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As absorbancia de la muestra
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Bl blanco 1
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C concentracion real de la muestra
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D coeficiente de dispersién
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DCC disefio compuesto central
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RESUMEN

Los métodos de flujo continuo han despertado especial interés en diversas
metodologias automatizadas de andlisis. Desde que se desarrollé el andlisis por flujo
segmentado (SFA, por sus siglas en inglés) en 1957, las técnicas de flujo han estado
en continua evolucion hacia nuevos desarrollos. Ademas, han ganado importancia
para fines clinicos, industriales, y ambientales, ya que permiten determinaciones
rapidas altamente reproducibles. Entre las ventajas destacables de los métodos de
flujo estan la reduccion del consumo de reactivos o muestras, la alta precision del
meétodo y la reduccion de tiempo de analisis debido a que las reacciones no requieren
alcanzar el equilibrio fisico y quimico. En adicion, el control por computadora permite
que los sistemas sean ajustables y flexibles para los pardmetros del flujo sin requerir
la manipulacion fisica. Otro aspecto que considerar es el precio mas asequible

comparado con los métodos automatizados por microplacas.

En este trabajo se desarrollaron, optimizaron y validaron tres métodos de analisis
por inyeccién secuencial (SIA, por sus siglas en inglés) para determinar capacidad
antioxidante: dos sistemas no simultaneos y uno simultaneo. El primer método fue
el ensayo de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas
en inglés) con deteccion fluorimétrica; el segundo fue el ensayo de poder
antioxidante reductor férrico (FRAP, por sus siglas en inglés) con deteccién
espectrofotométrica; y finalmente se desarrolld6 una metodologia para medir
simultdneamente capacidad antioxidante usando los ensayos FRAP vy radical 2,2'-
azino-bis (3 -etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS, por sus siglas en inglés)
con deteccioén espectrofotométrica.

Los parametros quimicos e hidrodinamicos de cada método SIA desarrollado fueron
optimizados a través de disefios 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 parametros como
linealidad, limites de deteccibn y cuantificacion, precision (repetibilidad vy
reproducibilidad), recobro y su correlacion con los métodos de referencia.

Es importante destacar que no se tenian reportes bibliograficos de los 3 métodos
SIA desarrollados, por lo que son métodos altamente novedosos para determinar

capacidad antioxidante, los cuales mostraron tener una alta precision, 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, asi como la innovacion de nuevas formas de implementar ensayos
simultaneos.

Esta tesis se encuentra dividida en 3 capitulos en orden cronolégico de su realizacion
durante el periodo de estudios de doctorado. El capitulo | aborda un marco tedrico
sobre los métodos de flujo que se utilizaron en esta tesis, asi como definiciones de
capacidad antioxidante y los métodos que la evaltan. El capitulo Il describe el
desarrollo de dos metodologias por SIA para determinar capacidad antioxidante
usando los ensayos ORAC y FRAP de maneral individual, con la finalidad de poder
implementarlas en simultaneo junto con otros ensayos de capacidad antioxidante. El
capitulo Il describe el desarrollo de un método SIA que conjunta dos ensayos de
capacidad antioxidante (FRAP y ABTS) en un mismo andlisis, con el objetivo de

obtener resultados de capacidad antioxidante de dos ensayos al mismo tiempo.
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ABSTRACT
¢
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 | addresses a theoretical framework for the flow methods
used in this thesis, definitions of antioxidant capacity, and the methods that evaluate
it. Chapter Il 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 Ill 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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. HIPOTESIS - OBJETIVOS

HIPOTESIS
Con base en el principio de dispersion de los reactivos de los sistemas de flujo

continuo, donde no se llega al equilibrio fisico ni quimico, provocando un perfil
parabdlico tipo campana gaussiana del producto de reaccion, sera posible
determinar capacidad antioxidante con métodos como ORAC, FRAP, ABTS de
forma individual o simultanea usando la técnica analitica de andlisis por inyeccion

secuencial (SIA), de manera precisa y mas rapida que los actuales en microplaca.
OBJETIVO GENERAL

Desarrollar, optimizar y validar 3 metodologias analiticas por analisis por
inyeccién secuencial (SIA) para la determinacion de capacidad antioxidante,
utilizando los ensayos ABTS, ORAC y FRAP.
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CAPITULO |

Marco Teodrico

1.1 METODOS DE FLUJO

La demanda de informacion analitica es cada vez mayor y los requerimientos de los
laboratorios de investigacion y de la industria son cada vez mas precisos y
complejos. Por ejemplo, se necesita conocer concentraciones bajas de compuestos
o analitos en tiempos cada vez mas breves y a menor costo'~3, lo que ha llevado a
buscar alternativas desarrollandose nuevas é&reas de investigacion en la
instrumentacién y automatizacion de procedimientos analiticos para proveer
informacién continua, in situ, en tiempo real y respetuosos con el medio ambiente?.
Desde que Skeggs desarrolld el analisis por flujo segmentado (SFA, por sus siglas
en inglés) en 1957, las técnicas de flujo han estado en continua evolucion hacia
nuevos desarrollos*. Ademas, han ganado importancia para fines clinicos,
industriales y ambientales, ya que permiten determinaciones rapidas altamente
reproducibles®’. Desde los inicios de la automatizacién de los métodos analiticos,
se han desarrollado y utilizado varias técnicas de flujo diferentes para aplicaciones
analiticas o de monitoreo.

1.1.1 Automatizacion por métodos de flujo

A partir de los afios 70, la creciente demanda de métodos rapidos vy
medioambientalmente sostenibles propicié la investigacién y el desarrollo de
sistemas automatizados. Los equipos presentaban como ventajas un aumento de la
precision y exactitud y, también, una disminucién del costo operacional. Estos
sistemas se dividian principalmente en dos grandes grupos: mediciones en lote
(batch) y en flujo continuo®. Los inconvenientes que presentaban las mediciones en
lote eran la adicion 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 contaminacién entre disoluciones de muestras.
Los métodos de flujo se pueden clasificar en no resolutivos (Analisis por Flujo
Segmentado (SFA por sus siglas en inglés), Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA, por
sus siglas en inglés), Andlisis por Inyeccion Secuencial (SIA, por sus siglas en

inglés), Analisis por Inyeccion 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 cromatogréficas, electroforesis capilar, etc.)®. En la figura 1.1
se presenta una linea de tiempo sobre la evolucion de los métodos de flujo y algunas

determinaciones analiticas.

Reactores de fase

solida por FIA

Laboratorio en

E::ri:i::%rsjido [Fusionando zonas | | Analisis porlnyecci6n| valvula IW

por FIA E— Secuencial (SIA) por multibomba
ZOJ

1955 1960 1965 1970 1975 1980, 1985 19@ 1995
L 1 1 1 1 L 1

2005 2010
I I T T T : :
| r Cromatografia por
Analisis por Flujo Analisis por Analisis por inyeccion secuencial
Segmentado (SFA) Inyeccion en Flujo Sistema de Inyeccién en Flujo
(FIA) Microanalisis Multijeringa (MSFIA)
Total (HTAS)
— - Degradacion fotoquimica de
Analisis por flujo residuos por FIA
monosegmentado

|Flujos intermitentes |

Analisis por Inyeccion en
Flujo Multiconmutado (MCFIA)

Figura 1.1. Linea del tiempo de la evolucion de los métodos de flujo con el paso de los afios

Por otra parte, la cantidad y toxicidad de los residuos generados hoy es tan
importante como cualquier otra caracteristica analitica al desarrollar un nuevo
método analitico. ldealmente, un método ecolégico no debe producir desechos
quimicos, si es asi, éstos no deben ser toxicos y su cantidad debe minimizarse.
Ademas, los desechos toxicos deben reciclarse vy, si es posible, reutilizarse o el
método analitico debe incluir el tratamiento y la eliminacion de residuos. Aunque no
todos los métodos basados en el flujo pueden considerarse métodos ecoldgicos, ya
gue la mayoria de ellos estan basados en reactivos, éstos contribuyen a reducir el
impacto ambiental al reducir el consumo de reactivos y, por lo tanto, la generacion
de residuos. Ademas, el progreso de las técnicas de flujo hacia la miniaturizacion y
el ahorro de reactivos ha contribuido a una quimica analitica mas ecolégica'®.

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, analisis de inyeccion de flujo
de multiples jeringas (MSFIA) y MPFS, basadas en la operacién de conmutacién
multiple!. En consecuencia, los métodos de flujo multiconmutado han demostrado
un gran potencial en comparacion con los métodos de flujo anteriores para minimizar

el consumo de reactivos y la producciéon de residuos??, proporcionando metodologias
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mas respetuosas con el medio ambiente, ya que los liquidos solo se impulsan al
sistema cuando es necesario y se devuelven a sus depdsitos cuando no. Todos ellos
tienen componentes comunes como bombas de impulsion, que actian como
conductores de liquido y una serie de tuberia de plastico o colector destinado a
transportar corrientes de liquido al detector.

Otra ventaja de los métodos de flujo es la flexibilidad de las computadoras que
permiten usar con el mismo hardware, con poca o0 ninguna alteracion, el mismo
método analitico en diferentes tipos de muestras con solo alterar el software.

1.1.2 Sefal analitica de los métodos de flujo

La respuesta analitica de la mayoria de las técnicas de flujo es un pico
marcadamente asimétrico, cuya asimetria puede variar dependiendo de las

condiciones particulares de operacion®3. La figura 1.2 muestra un pico tipico.

Absorbancia
o
[s:]
|

tresidencia

N I S i B

’ : ’ I , : ,

0 + 20 40 60 80
| Tiempo (s)

Figura 1.2. Sefial analitica tipica (pico) obtenida con técnicas de flujo. | = punto
de inyeccion; h = altura del pico; t-residencia = tiempo de residencia; t-inicio =
tiempo de inicio. Imagen modificada de Victor Cerda en 2014°

1.1.3 Dispersion en sistemas de flujo

La formay la simetria del pico del analito en las técnicas de flujo estan dictadas por
conveccion bajo un régimen de flujo laminar y difusion por efecto de gradientes de
concentracion'4. En ausencia de fenémenos convectivos y difusivos, un bolo de
muestra inyectado que llegue al detector proporcionaria un perfil rectangular (figura
1.3a) similar al obtenido en el punto de inyeccion. Sin embargo, el movimiento del
flujo hace que el bolo de muestra adopte un perfil parabdlico tipico de un régimen
de flujo laminar por efecto de la velocidad del liquido en el centro del tubo, que es

mas alta que en las paredes. La figura 1.3b ilustra la alta asimetria de un pico
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obtenido bajo flujo predominantemente convectivo. El pico, sin embargo, se vuelve
mas simétrico por efecto de la creciente prevalencia del flujo difusivo a medida que
el tapon de muestra se acerca al detector (figura 1.3c); ademas, la altura del pico
se reduce a medida que aumenta la distancia recorrida por el bolo de muestra
(figura 1.3d).

(a)

(b)

__

(c)

(d)

B N

Figura 1.3. Dispersion del pico de la muestra en el punto de inyeccion (a) y
bajo flujo predominantemente convectivo (b), convectivo y difusivo (c) y
predominantemente difusivo (d). Imagen modificada de Victor Cerda en 2014°

1.1.4 Coeficiente de dispersion

A medida que transcurre el tiempo del bolo inyectado, el gradiente de concentracion
produce difusiéon en una direccion normal al perfil parabdlico (figura 1.4). Dicha
difusién se divide en un componente radial y uno axial que corren perpendicular y
paralelo en ambas partes del bolo, respectivamente, al eje de tuberia. Este
fendmeno difusivo tiende a suavizar los frentes y colas de los picos, lo que resulta
en picos mas simétricos. Después de que el bolo ha recorrido un largo camino, la

difusién prevalece y los picos son cada vez mas simétricos y menos altos.
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Figura 1.4. Fenémenos difusivos causados por el gradiente de concentracién.
Imagen modificada de Victor Cerda en 2014°

Asi, en los sistemas de flujo es importante definir la difusion (dispersion) del bolo
inyectado para establecer las mejores condiciones de mezclado y reaccién y
obtener la mayor sensibilidad posible.

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

C
D = ?O Ec.1.1

Donde, Co es la concentracion de la muestra en ausencia de conveccion y difusion
(es decir, la concentracion inicial de la muestra) y C la concentracion medida
después de pasar por el sistema que sera invariablemente inferior a Co por efecto
de los fenémenos de flujo'®. Por lo tanto, D puede variar desde uno en ausencia
total de dilucion, que en un sistema de flujo no ocurre, hasta valores cada vez
mayores a medida que aumenta la dilucion. Con frecuencia, este parametro solo se
calcula al maximo del pico, en donde:

Dpax = & Ec. 1.2
Si el pico se determina por un método espectrofotométrico que obedece la ley de
Beer-Lambert, entonces las concentraciones en esta ecuacion pueden ser
reemplazadas por las absorbancias respectivas.
ho

Dmax = Ec. 1.3

hmax
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El coeficiente de dispersion se determina en la practica al inyectar un colorante en
la corriente portadora del sistema y al registrar la sefial analitica del bolo cuando
llega al detector. La altura maxima (hmax) del pico formado por el bolo inyectado se
mide en la parte mas alta del mismo y se reporta en las unidades registradas por el
detector (figura 1.5a). Para obtener ho, la muestra se puede emplear como portador
y de esta manera registrar la sefial constante que proporciona el detector (figura
1.5b).

(b) (b) Detector
7~ Muestra
Desecho
d
( ) ho Muestra
h (a) Detector
Portador
Vi
Desecho

Figura 1.5. Determinacion del coeficiente de dispersion en FIA: (a) inyeccion
de un volumen de muestra conocido y (b) posterior aspiracion de la muestra a
través del canal portador. VI: valvula de inyeccién. Imagen modificada de Victor
Cerda en 2014°

Por lo tanto, el coeficiente de dispersion es una funcién de variables que incluyen el
volumen de muestra inyectado, la longitud de la tuberia y los caudales, entre otros.
La optimizacion de un sistema de flujo para una aplicacion especifica requiere un
conocimiento previo de la forma en que el coeficiente de dispersion esta influenciado
por estas variables.

1.1.5 Andlisis por inyeccién secuencial

El SIA fue desarrollado en 1989 por J. Ruzicka y G. Marshall como una alternativa
al FIA'® y ha demostrado que su alcance se aparta notablemente del de la técnica

anterior.
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La figura 1.6 muestra una representacion esquematica de un sistema SIA tipico y
en la figura 1.7 se muestra una valvula de seleccion tipica del sistema SIA de baja
presion y fabricada con polimeros de polieteretercetona (PEEK, por sus siglas en
inglés) resistentes a productos quimicos para el estator y con politetrafluoroetileno
(PTFE) para el rotor.

Reactivo 1

Muestra Reactivo 2

Reactivo 3

Bomba de jeringa

Figura 1.6. Representacion esquematica de un sistema SIA. HC: bobina de
retencion, RC: bobina de reaccién, SV: valvula de seleccion. Imagen
modificada de Victor Cerda en 2014°

(b)

Figura 1.7. (a) Véalvula de conmutacion utilizada en SIA. b) Partes internas de
la valvula (estator lado izquierdo, rotor lado derecho). Imagen modificada de
Victor Cerda en 2014°

El puerto central de la valvula esta conectado a una bomba de piston bidireccional
a través de una bobina de retencion, para abordar los puertos periféricos de la
unidad, para la aspiracion secuencial de los diversos componentes, y también al
detector, a través del canal de comunicacion central. Los puertos laterales también
se pueden utilizar para otros fines, como la descarga de residuos o la conexién a
otros dispositivos, por ejemplo, un horno microondas, un sistema de fotooxidacion

0 una camara de mezcla (figura 1.8).
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Figura 1.8. Mddulo de vélvula de seleccion estandar de 10
puertos conectado a la bomba de piston de un equipo SIA

Por otro lado, una de las caracteristicas esenciales de SIA es su control
computarizado. La computadora selecciona cdmo se conecta el puerto central de la
valvula a sus puertos laterales, arranca y detiene la bomba para aspirar o dispensar
liquidos, selecciona su volumen y ajusta el caudal. Ademas, el hecho de
implementar una computadora hace posible la adquisicién y procesamiento de
datos. En un sistema SIA que utiliza un solo reactivo, el puerto central de la valvula
de conmutacién 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
formacién de burbujas. Luego, el puerto central se conecta al puerto lateral
apropiado para aspirar un volumen preestablecido de reactivo. A continuacion, la
valvula 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 inversién de flujo”.

El SIA trabaja bajo régimen de flujo laminar, exhibiendo la forma asimétrica tipica
de los picos FIA. Como se puede ver en la figura 1.9, la dispersién en un sistema
SIA conduce a la superposicién de los bolos de la muestra y del reactivo y a la
deteccion de la formacion del producto de reaccion.
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Figura 1.9. Superposicion de bolo de muestras y reactivos en un sistema SIA.
P: producto, R: reactivo, M: muestra. Imagen modificada de Victor Cerda en
2014°

Un colector SIA tipico incluye dos tipos de bobinas: una bobina de retencion
insertada en el canal que conecta la bomba de piston al puerto central de la valvula
de conmutacion que evita que la muestra y los reactivos contaminen la bomba del
pistén, y una bobina de reaccién en el canal que conduce al detector y que esta
destinada a garantizar una mezcla adecuada entre la muestra y el reactivo para
permitir que se forme una cantidad detectable de producto de reaccion.

A diferencia del FIA, el SIA se puede convertir en un verdadero sistema de analisis
multiparamétrico simplemente utilizando una valvula de conmutacion con un
numero adecuado de canales para contener los diferentes reactivos analiticos, cuya
administracion puede programarse con precisibn a través del software de
computadora. En este sentido, SIA esta mucho mas cerca de SFA en capacidades
multiparamétricas, pudiendo determinar hasta 20 pardmetros por muestreo, excepto
gue SIA opera de una manera mucho mas simple, ecolégica y, sobre todo,
economica.

Actualmente, las véalvulas de conmutacion disponibles pueden tener mas de 20
puertos laterales. Ademas, el numero de puertos se puede aumentar conectando
un puerto lateral en una valvula al puerto central de varios otros. Un grado tan alto
de capacidad de expansion es exclusivo de SIA, ninguna otra técnica de flujo puede
igualar a SIA en capacidades de determinacion multiparamétrica. Por lo tanto, SIA
es una excelente herramienta para desarrollar analizadores automaticos con

capacidades multiparamétricas (tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Caracteristicas del andlisis de inyeccién secuencial

Parametros Valores
Volumen de muestra inyectado 50-150 uL
Tiempo de respuesta 3-60s
Diametro del tubo 0.8 mm
Condiciones de deteccién Equilibrio no necesario
Rendimiento Alrededor de 70 inyecciones/h
Precision 1-2%
Consumo de reactivo Muy bajo
Ciclo de lavado Innecesario
Métodos cinéticos Factible
Titulaciones Factibles
Tipo de respuesta Pico
Parametro medido Altura o area del pico

Publicado en 2014 por Victor Cerda ®

El SIA revela algunas diferencias comparado con el FIA, entre las cuales destaca el
consumo drasticamente reducido de muestras y reactivos en SIA; esto, sin
embargo, no es el resultado del uso de volimenes inyectados mas pequefios, sino
mas bien de la forma en que funciona un sistema SIA. En la operacion FIA, el
consumo de muestras y reactivos es practicamente independiente de la frecuencia
de andlisis, ya que la bomba peristéltica impulsa continuamente la muestra y los
reactivos a un caudal'’*® constante en todo momento. Sin embargo, en el SIA la
bomba de piston solo funciona durante el tiempo estrictamente necesario para
aspirar la cantidad de muestra y reactivo necesarios para una determinacioén dada.
La aspiracion 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 aspiracion 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 comparable!®; esto es de gran importancia
econdémica y practica, especialmente con equipos que estan destinados a funcionar
sin supervisién durante largos periodos, por ejemplo, un método analitico
automatizado.

Ademas, debido al hecho de emplear bombas de piston, SIA es mas robusto que
otras técnicas de flujo que utilizan bombas peristélticas. Las bombas peristélticas
utilizan tubos de materiales que se dafian con relativa facilidad por algunos fluidos,
a saber, acidos, bases y, especialmente, disolventes; por el contrario, las bombas

de piston utilizan tubos de vidrio y teflon, que son materiales altamente inertes y
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garantizan una larga vida util. Ademds, es importante recordar que en SIA, la
muestra, los reactivos y los disolventes rara vez llegan al sistema de propulsion, que
solo contiene la disolucién portadora como maximo.

Una dificultad de la operacion de SIA surge de la forma en que se apilan los
aspirados de volumenes; esto dificulta la mezcla de la muestra y los reactivos,
especialmente con mas de dos. Otra solucion factible en determinaciones que
involucran muchos reactivos es usar una camara 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 extraccién de pequefas alicuotas, segun
sea necesario?.

Uno de los mayores obstaculos iniciales para el desarrollo de SIA fue la necesidad
de usar una computadora para controlar el sistema. Esto resultoé en el desarrollo de
apenas unas pocas decenas de métodos durante su primer afio de existencia. La
escasez de software disponible comercialmente y la falta de experiencia en la
interfaz de computadoras con instrumentos analiticos causaron el lento desarrollo
de SIA inicialmente, a pesar de sus ventajas comprobadas. Solo durante la Ultima
década, con el inicio del software comercial, SIA ha ganado terreno en el campo de
los analisis de rutina.

Aun cuando, lo que primero fue un obstaculo 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 peristéltica; mas bien, son controlados de una manera
altamente reproducible por la computadora. Ademas, la capacidad de ajustar el
caudal requerido en cada paso del proceso y cambiarlo a voluntad en cualquier
momento, hacen de SIA una herramienta analitica altamente flexible. En los
sistemas FIA para implementar un método diferente con frecuencia se modifica la
configuracion del colector, por el contrario, en los sistemas SIA rara vez se requiere
cambiar la configuracion para implementar otro método y solo es necesario usar un
archivo informatico diferente que contenga el procedimiento adecuado. En este
contexto, una valvula de conmutaciéon con un numero 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 configuracion
apropiado generalmente sera suficiente para determinar otro parametro analitico.
La incorporacion de computadoras en los sistemas SIA también ha facilitado la
implementacion de métodos con flujo detenido. Basta con calcular el volumen de
portador que se entregara y detener el sistema cuando se obtiene un pico en el
detector para implementar facilmente diversas metodologias analiticas, incluidos los
meétodos clasicos de extraccion cinética, espectrofotométrica, voltamétrica, etc.
Ademas, las computadoras han aumentado la flexibilidad de los sistemas analiticos
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 alicuota retirada, enviada a una unidad de preconcentracion
en fase sdlida 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 Andlisis por inyeccién en flujo de jeringa multiple

El MSFIA fue desarrollado en 1999 por Victor Cerda en cooperacion con la firma
Crison y el objetivo era combinar las ventajas de las técnicas de flujo anteriores
evitando sus desventajas?l. Fue disefiado como una novedosa técnica multicanal
gue combina la operacion multicanal y el alto rendimiento de inyeccién de FIA con
la robustez y la versatilidad de SIA. La figura 1.10 muestra una bureta tipica de
jeringa multiple para su uso en MSFIA.

El dispositivo consiste en una bureta de valoracion automatica convencional que
puede equiparse con hasta cuatro jeringas, que se utilizan como controladores
liguidos. Cada jeringa tiene una valvula solenoide de tres vias (N-Research,
Caldwell, NJ) en la parte superior, lo que facilita la aplicacion de esquemas de
multiconmutacién. Los pistones estan montados en una barra de acero comun
accionada por un motor de paso unico (40 000 pasos). Por lo tanto, todos los
pistones se mueven de manera simultanea y unidireccionalmente para la entrega
de liquido (dispensacién) o aspiracion (recogida); esto es equivalente a usar una
bomba peristaltica multicanal en FIA, pero evita las desventajas de su fragil tuberia
y las frecuentes recalibraciones??. La relacion de caudales entre canales puede

modificarse mediante el uso de jeringas de dimensiones transversales apropiadas,
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de manera similar a los didmetros de tuberia en FIA. EI motor paso a paso puede
alcanzar el desplazamiento total, correspondiente a 40 000 pasos, entre 20y 1 024
segundos, proporcionando un amplio intervalo de velocidad. Por lo tanto, el médulo
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 combinacion. La alta robustez quimica es
proporcionada por el uso de polimeros resistentes como poli(etileno-co-
tetrafluoroetileno) (valvulas superiores) y PTFE (cabezales de piston y aletas de

poppet).

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

Las valvulas solenoides ubicadas en los cabezales de las jeringas funcionan bajo el
comando “On” indicando el paso al sistema y “Off” el paso al depdésito, permitiendo
de esta manera cuatro tipos de desplazamiento de liquido: On-dispensar, Off-
dispensar, On-aspirar y Off-aspirar (figura 1.11).

Cuatro puertos traseros (figura 1.12) permiten la alimentacién de valvulas externas
de multiconmutacién adicionales (valvulas solenoides), microbombas u otros
instrumentos, ya sea directamente o0 a través de un paso que permite el control
remoto del software (por ejemplo, espectrometro 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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(a) On {b) Off

Figura 1.11. Representacion esquematica de las valvulas solenoides
colocadas en el cabezal de cada jeringa. (a) Solenoide activado:
posicion "On" y (b) Solenoide desactivado: posicion "Off"

C CRISON

CROIN RETRAENTS S A
L N MEUA ey

Figura 1.12. Conexiones traseras de una bureta multijeringa

Las valvulas solenoides externas se utilizan cominmente para impulsar los liquidos
en sistemas basados en flujo. El voltaje de corriente directa de cada puerto puede
ser controlado por computadora, hasta un valor maximo de 12 volts y una corriente
maxima de 0.5 Amperios, lo que permite la conexion de hasta tres valvulas
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 incorporacién paralela de la
muestra y los reactivos, conduciendo a una mejor eficiencia de mezcla en relacion
con SIA; la robustez de SIA, debido a que los liquidos solo entran en contacto con
las paredes de las jeringas de vidrio y los tubos de teflon, sin requerir tubos de
bomba peristéaltica; el bajo consumo de muestras y reactivos de SIA mediante la
implementacion de multiconmutacion, ya que los liquidos entran al sistema solo
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cuando es necesario; la alta flexibilidad de los colectores SIA (caudales y volumenes
propulsados definidos con precision mediante el control remoto basado en
software); la capacidad de usar valvulas solenoides MCFIA, que se pueden accionar

sin la necesidad de detener sus pistones?3.

HC V1 _Muestra

RCA1 RC2 Desecho

D> AW ;I Y ‘
. @ ——> Desecho

v2  Detector

FanY
N

Portador @ & &

Bomba multijeringa

Figura 1.13. Representacion esquematica de un sistema MSFIA. HC: bobina de retencién, R: reactivo, RC: bobina de
reaccion, V: valvula. Imagen modificada de Victor Cerda en 2014°

Tabla 1.2. Caracteristicas del andlisis de inyeccién de flujo de multiples jeringas

Pardmetros Valores
Volumen de muestra inyectado 50-150 pL
Tiempo de respuesta 3-60s
Diametro del colector y tubo de muestra 0.8 mm
Diametro del tubo de aspiracion de reactivos 1.5 mm
Condiciones de deteccion Equilibrio no necesario
Rendimiento Alrededor de 100 inyecciones/h
Precision 1-2%
Consumo de reactivo Muy bajo
Ciclo de lavado Innecesario
Métodos cinéticos Factible
Titulaciones Factibles
Tipo de respuesta Pico
Parametro medido Altura o area del pico

Publicado en 2014 por Victor Cerda®

Mediante el uso de jeringas maoviles paralelas como controladores liquidos, también
se superan las deficiencias del bombeo peristaltico, como la pulsacion, la
recalibracion 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 analiticos desafiantes, que requieren caudales altos y precisos, y
alta estabilidad de presion, como aquellos con la implementacion de columnas
absorbentes?, lo que permite al mismo tiempo, el manejo de disoluciones agresivas
y volatiles. La unica desventaja de MSFIA frente a otras técnicas de flujo es el
llenado periédico de jeringas que causa una frecuencia de inyeccion mas 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 ningun
problema especial ya que una variedad de software asequible para implementar

cualquier técnica de flujo ya esta disponible.

1.2 Antioxidantes

En las ultimas décadas se han realizado cambios significativos en la definicion de
“antioxidantes”. Estos antioxidantes han reflejado grandes avances en la ciencia de
los alimentos, la nutricién y la biologia molecular y celular?®?7. Actualmente, los
antioxidantes ya no son considerados solo sustancias quimicas que hacen que un
alimento dure mas, sino también compuestos fitoquimicos, como los polifenoles y
los carotenoides, que muestran una actividad/capacidad antioxidante (AOA/TAC, por
sus siglas en inglés) mas fuerte que la vitamina C o E en una reaccién quimica. En
1995, los antioxidantes se definieron ampliamente como “cualquier sustancia que,
cuando esta presente en concentraciones bajas en comparacion con la de un
sustrato oxidable, retrasa o inhibe significativamente la oxidacion de ese sustrato”?2.
Posteriormente se modifico la palabra “oxidacion” a “dafo oxidativo”, que sugiere un
proceso bioldgico in vivo: “cualquier sustancia que retrase, prevenga o elimine el
dario oxidativo de una molécula diana”?°. Mas recientemente, Apak y colaboradores
en 2016, dieron una definicibn mas especifica: “sustancias naturales o sintéticas que
pueden prevenir o retrasar el dafo celular oxidativo causado por oxidantes
fisiologicos que tienen potenciales de reduccion claramente positivos, como las
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), especies reactivas

de nitrogeno (RNS, por sus siglas en inglés) y radicales libres”3°,

34

——
| —



CAPITULO |
. *

Estas definiciones esclarecen las funciones de los antioxidantes a nivel celular en
los seres humanos, ya que estan relacionados con el estrés oxidativo y los radicales

libres y, ademas, 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
endogenos para contrarrestar el dafio oxidativo en tejidos y organismos debido a la
sobreproduccion de ROS/RNS celular, que son altamente reactivos y pueden causar
la modificacion oxidativa de macromoléculas biolégicas como lipidos, proteinas y
ADN, y que conducen a lesiones tisulares, muerte celular acelerada®! y diversas
enfermedades como aterosclerosis, diabetes mellitus, inflamacion cronica,
trastornos neurodegenerativos, enfermedades cardiovasculares, enfermedad de
Alzheimer®?, deterioro cognitivo leve33, enfermedad de Parkinson3* y ciertos tipos de
cancer. EI OS por ROS/RNS es importante en la etiologia de estas enfermedades
cronicas. 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
bioldgicas es crucial para garantizar la calidad de los alimentos funcionales y los
nutracéuticos, y es mas importante para la eficacia de los antioxidantes dietéticos en
la proteccion y tratamiento de las enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.
A lo largo de los afios se han desarrollado muchos ensayos AOA/TAC, basados en
diferentes mecanismos quimicos, fisicoquimicos y bioquimicos. Si bien los
mecanismos de algunos ensayos se comprenden claramente, algunos son sistemas
complejos con multiples modos de accion. Se han realizado varios intentos para
categorizar los diversos ensayos AOA/TAC3536, pero hasta el momento no existe un
sistema unificado y estandarizado para la nomenclatura y clasificacién de estos
ensayos.

1.2.2 Ensayos de actividad/capacidad antioxidante

El concepto de AOA/TAC se remonta a su origen en la quimica y luego a sus
aplicaciones en la ciencia de los alimentos, en biologia y medicina, y en nutricion y

epidemiologia. Con los afios 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
molécula®’. También se han utilizado otros términos, como rendimiento antioxidante
total, efecto y estado antioxidantes, aunque con menor frecuencia. Mientras tanto,
independientemente de estas terminologias, se han dado ain mas nombres a los
métodos de ensayo utilizados para medir la actividad antioxidante o términos
similares coronados con la palabra “total’. Ademas, debido a la gran cantidad de
métodos de ensayo diferentes, la comparacion de diferentes alimentos o los efectos
fisiologicos de diferentes alimentos puede ser muy desafiante y, a menudo, se
comparan manzanas con naranjas. Un enfoque sistematico es fundamental para la
industria de alimentos, nutracéuticos y suplementos dietéticos, para una mejor
comprension de la relacion entre la dieta y las enfermedades crénicas. La mayoria
de los ensayos AOA/TAC actuales se nhombran segun los reactivos, el mecanismo

de reaccion o las técnicas correspondientes, y se resumen en la tabla 1.3.
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Tabla 1.3. Métodos analiticos de evaluacion de capacidad antioxidante dividido en distintas
categorias. Modificado de Pisoschi en 201238
Ensayo Principio del método Determinacion del producto final
Espectrometria
DPPH Reaccién antioxidante con un radical organico Colorimetria
ABTS Reaccioén antioxidante con un radical catiénico organico Colorimetria
FRAP Reaccién antioxidante con un complejo de Fe (llI) Colorimetria
PERAP Reduc_(:lon de fgmmanuro d_e potasio por ar_1t|OX|dantes y Colorimetria
posterior reaccién de ferrocianuro de potasio con Fe (lIl)
CUPRAC Reduccién de Cu (Il) a Cu (1) por antioxidantes Colorimetria
ORAC Reaccién antioxidante con radicales peroxilo, inducida por Pérdida de fluorescencia de la
AAPH (2,2'-azobis-2-amidino-propano) fluoresceina
Capacidad antioxidante para disminuir los radicales OH Pérdida de fluorescencia de la
HORAC . . .
generados por un sistema tipo Fenton basado en Co (ll) fluoresceina
Capacidad antioxidante para eliminar los radicales derivados
TRAP del luminol, generados a partir de la descomposicién de Disminucion de quimioluminiscencia
AAPH
. . Emisién de luz por una sustancia que ha absorbido luz u otra Registro de espectros de
Fluorimetria I, o ) : N S .
radiacién electromagnética de una longitud de onda diferente excitacion/emision de fluorescencia
Técnicas electroquimicas
Voltametria El potenmalI de_ u_n_ellehctrodo de trlabafa_Jo \Ilarlg linealmente Medida de la intensidad del pico
ciclica desde un valor inicial hasta un valor final y viceversa, y se catodico/ anodico
registra la intensidad de corriente respectiva
El potencial del electrodo de trabajo se establece en un valor Medida de la intensidad de la corriente
Amperometria P y generada por la oxidacién/reduccion

fijo con respecto a un electrodo de referencia

de un analito electroactivo

Biamperometria

La reaccion del analito (antioxidante) con la forma oxidada de
un par redox indicador reversible

potencial e inmersos en una disoluciéon
gue contiene la muestra analizada y un

Medida de la corriente que fluye entre
dos electrodos de trabajo idénticos,
con una pequefia diferencia de

par redox reversible

Cromatografia

La separacion de los compuestos de una mezcla se basa en

lonizacion de llama o deteccién de

CG el reparto entre una fase estacionaria liquida y una fase movil - P
conductividad térmica
gaseosa
La separacion de los compuestos en una mezcla se basa en | Deteccion UV-VIS (por ejemplo, matriz
HPLC el reparto entre una fase estacionaria soélida y una fase movil de diodos), fluorescencia,

liquida con diferentes polaridades, a alto caudal y presion de
la fase movil

espectrometria de masas o deteccion
electroquimica

1.2.3 Clasificacion de los ensayos de actividad/capacidad antioxidante

En cuanto a la clasificacion de los ensayos AOA/TAC, Niki en 2010 clasificé los

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

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

accion 39:

1) Ensayos basados en la reaccion de transferencia de un atomo de hidrégeno

(TAH). Este tipo de ensayos miden la reaccion cinética competitiva y la
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cuantificacion 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 reaccién de transferencia de electrones (TE).
Involucran una reaccion redox con el oxidante, que actia como indicador del
punto final de la reaccion.

Ambos tipos de ensayo (TAH y TE) estan disefiados 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 autooxidacion y de su inhibicién
para tener una mayor comprension de las metodologias aplicadas en este estudio.
1.2.4 Método ORAC

El ensayo de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas
en inglés) ha sido ampliamente aceptado como una herramienta estandar para
medir la capacidad antioxidante en las industrias nutracéuticas, farmacéuticas y
alimentarias. Este ensayo se basa en la inhibicion de la oxidaciéon inducida por
radicales peroxilo de una sonda, donde los radicales peroxilo se generan por la
descomposicion térmica (37 °C) del azocompuesto AAPH. En el ensayo ORAC
original, el radical peroxilo derivado del AAPH, reaccionaba con una sonda
fluorescente llamada B-ficoeritrina, para formar un producto no fluorescente, que se
podia cuantificar indirecta y facilmente mediante fluorescencia. La degradacion de
la sonda fluorescente disminuia en la mezcla de reaccion cuando los antioxidantes
reaccionaban con los radicales peroxilo derivados de AAPH. La capacidad
antioxidante se determina asi por una disminucion 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 fluoresceina
como sonda fluorescente*®. Ademas, el ensayo ORAC se adapt6 a un formato de
lector de placas de 96 pocillos, facilitando el andlisis simultaneo de un mayor
nimero de muestras*'. A pesar de las mejoras realizadas por Prior y sus
colaboradores, aun se identifican inconvenientes y limitaciones del ensayo ORAC,
las cuales van dirigidas a errores de la manipulacion del analista con las muestras
cuando son introducidas en los micropozos*2. En la figura 1.14 se puede observar

la secuencia de reaccion presentada en el ensayo ORAC.
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Figura 1.14. Secuencia de reaccion del ensayo ORAC. Imagen modificada de Boxin Ou 20014

1.2.5 Método DPPH

Brand-Williams y colaboradores desarrollaron por primera vez el método de
captacion de radicales 2,2—difenil-1—picrilhidrazilo (DPPH, por sus siglas en inglés)
en 1995 y actualmente es uno de los mas empleados para analizar la capacidad
antioxidante de los alimentos**6. El radical DPPH es uno de los pocos radicales
nitrogenados orgénicos estables y esté disponible comercialmente. Este método se
basa en una medida del consumo del radical DPPH por parte de un compuesto
antioxidante (generalmente compuestos fendlicos). El método de deteccién por
espectrofotometria es el mas utilizado para evaluar la capacidad de decoloracion
del radical DPPH, al monitorear la disminucion de la absorbancia del radical DPPH
tras la reaccion. Sin embargo, se han aplicado otras técnicas de deteccién para
evaluar el consumo del radical DPPH, como la resonancia de espin electrénico
(EPR, por sus siglas en inglés) y técnicas electroquimicas.

