antioxidante de una muestra/estándar, 

fue necesario conocer las señales correspondientes a los blancos de la señal de 

fluoresceína sin y con AAPH. Primero, la señal de la fluoresceína sin reaccionar con 

AAPH fue el primer blanco (B1), y el segundo blanco (B2) fue la señal de la 

fluoresceína cuando reacciona con AAPH (indicando el máximo decaimiento de la 

señal de fluoresceína o también interpretado como un 0 % de protección). A medida 
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que se aspira un compuesto antioxidante en el sistema SIA, junto con AAPH y 

fluoresceína, la señal de fluoresceína depende de la protección otorgada por el 

antioxidante. En consecuencia, si el antioxidante no protege, la señal de la 

fluoresceína mostrará su máximo decaimiento (B2), y si el antioxidante presenta 

una alta capacidad antioxidante, la señal de la fluoresceína no disminuirá. 

Parámetros químicos del método: concentración de los reactivos 

Para optimizar los parámetros químicos del método ORAC-SIA, se realizó un diseño 

compuesto central (DCC) dividido en 2 bloques con 3 puntos centrales por bloque, 

y se evaluaron los factores: concentración de fluoresceína y de AAPH. Las variables 

de respuesta del diseño fueron los porcentajes de protección (PP) determinados al 

utilizar vainillina a 25 y 100 µmol L-1. La tabla 2.7 muestra los resultados del PP de 

cada experimento. 

Tabla 2.7. DCC en 2 bloques con 3 puntos centrales, para evaluar los factores concentración de 
AAPH y fluoresceína, usando como variables de respuesta el PP de vainillina a 25 μmol L-1 y 100 

μmol L-1 

Bloque 
Concentración de 

AAPH a 
Concentración de 

fluoresceína b 

PP vainillina 
25c 

PP vainillina 
100c 

1.00 0.075 0 2.25 20.47 92.46 

1.00 0.075 0 2.25 18.42 89.66 

1.00 0.050 0 1.50 34.13 85.56 

1.00 0.100 0 3.00 0.00 51.79 

1.00 0.100 0 1.50 0.00 47.60 

1.00 0.050 0 3.00 39.34 91.96 

1.00 0.075 0 2.25 18.24 85.87 

2.00 0.075 0 1.19 0.00 92.56 

2.00 0.075 0 2.25 21.03 93.89 

2.00 0.110 4 2.25 0.00 38.54 

2.00 0.075 0 2.25 16.20 96.08 

2.00 0.039 6 2.25 69.17 100.00 

2.00 0.075 0 3.31 20.77 77.53 

2.00 0.075 0 2.25 26.94 88.60 
a Valores expresados en mol L-1; b Valores expresados en µmol L-1;c Concentración en µmol L-1. 

 

Los resultados del ANOVA del DCC al evaluar cada uno de los factores, indicaron 

que solamente la concentración de AAPH tuvo una influencia significativa sobre la 

experimentación (valor P < 0.05) (tablas A2.2 y A2.3 de los anexos). 

Los diagramas de Pareto de efectos estandarizados (figura 2.3 y 2.4) mostraron, 

con un nivel de significancia del 95 %, la influencia positiva o negativa de cada factor 

en la variable respuesta, siendo estadísticamente significativos aquellos factores 

localizados por encima de la línea perpendicular a las barras. Se consideraron los 
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efectos de cada factor empleando un modelo de interacciones binarias, para un 

mejor ajuste del modelo matemático del diseño. 

El análisis del DCC con PP como variable de respuesta, mostró que al usar 

concentraciones de vainilla a 25 y 100 μmol L-1, solo la concentración del reactivo 

AAPH influía significativamente sobre los valores del PP. 

 

Figura 2.3. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para los factores concentración de 
AAPH y fluoresceína, empleando como variable de respuesta el PP al usar vainillina a 25 μmol L-1 

 

 

Figura 2.4. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para los factores concentración de 
AAPH y fluoresceína, empleando como variable de respuesta el PP al usar vainillina a 100 μmol L-1 

 

Al analizar por separado los diagramas de Pareto, la interpretación de los resultados 

varió dependiendo de la concentración del estándar de vainillina. Por tanto, al usar 

una concentración de 25 μmol L-1 si se reduce la concentración del reactivo AAPH 

y se aumenta la concentración del reactivo fluoresceína, entonces, se obtendrán 

valores más altos del PP, pero si se usa una concentración de vainillina a 100 μmol 

L-1, disminuye tanto la concentración de fluoresceína como de AAPH. Esto se debe 

a que la vainillina a concentraciones bajas presenta muy poca capacidad 

antioxidante, por lo tanto, al reaccionar AAPH con vainillina, esta última no logra 

proteger a la fluoresceína lo suficiente y entonces disminuye el PP. Por el contrario, 
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cuando la vainillina se encuentra a concentraciones altas, aumenta la protección de 

la fluoresceína e incrementa los valores del PP. Sin embargo, debido a que el 

análisis del diseño fue enfocado hacia obtener los valores más altos del PP se tomó 

la decisión de optimizar el método ORAC-SIA a partir del análisis de diseño al usar 

vainillina a 100 μmol L-1, debido a que todos los experimentos presentaron valores 

de PP, a diferencia del análisis con vainillina a 25 μmol L-1 en donde algunos 

experimentos no tuvieron valores de PP. 

El diagrama de contorno de superficie de respuesta usando vainillina de 100 μmol 

L-1(figura 2.5), muestra los valores óptimos para las concentraciones de los 

reactivos, resultando en: 2.25 μmol L-1 para fluoresceína y 0.05 mol L-1 para AAPH. 
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Figura 2.5. Diagrama de contorno de la superficie de respuesta estimada para los factores 
concentración de AAPH y fluoresceína, empleando como variable de respuesta el PP al usar 

vainillina a 100 μmol L-1 

 

 
Parámetros hidrodinámicos del método: caudal y volumen de aspirado 

Es fundamental para cualquier método SIA, conocer adecuadamente el caudal para 

realizar el análisis y establecer una relación entre la reacción química y la dispersión 

para que los tiempos de análisis no sean demasiado largos. Por otra parte, el 

volumen de aspirado también es relevante debido a que los volúmenes pequeños 

permiten reducir costes y minimizar residuos, pero aumenta la dispersión afectando 

la sensibilidad del método. 

Para obtener los valores óptimos de cada parámetro, se utilizó un DFC 22 con una 

réplica. La evaluación se basó en maximizar los valores de porcentaje de protección 

(PP) y porcentaje de reacción (PR), utilizando vainillina 25 μmol L-1. La tabla 2.8 

muestra el diseño factorial. 

Tabla 2.8. DFC 22 con 1 réplica para los factores volumen de aspirado y caudal, utilizando las 

variables de respuesta el %RP y el %PP de vainillina 25 μmol L-1 

Bloque Volumen a  Caudal b  %RP %PP 

1 5 5 100.00 0.00 

1 5 20 68.64 25.08 

1 10 20 80.52 50.79 

1 10 5 100.00 0.00 

2 5 5 100.00 0.00 

2 5 20 77.99 45.49 

2 10 20 84.14 59.01 

2 10 5 100.00 0.00 
a Volumen en µL 
b Caudal en µL s-1 
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Los resultados del ANOVA del DFC (tablas A2.4 y A2.5 de los anexos) mostraron 

que solo el caudal tuvo una influencia significativa en ambas variables de respuesta 

(PP y PR). Los diagramas de Pareto de efectos estandarizados (figura 2.6 y 2.7) 

sugieren que a caudales altos los valores del PP aumentan, pero los valores de PR 

disminuyen. En adición, cuando se aumentan los volúmenes de reactivos y muestra, 

también incrementan los valores del PP y PR.  

Debido a que el análisis del diseño se realizó para dos variables de respuesta (PP 

y PR), entonces se obtuvieron dos opciones de valores óptimos sugeridos por cada 

análisis de su respectiva variable de respuesta. Así, cuando la variable de respuesta 

era el PR, entonces los valores óptimos de caudal y volumen de aspirado fueron de 

5 µL s-1 y 10 µL, respectivamente, pero cuando la variable de respuesta era el PP, 

el valor óptimo para caudal fue de 20 µL s-1. 

Finalmente, se optó por el valor de caudal de 20 µL s-1, ya que el caudal de 5 µL s-

1 fue tan bajo que el bolo del producto de reacción se dispersó demasiado en la 

corriente portadora, imposibilitando su detección y, por lo tanto, la medición del PP.  

 

Figura 2.6. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados, utilizando como variable de respuesta 
el %PP de vainillina 25 μmol L-1 y como factores los volúmenes aspirados y caudales 
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Figura 2.7. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados, usando %RP sin estándar como 
variable de respuesta, y volúmenes aspirados y tasas de flujo como factores 

 
Evaluación del tiempo de reacción del método 

La capacidad antioxidante mediante el ensayo ORAC por microplaca se calcula 

graficando curvas cinéticas (tiempo frente a intensidad fluorescente) después de un 

tiempo de 90 min. Se utiliza el método trapezoidal restando el AUC sin antioxidante 

al AUC con antioxidante. 

En el método propuesto la altura de los picos (señal analítica) fue suficiente para 

calcular el PP y PR, haciendo al método más fácil y rápido. Esto fue posible gracias 

a que los bolos aspirados de AAPH, antioxidante y fluoresceína, permitieron 

mezclarse por difusión de gradiente (desplazamiento de una sustancia de una zona 

de mayor concentración a otra de menor concentración), de tal manera que se 

formará un bolo de producto de reacción con perfil parabólico que al llegar al 

detector registrará una señal (pico) sin presentar una alta dispersión con la corriente 

portadora. De tal manera que, la altura máxima del pico fuera proporcional al PP de 

la muestra antioxidante. 

El análisis de los tiempos de reacción (parando el flujo en el reactor) en intervalos 

de 0 a 30 segundos, no mostró diferencias significativas entre los valores de PR en 

el intervalo analizado, manteniendo siempre un 100 % de reacción (decaimiento 

total de la señal de fluoresceína). Los valores del PP incrementaron 

proporcionalmente a diferentes concentraciones de trolox. Por lo tanto, no fue 

necesario detener el flujo para realizar el análisis, con la ventaja de utilizar la altura 

de los picos SIA en lugar del AUC. Cabe destacar que en los ensayos ORAC 

convencionales necesitan un tiempo de reacción de 90 min para establecer el 100 

% de reacción entre AAPH y fluoresceína (B2). 

 

2.5.1.4 Características del método 

 
Intervalo lineal y curva de calibración 

El PP fue la respuesta para evaluar la capacidad de protección de un antioxidante 

para proteger a la fluoresceína frente al AAPH, por lo que los resultados fueron 

expresados en equivalentes de μmol L-1 de trolox. Se elaboraron siete curvas de 

calibración con un intervalo de concentración de 10 a 50 µmol L-1 de trolox y se 
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estimaron sus respectivos parámetros estadísticos (figura A2.2 y tabla A2.6 de los 

anexos) y mediante un ANOVA de los datos se demostró una relación directamente 

proporcional entre la respuesta (PP) y la concentración del estándar trolox con un 

95 % de significancia (P<0.05). 

Una curva promedio (figura 2.8) fue construida con los datos de las siete curvas de 

calibración mostrando una varianza homocedástica y una excelente linealidad en 

un intervalo de concentración de 10 a 50 µmol L-1 con un coeficiente de 

determinación de 0.997. La ecuación de regresión tuvo una pendiente de 1.15 ± 

0.02 y una intersección de 3.89 ± 0.89. Los LD y LC fueron de 3.13 y 9.48 μmol L-1, 

respectivamente. Es importante destacar que la sensibilidad de este ensayo fue 

mejorada en comparación con informes anteriores por métodos basados en flujo 

para la determinación de la capacidad antioxidante58,95,96. 

 

Figura 2.8. Promedio de la curva de calibración utilizando estándares de trolox de 10 a 50 µmol L-1 
con un intervalo de confianza del 95 % para la determinación de la capacidad antioxidante por el 

método ORAC-SIA 
 

Correlación entre los métodos ORAC-SIA y ORAC-microplaca 

El método de ORAC por microplaca obtuvo una curva de calibración con un intervalo 

lineal de 10 a 50 μmol L-1, una pendiente de 1.29 ± 0.05, intersección de 4.17 ± 1.57, 

LD de 3.82 μmol L-1 y LC de 11.57 μmol L-1. Los resultados obtenidos fueron 

similares a los reportados en la literatura41. 

Se graficaron los valores del PP obtenidos por el método ORAC-SIA y ORAC-

microplaca, obteniendo una correlación superior al 99 % y demostrando que la 

sensibilidad era similar. 
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En la tabla 2.9 se muestra una comparación de los valores de regresión y precisión 

de otros métodos (FIA, SIA y microplaca) reportados en la literatura para determinar 

la capacidad antioxidante, denotando que los datos del método ORAC-SIA 

propuesto tienen una DER más baja que el método ORAC por microplaca41, y 

también indicando una excelente precisión y mejor sensibilidad con respecto al 

método ORAC-FIA58. 

Por otro lado, se señala que los otros métodos para determinar la capacidad 

antioxidante por sistemas de flujo tienen sensibilidades más bajas que sus 

contrapartes por microplaca. En el caso del método ORAC-FIA reportado en 2016, 

se observa que su sensibilidad disminuyó 5 veces respecto al método por 

microplaca debido al cambio de detección de fluorimetría a espectrofotometría UV-

Visible. De esta manera, el método ORAC-SIA propuesto presenta una mejora 

notable de la sensibilidad (hasta 4 veces) con respecto al primer método de flujo 

informado en 2016 para el ensayo ORAC. 

 
Tabla 2.9. Comparación de las características entre el método ORAC-SIA propuesto con diferentes 

métodos publicados para determinar la capacidad antioxidante 

Método LCa m Intervalo lineala Estándar r %DERr %DERre Referencia 

ORAC 
microplaca 

5 1.5 6.25 - 50 Trolox 0.99 < 15 % < 15 % 72 

DPPH 
microplaca 

N. R 0.15 50 - 500 Trolox 0.99 1.06 – 8.28 % 1.32 – 2.13 % 97 

CUPRAC 
microplaca 

3 7.11 12.5 - 200 Ác. Úrico 0.99 1.00 % 6.10 % 98 

FRAP 
microplaca 

N. R N. R 90 - 540 Trolox 0.99 4.80 % 5.60 % 99 

ORAC - FIA 8 0.3 18 - 180 Trolox N. R 3.0 - 3.4 % < 4.9 % 100 

DPPH - SIA 1 N. R 10 - 40 Ác. Cafeico N. R N. R 3.90 % 101 

CUPRAC - FIA 11 2.8 25 – 300 Trolox 0.99 0.98 % 2.80 % 98 

ABTS - SIA 24. 7 -0.03 0 - 235.13 Ác. gálico 0.99 6.40 % N. R 102 

ORAC - SIA 3.13 1.15 10-50 Trolox 0.99 2.15 % 2.65 % Método propuesto 
a Concentraciones expresadas en µmol L-1 de Trolox. 
(r) coeficiente de correlación; (DERr) desviación estándar relativa de repetibilidad; (DERre) desviación estándar relativa de 
reproducibilidad; (LC) límite de cuantificación; (m) pendiente de la regresión lineal; (N. R) no reportado. 

 

Análisis de muestras 

Empleando el método ORAC-SIA se analizaron diversas muestras alimenticias y se 

compararon los resultados con los obtenidos por el método ORAC por microplaca41. 

En la tabla 2.10 se muestran los resultados expresados en µmol trolox por mL de 

muestra. Después de realizar una prueba estadística t de Student para muestras 

pareadas, con 95 % de confiabilidad (α de 0.05 a dos colas), los métodos no tuvieron 
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diferencias significativas en sus resultados (t0 = 0.84 y tc = 2.26), mostrando la 

confiabilidad del método ORAC-SIA propuesto. 

El método propuesto demostró no necesitar de un tiempo de análisis prolongado 

para alcanzar el equilibrio de la reacción, siendo posible cuantificar la capacidad 

antioxidante midiendo solo una parte de la cinética de la reacción sin afectar la 

medición. En la figura 2.9 se muestra la señal obtenida de fluoresceína, sola, con 

AAPH y con muestra. 

  



CAPÍTULO II 
 

 

78 

 

Tabla 2.10. Resultados de la capacidad antioxidante en diferentes muestras de alimentos 
analizadas por el método ORAC-SIA propuesto y el método convencional de microplacas 

Muestras 
Capacidad antioxidante a 

SIA Microplaca 

Extracto de vainilla 42.99 +/- 4.60 43.49 +/- 1.51 

Vino tinto Merlot 21.94 +/- 0.99 20.23 +/- 2.02 

Vino tinto Carmenere 18.84 +/- 2.65 17.97 +/- 2.85 

Extracto de café honey 7.27 +/- 0.61 6.98 +/- 0.00 

Extracto de café lavado  9.57 +/- 0.03 9.59 +/- 0.12 

Néctar de manzana y arándano 4.04 +/- 0.09 3.94 +/- 0.19 

Néctar de uva 2.45 +/- 0.16 2.70 +/- 0.24 

Jugo de uva y arándano 2.74 +/- 0.25 3.15 +/- 0.28 

Néctar de arándano 1.74 +/- 0.03 1.78 +/- 0.01 
a Expresada en µmol de Trolox por mL de muestra. 

 

 

Figura 2.9. Señales del sistema ORAC-SIA para el blanco de fluoresceína (B2), el 100 % de la 
reacción (blanco AAPH (B1)) y dos muestras 

 

Recuperaciones 

Los valores de recuperación para el método ORAC-SIA oscilaron entre 86 y 107.50 

% para las muestras fortificadas (jugo de arándano, extracto de vainilla, extracto de 

café y vino carmenere) con concentraciones de trolox de 10, 20, 30 y 40 μmol L-1 

(tabla 2.11). De acuerdo con los criterios de la AOAC103 estos valores se encuentran 
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dentro de los intervalos aceptables de recuperación (85–110 %). Por tanto, los 

resultados indicaron que no existen interferencias significativas de la matriz. 

Tabla 2.11. Porcentajes de recuperación para 4 muestras adicionadas con diferentes 
concentraciones de Trolox 

Muestra 
Capacidad 

antioxidante 
de muestra a 

Concentración 
adicionada a 

Porcentaje 
de 

recuperación 

Jugo de arándano al 
0.66 %* 11.41 

20.00 94.61 

30.00 104.42 

40.00 100.87 

Vino tinto 
Carmenere al 0.05 

% 
12.73 

10.00 102.41 

20.00 100.60 

30.00 102.02 

40.00 100.08 

Extracto de vainilla 
al 0.05 % 

22.94 

10.00 105.37 

20.00 97.70 

30.00 98.26 

40.00 88.54 

Extracto de café al 
0.06 % 

16.41 

10.00 86.90 

20.00 97.87 

30.00 104.30 

40.00 107.50 

a Expresado en µmol L-1 de trolox. 
* Para concentraciones más altas que 0.1 %, los valores de referencia son 90 – 108 %. 
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2.5.2 Método FRAP-SIA 

2.5.2.1 Condiciones de reacción del método FRAP-SIA 

La longitud de onda del reactivo FRAP reducido (Fe2+-TPTZ) fue de 593 nm. En la 

figura 2.10 se muestra el blanco de la reacción, el reactivo FRAP sin reaccionar con 

trolox, con absorbancia inferior a 0.05, y el reactivo FRAP con trolox a 400 μmol L–

1. La señal aumentó 0.8 unidades de absorbancia; a partir de estos datos se llevó a 

cabo la optimización. 

 

 

Figura 2.10. Evaluación de reacción del ensayo FRAP y el estándar de trolox a 400 µmol/L. A) 
reactivo FRAP sin estándar; B) reactivo FRAP con estándar 

 

Es importante destacar que usar una secuencia de aspirado antioxidante-FRAP-

antioxidante, favoreció a que los dos bolos de trolox a 400 μmol L–1 se difundieran 

por gradiente hacia el bolo del reactivo de FRAP. Por tanto, el bolo del producto de 

reacción formado por la reacción entre el trolox y el reactivo de FRAP pudo ser 

detectable debido a que no se requirió un tiempo de reacción parando el flujo del 

sistema SIA, lo cual evitó que este bolo se dispersara con la corriente portadora y 

presentara un pico SIA predominantemente difusivo. 

2.5.2.2 Estabilidad del reactivo FRAP 

En 2013, Martins y colaboradores propusieron el primer ensayo FRAP adaptado a 

un método de flujo que proporciona una frecuencia de análisis de 30 muestras por 

hora, utilizando volúmenes de muestra/reactivo de 91.4 μL y duplicando la 

concentración de reactivos FRAP57. Sin embargo, la forma de preparar el reactivo 

FRAP ([Fe(TPTZ)2]3+) fue similar a la reportada por primera vez por Benzie y Strain 

en 1996, mezclando una disolución amortiguadora de acetato 0.3 mol L-1 pH 3.6, 

0.01 mol L-1 de TPTZ y 0.02 mol L-1 de FeCl3 en una proporción 10:1:1, sin 
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considerar que la formación del reactivo FRAP es inestable, precipitando después 

de 40 min de su preparación. 

De tal manera se preparó el reactivo FRAP de acuerdo con lo reportado por Benzie 

y evaluando su estabilidad a cambios físicos durante 2 horas. Se observó que se 

formaron partículas sólidas insolubles después de 40 minutos de su preparación. 

Al realizar el ensayo FRAP con un estándar de trolox 50 μmol L–1, se obtuvo que 

después de 55 min de la preparación del reactivo, las absorbancias tuvieron una 

variación mayor a la desviación estándar de las repeticiones realizadas en los 

primeros 50 min (lecturas cada 5 minutos). Esto se debió a que la concentración del 

reactivo FRAP varió a medida que la disolución formaba mayores cantidades de 

partículas sólidas insolubles que interfirieron con la reacción. 

Inicialmente, se propuso que la disolución amortiguadora de acetatos a 0.3 mol L-1 

y pH 3.6, la cual no contaba con la capacidad de amortiguar, debido a que la 

disolución amortiguadora se encontraba en los límites de su zona de 

amortiguamiento, ya que el pH fijado estaba por debajo de una unidad del pKa del 

ácido acético (4.7). 

Por lo tanto, se evaluaron diferentes medios para estabilizar el reactivo de FRAP. 

Los medios sugeridos para mezclar los reactivos TPTZ y FeCl3 se centraron en el 

uso de disoluciones amortiguadoras de acetatos a 0.3 mol L-1 y pH 4.7 (pKa 4.7), 

de fosfato a 0.3 mol L-1 y pH 2 (pKa 2.1), y una disolución de HCl a 0.04 mol L-1 y 

pH 1.4, mezclados en proporciones 10:1:1 y 20:1:1. 

Los resultados de la experimentación mostraron que, aunque la disolución 

amortiguadora de acetatos se preparó a un pH con una zona de amortiguamiento 

viable, el reactivo de FRAP precipitó a los 40 min. La estequiometría de reacción 

entre el FeCl3 y el ligante TPTZ es de 1 a 2, para formar el complejo ([Fe(TPTZ)2]3+). 

Las concentraciones empleadas fueron de 0.02 mol L-1 para el FeCl3 y 0.01 mol L-1 

para el TPTZ, si se considera que la reacción llegó al equilibrio, quedaron 

concentraciones de 0.001 5 mol L-1 para el Fe3+, 0.005 mol L-1 para el ([Fe(TPTZ)2]3+ 

y prácticamente reacciona todo el TPTZ. El exceso de Fe3+ pudo haber formado 

Fe(OH)3, debido a que un pH mayor a 4.42 favorece a la formación de este hidróxido 

(considerando un pKs de 38.8) y la disolución amortiguadora de acetatos fue 

preparada a pH de 4.7. 
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Por otro lado, al usar una disolución amortiguadora de fosfato a pH 2, el reactivo 

FRAP también precipitó, lo que podría ser causado nuevamente por el exceso de 

reactivo Fe3+, lo que provocó que los iones fosfato presentes en la disolución 

amortiguadora se unieran al Fe3+, formando así fracciones de precipitado de FePO4 

en el reactivo FRAP. Finalmente, al utilizar HCl 0.04 mol L–1 (misma concentración 

con la que se prepara el reactivo TPTZ) como medio de preparación para el reactivo 

FRAP, se observó que el reactivo se mantuvo estable hasta por una semana sin 

presentar precipitación, siendo esto una mejoría sustancial. El reactivo de FRAP fue 

estable usando HCl 0.04 mol L-1 cuando se mezcló con el FeCl3 en diferentes 

proporciones. La concentración de HCl se probó hasta una concentración de 0.005 

mol L–1 (pH 2.3) para preparar el reactivo de FRAP, lo que resultó en una disolución 

estable durante 24 h. También hay que considerar que la estabilidad del reactivo 

FRAP no depende de la exposición a la luz. Finalmente, se decidió utilizar una 

mezcla de HCl (0.005 mol L-1), TPTZ (10 mmol L-1) y FeCl3 (20 mmol L-1) en la 

proporción 10:1:1, para preparar el reactivo FRAP. 

2.5.2.3 Optimización del método 

Secuencia de aspirado del método 

En la tabla 2.12 se muestran los resultados obtenidos del método FRAP-SIA para 

evaluar las 4 secuencias de aspirado propuestas frente a un estándar de trolox a 50 

µmol L-1. Los experimentos 2 y 4 mostraron los valores más altos de absorbancia, 

sin embargo, se optó por usar la secuencia del experimento 2 (FRAP - Antioxidante 

– FRAP), dado que presentó un valor más alto y con menor desviación estándar 

que el experimento 4. Por otra parte, la secuencia FRAP-Antioxidante-FRAP 

sugiere que el bolo del producto de reacción se ve favorecido por la difusión que 

existe entre los 2 bolos de FRAP que rodean al bolo del antioxidante, permitiendo 

una mejor mezcla entre el antioxidante y el reactivo de FRAP, generando 

concentraciones mayores de producto (con valores más altos de absorbancia) en 

comparación con las otras combinaciones. 
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Tabla 2.12.- Resultados de la evaluación de secuencia de aspirado en función de la absorbancia al 
implementar el método FRAP-SIA con el estándar trolox a 50 µmol L-1 

Experimentos Secuencia de aspirado Volumen aspirado (µL) Absorbancia 

1 Antioxidante - FRAP - Antioxidante 25 – 30 – 25 0.363 ± 0.013 

2 FRAP - Antioxidante - FRAP 15 – 50 – 15 0.387 ± 0.002 

3 Antioxidante - FRAP 50 - 30 0.332 ± 0.009 

4 FRAP - Antioxidante 30 - 50 0.383 ± 0.003 

 

Parámetros químicos e hidrodinámicos del método 

Se evaluaron los siguientes factores: concentración del reactivo FRAP, los 

volúmenes de aspirado de cada reactivo, el caudal de salida a detector y el tiempo 

de reacción, utilizando un DCC en 3 bloques y con 3 puntos centrales. Se utilizó una 

disolución de trolox a 50 µmol L-1 como estándar antioxidante. Los resultados 

obtenidos en el DCC son mostrados en la tabla 2.13. 
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Tabla 2.13. DCC en 3 bloques con 3 puntos centrales, para evaluar los factores concentración 

FRAP, volumen de aspirado, caudal y tiempo, usando absorbancia como variable de respuesta y 
trolox 50 µmol L-1 como estándar 

Bloque 
Concentración  

FRAPa 
Volúmenes de  

aspiradob 
Tiempoc Caudald Abs 

1 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.185 0 

1 100 10-15-10 20 20 0.126 7 

1 100 10-15-10 60 30 0.143 7 

1 100 25-30-25 20 30 0.254 0 

1 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.186 3 

1 50 25-30-25 60 30 0.257 3 

1 50 25-30-25 20 20 0.220 7 

1 50 10-15-10 60 20 0.134 7 

1 50 10-15-10 20 30 0.133 7 

1 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.187 7 

1 100 25-30-25 60 20 0.222 3 

2 100 10-15-10 60 20 0.126 0 

2 50 25-30-25 60 20 0.232 0 

2 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.200 7 

2 100 25-30-25 60 30 0.264 3 

2 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.205 0 

2 50 25-30-25 20 30 0.265 3 

2 100 10-15-10 20 30 0.144 7 

2 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.207 3 

2 50 10-15-10 20 20 0.127 0 

2 100 25-30-25 20 20 0.228 7 

2 50 10-15-10 60 30 0.147 3 

3 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.196 3 

3 75 17.5-22.5-17.5 40 15 0.176 3 

3 125 17.5-22.5-17.5 40 25 0.191 7 

3 75 2.5-7.5-2.5 40 25 0.069 7 

3 75 17.5-22.5-17.5 0 25 0.192 7 

3 75 17.5-22.5-17.5 80 25 0.199 3 

3 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.199 3 

3 25 17.5-22.5-17.5 40 25 0.172 3 

3 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.204 7 

3 75 17.5-22.5-17.5 40 35 0.211 7 

3 75 32.5-37.5-32.5 40 25 0.269 3 
a valores expresados en porcentajes; b volumen expresado en µL (secuencia FRAP-Antioxidante-FRAP); c tiempo en 
segundos; d caudal expresado en µL s-1. 
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El diagrama de Pareto de efectos estandarizados del DCC (nivel de significancia del 

95 %) mostró las influencias positivas o negativas de cada factor en la variable 

respuesta. Se consideraron los efectos de cada factor y sus interacciones binarias 

para obtener un mejor ajuste al modelo del diseño. Se observó que el volumen de 

aspirado y el caudal tuvieron una influencia significativa en la respuesta (A FRAP), 

estableciendo que, a valores altos de volumen de aspirado y caudal de salida, los 

valores de A FRAP incrementaban. La figura 2.11 muestra el diagrama de Pareto 

para los efectos principales del DCC. 

 

 
Figura 2.11. Diagrama de Pareto estandarizado de efectos principales, para maximizar la 

respuesta del sistema FRAP-SIA 

 

En contraste, al considerar las interacciones binarias de cada factor, hubo una 

influencia significativa sobre el diseño en el volumen de aspirado (BB), la 

concentración de FRAP (AA), el caudal (D), la interacción del volumen de aspirado 

y el caudal (BD), estableciendo que a menor volumen de aspirado y menor 

concentración del reactivo FRAP se obtienen mayores valores de A FRAP. 

Por otro lado, la interacción volumen y el caudal indicó que mientras estos dos 

factores incrementan al mismo tiempo en un mismo experimento, los valores de A 

FRAP también incrementan. En la figura 2.12 es posible apreciar el diagrama de 

Pareto para los efectos del DCC con interacciones binarias. 
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Figura 2.12. Diagrama de Pareto estandarizado con interacciones binarias de los factores, para 

maximizar la respuesta del sistema FRAP-SIA 
 

Los resultados del ANOVA (tabla A2.7 de los anexos) para cada factor indicaron 

que el volumen de aspirado, la concentración de la disolución de FRAP, el caudal, 

la interacción binaria del volumen de aspirado y el caudal tuvieron una influencia 

significativa en el experimento (valor P <0.05). 

Los valores de R2 del DCC fue de 98.960 %, indicando un buen ajuste entre los 

valores experimentales de A FRAP con los predichos por el modelo de regresión. 

Finalmente, los valores óptimos se estimaron a partir del diseño que maximizó los 

valores de A FRAP con interacciones binarias, lo que resultó en 35 µL s-1 para el 

caudal, un tiempo de espera de 0 segundos, una concentración de FRAP al 80 % y 

volúmenes de aspirado de 33-38-33 µL para la secuencia FRAP-Antioxidante-

FRAP. 

2.5.2.4 Características del método FRAP-SIA 

Intervalo lineal y curva de calibración 

En el método FRAP-SIA se graficaron las AFRAP obtenidas al utilizar concentraciones 

de trolox en un intervalo de 5 a 160 μmol L-1, estableciendo un intervalo lineal con 

concentraciones de 5 a 120 μmol L-1. 

Con la finalidad de obtener un mejor estimado de las curvas de calibración entre un 

día y otro, se construyó una curva diariamente durante 5 días y se estimaron cada 

uno de sus parámetros (figura A2.3 y tabla A2.8 de los anexos). 