En lafigura 1.15 podemos observar un esquema de reaccion entre el radical DPPH
y un antioxidante, presentando los cambios estructurales y de decoloracion en la

reaccion al llevar a cabo el ensayo.
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Figura 1.15. Esquema de reaccion del ensayo DPPH para determinacion de capacidad antioxidante. Imagen modificada de
Ningjian Liang en 2014%"

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 oxidantes*®.
Esta prueba simula la donacién de electrones de una muestra de antioxidante a una
especie oxidante, representada por Fe*3 en exceso estequiométrico que se
convierte en Fe*? cuando se reduce y se evalla 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 reaccidn que contienen iones ferrosos u otro estandar antioxidante.
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[Fe(111)(TPTZ),]*3 [Fe(I)(TPTZ)2]"2

Coloracion Azul

Figura 1.16. Reaccion de capacidad antioxidante por el método FRAP. Imagen modificada de Dejian Huang en 2005,
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1.2.7 Método ABTS

El ensayo del radical 2,2'-azino-bis (3 -etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS,
por sus siglas en inglés) fue propuesto por primera vez por Nicholas y colaboradores
en 1993 y ha sido implementado ampliamente desde su creacion debido a su
practicidad por ser un radical colorido estable sin restricciones de pH y medio acuoso
para su preparacion a diferencia del radical DPPH4%-51,

Inicialmente, el radical ABTS puede ser oxidado por persulfato de potasio, dando
lugar al radical catidénico (ABTS"*) que absorbe a 743 nm (color verde azulado) y esta
formado por la pérdida de un electron por parte del atomo de nitrégeno de ABTS.
Después, en presencia de un antioxidante donador de hidrogeno, el atomo de
nitrogeno capta el atomo de hidrégeno, produciendo la decoloracion del radical
ABTS™ (figura 1.17).
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AH"*+ Disolvente — Disolvente-H "~ + A’
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ABTS** (Color verde-azulado) ABTS + Dlsolvente-H — ABTS—H+DlsoIvente
Radical libre
sintético
ABTS-H (Incoloro)
Radical
neutralizado

Figura 1.17. Reaccién de capacidad antioxidante por el método ABTS. Imagen modificada de Noemi Echegaray en 20212,

1.3 DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR METODOS DE FLUJO
Una de las principales ventajas aportadas por los métodos basados en flujo para la
evaluacion antioxidante, es la disminucion significativa en el tiempo de andlisis. Esto
se logra de diferentes maneras, dependiendo de los objetivos para los cuales se

desarrolla la aplicacion. Para estos métodos, el tiempo de analisis puede ser mas
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corto que el empleado en el procedimiento por lotes, ya que no se espera que la
reaccion sea completa.

A lo largo de las ultimas dos décadas, varios métodos se han propuesto para la
evaluacion 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 SIA%3>4, Por
otro lado, el ensayo ABTS tuvo su primera adaptacion a un sistema FIA en 2003 y
mas tarde en 2005 a un sistema SIA%>%6, Finalmente, en 2013 y 2016 se reportaron
los Unicos ensayos de FRAP y ORAC, adaptados a un método de flujo, mas
especificamente a un sistema FIA57:58,

Teniendo en cuenta que estos métodos se utilizan de forma rutinaria para fines de
cribado, su automatizacion es relevante. Con respecto a esto, la automatizacion que
utiliza métodos basados en la inyeccion de flujo puede ofrecer varias ventajas,
ademas de la mejora del rendimiento de la muestra, cuando se compara con los
meétodos por lotes convencionales. Para aplicarlo, las caracteristicas de los sistemas
de andlisis de inyeccion de flujo (FIA) controlan las condiciones de reaccion en el
espacio y en el tiempo, esenciales para determinar especies sensibles a las
condiciones ambientales (luz, temperatura, presencia de O2). Ademas, la evolucién
de FIA al analisis de inyeccion 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 automatizacion.
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CAPITULO Il
Determinacion de capacidad antioxidante por SIA, usando los
ensayos ORACy FRAP
2.1 RESUMEN

En este capitulo, se desarrollaron dos nuevos métodos SIA para determinar la
capacidad antioxidante mediante los ensayos ORAC y FRAP utilizando deteccion
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 metodologia que
determinara capacidad antioxidante empleando mas de un ensayo en una misma
configuracion SIA.

El método ORAC por SIA destacé notablemente debido a que fue posible disminuir
un tiempo de andlisis de 90 min por el método de referencia a 5 min y también la
concentracion del reactivo AAPH a una tercera parte, debido a que se proporcion6
mas energia a la reaccion definida por el ensayo ORAC a través del incremento de
la temperatura del ensayo. En adicion, fue posible eliminar el paso de integrar areas
bajo la curva de las sefales analiticas (picos), que son aplicadas en los métodos en
lote, debido a que la altura méaxima de los picos fue directamente proporcional a la
concentracion del estandar acido (z)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
(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 evalud la estabilidad del reactivo FRAP, formado por 2,4,6-
tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), cloruro férrico hexahidratado (FeClz*6H20), 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 precision del método. Por tanto,
se decidié mejorar la estabilidad del reactivo de FRAP hasta alcanzar un tiempo de
uso del reactivo sin precipitar de hasta un dia completo. En adicién, el método
mostré una disminucion del 20 % de la concentracion del reactivo de FRAP y un
tiempo de analisis de 30 min (método de referencia) a 1.2 min, con mediciones de

altura maxima de pico para la determinacién de capacidad antioxidante.
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La optimizacion de ambos métodos se llevd a cabo mediante el disefio de
experimentos de cribado y de superficie de respuesta. Las capacidades
antioxidantes se estimaron a partir de la altura méaxima del pico SIA para ambos
meétodos, asociando que a mayor altura de pico mayor capacidad antioxidante.

Ambos métodos mostraron una excelente precision (DER < 3 %), limites de
deteccidon menores o iguales a 3 umol L™, 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

Disefar, desarrollar, optimizar y validar dos sistemas independientes de analisis por
inyeccion secuencial (SIA), de los ensayos de capacidad de absorcion de radicales
oxigenos (ORAC) y poder antioxidante reductor del hierro (FRAP) con deteccion
fluorimétrica y espectrofotométrica, respectivamente, y aplicarlos en matrices

alimenticias.
ESPECIFICOS

e Disefiar configuraciones SIA para los ensayos ORAC y FRAP para
determinar capacidad antioxidante con deteccion fluorimétrica vy

espectrofotométrica, respectivamente.

e Establecer los pardmetros quimicos (concentraciones de reactivos
involucrados, tiempo de reaccion y temperatura) e hidrodinamicos (caudal,
volumen, orden de aspirado de muestra y reactivos) que intervienen en los
sistemas ORAC-SIA y FRAP-SIA.

e Emplear disefios de experimento de cribado y de superficie de respuesta,
para optimizar los pardmetros quimicos e hidrodinamicos de los métodos
ORAC-SIA y FRAP-SIA.

e Determinar los parametros estadisticos y de validaciéon de ORAC-SIA y
FRAP-SIA, tales como el intervalo lineal, limite de deteccion y cuantificacion,
precision y exactitud.

e Comparar los resultados analiticos de los métodos propuestos con los
meétodos de referencia por microplaca.

e 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 INTRODUCCION

En las ultimas décadas, los antioxidantes presentes en los alimentos han adquirido
una gran relevancia, ya se ha demostrado que pueden prevenir o equilibrar el dafio
celular causado por el estrés oxidativo. Estos estudios han llevado a avances en la
ciencia de los alimentos, la nutricién y la biologia molecular y celular?>-27,

Dado que los antioxidantes pueden prevenir o retrasar el dafio oxidativo celular
causado por oxidantes como las ROS y RNS, entonces, es importante saber que la
formacion de estas especies puede ocurrir en las células a través de reacciones
enzimaticas, como el radical anién superéxido (O2"), que se genera mediante
enzimas como la NADPH oxidasa y participa en varias reacciones que producen
peroxido de hidrégeno (H203), radical hidroxilo (OH") y peroxinitrito (ONOQO")*°. Las
ROS/RNS también pueden generarse a partir de fuentes endogenas (activacion de
células inmunitarias, inflamacion, estrés mental, ejercicio excesivo, isquemia,
infecciones y cancer) o exégenas (contaminacién del aire y agua, humo de cigarrillo,
alcohol, metales pesados, ciertos medicamentos, disolventes industriales y
radiacion). La sobreproduccion de ROS/RNS genera un fendémeno llamado “estrés
oxidativo”, que puede alterar seriamente las membranas celulares y otras
estructuras como proteinas, lipidos, lipoproteinas y acido desoxirribonucleico
(ADN), causando patologias como: cancer, nefropatia, artritis reumatoide,
enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas, pulmonares y oculares3-34,

El estrés oxidativo puede contrarrestarse neutralizando estas ROS/RNS con
antioxidantes enddégenos (generadas naturalmente in situ) o exdégenos
(suministrados externamente a través de la dieta alimenticia). Los antioxidantes
endoégenos pueden encontrarse en enzimas o compuestos producidos por el
metabolismo en el cuerpo, mientras que los antioxidantes exdgenos 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 5.

La ingesta de antioxidantes en la dieta puede ayudar a mantener un estado
antioxidante adecuado y, por lo tanto, la funcion fisiolégica normal de un sistema
vivo 6961 Aunque los antioxidantes son reconocidos como fitonutrientes
significativos, actualmente no existe un indice de nutrientes de "antioxidantes

totales” disponible para el etiquetado de alimentos debido a la falta de métodos de
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cuantificacion estandar. A diferencia de otros nutrientes, la diversidad quimica 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 mas representativos se encuentran: el ensayo FRAP#862 gl
ensayo ABTS8364 el ensayo DPPH®%¢ y el ensayo ORAC*43, Desde un punto de
vista quimico, estos métodos se basan en una reaccion 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 (Ill) o ABTS™, mientras
que en un método basado en TAH como ORAC, se utiliza un iniciador de radicales
para generar radicales peroxilo (ROO")%’. EI ROO" extrae preferentemente un atomo
de hidrégeno del antioxidante y como resultado la reaccion entre ROO" y la sonda
de la molécula objetivo se retrasa o se inhibe. Dado que estos métodos son
quimicamente diferentes y se basan en varios mecanismos de reaccion, es
necesario evaluar la capacidad antioxidante de una muestra utilizando ambos
métodos y, asi, proporcionar valores antioxidantes comparables.

El ensayo ORAC es uno de los mas utilizados para determinar la capacidad
antioxidante en diversas muestras, debido a la similitud que tiene con el mecanismo
de la degradacion oxidativa de los lipidos®4%8-70, Dicho ensayo se basa en una
reaccion cinética competitiva que involucra: un generador de radicales libres, una
sonda molecular oxidativa y un antioxidante. De esta manera se mide la
degradacion oxidativa de una molécula fluorescente como la fluoresceina 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 7.4y 37 °C.
A medida que avanza la reaccion, la intensidad fluorescente de la fluoresceina
decae, por otra parte, cuando se afiade un compuesto antioxidante se inhibe la
disminucién de la intensidad fluorescente. En consecuencia, el procesamiento de
datos del ensayo ORAC se logra calculando el area bajo la curva cinética (AUC por
sus siglas en inglés) y el AUC neta (AUC de muestra — AUC de blanco), para asi
obtener una curva de calibracion de concentracion del estandar antioxidante vs el
AUC vy, de esta manera, calcular la capacidad antioxidante de una muestra en

funcion de la concentracion del estandar empleado’.
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En 2002 Huang y colaboradores’? desarrollaron y validaron un ensayo ORAC
utilizando fluoresceina 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, aun se han identificado dificultades y limitaciones, como el
tiempo de retardo entre pozos que produce un error sistematico, provocando
diferencias estadisticamente significativas en la determinacién de la capacidad
antioxidante de estandares o muestras, dependiendo de la posicién de dispensado
en la microplaca’®. También existen modificaciones al método ORAC original,
utilizando rojo de pirogalol como agente oxidante y un espectrofotometro como
detector’4. Sin embargo, se sabe que los detectores fluorimétricos proporcionan una
mayor sensibilidad en comparacién con los espectrofotométricos.

En 2016 Ramos Yy colaboradores®® propusieron un sistema FIA para cuantificar la
capacidad antioxidante mediante el método ORAC utilizando rojo de pirogalol como
sonda oxidativa y deteccion UV/Vis. Este método fue novedoso y aunque conté con
una tasa de muestreo de 29 muestras por hora, presentd menor sensibilidad
(0.31+0.02) en comparacion con el método estandar por microplaca.

El ensayo FRAP es otro método para determinar capacidad antioxidante, que
inicialmente fue implementado para medir el poder antioxidante del plasma
sanguineo®®. Este ensayo emplea un complejo férrico de tripiridiltriazina ([Fe
(TPTZ)2]*3) que es reducido a la forma ferrosa (1), y debido a que la estructura de
este complejo se asemeja al grupo hemo presente en el plasma sanguineo, se pudo
considerar un método de capacidad antioxidante con mecanismo de reaccion similar
al que sufre la hemoglobina cuando sufre un proceso de estrés oxidativo™. El
ensayo FRAP ha sido empleado en diversos estudios a lo largo del tiempo como:
evaluar la biodisponibilidad de antioxidantes’®; analizar muestras de fluidos
biolégicos como suero, orina o saliva’’; y medir la absorciéon de antioxidantes
después de la ingestion de alimentos y bebidas’®. Sin embargo, este ensayo es
considerado con mayor flexibilidad en términos del medio de reaccién 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 organico
(metanol/etanol), permitiendo analizar muestras extraidas en cualquiera de estos
medios mencionados’®. En adicion, 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 soélida del contenido total de
antioxidantes de una amplia variedad de alimentos, como lo publicado en 2014 por
Benzie’®.

El fundamento del ensayo FRAP se basa en la reducciéon del complejo [Fe
(TPTZ)2]*® en presencia de un antioxidante, dando lugar a una coloracién azul
medible en unidades de absorbancia mediante un espectrofotometro a 593 nm. El
formato por microplaca del ensayo FRAP fue introducido recientemente en 2005 por
Firuzi y colaboradores® y 10 afios después fue optimizado por Bolanos vy
colaboradores®!, lo que mejoré el rendimiento de las muestras en comparacion con
los ensayos manuales®223, Sin embargo, la longitud del paso 6ptico para los lectores
de microplacas no siempre es la misma, y los resultados pueden verse afectados
por cambios en el volumen y la composicién de la muestra®*85, La mayoria de los
lectores de microplacas necesitan la funcion de correccion automatica de la longitud
del camino fotométrico. La dependencia de la longitud del paso éptico del volumen
de la muestra hace que los resultados de los métodos por microplacas sean menos
comparables entre diferentes laboratorios.

En este capitulo se escribe el disefio, la optimizacion y la validacion de los métodos
ORAC y FRAP usando la técnica de SIA. Ambos métodos fueron desarrollados con
la finalidad de reducir los tiempos prolongados de reaccién de cada ensayo,
minimizar los volimenes y concentraciones de los reactivos empleados,
incrementar la precision de los ensayos, y finalmente, contar con una alta frecuencia
de muestreo. Los métodos SIA se disefiaron basados en los métodos por
microplaca de referencia, y se optimizaron los parametros fisicoquimicos e
hidrodindmicos utilizando disefios de experimento de cribado y de superficie de
respuesta. La calidad de los datos, como el intervalo lineal, LD (limite de deteccién),
LC (limite de cuantificacidn), precision y recuperaciones, se calcularon siguiendo los
procedimientos de validacibn de normas internacionales. La correlacion de la
capacidad antioxidante entre los métodos SIA y los métodos por microplaca fue
evaluada utilizando el estandar de trolox. Finalmente, se compararon los resultados
del andlisis de diferentes muestras de alimentos, con los obtenidos por los métodos

por microplaca de cada ensayo.
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2.4 METODOLOGIA

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

ambas determinaciones.

2.4.1 Reactivos y disoluciones

Para el ensayo ORAC se utilizd: fluoresceina, 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 (FeClz*6H20), fosfato de sodio
dibasico heptahidratado (HNa2PO4*7H20) y fosfato de potasio monobasico
(H2KPOa4), todos de Sigma-Aldrich. El acido clorhidrico (HCI) y el &cido acético glacial
(CH3COOH) empleados para el ensayo FRAP se obtuvieron de J.T. Baker. Para
ambos métodos se utilizé &cido (z)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico

(trolox) como estandar antioxidante.

Se prepararon disoluciones madre de fluoresceina 0.6 pmol L™ y trolox 400 umol L~
1,y se almacenaron a 4 °C en oscuridad. A partir de las disoluciones madre de trolox,
se prepararon diariamente disoluciones estandar para construir las curvas de

calibracién para los ensayos ORAC y FRAP.
Ensayo ORAC

Se prepard una disolucion tampoén de fosfato (PBS, por sus siglas en inglés) 0.05
mol L't de pH 7 y se almacen6 a 4 °C durante un maximo de 15 dias. Ademas, se
utilizé una disoluciéon de trabajo de AAPH 0.05 mol L' en PBS preparada

diariamente.
Ensayo FRAP

La disolucion de trabajo de FRAP se prepar0 diariamente mezclando 12.5
volimenes de HCI (0.005 mol L™1) con 1 volumen de TPTZ (10 mmol L™ disueltos

con HCI 40 mmol L) y 1 volumen de cloruro férrico (20 mmol L™t en agua).

2.4.2 Muestras
Para el ensayo ORAC, por el método SIA y microplaca, las muestras analizadas
fueron néctar de arandano, néctar de uva, jugo de uva y arandano, néctar de

manzana arandano, 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 trabajo®®.
Se coloco 1 g de polvo de vainilla en 25 mL de una solucion de etanol/agua al 70 %
y luego se aplicé a la muestra una potencia de irradiacion de microondas de 150 W.
Se realizaron 20 ciclos de 1 min de irradiacion y 3 min de no irradiacion. Después
de la extraccion, 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 agitacion magnética durante 5 min; luego se filtr6 y recolectd
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 plastico (arandano, uva, uva-
arandano), 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 agitacion magnética durante 5 minutos; mas tarde se
filtr6 y colecto lo obtenido en la extraccion.

Los extractos de tomate rojo se obtuvieron pesando 1 g de tomate seco y
adicionando 20 mL de una disolucién de etanol/agua al 55 %, y luego se aplicé a la
muestra irradiacién por ultrasonido-asistido a una potencia del 40 %. Se realizaron
cinco ciclos de 10 segundos de irradiacién y 30 segundos de no irradiacion. Después

de la extraccion, los extractos fueron filtrados y colectados.

2.4.3 Instrumentos y equipos

Se utiliz6 un equipo FlAlab SIChrom integrado con una valvula multiposicién de 8
puertos, con la cual fueron aspiradas e impulsadas las muestras y reactivos de cada
método desarrollado por SIA.

El equipo SIA incorporé un bucle de espera de polimero PEEK (0.70 mm de D.l.) con
un volumen de 1 mL y un reservorio de 4 mL para el llenado de la disolucion
portadora. Se utilizaron tuberias de teflon con un didmetro interno de 0.70 mm (para

muestra, portador, residuos y salida al detector).
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La programacion de la inyeccion secuencial para los métodos propuestos se logro

mediante el control computarizado del equipo FlAlab SIChrom, utilizando el software
FlAlab para Windows version 5.0.

El sistema de deteccion para el método ORAC constd de un fluorimetro de tubo
fotomultiplicador FlAlab (PMT-FL) equipado con filtros de emisién y excitacion
(Aex=486 nm y Aem=500 nm) y una celda de flujo Hellma de 10 mm de paso optico.
Para el método FRAP se usaron dos fibras épticas de 400 um, una celda de flujo Z
(10 mm de paso Optico), 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 Bafio de
ultrasonido de la marca Bransonic.

Para las muestras soélidas se hicieron las extracciones por agitacibn magnética con
temperatura controlada usando una parrilla de la marca CIMAREC.

Para los métodos de capacidad antioxidante por microplacas, se utilizé un lector de
microplaca Biotek Synergy HT de un solo canal, integrado con una lampara de
xenon, un monocromador y control de temperatura. El analisis 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 estandar depende
de la intensidad fluorescente de la fluoresceina, la cual disminuye debido a la
oxidacion 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
disminucién de la sefal de fluorescencia es mayor o menor dependiendo del poder
del antioxidante. Por lo tanto, el método ORAC-SIA const6 de dos pasos de
medicion: 1) la disminucion de la intensidad de fluoresceina por reaccion con AAPH,
y 2) proteccion de la intensidad de fluoresceina por la presencia de un antioxidante.
El método propuesto requirié de un reactor de tuberia de teflén (0.7 mm de D.1.) con
un volumen de 635 UL e inmerso en un bafio maria Thermo Scientific serie 280.
También se utilizé un filtro de membrana de polipropileno Whatman (47 mm de

diametro y 0.45 ym de tamafio de poro), colocado dentro de una celda de extraccion
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de flujo de acero inoxidable, para eliminar el nitrogeno gaseoso liberado por el

reactivo AAPH durante la formacion de radicales peroxilo.

La figura 2.1 muestra la configuracion del método SIA para determinar capacidad
antioxidante mediante el ensayo ORAC, y la tabla 2.1 muestra los pasos de la
programacion de dicho método. Inicialmente, se llené la bomba de jeringa con el
portador de agua destilada (paso 1); luego, se aspiraron secuencialmente AAPH,
fluoresceina y la muestra de antioxidante hacia el bucle de espera (pasos 2 a 4). El
bolo formado en el bucle de espera se dispenso hacia el reactor sumergido en un
bafio maria a 70 °C (paso 5) para llevar a cabo la reaccién de oxidacion/proteccion.
Posteriormente, se aspiraron 400 uL del contenido en el reactor hacia el bucle de
espera (paso 6). Finalmente, todo el volumen contenido en el bucle de espera se
dispensé hacia el detector, pasando por una celda de difusion donde a través de una
membrana de polipropileno (paso 7) se elimind el nitrégeno gaseoso formado
durante la reaccion del radical peroxilo. La sefial de fluoresceina se midio6 utilizando

filtros de emision y excitacion a 486 nm y 500 nm, respectivamente.

Blucle de espera (1000 pL)

(B1)
Fluoresceina Horsonne Desecho
C ] / AAPH
[
w
3
5

(82)
Fluoresceina
AAPH

Time

Fluorimetro

l E Reactor (635 pL, 70 °C)

_~Tembrana [ o5
Desecho a) b)
q%ﬂ/mﬂ Aire, N,

Reactor/separador

Portador

Linea de llenadol (H20)
de bomba

b)

Portador
AAPH (H20)

Antioxidante Fluoresceina

Figura 2.1. Sistema SIA para cuantificar capacidad antioxidante a través del ensayo ORAC
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Tabla 2.1. Programacion del sistema SIA para evaluar la capacidad antioxidante mediante el
ensayo ORAC, empleando la configuracion de la figura 2.1
Puerto Direccion Tiempo
Paso Accidn de Descripcién Caudal? d .
. e flujo (s)
valvula
1 Llenado de 6 La bomba es llenada 50 Inverso 70
bomba con 3.5 mL de agua
2 Aspirado de 3 Se aspira 10 pL de 10 Inverso 1
AAPH 0.05 AAPH al holding coll
pmol L*
3 Aspirado de 4 Se aspira 10 pL de 10 Inverso 1
antioxidante Antioxidante al
holding caoll
4 Aspirado de 5 Se aspira 10 pL de 10 Inverso 1
fluoresceina fluoresceina al
2.25 ymol L holding caoll
5 Dispensado al 8 Se dispensa 400 pL 20 Hacia 20
reactor del holding coil al delante
reactor
6 Aspirado al 8 Se aspira 600 pL del 20 Inverso 30
holding coll reactor al holding coil
7 Dispensado al 2 Se dispensa 3 730 pL 20 Hacia 186.5
detector del holding coil al delante
detector

aCaudal en pL s™.

2.4.4.2 Determinacion de capacidad antioxidante
Para cuantificar la capacidad antioxidante primero se midié la intensidad maxima
del pico SIA (sefial analitica) de la fluoresceina cuando se aspir6é el
estandar/muestra junto con fluoresceina y AAPH, y posteriormente se transformé a
porcentajes de proteccion utilizando dos blancos de referencia: sefial de
fluoresceina sin AAPH (B1) y sefial de fluoresceina con AAPH (B2). El valor del
porcentaje de proteccion (PP) se defini6 como el grado de proteccién de la
intensidad de fluoresceina con AAPH al aspirar una concentracion definida de
antioxidante utilizando la expresion matematica:

PP = =182 % 100 Ec. 2.1

Ip1—Ip>

donde Is representa la intensidad de la sefial después de la reaccion entre la
muestra, AAPH y fluoresceina; Is1 e Is2 corresponden a las intensidades de las
sefales del blanco de fluoresceina sin y con AAPH, respectivamente. Para calcular
el porcentaje de reaccion (PR), el porcentaje de proteccion calculado (PP) se resto
al 100 %.
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2.4.4.3 Determinacion del coeficiente de dispersion.

Antes de iniciar la optimizacion del método ORAC-SIA, se realizé un primer analisis
aspirando secuencialmente 10 yL de cada reactivo (agua, PBS y fluoresceina) a un
caudal de 20 puL s para calcular el coeficiente de dispersién de Ruzicka®’. Este
parametro establecid la mejor concentracion y el volumen de aspiracién de
fluoresceina para una intensidad (pico) fluorescente detectable y sin saturacion de
la sefial analitica.

Inicialmente se midié la intensidad fluorescente por lote de disoluciones de
fluoresceina a concentraciones desde 0.3 hasta 15 pmol L™, utilizando una celda de
flujo de 10 mm de paso 6ptico acoplada a un fluorimetro con filtros de excitacion y
emision a 486 y 500 nm, respectivamente. Después se graficaron las unidades de
fluorescencia (URF) frente a las concentraciones de fluoresceina y se estimoé la
ecuacion de la recta. Posteriormente, empleando la configuracién SIA, se aspird
una disolucién de fluoresceina a 12 pmol L, siguiendo los mismos pasos que en la
Tabla 2.1 pero sin reactivos, y se midio la fluorescencia a través de la misma celda
de flujo acoplada al fluorimetro. El calculo del coeficiente de dispersion se realizd
interpolando la intensidad fluorescente del sistema SIA en la ecuacién de la recta
del grafico por lote.

2.4.4.4 Evaluacién de lareaccion entre fluoresceinay AAPH.

Uno de los pardmetros mas relevantes en el método ORAC es la reaccion cinética
entre el AAPH vy la fluoresceina y como un compuesto antioxidante retrasa la
reaccion exhaustiva entre ambos. Por tanto, se estudiaron diferentes
concentraciones de fluoresceina y AAPH para obtener las mejores condiciones de
una reaccion exhaustiva.

Aunque el equipo SIA permitia aspirar volimenes por debajo de 5 pL, se decidid
comenzar con 10 pL para no afectar la precisién del método por errores de aspirado
de volumen. En primera instancia, se evaluaron concentraciones de AAPH de 0.01
a0.15 mol L aspirando volimenes de 10 a 30 L y concentraciones de fluoresceina
de 1.8 y 3 umol L (10 pL de volumen de aspiracién). 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 aspiracion utilizada para estas pruebas fue agua-

AAPH-fluoresceina a un caudal de 20 pL s™.
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2.4.4.5 Optimizaciéon del método ORAC-SIA.

El método ORAC-SIA se optimizd mediante disefios de experimentos con la
finalidad de maximizar el PP y el PR. Para reducir el nUmero de experimentos y no
realizar un solo disefio que involucrara cada uno de los factores evaluados, se
decidi6 dividir la optimizacién en dos disefios. Los parametros quimicos como las
concentraciones de los reactivos fueron evaluados mediante un disefio de superficie
de respuesta y los parametros hidrodinamicos (caudal y volumen de aspirado) se
evaluaron con un disefo de cribado.

Desde este punto hasta la validacion del método ORAC-SIA se decidi6 emplear
como estandar antioxidante vainillina, debido a que es un estdndar econémico y que
brinda una capacidad antioxidante similar al estandar de trolox (empleado como
referencia en la mayoria de los ensayos de capacidad antioxidante).
Determinacion de la secuencia de aspirado

En un sistema SIA los reactivos y las muestras se aspiran secuencialmente, y la
secuencia depende de la respuesta analitica esperada, siendo crucial para la
reaccion entre ellos. La reaccion quimica también depende de la difusion de cada
zona aspirada. Por tanto, la zona de difusion de la fluoresceina debe ser adecuada
para la reaccion entre el AAPH y el antioxidante.

Para evaluar la secuencia de aspirado se propusieron las siguientes secuencias: 1)
antioxidante-AAPH-fluoresceina; 2) antioxidante-fluoresceina-AAPH; 3)
fluoresceina-AAPH-antioxidante; 4) fluoresceina-antioxidante-AAPH; 5) AAPH-
fluoresceina-antioxidante 'y 6) AAPH-antioxidante-fluoresceina, utilizando
estandares de vainillina a 25 y 100 pumol Lt como antioxidante y agua destilada para
la sefial en blanco. EI mayor porcentaje de proteccion (PP) determiné la mejor
secuencia de aspiracion.

Para estos experimentos se utilizé un volumen de aspirado de 10 pyL para cada
disolucion, disoluciones de AAPH a 0.05 mol L* y fluoresceina a 3 pmol L, una
temperatura de reaccién de 70 °C, un caudal de 20 pL sy un tiempo de reaccion
de 30 s parando el flujo en el reactor.

Parametros quimicos: concentraciones de los reactivos AAPH Yy fluoresceina
Se construyoé un disefio compuesto central (DCC) en 2 bloques con 3 puntos
centrales por bloque con un total de 14 experimentos para optimizar la reaccién

entre fluoresceina y AAPH del ensayo ORAC y asi obtener los valores mas altos del
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PP y PR. Las concentraciones a nivel bajo y alto fueron 0.05 y 0.1 mol L para
AAPH, y 1.5y 3 umol L para fluoresceina. Las variables de respuesta fueron el PP
utilizando vainillina a 25 y 100 umol L?* como estandar antioxidante. Los
experimentos se fijaron con un volumen de aspirado de 10 pL por cada disolucion,
una temperatura de reaccién de 70 °C, un caudal de 20 pL s, una secuencia de
aspirado (AAPH-antioxidante-fluoresceina) y 30 s parando el flujo en el reactor.
Pardmetros hidrodinamicos: caudal y volumen de aspirado

La evaluacion del caudal y volumen de aspirado fue mediante un disefio factorial
completo (DFC) 22 con una réplica, obteniendo 8 experimentos. Se fijaron
concentraciones de 0.05 mol L para AAPH, 2.25 pmol L para fluoresceina y 25
umol Lt para vainillina. Los volimenes de reactivos y muestra fueron un solo factor,
asi, los valores maximo y minimo fueron 5y 10 yL. Para los caudales se utilizaron
niveles bajos y altos de 5 y 20 yL s?. Las variables de respuesta para estos
experimentos fueron PR y PP. Los parametros fijos fueron una temperatura de
reaccion de 70 °C, una secuencia de aspiracion (AAPH-antioxidante-fluoresceina)
y un tiempo de reaccion de 30 s parando el flujo en el reactor.

Tiempo de reaccién

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
reaccion, la fluoresceina se consume y su intensidad disminuye. Con base en este
principio de reaccion, se decidi6é evaluar los tiempos de espera parando el flujo
cuando los reactivos (fluoresceina y AAPH) llegan al reactor.

Los tiempos de reaccion deteniendo el flujo en el reactor fueron de 30, 20,10y 0 s,
y la variable de respuesta fue PR entre reactivos. Las concentraciones de
fluoresceina y AAPH utilizadas fueron de 2.25 y 0.05 mol L1, respectivamente, y un
caudal de 20 pL s. Se fij6 un volumen de aspirado de 10 L para cada reactivo,
una temperatura de reaccion de 70 °C y la secuencia de aspirado de AAPH-agua

destilada-fluoresceina.
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2.4.4.6 Parametros estadisticos y de validacion

Una vez seleccionadas las mejores condiciones hidrodinamicas y quimicas del
método, se calcularon parametros como intervalo lineal de la curvar de calibracion,
limite de deteccion y cuantificacion, precision, recuperaciones y correlacion con los
meétodos de referencia. Para todos los experimentos se utilizé el estandar de trolox
como antioxidante, reportando de esta manera resultados de la capacidad
antioxidante en ymol L equivalente de trolox.

Curva de calibracion

El andlisis de datos se realizé calculando el PP y obteniendo una curva de
calibracion graficando la concentracion del estandar trolox vs el PP. Se construyeron
curvas de calibracion durante siete dias utilizando concentraciones de trolox en un
intervalo de 10 a 50 ymol L y graficando contra el PP. Finalmente, se construyé
una curva de calibracibn promedio, estableciendo el error en pendiente e
interseccion. Los limites de deteccion y cuantificacion se estimaron considerando la
desviacion estandar de la regresion lineal (Sy/x) y la pendiente (b) de la curva de
calibracion promedio®.

Método ORAC por microplaca

El lector de microplacas se configur6 en modo de deteccion de fluorescencia
empleando filtros de excitacion y emision a 485 y 528 nm, respectivamente, y se fijé
a temperatura de 37 °C. Para cada microplaca de 96 pocillos se establecié una zona
de trabajo de 60 pocillos para medir la intensidad fluorescente. El procedimiento se
realizé acorde con lo reportado por Huang y colaboradores*'. En cada micropozo
se dispens6 un volumen total de 200 yL de la mezcla de reaccién (150 yL de
fluoresceina 0.05 umol L1, 25 pL de la muestra o estandar y 25 yL de AAPH 0.153
mol L1) y se colocé la microplaca en el equipo con un tiempo de andlisis de 90 min
a 37 °C (figura A2.1 de los anexos). Una disolucién de PBS de 0.05 umol Lt a pH
7 reemplazé las muestras o estandares trolox y la disolucion de AAPH para los
blancos de reaccion.

Los analisis de datos se realizaron calculando el AUC de dos blancos (B1y B2) y el
AUC de la muestra/estandar segun el método de los trapecios. Asi, se pudo
determinar el PP usando la ecuacion 2.2. Se construyd una curva de calibracion

graficando la concentracion del estandar trolox (10 a 50 umol L) contra el PP. Los
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resultados de capacidad antioxidante se expresaron en umol L1 equivalentes de

trolox.

PP:%X 100 Ec. 2.2
Recuperaciones

Se calcularon los porcentajes de recuperacidn a partir de cuatro muestras
analizadas previamente. Las muestras fueron: jugo de arandano 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 midio la capacidad antioxidante de las muestras por triplicado, y
posteriormente se fortificaron las muestras con concentraciones de trolox a 10, 20,

30y 40 ymol L.

59

——
| —



CAPITULO I
.

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 reaccion
redox entre el antioxidante y el complejo [Fe(TPTZ)2]*3 (figura 1.16). Dado que el
Fe*3 se reduce a Fe*?, es posible asociar el grado de reaccién con la capacidad
antioxidante de la muestra. Ademas, la reaccion se puede medir mediante el cambio
de color del complejo [Fe(TPTZ)2]*® (amarillo) a [Fe(TPTZ)2]*? (azul) a 593 nm, y
obtener valores de absorbancia asociados con la capacidad antioxidante de la
muestra. Por esta razon, para realizar el ensayo FRAP fue necesario primero formar
el complejo [Fe(TPTZ)2]*® y luego afiadir la muestra o estandar para determinar la
capacidad antioxidante. El complejo [Fe(TPTZ)2]*3 o reactivo FRAP fue preparado
mezclando disoluciones de HCI 0.005 0 mol L™, TPTZ 0.010 mol L™ (disuelto con
0.04 mol L-* HCI) y FeClz 0.020 mol L™ en la proporcién 12.5:1:1.

En la tabla 2.2 se describen los pasos de la programaciéon del método FRAP-SIA y
en la figura 2.2 se muestra la configuracion utilizada. Como primer paso se lleng 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 uL desde el bucle de espera al detector
(paso 6); y finalmente, todo el volumen contenido en el bucle de espera y la bomba

se dispenso hacia el detector (paso 7) ajustado a 595 nm.

Bucle de espera (1 mL)

Desecho/m
Puerto

er
libre 3

1
SR Bomba
3 7
/ ‘3 5<;
D~

Vélyula de

Espectrofotometro
(593 nm)

Celda de flujo

g -

Reactivo™ p ntioxidante Portador

FRAP

Desechos

Lampara UV-VIS . =i
Fibra éptica

Figura 2.2. Sistema SIA para cuantificar capacidad antioxidante por el ensayo FRAP
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Tabla 2.2.- Programacién del sistema SIA para cuantificar capacidad antioxidante por el ensayo
FRAP utilizando la configuracién de la figura 2.2

- L Caudal Direccién Tiempo
Paso Accion Puerto Descripcion P

(uL/s) de flujo (s)
Llenado de La bomba es llenada con
1 bomba con el 6-7 . 100 Inverso 15
1.5 mL de agua destilada
portador
. Se aspira 33 L de
.Asplr.a,\do de 3 disolucién FRAP al bucle 70 Inverso 0.47
disolucion FRAP
de espera
; Se aspira 38 pL del
3 Aspqudo de 4 antioxidante al bucle de 70 Inverso 0.54
antioxidante
espera
. Se aspira 33 pL de
.ASp'r.Efldo de 3 disolucién FRAP al bucle 70 Inverso 0.47
disolucién FRAP
de espera
. Se aspira 110 pL de agua
5 Aspirado de 5 al bucle de esperacon1s 50 Inverso 3.2
portador
de espera
Dispensado hacia Se dispensa 100 pL al Hacia
6 . 2 20 5
el detector detector delante
. . Se dispensa 1 614 L del .
7 Dispensado hacia 2 bucle de esperay la 35 Hacia 46
el detector delante

bomba, al detector
*Espectrofotémetro configurado a 593 nm.

2.4.5.2 Determinacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante por el método FRAP-SIA fue determinada mediante la
medicién de la absorbancia del complejo [Fe(TPTZ)2]*2 o reactivo de FRAP antes
(Ao) y después (As) de reaccionar con la muestra o estandar. De esta forma, se
obtuvo la resta de los valores de absorbancia de As menos Ao del ensayo FRAP.
Esto se calcul6 de la siguiente manera:

Abs rrap = As — Ao Ec. 2.3

A partir de los valores de Abs rrap Se pudo construir una curva de calibracion con un
estandar antioxidante graficando las concentraciones utilizadas del estandar contra
las Abs rrap Obtenidas. Por lo tanto, para cada muestra analizada, los valores de

capacidad antioxidante se reportaron en ymol L~! equivalente de trolox.

2.4.5.3 Evaluacion de reaccion del ensayo FRAP

Usando una programacion similar a la descrita en la tabla 2.2, se aplic6 una
secuencia de aspiracion antioxidante-FRAP-antioxidante con volumenes de
aspirado de 25-30-25 pL, respectivamente, y un flujo de salida al detector de 20 yL
s'! para asegurar la reaccion entre el reactivo FRAP y un estandar de trolox de 400

umol L1y se midié el producto de reaccién a 593 nm. El aumento de la sefial (pico)
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obtenido por un aumento de la sefial de absorbancia indicé que la reaccion de
capacidad antioxidante se puede llevar a cabo utilizando el ensayo FRAP en SIA.
El reactivo FRAP se preparé segun lo propuesto por Thaipong y colaboradores®
mezclando disoluciones tampoén de acetatos 0.3 mol L (pH 4.7), TPTZ 10 mmol L
L'y FeClz 20 mmol L en una proporcién de 10: 1: 1.

2.4.5.4 Estabilidad del reactivo de FRAP

Desde el primer informe del ensayo FRAP en 1996 por Benzie*® hasta trabajos
recientes, la forma de preparar el reactivo FRAP ha sido la misma, ignorando que
el reactivo es inestable por mas de una hora después de su preparacion,
presentando un precipitado y provocando una alta variabilidad en las mediciones de
capacidad antioxidante, por alteracion en la estequiometria de reaccion.

Por esta razon, se evalué la estabilidad del complejo [Fe(TPTZ)2]*3 durante 2 horas
para observar cambios fisicos en la composicién del reactivo FRAP. La medicién de
la capacidad antioxidante se realizé por el método FRAP-SIA utilizando trolox a 50
umol L 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 ambar y transparentes para el almacenamiento.

Tabla 2.3. Combinaciones de diferentes mezclas mejorar la estabilidad de la disolucion FRAP

Experimento Disoluciones de mezcla Proporcion
Buffer acetatos a b -
Mezclal o~ " oH 4.7 TPTZ FeCls (20:1:1)
Mezcla 2 Buffer fosfatos TPTZ2 FeClsb (10:1:1)

0.3mol L1 pH 2
Mezcla 3 HCI 0.04 mol L™ TPTZA FeCls" (10:1:1)

Buffer fosfatos
0.3mol L1 pH 2

Mezcla 5 HCI 0.04 mol/L TPTZA FeCls” (20:1:1)

3 Concentracion de TPTZ a 10 mmol L2
b Concentracién de FeCls a 20 mmol L1

Mezcla 4 TPTZ2 FeClg° (20:1:1)

2.4.5.5 Optimizacién 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, asi como sus respectivos volumenes, para obtener la mayor
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absorbancia (A rrap) al usar el estandar trolox a 50 pmol L. Para estos
experimentos se uso la programacion de la tabla 2.2, con un caudal de salida hacia
la celda de flujo de 20 pL s™.

Tabla 2.4. Experimentos para la eleccién de la secuencia de aspirado

Experimentos Secuencia de aspirado Volumen aspirado (uL)
1 Antioxidante - FRAP - Antioxidante 25-30-25
2 FRAP - Antioxidante - FRAP 15-50-15
3 Antioxidante - FRAP 50 - 30
4 FRAP - Antioxidante 30-50

Parametros hidrodinamicos y quimicos

Para maximizar la respuesta analitica del método FRAP-SIA, se construyé un
disefio 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
reaccion deteniendo el flujo en el bucle de espera, y la concentracion del reactivo
de FRAP, fijando como variable de respuesta la absorbancia registrada (A rrap).
Los volumenes 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 concentracion del reactivo FRAP fue manejado en términos
de porcentaje de su preparacion, por lo tanto, al preparar dicho reactivo en
proporciones 10:1:1 (HCI (0.005 mol L1): TPTZ (10 mmol L1): FeCl3(20 mmol L))
se considerd como una concentracion al 100 %.

La tabla 2.5 nos muestra los valores bajos, altos y los puntos centrales para cada
factor del disefio compuesto central. Los experimentos fueron realizados empleando

una disolucién de trolox a 50 pmol Lt como estandar antioxidante.
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Tabla 2.5.- Disefio compuesto central en 3 bloques con 3 puntos centrales por bloque, para
optimizar el sistema FRAP-SIA

Factores Nivel bajo Punto central Nivel alto

Concentracion del reactivo FRAP (%) 50 75 100

Volumen de aspirado en L
(FRAP-Antioxidante-FRAP)

10-15-10 17.5-22.5-17.5 25-30-25

Tiempo de reacciéon (segundos) 20 40 60
Caudal (UL s?) 20 25 30
Experimentos totales 33

2.4.5.6 Parametros estadisticos y de validacién método FRAP-SIA
Curva de calibracién del método
El método se realiz6 midiendo a 593 nm la absorbancia del producto de reaccion
entre el reactivo de FRAP y el estandar de trolox a distintas concentraciones. Dicha
absorbancia fue ajustada al restarle la absorbancia del blanco (reactivo de FRAP
sin estandar). Se plante6 un intervalo de concentraciones de trolox desde 5 umol L
! hasta 160 umol L. Tras fijar el intervalo lineal, se construyeron 5 curvas de
calibracion para obtener una curva promedio a partir de ellas. Los valores de limite
de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC) fueron calculados a partir del
promedio y desviacion estandar de la medicion de 10 repeticiones del blanco de
absorbancia. El célculo de LD y LC se realizaron a partir de las ecuaciones 2.4y
2.5%,

LD = Ag + Sg*3 Ec.24

LC = As + Ss*10 Ec. 2.5
En donde As corresponde a la absorbancia promedio de las 10 mediciones del
blanco y Se es la desviacion estandar de las mismas.
Método FRAP por microplaca
El método se realizé de acuerdo con lo reportado por Bolanos y colaboradores®! con
ligeras modificaciones. En una microplaca de 96 pozos fueron dispensados 280 uL
del reactivo de FRAP y 20 uL de la muestra o estandar por cada micropozo,
obteniendo de esta manera un volumen total de 200 uL. El analisis se realiz6 a
temperatura ambiente y la absorbancia se midié 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%, FeCls 0.02 mol L™* y buffer de acetatos 0.3 mol
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L~ pH 3.6, en una proporcién 1:1:10. Se utilizaron disoluciones de trolox de 5 a 200
umol L=* para la curva de calibracién. Para los blancos de reaccion se utilizé agua
destilada en lugar de la muestra o estandar. El andlisis de datos fue realizado a
partir de la absorbancia registrada del reactivo de FRAP antes y después de
reaccionar con la muestra o estandar (Ao y As), por tanto, los valores de absorbancia
del ensayo FRAP (Abs rrap) fueron calculados usando la ecuacion 2.3. La curva de
calibracion fue construida graficando la concentracion de trolox contra la Abs rrap,
y los valores de capacidad antioxidante se reportaron en ymol L™ 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 %), arandano (0.50 %), y uva-arandano (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 umol L™ del estandar de trolox y
nuevamente se midié la capacidad antioxidante.

Ademas, 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 %), arandano (0.29 %), y uva-arandano (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
umol L~ del estandar de trolox y se midi6 la capacidad antioxidante antes y después
de la fortificacion.

Finalmente, para todos los métodos involucrados el porcentaje de recobro se calculo
dividiendo la diferencia de capacidad antioxidante de la muestra fortificada y la
muestra sin fortificar, entre la concentracién de trolox adicionada, y finalmente

multiplicado por 100°2%,

2.4.6. Precision intermedia de ambos métodos SIA
La precision 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 pmol L
1) y vino tinto carmenere (0.2 %), durante siete dias. En el caso del método FRAP-
SIA, se repitié el mismo procedimiento, pero empleando disoluciones acuosas de

trolox (60 pmol L™1) y vino tinto merlot (0.67%).

Cada analisis se realizd por triplicado a las condiciones Optimas del sistema,
obteniendo un promedio de la capacidad antioxidante. En cada disolucién se
cuantificé la capacidad antioxidante expresada en ymol L equivalente de trolox.
Finalmente, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via para determinar
la precision de ambas metodologias®® 4y se calcularon los parametros descritos en
la tabla A2.1 de los anexos.

2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Método ORAC-SIA

2.5.1.1 Coeficiente de dispersion.

La dispersion que sufre el bolo de fluoresceina en el sistema SIA fue determinado,
a través de la relacion matematica de las concentraciones de fluoresceina antes
(Co) y después (C) de que ocurra el proceso de transporte dentro del sistema SIA®’,
El objetivo de determinar el coeficiente de dispersion fue para conocer con qué
concentraciones de fluoresceina se obtenia una sefial detectable.

A través de la curva de calibracion de concentraciones de fluoresceina (0.3 - 15
umol L) vs intensidad fluorescente, medida sin dispersién de fluoresceina, se
obtuvieron los datos de regresion lineal que permitieron interpolar la intensidad
fluorescente al inyectar 10 yL de fluoresceina a 12 ymol L en el sistema SIA. De
esta manera se observé que un bolo de fluoresceina a 12 ymol L, al final registraba
una intensidad correspondiente a aproximadamente 0.3 uymol L de fluoresceina, lo
cual resulté en un coeficiente de dispersion de 40.35 + 0.59.

Por lo tanto, como punto de partida se utilizd una concentracion de fluoresceina de
1.8 umol L, debido a que a esta concentraciéon se obtuvo una sefial analitica con
aproximadamente 8 mil unidades de referencia fluorescente (URF), permitiendo
realizar la reaccion con el reactivo de AAPH, sin afectacién por el ruido del equipo

en los experimentos posteriores.
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2.5.1.2 Condiciones de reaccion.

El principal desafio en el método ORAC-SIA fue lograr una oxidacion rapida de la
fluoresceina por parte de los radicales peroxilo derivados del AAPH y eliminar el
nitrdgeno gaseoso producido durante la reaccion entre ellos.

El método ORAC en microplaca de 96 pocillos y otros métodos ORAC estandar
utilizan 37 °C como temperatura Optima de reaccién, pero si la temperatura
aumenta, la formacién de radicales peroxilo (a través del azocompuesto AAPH)
también, siendo mas rapida la oxidacion de la fluoresceina. Los resultados
experimentales mostraron una reaccion exhaustiva entre AAPH y fluoresceina a 70
°C en poco tiempo, pero este aumento generé una gran cantidad de nitrégeno
gaseoso derivado de la formacion de radicales peroxilo del AAPH. Incluso a 37 °C,
la formacion de nitrégeno gaseoso fue considerable e interfirié en la medicién de la
fluorescencia. La incorporaciéon de una celda de difusién de gas con una membrana
de polipropileno, antes del detector, permitié eliminar este nitrégeno gaseoso, y
ajustar la temperatura del reactor a 70 °C. Llevar a cabo la reaccion a 70 °C
proporcioné mas energia al sistema de reaccion, lo cual redujo la energia de
activacion necesaria de la reacciéon y aumenté la velocidad.

Por otra parte, fue posible reducir la concentracion inicial de 0.15 mol L* de AAPH
(utilizado en el método por microplaca®') a 0.05 mol L1, pero fue necesario usar una
concentracion de fluoresceina de 3 pmol L1, para obtener una sefial sin interferencia
del ruido del equipo, ya que a 1.8 ymol L se disminuian tanto la precisién de la
sefal (picos poco reproducibles) como la sensibilidad del andlisis (cambios en la
variacion de la concentracion poco apreciables). En estos ensayos se detuvo el flujo
durante 30 s en el reactor y se mantuvo asi hasta la optimizacidén de este parametro.
2.5.1.3 Optimizacién del método

Secuencia de aspirado

La tabla 2.6 muestra los resultados de los valores de porcentaje de proteccion (PP)
antioxidante al utilizar un estandar de vainillina. Los valores mas altos de proteccién
antioxidante fue para la secuencia AAPH-antioxidante-fluoresceina, usando
concentraciones de 25y 100 uymol L de vainillina con porcentajes de proteccion de

37.50 y 96.88 %, respectivamente.
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Cuando se utilizé vainillina a 25 pmol L al principio o al final de la secuencia, el PP
oscil6 entre 31y 37.5 %, y a concentraciones de 100 umol L fue entre el 70.37 y
87.50 %.

La posicion del antioxidante fue fundamental, ya que una secuencia de AAPH-
antioxidante-fluoresceina permiti6 primero mezclar los bolos de AAPH vy
antioxidante, y después mezclar el producto de reaccion con el bolo de la
fluoresceina, de tal manera que se evitara que el AAPH reaccionara primero con la
fluoresceina y se obtuvieran valores bajos de proteccion antioxidante.

El ensayo ORAC consta de dos pasos: 1) una reaccion entre la fluorescencia y el
AAPH con disminucién en la intensidad fluorescente de la fluoresceina, y 2) una
segunda reaccion entre la fluorescencia, el AAPH y un antioxidante para observar
la presencia o ausencia de proteccion de la fluoresceina. El antioxidante competira
con la fluoresceina para reaccionar primero con el AAPH, y si el AAPH reacciona
Unicamente con el antioxidante, entonces, la intensidad de la fluoresceina
permanecera inalterable. Por el contrario, si el antioxidante reacciona en menor
cantidad con el AAPH, la intensidad de la fluoresceina decaera puesto que el AAPH

comenzara a reaccionar con la fluoresceina.

Tabla 2.6. Resultados de la evaluacion de secuencia de aspirado en funcion del PP al realizar el
método ORAC-SIA con el estandar de vainillina a 25y 100 pmol L

Porcentaje de proteccion (PP)

Experimentos Secuencia de aspirado Vainillina 25 pM Vainillina 100 pM
Antioxidante-AAPH-Fluoresceina 37.50 87.50
2 Antioxidante-Fluoresceina-AAPH 33.33 70.37
3 Fluoresceina-AAPH-Antioxidante 31.25 81.25
4 Fluoresceina-Antioxidante-AAPH 25.00 87.50
5 AAPH-Fluoresceina-Antioxidante 37.50 79.17
6 AAPH-Antioxidante-Fluoresceina 37.50 96.88

(uM) Concentracion expresada en umol L*

Por otro lado, para cuantificar la capacidad antioxidante de una muestra/estandar,
fue necesario conocer las sefales correspondientes a los blancos de la sefal de
fluoresceina sin y con AAPH. Primero, la sefial de la fluoresceina sin reaccionar con
AAPH fue el primer blanco (B1), y el segundo blanco (B2) fue la sefal de la
fluoresceina cuando reacciona con AAPH (indicando el maximo decaimiento de la

sefal de fluoresceina o también interpretado como un 0 % de proteccion). A medida
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gue se aspira un compuesto antioxidante en el sistema SIA, junto con AAPH y
fluoresceina, la sefial de fluoresceina depende de la proteccion otorgada por el
antioxidante. En consecuencia, si el antioxidante no protege, la sefal de la
fluoresceina mostrara su maximo decaimiento (B2), y si el antioxidante presenta
una alta capacidad antioxidante, la sefial de la fluoresceina no disminuira.
Parametros quimicos del método: concentracion de los reactivos

Para optimizar los parametros quimicos del método ORAC-SIA, se realiz6 un disefio
compuesto central (DCC) dividido en 2 bloques con 3 puntos centrales por bloque,
y se evaluaron los factores: concentracion de fluoresceina 'y de AAPH. Las variables
de respuesta del disefio fueron los porcentajes de proteccion (PP) determinados al
utilizar vainillina a 25 y 100 umol L. 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 concentracion de
AAPH vy fluoresceina, usando como variables de respuesta el PP de vainillina a 25 ymol L1y 100

umol L1
Bloque Concentracion de Concentracjén de PP vainillina PP vainillina
AAPH 2 fluoresceina ® 25¢ 100°
1.00 0.0750 2.25 20.47 92.46
1.00 0.0750 2.25 18.42 89.66
1.00 0.0500 1.50 34.13 85.56
1.00 0.1000 3.00 0.00 51.79
1.00 0.1000 1.50 0.00 47.60
1.00 0.0500 3.00 39.34 91.96
1.00 0.0750 2.25 18.24 85.87
2.00 0.0750 1.19 0.00 92.56
2.00 0.0750 2.25 21.03 93.89
2.00 0.1104 2.25 0.00 38.54
2.00 0.0750 2.25 16.20 96.08
2.00 0.0396 2.25 69.17 100.00
2.00 0.0750 3.31 20.77 77.53
2.00 0.0750 2.25 26.94 88.60

2Valores expresados en mol L%; ® Valores expresados en pumol L %;¢ Concentracion en umol L.

Los resultados del ANOVA del DCC al evaluar cada uno de los factores, indicaron
gue solamente la concentracion de AAPH tuvo una influencia significativa sobre la
experimentacion (valor P < 0.05) (tablas A2.2y 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 estadisticamente significativos aquellos factores

localizados por encima de la linea 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 matematico del disefio.

El andlisis del DCC con PP como variable de respuesta, mostrd0 que al usar
concentraciones de vainilla a 25 y 100 ymol L, solo la concentracién del reactivo

AAPH influia significativamente sobre los valores del PP.

. -1 [
- 1
=

B: [Fluoresceina] pmol L-!

AB

] 2 4 6 8 10 12
Efecto estandarizado

Figura 2.3. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para los factores concentracion de
AAPH vy fluoresceina, empleando como variable de respuesta el PP al usar vainillina a 25 ymol L1
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Figura 2.4. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para los factores concentracion de
AAPH vy fluoresceina, empleando como variable de respuesta el PP al usar vainillina a 100 umol L2
Al analizar por separado los diagramas de Pareto, la interpretacion de los resultados
vario dependiendo de la concentracién del estandar de vainillina. Por tanto, al usar
una concentracion de 25 ymol L si se reduce la concentracion del reactivo AAPH
y se aumenta la concentracion del reactivo fluoresceina, entonces, se obtendran
valores mas altos del PP, pero si se usa una concentracién de vainillina a 100 pmol
L1, disminuye tanto la concentracién de fluoresceina 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 ultima no logra

proteger a la fluoresceina lo suficiente y entonces disminuye el PP. Por el contrario,
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cuando la vainillina se encuentra a concentraciones altas, aumenta la proteccion de
la fluoresceina e incrementa los valores del PP. Sin embargo, debido a que el
andlisis del disefio fue enfocado hacia obtener los valores mas altos del PP se tomd
la decision de optimizar el método ORAC-SIA a partir del analisis de disefio al usar
vainillina a 100 ymol L, debido a que todos los experimentos presentaron valores
de PP, a diferencia del analisis con vainillina a 25 ymol L en donde algunos
experimentos no tuvieron valores de PP.

El diagrama de contorno de superficie de respuesta usando vainillina de 100 ymol
L-i(figura 2.5), muestra los valores Optimos para las concentraciones de los

reactivos, resultando en: 2.25 ymol L para fluoresceina y 0.05 mol L para AAPH.
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Contorno de la superficie de respuesta estimada
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Figura 2.5. Diagrama de contorno de la superficie de respuesta estimada para los factores
concentracién de AAPH y fluoresceina, empleando como variable de respuesta el PP al usar
vainillina a 100 pmol L

Parametros hidrodinamicos del método: caudal y volumen de aspirado

Es fundamental para cualquier método SIA, conocer adecuadamente el caudal para
realizar el analisis y establecer una relacidn entre la reaccidén quimica y la dispersion
para que los tiempos de analisis no sean demasiado largos. Por otra parte, el
volumen de aspirado también es relevante debido a que los volimenes pequefios
permiten reducir costes y minimizar residuos, pero aumenta la dispersion afectando

la sensibilidad del método.

Para obtener los valores 6ptimos de cada parametro, se utilizé un DFC 22 con una
réplica. La evaluacién se bas6 en maximizar los valores de porcentaje de proteccion
(PP) y porcentaje de reacciéon (PR), utilizando vainillina 25 ymol L. La tabla 2.8

muestra el disefo 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 pmol L

Bloque Volumen 2 Caudal ® %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

aVolumen en pL
bCaudal en pL s
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Los resultados del ANOVA del DFC (tablas A2.4y A2.5 de los anexos) mostraron
gue 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 gque a caudales altos los valores del PP aumentan, pero los valores de PR
disminuyen. En adicion, cuando se aumentan los volimenes de reactivos y muestra,
también incrementan los valores del PP y PR.

Debido a que el andlisis del disefio se realiz6 para dos variables de respuesta (PP
y PR), entonces se obtuvieron dos opciones de valores 6ptimos sugeridos por cada
analisis de su respectiva variable de respuesta. Asi, cuando la variable de respuesta
era el PR, entonces los valores 6ptimos de caudal y volumen de aspirado fueron de
5 uL sty 10 pL, respectivamente, pero cuando la variable de respuesta era el PP,
el valor 6ptimo para caudal fue de 20 pL s™.

Finalmente, se optd por el valor de caudal de 20 pL s%, ya que el caudal de 5 pL s
L fue tan bajo que el bolo del producto de reaccién se dispersé demasiado en la
corriente portadora, imposibilitando su deteccion y, por lo tanto, la medicién del PP.

) —+
B: Caudal =.

(L s
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A:Velumen aspirado

(L)

1 1 1 1 Il 1
0 2 4 6 8 10
Efecto estandarizado

Figura 2.6. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados, utilizando como variable de respuesta
el %PP de vainillina 25 pmol L1 y como factores los volimenes aspirados y caudales
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Figura 2.7. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados, usando %RP sin estdndar como
variable de respuesta, y volimenes aspirados y tasas de flujo como factores

Evaluacion del tiempo de reaccion 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 (sefial analitica) fue suficiente para
calcular el PP y PR, haciendo al método mas facil y rapido. Esto fue posible gracias
a que los bolos aspirados de AAPH, antioxidante y fluoresceina, permitieron
mezclarse por difusién de gradiente (desplazamiento de una sustancia de una zona
de mayor concentracion a otra de menor concentracion), de tal manera que se
formara un bolo de producto de reaccion con perfil parabdlico que al llegar al
detector registrara una sefial (pico) sin presentar una alta dispersion con la corriente
portadora. De tal manera que, la altura maxima del pico fuera proporcional al PP de

la muestra antioxidante.

El analisis de los tiempos de reaccion (parando el flujo en el reactor) en intervalos
de 0 a 30 segundos, no mostré diferencias significativas entre los valores de PR en
el intervalo analizado, manteniendo siempre un 100 % de reaccion (decaimiento
total de la sefal de fluoresceina). Los valores del PP incrementaron
proporcionalmente a diferentes concentraciones de trolox. Por lo tanto, no fue
necesario detener el flujo para realizar el analisis, 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 reaccion de 90 min para establecer el 100

% de reaccion entre AAPH y fluoresceina (B2).

2.5.1.4 Caracteristicas del método

Intervalo lineal y curva de calibracion

El PP fue la respuesta para evaluar la capacidad de proteccion de un antioxidante
para proteger a la fluoresceina frente al AAPH, por lo que los resultados fueron
expresados en equivalentes de umol L de trolox. Se elaboraron siete curvas de

calibracién con un intervalo de concentraciéon de 10 a 50 umol L de trolox y se
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estimaron sus respectivos parametros estadisticos (figura A2.2 y tabla A2.6 de los
anexos) y mediante un ANOVA de los datos se demostré una relacion directamente
proporcional entre la respuesta (PP) y la concentracion del estandar 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
calibraciéon mostrando una varianza homocedastica y una excelente linealidad en
un intervalo de concentracion de 10 a 50 pmol L' con un coeficiente de
determinacion de 0.997. La ecuacion de regresion tuvo una pendiente de 1.15 +
0.02 y una interseccion de 3.89 + 0.89. Los LD y LC fueron de 3.13 y 9.48 umol L,
respectivamente. Es importante destacar que la sensibilidad de este ensayo fue
mejorada en comparacion con informes anteriores por métodos basados en flujo

para la determinacién de la capacidad antioxidante®8-95.%,

80
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Figura 2.8. Promedio de la curva de calibracion utilizando estandares de trolox de 10 a 50 umol L
con un intervalo de confianza del 95 % para la determinacién de la capacidad antioxidante por el
método ORAC-SIA

Correlacion entre los métodos ORAC-SIA y ORAC-microplaca

El método de ORAC por microplaca obtuvo una curva de calibracion con un intervalo
lineal de 10 a 50 ymol L1, una pendiente de 1.29 + 0.05, interseccién de 4.17 + 1.57,
LD de 3.82 uymol Lt y LC de 11.57 ymol L. Los resultados obtenidos fueron
similares a los reportados en la literatura®!.

Se graficaron los valores del PP obtenidos por el método ORAC-SIA y ORAC-
microplaca, obteniendo una correlacion superior al 99 % y demostrando que la

sensibilidad era similar.
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En la tabla 2.9 se muestra una comparacion de los valores de regresion y precision
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 mas baja que el método ORAC por microplaca*!, y
también indicando una excelente precision y mejor sensibilidad con respecto al
método ORAC-FIA%E,

Por otro lado, se sefala que los otros métodos para determinar la capacidad
antioxidante por sistemas de flujo tienen sensibilidades mas bajas que sus
contrapartes por microplaca. En el caso del método ORAC-FIA reportado en 2016,
se observa que su sensibilidad disminuyé6 5 veces respecto al método por
microplaca debido al cambio de deteccién de fluorimetria a espectrofotometria 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. Comparacion de las caracteristicas entre el método ORAC-SIA propuesto con diferentes
métodos publicados para determinar la capacidad antioxidante

Método Lce m Intervalo lineal* Estandar r %DER; %DERe Referencia
ORAC 5 15 6.25 - 50 Trolox 099  <15% <15% 7
microplaca
DPPH N.R 0.15 50 - 500 Trolox  0.99 1.06-8.28% 1.32-2.13% o7
microplaca
CUPRAC i A (i 9 0 %
microplaca 3 7.11 12.5- 200 Ac. Urico 0.99 1.00 % 6.10 %
FRAP N.R N.R 90 - 540 Trolox 099  4.80% 5.60 % %
microplaca
ORAC - FIA 8 0.3 18 - 180 Trolox N.R 3.0-34% <49% 100
DPPH - SIA 1 N. R 10-40 Ac. 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 Ac. galico 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 pmol L™ de Trolox.

(r) coeficiente de correlacion; (DERr) desviacion estandar relativa de repetibilidad; (DERre) desviacién estandar relativa de
reproducibilidad; (LC) limite de cuantificacién; (m) pendiente de la regresion lineal; (N. R) no reportado.

Analisis 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 microplaca®!.
En la tabla 2.10 se muestran los resultados expresados en umol trolox por mL de
muestra. Después de realizar una prueba estadistica t de Student para muestras

pareadas, con 95 % de confiabilidad (a de 0.05 a dos colas), los métodos no tuvieron
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diferencias significativas en sus resultados (to = 0.84 y tc = 2.26), mostrando la
confiabilidad del método ORAC-SIA propuesto.

El método propuesto demostré no necesitar de un tiempo de analisis prolongado
para alcanzar el equilibrio de la reaccion, siendo posible cuantificar la capacidad
antioxidante midiendo solo una parte de la cinética de la reaccién sin afectar la
medicion. En la figura 2.9 se muestra la sefal obtenida de fluoresceina, sola, con

AAPH y con muestra.
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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 @

SIA

Microplaca

Extracto de vainilla
Vino tinto Merlot

Vino tinto Carmenere
Extracto de café honey

Extracto de café lavado

Néctar de manzana y arandano

Néctar de uva
Jugo de uva y arandano

Néctar de arAndano

42.99 +/- 4.60 43.49 +/-1.51

21.94 +/- 0.99 20.23 +/- 2.02

18.84 +/- 2.65 17.97 +/- 2.85

7.27 +/- 0.61

9.57 +/- 0.03

4.04 +/- 0.09

2.45 +/- 0.16

2.74 +/- 0.25

1.74 +/- 0.03

6.98 +/- 0.00

9.59 +/- 0.12

3.94 +/- 0.19

2.70 +/-0.24

3.15 +/- 0.28

1.78 +/- 0.01

@ Expresada en pmol de Trolox por mL de muestra.

108000

106000

URF

104000

102000

100000

Blanco AAPH

150 200
Tiempo (s)

250 300

Blanco fluoresceina

=]ugo de uva y arandano=—Jugo de arandano

Figura 2.9. Sefales del sistema ORAC-SIA para el blanco de fluoresceina (B2), el 100 % de la
reaccion (blanco AAPH (B1)) y dos muestras

Recuperaciones

Los valores de recuperacion para el método ORAC-SIA oscilaron entre 86 y 107.50

% para las muestras fortificadas (jugo de arandano, extracto de vainilla, extracto de

café y vino carmenere) con concentraciones de trolox de 10, 20, 30 y 40 ymol L

(tabla 2.11). De acuerdo con los criterios de la AOAC'%3 estos valores se encuentran
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dentro de los intervalos aceptables de recuperacion (85-110 %). Por tanto, los

resultados indicaron que no existen interferencias significativas de la matriz.

Tabla 2.11. Porcentajes de recuperacién para 4 muestras adicionadas con diferentes
concentraciones de Trolox

Capacidad Concentracion Porcentaje
Muestra antioxidante e a de
d . adicionada iy
e muestra recuperacioén

20.00 94.61

Jugo dg ggigfano al 11.41 30.00 104.42

40.00 100.87

10.00 102.41

Vino tinto 20.00 100.60
Carmenere al 0.05 12.73

% 30.00 102.02

40.00 100.08

10.00 105.37

Extracto de vainilla 20.00 91.10
al 0.05 % 22.94

’ 30.00 98.26

40.00 88.54

10.00 86.90

Extracto de café al 20.00 9r.81
0.06 % 16.41

’ 30.00 104.30

40.00 107.50

a Expresado en pumol L de trolox.
* Para concentraciones mas 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 reaccion del método FRAP-SIA

La longitud de onda del reactivo FRAP reducido (Fe?*-TPTZ) fue de 593 nm. En la
figura 2.10 se muestra el blanco de la reaccion, el reactivo FRAP sin reaccionar con
trolox, con absorbancia inferior a 0.05, y el reactivo FRAP con trolox a 400 ymol L~
1, La sefial aumenté 0.8 unidades de absorbancia; a partir de estos datos se llevé a

cabo la optimizacion.

0.795
A) B)
0.595

0.395

0.195 \
Al

-0.005 =i
16:55:55 16:58:48 17:01:41 17:04:34 17:.07:26 17:10:19

Hora de anélisis

Absorbancia

Figura 2.10. Evaluacion de reaccion del ensayo FRAP y el estandar de trolox a 400 pmol/L. A)
reactivo FRAP sin estandar; B) reactivo FRAP con estandar

Es importante destacar que usar una secuencia de aspirado antioxidante-FRAP-
antioxidante, favorecié a que los dos bolos de trolox a 400 umol L= se difundieran
por gradiente hacia el bolo del reactivo de FRAP. Por tanto, el bolo del producto de
reaccion formado por la reaccion entre el trolox y el reactivo de FRAP pudo ser
detectable debido a que no se requirid un tiempo de reaccion parando el flujo del
sistema SIA, lo cual evitd 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 meétodo de flujo que proporciona una frecuencia de analisis de 30 muestras por
hora, utilizando volumenes de muestra/reactivo de 91.4 uL y duplicando la
concentracion de reactivos FRAP®’. Sin embargo, la forma de preparar el reactivo
FRAP ([Fe(TPTZ)2]**) fue similar a la reportada por primera vez por Benzie y Strain
en 1996, mezclando una disoluciéon amortiguadora de acetato 0.3 mol L pH 3.6,
0.01 mol L* de TPTZ y 0.02 mol L de FeCls en una proporcién 10:1:1, sin
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considerar que la formacion del reactivo FRAP es inestable, precipitando después
de 40 min de su preparacion.

De tal manera se preparo el reactivo FRAP de acuerdo con lo reportado por Benzie
y evaluando su estabilidad a cambios fisicos durante 2 horas. Se observo que se

formaron particulas solidas insolubles después de 40 minutos de su preparacion.

Al realizar el ensayo FRAP con un estandar de trolox 50 uymol L1 se obtuvo que
después de 55 min de la preparacion del reactivo, las absorbancias tuvieron una
variacion mayor a la desviacion estandar de las repeticiones realizadas en los
primeros 50 min (lecturas cada 5 minutos). Esto se debid a que la concentracion del
reactivo FRAP varié a medida que la disolucién formaba mayores cantidades de
particulas sélidas insolubles que interfirieron con la reaccion.

Inicialmente, se propuso que la disolucién amortiguadora de acetatos a 0.3 mol L
y pH 3.6, la cual no contaba con la capacidad de amortiguar, debido a que la
disolucion amortiguadora se encontraba en los limites de su zona de
amortiguamiento, ya que el pH fijado estaba por debajo de una unidad del pKa del
acido 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 FeCls se centraron en el
uso de disoluciones amortiguadoras de acetatos a 0.3 mol L't y pH 4.7 (pKa 4.7),
de fosfato a 0.3 mol L1y pH 2 (pKa 2.1), y una disolucién de HCl a 0.04 mol Ly
pH 1.4, mezclados en proporciones 10:1:1y 20:1:1.

Los resultados de la experimentacion mostraron que, aunque la disolucién
amortiguadora de acetatos se prepard a un pH con una zona de amortiguamiento
viable, el reactivo de FRAP precipitdé a los 40 min. La estequiometria de reaccion
entre el FeClz y el ligante TPTZ es de 1 a 2, para formar el complejo ([Fe(TPTZ)2]**).
Las concentraciones empleadas fueron de 0.02 mol L para el FeClzy 0.01 mol Lt
para el TPTZ, si se considera que la reaccion llegd al equilibrio, quedaron
concentraciones de 0.001 5 mol L para el Fe3*, 0.005 mol L para el ([Fe(TPTZ)2]3*
y practicamente reacciona todo el TPTZ. El exceso de Fe3®* pudo haber formado
Fe(OH)s, debido a que un pH mayor a 4.42 favorece a la formacion de este hidréxido
(considerando un pKs de 38.8) y la disolucion amortiguadora de acetatos fue
preparada a pH de 4.7.
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Por otro lado, al usar una disolucion amortiguadora de fosfato a pH 2, el reactivo

FRAP también precipito, lo que podria ser causado nuevamente por el exceso de
reactivo Fe®*, lo que provocéd que los iones fosfato presentes en la disolucion
amortiguadora se unieran al Fe3*, formando asi fracciones de precipitado de FePOa4
en el reactivo FRAP. Finalmente, al utilizar HCI 0.04 mol L (misma concentracién
con la que se prepara el reactivo TPTZ) como medio de preparacion para el reactivo
FRAP, se observé que el reactivo se mantuvo estable hasta por una semana sin
presentar precipitacion, siendo esto una mejoria sustancial. El reactivo de FRAP fue
estable usando HCI 0.04 mol L cuando se mezclé con el FeCls en diferentes
proporciones. La concentracion de HCI se prob6 hasta una concentracion de 0.005
mol L= (pH 2.3) para preparar el reactivo de FRAP, lo que result6é en una disolucién
estable durante 24 h. También hay que considerar que la estabilidad del reactivo
FRAP no depende de la exposicion a la luz. Finalmente, se decidid utilizar una
mezcla de HCI (0.005 mol L), TPTZ (10 mmol L?) y FeCls (20 mmol L) en la
proporcién 10:1:1, para preparar el reactivo FRAP.

2.5.2.3 Optimizacién 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 estandar de trolox a 50
umol L. Los experimentos 2 y 4 mostraron los valores mas altos de absorbancia,
sin embargo, se optd por usar la secuencia del experimento 2 (FRAP - Antioxidante
— FRAP), dado que presentd un valor mas alto y con menor desviacion estandar
que el experimento 4. Por otra parte, la secuencia FRAP-Antioxidante-FRAP
sugiere que el bolo del producto de reaccién se ve favorecido por la difusién 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 mas altos de absorbancia) en

comparacion con las otras combinaciones.

82

——
| —



CAPITULO I
*

.

Tabla 2.12.- Resultados de la evaluacién de secuencia de aspirado en funcion de la absorbancia al
implementar el método FRAP-SIA con el estandar trolox a 50 pmol L*

Experimentos Secuencia de aspirado Volumen aspirado (uL)  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

Parametros quimicos e hidrodinamicos del método

Se evaluaron los siguientes factores: concentracion del reactivo FRAP, los
volumenes de aspirado de cada reactivo, el caudal de salida a detector y el tiempo
de reaccion, utilizando un DCC en 3 blogues y con 3 puntos centrales. Se utilizé una
disolucién de trolox a 50 pmol L' como estandar 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 concentracion
FRAP, volumen de aspirado, caudal y tiempo, usando absorbancia como variable de respuesta y
trolox 50 umol L-* como estandar

Concentracion Volumenes de

Bloque Tiempo® Caudal® Abs

FRAP? aspirado®
1 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.1850
1 100 10-15-10 20 20 0.126 7
1 100 10-15-10 60 30 0.1437
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 0.2207
1 50 10-15-10 60 20 0.1347
1 50 10-15-10 20 30 0.1337
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 0.2320
2 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.2007
2 100 25-30-25 60 30 0.264 3
2 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.2050
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 0.1270
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 0.1917
3 75 2.5-7.5-2.5 40 25 0.069 7
3 75 17.5-22.5-17.5 0 25 0.1927
3 75 17.5-22.5-17.5 80 25 0.1993
3 75 17.5-22.5-17.5 40 25 0.1993
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 0.2117
3 75 32.5-37.5-32.5 40 25 0.269 3

2 valores expresados en porcentajes; ® volumen expresado en pL (secuencia FRAP-Antioxidante-FRAP); © tiempo en
segundos; Y caudal expresado en pL s,
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El diagrama de Pareto de efectos estandarizados del DCC (nivel de significancia del
95 %) mostro 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 disefio. Se observé que el volumen de
aspirado y el caudal tuvieron una influencia significativa en la respuesta (A rrar),
estableciendo que, a valores altos de volumen de aspirado y caudal de salida, los
valores de A rrap incrementaban. La figura 2.11 muestra el diagrama de Pareto

para los efectos principales del DCC.