Empleando los datos de las 5 curvas de calibración, se construyó una curva 

promedio. En adición, se realizó un análisis de los residuales (diferencia entre los 
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valores de absorbancia observados y los predichos por la recta de regresión) a 

través del gráfico de los residuos (figura A2.4 de los anexos) en función de la 

concentración del estándar de trolox. Dicho gráfico presentó una distribución 

aleatoria y sin ningún tipo de tendencia al variar la concentración de trolox. De esta 

manera fue posible aseverar que los datos de las curvas se ajustan al modelo de 

regresión lineal tipo 1, dando como resultado una varianza homocedástica. 

El ANOVA de los datos de las 5 curvas de calibración (tabla A2.9 de los anexos), 

demostró una relación directamente proporcional entre la respuesta (A FRAP) y la 

concentración de trolox con un nivel de significancia de 95 %, ya que el valor-P 

obtenido es menor a 0.05. Por tanto, al emplear los datos de las 5 curvas de 

calibración, se construyó una curva promedio (figura 2.13), para cuantificar la 

capacidad antioxidante expresada en equivalentes µmol L-1 trolox. 

 
Figura 2.13. Curva promedio de calibración de trolox de 5 a 120 μmol L-1 con su intervalo de 

confianza al 95 % para la determinación de capacidad antioxidante 

 

La ecuación de regresión lineal de la curva de calibración promedio mostró una 

pendiente de 0.006 4 ± 9.4x10-5 y una intersección de 0.004 9 ± 6.4x10-3 con un 

intervalo de confianza al 95 %. Los valores de LD y LC fueron de 1.0 y 1.8 μmol L-

1, respectivamente. 

Correlación entre los métodos FRAP-SIA y FRAP-microplaca 

Los valores de absorbancia del método FRAP-SIA y FRAP-microplaca se graficaron 

utilizando disoluciones estándar de trolox a concentraciones de 5 a 120 μmol L-1 

para obtener una gráfica de correlación entre ambos métodos. En consecuencia, se 

obtuvo una correlación directa de las respuestas analíticas del 98 % por ambos 

métodos al realizar el ensayo FRAP, reafirmando la confiabilidad de los valores de 

capacidad antioxidante por el método FRAP-SIA propuesto. 
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Aunque el ensayo FRAP es uno de los ensayos más citados para determinar la 

capacidad antioxidante total, su implementación de microplacas no se ha calibrado 

adecuadamente, por lo que no se han determinado parámetros de calibración 

universales para fines de control de calidad. Por ejemplo, la dependencia del paso 

óptico en el volumen de la muestra conduce a resultados de ensayos de microplacas 

que carecen de precisión entre laboratorios. Así lo demostraron Bolanos y 

colaboradores en 2015 al verificar que los lectores de microplacas disminuyen la 

sensibilidad del análisis colorimétrico en comparación con los datos de un 

espectrofotómetro de paso óptico de 1 cm81. También hay poca información sobre 

la validación del ensayo FRAP-microplaca, siendo Ustundag y colaboradores en 

2016 los primeros en reportar los parámetros de validación104, quienes describen 

que a pesar de que el ensayo FRAP-microplaca reduce el consumo en volumen de 

reactivos y muestra, y aumenta la frecuencia de muestreo, también es demasiado 

pobre con respecto a la precisión y exactitud del método, reportando un coeficiente 

de variación (CV) del 18.5 % y recuperaciones con una tendencia inferior al 100 %, 

lo que indica un claro error sistemático. Estos altos valores de CV del ensayo FRAP-

microplaca se atribuyen principalmente al error del analista al dispensar pequeños 

volúmenes (10-200 μL) de muestra y reactivos en los pocillos de microplaca, ya que 

es muy complejo. 

En cuanto a reproducibilidad también han afectado otros ensayos para determinar 

la capacidad antioxidante, como ORAC por microplaca, porque la reacción de 

inhibición antioxidante no comienza en los 96 pocillos al mismo tiempo por 

limitaciones técnicas al dosificar el antioxidante y el radical73. Por esta razón, el 

método FRAP-SIA propuesto es una mejor alternativa para determinar la capacidad 

antioxidante, a diferencia del método de microplaca, que presenta una mayor 

variabilidad en los resultados de la capacidad antioxidante. 

Análisis de muestras 

En la figura 2.14 y la tabla A2.10 de los anexos, se muestran los resultados por 

FRAP-SIA y FRAP-microplaca. Después de analizar los valores de capacidad 

antioxidante por ambos métodos, se consideró que ambos resultados eran 

estadísticamente similares, lo que demuestra que el método FRAP-SIA es una 

alternativa adecuada para determinar la capacidad antioxidante, mejorando la 
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precisión en comparación con el método de microplaca y minimizando los errores 

asociados con la manipulación del analista. 

 

 

Figura 2.14. Gráfico comparativo de los valores de capacidad antioxidante analizados por FRAP-
SIA y FRAP-Microplaca 

 
Recuperaciones 

El efecto de la matriz y la exactitud del método FRAP-SIA se evaluaron mediante la 

recuperación de trolox en 8 muestras fortificadas con concentraciones de 30 μmol 

L-1. La concentración de trolox fue elegida para obtener fortificaciones que no se 

encontraron en los extremos inferior y superior de la curva de calibración del 

método. Para determinar el porcentaje de recuperación para el método FRAP por 

microplaca, se optó por utilizar una concentración de trolox de 80 μmol L-1 sobre la 

base de los mismos criterios descritos anteriormente. 

Los porcentajes de recuperación obtenidos para los métodos FRAP-SIA y FRAP-

microplaca se presentan en la tabla 2.14. Se obtuvieron valores entre 94.66 - 114.22 

% y 89.73 – 99.47 % para el método FRAP por SIA y microplaca, respectivamente. 

Al comparar los valores de recuperación por ambos métodos, el método FRAP-SIA 

presenta valores con distribución sin tendencia, ya que todos van del 94.66 al 114 

%, pasando por el 100 % de recuperación. El método FRAP-microplaca tuvo una 

tendencia siempre por debajo del 100 %, lo que indica un posible error atribuido al 

método y no a las muestras analizadas, probablemente debido a que la mezcla del 

reactivo de FRAP y muestra no se homogeniza completamente en los pozos de la 

microplaca (por errores de pipeteo) y esto provoque una reacción poco exhaustiva 
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entre el reactivo de FRAP y la muestra, tendiendo a subestimar los valores de 

capacidad antioxidante. 

Tabla 2.14. Porcentajes de recuperación de trolox por el método FRAP-SIA y FRAP-microplaca 

Muestras 
%Recuperación 

FRAP-SIAa 
% Recuperación 

FRAP-microplacab 

Vino tinto merlot  114.22 97.92 
Vino tinto carmenere  94.66 99.47 

Jugo de uva  100.80 91.17 
Jugo de arándano  108.31 89.73 

Jugo de uva-arándano  108.99 90.51 
Extracto de café honey  104.22 91.50 

Extracto de té verde  94.88 91.50 
Extracto de tomate  107.85 90.29 

aMuestras fortificadas con trolox 30 μmol L–1; bmuestras fortificadas con trolox 80 μmol L–1. 

 

2.5.3 Precisión intermedia de ambos métodos SIA 

El estudio de la precisión fue llevado a cabo inmediatamente después de establecer 

los parámetros de las curvas de calibración por ambos métodos SIA, sin embargo, 

debido a que se siguieron metodologías y tratamiento de datos similares, se decidió 

reportar los resultados en este apartado. 

La precisión fue evaluada a partir de una muestra de vino (matriz compleja) y una 

disolución estándar de trolox (compuesto puro), con la finalidad de observar cuanta 

variabilidad puede tener la precisión del método, dependiendo del tipo de muestra 

analizada. 

Los valores de capacidad antioxidante de las muestras y estándar empleados para 

determinar la precisión de los métodos ORAC-SIA y FRAP-SIA son mostrados en 

las tablas A2.11 y A2.12 de los anexos. 

Empleando un ANOVA de los resultados de capacidad antioxidante, se obtuvieron 

la suma de cuadrados (SC), los grados de libertad (GL) y el cuadrado medio (CM) 

de la variación de las capacidades antioxidante de cada muestra entre días y dentro 

de días, permitiendo calcular los valores de repetibilidad obtenida en un mismo día 

(dentro de días) y la reproducibilidad intralaboratorio o precisión intermedia en varios 

días (entre días). 

De esta manera, la repetibilidad y la reproducibilidad intralaboratorio del método 

ORAC-SIA fueron de 1.96 y 2.60 % para el vino Carmenere, y 2.15 y 2.65 % para 

el estándar de trolox, respectivamente. 
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Para el método FRAP-SIA la repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio fueron 

de 1.51 y 2.07 % para el vino merlot, así como 1.56 y 1.64 % para el estándar de 

trolox, respectivamente.  

Dichos valores en ambos métodos son inferiores al 3 %, lo cual denota que 

presentan una buena precisión acorde con los criterios de la AOAC y el CODEX 

Alimentarius103,105. 
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2.6 CONCLUSIONES 

• Los métodos propuestos para determinar capacidad antioxidante empleando 

los ensayos ORAC y FRAP son los primeros métodos de flujo reportados por 

SIA. 

• El método ORAC-SIA presentó diversas ventajas, destacando la reducción 

de volúmenes de reactivos y muestra, disminución de la concentración del 

reactivo AAPH, minimización de errores de medición y reducción del tiempo 

de análisis por muestra. La temperatura de 70 °C en el reactor proporcionó 

una alta energía al sistema de reacción, reduciendo la energía de activación 

y aumentando la velocidad de reacción del método. De esta manera, el 

tiempo de reacción fue disminuido de 90 min por el método ORAC-microplaca 

a 5 min por el método ORAC-SIA, con una frecuencia de muestreo de 12 

muestras alimenticias por hora. 

• El desempeño cinético del sistema ORAC-SIA permitió un tratamiento de 

datos rápido y sencillo, midiendo las intensidades de los picos en lugar de las 

áreas. Además, dicho sistema mostró una excelente precisión y 

recuperaciones, coincidiendo con los valores de las normas internacionales 

y superando al método por microplacas en este rubro. 

• El método FRAP-SIA ofreció ventajas como: una frecuencia de muestreo de 

50 muestras por hora, un consumo de volumen total de 104 μL (muestra y 

reactivo), una reducción del 30 % en la concentración del reactivo FRAP, y 

no requirió de un reactor ni tiempos de reacción de espera. Cada una de las 

características superó a lo reportado por Martins y colaboradores en 2013 en 

donde se propuso un método FRAP por FIA. 

• Durante el desarrollo del método se identificó que el reactivo FRAP presentó 

inestabilidad debido a la precipitación cuando se utilizó durante más de 40 

minutos después de su preparación. Por lo tanto, se propuso una mejora en 

el método de preparación del reactivo, disminuyendo el pH del medio, 

reemplazando la disolución amortiguadora de acetatos por una disolución de 

HCl, lo que permitió que el reactivo se utilizara hasta por 24 horas sin 

presentar precipitación. 
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• El método FRAP-SIA mejoró los errores por la manipulación de analistas, 

una barrera aún no superada en los métodos de microplacas (CV 18.5 %), 

destacando así el método FRAP-SIA propuesto con alta precisión. (CV<3 %). 

• Finalmente, aunque la tasa de muestreo de los métodos ORAC y FRAP por 

microplaca es de 96 muestras por 90 y 30 min, respectivamente, el uso de 

los 96 pocillos dependerá de las necesidades de cada analista, ya que se 

requerirá el mismo tiempo de análisis para 1 muestra que para 96. De esta 

manera, los métodos ORAC-SIA y FRAP-SIA ofrecen un tiempo de análisis 

de 5 y 1.2 min por muestra, respectivamente, siendo una alternativa para 

cuantificar capacidad antioxidante con una alta precisión en contra parte con 

sus métodos por microplaca. 
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CAPÍTULO III 
Método simultáneo para determinar capacidad antioxidante por SIA, 

empleando los ensayos ABTS y FRAP 
 
3.1 RESUMEN 

Debido a la variabilidad en los mecanismos de reacción (TAH o TE) de los ensayos 

de capacidad antioxidante, se dificulta la comparación de los resultados entre ellos. 

Por ende, contar con una metodología única que pueda cuantificar la capacidad 

antioxidante a través de al menos dos ensayos con mecanismos distintos, facilitará 

una correlación rápida e interpretación coherente de los resultados obtenidos a 

partir de una misma muestra. 

Este capítulo constituye la pieza central de la tesis, enfocado en el desarrollo de una 

metodología simultánea SIA con determinación multiparamétrica. El objetivo 

principal fue fusionar el ensayo FRAP-SIA (desarrollado en el capítulo 2), junto con 

el ensayo ABTS-SIA (reportado en la bibliografía), para unificarlos en una sola 

metodología simultánea. De esta manera, se describe en detalle la exploración de 

diversas alternativas para unificar los ensayos de capacidad antioxidante en un solo 

análisis, incluyendo los obstáculos superados durante este proceso. 

Las diferencias entre ambos ensayos residieron en sus mecanismos de acción: el 

ensayo FRAP se fundamentó en un sistema de reacción redox, en el cual la 

partícula intercambiada fue un electrón; en contraste, el ensayo ABTS se basó en 

un mecanismo de transferencia de átomos de hidrógeno. 

Ambos ensayos presentan bondades como que sus reactivos pueden ser 

preparados tanto en medios acuosos como orgánicos. En el caso del ensayo FRAP, 

la estructura del reactivo está vinculada al grupo hemo presente en la hemoglobina 

y el ensayo está relacionado con un proceso de oxidación biológica. Por otro lado, 

en el ensayo ABTS se emplea un radical que no está naturalmente presente en 

sistemas biológicos, pero su notable estabilidad en diferentes valores de pH lo 

convierte en un ensayo adaptable a diversas circunstancias experimentales. 

Además, es importante señalar que ambos ensayos pueden ser fácilmente 

analizados por detectores espectrofotométricos debido a sus reacciones 

colorimétricas. Sin embargo, mientras que el ensayo FRAP intensifica su coloración 

a medida que aumenta la capacidad antioxidante, el ensayo ABTS muestra la 
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característica opuesta, disminuyendo su coloración. Esta diferencia los distingue 

aún más entre sí. 

Es fundamental resaltar que la metodología propuesta no incluye una configuración 

con múltiples detectores, a diferencia de la mayoría de los métodos simultáneos por 

inyección en flujo. Además, constituye el primer trabajo documentado en determinar 

la capacidad antioxidante de manera simultánea por SIA sin la necesidad de acoplar 

el sistema a otra técnica analítica, como la cromatografía. Esta particularidad 

incrementa la facilidad del método y le confiere un valor añadido al demostrar la 

robustez inherente de los sistemas SIA por sí solos. 

Finalmente, los anterior descrito culmina en el desarrollo de un nuevo método 

denominado FRAP/ABTS-SIA con detección espectrofotométrica para evaluar la 

capacidad antioxidante, utilizando de forma simultánea los ensayos FRAP y ABTS. 

Este método se aplicó con éxito a muestras alimenticias, demostrando una 

impresionante tasa de muestreo de 30 muestras por hora, una configuración sencilla 

y tiempos de reacción breves. Su principal ventaja radica en la capacidad de medir 

la capacidad antioxidante mediante un solo análisis, empleando dos ensayos con 

detección espectrofotométrica a distintas longitudes de onda y con diferentes 

cinéticas de reacción. Los factores hidrodinámicos y químicos del método fueron 

optimizados mediante un diseño compuesto central, resultando en un caudal de 40 

μL s-1 y volúmenes de aspirado de 43-38-38-43 μL para la secuencia (Antioxidante-

FRAP-ABTS-Antioxidante). Esto implicó una reducción del 70 % en las 

concentraciones del reactivo de FRAP y del 50 % en el radical ABTS, en 

comparación con sus métodos por lotes. El método propuesto exhibió una excelente 

precisión (DER < 2 %) con un límite de detección de 0.031 3 y 0.004 7 μmol L–1 para 

los ensayos FRAP y ABTS, respectivamente, con intervalo lineal de 10 a 120 μmol 

L-1. Se aplicó el método a diferentes alimentos como cafés, vinos, jugos y especias, 

obteniendo valores de capacidad antioxidante comparables con los métodos de 

referencia por microplaca. Por último, los valores de recuperación oscilaron entre 

97.34 y 106.19 % para el ensayo FRAP, y entre 92.75 y 105.43 % para el ensayo 

ABTS. 
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3.2 OBJETIVOS 

GENERAL 

Desarrollar, optimizar y validar una metodología para la determinación simultánea 

de capacidad antioxidante con los ensayos FRAP/ABTS, por análisis por inyección 

secuencial (SIA) con detección espectrofotométrica. 

ESPECÍFICOS 

• Implementar el método ABTS-SIA con detección espectrofotométrica, para 

después fusionarlo con el método FRAP-SIA y desarrollar un único método 

simultáneo con ambos ensayos. 

• Diseñar una configuración SIA que permita conjuntar el ensayo FRAP y 

ABTS con señales analíticas independientes, sin requerir más de un detector. 

• Evaluar una secuencia de aspirado que permita el mezclado del bolo muestra 

con los bolos de reactivo de FRAP y radical ABTS•+ aspirados, para formar 

dos productos de reacción con señales (picos) independientes de cada 

ensayo y detectables por espectrofotometría. 

• Establecer los parámetros químicos (concentraciones de los reactivos FRAP 

y ABTS), e hidrodinámicos (caudal y volúmenes de inyección) necesarios 

para que las reacciones en cada ensayo se lleven a cabo y permitan la 

cuantificación de capacidad antioxidante. 

• Emplear un diseño de experimento de superficie de respuesta, para optimizar 

los factores concentración de reactivos, caudal y volúmenes de aspirado del 

método simultáneo propuesto. 

• Calcular los parámetros estadísticos y de calidad (curva de calibración, límite 

de detección y cuantificación, precisión, exactitud y correlación con el método 

estándar) de cada ensayo a través del método simultáneo FRAP/ABTS-SIA. 

• Aplicar el método simultáneo FRAP/ABTS-SIA a muestras alimenticias, para 

determinar valores de capacidad antioxidante, tanto por el ensayo FRAP 

como por ABTS. 

• Comparar los valores de capacitad antioxidante de las muestras analizadas 

por el método FRAP/ABTS-SIA y por los métodos estándar de microplaca de 

FRAP y ABTS, para evaluar diferencias significativas entre ambos métodos. 
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3.3 INTRODUCCIÓN 

La importancia de determinar varios componentes en una única muestra ha ido en 

aumento debido a las crecientes demandas de análisis más rápidos y 

complejos106,107. Los métodos convencionales más empleados para el 

procesamiento de muestras previo a la medición de concentraciones de los analitos 

incluyen técnicas de separación clásicas como la cromatografía o las extracciones 

en fase sólida108,109. Estas técnicas abordan problemas significativos relacionados 

con la mejora de la selectividad en numerosas determinaciones, particularmente 

frente a la creciente complejidad de la matriz de la muestra. Las técnicas 

cromatográficas posibilitan la eficiente separación de una amplia gama de 

compuestos con diferentes propiedades en un solo análisis. Sin embargo, los 

métodos que conllevan una extracción de los analitos presentes en la muestra y 

luego una separación cromatográfica, demandan considerable tiempo y su 

frecuencia de muestreo típica no suele superar varias muestras por hora. Además, 

la instrumentación es costosa y genera una gran cantidad de información, que no 

siempre es necesaria para aplicaciones prácticas. Con el tiempo, se han 

desarrollado diversos métodos instrumentales que permiten la determinación 

simultánea de varios componentes en una muestra sin necesidad de separación 

previa110,111. 

El término “determinación simultánea” en métodos de flujo fue introducido por 

primera vez en 1979 por Leif Anderson112 cuando consiguió cuantificar nitratos y 

nitritos en muestras de agua de mar por FIA. Anderson empleó una configuración 

que inyectaba un volumen único de muestra que luego se dividía para mezclarse en 

dos corrientes portadoras de reactivo en paralelo conectadas a dos detectores 

espectrofotométricos, también en paralelo. A partir de entonces el concepto de 

determinaciones simultáneas en los métodos de flujo fue definido por la 

determinación de dos o más especies con una misma muestra mediante una misma 

configuración113,114. Esta alternativa es significativa y simplifica la automatización 

del procedimiento al eliminar los agentes de separación o de enmascaramiento 

convencionales. 

Ha sido un desafío aplicar sistemas de análisis por flujo continuo para la 

determinación simultánea de varios componentes en volúmenes de muestra muy 
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reducidos (generalmente de decenas o cientos de microlitros). Esto se debe a la 

complejidad de adaptación, ya que los métodos por flujo involucran fenómenos de 

dispersión de muestra y reactivos, que pueden dificultar el análisis si no se controlan 

adecuadamente. 

Es en este punto donde nace una nueva vertiente de los métodos de flujo llamado 

análisis por inyección en flujo multicomponente (MCFIA, por sus siglas en inglés), 

el cual introdujo mejoras en la frecuencia de muestreo, y aumentó la selectividad y 

sensibilidad de los sistemas de detección en flujo115. 

En la literatura especializada se detallan distintos tipos de configuraciones de 

diversa complejidad para métodos multicomponente. La clasificación de los 

sistemas de análisis multicomponentes más comunes se basa en diferentes 

aspectos, como el número de especies a determinar, la cantidad de detectores 

empleados o el principio de inyección. 

En estos sistemas multicomponente, se puede emplear un único detector o múltiples 

canales para analizar diversas especies. También, existe la posibilidad de que el 

sistema conste de varios detectores monocanal, cada uno destinado a determinar 

una especie específica. Este subgrupo se define como sistemas de multidetección. 

Además, la disposición relativa de los detectores en la configuración del sistema y 

sus características, como el principio de funcionamiento, la selectividad y la 

sensibilidad, pueden utilizarse como criterios secundarios. 

En el primer caso, se puede distinguir la disposición de los detectores según estén 

dispuestos en serie o en paralelo. Otro criterio importante es el principio de 

inyección. Los sistemas pueden emplear dispositivos de inyección únicos o 

múltiples, ya sea de manera simultánea o secuencial, lo que se clasifica como 

multideterminación. En la literatura se encuentran descritos dispositivos de 

inyección de distintos niveles de complejidad, adaptados tanto para aplicaciones 

comunes como para aquellas más especializadas. 

Inicialmente, los sistemas MCFIA se centraban exclusivamente en FIA, siendo ésta 

la técnica de flujo más relevante a mediados de los años 70’s y principios de los 

80’s. Sin embargo, con el tiempo se incorporaron otras técnicas de flujo como SIA, 

MSFIA, μTAS, entre otras, ampliando así el espectro de métodos disponibles. 

El análisis por inyección secuencial (SIA, por sus siglas en inglés) se distingue por 

su capacidad para aspirar, de forma secuencial, las cantidades necesarias de 
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muestras, reactivos y portador, almacenándolas en un mismo reservorio para 

posteriormente dispensarlas como un único bolo de reacción hacia un detector. Este 

avance ha facilitado la implementación de métodos simultáneos que posibilitan la 

aspiración de múltiples reactivos y muestras en una misma determinación. En la 

actualidad, se cuentan con múltiples principios aplicables a la detección simultánea 

por inyección secuencial, la mayoría de los cuales se fundamentan en la medición 

de doble pico116–118. 

Por otra parte, los métodos espectrofotométricos más utilizados para medir la 

actividad antioxidante en muestras biológicas y alimenticias han sido los ensayos 

FRAP y ABTS, debido a que presentan ventajas como velocidades de reacción 

rápidas, miscibilidad de la muestra con el radical y sin el estricto control de 

temperatura. Estos ensayos han sufrido varias modificaciones desde su primera 

aparición como métodos en lote convencionales, hasta los más recientes métodos 

automatizados por analizadores de microplacas81,119. Además, se han planteado 

nuevas alternativas de cada ensayo como la producción directa de ABTS•+ mediante 

la reacción con persulfato de potasio, para evitar la interferencia de los compuestos 

antioxidantes y prooxidantes en el proceso de generación del catión radical120. 

En este sentido, la implementación de metodologías de flujo para la determinación 

de la actividad antioxidante en alimentos aún no está muy explotada, de tal modo 

que no existen datos bibliográficos sobre un método de flujo que conjunte más de 

un ensayo para determinar capacidad antioxidante. En consecuencia, el uso del 

SIA, es uno de los métodos de flujo predilecto por excelencia debido a que permite 

una manipulación más versátil de las muestras dentro de los tubos de flujo con 

posibles períodos de parada y marcha, así como posibilidad de adaptación para 

técnicas de múltiples reactivos y sistemas de múltiples detecciones, como los 

presentes en los métodos simultáneos antes descritos. 

En este trabajo se desarrolló un novedoso método simultáneo para la determinación 

de capacidad antioxidante empleando los ensayos FRAP y ABTS. El objetivo de 

dicho método se centró en obtener dos señales (picos) que correspondieran al 

producto de reacción de cada ensayo. Esto se logró gracias a que se pudo 

establecer una secuencia de aspirado que permitió controlar la dispersión de los 

volúmenes de reactivos (ABTS y FRAP) y la muestra aspirados secuencialmente en 

una corriente portadora de agua. 
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El ensayo de FRAP se pudo llevar a cabo en serie junto con el ensayo ABTS a 

través del uso de un reactor conectado antes de llegar al detector. De esta manera, 

primero se aspiró el reactivo de FRAP y la muestra, y se enviaron al reactor para 

que se mezclaran y se mantuvieran ahí, mientras una segunda aspiración, ahora 

del reactivo ABTS y muestra, se llevaba a cabo, para luego ser enviados al mismo 

reactor donde se mantenían los primeros bolos aspirados, y así ser impulsado todo 

lo contenido en el reactor hasta el detector. 

Lo anterior permitió primero, mezclar los bolos del reactivo FRAP y muestra a través 

de fenómenos de difusión, presentando una difusión radial y axial entre el bolo de 

FRAP y muestra proporcionada por los movimientos circulares del reactor y el 

caudal del flujo en continuo, y una difusión por gradiente presente por haber parado 

el flujo en el reactor al momento de aspirar ABTS y muestra. 

Así mismo, se logró formar dos bolos de productos de reacción que fueran uno 

detrás del otro sin mezclarse entre sí, controlando la dispersión de ambos bolos a 

través de la longitud del reactor y los volúmenes aspirados de muestra y reactivos. 

En consecuencia, esto permitió una detección de continuo de dos señales (picos) 

propias de cada ensayo antioxidante. 

3.4 METODOLOGÍA 

3.4.1 Reactivos y disoluciones 

Se utilizaron los reactivos ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfónico)), TPTZ (2,4.6-Tri-(2-piridil)-s-triazina), K2S2O8, FeCl3‧6H2O, HCl y el 

estándar de trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico). Todos 

los reactivos fueron grado analítico y adquiridos de Sigma-Aldrich. 

Se prepararon disoluciones acuosas de HCl a 0.04 mol L-1 y 0.005 mol L-1, 

FeCl3.6H2O a 20 mmol L-1, y K2S2O8 a 2.5 mmol L-1. Todas las disoluciones fueron 

almacenadas en refrigeración a 4 °C por un periodo máximo de 15 días. 

El reactivo de FRAP o complejo [Fe(TPTZ)2]3+ fue preparado diariamente a partir de 

la mezcla de disoluciones de HCl a 0.005 mol L-1, TPTZ a 0.010 mol L-1 (aforado con 

HCl 0.04 mol L-1) y FeCl3.6H2O a 0.020 mol L-1 en una proporción 10:1:1. 

El radical ABTS•+ se preparó a partir de una disolución de ABTS a 7 mmol L-1 que 

luego se mezclaron con K2S2O8 a 2.5 mmol L-1 en una proporción 1:1 (volumen-

volumen) y luego se almacenó por 12 h en ausencia de luz. Esta disolución se 

almacenó en frasco ámbar y refrigeración a 4 °C por un periodo máximo de 5 días. 
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La disolución de trabajo de ABTS•+ se preparó diariamente diluyendo a la mitad la 

disolución madre. 

Se preparó una disolución madre de 400 µmol L-1 trolox en agua destilada y se 

almacenó a 4 °C en oscuridad. A partir de ésta, se prepararon disoluciones estándar 

para construir curvas de calibración y todos los experimentos requeridos en el 

desarrollo y optimización de la metodología. 

3.4.2 Muestras  

Las muestras de alimentos analizadas fueron: jugos de arándano y granada, vinos 

tintos carmenere y merlot, granos de café (honey y lavado), té verde, especias de 

orégano, comino y romero. Todas las muestras fueron adquiridas de supermercados 

locales de la Ciudad de México. 

Para los extractos de café, té, comino, orégano y romero, primero se pesaron 0.9 g 

de cada muestra (previamente molida) y se depositaron en 20 mL de agua destilada 

a 87 °C, bajo agitación magnética durante 5 min; posteriormente se filtró el extracto, 

se colectó y finalmente se llevó a un aforo de 25 mL. Todas las muestras se 

diluyeron en agua destilada. 

3.4.3 Instrumentos y equipos 

Se utilizó un equipo FIAlab SIChrom. El quipo incorporó un bucle de espera con un 

volumen de 1 mL y un reservorio para disolución portadora de 4 mL. Se utilizaron 

tuberías de teflón con un diámetro interno de 0.70 mm. 

El sistema de detección constó de dos fibras ópticas de 400 μm, una celda de flujo 

Z (10 mm de paso óptico), una fuente de luz UV-Vis-NIR y un detector UV-Vis 

USB4000 de la marca Ocean Optics ajustado a 593 nm. 

Todas las disoluciones y muestras fueron desgasificadas a través de un Baño de 

ultrasonido de la marca Bransonic. 

Se requirió el uso de una parrilla con agitación de la marca CIMAREC para la 

extracción de muestras por agitación magnéticas con temperatura controlada. 

Para los métodos de capacidad antioxidante por microplacas, se utilizó un lector de 

microplaca Biotek Synergy HT de un solo canal, integrado con un monocromador y 

control de temperatura. 
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3.4.4 Procedimiento del método 

Antes de conjuntar los ensayos FRAP y ABTS en un sistema SIA simultáneo, es 

indispensable conocer que, mientras el ensayo FRAP se fundamenta en la reducción 

de un complejo de Fe (III) a Fe(II), el ensayo ABTS estabiliza un radical catiónico por 

medio de la transferencia de un átomo de carbono. Ambos ensayos son 

monitoreados con detectores espectrofotométricos debido a que sus reacciones 

involucradas son coloridas. Sin embargo, mientras que el ensayo FRAP intensifica 

su coloración a medida que aumenta la capacidad antioxidante, el ensayo ABTS 

muestra la característica opuesta, disminuyendo su coloración. 

La figura 3.1 muestra la representación esquemática del sistema SIA para 

determinar capacidad antioxidante con detección espectrofotométrica empleando 

los ensayos ABTS y FRAP de manera simultánea (FRAP/ABTS-SIA). 

Figura 3.1. Configuración del sistema FRAP/ABTS-SIA 

Los ensayos FRAP y ABTS se lograron conjuntar en un solo análisis simultáneo a 

través del uso de un reactor con volumen de 635 μL conectado antes de llegar al 

detector. El sistema SIA permitió dividir el análisis en dos pasos cruciales: 1) primero 

se aspiraron volúmenes de reactivo de FRAP y muestra, y se enviaron 

inmediatamente al reactor para que se mezclaran y reaccionaran, manteniéndose 

ahí, mientras que 2) se aspiraban volúmenes de reactivo ABTS y muestra, para 

luego ser enviados al mismo reactor donde se mantenía el producto de reacción 

entre el reactivo de FRAP y muestra, y finalmente enviar los dos bolos de producto 

de reacción de ambos ensayos hacia el detector. 
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Con base en lo anterior, se desarrolló la programación mostrada en la tabla 3.1, la 

cual describe la secuencia de pasos del método FRAP/ABTS-SIA optimizado. 

Inicialmente el portador de agua destilada (paso 1) llenó la bomba del equipo hasta 

un volumen de 3 mL; luego, 43 μL de muestra o estándar y 38 μL del reactivo FRAP 

se aspiraron secuencialmente en el bucle de espera y enseguida se dispensaron al 

reactor junto con agua hasta completar un volumen de 600 μL (pasos 2-4). A 

continuación, se aspiraron secuencialmente 38 μL del radical ABTS•+, 43 μL de 

muestra o el estándar y 100 μL de agua destilada en bucle de espera (pasos 5-7). 