B:Volumen de Aspirado (uL) e -

D:Caudal (uL/s)

C:Tiempo (s) ]

A:Concentracion FRAP (%) j

1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30
Efecto estandarizado

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 diseiio en el volumen de aspirado (BB), la
concentracion de FRAP (AA), el caudal (D), la interaccién del volumen de aspirado
y el caudal (BD), estableciendo que a menor volumen de aspirado y menor
concentracion del reactivo FRAP se obtienen mayores valores de A rrar.

Por otro lado, la interaccion volumen y el caudal indicé 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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B:Volumen de Aspirado (uL)
D:Caudal (uL/s) g j—
BB [
BD ]
AA Il
C:Tiempo (s)

A:Concentracion FRAP (%)
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CD
DD
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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

I ——— (] N[

Los resultados del ANOVA (tabla A2.7 de los anexos) para cada factor indicaron
gue el volumen de aspirado, la concentracion de la disolucion de FRAP, el caudal,
la interaccion binaria del volumen de aspirado y el caudal tuvieron una influencia
significativa en el experimento (valor P <0.05).

Los valores de R? del DCC fue de 98.960 %, indicando un buen ajuste entre los
valores experimentales de A rrap con los predichos por el modelo de regresion.
Finalmente, los valores 6ptimos se estimaron a partir del disefio que maximizé los
valores de A rrap con interacciones binarias, lo que resulté en 35 puL s para el
caudal, un tiempo de espera de 0 segundos, una concentracion de FRAP al 80 %y
volimenes de aspirado de 33-38-33 uL para la secuencia FRAP-Antioxidante-
FRAP.

2.5.2.4 Caracteristicas del método FRAP-SIA

Intervalo lineal y curva de calibracion
En el método FRAP-SIA se graficaron las Arrap Obtenidas al utilizar concentraciones

de trolox en un intervalo de 5 a 160 uymol L, estableciendo un intervalo lineal con
concentraciones de 5 a 120 umol L.

Con la finalidad de obtener un mejor estimado de las curvas de calibracion entre un
dia y otro, se construy6 una curva diariamente durante 5 dias y se estimaron cada
uno de sus parametros (figura A2.3y tabla A2.8 de los anexos).

Empleando los datos de las 5 curvas de calibracién, se construydé una curva

promedio. En adicion, se realizd un andlisis de los residuales (diferencia entre los
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valores de absorbancia observados y los predichos por la recta de regresion) a

través del grafico de los residuos (figura A2.4 de los anexos) en funcion de la
concentracion del estandar de trolox. Dicho gréafico presentd una distribucion
aleatoria y sin ningun tipo de tendencia al variar la concentracion de trolox. De esta
manera fue posible aseverar que los datos de las curvas se ajustan al modelo de
regresion lineal tipo 1, dando como resultado una varianza homocedastica.

El ANOVA de los datos de las 5 curvas de calibracion (tabla A2.9 de los anexos),
demostré una relacion directamente proporcional entre la respuesta (A rrap) Yy la
concentracion 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
calibracion, se construy6é una curva promedio (figura 2.13), para cuantificar la

capacidad antioxidante expresada en equivalentes pmol L trolox.

Gréfico del Modelo Ajustado
Absorbancia. = -0.000327221 + 0.00678882*Trolox [mol/L]

0.8

0.6

0.4

Absorbancia.

0.2

s b b b bl

LSRN LA L B B

L L L L
60 80 100 120
Trolox [mol/L]

o
n
=1
N
o

Figura 2.13. Curva promedio de calibracion de trolox de 5 a 120 ymol L con su intervalo de
confianza al 95 % para la determinacién de capacidad antioxidante

La ecuacion de regresion lineal de la curva de calibracion promedio mostré una
pendiente de 0.006 4 + 9.4x10° y una interseccion de 0.004 9 * 6.4x10° con un
intervalo de confianza al 95 %. Los valores de LD y LC fueron de 1.0y 1.8 umol L-
1, respectivamente.

Correlacién entre los métodos FRAP-SIA y FRAP-microplaca

Los valores de absorbancia del método FRAP-SIA y FRAP-microplaca se graficaron
utilizando disoluciones estandar de trolox a concentraciones de 5 a 120 ymol L
para obtener una gréfica de correlacion entre ambos métodos. En consecuencia, se
obtuvo una correlacion directa de las respuestas analiticas 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 mas citados para determinar la
capacidad antioxidante total, su implementacion de microplacas no se ha calibrado
adecuadamente, por lo que no se han determinado parametros de calibracion
universales para fines de control de calidad. Por ejemplo, la dependencia del paso
optico en el volumen de la muestra conduce a resultados de ensayos de microplacas
que carecen de precision entre laboratorios. Asi lo demostraron Bolanos y
colaboradores en 2015 al verificar que los lectores de microplacas disminuyen la
sensibilidad del analisis colorimétrico en comparacion con los datos de un
espectrofotometro de paso éptico de 1 cm?&.. También hay poca informacién sobre
la validacion del ensayo FRAP-microplaca, siendo Ustundag y colaboradores en
2016 los primeros en reportar los parametros de validacion'®4, quienes describen
gue 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 precision y exactitud del método, reportando un coeficiente
de variacion (CV) del 18.5 % y recuperaciones con una tendencia inferior al 100 %,
lo que indica un claro error sistematico. Estos altos valores de CV del ensayo FRAP-
microplaca se atribuyen principalmente al error del analista al dispensar pequefios
volumenes (10-200 uL) 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 reaccién de
inhibicién antioxidante no comienza en los 96 pocillos al mismo tiempo por
limitaciones técnicas al dosificar el antioxidante y el radical’®. Por esta razon, 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.

Anélisis 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 consider0 que ambos resultados eran
estadisticamente similares, o que demuestra que el método FRAP-SIA es una

alternativa adecuada para determinar la capacidad antioxidante, mejorando la
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precision en comparacion con el método de microplaca y minimizando los errores

asociados con la manipulacion del analista.

B FRAP-Microplaca FRAP-SIA
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Figura 2.14. Gréfico 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
recuperacion de trolox en 8 muestras fortificadas con concentraciones de 30 pymol
L-t. La concentracién de trolox fue elegida para obtener fortificaciones que no se
encontraron en los extremos inferior y superior de la curva de calibracion del
método. Para determinar el porcentaje de recuperacion para el método FRAP por
microplaca, se optd por utilizar una concentracion de trolox de 80 umol L sobre la
base de los mismos criterios descritos anteriormente.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos para los métodos FRAP-SIA y FRAP-
microplaca se presentan en latabla 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 recuperacion por ambos métodos, el método FRAP-SIA
presenta valores con distribucién sin tendencia, ya que todos van del 94.66 al 114
%, pasando por el 100 % de recuperacion. El método FRAP-microplaca tuvo una
tendencia siempre por debajo del 100 %, lo que indica un posible error atribuido al
meétodo 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 reaccion 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 recuperacion de trolox por el método FRAP-SIA y FRAP-microplaca

%Recuperacion % Recuperacion

Muestras FRAP-SIA®  FRAP-microplaca®
Vino tinto merlot 114.22 97.92
Vino tinto carmenere 94.66 99.47
Jugo de uva 100.80 91.17
Jugo de arandano 108.31 89.73
Jugo de uva-arandano 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 umol L; Pmuestras fortificadas con trolox 80 ymol L.

2.5.3 Precision intermedia de ambos métodos SIA

El estudio de la precision fue llevado a cabo inmediatamente después de establecer
los parametros de las curvas de calibracion por ambos métodos SIA, sin embargo,
debido a que se siguieron metodologias y tratamiento de datos similares, se decidié
reportar los resultados en este apartado.

La precision fue evaluada a partir de una muestra de vino (matriz compleja) y una
disolucién estandar de trolox (compuesto puro), con la finalidad de observar cuanta
variabilidad puede tener la precisién del método, dependiendo del tipo de muestra
analizada.

Los valores de capacidad antioxidante de las muestras y estandar empleados para
determinar la precisién de los métodos ORAC-SIA y FRAP-SIA son mostrados en
las tablas A2.11y 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 variacion de las capacidades antioxidante de cada muestra entre dias y dentro
de dias, permitiendo calcular los valores de repetibilidad obtenida en un mismo dia
(dentro de dias) y la reproducibilidad intralaboratorio o precision intermedia en varios
dias (entre dias).

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 2.15y 2.65 % para

el estdndar 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, asi como 1.56 y 1.64 % para el estandar de
trolox, respectivamente.

Dichos valores en ambos métodos son inferiores al 3 %, lo cual denota que

presentan una buena precision acorde con los criterios de la AOAC y el CODEX

Alimentarius03.105,
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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 presentd diversas ventajas, destacando la reduccion
de volumenes de reactivos y muestra, disminucién de la concentracion del
reactivo AAPH, minimizacion de errores de medicion y reduccién del tiempo
de analisis por muestra. La temperatura de 70 °C en el reactor proporcioné
una alta energia al sistema de reaccion, reduciendo la energia de activacion
y aumentando la velocidad de reaccion del método. De esta manera, el
tiempo de reaccién 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 desempefio cinético del sistema ORAC-SIA permitié un tratamiento de
datos rapido y sencillo, midiendo las intensidades de los picos en lugar de las
areas. Ademas, dicho sistema mostré una excelente precision vy
recuperaciones, coincidiendo con los valores de las normas internacionales
y superando al método por microplacas en este rubro.

El método FRAP-SIA ofrecié ventajas como: una frecuencia de muestreo de
50 muestras por hora, un consumo de volumen total de 104 pyL (muestra y
reactivo), una reduccion del 30 % en la concentracion del reactivo FRAP, y
no requirié de un reactor ni tiempos de reaccion de espera. Cada una de las
caracteristicas super6 a lo reportado por Martins y colaboradores en 2013 en
donde se propuso un método FRAP por FIA.

Durante el desarrollo del método se identificé que el reactivo FRAP presento
inestabilidad debido a la precipitacion cuando se utilizé6 durante mas de 40
minutos después de su preparacion. Por lo tanto, se propuso una mejora en
el método de preparacion del reactivo, disminuyendo el pH del medio,
reemplazando la disolucion amortiguadora de acetatos por una disolucion de
HCI, lo que permitid que el reactivo se utilizara hasta por 24 horas sin
presentar precipitacion.
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El método FRAP-SIA mejoré los errores por la manipulacién de analistas,
una barrera aun no superada en los métodos de microplacas (CV 18.5 %),
destacando asi el método FRAP-SIA propuesto con alta precision. (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 dependera de las necesidades de cada analista, ya que se
requerird el mismo tiempo de andlisis para 1 muestra que para 96. De esta
manera, los métodos ORAC-SIA y FRAP-SIA ofrecen un tiempo de analisis
de 5y 1.2 min por muestra, respectivamente, siendo una alternativa para
cuantificar capacidad antioxidante con una alta precision en contra parte con

sus meétodos por microplaca.
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CAPITULQO Il
Método simultaneo para determinar capacidad antioxidante por SIA,
empleando los ensayos ABTS y FRAP
3.1 RESUMEN

Debido a la variabilidad en los mecanismos de reaccion (TAH o TE) de los ensayos
de capacidad antioxidante, se dificulta la comparacion de los resultados entre ellos.
Por ende, contar con una metodologia Unica que pueda cuantificar la capacidad
antioxidante a través de al menos dos ensayos con mecanismos distintos, facilitara
una correlacion rapida e interpretacion coherente de los resultados obtenidos a
partir de una misma muestra.

Este capitulo constituye la pieza central de la tesis, enfocado en el desarrollo de una
metodologia simultanea SIA con determinacion multiparamétrica. El objetivo
principal fue fusionar el ensayo FRAP-SIA (desarrollado en el capitulo 2), junto con
el ensayo ABTS-SIA (reportado en la bibliografia), para unificarlos en una sola
metodologia simultanea. De esta manera, se describe en detalle la exploracion de
diversas alternativas para unificar los ensayos de capacidad antioxidante en un solo
analisis, incluyendo los obstaculos superados durante este proceso.

Las diferencias entre ambos ensayos residieron en sus mecanismos de accion: el
ensayo FRAP se fundament6 en un sistema de reaccion redox, en el cual la
particula intercambiada fue un electrén; en contraste, el ensayo ABTS se basé en
un mecanismo de transferencia de atomos de hidrégeno.

Ambos ensayos presentan bondades como que sus reactivos pueden ser
preparados tanto en medios acuosos como organicos. En el caso del ensayo FRAP,
la estructura del reactivo esta vinculada al grupo hemo presente en la hemoglobina
y el ensayo esta relacionado con un proceso de oxidacion biolégica. Por otro lado,
en el ensayo ABTS se emplea un radical que no esta naturalmente presente en
sistemas bioldgicos, pero su notable estabilidad en diferentes valores de pH lo
convierte en un ensayo adaptable a diversas circunstancias experimentales.
Ademas, es importante sefialar que ambos ensayos pueden ser facilmente
analizados por detectores espectrofotométricos debido a sus reacciones
colorimétricas. Sin embargo, mientras que el ensayo FRAP intensifica su coloracion

a medida que aumenta la capacidad antioxidante, el ensayo ABTS muestra la
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caracteristica opuesta, disminuyendo su coloracion. Esta diferencia los distingue
alin mas entre si.

Es fundamental resaltar que la metodologia propuesta no incluye una configuracion
con multiples detectores, a diferencia de la mayoria de los métodos simultaneos por
inyeccion en flujo. Ademas, constituye el primer trabajo documentado en determinar
la capacidad antioxidante de manera simultanea por SIA sin la necesidad de acoplar
el sistema a otra técnica analitica, como la cromatografia. Esta particularidad
incrementa la facilidad del método y le confiere un valor afiadido al demostrar la
robustez inherente de los sistemas SIA por si solos.

Finalmente, los anterior descrito culmina en el desarrollo de un nuevo método
denominado FRAP/ABTS-SIA con deteccién espectrofotométrica para evaluar la
capacidad antioxidante, utilizando de forma simultanea los ensayos FRAP y ABTS.
Este método se aplic6 con éxito a muestras alimenticias, demostrando una
impresionante tasa de muestreo de 30 muestras por hora, una configuracion sencilla
y tiempos de reaccion breves. Su principal ventaja radica en la capacidad de medir
la capacidad antioxidante mediante un solo analisis, empleando dos ensayos con
deteccién espectrofotométrica a distintas longitudes de onda y con diferentes
cinéticas de reaccién. Los factores hidrodinamicos y quimicos del método fueron
optimizados mediante un disefio compuesto central, resultando en un caudal de 40
uL sy volimenes de aspirado de 43-38-38-43 pL para la secuencia (Antioxidante-
FRAP-ABTS-Antioxidante). Esto implico una reduccion del 70 % en las
concentraciones del reactivo de FRAP y del 50 % en el radical ABTS, en
comparacién con sus métodos por lotes. El método propuesto exhibid una excelente
precision (DER < 2 %) con un limite de deteccién de 0.031 3y 0.004 7 ymol L™ para
los ensayos FRAP y ABTS, respectivamente, con intervalo lineal de 10 a 120 ymol
L. Se aplicé 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 ultimo, los valores de recuperacion 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 metodologia para la determinacion simultanea

de capacidad antioxidante con los ensayos FRAP/ABTS, por analisis por inyeccion

secuencial (SIA) con deteccidn espectrofotométrica.

ESPECIFICOS

Implementar el método ABTS-SIA con deteccion espectrofotométrica, para
después fusionarlo con el método FRAP-SIA y desarrollar un anico método
simultdneo con ambos ensayos.

Disefiar una configuraciéon SIA que permita conjuntar el ensayo FRAP y
ABTS con sefales analiticas independientes, sin requerir mas 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 reaccion con sefiales (picos) independientes de cada
ensayo Y detectables por espectrofotometria.

Establecer los pardmetros quimicos (concentraciones de los reactivos FRAP
y ABTS), e hidrodindmicos (caudal y volumenes de inyeccidn) necesarios
para que las reacciones en cada ensayo se lleven a cabo y permitan la
cuantificacion de capacidad antioxidante.

Emplear un disefio de experimento de superficie de respuesta, para optimizar
los factores concentracion de reactivos, caudal y volimenes de aspirado del
método simultdneo propuesto.

Calcular los parametros estadisticos y de calidad (curva de calibracion, limite
de deteccion y cuantificacion, precision, exactitud y correlacion con el método
estandar) de cada ensayo a traves del método simultaneo FRAP/ABTS-SIA.
Aplicar el método simultaneo 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 estandar de microplaca de

FRAP y ABTS, para evaluar diferencias significativas entre ambos métodos.
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3.3 INTRODUCCION

La importancia de determinar varios componentes en una unica muestra ha ido en
aumento debido a las crecientes demandas de andlisis mas rapidos vy
complejos®107 | os métodos convencionales mas empleados para el
procesamiento de muestras previo a la medicidn de concentraciones de los analitos
incluyen técnicas de separacion clasicas como la cromatografia o las extracciones
en fase s6lidat®®1%°, 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
cromatograficas posibilitan la eficiente separacibn de una amplia gama de
compuestos con diferentes propiedades en un solo analisis. Sin embargo, los
métodos que conllevan una extraccién de los analitos presentes en la muestra y
luego una separacion cromatografica, demandan considerable tiempo y su
frecuencia de muestreo tipica no suele superar varias muestras por hora. Ademas,
la instrumentacién es costosa y genera una gran cantidad de informacioén, que no
siempre es necesaria para aplicaciones practicas. Con el tiempo, se han
desarrollado diversos métodos instrumentales que permiten la determinacion
simultanea de varios componentes en una muestra sin necesidad de separacion
previallo.11l,

El término “determinacion simultanea” en métodos de flujo fue introducido por
primera vez en 1979 por Leif Anderson'!? cuando consiguié cuantificar nitratos y
nitritos en muestras de agua de mar por FIA. Anderson emple6 una configuracion
que inyectaba un volumen Unico de muestra que luego se dividia 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 simultdneas en los métodos de flujo fue definido por la
determinacion de dos o mas especies con una misma muestra mediante una misma
configuracion®14 Esta alternativa es significativa y simplifica la automatizacion
del procedimiento al eliminar los agentes de separacion o de enmascaramiento
convencionales.

Ha sido un desafio aplicar sistemas de analisis por flujo continuo para la

determinacion simultanea de varios componentes en volimenes de muestra muy
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reducidos (generalmente de decenas o cientos de microlitros). Esto se debe a la
complejidad de adaptacion, ya que los métodos por flujo involucran fenomenos de
dispersion de muestra y reactivos, que pueden dificultar el andlisis si no se controlan
adecuadamente.

Es en este punto donde nace una nueva vertiente de los métodos de flujo llamado
analisis por inyeccion en flujo multicomponente (MCFIA, por sus siglas en inglés),
el cual introdujo mejoras en la frecuencia de muestreo, y aumento la selectividad y
sensibilidad de los sistemas de deteccién en flujo!®.

En la literatura especializada se detallan distintos tipos de configuraciones de
diversa complejidad para métodos multicomponente. La clasificacion de los
sistemas de andlisis multicomponentes mas comunes se basa en diferentes
aspectos, como el niumero de especies a determinar, la cantidad de detectores
empleados o el principio de inyeccion.

En estos sistemas multicomponente, se puede emplear un Unico detector o multiples
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 especifica. Este subgrupo se define como sistemas de multideteccion.
Ademas, la disposicion relativa de los detectores en la configuracion del sistema y
sus caracteristicas, como el principio de funcionamiento, la selectividad y la
sensibilidad, pueden utilizarse como criterios secundarios.

En el primer caso, se puede distinguir la disposicién de los detectores segun estén
dispuestos en serie 0 en paralelo. Otro criterio importante es el principio de
inyeccién. Los sistemas pueden emplear dispositivos de inyeccion uUnicos o
multiples, ya sea de manera simultdnea o secuencial, lo que se clasifica como
multideterminacion. En la literatura se encuentran descritos dispositivos de
inyeccion de distintos niveles de complejidad, adaptados tanto para aplicaciones
comunes como para aquellas mas especializadas.

Inicialmente, los sistemas MCFIA se centraban exclusivamente en FIA, siendo ésta
la técnica de flujo mas relevante a mediados de los afios 70’s y principios de los
80’s. Sin embargo, con el tiempo se incorporaron otras técnicas de flujo como SIA,
MSFIA, uTAS, entre otras, ampliando asi el espectro de métodos disponibles.

El andlisis por inyeccidon 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, almacenandolas en un mismo reservorio para
posteriormente dispensarlas como un Unico bolo de reaccion hacia un detector. Este
avance ha facilitado la implementacién de métodos simultdneos que posibilitan la
aspiracion de multiples reactivos y muestras en una misma determinacion. En la
actualidad, se cuentan con multiples principios aplicables a la deteccion simultanea
por inyeccidn secuencial, la mayoria de los cuales se fundamentan en la medicion
de doble pico16-118,

Por otra parte, los métodos espectrofotométricos mas utilizados para medir la
actividad antioxidante en muestras biolégicas y alimenticias han sido los ensayos
FRAP y ABTS, debido a que presentan ventajas como velocidades de reaccion
rapidas, miscibilidad de la muestra con el radical y sin el estricto control de
temperatura. Estos ensayos han sufrido varias modificaciones desde su primera
aparicion como métodos en lote convencionales, hasta los mas recientes métodos
automatizados por analizadores de microplacas®:''°. Ademas, se han planteado
nuevas alternativas de cada ensayo como la produccion directa de ABTS™* mediante
la reaccion con persulfato de potasio, para evitar la interferencia de los compuestos
antioxidantes y prooxidantes en el proceso de generacion del cation radical*?°.

En este sentido, la implementacion de metodologias de flujo para la determinacién
de la actividad antioxidante en alimentos aln no estd muy explotada, de tal modo
gue no existen datos bibliograficos sobre un método de flujo que conjunte mas 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 manipulacion mas versatil de las muestras dentro de los tubos de flujo con
posibles periodos de parada y marcha, asi como posibilidad de adaptacion para
técnicas de multiples reactivos y sistemas de multiples detecciones, como los
presentes en los métodos simultaneos antes descritos.

En este trabajo se desarroll6 un novedoso método simultaneo para la determinacion
de capacidad antioxidante empleando los ensayos FRAP y ABTS. El objetivo de
dicho método se centr6 en obtener dos sefiales (picos) que correspondieran al
producto de reacciébn de cada ensayo. Esto se logré gracias a que se pudo
establecer una secuencia de aspirado que permitid controlar la dispersion de los
volumenes 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 aspir6 el reactivo de FRAP y la muestra, y se enviaron al reactor para
gue se mezclaran y se mantuvieran ahi, mientras una segunda aspiracion, ahora
del reactivo ABTS y muestra, se llevaba a cabo, para luego ser enviados al mismo
reactor donde se mantenian los primeros bolos aspirados, y asi ser impulsado todo
lo contenido en el reactor hasta el detector.

Lo anterior permitié primero, mezclar los bolos del reactivo FRAP y muestra a través
de fendmenos de difusion, presentando una difusion 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 difusion por gradiente presente por haber parado
el flujo en el reactor al momento de aspirar ABTS y muestra.

Asi mismo, se logré formar dos bolos de productos de reaccion que fueran uno
detras del otro sin mezclarse entre si, controlando la dispersion de ambos bolos a
través de la longitud del reactor y los volumenes aspirados de muestra y reactivos.
En consecuencia, esto permitié una deteccion de continuo de dos sefiales (picos)
propias de cada ensayo antioxidante.

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Reactivos y disoluciones

Se utilizaron los reactivos ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)), TPTZ (2,4.6-Tri-(2-piridil)-s-triazina), K2S20s, FeCl3-6H20, HCI y el
estandar de trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico). Todos
los reactivos fueron grado analitico y adquiridos de Sigma-Aldrich.

Se prepararon disoluciones acuosas de HCI a 0.04 mol L?y 0.005 mol L7,
FeCls.6H20 a 20 mmol L, y K2S208 a 2.5 mmol L. Todas las disoluciones fueron
almacenadas en refrigeracion a 4 °C por un periodo maximo de 15 dias.

El reactivo de FRAP o complejo [Fe(TPTZ)2]** fue preparado diariamente a partir de
la mezcla de disoluciones de HCl a 0.005 mol L%, TPTZ a 0.010 mol L* (aforado con
HCI 0.04 mol L?) y FeClz.6H20 a 0.020 mol L en una proporcién 10:1:1.

El radical ABTS™ se preparé a partir de una disolucion de ABTS a 7 mmol L que
luego se mezclaron con K2S20sg a 2.5 mmol Lt en una proporciéon 1:1 (volumen-
volumen) y luego se almaceno por 12 h en ausencia de luz. Esta disolucion se

almacend en frasco &mbar y refrigeracion a 4 °C por un periodo méximo de 5 dias.
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La disolucion de trabajo de ABTS™ se preparo diariamente diluyendo a la mitad la
disolucion madre.

Se prepard una disolucion madre de 400 pmol L trolox en agua destilada y se
almaceno a 4 °C en oscuridad. A partir de ésta, se prepararon disoluciones estandar
para construir curvas de calibracion y todos los experimentos requeridos en el

desarrollo y optimizacion de la metodologia.
3.4.2 Muestras

Las muestras de alimentos analizadas fueron: jugos de arandano 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 agitacion magnética durante 5 min; posteriormente se filtr6 el extracto,
se colectd y finalmente se llevé a un aforo de 25 mL. Todas las muestras se
diluyeron en agua destilada.

3.4.3 Instrumentos y equipos

Se utilizé un equipo FlAlab SIChrom. El quipo incorpord un bucle de espera con un
volumen de 1 mL y un reservorio para disolucion portadora de 4 mL. Se utilizaron
tuberias de teflon con un didmetro interno de 0.70 mm.

El sistema de deteccion constd de dos fibras épticas de 400 um, una celda de flujo
Z (10 mm de paso 0ptico), 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 Bafio de
ultrasonido de la marca Bransonic.

Se requirid el uso de una parrilla con agitacion de la marca CIMAREC para la
extraccién de muestras por agitacion magnéticas con temperatura controlada.

Para los métodos de capacidad antioxidante por microplacas, se utilizé 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 simultaneo, es
indispensable conocer que, mientras el ensayo FRAP se fundamenta en la reduccion
de un complejo de Fe (lll) a Fe(ll), el ensayo ABTS estabiliza un radical catidnico por
medio de la transferencia de un atomo 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 coloracion a medida que aumenta la capacidad antioxidante, el ensayo ABTS
muestra la caracteristica opuesta, disminuyendo su coloracion.

La figura 3.1 muestra la representacion esqueméatica del sistema SIA para
determinar capacidad antioxidante con deteccién espectrofotométrica empleando
los ensayos ABTS y FRAP de manera simultanea (FRAP/ABTS-SIA).

Bucle de espera (1 mL)

Desecho

(9

5 T Bomba
s 769
/e o/
&

734 nm
§93 nm

Espectrofotometro

{

Celda de flujo |
Reactor (635 L) Portador

Agua/etanol

v (1:1)

Antioxidante
Portador

Desechos

Lampara UV-VIS sy
P Fibra 6ptica

Figura 3.1. Configuracion del sistema FRAP/ABTS-SIA

Los ensayos FRAP y ABTS se lograron conjuntar en un solo andlisis simultaneo a
través del uso de un reactor con volumen de 635 yL conectado antes de llegar al
detector. El sistema SIA permitié dividir el andlisis en dos pasos cruciales: 1) primero
se aspiraron volumenes de reactivo de FRAP y muestra, y se enviaron
inmediatamente al reactor para que se mezclaran y reaccionaran, manteniéndose
ahi, mientras que 2) se aspiraban voliumenes de reactivo ABTS y muestra, para
luego ser enviados al mismo reactor donde se mantenia el producto de reaccion
entre el reactivo de FRAP y muestra, y finalmente enviar los dos bolos de producto

de reaccion de ambos ensayos hacia el detector.
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Con base en lo anterior, se desarrollo la programacion 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) llené la bomba del equipo hasta
un volumen de 3 mL; luego, 43 uL de muestra o estandar y 38 uL 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 uL (pasos 2-4). A
continuacion, se aspiraron secuencialmente 38 pL del radical ABTS™, 43 uL de
muestra o el estandar y 100 yL de agua destilada en bucle de espera (pasos 5-7).
Finalmente, se dispenso 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. Programacion del sistema FRAP/ABTS-SIA
Caudal Direccion Tiempo
(uL/s) de flujo (s)

Paso Accibn Puerto Descripcion

Lienado de La bomba es llenada con 3
1 bomba con el 6-7 . 100 Inverso 30
mL de agua destilada

portador
. Se aspira 43 pL del
2 Asp|rgdo de 4 antioxidante al bucle de 80 Inverso 0.54
antioxidante
espera
Aspirado de Se aspira 38 uL de
3 reactivo de 3 disolucion FRAP al bucle de 80 Inverso 0.48
FRAP espera
Dispensado Se dispensa 600 pL al Hacia
4 ) 2 80 7.5
hacia el reactor detector delante
Aspirado del Se aspira 38 uL de
5 radical 8 disolucién ABTS al bucle de 80 Inverso 0.48
ABTS™ espera
. Se aspira 43 L del
6 Asplra_do de 4 antioxidante al bucle de 80 Inverso 0.54
antioxidante
espera
7 Aspirado de 5 Se aspira 100 pL de agua al 100 Inverso 1
portador bucle de espera.
Dispensado Se dispensa 2 662 L del
pe bucle de espera y la bomba, Hacia
8 hacia el 2 40 66.5
d . al detector pasando por el delante
etector
reactor

*Espectrofotometro configurado a 593 y 734 nm.

3.4.4.1 Calculo de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante por el ensayo FRAP, fue calculada bajo los mismos
criterios del método FRAP-SIA descrito en el capitulo 2 y empleando la ecuacion 2.3.
Para determinar la capacidad antioxidante por el ensayo ABTS, usualmente se suele

medir la decoloracion del radical ABTS™ (disminucion de absorbancia) por la
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reaccion 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 calibracion. Por tanto, se midi6 la
absorbancia del radical ABTS™ antes (Ao) y después (As) de reaccionar con la
muestra o estandar. Después, se calcularon los valores de A asTs a partir de la resta
de Ao menos As (Ec. 3.2).
A aBts = Ao - As Ec. 3.2

Los valores de A asts fueron interpretados como respuesta analitica del método,

durante todo el proceso de optimizacion y validacion.

Ambos ensayos emplearon sus respectivos valores de absorbancia para elaborar
curvas de calibracion, expresando los valores de capacidad antioxidante en umol L~

L equivalente del estandar trolox.

3.4.5 Estudios previos a la optimizacion

3.4.5.1 Implementacion del ensayo ABTS-SIA

Debido a que el objetivo del presente trabajo es conjuntar los ensayos FRAP y ABTS
en un solo analisis por SIA, fue indispensable conocer las condiciones de analisis
del método ABTS por SIA, sin embargo, aunque esta metodologia ya habia sido
desarrollada y publicada??!, se decidi6 modificar el método y proponer una
programacion distinta a lo reportado, pero similar al método FRAP-SIA desarrollado
en el capitulo 2. Esto con la finalidad de mejorar el método en el sentido de reducir
los tiempos de andlisis y que compartiera una configuracion similar al método FRAP-
SIA.

Asi, en primer lugar, se prepard una disolucion de radical ABTS™" mezclando
disoluciones de ABTS a 7 mmol L y K2S208 2.5 mmol L en una proporcion 1:1
(volumen-volumen) con un tiempo de formacion del radical de 12 h en ausencia de
luz.

Siguiendo la programacion de la tabla 3.2, se realizé un primer analisis para

observar si la reaccion del ensayo ABTS se llevaba a cabo.
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Tabla 3.2. Programacion del sistema SIA para determinar capacidad antioxidante solamente por el
ensayo ABTS
- L Caudal Direccion  Tiempo
Paso Accion Puerto Descripcion (UL s de flujo (s)
Llenado de La bomba es llenada con
1 bomba con el 6-7 . 100 Inverso 15
1.5 mL de agua destilada
portador
. Se aspira 33 L de
. Asplr_e}do de 3 disolucion ABTS al bucle 70 Inverso 0.47
disolucion ABTS d
e espera
; Se aspira 38 pL del
3 Aspqudo de 4 antioxidante al bucle de 70 Inverso 0.54
antioxidante
espera
. Se aspira 33 pL de
.Asplr_e}do de 3 disolucién ABTS al bucle 70 Inverso 0.47
disolucién ABTS
de espera
. Se aspira 110 pyL de agua
5 Aspirado de 5 al bucle de esperacon1s 50 Inverso 3.2
portador
de espera
6 Dispensado hacia > Se dispensa 100 L al 20 Hacia o5
el detector* detector y se espera 20 s delante
. : Se dispensa 1614 pL del .
7 Dispensado hacia 2 bucle de esperay la 35 Hacia 46
el detector delante

bomba, al detector
*Espectrofotémetro configurado a 734 nm.

Se propusieron dos reacciones entre el radical ABTS™ (diluido 1:5 y 1:10) frente a
un estandar de trolox de 400 umol L%, asi como la mediciéon de sus respectivos
blancos.

Posterior a verificar que el método ABTS-SIA presentd una reaccion indicativa de
gue el ensayo se realiz6 con éxito, se procedié a construir una curva de calibraciéon
con concentracion de trolox de 10 a 300 umol L con la finalidad de conocer los

parametros de regresion del método.

3.4.5.2 Evaluacion de las sefales analiticas del método FRAP/ABTS-SIA

Como punto de partida para desarrollar una configuracion SIA que permitiera
conjuntar los ensayos FRAP y ABTS en un solo analisis, se propusieron diversos
experimentos enfocados en la eleccidén de una secuencia de aspirado que permitiera
realizar las reacciones involucradas en cada ensayo y que se produjeran sefiales
analiticas (picos) separadas de cada ensayo. Es importante destacar, que primero
se evaluaron secuencias de aspirado sin involucrar un reactor en la configuracion.

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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simultaneo. 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 evalud frente a un estandar de trolox en un intervalo de
concentraciones de 10 a 160 pmol L1, Estas secuencias fueron realizadas siguiendo
una programacion similar a la descrita en la tabla 3.1, con una deteccion a 593 y
734 nm. Cada secuencia fue planteada a partir la fusién de las programaciones de
cada ensayo por SIA.

Tabla 3.3. Evaluacion de secuencias de aspirado para desarrollar el método simultaneo
FRAP/ABTS-SIA

Experimentos Secuencia de aspirado Volumen aspirado (uL)
FRAP—Antioxidante—FRAP—H,O—-ABTS—Antioxidante—
1 ABTS=H,0 33-38-33-110-33-38-33-110
) ABTS—Antioxidante—ABTS—H.O—-FRAP—-Antioxidante— 33-38-33-110-33-38-33-110
FRAP-H,0
3 FRAP—Antioxidante—H.O—Antioxidante—ABTS 33-38-110-38-33
ABTS—Antioxidante—H,O—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 decidié modificar la configuracion del sistema SIA, incluyendo en esta ocasion
un reactor de 635 pL antes de la salida al detector. De esta manera se propuso una
nueva configuracion SIA para evaluar las reacciones implicitas en los ensayos
FRAP y ABTS. La programacién empleada fue similar a la mostrada en la tabla 3.1,
con una secuencia de aspirado antioxidante—-FRAP-antioxidante-ABTS™ con
volumenes de aspirado de 38-33-38-33 L, respectivamente, y un caudal de salida
al detector de 35 pL s™. Las disoluciones de reactivo de FRAP y radical ABTS™* se
prepararon como se describe en el apartado de reactivos y disoluciones, diluyendo
unicamente al radical ABTS™ en una proporcion 1:5 con agua destilada.

Inicialmente se realiz6 una reaccion de capacidad antioxidante entre el reactivo
FRAP, el radical ABTS™y el estandar trolox con concentraciones de 20 a 140 umol
L1, registrando los blancos de reaccién 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

calculo de capacidad antioxidante.
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3.4.6 Optimizaciéon del método FRAP/ABTS-SIA
3.4.6.1 Evaluacion del orden de aspirado de la programacion secuencial

Después de establecer las condiciones de reaccion de los ensayos FRAP y ABTS,
y elegir una programacion que permitiera efectuar dichos ensayos de manera
simultdnea y con sefiales analiticas (picos) separadas, se propuso optimizar la
secuencia preliminar en funcién del orden de aspirado. Se consideraron como
variable de respuesta las absorbancias de cada ensayo (A rrap 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), asi como sus
respectivos volimenes, al usar un estandar de trolox a 60 umol L. Para estos
experimentos se usoé la programacion de la tabla 3.1, con un caudal de salida al
detector de 35 pL s. El reactivo FRAP se prepardé como se describe al inicio y sin

diluir, por otro lado, el radical ABTS<+ se diluy6 en proporcion 1:5.

Tabla 3.4. Experimentos para la eleccién de la secuencia de aspirado

Experimentos Secuencia de aspirado Volumen aspirado (L)
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 Optimizacién de paradmetros hidrodinamicos y quimicos

Se desarrollé un disefio compuesto central dividido en 3 blogues y con 3 puntos
centrales por bloque, dando un total de 33 experimentos. Los factores evaluados en
el disefio 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 utiliz6 como
variable de respuesta del disefio, las absorbancias correspondientes para cada
ensayo (A rrap Y A aBTs). Los experimentos fueron realizados empleando una

disolucién de trolox a 60 pmol L't como estandar antioxidante.
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Con la finalidad de reducir la experimentacion, los volumenes de aspirado de
muestra y del reactivo FRAP se consideraron un solo factor segun su secuencia de
aspirado, esto quiere decir todos los volimenes de la secuencia antioxidante—
FRAP-antioxidante-ABTS"* se evaluaron al mismo tiempo a los niveles del disefio.
Por otro lado, la concentracidon del reactivo FRAP fue manejado en términos de
porcentaje de su preparacion, por lo tanto, al preparar dicho reactivo en
proporciones 10:1:1 con HCI (0.005 mol L1): TPTZ (10 mmol L?): FeCls (20 mmol
L1) se consider6 como una concentracion al 100 %. La concentracion del radical
ABTS™* también se expreso6 en términos de porcentaje, siendo el radical ABTS ** sin
ninguna dilucién el 100 %. La tabla 3.5 muestra los valores bajos y altos para cada
factor del disefio compuesto central.