Finalmente, se dispensó el contenido del reactor y del bucle de espera hacia la celda 

de flujo acoplada al detector configurado a 595 y 734 nm (paso 8). 

 

Tabla 3.1. Programación del sistema FRAP/ABTS-SIA 

Paso Acción Puerto Descripción 
Caudal 
(µL/s) 

Dirección 
de flujo 

Tiempo 
(s) 

1 
Llenado de 

bomba con el 
portador 

6-7 
La bomba es llenada con 3 

mL de agua destilada 
100 Inverso 30 

2 
Aspirado de 
antioxidante 

4 
Se aspira 43 µL del 

antioxidante al bucle de 
espera 

80 Inverso 0.54 

3 
Aspirado de 
reactivo de 

FRAP 
3 

Se aspira 38 µL de 
disolución FRAP al bucle de 

espera 
80 Inverso 0.48 

4 
Dispensado 

hacia el reactor 
2 

Se dispensa 600 µL al 
detector 

80 
Hacia 

delante 
7.5 

5 
Aspirado del 

radical  
ABTS•+ 

8 
Se aspira 38 µL de 

disolución ABTS al bucle de 
espera 

80 Inverso 0.48 

6 
Aspirado de 
antioxidante 

4 
Se aspira 43 µL del 

antioxidante al bucle de 
espera 

80 Inverso 0.54 

7 
Aspirado de  

portador 
5 

Se aspira 100 µL de agua al 
bucle de espera. 

100 Inverso 1 

8 
Dispensado 

hacia el 
detector* 

2 

Se dispensa 2 662 µL del 
bucle de espera y la bomba, 
al detector pasando por el 

reactor 

40 
Hacia 

delante 
66.5 

*Espectrofotómetro configurado a 593 y 734 nm. 

 

3.4.4.1 Cálculo de capacidad antioxidante 

La capacidad antioxidante por el ensayo FRAP, fue calculada bajo los mismos 

criterios del método FRAP-SIA descrito en el capítulo 2 y empleando la ecuación 2.3. 

Para determinar la capacidad antioxidante por el ensayo ABTS, usualmente se suele 

medir la decoloración del radical ABTS•+ (disminución de absorbancia) por la 
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reacción con un antioxidante, sin embargo, la variable de respuesta también se 

puede expresar en términos de absorbancias en aumento con la finalidad de obtener 

una pendiente positiva al construir curvas de calibración. Por tanto, se midió la 

absorbancia del radical ABTS•+ antes (Ao) y después (As) de reaccionar con la 

muestra o estándar. Después, se calcularon los valores de A ABTS a partir de la resta 

de Ao menos As (Ec. 3.2). 

A ABTS = Ao – As    Ec. 3.2 

Los valores de A ABTS fueron interpretados como respuesta analítica del método, 

durante todo el proceso de optimización y validación. 

Ambos ensayos emplearon sus respectivos valores de absorbancia para elaborar 

curvas de calibración, expresando los valores de capacidad antioxidante en μmol L–

1 equivalente del estándar trolox. 

 

3.4.5 Estudios previos a la optimización 

3.4.5.1 Implementación del ensayo ABTS-SIA 

Debido a que el objetivo del presente trabajo es conjuntar los ensayos FRAP y ABTS 

en un solo análisis por SIA, fue indispensable conocer las condiciones de análisis 

del método ABTS por SIA, sin embargo, aunque esta metodología ya había sido 

desarrollada y publicada121, se decidió modificar el método y proponer una 

programación distinta a lo reportado, pero similar al método FRAP-SIA desarrollado 

en el capítulo 2. Esto con la finalidad de mejorar el método en el sentido de reducir 

los tiempos de análisis y que compartiera una configuración similar al método FRAP-

SIA. 

Así, en primer lugar, se preparó una disolución de radical ABTS•+ mezclando 

disoluciones de ABTS a 7 mmol L-1 y K2S2O8 2.5 mmol L-1 en una proporción 1:1 

(volumen-volumen) con un tiempo de formación del radical de 12 h en ausencia de 

luz. 

Siguiendo la programación de la tabla 3.2, se realizó un primer análisis para 

observar si la reacción del ensayo ABTS se llevaba a cabo. 
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Tabla 3.2. Programación del sistema SIA para determinar capacidad antioxidante solamente por el 
ensayo ABTS 

Paso Acción Puerto Descripción 
Caudal 
(µL s–1) 

Dirección 
de flujo 

Tiempo 
(s) 

1 
Llenado de 

bomba con el 
portador 

6-7 
La bomba es llenada con 
1.5 mL de agua destilada 

100 Inverso 15 

2 
Aspirado de 

disolución ABTS 
3 

Se aspira 33 µL de 
disolución ABTS al bucle 

de espera 
70 Inverso 0.47 

3 
Aspirado de 
antioxidante 

4 
Se aspira 38 µL del 

antioxidante al bucle de 
espera 

70 Inverso 0.54 

4 
Aspirado de 

disolución ABTS 
3 

Se aspira 33 µL de 
disolución ABTS al bucle 

de espera 
70 Inverso 0.47 

5 
Aspirado de  

portador 
5 

Se aspira 110 µL de agua 
al bucle de espera con 1 s 

de espera 
50 Inverso 3.2 

6 
Dispensado hacia 

el detector* 2 
Se dispensa 100 µL al 

detector y se espera 20 s 
20 

Hacia 
delante 

25 

7 
Dispensado hacia 

el detector 
2 

Se dispensa 1614 µL del 
bucle de espera y la 
bomba, al detector 

35 
Hacia 

delante 
46 

*Espectrofotómetro configurado a 734 nm. 

 

Se propusieron dos reacciones entre el radical ABTS•+ (diluido 1:5 y 1:10) frente a 

un estándar de trolox de 400 µmol L-1, así como la medición de sus respectivos 

blancos. 

Posterior a verificar que el método ABTS-SIA presentó una reacción indicativa de 

que el ensayo se realizó con éxito, se procedió a construir una curva de calibración 

con concentración de trolox de 10 a 300 µmol L-1 con la finalidad de conocer los 

parámetros de regresión del método. 

 
3.4.5.2 Evaluación de las señales analíticas del método FRAP/ABTS-SIA 

Como punto de partida para desarrollar una configuración SIA que permitiera 

conjuntar los ensayos FRAP y ABTS en un solo análisis, se propusieron diversos 

experimentos enfocados en la elección de una secuencia de aspirado que permitiera 

realizar las reacciones involucradas en cada ensayo y que se produjeran señales 

analíticas (picos) separadas de cada ensayo. Es importante destacar, que primero 

se evaluaron secuencias de aspirado sin involucrar un reactor en la configuración. 

En consecuencia, como parte de los estudios preliminares se plantearon 4 

diferentes secuencias mostradas en la tabla 3.3 para desarrollar el método 
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simultáneo. Las disoluciones de reactivo de FRAP y radical ABTS•+ se prepararon 

como se describe en el apartado de reactivos y disoluciones, sin realizar diluciones. 

Cada ensayo se evaluó frente a un estándar de trolox en un intervalo de 

concentraciones de 10 a 160 µmol L-1. Estas secuencias fueron realizadas siguiendo 

una programación similar a la descrita en la tabla 3.1, con una detección a 593 y 

734 nm. Cada secuencia fue planteada a partir la fusión de las programaciones de 

cada ensayo por SIA. 

 

Tabla 3.3. Evaluación de secuencias de aspirado para desarrollar el método simultáneo 
FRAP/ABTS-SIA 

Experimentos Secuencia de aspirado Volumen aspirado (µL) 

1 
FRAP–Antioxidante–FRAP–H2O–ABTS–Antioxidante–

ABTS–H2O 
33-38-33-110-33-38-33-110 

2 
ABTS–Antioxidante–ABTS–H2O–FRAP–Antioxidante–

FRAP–H2O 
33-38-33-110-33-38-33-110 

3 FRAP–Antioxidante–H2O–Antioxidante–ABTS 33-38-110-38-33 

4 ABTS–Antioxidante–H2O–Antioxidante–FRAP 33-38-110-38-33 

 

Después de evaluar las secuencias descritas en la tabla 3.3 sin el uso de un reactor, 

se decidió modificar la configuración del sistema SIA, incluyendo en esta ocasión 

un reactor de 635 µL antes de la salida al detector. De esta manera se propuso una 

nueva configuración SIA para evaluar las reacciones implícitas en los ensayos 

FRAP y ABTS. La programación empleada fue similar a la mostrada en la tabla 3.1, 

con una secuencia de aspirado antioxidante–FRAP–antioxidante-ABTS•+ con 

volúmenes de aspirado de 38–33–38-33 µL, respectivamente, y un caudal de salida 

al detector de 35 µL s–1. Las disoluciones de reactivo de FRAP y radical ABTS•+ se 

prepararon como se describe en el apartado de reactivos y disoluciones, diluyendo 

únicamente al radical ABTS•+ en una proporción 1:5 con agua destilada. 

Inicialmente se realizó una reacción de capacidad antioxidante entre el reactivo 

FRAP, el radical ABTS•+ y el estándar trolox con concentraciones de 20 a 140 µmol 

L–1, registrando los blancos de reacción tanto para el reactivo FRAP como para el 

radical ABTS•+ a 593 y 734 nm, respectivamente. Finalmente, se reportaron las 

absorbancias de los ensayos FRAP y ABTS como se indica en el apartado de 

cálculo de capacidad antioxidante. 
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3.4.6 Optimización del método FRAP/ABTS-SIA 

3.4.6.1 Evaluación del orden de aspirado de la programación secuencial 

Después de establecer las condiciones de reacción de los ensayos FRAP y ABTS, 

y elegir una programación que permitiera efectuar dichos ensayos de manera 

simultánea y con señales analíticas (picos) separadas, se propuso optimizar la 

secuencia preliminar en función del orden de aspirado. Se consideraron como 

variable de respuesta las absorbancias de cada ensayo (A FRAP y A ABTS), teniendo 

como objetivo identificar el orden de aspirado que proporcionara los mayores 

valores de capacidad antioxidante. En la tabla 3.4 se muestran las combinaciones 

de las secuencias evaluadas (con distinto orden de aspirado), así como sus 

respectivos volúmenes, al usar un estándar de trolox a 60 µmol L-1. Para estos 

experimentos se usó la programación de la tabla 3.1, con un caudal de salida al 

detector de 35 µL s-1. El reactivo FRAP se preparó como se describe al inicio y sin 

diluir, por otro lado, el radical ABTS•+ se diluyó en proporción 1:5. 

Tabla 3.4. Experimentos para la elección de la secuencia de aspirado 

Experimentos Secuencia de aspirado Volumen aspirado (µL) 

1 FRAP–Antioxidante-ABTS-Antioxidante 33-38-33-38 

2 Antioxidante-FRAP-Antioxidante-ABTS 38-33-38-33 

3 FRAP–Antioxidante-Antioxidante-ABTS 33-38-38-33 

4 Antioxidante-FRAP-ABTS-Antioxidante 38-33-33-38 

5 ABTS-Antioxidante-FRAP–Antioxidante 33-38-33-38 

6 Antioxidante-ABTS-Antioxidante-FRAP 38-33-38-33 

7 ABTS-Antioxidante-Antioxidante-FRAP 33-38-38-33 

8 Antioxidante-ABTS- FRAP–Antioxidante 38-33-33-38 

 
3.4.6.2 Optimización de parámetros hidrodinámicos y químicos 

Se desarrolló un diseño compuesto central dividido en 3 bloques y con 3 puntos 

centrales por bloque, dando un total de 33 experimentos. Los factores evaluados en 

el diseño fueron el volumen de aspirado de muestra y reactivos, el caudal de salida 

al detector y las concentraciones de los reactivos FRAP y ABTS•+. Se utilizó como 

variable de respuesta del diseño, las absorbancias correspondientes para cada 

ensayo (A FRAP Y A ABTS). Los experimentos fueron realizados empleando una 

disolución de trolox a 60 µmol L-1 como estándar antioxidante. 
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Con la finalidad de reducir la experimentación, los volúmenes de aspirado de 

muestra y del reactivo FRAP se consideraron un solo factor según su secuencia de 

aspirado, esto quiere decir todos los volúmenes de la secuencia antioxidante–

FRAP–antioxidante-ABTS•+ se evaluaron al mismo tiempo a los niveles del diseño. 

Por otro lado, la concentración del reactivo FRAP fue manejado en términos de 

porcentaje de su preparación, por lo tanto, al preparar dicho reactivo en 

proporciones 10:1:1 con HCl (0.005 mol L-1): TPTZ (10 mmol L-1): FeCl3 (20 mmol 

L-1) se consideró como una concentración al 100 %. La concentración del radical 

ABTS•+ también se expresó en términos de porcentaje, siendo el radical ABTS •+ sin 

ninguna dilución el 100 %. La tabla 3.5 muestra los valores bajos y altos para cada 

factor del diseño compuesto central. 

Tabla 3.5. Diseño compuesto central en 3 bloques con 3 puntos centrales por bloque, para 
optimizar el sistema FRAP/ABTS-SIA 

Factores Nivel bajo Nivel alto 

Concentración del reactivo FRAP (%) 80 100 

Concentración del radical ABTS•+ (%) 20 50 

Volumen de aspirado en µL 

(Antioxidante-FRAP-ABTS-Antioxidante) 
28-23-23-28 38-33-33-38 

Caudal (µL s-1) 25 35 

Experimentos totales 33  

 
3.4.7 Características del método 

Una vez seleccionadas las mejores condiciones hidrodinámicas (caudal y volumen 

de aspirado de muestras y reactivos) y químicas (concentraciones de reactivos) del 

método FRAP/ABTS-SIA a través de los diseños de experimentos, se calcularon 

parámetros de intervalo lineal de la curva de calibración, límite de detección y 

cuantificación, precisión, recuperaciones y correlación con los métodos de 

referencia. Para todos los experimentos se utilizó el estándar de trolox como 

antioxidante, reportando de esta manera resultados de la capacidad antioxidante en 

μmol L-1 equivalente de trolox. 

 
3.4.7.1 Curvas de calibración 

Es fundamental señalar que, a pesar de que el método FRAP/ABTS-SIA mide la 

capacidad antioxidante de una muestra mediante dos ensayos simultáneos, es 
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necesario generar una curva de calibración independiente para cada uno de estos 

ensayos con el fin de determinar dicha capacidad antioxidante. 

Tomando en cuenta lo anterior, se propusieron la construcción de dos curvas de 

calibración, una para cada ensayo, ambas con un intervalo de concentraciones de 

5 a 400 μmol L-1 empleando el estándar de trolox. 

El análisis de datos se realizó calculando las A FRAP y A ABTS respectivas de cada 

ensayo, después se graficaron estas absorbancias frente a cada concentración 

empleada del estándar. Cinco curvas de calibración por cada ensayo fueron 

construidas por un periodo de cinco días (una curva por día), para así obtener una 

curva promedio para cada ensayo a partir de ellas. Los límites de detección y 

cuantificación se estimaron considerando la desviación estándar de la regresión 

lineal (Sy/x) y la pendiente (b) de la curva de calibración promedio88. 

3.4.7.2 Precisión intermedia 

La precisión del método propuesto fue evaluada en términos de reproducibilidad y 

repetibilidad dentro del laboratorio, para lo cual se prepararon por duplicado, durante 

cinco días disoluciones acuosas de trolox a 60 µmol L–1 y una muestra de extracto 

de café honey al 0.5 % (m/v). Ambas disoluciones fueron aspiradas por triplicado a 

las condiciones óptimas del sistema, y se les midió la capacidad antioxidante 

(expresado en µmol L–1 de trolox), mediante la interpolación de una curva de 

calibración promedio previamente descrita para cada ensayo. Para determinar la 

repetibilidad y reproducibilidad se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de un 

factor92,93 y se calcularon las desviaciones estándar asociadas a cada parámetro. 

3.4.7.3 Ensayos FRAP y ABTS por microplaca 

Con la finalidad de comparar los resultados de capacidad antioxidante determinados 

por el método simultáneo propuesto y los métodos de referencia de cada ensayo, 

se realizaron las metodologías por microplaca para los ensayos FRAP y ABTS. Se 

utilizaron disoluciones acuosas de trolox de 5 a 80 µmol L–1 para la curva de 

calibración del ensayo ABTS y concentraciones de 5 a 120 µmol L–1 para la curva 

de calibración del ensayo FRAP. 