Tabla 3.5. Disefio compuesto central en 3 bloques con 3 puntos centrales por bloque, para
optimizar el sistema FRAP/ABTS-SIA

Factores Nivel bajo  Nivel alto
Concentracion del reactivo FRAP (%) 80 100
Concentracion del radical ABTS™ (%) 20 50

Volumen de aspirado en L
(Antioxidante-FRAP-ABTS-Antioxidante)

Caudal (uL s?) 25 35

28-23-23-28 38-33-33-38

Experimentos totales 33

3.4.7 Caracteristicas del método

Una vez seleccionadas las mejores condiciones hidrodinamicas (caudal y volumen
de aspirado de muestras y reactivos) y quimicas (concentraciones de reactivos) del
método FRAP/ABTS-SIA a través de los disefios de experimentos, se calcularon
pardmetros de intervalo lineal de la curva de calibracion, limite de deteccion y
cuantificacion, precision, recuperaciones y correlacion con los métodos de
referencia. Para todos los experimentos se utilizé el estandar de trolox como
antioxidante, reportando de esta manera resultados de la capacidad antioxidante en

umol L equivalente de trolox.

3.4.7.1 Curvas de calibracién

Es fundamental sefialar que, a pesar de que el método FRAP/ABTS-SIA mide la

capacidad antioxidante de una muestra mediante dos ensayos simultaneos, es
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necesario generar una curva de calibracion independiente para cada uno de estos

ensayos con el fin de determinar dicha capacidad antioxidante.

Tomando en cuenta lo anterior, se propusieron la construccién de dos curvas de
calibracion, una para cada ensayo, ambas con un intervalo de concentraciones de

5 a 400 umol Lt empleando el estandar de trolox.

El andlisis de datos se realizé calculando las A Frap Y A asTs respectivas de cada
ensayo, después se graficaron estas absorbancias frente a cada concentracion
empleada del estandar. Cinco curvas de calibracidon por cada ensayo fueron
construidas por un periodo de cinco dias (una curva por dia), para asi obtener una
curva promedio para cada ensayo a partir de ellas. Los limites de deteccion y
cuantificacion se estimaron considerando la desviacion estandar de la regresion

lineal (Sy/x) y la pendiente (b) de la curva de calibraciéon promedio®,
3.4.7.2 Precision intermedia

La precision del método propuesto fue evaluada en términos de reproducibilidad y
repetibilidad dentro del laboratorio, para lo cual se prepararon por duplicado, durante
cinco dias disoluciones acuosas de trolox a 60 umol L' y una muestra de extracto
de café honey al 0.5 % (m/v). Ambas disoluciones fueron aspiradas por triplicado a
las condiciones Optimas del sistema, y se les midi6é la capacidad antioxidante
(expresado en pmol L= de trolox), mediante la interpolacién de una curva de
calibracion promedio previamente descrita para cada ensayo. Para determinar la
repetibilidad y reproducibilidad se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de un

factor®293 y se calcularon las desviaciones estandar asociadas a cada parametro.

3.4.7.3 Ensayos FRAP y ABTS por microplaca

Con lafinalidad de comparar los resultados de capacidad antioxidante determinados
por el método simultaneo propuesto y los métodos de referencia de cada ensayo,
se realizaron las metodologias por microplaca para los ensayos FRAP y ABTS. Se
utilizaron disoluciones acuosas de trolox de 5 a 80 umol L™ para la curva de
calibraciéon del ensayo ABTS y concentraciones de 5 a 120 umol L™ para la curva
de calibracion del ensayo FRAP.

El procedimiento del ensayo FRAP en microplaca se realiz6 de acuerdo con lo

reportado en la literatura con ligeras modificaciones®'. En una microplaca de 96
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pozos fueron dispensados 280 uL del reactivo de FRAP y 20 uL de la muestra o
estandar por cada pozo, obteniendo de esta manera un volumen total de 300 L. El
analisis se realizé 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 proporcion 1:15 hasta
alcanzar una absorbancia cercana a la unidad. Posteriormente, en una microplaca
de 96 pozos fueron dispensados 150 pL del radical ABTS™ y 150 uL de la muestra
o estandar por cada pozo, obteniendo un volumen total de 300 uL °. El andlisis se
realizd 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 reaccion se prepararon utilizando agua destilada en lugar de la
muestra o estandar. El analisis de datos fue realizado calculando los valores de A
FrAP Y A aBTs. En adicion, las curvas de calibracion fueron construidas graficando las
concentraciones del estandar de trolox contra las Arrap Yy Ansts. De esta manera,
para cada muestra analizada, los valores de capacidad antioxidante fueron referidos

en umol L™ equivalentes del estandar trolox.

3.4.7.4 Estudio de recuperacion

Con la finalidad de estimar la exactitud del método y evaluar el efecto matriz, se
determinaron porcentajes de recuperacion de trolox en 10 muestras fortificadas con
el estandar.

Primero se procedié a la evaluacién por triplicado de la capacidad antioxidante de
diversas muestras, previamente diluidas en agua destilada. Estas incluyeron vinos
tintos Merlot y Carmenere (0.25 % (v/v) cada uno), jugos de arandano (2.50 % (v/v))
y granada (0.45 % (v/v)), ademas 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 umol L™ del
estandar de trolox y nuevamente se midi6 la capacidad antioxidante.

El calculo del porcentaje de recobro se realiz6 mediante la division de la diferencia
en la capacidad antioxidante entre la muestra fortificada y la muestra no fortificada,
entre la concentracion de trolox agregada, seguido por la multiplicacién del resultado
por 1009293,
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3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1 Estudios previos a la optimizacion

3.5.1.1 Implementacion del ensayo ABTS-SIA

Debido a que el objetivo de este trabajo es conjuntar los ensayos FRAP y ABTS en
una sola metodologia por SIA, fue indispensable implementar el ensayo ABTS por
SIA y mejorar las condiciones de reacciones implicitas, de tal forma que la
metodologia fuera mas rapida y presentara una buena sensibilidad. En adicion se
adecuo la programacion de la metodologia ABTS-SIA Io mas similar posible a la
metodologia del método FRAP-SIA previamente optimizada (Capitulo 2), con la
finalidad de facilitar la fusion de ambos ensayos con una misma programacion.

En la figura 3.2 se muestra un FIAgrama con las sefiales resultantes de las
reacciones evaluadas entre el radical cationico ABTS™ a dos niveles de
concentracion y el estandar de trolox a 400 pmol Lt a 734 nm, asi como sus
respectivos blancos. En dichas sefales, se logra apreciar que cuando se emplea el
ABTS™ diluido 10 veces sin reaccionar con trolox, la sefal registra una absorbancia
maxima de 0.492 + 0.017 y cuando se diluye 5 veces la absorbancia aumenta a
0.973 £ 0.006. Por otro lado, cuando el estandar 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 mostrd que el ensayo ABTS se llevo a cabo con éxito, debido a que dicho
ensayo se fundamenta en una reaccién entre el radical ABTS™ frente a un
antioxidante, entonces, el grado de reaccidn se asocia a la capacidad que tiene el
antioxidante de transferirle un atomo de hidrégeno para estabilizar al radical y a su
vez disminuir su coloracién. Por lo tanto, se puede interpretar que a mayor
decoloracion del radical ABTS™, mayor capacidad antioxidante tiene una muestra.
De esta manera, al observar un decaimiento en la sefial con respecto al blanco, se
puede asegurar que el ensayo ABTS se llevd a cabo con éxito.

En cuanto a las dos diluciones empleadas del radical, se observé que la dilucién 1:5
fue la que mostré una sefial con absorbancia cercana a la unidad, lo cual nos
permite tener un mayor intervalo de decaimiento de la sefial y también reducir los

errores de medicion de los picos. En contraparte, al usar una dilucion 1:10, la sefial
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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.

1.2
1.1 Blanco usando
ABTS®* (1:5)

1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

0.2 ABTS®* + trolox ABTS®* + trolox
01 (1:10) (400uM) L_L (1:5)  (400pM)

o H ey e e
_o_i.ll' 00 910.00 1410.00 1910.00 2410.00 2910.00 3410.00

Tiempo (s)

Blanco usando
ABTS°* (1:10)

Absorbancia

Figura 3.2. FIAgrama de las sefiales de reaccion del método ABTS por SIA, empleando un
estandar de trolox a 400 pmol L*
Se construyé una curva de calibracion del ensayo ABTS-SIA usando al radical
ABTS™ con una dilucién 1:5 y el estandar de trolox en un intervalo de 10 a 300 pumol
L1, cada punto de la curva fue inyectado por triplicado en el equipo. Dicha curva es
mostrada en la figura 3.3 y mostr6 una buena linealidad con un coeficiente de

correlacion de 0.996 5.
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Figura 3.3. Curva de calibracion del método ABTS por SIA, empleando un estandar de trolox en un
intervalo de 10 a 300 pmol L

3.5.1.2 Evaluacion de la sefial del sistema FRAP/ABTS-SIA

Sefales sin dispersion 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
meétodo simultaneo fue la obtencion de dos sefiales distintas (picos) en cada ensayo,
centrandose exclusivamente en medir las alturas maximas de dichos picos para el
tratamiento de los datos. En segundo lugar, el espectrofotbmetro empleado permitio
realizar el andlisis 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 permitié usar una sola
longitud de onda (593 nm) para monitorear ambos ensayos en las primeras
experimentaciones antes de la optimizacion y validacion.

Las sefales analiticas de los resultados correspondientes a los 4 experimentos
propuestos en la tabla 3.3 de la metodologia, presentaron ciertas irregularidades
descritas a continuacion: los experimentos 1 y 2 presentaron solo un pico definido
en lugar de dos (uno por cada ensayo), esto probablemente se debi6 a que en
ambos experimentos la secuencia de aspirado fue demasiado larga, imposibilitando
controlar la dispersion de los bolos de producto de reaccion de cada ensayo.

Para ambos experimentos se reprodujeron de manera idéntica las secuencias y
voliumenes empleados que en los métodos independientes FRAP-SIA y ABTS-SIA,
siendo separados Unicamente por un volumen de 110 pyL de agua entre cada
secuencia. De esta manera, el experimento 1 solo se diferencié 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 ultimo que llega
al detector, ya que se invierte el flujo. En la figura 3.4 se muestra la sefal
correspondiente al experimento 1 cuando se evalué con trolox a 10 umol L*
monitoreado a 593 nm. En este experimento (secuencia FRAP-Antioxidante—
FRAP-H20-ABTS—-Antioxidante—ABTS—-H20) el pico que presenté irregularidad

en su forma fue del ensayo FRAP, ya que el bolo se dispersé tanto que no logré
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salir por completo del detector. Esto pudo ser corroborado gracias a que también se

analiz6 un blanco en donde no hubiera presencia de reactivo FRAP (secuencia H20
—Antioxidante—H.0-H20-ABTS-Antioxidante—ABTS-H20), dando como
resultado solo una sefial del ensayo ABTS como se muestra en la figura 3.5. Los
experimentos 2, 3 y 4 presentaron el mismo efecto de dispersion, variando
Unicamente el orden de aparicion del pico de cada ensayo.
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0.13 ABTS ABTS ABTS

0.11

0.09 FRAP

0.07 FRAP FRAP

0.05
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0.03

o i

-0.0%1400 11600 1180 12000 12200 12400 12600
Tiempo (s)

Figura 3.4. FIAgrama del experimento 1 (secuencia FRAP—-Antioxidante—-FRAP-H20O-ABTS—
Antioxidante—ABTS-H20) empleando trolox a 10 pmol L1
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Figura 3.5. FIAgrama del blanco del experimento 1 (secuencia H.O—Antioxidante—H.O—-H>0—
ABTS—Antioxidante—ABTS-H20) empleando trolox a 10 pmol L*

Sefales con dispersién controlada
De esta manera se optd por introducir un reactor antes de la salida al detector con
la finalidad de poder separar los productos de reaccion de cada ensayo y que no se

mezclaran por el efecto de la dispersion. Esto fue posible debido a que el sistema
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SIA permiti6é dividir el analisis en dos pasos: 1) aspirar voliumenes de reactivo de
FRAP y muestra, y enviarlos inmediatamente al reactor para que se mezclaran y
reaccionaran, 2) aspirar voliumenes del radical ABTS™ y muestra, para ser enviados
al mismo reactor donde se mantenia el producto de reaccion del ensayo FRAP, y
enviar los dos bolos de producto de reaccion de ambos ensayos hacia el detector.
La secuencia usada en esta ocasion fue antioxidante—FRAP-antioxidante-ABTS
con voliumenes de aspirado de 38-33-38-33 L, respectivamente. En esta nueva
configuracion, al mezclar el reactivo de FRAP, el radical ABTS*y el agua destilada
(blanco) a través del sistema SIA propuesto, se observaron dos sefales (picos) a
593 nm. El primer pico registr6 una absorbancia de 0.027+0.006 unidades y el
segundo 0.184+0.004 unidades, lo cual indicé que a 593 nm primero se observa un
pico del blanco del reactivo FRAP vy luego otro pico del blanco del radical ABTS™
gue, aunque su maxima absorcién es a 734 nm, también absorbe a 593 nm. Por
otra parte, a 734 nm Unicamente se registrd6 un pico con una absorbancia de
0.285%0.006 unidades, indicando solo la sefial correspondiente al blanco del radical
ABTS™.

Lo anterior se logré gracias a que el reactor que se agrego6 a la configuracién tuvo
varias funciones que ayudaron al método simultdneo. La primera funcion fue la de
separar en dos reservorios a los reactivos y muestra de cada ensayo, de esta
manera, mientras el producto de reaccion 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 si ambos ensayos. Otra funcién fue que
ayudo6 a mejorar el mezclado por difusion 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** disminuyo en un 35 %
al usar una longitud de onda de 593 nm, se opt0 por usar ambas longitudes de onda
en el detector al emplear el método FRAP/ABTS-SIA. De esta manera, a 593 nm
solo se considero el primer pico correspondiente al ensayo de FRAP y a 734 nm el

pico correspondiente al ensayo del ABTS.

En adicion, al mezclar el reactivo de FRAP, el radical ABTS™y el estandar trolox a

través del método FRAP/ABTS-SIA propuesto, se midieron dos picos indicativos de
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gue la reaccion para cada ensayo se llevo a cabo. Por lo tanto, cuando se utilizaron
concentraciones de trolox en aumento de 20 a 140 uymol L™, el primer pico del
ensayo FRAP incrementd y el segundo pico del ensayo ABTS disminuyé con

respecto a sus valores de absorbancia (figura 3.6).

Blanco Reaccion
0.39 ) :
Pico ABTS ~ Pico FRAP
y 3
o 029 K
Q
=
©
2 0.19
3
¥ A .
< .09 Pico FRAP GO RBES
~ v
-0.01 " ik B
54:43.2 56:09.6 57:36.0 59:02.4 00:28.8 01:55.2 03:21.6
hora de analisis
e— 734 N =503 nm

Figura 3.6. FIAgrama de la sefial de reaccion del sistema SIA, empleando los ensayos ABTS y

FRAP de manera simultanea frente a trolox 140 ymol L1

3.5.1.3 Evaluacién 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 estandar de trolox 60 pmol L. Los
experimentos del 1 al 4 mostraron los valores mas altos de absorbancia para ambos
ensayos, sin embargo, se optd por repetir estos experimentos usando trolox a 120
umol Lt e introducir un paso mas en la secuencia, aspirando 100 puL 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 concentracion de trolox fue para notar ain mas
la diferencia en el grado de reaccién de cada ensayo y de ésta elegir la secuencia
gue brinde mayores valores de A rrap Y A ABTs.

El aspirado de 100 pL de agua destilada al final de la secuencia de aspirado ayudo
a mejorar la separacion de las sefiales analiticas pertenecientes a los ensayos
FRAP y ABTS. Lo anterior se debi6 a que en estas secuencias el bolo producido

por el segundo ensayo (aspirado en cualquiera de las 4 secuencias) se disperso
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con el bolo del primer ensayo aspirado, entonces, aspirar un volumen de agua como
altimo paso permitié que ambos bolos no se mezclaran por dispersion.

Dichos experimentos dieron como resultado la eleccion de la secuencia
Antioxidante-FRAP-ABTS-Antioxidante con los valores mas altos de A Frap Yy A
ABTs de 0.271+0.002 y 0.197+0.003, respectivamente. Esto se debid a que al estar
ambos reactivos en la parte media de la secuencia, divididos por el volumen de
agua que los separaba por el reactor empleado, se obtuvo una buena dispersion de
ambos reactivos con los volimenes de muestra y el portador, permitiendo una

reaccion mas exhaustiva con valores de A rrap Yy A asTs altos.

Tabla 3.6. Resultados para la eleccién de la secuencia de aspirado, en funcion de la absorbancia
estimada para cada ensayo utilizando trolox a 60 pmol L
Secuencia de aspirado Arrap @593 nm  Aasts @ 734 nm

Experimento

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 Disefio compuesto central (DCC) para la optimizacion del sistema
FRAP/ABTS-SIA

Con la finalidad de encontrar los factores que influyeron significativamente sobre el
meétodo simultaneo y a su vez obtener las condiciones Optimas, se realizo el analisis
del DCC. Es importante destacar que, aunque el método realiza una determinacion
en simultaneo de dos ensayos, se obtienen dos sefiales analiticas independientes,
y por tanto, se trabaja con dos variables de respuestas (A rrap Y A asTs). La matriz
del disefio, asi como los resultados de cada experimento son mostrados en la tabla
3.7.
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Tabla 3.7. DCC en 3 bloques con 3 puntos centrales, para evaluar los factores concentracion
FRAP, concentracién del radical ABTS* volumen de aspirado y caudal del sistema FRAP/ABTS-
SIA, usando Aerrar Y AasTts cOmo variables de respuesta y Trolox 60 pmol L como estandar

Concentracion Concentracion  Volimenes de  Caudal Arrap AngTs

Blogue FRAP 2 ABTS™a Aspirado c 593 nm 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 0177  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 0175  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 0171  0.133
2 80 20 38/33/33/38 35 0.170  0.130
2 90 35 33/28/28/33 30 0150  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 0103  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 0157  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

2Valores expresados en porcentajes (v/v); ® volumen expresado en pL (Antioxidante/FRAP/ABTS/ Antioxidante); © caudal
expresado en pL s
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Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) para cada factor evaluado

indicaron que el volumen de aspirado y la concentracion del radical ABTS™
influyeron significativamente sobre la experimentacién (valor P < 0.05), al analizar
el disefio tanto para la variable de respuesta A rFrap COMOo para A asTs.

Sin embargo, al analizar los diagramas de Pareto para cada variable de respuesta
(figuras 3.7 y 3.8), se observé que existian diferencias en cuanto a la influencia
ejercida por la concentracion de los reactivos propios de cada ensayo. Destacando
de esta manera que cuando se analiza el disefio en funcién de la variable de
respuesta del ensayo FRAP (A rrap), el disefio sugiere incrementar la concentracion
del reactivo FRAP y disminuir la concentracion del radical ABTS. Por el contrario, al
analizar el disefio en funcion de la variable de respuesta del ensayo ABTS (A aBTs),
el disefio sugiere incrementar la concentracion del radical ABTS y disminuir la

concentracion del reactivo FRAP.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Abs 593 nm

D:Volumen
B:[ABTS]
BB

DD
C:Caudal
AA

AB
A:[FRAP]

D

! ! 1 1 ! !
5 10 15 20 25 30
Efecto estandarizado

o _:EEDDDDDDDHHH__

Figura 3.7. Diagrama de Pareto estandarizado con interacciones binarias de los factores, para
maximizar la respuesta del sistema FRAP/ABTS-SIA, empleando Arrap cOMO variable de respuesta
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Abs 734 nm
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Figura 3.8. Diagrama de Pareto estandarizado con interacciones binarias de los factores, para
maximizar la respuesta del sistema FRAP/ABTS-SIA, empleando Aasts como variable de
respuesta.

Cada andlisis del disefio en funcion de su variable de respuesta propuso valores
optimos de cada factor evaluado, presentando diferencia en cuanto a los valores
optimos para el reactivo FRAP y radical ABTS. Sin embargo, los valores 6ptimos
sugeridos para el caudal (40 pL s?) y volumen de aspirado (Antioxidante (43 pL) —
FRAP (38 pL) — ABTS (38 pL) — Antioxidante (43 pL)), fueron exactamente los

mismos en cada analisis del disefio.

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 umol L-
!, 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 rrap de los experimentos
2 y 3 eran muy similares, sin embargo, el experimento 2 mostraba los valores mas
altos de A asts. De esta manera, se eligieron valores Optimos 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 6ptimos de concentracidn para el reactivo de
FRAP y el radical ABTS* usando trolox a 60 pmol L.

Experimento Concentracion FRAP Concentracion ABTS™ A rrap A agts
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 pL sy volumen de aspirado (Antioxidante (43 uL)-FRAP(38 uL)-ABTS(38
uL)-Antioxidante (43 pL)).

3.5.3 Caracteristicas del método propuesto

En este apartado se determinaron para cada ensayo los parametros estadisticos
(intervalo lineal y limites de deteccion y cuantificacion) y de validacién (precision,
recuperaciones y correlacion con método de referencia) del método simultaneo,
debido el método present6 sefiales separadas para cada ensayo.

3.5.3.1 Curva de calibracion

Para el método propuesto, se graficaron las absorbancias obtenidas de cada ensayo
al utilizar concentraciones de trolox en un intervalo de 5 a 400 uymol L, sin embargo,
para el ensayo FRAP la linealidad fue de 5 a 150 umol L1 de trolox, y para el ensayo
ABTS de 5 a 400 ymol L? de trolox. Por lo tanto, se establecié un intervalo de
concentraciones de 10 a 120 ymol L de trolox, para ambos ensayos, dado que el
analisis es realizado de manera simultanea y el intervalo lineal debe ser el mismo
para ambos ensayos. Lo anterior se justifica en que el método simultaneo debe
poder realizar ambas curvas de calibracion al mismo tiempo en el mismo intervalo
lineal, y a su vez la muestra que se analice sea tratada (diluida) en funcion de este
intervalo para los dos ensayos.

Con la finalidad de obtener un mejor estimado de las curvas de calibracion (10 a
120 umol L de trolox) de cada ensayo, se decidié construir una curva diariamente
durante 5 dias. Con los datos de las 5 curvas de calibracion, se propuso construir
una curva promedio para las determinaciones de capacidad antioxidante llevadas a
cabo por cada ensayo por el sistema SIA simultaneo, dichas curvas de calibracion
son mostradas en las figuras 3.9 y 3.10. La ecuacion de regresion lineal de la curva
para el ensayo FRAP tuvo una pendiente de 0.002 6 + 0.000 1, una interseccion de

0.006 0 + 0.006 5, un coeficiente de correlacion de 0.997 9, limites de deteccion y
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cuantificacion de 0.031 3 y 0.091 2 ymol L™, 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 interseccion de -0.009 4 £ 0.001 4, un coeficiente de correlacion de 0.999
9, limites de deteccién y cuantificacion de 0.004 7 y 0.006 2 pmol L™,
respectivamente, con el mismo intervalo de confianza. Ambas curvas presentaron
una pendiente positiva, destacando una mayor sensibilidad a las variaciones de

concentracion de trolox la curva del ensayo FRAP.

Grafico del Modelo Ajustado
Abs Promedio = 0.00601488 + 0.00261868* Trolox [umol L]

0.4
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Absorbancia
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Figura 3.9. Curva promedio para determinacion de capacidad antioxidante para el ensayo FRAP
usando en sistema FRAP/ABTS-SIA

Grafico del Modelo Ajustado
Absorbancia promedio = -0.00942149 + 0.00230413*Trolox [Hmol L]
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Figura 3.10. Curva promedio para determinacién de capacidad antioxidante para el ensayo ABTS
usando en sistema FRAP/ABTS-SIA

3.5.3.2 Precision intermedia

En este apartado la precision del método FRAP/ABTS-SIA fue evaluada, y se utilizd

un estandar de trolox y una muestra para este estudio con la finalidad de observar
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que tan preciso es el método simultaneo al usar un compuesto puro y una matriz
compleja que involucra a mas de un compuesto.

Los valores de capacidad antioxidante de trolox 60 umol L'y extracto de café honey
al 0.5 % para determinar la precision son mostrados en las tablas A3.1y A3.2 de
los anexos, y expresados en unidades de umol L= de trolox.

La repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio para el ensayo FRAP fueron de
1.70 y 2.04 % para el extracto de café honey, asi como 1.14 y 1.89 % para el
estandar trolox, respectivamente. Por otro lado, el ensayo ABTS mostr6 0.78 y 1.82
% para el extracto de café honey, asi como 0.87 y 2.09 % para el estandar 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 precision acorde con los criterios de la AOAC vy el
CODEX Alimentarius 103195 En adicién, para ambos ensayos la precision realmente
no presenta diferencias sustanciales entre usar un compuesto puro 0 una matriz
compleja.

3.5.3.3 Recuperaciones

Los porcentajes de recobro obtenidos para ambos ensayos utilizando el sistema SIA
simultaneo 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 %R
FRAP 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 ardndano (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 recuperacion.
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3.5.3.4 Correlacion entre los métodos FRAP/ABTS-SIA y microplaca

La implementacién de los ensayos FRAP y ABTS por microplaca permitié la
construccion de sus respectivas curvas de calibracion usando estandares de trolox,
para posteriormente cuantificar la capacidad antioxidante de diversas muestras
alimenticias. El ensayo FRAP por microplaca tuvo una curva de calibracion con un
intervalo lineal de 5 a 120 ymol L, 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 calibraciéon con un intervalo lineal de 5 a 80 ymol L, 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 simultaneo y por microplaca
usando estandares de trolox fueron graficados, para obtener un gréfico de
correlacion entre ambos métodos (figura 3.11). En consecuencia, se obtuvo una
correlacion del 99 % para ambos ensayos, confirmando la existencia de una
correlacion directa de las respuestas analiticas por ambos métodos, asegurando la
confiabilidad de los valores de capacidad antioxidante por el sistema FRAP/ABTS-
SIA. El ensayo FRAP mostré una pendiente 5 veces mayor a la del ensayo ABTS,
esto debido a que el ensayo FRAP empleé el reactivo FRAP a una concentracion
menor a lo usualmente empleado en la literatura, a diferencia del ensayo ABTS en
donde se tuvo que incrementar la concentracion del radical y en consecuencia

disminuyo la sensibilidad de dicho ensayo.
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Figura 3.11. Correlacién 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 ymol L1 para el
ensayo FRAP y de 10 a 100 umol L* para el ensayo ABTS

3.5.3.5 Aplicacion 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 umol L de
trolox, para los ensayos FRAP y ABTS, tanto por FRAP/ABTS-SIA y microplaca.
Después de realizar el estadistico de muestras pareadas, se obtuvo que los
resultados por SIA simultdneo 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,
aungue 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

Extracto de café honey

Extracto de café

lavado

Extracto de té verde

Jugo de arandano

Jugo de granada

Vino tinto Carmenere

Vino tinto Merlot

Extracto de orégano
Extracto de comino

Extracto de romero

SIA 2
6 830.07+430.41

7 616.30+£343.10

24 949.28+307.44
1 822.03+155.88
9 447.25+438.33
16 655.07+491.90
16 742.03+482.70
6 546.09+263.37
1 022.83+34.94
3 244.06+243.48

LOTE?®
8 507.20+321.38

8 022.79+63.79

25 897.93+403.14
1652.47+£105.15
10 984.03+212.19
17 341.30+291.63
17 133.69+157.20
8 752.37+489.97
1477.42+31.57
3 340.93+95.77

SIA #
6 591.95+536.46

5906.13+299.28

13 429.75+670.43
1 203.33+£26.28
6 924.23+315.88

11 502.31+613.10
9 833.59+546.97
5763.97+£70.07

894.30+68.37
3 028.63+£139.04

LOTE®
8 523.48+1 137.97

7 145.51+170.96

18 919.64+406.42
1866.33+47.24
10 819.17+412.98
15 765.65+573.48
14 946.73+525.30
7 036.98+198.66
1280.63+6.77
3 846.05+108.38

2 Valores de capacidad antioxidante expresados en umol L de trolox.
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Figura 3.12. Correlacién de capacidad antioxidante (CA) de los ensayos FRAP y ABTS, por

FRAP/ABTS-SIA y microplaca para 10 muestras alimenticias.

3.6 CONCLUSIONES

e EIl método propuesto es el primer método reportado para determinar la
capacidad antioxidante empleando los ensayos ABTS y FRAP de manera
simultanea a través de un sistema SIA. El método ofrece una taza de
muestreo de hasta 30 muestras por hora, presenta una configuracion sencilla

y no requiere un tiempo prolongado de reaccion.

e Se redujeron los volumenes de muestra y reactivo involucrados en cada
ensayo, asi como las concentraciones de los reactivos. El tiempo de andlisis
del método fue de 2 minutos, lo cual, indica un analisis rapido si
consideramos que por cada analisis se obtienen dos valores de capacidad
antioxidante de dos ensayos distintos.

e La principal ventaja del método propuesto radica en la posibilidad de realizar
la medicion de capacidad antioxidante con dos sefiales independientes
propias de cada ensayo con un solo andlisis, a pesar de que cada ensayo
presenta diferentes cinéticas de reaccion.

e El sistema SIA se caracteriz6 por presentar una buena precisibn con un
porcentaje menor o igual al 2 %, barrera que en los métodos por lote es dificil
superar, debido a los errores de manipulacion y dispensado de muestras y

reactivos.
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Todos los métodos SIA desarrollados, optimizados y validados en este trabajo
demostraron el alto potencial que presentan las técnicas de andlisis por flujo para la
determinacién de capacidad antioxidante por diversos ensayos. Los 3 métodos SIA
propuestos fueron totalmente nuevos, lo cual los convierte en los primeros y Gnicos
en su tipo para la determinacion 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 reduccién en el
consumo de muestra y reactivos, el acortamiento de los tiempos de analisis y la
minimizacion en los errores por manipulacion 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 dependera de las necesidades de cada analista, ya que se requerira
el mismo tiempo de analisis para una muestra o para 96. De esta manera, los
meétodos SIA ofrecen un tiempo de andlisis mas rapido por muestra que los métodos
por microplaca, siendo estos métodos SIA una alternativa para cuantificar
capacidad antioxidante con una alta precision 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 concentracion de reactivos.
Reduccion del tiempo de analisis.
Excelente precision.

Configuracion sencilla.

Valores de CA iguales al método

ORAC-microplaca.

e Menor tasa de muestreo en
comparacion con el método ORAC-
Microplaca.

e Temperatura de 50 °C no Optima
para sistemas biolégicos.

e Se requiere el uso de una celda de

extraccion para eliminar burbujas.

FRAP-SIA

Alta estabilidad del reactivo FRAP.
Reduccion de tiempo de analisis.
Menor consumo de muestra vy
reactivo.

Excelente precision.

Configuracion sencilla.

Valores de CA similares al método
FRAP-microplaca.

No requiere temperatura controlada.

Menor tasa de muestreo en

comparacion con el método FRAP—
Microplaca.
e Muestra preparada sélo en medio

acuso.

FRAP/ABTS-
SIA
(método

simultaneo)

Reduccion de tiempo de analisis.
Excelente precision.

Andlisis de una misma muestra en
simultaneo.

Menor consumo de muestra y
reactivo.

No requiere temperatura controlada.

Configuracion sencilla.

e Menor tasa de muestreo en
comparacion con el método FRAP—
Microplaca.

e Valores de CA distintos a los
métodos FRAP y ABTS por

microplaca.

CA: Capacidad antioxidante.

128

——
| —



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

BIBLIOGRAFIA .

BIBLIOGRAFIA

Zanchettin AM, Facciotti F. A collaborative robotic solution to partly automate SARS-CoV-2
serological tests in small facilities. SLAS  Technol. 2022;27(1):100-106.
doi:10.1016/j.slast.2021.10.012

Cortez F de J, Gebhart D, Tandel D, et al. Automation of a multiplex agglutination-PCR
(ADAP) type 1 diabetes (T1D) assay for the rapid analysis of islet autoantibodies. SLAS
Technol. 2022;27(1):26-31. doi:10.1016/j.slast.2021.10.001

Tentarelli S, Romero R, Lamb ML. Script-based automation of analytical instrument software
tasks. SLAS Technol. 2022;27(3):209-213. doi:10.1016/j.slast.2021.10.019

Ruzicka J (Jarda). Redesigning flow injection after 40 years of development: Flow
programming. Talanta. 2018;176:437-443. doi:10.1016/j.talanta.2017.08.061

Trojanowicz M. Flow-injection analysis as a tool for determination of pharmaceutical residues
in agueous environment. In: Talanta. Vol 96. Elsevier B.V.; 2012:3-10.
doi:10.1016/j.talanta.2011.12.081

Jaccoulet E, Schweitzer-Chaput A, Toussaint B, Prognon P, Caudron E. Simple and ultra-fast
recognition and quantitation of compounded monoclonal antibodies: Application to flow
injection analysis combined to UV spectroscopy and matching method. Talanta.
2018;187:279-286. doi:10.1016/j.talanta.2018.05.042

Mesquita RBR, Rangel AOSS. A review on sequential injection methods for water analysis.
Anal Chim Acta. 2009;648(1):7-22. doi:10.1016/j.aca.2009.06.030

Ruzicka J, Hansen EH. A new concept of fast continuos flow analysis. Anal Chim Acta.
1975;78:145-157.

Cerda V, Ferrer L, Avivar J, Cerdad A. Evolution and Description of the Principal Flow
Techniques. In: Flow Analysis. Elsevier; 2014:1-42. doi:10.1016/b978-0-444-59596-6.00001-
2

Rocha FRP, Nébrega JA, Fatibello Filho O. Flow analysis strategies to greener analytical
chemistry. An overview. Green Chemistry. 2001;3(5):216-220. doi:10.1039/b103187m
Melchert WR, Reis BF, Rocha FRP. Green chemistry and the evolution of flow analysis. A
review. Anal Chim Acta. 2012;714:8-19. doi:10.1016/j.aca.2011.11.044

Reis BF, Morales-Rubio A, De La Guardia M. Environmentally friendly analytical chemistry
through automation: comparative study of strategies for carbaryl determination with p-
aminophenol. Anal Chim Acta. Published online 1999:265-272.

Francis PS, Lewis SW, Lim KF, Carlsson K, Karlberg B. Flow analysis based on a pulsed flow
of solution: theory, instrumentation and applications. Talanta. Published online 2002:1029-
1042. www.elsevier.com/locate/talanta

Cafiizares-Macias M del P. Andlisis por inyeccion en flujo: herramienta clave para la
automatizacién analitica. Revista de la Sociedad Quimica de México. 2002;46(2):167-174.
Martinez J. Flow Injection Analysis of Pharmaceuticals. Firts. Taylor & Francis; 1996.
Ruzicka J, Marshall GD. Sequential Injection : A New Concept for Chemical Sensors, Process
Analysis and Laboratory Assays. Vol 237.; 1990.

Erustes JA, Andrade-Eiroa A, Cladera A, Forteza R, Cerda V. Fast sequential injection
determination of benzo[A]pyrene using variable angle fluorescence with on-line solid-phase
extraction. Analyst. 2001;126(4):451-456. doi:10.1039/b010129j

Andrade-Eiroa A, Erustes JA, Forteza R, Cerda V, Lima JLFC. Determination of Chloride by
Multisyringe Flow Injection Analysis and Sequential Injection Analysis with Potentiometric
Detection. Vol 467.; 2002.

Thomas O, Théraulaz F, Cerda V, Constant D, Quevauviller P. Wastewater quality monitoring.
TrAC Trends in Analytical Chemistry. 1997;16(7):419-424.

Pinto PCAG, Saraiva MLMFS, Lima JLFC. A flow sampling strategy for the analysis of oil
samples without pre-treatment in a sequential injection analysis system. Anal Chim Acta.
2006;555(2):377-383. doi:10.1016/j.aca.2005.09.009

Cerda V, Estela JM, Forteza R, et al. Flow Techniques in Water Analysis. Vol 50.; 1999.
www.elsevier.com/locate/talanta

Miré M, Cerda V, Manuel Estela J. Multisyringe flow injection analysis: characterization and
applications. TrAC Trends in Analytical Chemistry. 2002;21(3):199-210.

129

——
| —



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

BIBLIOGRAFIA .

Cerda V, Ferrer L, Portugal LA, de Souza CT, Ferreira SLC. Multisyringe flow injection
analysis in spectroanalytical techniques — A review. TrAC - Trends in Analytical Chemistry.
2018;98:1-18. doi:10.1016/j.trac.2017.10.016

Almeida MIGS, Estela JM, Cerda V. Multisyringe flow injection potentialities for hyphenation
with different types of separation techniques. Anal Lett. 2011;44(1-3):360-373.
doi:10.1080/00032719.2010.500779

Renata Micha AZ. Antioxidants in Health and Disease. Firts. Taylor Francis Group; 2015.
Banerjee R, Verma AK, Siddiqui MW. Natural Antioxidants. Applications in Foods of Animal
Origin. Firts. Taylor & Francis Group; 2017.

Halliwell B, C Gutteridge JM. Free Radicals in Biology and Medicine. Fifth. Oxford University
Press; 2015.

Halliwell B. Antioxidant characterization methodology and mechanism. Biochem Pharmacol.
1995;49(10):1341-1348.

Halliwell B. Biochemistry of oxidative stress. Biochem Soc Trans. 2007;35(5):1147-1150.
http://www.oup.com

Apak R, Ozyirek M, Giiclii K, Capanollu E. Antioxidant activity/capacity measurement. 1.
Classification, physicochemical principles, mechanisms, and electron transfer (ET)-based
assays. J Agric Food Chem. 2016;64(5):997-1027. doi:10.1021/acs.jafc.5b04739

Trevisan M, Browne R, Ram M, et al. Correlates of Markers of Oxidative Status in the General
Population. Am J Epidemiol. 2001;154(4).
https://academic.oup.com/aje/article/154/4/348/62001

Smith MA, Rottkamp CA, Nunomura A, Raina AK, Perry G. Oxidative stress in Alzheimer’s
disease. Biochimica et Biophysica Acta . 2000;1502(1):139-144.
www.elsevier.com/locate/bba

Guidi I, Galimberti D, Lonati S, et al. Oxidative imbalance in patients with mild cognitive
impairment and Alzheimer's disease. Neurobiol Aging. 2006;27(2):262-269.
doi:10.1016/j.neurobiolaging.2005.01.001

Bolton JL, Trush MA, Penning TM, Dryhurst G, Monks TJ. Role of quinones in toxicology.
Chem Res Toxicol. 2000;13(3):135-160. doi:10.1021/tx9902082

Lépez-Alarcén C, Denicola A. Evaluating the antioxidant capacity of natural products: A review
on chemical and cellular-based assays. Anal Chim Acta. 2013;763:1-10.
doi:10.1016/j.aca.2012.11.051

Niki E. Assessment of antioxidant capacity in vitro and in vivo. Free Radic Biol Med.
2010;49(4):503-515. doi:10.1016/j.freeradbiomed.2010.04.016

Huang D, Boxin OU, Prior RL. The chemistry behind antioxidant capacity assays. J Agric Food
Chem. 2005;53(6):1841-1856. do0i:10.1021/jf030723c

Pisoschi AM, Negulescu GP. Methods for Total Antioxidant Activity Determination: A Review.
Biochemistry & Analytical Biochemistry. 2012;01(01). doi:10.4172/2161-1009.1000106

Apak R, Capanoglu E, Shahidi F. Measurement of Antioxidant Activity & Capacity. Recent
Trends and Applications. Firts. John Wiley & Sons Ltd ; 2018.

Huang D, Boxin Ou, Prior RL. The chemistry behind antioxidant capacity assays. J Agric Food
Chem. 2005;53(6):1841-1856. doi:10.1021/jf030723c

Huang D, Ou B, Hampsch-Woodill M, Flanagan JA, Prior RL. High-throughput assay of
oxygen radical absorbance capacity (ORAC) using a multichannel liquid handling system
coupled with a microplate fluorescence reader in 96-well format. J Agric Food Chem.
2002;50(16):4437-4444. doi:10.1021/jf0201529

Mellado-Ortega E, Zabalgogeazcoa |, Vazquez de Aldana BR, Arellano JB. Solutions to
decrease a systematic error related to AAPH addition in the fluorescence-based ORAC assay.
Anal Biochem. 2017;519:27-29. d0i:10.1016/j.ab.2016.12.009

Ou B, Hampsch-Woodill M, Prior RL. Development and Validation of an Improved Oxygen
Radical Absorbance Capacity Assay Using Fluorescein as the Fluorescent Probe. J Agric
Food Chem. 2001;49(2):4619-4626. doi:10.1051/jp2:1995126

Ihsanpuro SI, Gunawan S, Ibrahim R, Aparamarta HW. Extract with high 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) inhibitory capability from pericarp and seed of mangosteen (Garcinia
mangostana L.) using microwave-assisted extraction (MAE) two-phase solvent technique.
Arabian Journal of Chemistry. 2022;15(12). doi:10.1016/j.arabjc.2022.104310

Taha M, Imran S, Rahim F, et al. Discovering biological efficacy of new thiadiazole as effective
inhibitors of urease, glycation, and (DPPH) scavengers: Biochemical and in silico study. J Mol
Struct. 2023;1274:49. doi:10.1016/j.molstruc.2022.134

( ]
llBOJ



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

BIBLIOGRAFIA .

Sawczuk R, Karpinska J, Filipowska D, Bajguz A, Hryniewicka M. Evaluation of total phenols
content, anti-DPPH activity and the content of selected antioxidants in the honeybee drone
brood homogenate. Food Chem. 2022;368. doi:10.1016/j.foodchem.2021.130745

Liang N, Kitts DD. Antioxidant property of coffee components: Assessment of methods that
define mechanism of action. Molecules. 2014;19(11):19180-19208.
doi:10.3390/molecules191119180

Benzie IFF, Strain JJ. The Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) as a Measure of
“Antioxidant Power”: The FRAP Assay. Vol 239.; 1996.

Miller’ NJ, Rice-Evans C, Davies2 M 1, Gopinathan’ V, Milner A. A novel method for
measuring antioxidant capacity and its application to monitoring the antioxidant status in
premature neonates. Clin Sci. 1993;84:407.

Indracanti M, Chv S, Sisay T. A 96 well-microtiter plate ABTS based assay for estimation of
antioxidant activity in green leafy vegetables. Biotechnology International. 2019;12(2):22-29.
www.bti.org.in

Re R, Pellegrini N, Proteggente A, Pannala A, Yang M, Rice-Evans C. Antioxidant activity
applying an improved ABTS radical cation decolorization assay. Free Radic Biol Med.
Published online 1999.

Echegaray N, Pateiro M, Munekata PES, et al. Measurement of antioxidant capacity of meat
and meat products: Methods and applications. Molecules. 2021;26(13).
doi:10.3390/molecules26133880

Ukeda H, Adachi Y, Sawamura M. Flow injection analysis of DPPH radical based on electron
spin resonance. Talanta. 2002;58:1279-1283. www.elsevier.com/locate/talanta

Polasek M, Skala P, Opletal L, Jahodar L. Rapid automated assay of anti-oxidation/radical-
scavenging activity of natural substances by sequential injection technique (SIA) using
spectrophotometric detection. Anal Bioanal Chem. 2004;379(5-6):754-758.
doi:10.1007/s00216-004-2559-4

Pellegrini N, Del Rio D, Colombi B, Bianchi M, Brighenti F. Application of the 2,2'-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical cation assay to a flow injection system for the
evaluation of antioxidant activity of some pure compounds and beverages. J Agric Food
Chem. 2003;51(1):260-264. doi:10.1021/jf020657z

Lima MJR, Téth | V., Rangel AOSS. A new approach for the sequential injection
spectrophotometric determination of the total antioxidant activity. In: Talanta. Vol 68. Elsevier;
2005:207-213. doi:10.1016/j.talanta.2005.06.058

Martins AC, Bukman L, Vargas AMM, et al. The antioxidant activity of teas measured by the
FRAP method adapted to the FIA system: Optimising the conditions using the response
surface methodology. Food Chem. 2013;138(1):574-580.
doi:10.1016/j.foodchem.2012.10.143

Ramos I, Gregério BJR, Barreiros L, et al. Programmable flow system for automation of
oxygen radical absorbance capacity assay using pyrogallol red for estimation of antioxidant
reactivity. Talanta. 2016;150:599-606. doi:10.1016/j.talanta.2015.12.061

Valko M, lzakovic M, Mazur M, Rhodes CJ, Telser J. Role of oxygen radicals in DNA damage
and cancer incidence. Mol Cell Biochem. 2004,;266:37-56.

Valko M, Leibfritz D, Moncol J, Cronin MTD, Mazur M, Telser J. Free radicals and antioxidants
in normal physiological functions and human disease. International Journal of Biochemistry
and Cell Biology. 2007;39(1):44-84. doi:10.1016/j.biocel.2006.07.001

Pisoschi AM, Pop A. The role of antioxidants in the chemistry of oxidative stress: A review.
Eur J Med Chem. 2015;97:55-74. doi:10.1016/j.ejmech.2015.04.040

Benzie IFF, Szeto YT. Total antioxidant capacity of teas by the ferric reducing/antioxidant
power assay. J Agric Food Chem. 1999;47(2):633-636. doi:10.1021/jf9807768

Miller’ NJ, Rice-Evans C, Davies2 M 1, Gopinathan’ V, Milner A. A Novel Method for
Measuring Antioxidant Capacity and Its Application to Monitoring the Antioxidant Status in
Premature Neonates. Vol 84.; 1993.

Re R, Pellegrini N, Proteggente A, Pannala A, Yang M, Rice-Evans C. Antioxidant activity
applying an improved ABTS radical cation decolorization assay. Free Radic Biol Med.
1999;26:1231-1237.

Brand-Williams W, Cuvelier ME, Berset C. Use of a Free Radical Method to Evaluate
Antioxidant Activity. LWT - Food Science and Technology. 1995;28:25-30.

Bobo-Garcia G, Davidov-Pardo G, Arroqui C, Virseda P, Marin-Arroyo MR, Navarro M. Intra-
laboratory validation of microplate methods for total phenolic content and antioxidant activity

( ]
[1311



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

BIBLIOGRAFIA .

on polyphenolic extracts, and comparison with conventional spectrophotometric methods. J
Sci Food Agric. 2015;95(1):204-209. doi:10.1002/jsfa.6706

Pisoschi AM, Negulescu GP. Methods for Total Antioxidant Activity Determination: A Review.
Biochemistry & Analytical Biochemistry. 2012;01(01):1-10. doi;10.4172/2161-1009.1000106
Cao G, Alessio HM, Cutler RG. Oxygen-radical absorbance capacity assay for antioxidants.
Free Radic Biol Med. 1993;14:303-311.

Lépez-Alarcon C, Denicola A. Evaluating the antioxidant capacity of natural products: A review
on chemical and cellular-based assays. Anal Chim Acta. 2013;763:1-10.
doi:10.1016/j.aca.2012.11.051

Prior RL. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC): New horizons in relating dietary
antioxidants/bioactives and health benefits. J Funct Foods. 2015;18:797-810.
doi:10.1016/).jff.2014.12.018

Huang D, Boxin OU, Prior RL. The chemistry behind antioxidant capacity assays. J Agric Food
Chem. 2005;53(6):1841-1856. doi:10.1021/jf030723c

Huang D, Ou B, Hampsch-Woodill M, Flanagan JA, Prior RL. High-throughput assay of
oxygen radical absorbance capacity (ORAC) using a multichannel liquid handling system
coupled with a microplate fluorescence reader in 96-well format. J Agric Food Chem.
2002;50(16):4437-4444. doi:10.1021/jf0201529

Mellado-Ortega E, Zabalgogeazcoa |, Vazquez de Aldana BR, Arellano JB. Solutions to
decrease a systematic error related to AAPH addition in the fluorescence-based ORAC assay.
Anal Biochem. 2017;519:27-29. doi:10.1016/j.ab.2016.12.009

Atala E, Aspée A, Speisky H, Lissi E, Lopez-Alarcon C. Antioxidant capacity of phenolic
compounds in acidic medium: A pyrogallol red-based ORAC (oxygen radical absorbance
capacity) assay. Journal of Food Composition and Analysis. 2013;32(2):116-125.
doi:10.1016/}.jfca.2013.09.007

Ansarihadipour H, Dorostkar H. Comparison of plasma oxidative biomarkers and
conformational modifications of hemoglobin in patients with diabetes on hemodialysis. Iran
Red Crescent Med J. 2014;16(11). doi:10.5812/ircm].22045

Wachtel-Galor S, Wong KW, Benzie IFF. The effect of cooking on Brassica vegetables. Food
Chem. 2008;110(3):706-710. doi:10.1016/j.foodchem.2008.02.056

Bartosz G. Total Antioxidant Capacity. Adv Clin Chem. 2003;37:219-292.

Benzie IFF, Choi SW. Antioxidants in food: Content, measurement, significance, action,
cautions, caveats, and research needs. In: Advances in Food and Nutrition Research. Vol 71.
Academic Press Inc.; 2014:1-53. doi:10.1016/B978-0-12-800270-4.00001-8

Pérez-Jiménez J, Saura-Calixto F. Effect of solvent and certain food constituents on different
antioxidant capacity assays. Food Research International. 2006;39(7):791-800.
doi:10.1016/j.foodres.2006.02.003

Firuzi O, Lacanna A, Petrucci R, Marrosu G, Saso L. Evaluation of the antioxidant activity of
flavonoids by “ferric reducing antioxidant power” assay and cyclic voltammetry. Biochim
Biophys Acta Gen Subj. 2005;1721(1-3):174-184. doi:10.1016/j.bbagen.2004.11.001
Bolanos De La Torre AAS, Henderson T, Nigam PS, Owusu-Apenten RK. A universally
calibrated microplate ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay for foods and
applications to Manuka honey. Food Chem. 2015;174:119-123.
doi:10.1016/j.foodchem.2014.11.009

Tsao R, Yang R, Young JC. Antioxidant Isoflavones in Osage Orange, Maclura pomifera (Raf.)
Schneid. J Agric Food Chem. 2003;51(22):6445-6451. doi:10.1021/jf0342369
Jimenez-Alvarez D, Giuffrida F, Vanrobaeys F, et al. High-throughput methods to assess
lipophilic and hydrophilic antioxidant capacity of food extracts in vitro. J Agric Food Chem.
2008;56(10):3470-3477. doi:10.1021/jf703723s

Smith AD, Morris VC, Levander OA. Rapid Determination of Glutathione Peroxidase and
Thioredoxin Reductase Activities Using a 96-Well Microplate Format: Comparison to Standard
Cuvette-Based Assays. Vol 71.; 2001.

Lampinen J, Raitio M, Perdla A, Oranen H, Harinen RR. Microplate Based Pathlength
Correction Method for Photometric DNA Quantifi Cation Assay.; 2012.

Rojas-Lépez A, Cafiizares-Macias MP. Antioxidant Capacity in Vanilla Extracts Obtained by
Applying Focused Microwaves. Food Nutr Sci. 2013;04(08):244-253.
doi:10.4236/fns.2013.48a030

Ruzicka J, Marshall GD. Sequential Injection : A New Concept for Chemical Sensors, Process
Analysis and Laboratory Assays. Vol 237.; 1990.

( ]
l132]



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.
104.

105.
106.

107.

BIBLIOGRAFIA .

Miller JN, Miller JC. Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry. Sixth. (Miller JN,
Miller JC, eds.). Pearson; 2010. www.pearsoned.co.uk/Miller

Thaipong K, Boonprakob U, Crosby K, Cisneros-Zevallos L, Hawkins Byrne D. Comparison
of ABTS, DPPH, FRAP, and ORAC assays for estimating antioxidant activity from guava fruit
extracts. Journal of Food Composition and Analysis. 2006;19(6-7):669-675.
doi:10.1016/j.jfca.2006.01.003

N Miller J, C Miller J. Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry. Sixth edit. Pearson
Education Limited; 2010. www.pearsoned.co.uk

Bolanos De La Torre AAS, Henderson T, Nigam PS, Owusu-Apenten RK. A universally
calibrated microplate ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay for foods and
applications to Manuka honey. Food Chem. 2015;174:119-123.
doi:10.1016/j.foodchem.2014.11.009

Miller JN, Miller JC. Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry. Sixth. Pearson;
2010. www.pearsoned.co.uk/Miller

Eurolab Espafia, Morillas Bravo PP, Magnusson B, Ornemark U. Guia Eurachem: La
Adecuacion al Uso de Los Métodos Analiticos — Una Guia de Laboratorio Para La Validacion
de Métodos y Temas Relacionados. Vol 1 ed.; 2016. Accessed May 14, 2022.
www.eurachem.org

FDA. Guidelines for Validation of Chemical Methods in Food, Feed, Cosmetics, and Veterinary
Products.; 2019. www.fda.gov

Meanha P, Kongkedsuk J, Hongwitayakorn A, Chaisuksant R. Antioxidant Capacity Assays
by Sequential Injection Analysis Using a Peristaltic Pump and Low-Cost Amperometric
Detection with Pencil Lead Electrodes. Vol 49.; 2015.

Ribeiro JPN, Magalhaes LM, Reis S, Lima JLFC, Segundo MA. High-throughput Total Cupric
lon Reducing Antioxidant Capacity of Biological Samples Determined Using Flow Injection
Analysis and Microplate-based Methods. Analytical Sciences. 2011;27.

Herald TJ, Gadgil P, Tilley M. High-throughput micro plate assays for screening flavonoid
content and DPPH-scavenging activity in sorghum bran and flour. J Sci Food Agric.
2012;92(11):2326-2331. doi:10.1002/jsfa.5633

Ribeiro JPN, Magalhdes LM, Reis S, Lima JLFC, Segundo MA. High-throughput Total Cupric
lon Reducing Antioxidant Capacity of Biological Samples Determined Using Flow Injection
Analysis and Microplate-based Methods. Analytical Sciences. 2011;27(5):483-488.
doi:10.2116/analsci.27.483

Jimenez D, Giuffrida F, Vanrobaeys F, et al. High-throughput methods to assess lipophilic and
hydrophilic antioxidant capacity of food extracts in vitro. J Agric Food Chem.
2008;56(10):3470-3477. doi:10.1021/jf703723s

Ramos Il, Gregério BJR, Barreiros L, et al. Programmable flow system for automation of
oxygen radical absorbance capacity assay using pyrogallol red for estimation of antioxidant
reactivity. Talanta. 2016;150:599-606. doi:10.1016/j.talanta.2015.12.061

Polasek M, Skala P, Opletal L, Jahodar L. Rapid automated assay of anti-oxidation/radical-
scavenging activity of natural substances by sequential injection technique (SIA) using
spectrophotometric detection. Anal Bioanal Chem. 2004;379(5-6):754-758.
doi:10.1007/s00216-004-2559-4

Meanha P, Kongkedsuk J, Hongwitayakorn A, Chaisuksant R. Antioxidant capacity assays by
sequential injection analysis using a peristaltic pump and low-cost amperometric detection
with pencil lead electrodes. Kasetsart Journal - Natural Science. 2015;49(6):895-904.

AOAC International. Appendix K: Guidelines for Dietary Supplements and Botanicals.; 2019.
Ustundag Y, Huysal K, Kahvecioglu S, et al. Establishing reference values and evaluation of
an in-house ferric reducing antioxidant power (FRAP) colorimetric assay in microplates. The
European Research Journal. 2016;0(0). doi:10.18621/eurj.2016.5000190265

FAO/WHO. Codex Alimentarius Commission : Procedural Manual. 21st ed.; 2013.

Tormin TF, Cunha RR, Richter EM, Munoz RAA. Fast simultaneous determination of BHA and
TBHQ antioxidants in biodiesel by batch injection analysis using pulsed-amperometric
detection. Talanta. 2012;99:527-531. doi:10.1016/j.talanta.2012.06.024

Freitas JM, Oliveira TDC, Gimenes DT, Munoz RAA, Richter EM. Simultaneous determination
of three species with a single-injection step using batch injection analysis with multiple pulse
amperometric detection. Talanta. 2016;146:670-675. doi:10.1016/j.talanta.2015.06.048

133

——
| —



108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

BIBLIOGRAFIA .

Gonzalez *~ M, Gallego M, Valcarcei’analytical M. Gas Chromatographic Flow Method for the
Preconcentration and Simultaneous Determination of Antioxidant and Preservative Additives
in Fatty Foods. Vol 848.; 1999.

Salazar-Beltran D, Hinojosa-Reyes L, Ruiz-Ruiz E, Hernandez-Ramirez A, Luis Guzman-Mar
J. Determination of phthalates in bottled water by automated on-line solid phase extraction
coupled to liquid chromatography with uv detection. Talanta. 2017;168:291-297.
doi:10.1016/j.talanta.2017.03.060

Saurina J. Flow-injection analysis for multi-component determinations of drugs based on
chemometric approaches. TrAC - Trends in Analytical Chemistry. 2010;29(9):1027-1037.
doi:10.1016/j.trac.2010.05.012

Nacapricha D, Sastranurak P, Mantim T, et al. Cross injection analysis: Concept and operation
for simultaneous injection of sample and reagents in flow analysis. Talanta. 2013;110:89-95.
doi:10.1016/j.talanta.2013.02.012

Lrif Anderson. Simultaneous Spectrophotometric Determination of Nitrite and Nitrate by Flow
Injection Analysis. Vol 110.; 1979.

Luque De Castro MD, Cases MV. Simultaneous Determinations in Flow Injection Analysis A
Review. Vol 109.; 1984.

Kuban V. Simultaneous Determination of Several Components by Flow Injection Analysis. Crit
Rev Anal Chem. 1992;23(1-2):15-53. d0i:10.1080/10408349208051646

Trojanowicz M. Advances in Flow Analysis. Vol I. First. (Trojanowicz M, ed.). WILEY-VCH,;
2008.

Mas-Torres F, Mun6z A, Estela JM, Cerda V. Simultaneous Determination of Phosphate and
Silicate in Waste Water by Sequential Injection Analysis.; 1997.

Kozak J, Paluch J, Wegrzecka A, et al. Single peak parameters technique for simultaneous
measurements: Spectrophotometric sequential injection determination of Fe(ll) and Fe(lll).
Talanta. 2016;148:626-632. doi:10.1016/j.talanta.2015.06.040

Vishnikin A, Miekh Y, Denisenko T, Bazel Y, Andruch V. Use of sequential injection analysis
with lab-at-valve and an optical probe for simultaneous spectrophotometric determination of
ascorbic acid and cysteine by mean centering of ratio kinetic profiles. Talanta. 2018;188:99-
106. doi:10.1016/j.talanta.2018.05.056

Magalh&@es LM, Barreiros L, Reis S, Segundo MA. Kinetic matching approach applied to ABTS
assay for high-throughput determination of total antioxidant capacity of food products. Journal
of Food Composition and Analysis. 2014;33(2):187-194. doi:10.1016/}.jfca.2014.01.003

Re R, Pellegrini N, Proteggente A, Pannala A, Min Y, Rice-Evans C. Antioxidant activity
applying an improved ABTS radical cation decolorization assay. Free Radic Biol Med.
1999;26(9/10):1231-1237.

Lima MJR, Téth | V., Rangel AOSS. A new approach for the sequential injection
spectrophotometric determination of the total antioxidant activity. Talanta. 2005;68(2):207-
213. doi:10.1016/j.talanta.2005.06.058

Fasano E, Bono-Blay F, Cirillo T, Montuori P, Lacorte S. Migration of phthalates, alkylphenols,
bisphenol A and di(2-ethylhexyl)adipate from food packaging. Food Control. 2012;27(1):132-
138. doi:10.1016/j.foodcont.2012.03.005

Otero P, Saha SK, Moane S, Barron J, Clancy G, Murray P. Improved method for rapid
detection of phthalates in bottled water by gas chromatography-mass spectrometry. J
Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci. 2015;997:229-235.
doi:10.1016/j.jchromb.2015.05.036

Wagner M, Oehimann J. Endocrine disruptors in bottled mineral water: Total estrogenic
burden and migration from plastic bottles. Environmental Science and Pollution Research.
2009;16(3):278-286. d0i:10.1007/s11356-009-0107-7

Wu YT, Zhang YH, Zhang M, et al. Selective and simultaneous determination of trace
bisphenol A and tebuconazole in vegetable and juice samples by membrane-based
molecularly imprinted solid-phase extraction and HPLC. Food Chem. 2014;164:527-535.
doi:10.1016/j.foodchem.2014.05.071

Alnaimat AS, Barciela-Alonso MC, Bermejo-Barrera P. Determination of bisphenol A in tea
samples by solid phase extraction and liquid chromatography coupled to mass spectrometry.
Microchemical Journal. 2019;147:598-604. doi:10.1016/j.microc.2019.03.026

LiJ, CaiY, ShiY, Mou S, Jiang G. Analysis of phthalates via HPLC-UV in environmental water
samples after concentration by solid-phase extraction using ionic liquid mixed hemimicelles.
Talanta. 2008;74(4):498-504. doi:10.1016/j.talanta.2007.06.008

( ]
l1341



128.

129.

130.

131.

BIBLIOGRAFIA .

Chang L, Bi P, Li X, Wei Y. Study of solvent sublation for concentration of trace phthalate
esters in plastic beverage packaging and analysis by gas chromatography-mass
spectrometry. Food Chem. 2015;177:127-133. d0i:10.1016/j.foodchem.2015.01.013

Guo Z, Wei D, Wang M, Wang S. Determination of Six Phthalic Acid Esters inOrange Juice
Packaged by PVC Bottle Using SPEand HPLC-UV: Application to the Migration Study. J
Chromatogr Sci. 2010;48(9):760-765. doi:10.1093/chromsci/48.9.760

LiJ, CaiY, ShiY, Mou S, Jiang G. Analysis of phthalates via HPLC-UV in environmental water
samples after concentration by solid-phase extraction using ionic liquid mixed hemimicelles.
Talanta. 2008;74(4):498-504. doi:10.1016/j.talanta.2007.06.008

Gao X, Yang B, Tang Z, et al. Determination of phthalates released from paper packaging
materials by solid-phase extraction-high-performance liquid chromatography. J Chromatogr
Sci. 2014;52(5):383-389. do0i:10.1093/chromsci/bmt046

135

——
| —



ANEXOS
¢

ANEXOS
Capitulo I

“Método ORAC-SIA”
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Figura A2.1. Procedimiento de ensayo ORAC implementado por el método de microplaca de 96
pocillos

Tabla A2.1. Parametros involucrados en la determinacién de repetibilidad y precision intermedia

Paradmetro estadistico Férmula
Desviacion estandar de la repetibilidad (Sr) S=\/CM gentro de dias
. g 2 . T S,
Desviacién estandar relativa de la repetibilidad (RSDr) RSD=——"——x 100
promedio total

Si: CMemtre dias—CMdentro de dias
num replicas

Spi=/S? + S?

. ., . . e, . . S
Desviacion estandar relativa de la precisién intermedia (RSDp)) ~ RSDpi=——————*100
promedio total

Desviacion estandar de la precision intermedia (Spi)

'
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Tabla A2.2. ANOVA para maximizar PP usando vainillina a 25 pmol L-1. DCC en 2 bloques con 3
puntos centrales

Fuente Sumade Cuadrados GL Cuadrado medio Razén-F Valor-P
A: [AAPH]2 3667.57 1 3667.57 121.83 0.00
B: [fluoresceinal® 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

aConcentracién en mol L*
b Concentracién en pmol L*
(GL)Grados de libertad

Tabla A2.3. ANOVA para maximizar PP usando vainillina a 100 umol L-1. DCC en 2 bloques con 3
puntos centrales

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrado medio Raz6n-F Valor-P
A: [AAPH] 3405.11 1 3405.11 116.56 0.0000
B: [fluoresceina]  14.22 1 1422 0.49 0.507 9
AA 1227.77 1 1227.77 42.03 0.000 3
AB 1.22 1 122 0.04 0.8438
BB 185.10 1 185.10 6.34 0.0400
Bloques 127.80 1 127.80 4.37 0.074 8
Error total 204.49 7 29.21

Total (corr.) 5100.33 13

Tabla A2.4. ANOVA para maximizar el PP usando vainillina a 25 pmol L-1. DFC 22 con 1 réplica

Fuente Ciir;r‘:\ggs GL Cl:ﬁgé?:o Razén-F Valor-P
A \;ggggg de 192.37 1 19237 4.13 0.1349
B: Caudal 4 066.67 1 4 066.67 87.39 0.002 6
AB 192.37 1 192.37 4.13 0.1349
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 pmol L%. DFC 22 con 1 réplica

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrado medio Razén-F Valor-P
A: Volumen de aspirado  40-63 1 4063 4.17 0.1338
B: Caudal 983.68 1 983.68 100.94 0.002 1
AB 40.63 1 40.63 4.17 0.1338
Bloques 21.03 1 21.03 2.16 0.238 2
Error total 29.24 3 974

Total (corr.) 1115.22 7
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Figura A2.2. Curvas de calibracion del estandar trolox para el método ORAC-SIA

Tabla A2.6. ParAmetros estadisticos para cada una de las curvas de calibracién de trolox
preparadas durante siete dias

Curva Interseccion Error pendiente Error R?
1 2.1430 1.992 6 1.2619 0.060 1 0.993
2 8.253 0 1.808 7 1.004 9 0.054 5 0.991
3 1.0480 0.259 6 1.2146 0.007 8 0.999
4 4.9200 2.0112 1.1932 0.060 6 0.992
5 6.097 0 1.706 3 11171 0.0514 0.994
6 1.6850 0.766 6 1.1431 0.0231 0.999
7 3.1210 1.8597 1.1827 0.056 1 0.993

(R?) Coeficiente de determinacion.
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“Método FRAP-SIA”

Tabla A2.7. ANOVA para maximizar la absorbancia registrada del método FRAP-SIA usando trolox
a 50 ymol L1, DCC en 2 bloques con 3 puntos centrales

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Cuadrados
A: Concentracion FRAP (%) 4.06E-05 1 4.06E-05 0.86 0.366 4
B: Volumen de Aspirado (uL) 6.62E-02 1 6.62E-02 1409.31 0.0000
C: Tiempo (s) 6.67E-05 1 6.67E-05 1.42 0.2507
D: Caudal pL s? 2.88E-03 1 2.88E-03 61.40 0.0000
AA 2.88E-04 1 2.88E-04 6.13 0.024 9
AB 1.21E-06 1 1.21E-06 0.03 0.8745
AC 3.14E-05 1 3.14E-05 0.67 0.4257
AD 1.19E-05 1 1.19E-05 0.25 0.621 4
BB 1.17E-03 1 1.17E-03 24.87 0.0001
BC 9.61E-06 1 9.61E-06 0.20 0.6570
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 0.0253
Error total 7.51E-04 16 4.69E-05
Total (corr.) 7.22E-02 32
(GL)Grados de libertad
1T T T T Curva

e e
o 0

o
IS

Absorbancia

hed
1Y)

) . . )
0 20 40 60 80 100 120
Trolox (pmol L)

Figura A2.3. Comparacion de las curvas de calibracion de Trolox preparadas diariamente durante
un periodo de 5 dias de 5 a 120 pmol L?

Tabla A2.8. Parametros estadisticos para cada una de las curvas de calibracion de Trolox
preparadas durante un periodo de cinco dias

No. Curva Ordenada al origen Error Pendiente Error R?
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 0.010926 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 funcién de la concentracién del estandar de Trolox para las regiones
lineales de las curvas de calibracion preparadas diariamente durante cinco dias de 5 a 120 pumol L-
1

Tabla A2.9. Analisis de varianza de los datos obtenidos en la construccién de una sola curva de

calibracion
Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Modelo 1.771 35 1 177135 4518.89 0.0000
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

Muestras

Capacidad antioxidante?

Microplaca

SIA

Extracto de tomate

25712.33+7 314.15

21031.53+1170.77

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

5724.19 + 2 156.34

4930.91 + 230.19

Juego de arandano

4 394.27 + 916.80

5317.23 £ 63.54

Jugo de uva-arandano

3616.17 +1 208.20

3 320.60 + 104.68

Jugo de uva

1427.26 + 256.76

2043.28 + 367.81

a Expresado en ymol L* de Trolox.

140

——
| —



ANEXOS

.

Tabla A2.11. Valores de capacidad antioxidante para el estudio de precision del método ORAC-

SIA, a partir de un patrén trolox y una muestra de vino

Vino tinto carmenere

(umol L Trolox)

Trolox (25 pmol L)

Dia Réplical Réplica2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio

1

2

6

7

Promedio total

31.38

31.32

29.48

29.42

30.08

31.78

30.99

30.17

31.04

30.34

30.52

29.99

31.54

29.77

30.77

31.18

29.91

29.97

30.04

31.66

30.38

30.56

25.37

25.95

26.16

24.82

25.34

25.62

26.43

25.35

26.77

25.73

26.04

25.90

24.36

26.63

25.36

26.36

25.94

25.43

25.62

24.99

26.53

25.75

Tabla A2.12. Resultados de capacidad antioxidante para el estudio de precisién del método FRAP-
SIA, de usando trolox y vino tinto merlot

Dia Réplical Réplica2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio

Vino tinto merlot 0.67 %

Trolox 60 pmol L™

1

o g~ W N

7

Promedio total

67.05
65.43
66.79
67.31
67.67
67.20
67.67

66.32
64.76
69.39
69.39
68.30
66.47
68.87

66.68
65.09
68.09
68.35
67.98
66.84
68.27
67.33

58.14
57.98
59.13
59.55
58.51
57.62
58.35

59.91
57.26
60.33
57.93
60.17
58.66
58.87

59.03
57.62
59.73
58.74
59.34
58.14
58.61
58.74
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ANEXOS

Capitulo Il

“Método FRAP/ABTS-SIA”

Tabla A3.1. Resultados para la medicion de la precisién de la cuantificacion 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 pmol L*

Dia Reéplical Réplica2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio

1

a b~ WODN

50.70
49.22
48.88
47.22
48.30

50.05
49.86
48.75
49.25
49.73

Promedio total

50.37
49.54
48.81
48.24
49.01
49.19

59.06
61.97
61.28
59.86
59.74

60.49
62.48
61.02
61.41
59.74

59.77
62.22
61.15
60.63
59.74
60.70

Tabla A3.2. Resultados para la medicién de la precisién de la cuantificacién 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 pmol L

Dia Réplical Réplica2 Promedio Réplical Réplica2 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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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

A novel fluorescent ORAC-SIA method to determine antioxidant capacity in several food samples using fluo-

SIA rescein as the probe was developed. The optimization of the method was through a multivariable design,

Antioxidant capacity
ORAC
Food samples

decreasing the analysis time to 5 min and the AAPH concentration to 67% compared with 90 min in the standard
96-well microplate method. The aspiration order was AAPH-sample/standard-fluorescein injected into a stream

AAPH of a water-based carrier. The calculation of the antioxidant capacity was done from the fluoresceine peak heigh,

Fluorescein

so neither delay time nor area measurement was necessary. The proposed method showed excellent precision

(RDS < 3%) with a LOD of 3.13 pumol L ! and recoveries from 90% to 107%. The results from the ORAC-SIA
method did not show a significant difference from the microplate method.

1. Introduction

Antioxidants have become the essential compounds of the nutritional
world, being significant for their ability to protect oxidative cell damage,
which can lead to diseases such as Alzheimer’s, cancer, heart conditions,
among others (Rajendran et al., 2014). Therefore, it is relevant to know
the importance that antioxidants play as substances that delay, prevent,
or remove oxidative damage to a target molecule (Halliwell & Gutter-
idge, 2015; Pisoschi & Pop, 2015). Previous reports suggest that various
endogenous and exogenous antioxidants neutralize free radicals and
protect the body by maintaining redox balances (Pham-Huy et al.,
2008). In addition, these antioxidants sometimes show a synergistic
effect between them, resulting in an overestimation of their combined
action (Antolovich et al., 2002; Sanchez-Moreno, 2002). The total
antioxidant capacity (TAC) of foods sums the synergistic redox in-
teractions between the proportions of all the molecules present in them
(Pellegrini et al., 2003).

It is possible to identify an antioxidant compound in a sample and
measure its concentration by various assays. Several methods, such as
the ABTS™" test (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)
radical cation) (Miller et al., 1993; Re et al., 1999), the DPPH" (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical) (Brand-Williams et al., 1995; Herald
et al., 2012), the ferric reducing antioxidant power (FRAP) test (Benzie

* Corresponding author.
E-mail address: pilarm@unam.mx (M.P. Canizares-Macias).

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.132524

& Strain, 1996; Jimenez et al., 2008), the electrochemical estimation of
the total reducing capacity (Chevion et al., 2000), among others have
been proposed to evaluate the antioxidant capacity; but they generally,
consume a long analysis time, are limited by pH conditions and the
solvent medium, and the sample type.

The oxygen radical absorption capacity test (ORAC) is one of the
most widely used methods for estimating peroxyl radical scavenging
capacity due to the similarity that it has with the mechanism of oxidative
degradation of lipids (Cao et al., 1993; Lopez-Alarcon & Denicola, 2013;
Prior, 2015; Re et al., 1999). The ORAC method is based on a compet-
itive kinetic reaction that involves a synthetic-free radical generator, an
oxidative molecular probe, and an antioxidant. In this way, the oxidative
degradation of a fluorescent molecule, like fluorescein, is measured after
mixing it with a free radical generator such as AAPH. The fluorescence
intensity is measured every minute for 90 min at environment condi-
tions (pH 7.4, 37 °C). As the reaction progresses, the fluorescence in-
tensity of fluorescein decays; on the other hand, when an antioxidant
compound is added, the fluorescence decaying is inhibited. Data
reduction from the ORAC assay is achieved by calculating the area under
the kinetic curve (AUC) and net AUC (AUC sample - AUC blank),
obtaining a standard curve by plotting the concentration of antioxidant
standard and the AUC, and calculating the equivalents of the sample
using the standard curve (Huang et al., 2005).
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Huang et. al. in 2002 developed and validated an improved ORAC
assay using fluorescein as a fluorescent probe and adapted it to a 96-well
plate reader format, analyzing many samples. Despite improvements to
the ORAC method, difficulties and limitations are still identified, such as
the time delay between wells which produces a systematic error, causing
statistically significant differences in the determination of TAC of anti-
oxidant solutions depending on the position of its plate (Mellado-Ortega
et al., 2017). There are modifications to the original ORAC method,
using pyrogallol red as the oxidative probe and a spectrophotometer as a
detector (Atala et al., 2013). However, fluorometric detectors are known
to provide higher sensitivity compared to spectrophotometric ones. For
this reason, applying flow analysis methodologies to determine antiox-
idant capacity gives significant advantages as the reproducibility of the
time and the signal analytical, which are important characteristics when
the measurement involves reactions with kinetic differences (KKurbano-
glu et al., 2018; Lima et al., 2005; Magalhaes et al., 2009; Martins et al.,
2013; Polasek et al., 2004). Another feature is the computer control,
which allows adjustable and flexible systems to the flow parameters
without physical manipulation on the manifold (Kolev, 2008). However,
the implementation of flow methodologies to determine antioxidant
activity is not very exploited because the ORAC assay is a kinetic mea-
surement that needs to be read each appropriate time until 90 min.

In 2016 Ramos et al., proposed a flow injection analysis (FIA) system
to quantify antioxidant capacity by the ORAC method using pyrogallol
red as the oxidative probe and UV/Vis detection. This method was novel
but presented a lower sensitivity than the microplate method being
necessary a delay time of reaction.

The sequential injection analysis (SIA) is the second generation of
FIA techniques based on computer flow programming (Ruzicka &
Marshall, 1990). Among the advantages of SIA can be highlighted that
the manifold is universal and simpler than FIA. SIA manifolds fix the
circulation of the liquids in different directions, being able to stop the
flows at whatever time required (Cerda et al., 1999). In FIA, the peri-
staltic pump is usually permanently in movement, the analytical mea-
surements being or not carried out, giving rise to an inadequate reagent
consumption, nevertheless in SIA, the system only performs when the
reactions are required, so, the reduction in consumption of both samples
and reagents is drastic about FIA.