El procedimiento del ensayo FRAP en microplaca se realizó de acuerdo con lo 

reportado en la literatura con ligeras modificaciones91. En una microplaca de 96 
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pozos fueron dispensados 280 μL del reactivo de FRAP y 20 μL de la muestra o 

estándar por cada pozo, obteniendo de esta manera un volumen total de 300 μL. El 

análisis se realizó a temperatura ambiente y las lecturas de absorbancia se leyeron 

a una longitud de onda de 593 nm después de 30 min. 

Para el ensayo ABTS, el radical ABTS•+ fue diluido en una proporción 1:15 hasta 

alcanzar una absorbancia cercana a la unidad. Posteriormente, en una microplaca 

de 96 pozos fueron dispensados 150 μL del radical ABTS•+ y 150 μL de la muestra 

o estándar por cada pozo, obteniendo un volumen total de 300 μL 119. El análisis se 

realizó a temperatura ambiente y las lecturas de absorbancia se leyeron a una 

longitud de onda de 734 nm después de 15 min. 

Los blancos de reacción se prepararon utilizando agua destilada en lugar de la 

muestra o estándar. El análisis de datos fue realizado calculando los valores de A 

FRAP y A ABTS. En adición, las curvas de calibración fueron construidas graficando las 

concentraciones del estándar de trolox contra las AFRAP y AABTS. De esta manera, 

para cada muestra analizada, los valores de capacidad antioxidante fueron referidos 

en μmol L–1 equivalentes del estándar trolox. 

 

3.4.7.4 Estudio de recuperación 

Con la finalidad de estimar la exactitud del método y evaluar el efecto matriz, se 

determinaron porcentajes de recuperación de trolox en 10 muestras fortificadas con 

el estándar. 

Primero se procedió a la evaluación por triplicado de la capacidad antioxidante de 

diversas muestras, previamente diluidas en agua destilada. Éstas incluyeron vinos 

tintos Merlot y Carmenere (0.25 % (v/v) cada uno), jugos de arándano (2.50 % (v/v)) 

y granada (0.45 % (v/v)), además de extractos de café Honey y Lavado (0.57 % (v/v) 

cada uno), té verde (0.2 % (v/v)), orégano (0.63 % (v/v)), comino (4 % (v/v)) y romero 

(1.25 % (v/v)). Después de conocer la capacidad antioxidante de las muestras, se 

prepararon disoluciones fortificadas de cada muestra adicionando 20 µmol L–1 del 

estándar de trolox y nuevamente se midió la capacidad antioxidante. 

El cálculo del porcentaje de recobro se realizó mediante la división de la diferencia 

en la capacidad antioxidante entre la muestra fortificada y la muestra no fortificada, 

entre la concentración de trolox agregada, seguido por la multiplicación del resultado 

por 10092,93. 
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3.5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.5.1 Estudios previos a la optimización 

3.5.1.1 Implementación del ensayo ABTS-SIA 

Debido a que el objetivo de este trabajo es conjuntar los ensayos FRAP y ABTS en 

una sola metodología por SIA, fue indispensable implementar el ensayo ABTS por 

SIA y mejorar las condiciones de reacciones implícitas, de tal forma que la 

metodología fuera más rápida y presentara una buena sensibilidad. En adición se 

adecuó la programación de la metodología ABTS-SIA lo más similar posible a la 

metodología del método FRAP-SIA previamente optimizada (Capítulo 2), con la 

finalidad de facilitar la fusión de ambos ensayos con una misma programación. 

En la figura 3.2 se muestra un FIAgrama con las señales resultantes de las 

reacciones evaluadas entre el radical catiónico ABTS•+ a dos niveles de 

concentración y el estándar de trolox a 400 µmol L-1 a 734 nm, así como sus 

respectivos blancos. En dichas señales, se logra apreciar que cuando se emplea el 

ABTS•+ diluido 10 veces sin reaccionar con trolox, la señal registra una absorbancia 

máxima de 0.492 ± 0.017 y cuando se diluye 5 veces la absorbancia aumenta a 

0.973 ± 0.006. Por otro lado, cuando el estándar de trolox reacciona con el ABTS•+ 

a las dos diluciones usadas, las absorbancias decaen casi por completo registrando 

valores de 0.024 ± 0.006 y 0.028 ± 0.004, para diluciones de 1:5 y 1:10, 

respectivamente. 

Lo anterior mostró que el ensayo ABTS se llevó a cabo con éxito, debido a que dicho 

ensayo se fundamenta en una reacción entre el radical ABTS•+ frente a un 

antioxidante, entonces, el grado de reacción se asocia a la capacidad que tiene el 

antioxidante de transferirle un átomo de hidrógeno para estabilizar al radical y a su 

vez disminuir su coloración. Por lo tanto, se puede interpretar que a mayor 

decoloración del radical ABTS•+, mayor capacidad antioxidante tiene una muestra. 

De esta manera, al observar un decaimiento en la señal con respecto al blanco, se 

puede asegurar que el ensayo ABTS se llevó a cabo con éxito. 

En cuanto a las dos diluciones empleadas del radical, se observó que la dilución 1:5 

fue la que mostró una señal con absorbancia cercana a la unidad, lo cual nos 

permite tener un mayor intervalo de decaimiento de la señal y también reducir los 

errores de medición de los picos. En contraparte, al usar una dilución 1:10, la señal 
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del radical disminuye a la mitad y esto puede dificultar las mediciones de los picos 

al tener un intervalo de decaimiento reducido. 

 

Figura 3.2. FIAgrama de las señales de reacción del método ABTS por SIA, empleando un 

estándar de trolox a 400 µmol L-1 

Se construyó una curva de calibración del ensayo ABTS-SIA usando al radical 

ABTS•+ con una dilución 1:5 y el estándar de trolox en un intervalo de 10 a 300 µmol 

L-1, cada punto de la curva fue inyectado por triplicado en el equipo. Dicha curva es 

mostrada en la figura 3.3 y mostró una buena linealidad con un coeficiente de 

correlación de 0.996 5. 
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Figura 3.3. Curva de calibración del método ABTS por SIA, empleando un estándar de trolox en un 
intervalo de 10 a 300 µmol L-1 

 

3.5.1.2 Evaluación de la señal del sistema FRAP/ABTS-SIA 

Señales sin dispersión controlada 

Antes de presentar los resultados de los experimentos en este apartado, es crucial 

resaltar dos aspectos fundamentales. En primer lugar, el enfoque principal del 

método simultáneo fue la obtención de dos señales distintas (picos) en cada ensayo, 

centrándose exclusivamente en medir las alturas máximas de dichos picos para el 

tratamiento de los datos. En segundo lugar, el espectrofotómetro empleado permitió 

realizar el análisis a dos longitudes de onda al mismo tiempo. Sin embargo, aunque 

el radical ABTS•+ absorbe a 734 nm y el reactivo de FRAP a 593 nm, el radical 

ABTS•+ también puede detectarse a 593 nm, a diferencia del reactivo de FRAP, que 

no es perceptible a 734 nm. Esto resulta conveniente ya que permitió usar una sola 

longitud de onda (593 nm) para monitorear ambos ensayos en las primeras 

experimentaciones antes de la optimización y validación. 

Las señales analíticas de los resultados correspondientes a los 4 experimentos 

propuestos en la tabla 3.3 de la metodología, presentaron ciertas irregularidades 

descritas a continuación: los experimentos 1 y 2 presentaron solo un pico definido 

en lugar de dos (uno por cada ensayo), esto probablemente se debió a que en 

ambos experimentos la secuencia de aspirado fue demasiado larga, imposibilitando 

controlar la dispersión de los bolos de producto de reacción de cada ensayo. 

Para ambos experimentos se reprodujeron de manera idéntica las secuencias y 

volúmenes empleados que en los métodos independientes FRAP-SIA y ABTS-SIA, 

siendo separados únicamente por un volumen de 110 µL de agua entre cada 

secuencia. De esta manera, el experimento 1 solo se diferenció en el hecho de que 

primero se aspira una secuencia propia del ensayo FRAP y después la secuencia 

correspondiente al ensayo ABTS. Sin embargo, es importante puntualizar que en 

los sistemas SIA, el primer volumen de reactivo que se aspira es el último que llega 

al detector, ya que se invierte el flujo. En la figura 3.4 se muestra la señal 

correspondiente al experimento 1 cuando se evaluó con trolox a 10 µmol L-1 

monitoreado a 593 nm. En este experimento (secuencia FRAP–Antioxidante–

FRAP–H2O–ABTS–Antioxidante–ABTS–H2O) el pico que presentó irregularidad 

en su forma fue del ensayo FRAP, ya que el bolo se dispersó tanto que no logró 
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salir por completo del detector. Esto pudo ser corroborado gracias a que también se 

analizó un blanco en donde no hubiera presencia de reactivo FRAP (secuencia H2O 

–Antioxidante–H2O–H2O–ABTS–Antioxidante–ABTS–H2O), dando como 

resultado solo una señal del ensayo ABTS como se muestra en la figura 3.5. Los 

experimentos 2, 3 y 4 presentaron el mismo efecto de dispersión, variando 

únicamente el orden de aparición del pico de cada ensayo. 

 

Figura 3.4. FIAgrama del experimento 1 (secuencia FRAP–Antioxidante–FRAP–H2O–ABTS–
Antioxidante–ABTS–H2O) empleando trolox a 10 µmol L-1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.5. FIAgrama del blanco del experimento 1 (secuencia H2O–Antioxidante–H2O–H2O–

ABTS–Antioxidante–ABTS–H2O) empleando trolox a 10 µmol L-1 
 

Señales con dispersión controlada 

De esta manera se optó por introducir un reactor antes de la salida al detector con 

la finalidad de poder separar los productos de reacción de cada ensayo y que no se 

mezclaran por el efecto de la dispersión. Esto fue posible debido a que el sistema 
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SIA permitió dividir el análisis en dos pasos: 1) aspirar volúmenes de reactivo de 

FRAP y muestra, y enviarlos inmediatamente al reactor para que se mezclaran y 

reaccionarán, 2) aspirar volúmenes del radical ABTS•+ y muestra, para ser enviados 

al mismo reactor donde se mantenía el producto de reacción del ensayo FRAP, y 

enviar los dos bolos de producto de reacción de ambos ensayos hacia el detector. 

La secuencia usada en esta ocasión fue antioxidante–FRAP–antioxidante-ABTS 

con volúmenes de aspirado de 38–33–38-33 µL, respectivamente. En esta nueva 

configuración, al mezclar el reactivo de FRAP, el radical ABTS•+ y el agua destilada 

(blanco) a través del sistema SIA propuesto, se observaron dos señales (picos) a 

593 nm. El primer pico registró una absorbancia de 0.027±0.006 unidades y el 

segundo 0.184±0.004 unidades, lo cual indicó que a 593 nm primero se observa un 

pico del blanco del reactivo FRAP y luego otro pico del blanco del radical ABTS•+ 

que, aunque su máxima absorción es a 734 nm, también absorbe a 593 nm. Por 

otra parte, a 734 nm únicamente se registró un pico con una absorbancia de 

0.285±0.006 unidades, indicando solo la señal correspondiente al blanco del radical 

ABTS•+. 

Lo anterior se logró gracias a que el reactor que se agregó a la configuración tuvo 

varias funciones que ayudaron al método simultáneo. La primera función fue la de 

separar en dos reservorios a los reactivos y muestra de cada ensayo, de esta 

manera, mientras el producto de reacción del ensayo FRAP se formaba en el 

reactor, el reactivo y la muestra del ensayo ABTS se aspiraban en el bucle de espera 

del colector SIA sin que se mezclaran entre sí ambos ensayos. Otra función fue que 

ayudó a mejorar el mezclado por difusión radial y axial de los bolos aspirados del 

ensayo FRAP y ABTS, ya que para llegar al detector los bolos de cada ensayo 

tuvieron que pasar por el reactor. 

Por otro lado, dado que la absorbancia del pico del ABTS•+ disminuyó en un 35 % 

al usar una longitud de onda de 593 nm, se optó por usar ambas longitudes de onda 

en el detector al emplear el método FRAP/ABTS-SIA. De esta manera, a 593 nm 

solo se consideró el primer pico correspondiente al ensayo de FRAP y a 734 nm el 

pico correspondiente al ensayo del ABTS. 

En adición, al mezclar el reactivo de FRAP, el radical ABTS•+ y el estándar trolox a 

través del método FRAP/ABTS-SIA propuesto, se midieron dos picos indicativos de 
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que la reacción para cada ensayo se llevó a cabo. Por lo tanto, cuando se utilizaron 

concentraciones de trolox en aumento de 20 a 140 μmol L–1, el primer pico del 

ensayo FRAP incrementó y el segundo pico del ensayo ABTS disminuyó con 

respecto a sus valores de absorbancia (figura 3.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6. FIAgrama de la señal de reacción del sistema SIA, empleando los ensayos ABTS y 

FRAP de manera simultánea frente a trolox 140 μmol L–1 

3.5.1.3 Evaluación de la secuencia de aspirado 

En la tabla 3.6 se muestran los resultados obtenidos después de evaluar las 8 

secuencias de aspirado propuestas usando el estándar de trolox 60 µmol L-1. Los 

experimentos del 1 al 4 mostraron los valores más altos de absorbancia para ambos 

ensayos, sin embargo, se optó por repetir estos experimentos usando trolox a 120 

µmol L-1 e introducir un paso más en la secuencia, aspirando 100 µL de agua 

destilada al final de la secuencia de aspirado antes de dispensar todo el bolo a la 

celda de flujo. El incremento de la concentración de trolox fue para notar aún más 

la diferencia en el grado de reacción de cada ensayo y de ésta elegir la secuencia 

que brinde mayores valores de A FRAP y A ABTS. 

El aspirado de 100 µL de agua destilada al final de la secuencia de aspirado ayudó 

a mejorar la separación de las señales analíticas pertenecientes a los ensayos 

FRAP y ABTS. Lo anterior se debió a que en estas secuencias el bolo producido 

por el segundo ensayo (aspirado en cualquiera de las 4 secuencias) se dispersó 
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con el bolo del primer ensayo aspirado, entonces, aspirar un volumen de agua como 

último paso permitió que ambos bolos no se mezclaran por dispersión. 

Dichos experimentos dieron como resultado la elección de la secuencia 

Antioxidante-FRAP-ABTS-Antioxidante con los valores más altos de A FRAP y A 

ABTS de 0.271±0.002 y 0.197±0.003, respectivamente. Esto se debió a que al estar 

ambos reactivos en la parte medía de la secuencia, divididos por el volumen de 

agua que los separaba por el reactor empleado, se obtuvo una buena dispersión de 

ambos reactivos con los volúmenes de muestra y el portador, permitiendo una 

reacción más exhaustiva con valores de A FRAP y A ABTS altos. 

Tabla 3.6. Resultados para la elección de la secuencia de aspirado, en función de la absorbancia 
estimada para cada ensayo utilizando trolox a 60 µmol L-1 

Experimento Secuencia de aspirado AFRAP a 593 nm AABTS a 734 nm 

1 FRAP–Antioxidante-ABTS-Antioxidante 0.154±0.002 0.126±0.003 

2 Antioxidante-FRAP-Antioxidante-ABTS 0.138±0.010 0.110±0.003 

3 FRAP–Antioxidante-Antioxidante-ABTS 0.143±0.003 0.108±0.003 

4 Antioxidante-FRAP-ABTS-Antioxidante 0.140±0.006 0.114±0.005 

5 ABTS-Antioxidante-FRAP–Antioxidante 0.107±0.001 0.114±0.005 

6 Antioxidante-ABTS-Antioxidante-FRAP 0.105±0.002 0.104±0.003 

7 ABTS-Antioxidante-Antioxidante-FRAP 0.090±0.001 0.113±0.002 

8 Antioxidante-ABTS- FRAP–Antioxidante 0.124±0.002 0.116±0.003 

 

3.5.2 Diseño compuesto central (DCC) para la optimización del sistema 

FRAP/ABTS-SIA 

Con la finalidad de encontrar los factores que influyeron significativamente sobre el 

método simultáneo y a su vez obtener las condiciones óptimas, se realizó el análisis 

del DCC. Es importante destacar que, aunque el método realiza una determinación 

en simultáneo de dos ensayos, se obtienen dos señales analíticas independientes, 

y por tanto, se trabaja con dos variables de respuestas (A FRAP y A ABTS). La matriz 

del diseño, así como los resultados de cada experimento son mostrados en la tabla 

3.7. 

  



CAPÍTULO III 
 

 

118 

Tabla 3.7. DCC en 3 bloques con 3 puntos centrales, para evaluar los factores concentración 
FRAP, concentración del radical ABTS•+ volumen de aspirado y caudal del sistema FRAP/ABTS-

SIA, usando AFRAP y AABTS como variables de respuesta y Trolox 60 µmol L-1 como estándar 

Bloque 
Concentración  

FRAP a 
Concentración  

ABTS•+ a 
Volúmenes de  

Aspirado b 
Caudal 

c 
AFRAP 

593 nm 
AABTS 

734 nm 

1 100 20 28/23/23/28 25 0.129 0.086 

1 100 50 38/33/33/38 25 0.166 0.109 

1 80 20 38/33/33/38 25 0.172 0.130 

1 100 20 38/33/33/38 35 0.177 0.137 

1 90 35 33/28/28/33 30 0.155 0.107 

1 80 20 28/23/23/28 35 0.133 0.094 

1 100 50 28/23/23/28 35 0.128 0.096 

1 90 35 33/28/28/33 30 0.151 0.109 

1 90 35 33/28/28/33 30 0.152 0.114 

1 80 50 28/23/23/28 25 0.125 0.103 

1 80 50 38/33/33/38 35 0.175 0.162 

2 100 50 38/33/33/38 35 0.170 0.145 

2 80 50 28/23/23/28 35 0.114 0.106 

2 100 50 28/23/23/28 25 0.117 0.103 

2 80 50 38/33/33/38 25 0.171 0.133 

2 80 20 38/33/33/38 35 0.170 0.130 

2 90 35 33/28/28/33 30 0.150 0.112 

2 90 35 33/28/28/33 30 0.155 0.117 

2 90 35 33/28/28/33 30 0.158 0.115 

2 100 20 28/23/23/28 35 0.128 0.093 

2 80 20 28/23/23/28 25 0.119 0.098 

2 100 20 38/33/33/38 25 0.176 0.130 

3 90 35 23/18/18/23 30 0.103 0.111 

3 90 35 33/28/28/33 30 0.147 0.111 

3 90 5 33/28/28/33 30 0.148 0.000 

3 90 35 33/28/28/33 30 0.154 0.113 

3 90 35 33/28/28/33 30 0.153 0.107 

3 90 35 33/28/28/33 40 0.157 0.111 

3 90 65 33/28/28/33 30 0.141 0.109 

3 90 35 33/28/28/33 20 0.145 0.122 

3 90 35 43/38/38/43 30 0.187 0.147 

3 70 35 33/28/28/33 30 0.146 0.107 

3 110 35 33/28/28/33 30 0.149 0.110 
a Valores expresados en porcentajes (v/v); b volumen expresado en µL (Antioxidante/FRAP/ABTS/ Antioxidante); c caudal 
expresado en µL s-1. 
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Los resultados del análisis de varianza (ANOVA) para cada factor evaluado 

indicaron que el volumen de aspirado y la concentración del radical ABTS•+ 

influyeron significativamente sobre la experimentación (valor P < 0.05), al analizar 

el diseño tanto para la variable de respuesta A FRAP como para A ABTS. 

Sin embargo, al analizar los diagramas de Pareto para cada variable de respuesta 

(figuras 3.7 y 3.8), se observó que existían diferencias en cuanto a la influencia 

ejercida por la concentración de los reactivos propios de cada ensayo. Destacando 

de esta manera que cuando se analiza el diseño en función de la variable de 

respuesta del ensayo FRAP (A FRAP), el diseño sugiere incrementar la concentración 

del reactivo FRAP y disminuir la concentración del radical ABTS. Por el contrario, al 

analizar el diseño en función de la variable de respuesta del ensayo ABTS (A ABTS), 

el diseño sugiere incrementar la concentración del radical ABTS y disminuir la 

concentración del reactivo FRAP. 

 
Figura 3.7. Diagrama de Pareto estandarizado con interacciones binarias de los factores, para 

maximizar la respuesta del sistema FRAP/ABTS-SIA, empleando AFRAP como variable de respuesta 
  



CAPÍTULO III 
 

 

120 

 

 
Figura 3.8. Diagrama de Pareto estandarizado con interacciones binarias de los factores, para 

maximizar la respuesta del sistema FRAP/ABTS-SIA, empleando AABTS como variable de 
respuesta. 

 

Cada análisis del diseño en función de su variable de respuesta propuso valores 

óptimos de cada factor evaluado, presentando diferencia en cuanto a los valores 

óptimos para el reactivo FRAP y radical ABTS. Sin embargo, los valores óptimos 

sugeridos para el caudal (40 µL s-1) y volumen de aspirado (Antioxidante (43 µL) – 

FRAP (38 µL) – ABTS (38 µL) – Antioxidante (43 µL)), fueron exactamente los 

mismos en cada análisis del diseño. 

Debido a lo anterior, se realizaron 3 experimentos adicionales mostrados en la tabla 

3.8 para optimizar las concentraciones de cada reactivo, usando trolox a 60 µmol L-

1, los valores de caudal y volumen de aspirado previamente optimizados, y como 

variables de respuesta A FRAP y A ABTS. 

Los resultados de cada experimento mostraron que las A FRAP de los experimentos 

2 y 3 eran muy similares, sin embargo, el experimento 2 mostraba los valores más 

altos de A ABTS. De esta manera, se eligieron valores óptimos de concentraciones 

del reactivo de FRAP al 70 % y el radical ABTS•+ al 50 %. 
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Tabla 3.8. Experimentos para determinar los valores óptimos de concentración para el reactivo de 
FRAP y el radical ABTS•+ usando trolox a 60 µmol L-1. 

Experimento Concentración FRAP Concentración ABTS•+ A FRAP A ABTS 

1 96 % 27 % 0.185±0.009 0.167±0.018 

2 70 % 50 % 0.195±0.006 0.179±0.002 

3 80 % 40 % 0.197±0.007 0.160±0.005 

Cada experimento fue fijado a un caudal de 40 µL s-1 y volumen de aspirado (Antioxidante (43 µL)-FRAP(38 µL)-ABTS(38 
µL)-Antioxidante (43 µL)). 

 
3.5.3 Características del método propuesto 

En este apartado se determinaron para cada ensayo los parámetros estadísticos 

(intervalo lineal y límites de detección y cuantificación) y de validación (precisión, 

recuperaciones y correlación con método de referencia) del método simultáneo, 

debido el método presentó señales separadas para cada ensayo. 

3.5.3.1 Curva de calibración 

Para el método propuesto, se graficaron las absorbancias obtenidas de cada ensayo 

al utilizar concentraciones de trolox en un intervalo de 5 a 400 μmol L-1, sin embargo, 

para el ensayo FRAP la linealidad fue de 5 a 150 μmol L-1 de trolox, y para el ensayo 

ABTS de 5 a 400 μmol L-1 de trolox. Por lo tanto, se estableció un intervalo de 

concentraciones de 10 a 120 μmol L-1 de trolox, para ambos ensayos, dado que el 

análisis es realizado de manera simultánea y el intervalo lineal debe ser el mismo 

para ambos ensayos. Lo anterior se justifica en que el método simultáneo debe 

poder realizar ambas curvas de calibración al mismo tiempo en el mismo intervalo 

lineal, y a su vez la muestra que se analice sea tratada (diluida) en función de este 

intervalo para los dos ensayos. 

Con la finalidad de obtener un mejor estimado de las curvas de calibración (10 a 

120 μmol L-1 de trolox) de cada ensayo, se decidió construir una curva diariamente 

durante 5 días. Con los datos de las 5 curvas de calibración, se propuso construir 

una curva promedio para las determinaciones de capacidad antioxidante llevadas a 

cabo por cada ensayo por el sistema SIA simultáneo, dichas curvas de calibración 

son mostradas en las figuras 3.9 y 3.10. La ecuación de regresión lineal de la curva 

para el ensayo FRAP tuvo una pendiente de 0.002 6 ± 0.000 1, una intersección de 

0.006 0 ± 0.006 5, un coeficiente de correlación de 0.997 9, límites de detección y 
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cuantificación de 0.031 3 y 0.091 2 μmol L–1, respectivamente, con un intervalo de 

confianza al 95 %. 

Por otro lado, la curva del ensayo ABTS tuvo una pendiente de 0.002 30 ± 0.000 

02, una intersección de -0.009 4 ± 0.001 4, un coeficiente de correlación de 0.999 

9, límites de detección y cuantificación de 0.004 7 y 0.006 2 μmol L–1, 

respectivamente, con el mismo intervalo de confianza. Ambas curvas presentaron 

una pendiente positiva, destacando una mayor sensibilidad a las variaciones de 

concentración de trolox la curva del ensayo FRAP. 

 
Figura 3.9. Curva promedio para determinación de capacidad antioxidante para el ensayo FRAP 

usando en sistema FRAP/ABTS-SIA 
 

 
Figura 3.10. Curva promedio para determinación de capacidad antioxidante para el ensayo ABTS 

usando en sistema FRAP/ABTS-SIA 

 
3.5.3.2 Precisión intermedia 

En este apartado la precisión del método FRAP/ABTS-SIA fue evaluada, y se utilizó 

un estándar de trolox y una muestra para este estudio con la finalidad de observar 
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que tan preciso es el método simultáneo al usar un compuesto puro y una matriz 

compleja que involucra a más de un compuesto. 

Los valores de capacidad antioxidante de trolox 60 μmol L–1 y extracto de café honey 

al 0.5 % para determinar la precisión son mostrados en las tablas A3.1 y A3.2 de 

los anexos, y expresados en unidades de µmol L–1 de trolox. 

La repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio para el ensayo FRAP fueron de 

1.70 y 2.04 % para el extracto de café honey, así como 1.14 y 1.89 % para el 

estándar trolox, respectivamente. Por otro lado, el ensayo ABTS mostró 0.78 y 1.82 

% para el extracto de café honey, así como 0.87 y 2.09 % para el estándar trolox, 

respectivamente. Dichos valores mostraron en ambos casos ser inferiores o iguales 

a 2 %, lo cual denota que el sistema FRAP/ABTS-SIA para los ensayos ABTS y 

FRAP presenta una buena precisión acorde con los criterios de la AOAC y el 

CODEX Alimentarius 103,105. En adición, para ambos ensayos la precisión realmente 

no presenta diferencias sustanciales entre usar un compuesto puro o una matriz 

compleja. 

3.5.3.3 Recuperaciones 

Los porcentajes de recobro obtenidos para ambos ensayos utilizando el sistema SIA 

simultáneo son presentados en la tabla 3.9, y es posible observar que se 

encuentran en un intervalo de 97.34 a 106.19 % y de 92.75 a 105.43 % para el 

ensayo FRAP y ABTS, respectivamente, lo cual indica que el sistema FRAP/ABTS-

SIA para determinar capacidad antioxidante presenta una buena exactitud sin 

presentar interferencias por efecto de la matriz analizada. 

Tabla 3.9. Porcentajes de recobro obtenidos para el ensayo FRAP por el sistema FRAP/ABTS-SIA 

Muestras 
%R 

FRAP 
%R 

ABTS 

Extracto de café honey (0.57 %) 101.13 101.09 

Extracto de café lavado (0.57 %) 102.08 97.83 

Extracto de té verde (0.20 %) 97.66 103.26 

Jugo de arándano (2.50 %) 102.40 105.43 

Jugo de granada (0.45 %) 104.30 98.91 

Vino Carmenere (0.25 %) 106.19 102.90 

Vino Merlot (0.25 %) 104.30 103.26 

Extracto de orégano (0.63 %) 100.19 99.28 

Extracto de comino (4.00 %) 97.34 92.75 

Extracto de romero (1.25 %) 98.92 96.01 
%R: porcentaje de recuperación. 
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3.5.3.4 Correlación entre los métodos FRAP/ABTS-SIA y microplaca 

La implementación de los ensayos FRAP y ABTS por microplaca permitió la 

construcción de sus respectivas curvas de calibración usando estándares de trolox, 

para posteriormente cuantificar la capacidad antioxidante de diversas muestras 

alimenticias. El ensayo FRAP por microplaca tuvo una curva de calibración con un 

intervalo lineal de 5 a 120 μmol L-1, una pendiente de 0.002 10 ± 0.000 04 y una 

ordenada al origen de -0.003 2 ± 0.002 7. El ensayo ABTS por microplaca tuvo una 

curva de calibración con un intervalo lineal de 5 a 80 μmol L-1, una pendiente de 

0.009 6 ± 0.000 1 y una ordenada al origen de 0.008 7 ± 0.006 1. 

Los valores de absorbancia de ambos ensayos SIA simultáneo y por microplaca 

usando estándares de trolox fueron graficados, para obtener un gráfico de 

correlación entre ambos métodos (figura 3.11). En consecuencia, se obtuvo una 

correlación del 99 % para ambos ensayos, confirmando la existencia de una 

correlación directa de las respuestas analíticas por ambos métodos, asegurando la 

confiabilidad de los valores de capacidad antioxidante por el sistema FRAP/ABTS-

SIA. El ensayo FRAP mostró una pendiente 5 veces mayor a la del ensayo ABTS, 

esto debido a que el ensayo FRAP empleó el reactivo FRAP a una concentración 

menor a lo usualmente empleado en la literatura, a diferencia del ensayo ABTS en 

donde se tuvo que incrementar la concentración del radical y en consecuencia 

disminuyó la sensibilidad de dicho ensayo. 
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Figura 3.11. Correlación de absorbancias de los ensayos FRAP y ABTS, por el sistema 
FRAP/ABTS-SIA vs microplaca al emplear concentraciones de Trolox de 10 a 120 μmol L-1 para el 

ensayo FRAP y de 10 a 100 μmol L-1 para el ensayo ABTS 

 
3.5.3.5 Aplicación del método FRAP/ABTS-SIA 

Para este estudio se analizaron 10 muestras alimenticias por el sistema 

FRAP/ABTS-SIA y los resultados fueron comparados con aquellos obtenidos por 

los métodos en microplaca para los ensayos FRAP y ABTS por separado. La tabla 

3.10 muestra los resultados de capacidad antioxidante expresados en μmol L-1 de 

trolox, para los ensayos FRAP y ABTS, tanto por FRAP/ABTS-SIA y microplaca. 

Después de realizar el estadístico de muestras pareadas, se obtuvo que los 

resultados por SIA simultáneo y por microplaca mostraron una diferencia 

significativa en los valores. Por otro lado, al graficar las capacidades antioxidantes 

de las muestras por ambos métodos (figura 3.12), se correlacionaron los resultados 

en un 98 % para el ensayo FRAP y del 99 % para el ensayo ABTS, indicando que, 

aunque no se tienen valores iguales de capacidad antioxidante para las muestras, 

las tendencias son las mismas y se correlacionan por ambos métodos. 

Tabla 3.10. Resultados de capacidad antioxidante en diferentes muestras alimenticias por el 
método FRAP/ABTS-SIA y el método por microplaca 

 ABTS FRAP 

Muestras SIA a LOTE a SIA a LOTE a 

Extracto de café honey 6 830.07±430.41 8 507.20±321.38 6 591.95±536.46 8 523.48±1 137.97 

Extracto de café 

lavado 
7 616.30±343.10 8 022.79±63.79 5 906.13±299.28 7 145.51±170.96 

Extracto de té verde 24 949.28±307.44 25 897.93±403.14 13 429.75±670.43 18 919.64±406.42 

Jugo de arándano 1 822.03±155.88 1 652.47±105.15 1 203.33±26.28 1 866.33±47.24 

Jugo de granada 9 447.25±438.33 10 984.03±212.19 6 924.23±315.88 10 819.17±412.98 

Vino tinto Carmenere 16 655.07±491.90 17 341.30±291.63 11 502.31±613.10 15 765.65±573.48 

Vino tinto Merlot 16 742.03±482.70 17 133.69±157.20 9 833.59±546.97 14 946.73±525.30 

Extracto de orégano 6 546.09±263.37 8 752.37±489.97 5 763.97±70.07 7 036.98±198.66 

Extracto de comino 1 022.83±34.94 1 477.42±31.57 894.30±68.37 1 280.63±6.77 

Extracto de romero 3 244.06±243.48 3 340.93±95.77 3 028.63±139.04 3 846.05±108.38 

a Valores de capacidad antioxidante expresados en μmol L-1 de trolox. 
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Figura 3.12. Correlación de capacidad antioxidante (CA) de los ensayos FRAP y ABTS, por 

FRAP/ABTS-SIA y microplaca para 10 muestras alimenticias. 