In the present work, a novel SIA method to determine the antioxidant
capacity by the ORAC assay using fluorescein as an oxidative probe,
without delay times, and measuring the peak height is proposed. To our
knowledge, there are no reports of the implementation of ORAC assay to
SIA systems. The physicochemical and hydrodynamics parameters were
selected using factorial and central composite designs. The quality of
data, the linear range, LOD and LOQ, precision, and recoveries were
determined, besides the correlation of the antioxidant capacity in both
SIA and batch methods was demonstrated using the Trolox standard.
The results of the analysis of different food samples — such as wines,
juices, and vanilla and coffee extracts — were compared with those ob-
tained by the standard microplate method to demonstrate the reliability
of the proposed method.

2. Experimental
2.1. Reagents and solutions

All used reagents were analytical grade. Fluorescein, 2,2'-Azobis(2-
methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH), (+)-6-Hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox), and Vanillin
were purchased from Sigma-Aldrich and used for the determination of
antioxidant capacity. A 0.05 ymol L''; pH 7 phosphate buffer solution
(PBS;) was prepared and stored at 4 °C for a maximum of 15 days.

A fluorescein stock solution (0.6 pmol L'!) and Trolox stock solution
(400 pmol L) were prepared in PBS and stored at 4 °C in the darkness.
From the stock solutions, standard solutions to build the calibration
curves were daily prepared. Also, a 0.05 mol L' AAPH solution in PBS
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was used.
2.2. Samples and their treatment

The analyzed food samples were cranberry nectar, grape nectar,
grape, and cranberry juice, apple nectar cranberry, carmenere red wine,
and merlot red wine, as if as coffee beans (honey and washed coffee),
and vanilla bean purchasing in local supermarkets from Mexico City.
The samples were analyzed using the proposed ORAC-SIA method and
the standard microplate ORAC method.

The vanilla extracts getting from vanilla beans by using a Maxidigest
MX 350 focused microwave oven following the reported literature
(Rojas-Lopez & Canizares-Macias, 2013). Briefly, 1 g of pure ground
vanilla bean powder was left in 25 mL of a 70% ethanol/water solution,
and then 150 W microwaves irradiation power was applied to the
sample. Twenty cycles of 1 min of irradiation and a delay time of 3 min
between them were carried out. After the extraction, the extracts were
filtered and collected. For the coffee extracts, firstly, 0.9 g of ground
coffee were weighted and left in 20 mL of distilled water at 87 °C under
stirring for 5 min; then, they were filtered and collected. All samples
were diluted in distilled water.

2.3. Construction of the ORAC-SIA manifold

Fig. 1 shows the schematic representation of the SIA manifold to
determine the antioxidant capacity by ORAC. The solutions of reagents
and samples were aspirated and propelled through a multi-position
valve of 8 ports integrated into the FIAlab SIChrom equipment. The
manifold included a PEEK holding coil of 0.70 mm I.D. whose volume
was 1 mL and a reservoir of 4 mL total volume for the carrier solution
filling through the syringe pump. Teflon tubing of 0.70 mm LD. to
connect 1, 2, 3, 4, 5, and 8 ports with the reagents, sample, reactor coil,
and detector were used. The carrier solution used to fill the reservoir was
aspirated through a Teflon tubing of 3 mm I.D. connected to port 6 of the
selection valve connected internally to port 7, wherefrom through a
PEEK tubing of 1 mm L.D. the reservoir of 4 mL was filled with the
carrier. The reaction of oxidation and protection was carried out in the
reactor coil build with Teflon tubing of 0.7 mm I.D., having a final
volume of 635 pL, and submerged in a 280 series Thermo Scientific
water bath. A Whatman polypropylene membrane filter of 47 mm of
diameter and 0.45 pm of pore size, placed on a flow extraction cell of
stainless steel, was used to remove the produced gaseous nitrogen in the
reaction. The detection system consisted of a Fialab photomultiplier
tube fluorometer (PMT-FL) equipped with filters of emission and exci-
tation (Aex = 486 nm and ey, = 500 nm) and a Hellma flow cell of 10 mm
of the optical path. The sequential injection programming was achieved
by computerized control of the multi-position valve and the syringe
pump incorporated into the equipment, using the FIAlab for Windows
5.0 software.

2.4. Procedure of the proposed ORAC-SIA method

In the ORAC assay, the antioxidant capacity from the sample, re-
agent, or analyte depends on the intensity recorded by fluorescein,
which decreases continuously because of the oxidation it undergoes
when reacting with peroxyl radicals (reactive AAPH). When there is an
antioxidant compound, the decrease of the fluorescence signal is higher
or lower depending on the powerful antioxidant. Therefore, the ORAC-
SIA method consisted of two measurement steps: 1) decrease in fluo-
rescein intensity by reaction with AAPH, and 2) protection of the fluo-
rescein intensity by the presence of an antioxidant. Table 1 shows ORAC-
SIA programming. At first, the water-distilled carrier (step 1) filled the
syringe pump; then, AAPH, fluorescein, and the antioxidant sample
were sequentially aspirated into the holding coil (steps 2-4). Then, the
bolus formed in the holding coil was dispensed into the reactor coil (635
pL), immersed in a water bath at 70 °C (step 5) to carry out the
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Fig. 1. Schematic representation of the sequential injection system to evaluate antioxidant capacity by the ORAC method.

Table 1
Programming of the SIA system to evaluate antioxidant capacity by ORAC using the manifold of the Fig. 1.
Step  Action Injection valve Description Pumping flow Flow Time (s)
(port) rate” direction
1 Pump filling 6 The pump was filled with 3.5 mL of water. 50 Reverse 70
2 Aspirated AAPH 0.05 pmol L' 3 10 pL of AAPH reagent was aspirated to holding coil. 10 Reverse 1
3 Aspirated antioxidant 4 10 pL of Antioxidant was aspirated to holding coil 10 Reverse 1
4 Aspirated fluorescein 2.25 ymol L 5 10 pL of Fluorescein reagent was aspirated to holding 10 Reverse 1
' coil.
5 Dispensed to reactor 8 400 pL was dispensed from holding coil to reactor. 20 Forward 20
6 Aspirated to holding coil 8 600 pL was aspirated from reactor to holding coil. 20 Reverse 30
7 Dispensed to detector 2 3 730 pL was dispensed from holding coil to detector. 20 Forward 186.5

* Flow rate in pL s '

oxidation/protection reaction. Then 400 mL was drawn into the holding
coil (step 6); and finally, the entire volume contained in the holding coil
was dispensed towards the detector, passing firstly, a reactor-separator
cell where through a polypropylene membrane (step 7) gaseous nitro-
gen formed during the peroxyl radical reaction is removed. The fluo-
rescein signal was measured using emission and excitation filters of 486
nm and 500 nm, respectively.

2.4.1. Determination of the antioxidant capacity

To quantify the antioxidant capacity, the maximum intensity of the
SIA peak (analytic signal) of fluorescein when antioxidant compound/
sample is aspirated together with fluorescein and AAPH was measured
and subsequently transformed to protection percentages using two
reference blanks: signal of fluorescein without AAPH (B1) and signal of
fluorescein with AAPH (B2). The protection percentage (%PP) value was
defined as the protection degree of fluorescein intensity with AAPH
when aspirating a defined antioxidant concentration using the mathe-
matical expression:

I —Ipy

%PP = = x 100 1)

1 — I,
where Is represents the signal intensity after the reaction between
sample, AAPH, and fluorescein; Ig; and I correspond to intensities of
the fluorescein blank signals without and with AAPH, respectively. To
calculate the reaction percentage (%RP), the calculated protection
percentage (%PP) was subtracted to 100%.

2.5. Preliminary studies to build the experimental designs

A few preliminary studies to select the values more adequate of the

physical and chemical parameters of the SIA manifold were performed.
The antioxidant standard chosen for the optimization was vanillin
because it is a moderate antioxidant besides cheap and easy to
manipulate.

2.5.1. Determination of the dispersion coefficient.

Before starting the optimization of the ORAC-SIA method, a first
analysis aspiring sequentially 10 uL of each reagent (water, PBS, and
fluorescein) at a flow rate of 20 uL s~ was carried out to calculate the
Ruzicka dispersion coefficient (Ruzicka & Marshall, 1990). This
parameter established the best concentration and the aspiration volume
of fluorescein for a detectable and unsaturated fluorescent intensity
(peak). At first, the fluorescence signal of fluorescein solutions at con-
centrations from 0.3 to 15 pmol L was measured using a cell of 1 cm of
optical length pass and a fluorimeter equipped with two filters at Ao =
486 nm and Aep, = 500 nm. From the linear equation graphing fluores-
cence units (URF) versus fluorescein concentration, one fluorescein so-
lution at 12 pmol L' was aspired to calculate the dispersion coefficient
in the ORAC-SIA manifold interpolating the fluorescence signals in the
equation calculated in the batch plot.

2.5.2. Evaluation of the reaction between fluorescein and AAPH

One of the most relevant parameters in the ORAC method is the ki-
netic reaction between AAPH and fluorescein and how an antioxidant
compound delay the exhaustive chemical reaction between them.
Different concentrations of fluorescein and AAPH to result in the best
conditions and reach a complete chemical reaction were studied.
Although the SIA equipment allowed aspirating volumes below 5 pL, it
was decided to start with 10 pL not affect the method sensitivity. At first,
AAPH concentrations from 0.01 to 0.15 mol L ! aspirating volumes from
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10 to 30 pL, and fluorescein concentrations of 1.8 and 3 ymol L (ouL
of aspiration volume) were carefully evaluated. The studied tempera-
tures were from 37 °C to 70 °C, stopping it for 30 s in the reactor coil.
The aspiration sequence used for these tests was water-AAPH-
fluorescein at a flow rate of 20 pL s 1. These tests allowed to establish
the experimental conditions to reach 100% of reaction for AAPH and
fluorescein.

2.5.3. Determination of the aspiration sequence of ORAC-SIA system

In a SIA system, reagents and samples are sequentially aspirated, and
the sequence depends on the expected analytical response being crucial
for the reaction between them. The chemical reaction also depends on
the diffusion of each aspirated zone. So, the fluorescein diffusion zone
must be suitable for the reaction between AAPH and the antioxidant.

For the evaluation of the aspiration sequence of the SIA system were
proposed the following sequences: 1) antioxidant-AAPH-fluorescein; 2)
antioxidant-fluorescein-AAPH; 3) fluorescein-AAPH-antioxidant; 4)
fluorescein-antioxidant-AAPH; 5) AAPH-fluorescein-antioxidant and 6)
AAPH-antioxidant-fluorescein, using vanillin standards at 25 and 100
pmol L as antioxidant and water for the blank signal. The highest
protection percentage (%PP) determined the best aspiration sequence.
For these experiments, an aspiration volume of 10 pL for each solution,
0.05 mol L' AAPH and 3 pmol L7 fluorescein solutions, a reaction
temperature of 70 °C, a flow rate of 20 pL s~ ', and stopping the flow of
30 s was used.

2.6. Study of optimization of the physicochemical parameters for the
ORAC-SIA method

The optimization of the ORAC-SIA manifold was carried out using
different experimental designs using the results of the previous tests. The
programming sequence is shown in Table 1.

2.6.1. AAPH and fluorescein concentrations

A central composite design (CCD) of 2 blocks and 3 central points
with a total of 14 experiments was constructed to optimize the reaction
between fluorescein and AAPH and obtain the best values of %PP and %
RP.

The low- and high-level concentrations were 0.05 and 0.1 mol L! for
AAPH and 1.5 and 3 pmol L' for fluorescein. The response variables
were the %PP using vanillin at 25 ymol L™ and 100 ymol L as anti-
oxidant standard. The experiments were fixed with an aspiration volume
of 10 pL for each solution, a reaction temperature of 70 °C, a flow rate of
20 pL s"l, an aspiration sequence (AAPH-antioxidant-fluorescein) and
30 s stopping the flow.

2.6.2. Flow rate and injection volume

The evaluation of the flow rate and aspirated volume was through a
22 factorial experimental design (FED) of one replicate and 8 experi-
ments. Concentrations at 0.05 mol L' for AAPH, 2.25 pmol L' for
fluorescein, and 25 pmol L! for vanillin were fixed. The volumes of
reagents and samples were a single factor; thus, the maximum and
minimum values were 5 and 10 pL. Low and high levels of 5 and 20 pL
s ! were used for the flow rates. The response variables for these ex-
periments were %RP and %PP. The fix parameters were a reaction
temperature of 70 °C, an aspiration sequence (AAPH-antioxidant-fluo-
rescein) and 30 s stopping the flow.

2.6.3. Evaluation of the flow stopping in the reactor coil

In the ORAC batch and microplate methods, the fluorescence in-
tensity is measured every minute for 35 min or 90 min, respectively. As
the reaction progresses, fluorescein is consumed, and intensity de-
creases. Based on this reaction principle, it was decided to evaluate
when the reagents (fluorescein and AAPH) reached the reactor coil to
stop the flow at different times.

Based on this reaction principle, it was decided to evaluate delay
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times (stopping the flow rate) when the reagents reached the reactor
coil. The delay times of the flow rate were 30's, 20 s, 10 s, and O s, and
the response variable was %RP between reagents. The fluorescein and
AAPH concentrations used were 2.25 pmol L' and 0.05 mol L,
respectively, and a flow rate of 20 uL s~ '. An aspiration volume of 10 uL
for each reagent, a reaction temperature of 70 °C, and the aspiration
sequence AAPH- distilled water -fluorescein were fixed.

2.7. Statistical parameters

Once selected the best reaction conditions by the ORAC-SIA method,
the characteristics of this as precision, detection limit, and linear
equation, among others, were calculated. All the experiments used
Trolox as an antioxidant standard because the results of antioxidant
capacity were expressed in equivalent pmol L Trolox as reported in the
literature.

2.7.1. Calibration curves

Data analysis was done by (1) calculating of %PP of SIA peaks, (2)
obtaining a calibration curve by plotting the concentration of Trolox
standard and %PP, and (3) calculating the pmol L trolox equivalents of
a sample using the calibration curve.

Thus, calibration curves were constructed for seven days using Tro-
lox, as standard, in concentrations between 10 and 50 pmol L' and
plotting versus %PP. Finally, an average calibration curve was built,
establishing the error in slope and intersection. The limits of detection
(LOD) and quantification (LOQ) were estimated considering the error of
the linear regression (Sy/x) and the slope (b) from the average cali-
bration curve (Miller and Miller, 2010).

2.7.2. Intermediate precision

A Trolox solution of 25 pmol L7 and a Carmeneré (0.2 %) wine
aqueous solutions were prepared and measured (using an average cali-
bration curve) in duplicate for seven days. The antioxidant capacity was
quantified in each solution expressing the results in equivalent pmol L
Trolox. A one-way analysis of variance (ANOVA) to determine the pre-
cision of the methodology was performed (FDA, 2019; Miller and Miller,
2010).

2.7.3. Recoveries study

The recovery percentages were calculated from four samples
analyzed previously. The samples were: 0.66% cranberry juice, 0.05%
Carmeneré red wine, 0.05% vanilla extract, and 0.06% coffee extract. At
first, the antioxidant capacities of the samples were measured in tripli-
cate, and later different volumes of Trolox solutions at the following
concentrations 10 pmol L 1, 20 pmol L'l, 30 pmol L'l, and 40 pmol  fo
were added to samples, again measured in triplicate. The recoveries
using the following equation were calculated (AOAC International,
2019; FDA, 2019):

Recovered concentration

% Recovery = ———— ———— x 100 2)
Added concentration

2.8. Microplate standard method

A Cytation 3 Biotek fluorescence microplate reader with an excita-
tion filter at 485 nm and an emission filter at 528 nm was used to carry
out the ORAC assay by the standard method. The microplate reader has
incorporated a temperature controller, which allows fixing the tem-
perature at 37 °C. The Gen5 software (Bio-Tek Instruments) controls the
equipment. The microplate reader is configurated to measure a 60-well
working zone for each 96-well microplate. Briefly, the analytical pro-
cedure by according to a report by Huang et al. (2002), was, 200 pL of
the reaction mixtures, compounded by 150 pL of a 0.05 umol L7 fluo-
rescein solution, 25 pL of the sample or standard (Trolox in a range from
10 to 50 umol L ]), and 25 pL of a 0.153 mol L' AAPH solution, were
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placed for 90 min at 37 °C. A 0.05 umol L'! PBS solution at pH 7 replaced
the samples or standards Trolox and AAPH solution for control solutions.
Data analyses were by calculating the AUC of two blanks (B1 and B2)
and the AUC of sample/standard according to the trapezoid method. In
this way, it was possible to determinate %PP using Eq (3). A calibration
curve by plotting the concentration of Trolox standard and %PP was
built. The pmol L ! Trolox equivalents of a sample were calculated using
the calibration curve.

AUC, — AUCy,

[, —
= AUCp — AUCp,

x 100 3)

3. Results and discussion
3.1. Preliminary studies for the optimization of the ORAC-SIA method

Some preliminary analyses were necessary to find the best conditions
for the ORAC-SIA analysis. These were the dispersion in the SIA system
from the reagents and sample, the reaction conditions between the
fluorescein and AAPH reagents, the aspiration sequence, and the reac-
tion temperature. These studies were carried out simultaneously, but
they are presented separately.

3.1.1. Determination of the ORAC-SIA dispersion

The physical dilution process from the injected fluorescein is asso-
ciated with the mathematical relationship of fluorescein concentrations
before (Co) and after (C) the transport process occurs within the SIA
system (Ruzicka & Marshall, 1990). The dispersion in the ORAC-SIA
manifold using a fluorescein concentration at 12 ymol L was calcu-
lated with a dispersion coefficient of 40.35 + 0.59. So, the minimum
fluorescein concentration to use in the ORAC-SIA manifold was 1.8 pmol
L, corresponding to a peak with an approximate height of 8 thousand
URF.

3.1.2. Evaluation of the temperature for the reaction between fluorescein
and AAPH

The principal challenges in the ORAC-SIA method were to achieve
rapid oxidation of fluorescein by the AAPH-derived peroxyl radicals and
remove the gaseous nitrogen produced during the reaction between
them. The 96-well plate ORAC method and other standard ORAC
methods use 37 °C as the optimal reaction temperature but, if the
temperature rises, peroxyl radicals do, being faster the oxidation of
fluorescein than by the conventional method. The results showed an
exhaustive reaction between AAPH and fluorescein at 70 °C in a short
time. This increase caused had more gaseous nitrogen quantity in less
time. Even at 37 °C, the gaseous nitrogen formation was considerable
and interfered in the fluorescent measurement. The incorporating of a
gas diffusion cell, coupled with a polypropylene membrane, removed
gaseous nitrogen allowing to measure the signal fluorescent without
interferences. After overcoming this interference, it was possible to set
the reactor temperature to 70 °C. As the temperature increased, energy
was provided to the reaction system, reducing the activation energy
required to carry out the reaction and increasing the rate. Due to this, it
was possible to reduce the initial concentration of 0.15 mol L'! of AAPH
from microplate method (Huang et al., 2002) to 0.05 mol L'l, and it was
necessary to increase the fluorescein minimum concentration from 1.8
to 3 pmol L, for obtaining peaks of fluorescein without interference
from equipment noise. Although the reaction was exhaustive under the
mentioned conditions, the flow was stopped for 30 s and maintained it
until optimization of the method.

3.1.3. Aspiration sequence

The highest values of antioxidant protection were for the sequence
AAPH-antioxidant-fluorescein. For concentrations at 25 pmol L' and
100 pmol L' of vanillin, the protection percentage values were 37.50%
and 96.88%, respectively. As the antioxidant solution was at the
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beginning or at the end the of the sequence, the %PP was between 25
and 37.5% for vanillin 25 pmol L and 70.37 to 87.50% for vanillin 100
pmol L. The position of the antioxidant solution avoided that AAPH
could react with fluorescein before the antioxidant.

On the other hand, to quantify the antioxidant capacity of a sample/
standard, it was necessary to know the signals corresponding to the
reaction. In this way, the fluorescent intensity from fluorescein without
AAPH was B1, and B2 indicated the maximum decay of fluorescein by its
reaction with AAPH (0% protection). As an antioxidant compound is
aspirated into the SIA manifold, together with AAPH and fluorescein,
the fluorescein signal height depends on its strength as an antioxidant. If
the antioxidant does not protect, the SIA signal will be closer to B2.

3.2. Optimization of the ORAC-SIA method using factorial designs

The best results for the reagents concentration, the flow rate, and the
aspiration volumes were determined from a factorial design and a cen-
tral compound design (CCD). Data analysis was performed with Stat-
graphics software using an ANOVA test at the 95% confidence level to
maximize the protection percentage (%PP).

3.2.1. Concentration of reagents

The ORAC assay methodology is based on the oxidative degradation
of fluorescein when it reacts with AAPH before and after adding an
antioxidant sample. Therefore, the concentrations of the reagents using
a CCD of 2 blocks and three central points to maximize the %PP using
vanillin at 25 pmol L' and 100 pmol L as antioxidant standards were
determined. Table SM1 of the Supplementary Material shows the data.

The Pareto chart of standardized effects showed a level of signifi-
cance of 95%, the influence positive or negative of each factor in the
response variable, being statistically significant those factors localized
above the line perpendicular to the bars. The effects of each factor from
their binary interactions, since they better fit the regression model, were
considered. Using a 25 pmol L7 vanillin solution as the antioxidant
standard, it was observed that both concentrations of reagents had a
significant influence on the response (%PP), thus establishing that at a
high concentration of AAPH and low concentration of fluorescein, the %
PP was higher than other combinations (See Fig. SM1, SM2, and SM3 of
the Supplementary Material).

The analysis of variance (ANOVA) results for each factor indicated
that the AAPH concentration had a significant influence in the experi-
ment (P-value < 0.05) (Tables SM2 and SM3 of the Supplementary
Material). The experimental results of %PP were plotted versus the
values predicted using the model. The R? values were 95.48% and
95.99% for vanillin 25 pmol L and 100 pmol L, respectively, indi-
cating a good fit between the experimental values with those obtained
by the regression models.

At 100 pmol L of vanillin, it was more evident for effect in the
concentrations of fluorescein and AAPH, indicating that at a low con-
centration of both reagents %PP increased. Therefore, the best reagents
concentrations to determine the antioxidant capacity were 2.25 pmol L'
for fluorescein and 0.05 mol L! for AAPH.

3.2.2. Flow rate and aspiration volumes

In an SIA system, it is essential to know adequately the flow rate to
perform an analysis because it is necessary to establish a compromise
between the chemical reaction and dispersion and that the analysis
times are not too long. The volume aspirated also is relevant because,
although small volumes allow to reduce costs and be eco-friendly by
reducing waste, also be able to increase the errors reducing the precision
in some cases. So, it is crucial to find the best values for each parameter
in each methodology developed. So, a FED (2%) with one replicate to
evaluate and optimize the effect of the factors (flow rate and aspirated
volume) was used. The evaluation was based on the highest values for %
PP and %RP, using vanillin 25 pmol L'L. Table SM4 of the Supplementary
Material shows the factorial design.
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The ANOVA results shown in Tables SM5 and SM6 Supplementary
Material showed that only the flow rate had a significant influence on
both response variables (%PP and %RP), without interaction with the
aspirated volume. The experimental results of %PP and %RP were
plotted versus the values predicted using the model. Two regression
equations with the best fit to a quadratic model were obtained. The R?
values for both models were 97.03 and 97.38% for %PP and %RP,
respectively, indicating a good fit between the experimental values with
those obtained by the regression models. The Pareto charts of stan-
dardized effects showed that the %PP increases at high flows rates, but
the %RP decreases (Fig. SM4 and SMS5 of the Supplementary Material). It
was also observed that when the reagents and sample volumes
increased, the %PP and %RP do. For the response variable of %RP the
flow rate at 5 uL s ' was the optimal value causing prolonged analysis
times but reducing the %PP value. Therefore, the optimal values were
calculated from the design that maximized the %PP, resulting in 20 pL
s~ for the flow rate and 10 pL for the aspirated volume. These volumes
are almost 10 times lower than those for the microplate method.

3.3. Evaluation of the delay time to evaluate the reaction between AAPH
and fluorescein (B2 blank)

The antioxidant capacity by ORAC-microplate assay is calculated by
plotting kinetic curves — time versus fluorescence intensity — after a
delay time of 90 min. The trapezoid method subtracting the AUC
without antioxidant to AUC with an antioxidant is used. However, this
measurement is complex and time-consuming; to solve this problem, we
propose to measure the height of the SIA peaks to calculate the %PP and
%RP. It is possible because the physical dispersion and the measurement
in the kinetic part of the chemical reaction is the fundament of the SIA
systems.

First, the analysis of delay times in the range from 0 to 30 s was
carried out using %RP as a response calculated from the height of the SIA
peaks from the reaction between AAPH and fluorescein without an
antioxidant. There were no significant differences in the %RP value in
the range analyzed with 100% of reaction (vanishing of fluorescein
peak) between them. Also, the %PP using different concentrations of
Trolox showed that increasing the Trolox solution concentrations the
height of the peaks also does, and they are proportional directly to the
intensity of the signal. So, the waiting time in the reactor was not
necessary to perform the analysis, being easier to determine %RP from
the SIA peaks than by AUC. It is because the flow-based methods allow
detections in a part of the reaction kinetics of the analysis without
requiring reaching a chemical or physical equilibrium.

The ORAC methods previously reported need a delay time to estab-
lish 100 % of reaction between AAPH and fluorescein (B2).

3.4. Characteristic of the ORAC-SIA method

With the values of the chemical and hydrodynamic parameters of the
ORAC-SIA method selected, the characteristics of this as linear range,
regression coefficient, and precision were determined from plotting %PP
versus Trolox concentration.

3.4.1. Calibration curve and linear range

The %PP was the response for evaluating the protection capacity of
an antioxidant to protect fluorescein in front of AAPH, by the results
must be expressed in equivalents of pmol L of Trolox (or any other
antioxidant). Seven calibration curves were constructed, and using an
analysis of variance (ANOVA) of the data it was demonstrated a directly
proportional relationship between the response (%PP) and the concen-
tration of Trolox standards at 95% significance (P < 0.05) (Table SM7,
Supplementary Material)

The average curve (Fig. SM6, Supplementary material) constructed
with the data from the seven calibration curves showed a homoscedastic
variance and excellent linearity in a concentration range from 10 ymol L’
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! to 50 pmol L'! with a determination coefficient of 0.997. The regression
equation showed a slope of 1.15 + 0.02 and an intersection of 3.89 +
0.89. The LOD and LOQ were 3.13 and 9.48 pmol L, respectively,
enhancing the sensitivity of this assay compared to previous reports by
flow-based methods for determination of capacity antioxidant (Meanha
et al., 2015; Ramos et al., 2016; Ribeiro et al., 2011).

3.4.2. Precision and recoveries

The repeatability and intralaboratory reproducibility expressed as
relative standard deviation were 1.96% and 2.60% for Carmenere wine
and 2.15% and 2.65% for Trolox, respectively (Table SM8, Supple-
mentary Material).

Recoveries values ranged from 86.90 to 107.50% for the fortified
samples (blueberry juice, vanilla extract, coffee extract and carmenere
wine) with trolox from 10 to 40 pmol It (Table 2). According to the
AOAC criteria (AOAC International, 2019), mostly these values are
within the acceptable ranges for intermediate precision (<3%RSD) and
recovery (85-110%). The results indicated that there are no significant
interferes of the matrix.

3.5. Correlation between the ORAC-SIA method and microplate method

Fig. 2 shows the preparation of the 96-well microplate from two
blanks (B1 and B2), Trolox standards, to construct the calibration curve,
and finally, the food samples being all experiments performed in trip-
licate. The ORAC microplate method got a calibration curve with a
linear range from 10 pmol L to 50 pmol L7, a slope of 1.29 + 0.05, the
intersection of 4.17 + 1.57, LOD of 3.82 pmol L'l, and LOQ of 11.57
pmol L. The obtained results were similar to those reported in the
literature (Huang et al., 2002). The obtained %PP by the SIA method and
the microplate were plotted getting a correlation higher than 99% and
proving that the sensitivity was similar. In Table 3, a comparison of
regression values from other methods (FIA, SIA, and microplate) re-
ported in the literature to determine antioxidant capacity shows that
data of the proposed method has a lower %RSD than ORAC-microplate
(Huang et al., 2002), indicating excellent precision; and better sensi-
tivity than the ORAC-FIA method (Ramos et al., 2016).

On the other hand, it notes that the other methods to determine
antioxidant capacity by flow systems have lower sensitivities than their
counterparts by microplate. In the case of the ORAC-FIA method re-
ported in 2016, we can observe that its sensitivity decreased 5 times
compared to the microplate method, due to the change of fluorescence
detection by spectrometric detection. In this way, our proposed ORAC-
SIA method presents a notable improvement of sensitive 4-fold con-
cerning the first flow method reported in 2016 for an ORAC assay.

3.6. Application of ORAC-SIA method to food samples

Several food samples were analyzed, and the results compared with
those obtained by the microplate method (Huang et al., 2002). Table 4
shows the results expressing the results in pmol Trolox mL™! of the
sample. After performing a statistical student’s t-test for paired data, at
95% reliability (« of 0.05 at two tails), the methods had no significant
differences in their results (t) = 0.84 and t. = 2.26), showing the reli-
ability of the proposed ORAC-SIA method. In this way, the proposed
method does not need a long analysis time to reach the equilibrium of
the reaction, being possible to quantify the antioxidant capacity by
measuring only part of the reaction kinetics without affecting the
measurement. In Fig. SM7 of Supplementary material is shown the
signal obtained of fluorescein, alone, with AAPH and with sample.

4. Conclusions
The proposed method is the first flow method for an ORAC meth-

odology using fluorescein as a probe. The advantages of the proposed
method included: the reduction of 1) volumes of reagents and sample, 2)
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Recovery percentages for 4 samples added with different concentrations of Trolox. The recovery reference values by AOAC international are from 85 % to 110% (AOAC

International, 2019). Concentration expressed in umol Trolox L.

Sample Antioxidant capacity of Added Concentration of added sample”  Recovered Recovery
sample’ concentration” concentration’ percentage

Blueberry juice at 0.66%* 11.41 20.00 30.33 18.92 94.61
30.00 42.74 31.33 104.42
40.00 51.76 40.35 100.87

Red wine Carmeneré at 0.05% 12.73 10.00 22.97 10.24 102.41
20.00 32.85 20.12 100.60
30.00 43.33 30.60 102.02
40.00 52.76 40.03 100.08

Vanilla extract at 0.05% 22.94 10.00 33.48 10.54 105.37
20.00 42.48 19.54 97.70
30.00 52.42 29.48 98.26
40.00 58.36 35.42 88.54

Coffee extract at 0.06% 16.41 10.00 25.10 8.69 86.90
20.00 35.99 19.57 97.87
30.00 47.71 31.29 104.30
40.00 59.41 43.00 107.50

* For concentrations higher than 0.1%, the reference values are 90-108%.
* Expressed in pmol L Trolox.
Blanks Standards | 96-well-plate ||

25 pul of a 0.153 mol L?
AAPH solution \

/

25 plL of the sample
or standard

150 pL of a 0.05 pmol L
fluorescein solution

Working zone

‘89808000 PN : :

7 i g
0O0000CO0!

-

T oe\" ™ o n o >»

Food samples

486 nm, A excitation
500 nm, A emission

90 mina

Data register

microplate reader

t 37°Cin the

Fig. 2. ORAC assay by a 96-well-plate reader. It is shown the filled with the microwells and the preparation of the 96-well microplate. Blank 1 (B1) was prepared
from 150 pL of a 0.05 umol L fluorescein solution and 50 pL of a 0.05 pmol L' PBS solution at pH 7. Blank 2 (B2) from150 pL of a 0.05 umol L fluorescein solution,
25 pL of a 0.05 pmol L 1 PBS solution at pH 7, and 25 pL of a 0.153 mol L 1 AAPH solution. T10, T20, T30, T40 and T50 are the microwells for the standards solutions
of Trolox of 10, 20, 30, 40 and 50 umol L, respectively, and $1-S9 correspond the microwells for food samples. All experiments were performed in triplicate, and

they are marked with the same number for each analysis.

AAPH reagent concentration, 3) measurement errors, and 4) analysis
time by sample. At a temperature of 70 °C in the reactor, high energy
was provided to the reaction system, reducing the activation energy and
increasing the rate; so, the reaction time decreased from 90 min, by the
microplate method, to 5 min with a sampling frequency of 12 food
samples an hour. Another excellent advantage is that the kinetic per-
formance of the SIA system allows rapid and straightforward data
treatment, measuring the peak intensities instead of areas. In addition,

the SIA-ORAC system showed excellent precision and recoveries coin-
ciding with the international norms values and better than the micro-
plate method.

The proposed ORAC-SIA configuration is eco-friendly and shows
extraordinary potential as an alternative methodology for quantifying
the antioxidant capacity of food samples for its implementation in the
food industry.

Although the microplate method is attractive in the sampling
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Table 3

Comparison of the characteristics between the proposed ORAC-SIA method with different published methods to determine the antioxidant capacity.
Method LOQ" m Linear range” Standard r %RSD, %RSD, Ref.
ORAC - microplate 5 1.5 6.25-50 Trolox 0.999 < 15% < 15% (Huang et al., 2002)
DPPH - microplate N.R 0.15 50-500 Trolox 0.999 1.06 - 8.28% 1.32-2.13% (Herald et al., 2012)
CUPRAC - microplate 3 7.11 12.5-200 Uric acid 0.999 1.00% 6.10% (Ribeiro et al., 2011)
FRAP - microplate N.R N.R 90-540 Trolox 0.999 4.80% 5.60% (Jimenez et al., 2008)
ORAC - FIA 8 0.3 18-180 Trolox N.R 3.0-3.4% < 4.9% (Ramos et al., 2016)
DPPH - SIA 1 N.R 10-40 Caffeic acid N.R N.R 3.90% (Polasek et al., 2004)
CUPRAC - FIA 11 2.8 25 - 300 Trolox 0.999 0.98% 2.80% (Ribeiro et al., 2011)
ABTS - SIA 24.7 -0.03 0-235.13 Gallic acid 0.999 6.40% N.R (Meanha et al., 2015)
ORAC - SIA 3.13 1.15 10-50 Trolox 0.999 215 2.65 Proposed method

# Concentrations expressed in pmol Trolox L. (r) correlation coefficient; (RSDr) Relative standard deviation of repeatability; (RSDre) relative standard deviation of
reproducibility; (LOQ) limit of quantification; (m) slope of linear regression; N.R. not reported.

Table 4
Results of antioxidant capacity in different food samples analyzed by the pro-
posed ORAC-SIA method and the microplate conventional method.

Samples Antioxidant capacity”
SIA Microplate

Vanilla extract 42.99 + 4.60 43.49 + 1.51
Red wine Merlot 21.94 + 0.99 20.23 + 2.02
Red wine Carmeneré 18.84 + 2.65 17.97 + 2.85
Coffee extract Honey process 7.27 £ 0.61 6.98 + 0.00
Coffee extract Fully washed 9.57 + 0.03 9.59 + 0.12
Apple nectar and blueberry 4.04 £ 0.09 3.94 £ 0.19
Grape nectar 245+ 0.16 2.70 + 0.24
Blueberry and grape juice 274 £ 0.25 3.15 + 0.28
Blueberry nectar 1.74 £+ 0.03 1.78 £+ 0.01

 Expressed in pmol Trolox mL ™! of sample.

frequency because 60 samples are analyzed at the same time in 90 min,
which is the time necessary to carry out the reaction, the proposed SIA
method offers an analysis time of 5 min per sample, showing an alter-
native to determining the antioxidant capacity with similar equivalents
to microplate method, reducing costs and time of analysis.
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Antioxidant capacity

One of the most used methods to measure antioxidant capacity in food is the ferric reducing antioxidant power
(FRAP) test, which is simple, sensitive, and economical, nevertheless has long analysis times, causing mea-
surement errors due to the instability of the FRAP reagent due to its precipitation sequential injection analysis
(SIA) is a flow technique that can correct these disadvantages because it is more quickly. So, a novel FRAP-SIA

method was developed to evaluate the antioxidant capacity. The system was optimized using a central composite
design for hydrodynamic and chemical factors, resulting in a flow rate of 35 uL s~', and aspirate volumes of 33
UL-38 pL-33 pL for the sequence (FRAP-Antioxidant-FRAP). FRAP reagent was prepared with an HCI solution at
0.005 mol L', improving its stability 24 times, concerning when it is in acetate buffer at pH 3.6. The method
showed excellent accuracy (RSD <3%) with a LOD of 1.0 pmol L ™! of Trolox for a linear range of 5-120 pmol
L~L. The reaction time was diminished by 96% concerning the FRAP-microplate assay (from 30 min to 1.2 min).
The method was applied in beverages and extracts, obtaining recovery values ranging from 91.24 to 114.22%.

1. Introduction

In recent decades, antioxidants have been the subject of critical
studies since they can prevent, and balance cell damage caused by
oxidative stress. These studies have led to advances in food science,
nutrition, and molecular and cellular biology [1-3]. Apak et al., 2016
redefined antioxidants as “natural or synthetic substances that can
prevent or delay oxidative cell damage caused by physiological oxidants
such as reactive oxygen species (ROS), reactive nitrogen species (RNS),
and free radicals” [4]. The formation of ROS/RNS can occur in cells
through enzymatic reactions such as the superoxide radical anion (0%),
which is generated through enzymes such as NADPH oxidase and par-
ticipates in several reactions that produce hydrogen peroxide (H203),
hydroxyl radical (OH®), and peroxynitrite (ONOO ) [5]. ROS/RNS can
also be generated from endogenous (immune cell activation, inflam-
mation, mental stress, excessive exercise, ischemia, infections, and
cancer) or exogenous (air and water pollution, cigarette smoke, alcohol,
heavy metals, certain drugs, industrial solvents, and radiation) sources.
The overproduction of ROS/RNS generates a phenomenon called
oxidative stress, which can seriously alter cell membranes and other
structures such as proteins, lipids, lipoproteins, and deoxyribonucleic
acid (DNA), causing pathologies such as cancer, nephropathy, rheuma-
toid arthritis, cardiovascular, neurological, pulmonary, and ocular dis-
eases [6-9]. Oxidative stress can be counteracted by neutralizing these

* Corresponding author.
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ROS/RNS with endogenous (naturally generated in situ) or exogenous
(externally supplied through food) antioxidants. Endogenous antioxi-
dants can be found in the body’s enzymes or compounds metabolism
produces. In contrast, exogenous antioxidants can be found in vitamins
such as E and C, carotenoids, and flavonoids consumed through food or
supplements [1].

The intake of antioxidants in the diet can help to maintain an
adequate antioxidant status and, therefore, the normal physiological
function of a living system [10,11]. Although antioxidants are recog-
nized as significant phytonutrients, no "total antioxidant" nutrient index
is currently available for food labeling due to a lack of standard quan-
tification methods. Unlike other nutrients, the chemical diversity of
antioxidants makes it laborious to separate and quantify individual an-
tioxidants from the plant matrix. Therefore, it is necessary to establish a
method to measure the total antioxidant activity directly from food
samples. Various methods have been developed to measure total anti-
oxidant activity, total antioxidant capacity, or total antioxidant poten-
tial. Among them, representative assays are the ferric reducing
antioxidant power (FRAP) test [12,13], the acid 2,2-azinobis (3-ethyl--
benzothiazolin-6-sulfonic) assay (ABTS) [14,15], 2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazil assay (DPPH) [16,17], and oxygen radical absorption capacity
test (ORAC) [18,19]. From a chemical point of view, these methods are
based on a single electron transfer reaction (SET) or a hydrogen atom
transfer reaction (HAT) between an oxidant and a free radical. For
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Fig. 1. Schematic representation of the SIA system to quantify the antioxidant capacity by the FRAP method.

SET-based methods like FRAP and ABTS, antioxidants are oxidized by
oxidants like Fe (IIT) or ABTS*", while in a HAT-based method as ORAC,
aradical initiator is used to generate peroxyl radicals (ROO®) [20]. ROO*
preferentially extracts a hydrogen atom from the antioxidant, and as a
result, the reaction between ROO® and the target molecule probe is
retarded or inhibited. Since these methods are chemically different and
based on several reaction mechanisms, it is necessary to evaluate the
antioxidant capacity of a sample using varied techniques and thus pro-
vide comparable antioxidant values.

Recently, attention has focused on a widely used method, the FRAP
assay. This method has characteristics such as low cost and high sensi-
tivity, it is fast and relatively simple to perform, and it has been used to
generate a rich database of the total antioxidant content of a wide va-
riety of foods as published in 2014 by Benzie [21]. The method has been
used to assess the bioavailability of reducing antioxidants in food ma-
trixes and the effect of processing and cooking on the antioxidant con-
tent of foods such as soy milk, cocoa, and tea [22]. Also, biological fluid
samples such as plasma, serum, urine, or saliva can be analyzed without
extraction [23]. Measuring the antioxidant absorption after food intake
and beverages, including apples, fruit juices, and teas, is convenient.
Foods, herbs, and spices can be extracted by various solvents such as
cold water, hot water, methanol, ethanol, acetone, or hexane [24]. The
FRAP assay is less susceptible to the effects of solvents than other total
antioxidant capacity tests, such as the DPPH and ORAC assays.

Microplate-based FRAP assays were recently introduced by Firuzi
et al., in 2005 [25] and ten years later optimized by Bolanos et al. [26],
which improved sample throughput compared to manual FRAP assays
[27,28]. However, the optical path length for microplate readers is not
always the same, and results may be affected by changes in sample
volume and composition [29,30]. Most microplate readers need the
automatic photometric path length correction feature in more expensive
models. The dependence of the optical path length on sample volume
leads to the results of the microplates being compared less easily be-
tween different laboratories. Applying flow methods to determine
antioxidant capacity provides advantages such as time reproducibility
and analytical signal, which are significant when measurement involves
reactions with kinetic differences [31-35]. Another feature is the com-
puter control that allows adjustable and flexible systems to flow pa-
rameters without manifold physical handling [36]. However,
implementing flow methodologies to determine antioxidant activity has
not been widely exploited; consequently, there is only one report of a
FRAP method by flow injection analysis [34].

On the other hand, sequential injection analysis (SIA) is the second
generation of flow injection analysis (FIA) techniques based on com-
puter flow programming [37]. Among the advantages of the SIA, the
manifold is universal and easy to use, unlike FIA. The SIA manifold fixes
the circulation of liquids in different directions, being able to stop the
flows at the time that is required. In FIA, the peristaltic pump is usually
permanently in motion, performing or not the analytical measurements,
leading to inadequate consumption of reagents. However, in SIA, the
system only acts when the reactions are required, so reducing the con-
sumption of samples and reagents is drastic concerning the FIA [38].

This work proposes a new FRAP method by SIA to determine the
antioxidant capacity of food samples through spectrophotometric
detection without delay times stopping the flow and the use of a reactor,
with a reduction of sample and reagent volume, and finally with a high
precision and sampling frequency. The method was designed based on
the FRAP microplate method, and the physicochemical and hydrody-
namic parameters were optimized using a central compound experiment
design. The data quality involving the linear range, LOD, LOQ, preci-
sion, and recoveries were calculated following the validation procedures
of international standards. The antioxidant capacity correlation between
the SIA method and microplate method, using the trolox standard, was
evaluated. Finally, the analysis results of different food samples, such as
wines, juices, and species extracts, were compared with those obtained
by the standard microplate method to demonstrate the reliability of the
proposed method.

2. Material and methods
2.1. Reagents and dissolutions

All reagents used were analytical grade. 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-
triazine (TPTZ), (+)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylcromano-2-carbox-
ylic acid (trolox), iron (IIT) chloride hexahydrate, dibasic sodium phos-
phate heptahydrate, and monobasic potassium phosphate were from
Sigma-Aldrich. Hydrochloric acid and glacial acetic acid were from J.
T. Baker.

The FRAP working solution was prepared by mixing 12.5 vol of a HCI
solution (0. 005 mol L) with one volume of TPTZ solution (10 mmol
L ! dissolved with HCI 40 mmol L‘l) and one volume of ferric chloride
solution (20 mmol L~! in water). The FRAP working solution was pre-
pared daily and used at room temperature. A stock trolox solution (400
pmol L) was prepared in water and stored at 4 °C in darkness. From
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Table 1
- Programming of the SIA system to quantify antioxidant capacity by the FRAP.
Step  Action Port  Description Flow Flow Time
rate direction (s)
(uL
s
1 Filling the 6-7  The pump is 100 Inverse 15
pump with filled with 1500
the carrier L of distilled
water.
2 FRAP reagent 3 33 pL of FRAP 70 Inverse 0.47
aspirate reagent is
aspirated into
the holding coil.
3 Antioxidant 4 38 L of 70 Inverse 0.54
aspirate antioxidant is
aspirated into
the holding coil.
4 FRAP reagent 3 33 pL of FRAP 70 Inverse 0.47
aspirate reagent is
aspirated into
the holding coil.
5 Carrier 5 110 pL of water 50 Inverse 2.2
aspirate is aspirated into
the holding coil.
6 Dispensed to 2 100 pL is 20 Forward 5
detector dispensed to the
detector.
7 Dispensed to 2 1614 pL is 35 Forward 46
detector” dispensed from

the holding coil
and the pump to
the detector.

# Detection at 593 nm.

the stock solutions, standard solutions were prepared daily to build the
calibration curves.

2.2. Samples treatment

The analyzed food samples were cranberry juice, grape juice,
cranberry-grape juice, red wines (carmenere and merlot), honey coffee
beans, green tea, and tomatoes purchased in local supermarkets in
Mexico City. Samples were analyzed using the proposed FRAP-SIA and
standard microplate FRAP methods. For coffee and tea extracts, 0.9 g of
ground samples were weighed and dissolved with 20 mL of distilled
water at 87 °C in magnetic stirring for 5 min. Later, the extract was
filtered and collected.

Tomato extracts were obtained by weighing 1 g of dried tomato,
adding 20 mL of a 55% ethanol/water solution, and then applied to the
ultrasound-assisted irradiation sample at a power of 40%. Five cycles of
10 s of irradiation and 30 s of no-irradiation were performed. After
extraction, the extracts were filtered and collected. All samples were
diluted in distilled water.

2.3. Manifold of the FRAP-SIA method

Fig. 1 shows the schematic representation of the proposed SIA
manifold to quantify antioxidant capacity under the FRAP methodology.
The reagent and sample solutions were aspirated and driven through an
8-port multiposition valve integrated into FIAlab SIChrom equipment.
The holding coil (PEEK polymer 0.76 mm I.D.) was 1 mL in volume.
Teflon tubes (0.76 mm I.D.) were used for interconnections with the SIA
equipment (sample, carrier, residues, and exit to the detector). The
carrier solution was sucked through a Teflon tubing (3 mm IL.D.) to fill
the pump reservoir (4 mL).

The reaction was carried out in the holding coil. Optical fibers (400
pm I.D.), a Z flow cell (10 mm optical path), a UV-Vis-NIR light source,
and a UV-Vis USB4000 detector of Ocean Optics set at 593 nm consti-
tuted the optical detection system. The programming of the sequential
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injection was achieved by computerized control of the FIAlab SIChrom
equipment using the FIAlab software for Windows version 5.0.

2.4. Sequential injection procedure

The FRAP assay’s antioxidant capacity is based on a redox reaction
between the antioxidant and the complex [Fe(T PTZ),]*>. Since Fe*?
reduced to Fe*? it is possible to associate the reaction degree with the
antioxidant capacity of the antioxidants being the reaction measured by
changing the color of the complex [Fe(TPTZ);] +3 (yellow) to [Fe
(TPTZ),] +2 (blue) at 593 nm, obtaining absorbance values associated
with the antioxidant capacity of the sample.

For the FRAP assay, it was necessary to form the complex [Fe
(TPTZ)>] " before using it. So, the complex [Fe(TPTZ)3] '3, called FRAP
reagent, was prepared by mixing solutions of HCl 5 mmol L', TPTZ 10
mmol L™} (dissolved in HCl 40 mmol L™ 1) and FeCl3 20 mmol L 'in
proportion 12.5:1:1. The FRAP reagent was prepared daily before used.

The programming of the FRAP-SIA method is shown in Table 1,
where the distilled water carrier (step 1) filled the equipment pump. The
FRAP reagent, sample, standard, and carrier solution were sequentially
aspirated into the holding coil (steps 2 to 5). Later, 100 pL was dispensed
from the holding coil to the UV-Vis detector (step 6); finally, all the
volume contained in the holding coil and pump was dispensed to the
UV-Vis detector (step 7) set to 593 nm.

2.4.1. Measurement of the antioxidant capacity

The antioxidant capacity determined by the FRAP assay consisted of
measuring the absorbance of the [Fe(TPTZ),] i complex before (Ao)
and after (As) reacting with the sample or standard and using the
following equation:

Aprap = As— Ao (1)

From the Aggap values, a calibration curve was constructed with
trolox standards, plotting the trolox concentrations used against the
Aggap obtained. The antioxidant capacity values were reported in pmol
L~ of trolox.

2.5. Previous tests to optimize the FRAP-SIA method

As the antioxidant compound for the previous tests and the final
optimization, the Trolox reagent was used because it is a water-soluble
compound with a structure like vitamin E, which is used in biological or
biochemical applications to reduce stress or oxidative damage [39,40].
In addition, units called trolox equivalents, such as pmol L tof trolox,
are characteristic of assays such as ABTS, DPPH, ORAC, and FRAP [20].

2.5.1. Reaction evaluation in the FRAP-SIA system

The programming is as in Table 1. An antioxidant-FRAP-antioxidant
aspiration sequence with aspirate volumes of 25 pL-30 pL-25 pL,
respectively, and an output flow to the detector of 20 pL s ' was applied
to ensure the reaction between the FRAP reagent and a trolox standard
400 pmol L™! and measuring the reaction product at 593 nm. The
increasing signal (peak) obtained by increased absorbance indicated
that the antioxidant capacity reaction was carried out by FRAP-SIA
assay. The FRAP reagent was prepared as proposed by Thaipong et al.
[41] by mixing buffer solutions of acetates 0.3 mol 11 (pH 4.7), TPTZ
10 mmol L™! and FeCl3 20 mmol L~ in a ratio of 10:1:1.

2.5.1.1. FRAP solution stability. From the first report of the FRAP assay
by Benzie in 1996 [13] until recent works where the FRAP assay is used
[42], the way of preparing the FRAP reagent has been the same, ignoring
that the reagent is unstable for long analysis times, due to it precipitates
an hour after its preparation. It is fundamental that the ferric complex
([Fe(TPTZ),] +3) does not precipitate as solid particles because the
concentration of the FRAP reagent will be affected, causing a high
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Table 2
Combinations of different mixtures to improve the stability of the FRAP solution.
Experiment Mixing solutions Proportion
Mix 1 Acetate buffer TPTZ' FeClg‘ (20:1:1)
300 mmol L' pH 4.7
Mix 2 Phosphate buffer TPTZ FeCl' (10:1:1)
300 mol L' pH 2
Mix 3 HCl 40 mol L} pH 1.4 TPTZ FeCly" (10:1:1)
Mix 4 Phosphate buffer TPTZ" FeCl3" (20:1:1)
300 mol L' pH 2
Mix 5 HCl 40 mol L™ pH 1.4 TPTZ FeCls' (20:1:1)

* TPTZ concentration at 10 mmol L.
" FeCl; concentration at 20 mmol L.

Table 3

- CCD in 3 blocks with three central points to optimize the FRAP-SIA system.
Factors Low Central point  High

level level
FRAP reagent concentration (%) 50 75 100
Aspirated volume in pL (FRAP- 10-15 17.5-22.5 25-30-25
Antioxidant-FRAP) 10 17.5

Delay time (seconds) 20 40 60
Flow rate (uL.s ') 20 25 30
Total experiments 33

variability in the antioxidant capacity measurements. For this reason,
the stability of the complex [Fe(TPTZ);] +3 was evaluated for 2 h to
observe physical changes in the composition. Measurement of antioxi-
dant capacity was also performed by the FRAP-SIA method using trolox
50 pmol L~! with ten repetitions to verify if the antioxidant capacity
measurements remained constant (reproducible peaks). So, five new
ways to prepare the FRAP reagent were proposed (Table 2). These ex-
periments were monitored in darkness and light, using amber and
transparent bottles for storage.

2.5.2. FRAP-SIA aspiration sequence

In the SIA system, the reagents and samples are sequentially aspi-
rated, and the chemical reaction will depend on the diffusion of each
aspirated zone. It must be adequate to implement the reaction between
reagents and antioxidants. Several experiments were carried out varying
the aspiration sequences and their respective volumes (see Table S1 of
the Supplementary Material) to obtain the highest absorbance using a
trolox standard 50 pmol L. For these experiments, the programming of
Table 1 was used, with an output flow rate in the flow cell of 20 pLs L.

2.6. Reaction optimization

From the improvement to the preparation of the FRAP reagent to
increase its stability, experiments to optimize the FRAP-SIA method
were made using a central compound experiment design (CCD). The
programming sequence used was the one shown in Table 1.

2.6.1. Hydrodynamic and chemical parameters

A CCD to maximize the analytical response of the FRAP-SIA method
was built into three blocks and three center points for each block, giving
a total of 33 experiments. The factors evaluated were the volume aspi-
rated, the output flow rate to the detector, the delay time, and the
concentration of the FRAP reagent, using Aggap as the response variable.

The volume aspirated of the sample and the FRAP reagent following
the aspirate sequence, FRAP-Antioxidant-FRAP, was considered a single
factor. Therefore, the low and high-volume levels for the sample and
standard solutions were 15 and 30 pL, and for the FRAP reagent, 10 and
25 pL, respectively (see Table 3). The concentration of the FRAP reagent
was as a percentage, so the FRAP reagent without dilution was consid-
ered 100%. Table 3 shows the low, high, and center point values for each
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factor of the central composite design. The antioxidant standard was a
trolox solution of 50 pmol L™,

2.7. Characteristics of the FRAP-SIA method

After establishing the best hydrodynamic and chemical conditions of
the FRAP-SIA system through optimization, the method characteristics,
such as the linear interval of the calibration curve, limit of detection,
limit of quantification, precision, and recoveries, were calculated. All
experiments used the trolox standard as an antioxidant, thus reporting
results of antioxidant capacity in pmol T equivalent trolox.

2.7.1. Calibration curves

A trolox concentration range from 5 to 160 pmol L™ was initially
proposed. Later, the calibration curve was plotted from trolox concen-
trations (x-axis) versus Agppap (y-axis). Five calibration curves were
constructed after fixing the linear interval to obtain an average cali-
bration curve. The values of the limit of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ) from the mean and standard deviation of the
absorbance measurement of 10 replicates of the blank were calculated
[43,]. The average absorbance of the blank (Ag) plus three times the
blank standard deviation (Sg) for LOD Eq (2) and ten times for LOQ Eq
(3) were calculated. Then, the value obtained from the summation was
interpolated in the calibration curve of the FRAP-SIA method and
expressed in units of pmol L~ of trolox for LOD and LOQ [43,44].

LOD = Ag + Sp %3 ®)
LOQ = Ag + Sg * 10 (3)

2.7.2. Intermediate precision

The precision of the analytical method, as intra-laboratory repro-
ducibility and repeatability, was evaluated using duplicate solutions of a
trolox standard of 60 pmol L' and a sample of red merlot wine at
0.67%. The objective of using a red wine sample was to obtain a better
precision estimation when using a complex matrix with more than one
antioxidant compound. One-factor analysis of variance (ANOVA) for
repeatability and reproducibility was performed [43,45], and the pa-
rameters of relative standard deviation (RSD) were calculated (Table S2
of the Supplementary Material).

2.7.3. Analysis of food samples

Red wines, fruit juices of blueberries and grapes, coffee, green tea,
and vegetables such as tomatoes have a high antioxidant capacity value
and have health benefits thanks to their ingestion [21]. The applicability
of the proposed FRAP-SIA method for ten samples of red wines, juices,
and coffee and tea extracts was evaluated. The commercial wines and
juices were only diluted in distilled water for quantification; coffee and
green tea were extracted by maceration, and tomato applied ultrasound
energy. The same samples were used for the recovery study by FRAP-SIA
and FRAP assay by the microplate method.

2.7.4. FRAP microplate assay

The microplate FRAP method is the improved version of the FRAP
standard test since this method substantially reduces the volumes of
sample and reagent used, and it allows reading up to 96 samples in a
single analysis using a 96-well plate reader. Therefore, this method was
the reference method to compare the results obtained by the proposed
FRAP-SIA method. A single-channel Biotek Synergy HT microplate
reader was used, integrated with a xenon flash lamp, a monochromator,
and temperature control. The analysis was computer-controlled using
BioTek’s Gen5 software. Trolox standard solutions from 5 to 200 pmol
L~ to build the calibration curve obtaining a slope of 0.0028+4 x 105,
intercept of —0.013 + 0.0046, and LOD and LOQ of 5.42 and 7.40
respectively. The FRAP reagent was prepared from the mixture of so-
lutions of TPTZ (10 mmol L’l), FeCl3 (20 mol L’l), and acetate buffer
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(0.3 mol L ™! and pH 3.6) in a ratio of 1:1:10. The analytical procedure of
the FRAP test on microplate was carried out according to previous ones
with slight modifications [26]. Briefly, in a microplate of 96 wells
(costar 3595), 280 pL of the FRAP reagent and 20 pL of the sample or
standard were dispensed for each microwell, thus obtaining a total
volume of 200 pL. The analysis was at room temperature instead of
37 °C, because no variations were observed in the results, and the
measured absorbance was at a wavelength of 593 nm after 30 min. The
blanks used distilled water instead of the sample or standard. The Aggap
values were calculated using Eq (1), and the antioxidant capacity values
were expressed as pmol L' equivalent of the trolox standard.

2.7.5. Recovery

The percentage of recovery by FRAP-SIA was measured by the
antioxidant capacity in triplicate of the samples diluted in water: merlot
and carmeneret red wines (both at 0. 25%), grape juices (0.67%),
cranberry (0.50%), and grape-blueberry (0.50%), honey coffee extract
(0.40%), and extracts of tomato and green tea (0.01% and 0.25%,
respectability). The calibration curve was simultaneously prepared as
the fortification analysis to obtain better precise and accurate data. After
knowing the antioxidant capacity of the samples, the fortified samples
were prepared by adding concentrations of trolox standards of 10, 30,
and 60 pmol L1,

From the same samples as FRAP-SIA but using other dilutions: merlot
and carmeneret red wines at 0.071% and 0.076%, juices of grape at
1.00%, blueberry at 0.29%, grape-blueberry at 0.31%, extract of honey
coffee at 0.18%, and extracts of tomato and green tea at 0.063% and
0.10%, the recoveries using the standard method was calculated. Simi-
larly, the fortified samples were prepared by adding concentrations of
trolox of 10, 80, and 160 pmol L™ 1, measuring the antioxidant capacity
before and after the fortification.

Finally, the recovery percentage was calculated by dividing the dif-
ference in antioxidant capacity of the fortified sample and the unforti-
fied sample by the concentration of trolox added and multiplied by 100
Eq (4) [43,45].

recovered concentration

% Recovery = x 100 4)

added concentration
3. Results and discussion
3.1. Analyses of the FRAP reagent

In this work, the chemical parameters for the preparation of the
FRAP reagent were evaluated, and the results were compared with the
microplate method using the traditional FRAP reagent.

3.1.1. FRAP test reaction assessment

The reaction of the FRAP reagent and the trolox standard, using the
SIA system, was evaluated at 593 nm, which is the wavelength of
maximum absorbance FRAP reagent reducing ([Fe(TPTZ).]" ). The
blank of the reaction was the FRAP reagent without reacting with the
trolox standard, giving an absorbance signal lower than 0.05; when the
FRAP reagent and trolox reacted between them, the absorbance signal
increased at 0.8 units, indicating that the reaction by SIA was possible
(Fig. S1 of the supplementary material). From these data, the optimi-
zation of this reaction was carried out. The maximum absorption
wavelength of the FRAP reagent reduced was 593 nm.

3.1.2. Evaluation of the FRAP solution stability

In 2013, Martins et al. proposed the first FRAP assay adapted to a
flow method providing an analysis frequency of 30 samples per hour,
using sample/reagent volumes of 91.4 pL, and doubling the FRAP re-
agent concentration [34]. However, the way of preparing the FRAP re-
agent ([Fe(TPTZ)2] +3) was similar to that first reported by Benzie and
Strain in 1996 [13], which required mixing acetate buffer (300 mmol
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L ! and pH 3.6), TPTZ (10 mmol L’l), and FeCl3 (20 mmol L’l) in a
10:1:1 ratio, without considering that the formation of the FRAP reagent
is instability, precipitating after time of its preparation. In such a way
reproducing the preparation of the FRAP reagent according to what was
reported by Benzie et al. from 1996 to the present and evaluating its
stability to physical changes for 2 h, this reagent formed insoluble solid
particles after 40 min of its preparation.

When performing the FRAP assay against a trolox solution of 50
pmol L™}, after 55 min of preparing the reagent, the absorbances pre-
sented a variation higher than the standard deviations of the repetitions
carried out in the first 50 min (readings every 5 min). The concentration
of the FRAP reagent changed as the solution formed large amounts of
solid particles in suspension, interfering with the reaction. It is possible
that the acetates buffered solution (300 mmol L™! and pH 3.6) initially
reported by Benzie is not acidic enough because the TPTZ needs to
dissolve it in an HCI solution of 40 mmol L ™!, which has an approximate
pH of 1.4, and when pH increases at 3.6 a fraction of the TPTZ pre-
cipitates. In addition, the acetate buffer is at the limits of its buffer zone
since the pH is below one unit of the pKa of acetic acid (4.7), impeding
the buffer in the medium. Therefore, the solution pH was evaluated to
mix TPTZ and FeCl3 reagents and avoid forming insoluble solid particles
in the FRAP reagent solution.

The suggested pH to mix TPTZ and FeCl; was an acetate buffer (pKa
4.7)at 300 mol L™ and pH 4.7, 300 mmol I-La phosphate buffer (pKa
2.1) at 300 mmol L' and pH 2, and a HCl solution at 40 mmol L !and
pH 1.4, mixed in proportions 10:1:1 and 20:1:1, TPTZ, FeCl3 and pH
solutions, respectability.

The experimentation showed that the acetate buffer, even though it
was in a viable buffer zone, the pH was not adequate to avoid the pre-
cipitation of the FRAP reagent. On the other hand, using phosphate
buffer at pH 2, the FRAP reagent also precipitated, which could be
caused by the excess FeCl; reagent in the medium, which caused the
phosphate ions in the buffer to bind iron (III), thus forming fractions of
iron (IIT) phosphate precipitate in the FRAP reagent. Finally, when using
HCI at 40 mmol L' (the same concentration to prepare the TPTZ re-
agent) as the preparation medium for the FRAP reagent, it was observed
that the reagent was stable for up to a week without presenting pre-
cipitation, showing a substantial improvement. The reagent was stable
using HCl 40 at mmol L~ ! when mixed with the FeCl3 solutions on
different ratios. At least HCI concentration was tested at 5 mmol L ! (pH
2.3), resulting in a solution stable for 24 h. It is also important to note
that the stability of the FRAP reagent does not depend on exposure to
light. Finally, it was decided to use a mixture of HCI (5 mmol L’]), TPTZ
(10 mmol L'l), and FeCl; (20 mmol LY. In the ratio 10:1:1, the re-
actions were not carried out at a pH too low.

3.2. Optimization of FRAP-SIA

Once the preparation of the FRAP reagent allowed a higher stability
for this, the hydrodynamic and chemical parameters were optimized.

3.2.1. Evaluation of the aspiration sequence

After evaluating four aspirate sequences, the sequence FRAP-
Antioxidant-FRAP showed the highest absorbance value with less stan-
dard deviation (Table S3 of the Supplementary Material shows the data).
On the other hand, to aspire twice FRAP at first and at the end of the
sequence was better than aspire it once because the antioxidant is be-
tween two volumes of FRAP, and the reaction bolus is favored by the
dispersion effect, allowing better mixing between the standard and the
FRAP solution.

3.2.2. Analysis of the experimental design

The matrix of the central composite design shown in Table 54 of the
Supplementary Material gives the results of 33 experiments in 3 blocks
with three center points. The Pareto chart of standardized effects of the
design showed the positive or negative influence of each factor in the
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Fig. 2. Standardized Pareto chart with binary interactions of the factors to maximize the response of the FRAP-SIA system.

response variable with a significance level of 95%. Fig. S2 of the Sup-
plementary Material shows the Pareto chart for the main effects. A
significant influence on the response variable (absorbance) by the vol-
ume of aspirate and the flow rate was observed. The absorbance in-
creases at high values of aspirated volume and output flow rate.

In contrast, the binary interactions of each factor provided a better fit
in the design model. Fig. 2 shows the Pareto chart effects with binary
interactions. So, it was possible to observe a significant influence on the
design by the aspirated volume (BB), the concentration of FRAP (AA),
the flow rate (D), and the interaction between the aspirated volume and
the flow rate (BD). It is evident that the lower the volume of aspirate and
concentration of FRAP, the higher the absorbance. The interaction be-
tween volume and flow rate indicated that while these two factors in-
crease simultaneously in the same experiment, absorbance also
increases.

The results of the analysis of variance (ANOVA) for each factor
without interactions indicated that the aspiration volume and flow rate
had asignificant influence on the experiment (P-Value <0.05) (Table S5
of the Supplementary Material). On the other hand, the binary in-
teractions showed that the concentration of the FRAP reagent and the

flow rate-volume interaction also influenced the experimentation; this is
due to the binary interactions representing a quadratic-type fit for the
modeling of the experiment, which ensures a better estimate of the in-
fluence of the factors. The R? of the mathematical model of the experi-
ment design was 98.960%, indicating a good fit between the
experimental absorbance values and those predicted by the regression
model.

The experimental design with binary interactions to obtain the
values for maximizing the absorbance response was carried out from the
influential factors of the FRAP-SIA method. Therefore, for each one, the
following optimal values suggested by the central composite design
were obtained: 35 pL s~! for flow rate, waiting time of 0 s, 80% FRAP
dilution, and aspirate volumes of 33 pL-38 pL-33 pL (FRAP-Antioxidant-
FRAP).

3.3. Analytical characteristics of the FRAP-SIA proposed method
3.3.1. Linear range, LOD, and LOQ

The liner range obtained using the trolox standard was from 5 to 160
pmol L™! (Fig. 3 of the Supplementary Material). A better estimate of
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Fig. 3. Comparative graph of antioxidant capacity values analyzed by FRAP-SIA and FRAP-Microplate.
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Table 4

Comparison of the characteristics between the proposed FRAP-SIA method with different published methods to determine the antioxidant capacity.
Method LOQ" m Linear range" Standard r %RSD, %RSD, . Ref.
ORAC - microplate 5 1.5 6.25-50 Trolox 0.999 <15 <15 o]
DPPH - microplate N.R. 0.15 50-500 Trolox 0.999 1.1-8.3 1.3-2.1 [48]
FRAP - microplate 90 N.R. 90-540 Trolox 0.999 4.8 and 4.9 5.6 and 17.3 (11281
FRAP - microplate 26.1 0.94 250-2000 Ferric sulphate 0.975 2.7-6.7 5.3-10.1 [49]1
ORAC - SIA 3.13 1.15 10-50 Trolox 0.999 2.2 2.7 50]
DPPH - SIA 1 N.R. 10-40 Caffeic acid N.R. N.R. 3.9 0351
ABTS - SIA 24.7 -0.03 0-235.13 Gallic acid 0.999 6.4 N.R. [44]
FRAP - FIA 86.8 N.R. 100-500 Ferrous sulphate >0.99 1.3 N.R. [34]
FRAP - SIA 1.0 0.0064 5-120 Trolox 0.999 1.5 and 1.6 1.6 and 2.0 Proposed method

(r) correlation coefficient; (RSDr) Relative standard deviation of repeatability; (RSDre) relative standard deviation of reproducibility; (LOQ) limit of quantification; (m)

slope of linear regression; N.R. not reported.
* Concentrations expressed in pmol L™ of standard.

the calibration curves between one day and another was using data from
5 calibration curves constructed daily to construct an average curve
(Fig. S4 of the Supplementary Material). The ANOVA of the average
curve (Table S6 of the Supplementary Material) showed a directly pro-
portional relationship (P-value <0.05) between the response (absor-
bance) and the trolox concentration with a significance level of 95%. In
addition, the residuals (the difference between the observed absorbance
values and those predicted by the regression line) were analyzed
through the residue graph (Fig. S5 of the Supplementary Material) as a
function of the concentration of the trolox standard. This graph pre-
sented a random distribution without any tendency to vary the con-
centration of trolox. In this way, it was possible to assert that the data of
the curves fit the linear regression model type 1, resulting in a homo-
scedastic variance. The linear regression equation of the average curve
had a slope of 0.0064 + 9.4 x 10-5, an intersection of 0.0049 + 0.0064,
and a correlation coefficient of 0.9998 with a 95% confidence interval.
The LOD and LOQ values were 1.0 pmol L' and 1.8 pmol L7,
respectively.

3.3.2. Intermediate precision

A trolox solution (60 pmol L’l) and a red wine merlot sample at
0.67% (v/v) were used to evaluate the precision of the FRAP-SIA (data in
Table S7 of the Supplementary Material).

The sum of squares (SS), the degrees of freedom (Df), and the mean
square (MS) of the variation of the antioxidant capacities of each sample
between days and within days were calculated using an ANOVA (data in
Table S8 of the Supplementary Material) The repeatability values ob-
tained on the same day (within days), and the interlaboratory repro-
ducibility or intermediate precision in several days (between days)
expressed as relative standard deviations were 1.51% and 2.07% for
Merlot wine, as well as 1.56% and 1.64% for the trolox standard,
respectively.

The results showed that the precision as reproducibility improves a
little when the trolox standard solution is used, but the difference is
insignificant. Repeatability and reproducibility were less than 3%,
which denotes that the FRAP-SIA method presents good precision ac-
cording to the criteria of the AOAC and the CODEX Alimentarius [46,
47].

3.4. Analysis of food samples

The antioxidant capacity values from the analyzed samples by the
FRAP-SIA and FRAP-microplate methods were expressed in trolox pmol
L' equivalent. Fig. 3 shows the graph with the results of antioxidant
capacity in samples. The microplate method used the original FRAP
reagent under the standard method at pH 3.4 and noticed a high stan-
dard deviation in all samples. These results also show that the stability of
the FRAP reagent is essential to obtain suitable and precise results. The
standard deviations on the proposed method are very low, influencing
several factors such as the stability of the FRAP reagent, principally,

reaction time shorts, same detection time because the way the sample
and reagents from the injection and detector are always the same, so,
there is no difference of analysis time between a sample and another, as
with the microplate method happens.

When an analytical method is new, comparing the results with a
currently tested and applied analytical method is imperative. Conse-
quently, through the data obtained by both methods, it is feasible to
infer that the results differ. However, when considering the high stan-
dard deviation provided by the microplate method, it is impossible to
significantly distinguish between them since the maximum or minimum
error of the FRAP-microplate method is found in the mean values of the
FRAP-SIA method.

Table 4 presents a comparative analysis of regression values and
precision among various methods (FIA, SIA, and microplate) as reported
in the literature for antioxidant capacity determination. Notably, the
data obtained through the proposed FRAP-SIA method exhibits superior
precision, encompassing both repeatability and reproducibility, when
compared to the microplate FRAP method.

Although the FRAP assay is one of the most cited assays for deter-
mining total antioxidant capacity, universal calibration parameters have
not been calculated for quality control. For example, the dependence of
the optical path length on the sample volume leads to results from
microplate assays lacking in inter-laboratory precision. Bolanos de la
Torre et al., in 2015 demonstrated that when verifying that microplate
readers decrease the sensitivity of colorimetric analysis compared to
data from a 1 cm pathlength spectrophotometer [26]. There is also little
information regarding the validation of the FRAP-microplate assay.
Ustundag et al., 2016, the first to report the complete validation pa-
rameters [49], described that even though the FRAP-microplate assay
reduces consumption in the volume of reagents and sample and in-
creases the sampling rate. It is also too poor concerning the precision
and accuracy of the method, reporting a coefficient of variation (CV) of
up to 18.5% and recoveries with a trend below 100%, which indicates a
clear systematic error. These high CV values of the FRAP-microplate
assay are mainly attributed to analyst error when dispensing small
volumes (10-200 pL) of sample and reagents into the microplate wells,
as it is very complex. Other assays to determine antioxidant capacity,
such as ORAC per microplate, have also been affected in reproducibility
[51] because the antioxidant inhibition reaction does not start simul-
taneously in all 96 wells due to technical limitations when dosing the
antioxidant and radical. For this reason, the proposed FRAP-SIA method
is a better alternative to determine the antioxidant capacity in food
samples, unlike the microplate method, which has pronounced vari-
ability in the antioxidant capacity results.

3.5. Recovery

The matrix effect and accuracy of the FRAP-SIA method were eval-
uated through the recoveries of 8 samples fortified with concentrations
of trolox at 30 pmol L', The trolox concentrations chosen for the
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Table 5
The recovery obtained percentages by the FRAP-SIA and FRAP-microplate
methods.

Samples %Recovery by FRAP- %Recovery by FRAP-
SIA" microplate”
Merlot red wine 114.22 97.92
Carmeneret red wine 94.66 99.47
Grape juice 100.80 91.17
Cranberry juice 108.31 89.73
Grape-cranberry 108.99 90.51
juice
Honey coffee extract 104.22 91.50
Green tea extract 94.88 91.50
Tomato Extract 107.85 90.29

* Samples fortified with 30 pmol L ™! trolox.
b samples fortified with 80 pmol L™ trolox.

fortifications were in the middle of the calibration curve. In the case of
determining the % recovery for the FRAP method by microplate, the
trolox concentration was 80 pmol L~ based on the criteria described
above. The recovery percentages obtained for both methods are in
Table 5. The recoveries ranges were from 94.66% to 114.22% and from
89.73% to 99.47% for the FRAP method by SIA and microplate,
respectively. Comparing the recovery values by both FRAP methods is
fundamental to note that the FRAP-SIA method has values random be-
tween 94.66 and 114%, and the FRAP method by microplate a distri-
bution that tends to recovery values always less than 100%, which
indicates a possible error attributed to the method and not to the sam-
ples analyzed.

4. Conclusions

It was identified that the FRAP reagent was unstable after 50 min of
its preparation, forming insoluble particles. No papers have reported
this problem with the reagent, and it has been used in the FRAP methods
by microplate being one of the consequences, among others, for the
reproducibility of this method. The stability of the FRAP reagent
improved by decreasing the medium pH and replacing the acetate buffer
with HCI, which allowed the use of the FRAP reagent for long periods of
up to 24 h without presenting precipitation. The FRAP-SIA method is the
first FRAP method by flow that offers advantages such as a sampling rate
of 50 samples per hour, a total volume of 104 pL of sample and reagent, a
reduction of FRAP reagent concentration of 30%, not requiring a reactor
and without reaction times stopping the flow. In this way, each of the
characteristics exceeded that reported by Martins et al., in 2013 when
proposing a FRAP method by FIA with a sampling rate of 30 samples per
hour, volumes of 91.4 pL for both sample and reagent, increased
doubled the concentration of the FRAP reagent, and finally required the
use of a reactor for the reaction to take place.

Furthermore, the SIA method presented a substantial improvement
in measurement errors. This barrier has not yet been overcome in
microplate methods (CV >18%), thus highlighting the proposed FRAP-
SIA method with high precision (RSD <3%). Finally, even though the
sampling rate of the FRAP method per microplate is 96 samples per 30
min, the use of the 96 wells will depend on the needs of each analyst
since the analysis time will be the same for one sample or 96. In this way,
the FRAP-SIA method is an alternative, offering an analysis time of 1.2
min per sample with high precision.
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