3.6 CONCLUSIONES 

• El método propuesto es el primer método reportado para determinar la 

capacidad antioxidante empleando los ensayos ABTS y FRAP de manera 

simultánea a través de un sistema SIA. El método ofrece una taza de 

muestreo de hasta 30 muestras por hora, presenta una configuración sencilla 

y no requiere un tiempo prolongado de reacción. 

• Se redujeron los volúmenes de muestra y reactivo involucrados en cada 

ensayo, así como las concentraciones de los reactivos. El tiempo de análisis 

del método fue de 2 minutos, lo cual, indica un análisis rápido si 

consideramos que por cada análisis se obtienen dos valores de capacidad 

antioxidante de dos ensayos distintos. 

• La principal ventaja del método propuesto radica en la posibilidad de realizar 

la medición de capacidad antioxidante con dos señales independientes 

propias de cada ensayo con un solo análisis, a pesar de que cada ensayo 

presenta diferentes cinéticas de reacción. 

• El sistema SIA se caracterizó por presentar una buena precisión con un 

porcentaje menor o igual al 2 %, barrera que en los métodos por lote es difícil 

superar, debido a los errores de manipulación y dispensado de muestras y 

reactivos. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

Todos los métodos SIA desarrollados, optimizados y validados en este trabajo 

demostraron el alto potencial que presentan las técnicas de análisis por flujo para la 

determinación de capacidad antioxidante por diversos ensayos. Los 3 métodos SIA 

propuestos fueron totalmente nuevos, lo cual los convierte en los primeros y únicos 

en su tipo para la determinación de capacidad antioxidante. Aunque los métodos 

fueron evaluados en muestras alimenticias, la finalidad es poder aplicarlos a 

distintas muestras y que cada método demuestre que tan robusto puede llegar a 

ser. 

Los métodos SIA demostraron tener ventajas frente a los métodos de referencia 

(ensayos por microplacas), entre las cuales podemos destacar la reducción en el 

consumo de muestra y reactivos, el acortamiento de los tiempos de análisis y la 

minimización en los errores por manipulación del analista. A pesar de que la tasa 

de muestreo de los métodos por microplaca es alta (96 muestras por placa), el uso 

de los 96 pozos dependerá de las necesidades de cada analista, ya que se requerirá 

el mismo tiempo de análisis para una muestra o para 96. De esta manera, los 

métodos SIA ofrecen un tiempo de análisis más rápido por muestra que los métodos 

por microplaca, siendo estos métodos SIA una alternativa para cuantificar 

capacidad antioxidante con una alta precisión a diferencia de los métodos por 

microplaca. En la Tabla 4.1, se resumen las principales ventajas y desventajas 

encontradas para cada uno de los métodos SIA desarrollados. 
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Tabla 4.1. Principales ventajas y desventajas para los métodos SIA desarrollados 

Nombre del 

método 
Ventajas Desventajas 

ORAC-SIA 

• Menor concentración de reactivos. 

• Reducción del tiempo de análisis. 

• Excelente precisión. 

• Configuración sencilla. 

• Valores de CA iguales al método 

ORAC-microplaca. 

• Menor tasa de muestreo en 

comparación con el método ORAC-

Microplaca. 

• Temperatura de 50 °C no óptima 

para sistemas biológicos. 

• Se requiere el uso de una celda de 

extracción para eliminar burbujas. 

FRAP-SIA 

• Alta estabilidad del reactivo FRAP. 

• Reducción de tiempo de análisis. 

• Menor consumo de muestra y 

reactivo. 

• Excelente precisión. 

• Configuración sencilla. 

• Valores de CA similares al método 

FRAP-microplaca. 

• No requiere temperatura controlada. 

 

• Menor tasa de muestreo en 

comparación con el método FRAP–

Microplaca. 

• Muestra preparada sólo en medio 

acuso. 

 

FRAP/ABTS-

SIA 

(método 

simultaneo) 

• Reducción de tiempo de análisis. 

• Excelente precisión. 

• Análisis de una misma muestra en 

simultaneo. 

• Menor consumo de muestra y 

reactivo. 

• No requiere temperatura controlada. 

• Configuración sencilla. 

 

• Menor tasa de muestreo en 

comparación con el método FRAP–

Microplaca. 

• Valores de CA distintos a los 

métodos FRAP y ABTS por 

microplaca. 

CA: Capacidad antioxidante. 
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ANEXOS 

Capítulo II 
 

“Método ORAC-SIA” 
 

 
Figura A2.1. Procedimiento de ensayo ORAC implementado por el método de microplaca de 96 

pocillos 

 
Tabla A2.1. Parámetros involucrados en la determinación de repetibilidad y precisión intermedia 

Parámetro estadístico Fórmula 

Desviación estándar de la repetibilidad (Sr) Sr=√𝐶𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑑í𝑎𝑠  

Desviación estándar relativa de la repetibilidad (RSDr) RSDr=
𝑆𝑟

𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Desviación estándar de la precisión intermedia (SPI) 
Si=√

𝐶𝑀𝑒𝑚𝑡𝑟𝑒 𝑑𝑖𝑎𝑠−𝐶𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑑í𝑎𝑠

𝑛ú𝑚 𝑟𝑒𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑠
 

SPI=√𝑆𝑟
2 + 𝑆𝑖

2 

Desviación estándar relativa de la precisión intermedia (RSDPI) RSDPI=
𝑆𝑃𝐼

𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
*100 
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Tabla A2.2. ANOVA para maximizar PP usando vainillina a 25 µmol L-1. DCC en 2 bloques con 3 
puntos centrales 

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrado medio Razón-F Valor-P 

A: [AAPH]a 3 667.57 1 3 667.57 121.83 0.00 

B: [fluoresceína]b 149.50 1 149.50 4.97 0.06 

AA 279.74 1 279.74 9.29 0.02 

AB 6.79 1 6.786 02 0.23 0.65 

BB 261.01 1 261.01 8.67 0.02 

bloques 39.48 1 39.48 1.31 0.29 

Error total 210.73 7 30.10   

Total (corr.) 4 659.87 13    
a Concentración en mol L-1 
b Concentración en µmol L-1 
(GL)Grados de libertad 

 
Tabla A2.3. ANOVA para maximizar PP usando vainillina a 100 µmol L-1. DCC en 2 bloques con 3 

puntos centrales 

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrado medio Razón-F Valor-P 

A: [AAPH] 3 405.11 1 3 405.11 116.56 0.000 0 

B: [fluoresceína] 14.22 1 14.22 0.49 0.507 9 

AA 1 227.77 1 1 227.77 42.03 0.000 3 

AB 1.22 1 1.22 0.04 0.843 8 

BB 185.10 1 185.10 6.34 0.040 0 

Bloques 127.80 1 127.80 4.37 0.074 8 

Error total 204.49 7 29.21   

Total (corr.) 5 100.33 13    

 

Tabla A2.4. ANOVA para maximizar el PP usando vainillina a 25 µmol L-1. DFC 22 con 1 réplica 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
GL 

Cuadrado 
medio 

Razón-F Valor-P 

A: Volumen de 
aspirado 

192.37 1 192.37 4.13 0.134 9 

B: Caudal 4 066.67 1 4 066.67 87.39 0.002 6 

AB 192.37 1 192.37 4.13 0.134 9 

Bloques 102.46 1 102.46 2.20 0.234 5 

Error total 139.61 3 46.54   

Total (corr.) 4 693.48 7    

 
Tabla A2.5. ANOVA para maximizar el PR usando vainillina a 25 µmol L-1. DFC 22 con 1 réplica 

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrado medio Razón-F Valor-P 

A: Volumen de aspirado 40.63 1 40.63 4.17 0.133 8 

B: Caudal 983.68 1 983.68 100.94 0.002 1 

AB 40.63 1 40.63 4.17 0.133 8 

Bloques 21.03 1 21.03 2.16 0.238 2 

Error total 29.24 3 9.74   

Total (corr.) 1 115.22 7    
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Figura A2.2. Curvas de calibración del estándar trolox para el método ORAC-SIA 

 

Tabla A2.6. Parámetros estadísticos para cada una de las curvas de calibración de trolox 
preparadas durante siete días 

Curva Intersección Error pendiente Error R2 

1 2.143 0 1.992 6 1.261 9 0.060 1 0.993  

2 8.253 0 1.808 7 1.004 9 0.054 5 0.991  

3 1.048 0 0.259 6 1.214 6 0.007 8 0.999  

4 4.920 0 2.011 2 1.193 2 0.060 6 0.992  

5 6.097 0 1.706 3 1.117 1 0.051 4 0.994 

6 1.685 0 0.766 6 1.143 1 0.023 1 0.999 

7 3.121 0 1.859 7 1.182 7 0.056 1 0.993 

(R2) Coeficiente de determinación. 
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“Método FRAP-SIA” 
 

Tabla A2.7. ANOVA para maximizar la absorbancia registrada del método FRAP-SIA usando trolox 
a 50 µmol L-1. DCC en 2 bloques con 3 puntos centrales 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

A: Concentración FRAP (%) 
4.06E-05 

1 
4.06E-05 

0.86 0.366 4 

B: Volumen de Aspirado (µL) 6.62E-02 1 6.62E-02 1 409.31 0.000 0 
C: Tiempo (s) 6.67E-05 1 6.67E-05 1.42 0.250 7 

D: Caudal µL s-1 2.88E-03 1 2.88E-03 61.40 0.000 0 
AA 2.88E-04 1 2.88E-04 6.13 0.024 9 
AB 1.21E-06 1 1.21E-06 0.03 0.874 5 
AC 3.14E-05 1 3.14E-05 0.67 0.425 7 
AD 1.19E-05 1 1.19E-05 0.25 0.621 4 
BB 1.17E-03 1 1.17E-03 24.87 0.000 1 
BC 9.61E-06 1 9.61E-06 0.20 0.657 0 
BD 4.22E-04 1 4.22E-04 9.00 0.008 5 
CC 5.33E-06 1 5.33E-06 0.11 0.740 4 
CD 5.63E-07 1 5.63E-07 0.01 0.914 2 
DD 1.97E-07 1 1.97E-07 0.00 0.949 2 

Bloques 4.38E-04 2 2.19E-04 4.67 0.025 3 
Error total 7.51E-04 16 4.69E-05   

Total (corr.) 7.22E-02 32    

(GL)Grados de libertad 

 
Figura A2.3. Comparación de las curvas de calibración de Trolox preparadas diariamente durante 

un periodo de 5 días de 5 a 120 µmol L-1 
 

Tabla A2.8. Parámetros estadísticos para cada una de las curvas de calibración de Trolox 
preparadas durante un periodo de cinco días 

No. Curva Ordenada al origen Error Pendiente Error R2 

1 -0.000 33 0.017 731 0.006 79 0.000 262 0.996 

2 0.005 73 0.007 973 0.006 27 0.000 118 0.999 

3 0.011 12 0.010 926 0.006 26 0.000 162 0.998 

4 0.003 47 0.004 740 0.006 41 0.000 070 0.999 

5 0.004 55 0.006 151 0.006 04 0.000 091 0.999 
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Figura A2.4. Residuos en función de la concentración del estándar de Trolox para las regiones 

lineales de las curvas de calibración preparadas diariamente durante cinco días de 5 a 120 µmol L-

1. 
 

Tabla A2.9. Análisis de varianza de los datos obtenidos en la construcción de una sola curva de 
calibración 

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Modelo 1.771 35 1 1.771 35 4 518.89 0.000 0 

Residual 0.009 06 23 0.000 39   

Total  1.780 36 24    

 
Tabla A2.10. Resultados de capacidad antioxidante en diferentes muestras alimenticias por el 

método propuesto FRAP-SIA y el método convencional por microplaca 
 Capacidad antioxidantea 

Muestras Microplaca SIA 

Extracto de tomate 25 712.33 ± 7 314.15 21 031.53 ± 1 170.77 

Vino tinto carmenere 17 060.11 ± 3 180.62 13 324.38 ± 48.03 

Vino tinto merlot 16 332.37 ± 6 463.89 10 704.49 ± 235.31 

Extracto de té verde 13 193.98 ± 3 730.56 10 301.69 ± 1 107.85 

Extracto de café honey 5 724.19 ± 2 156.34 4 930.91 ± 230.19 

Juego de arándano 4 394.27 ± 916.80 5 317.23 ± 63.54 

Jugo de uva-arándano 3 616.17 ± 1 208.20 3 320.60 ± 104.68 

Jugo de uva 1 427.26 ± 256.76 2 043.28 ± 367.81 
a Expresado en μmol L-1 de Trolox. 
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Tabla A2.11. Valores de capacidad antioxidante para el estudio de precisión del método ORAC-
SIA, a partir de un patrón trolox y una muestra de vino 

 
Vino tinto carmenere  

(µmol L-1 Trolox) 
Trolox (25 µmol L-1)  

Día Réplica 1 Réplica 2 Promedio Réplica 1 Réplica 2 Promedio 

1 31.38 30.17 30.77 25.37 25.35 25.36 

2 31.32 31.04 31.18 25.95 26.77 26.36 

3 29.48 30.34 29.91 26.16 25.73 25.94 

4 29.42 30.52 29.97 24.82 26.04 25.43 

5 30.08 29.99 30.04 25.34 25.90 25.62 

6 31.78 31.54 31.66 25.62 24.36 24.99 

7 30.99 29.77 30.38 26.43 26.63 26.53 

Promedio total  30.56   25.75 

 
 

Tabla A2.12. Resultados de capacidad antioxidante para el estudio de precisión del método FRAP-
SIA, de usando trolox y vino tinto merlot 

 

  Vino tinto merlot 0.67 %  Trolox 60 μmol L–1 

Día  Réplica 1 Réplica2 Promedio Réplica 1 Réplica2 Promedio 

1 67.05 66.32 66.68 58.14 59.91 59.03 

2 65.43 64.76 65.09 57.98 57.26 57.62 

3 66.79 69.39 68.09 59.13 60.33 59.73 

4 67.31 69.39 68.35 59.55 57.93 58.74 

5 67.67 68.30 67.98 58.51 60.17 59.34 

6 67.20 66.47 66.84 57.62 58.66 58.14 

7 67.67 68.87 68.27 58.35 58.87 58.61 

Promedio total   67.33     58.74 
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Capítulo III 
 

“Método FRAP/ABTS-SIA” 
 

Tabla A3.1. Resultados para la medición de la precisión de la cuantificación de capacidad 
antioxidante en Trolox y extracto de café honey para el ensayo FRAP por FRAP/ABTS-SIA 

 Extracto de café honey 0.5 % Trolox 60 µmol L-1 

Día Réplica 1 Réplica 2 Promedio Réplica 1 Réplica 2 Promedio 

1 50.70 50.05 50.37 59.06 60.49 59.77 

2 49.22 49.86 49.54 61.97 62.48 62.22 

3 48.88 48.75 48.81 61.28 61.02 61.15 

4 47.22 49.25 48.24 59.86 61.41 60.63 

5 48.30 49.73 49.01 59.74 59.74 59.74 

Promedio total 49.19   60.70 

 
Tabla A3.2. Resultados para la medición de la precisión de la cuantificación de capacidad 
antioxidante en Trolox y extracto de café honey para el ensayo ABTS por FRAP/ABTS-SIA 

 Extracto de café honey 0.5 % Trolox 60 µmol L-1 

Día Réplica 1 Réplica 2 Promedio Réplica 1 Réplica 2 Promedio 

1 62.51 61.35 61.93 59.46 60.04 59.75 

2 60.48 61.06 60.77 58.59 59.61 59.10 

3 62.36 61.64 62.00 60.77 61.64 61.20 

4 63.81 63.52 63.67 57.58 58.30 57.94 

5 62.65 62.94 62.80 59.17 59.32 59.25 

Promedio total 62.23   59.45 
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