
Resumen 

En muestras de semillas de Theobroma cacao (Cacao), Capsicum bacatum (Ajíes dulces, verdes y rojos) y semillas
de Artocarpus altilis (fruto de pan), se determinó la capacidad antioxidante aplicando diversas metodologías y se
ana lizó la información que proporciona cada método. luego de proceder a la extracción y cuantificación de los poli-
fenoles, se evaluó la actividad antioxidante utilizando las técnicas de sistema modelo β-caroteno/linoleato, el méto-
do del barrido de radicales libres (Dpph)•, el método del tiocianato (peroxidación ácido linoleico) y el poder reductor.
En todos los ensayos de determinación de actividad antioxidante, los resultados obtenidos fueron comparables.
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Abstract 

in samples of Theobroma cacao seeds (Cocoa), Capsicum bacatum sweet (Sweet pepper, red and green) and of
Artocarpus altilis seeds (bread fruit), the antioxidant capacity was determined by applying various methods and
analyzed the information provided by each one. After proceeding to the extraction and quantification of polyphenols,
the antioxidant activity was assessed by the β-caroteno/linoleato model system technique, the scanning free radicals
method (Dpph)•, the thiocyanate method (linoleic acid peroxidation) and reducing power. in all the determinations
for antioxidant activity, results were comparable.
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Introducción 

Desde hace décadas, se ha evidenciado la relación
directa que existe entre  la sobreproducción de radi -
cales libres en el organismo  y diversos  desórdenes fi -
siológicos (tales como daño a la membrana celular,
oxidación de lipoproteínas, inactivación de enzimas);
ciertos estados patológicos y con el envejecimiento
(rieger, 1989; Stockdale, 1987).

A fin de impedir la acumulación de radicales li -
bres, el organismo cuenta con diferentes mecanismos
de defensa antioxidantes producidos de manera endó-
gena, pero a medida que se avanza en edad y/o por
condiciones de fuertes agresiones prooxidativas, co -

mo la exposición intensa y reiterada a la exposición
solar, estos medios resultan insuficientes para prote-
ger al organismo (rieger, 1993). Con base a esto se ha
postulado que los organismos envejecen porque las
células acumulan el daño de los radicales libres en el
tiempo, por lo que los antioxidantes son comúnmente
usados en el cuidado de la piel para prevenir este
envejecimiento (lupo, 2001; rabe y col., 2006; Von
oppen-bezalet, 2009; Knaggs, 2009).

Diversos compuestos presentes en productos ve -
getales tienen la propiedad de actuar como antirradi-
cales o antioxidantes (pietta, 1998; udo y col., 2001).
En estos productos se ha evidenciado la presencia de

24



25Revista Facultad de Farmacia  • Vol. 74  •  Nº 1  •  2011

méToDos para la DeTerminaCión De la aCTiviDaD anTioxiDanTe De vegeTales

los compuestos fenólicos que tienen propiedades an -
tioxidantes, esta característica ha favorecido su inclu-
sión en formulaciones cosméticas especialmente
aquellas con propiedades antienvejecimiento.

En la actualidad no existen métodos oficiales para
la determinación de la capacidad antioxidante de las
materias primas que se emplean en cosmética, por lo
cual, se han venido utilizando con este fin diversas
metodologías.

De allí la importancia de la aplicación de estos
métodos para la determinación de la Actividad An -
tioxidante en algunos productos vegetales.

Materiales y métodos

obTENCióN Y prEpArACióN DE lAS muESTrAS

las  semillas secas y fermentadas de cacao (Theo -
broma cacao) y las semillas de fruto de pan (A. altilis)
fueron obtenidas en el sector de ocumare de la Cos ta,
Estado Aragua, Venezuela. los Ajíes dulces (Cap sicum
bacatum), variedades verde y roja, fueron ad quiridos
en el mercado de Quinta Crespo, Caracas. Venezuela.
Todas las muestras se lavaron, se secaron y se molie-
ron (en el caso de Artocarpus, previo a este pro ceso le
fue eliminada la capa externa). posterior mente se liofi-
lizaron, moliéndose nuevamente y pa sán dose por un
tamiz Nº 40. Todas las muestras se guardaron en enva-
ses plásticos con tapas de cierre hermético, a tempe-
ratura ambiente y al abrigo de la luz.

CuANTiFiCACióN DE loS CompuESToS

FENóliCoS ToTAlES

los compuestos fenólicos en los extractos meta-
nólicos fueron estimados por ensayo colorimétrico,
basado en los procedimientos descritos por montreau
(1972), el cual se basa en la extracción de los poli -
fenoles totales de la muestra con solución meta nol:
agua (50:50) y solución de acetona:agua (70:30). En
una alícuota del extracto se desarrolla coloración con
el reactivo de Folin Ciocalteau, leyendo  la absorban-
cia a 750 nm.  la concentración de polifenoles en la
muestra se determinó usando una curva patrón de
áci do gálico en un rango de 20-500 g/ml. los resul -
tados se expresan como equivalentes de ácido gálico
(EAg) g/100g de muestra seca. 

DETErmiNACióN DE lA CApACiDAD ANTioXiDANTE

Esta propiedad fue evaluada por diferentes méto-
dos espectrofotométricos: 

1. DETErmiNACióN DEl poDEr rEDuCTor

(YEN Y Duh, 1993):

El poder reductor de los compuestos fenólicos se

determina mediante  la capacidad de reducir el Fe+3

(fé rrico) a Fe+2 (ferroso) con formación del azul de pru -
sia, a 700 nm. los resultados se cuantifican contra
una curva estándar de ácido ascórbico. los resulta-
dos son expresados como equivalentes de ácido as -
córbico (EAAs) g/100 g de muestra. 

ii. DETErmiNACióN DE lA ACTiViDAD ANTioXiDANTE mE -
DiAN TE El méToDo DE lA pEroXiDACióN DEl áCiDo li -
NolEiCo (méToDo DEl TioCiANATo) 

la actividad antioxidante se determinó de acuer-
do al método descrito por Yen y hsieh (1998), el cual
se basa en la peroxidación del ácido linoleico, usando
tiocianato de amonio y cloruro ferroso. la absorban-
cia se determina a 271 nm. la actividad antioxidante
se determina por el grado de peroxidación del ácido
linoleico, a las 72 horas, aplicando la fórmula:

AA = 72 –  [aumento de la Abs. de la mx/ aumento de
la Abs. del control] x 100  

ii. DETErmiNACióN DE lA ACTiViDAD ANTioXiDANTE

uSAN Do El SiSTEmA moDElo ß-CAroTENo/ liNolEATo

las muestras metanólicas fueron evaluadas si -
guiendo el método descrito por hidalgo-Fernández y
col. (1994), el cual se basa en la capacidad que tienen
los antioxidantes de impedir la pérdida del color del β-
caroteno. la relación dosis/respuesta de la actividad
antioxidante para los extractos se determina a diferen-
tes concentraciones. la actividad antioxidante (AA) de
los extractos es evaluada en términos de decolora-
ción del β-caroteno usando bhA en metanol (100
ppm) para propósitos comparativos. los ensayos se
realizaron por triplicado y los resultados se expresan
como el valor promedio ± desviación estándar. 

iii. DETErmiNACióN DE lA CApACiDAD ANTioXiDANTE DE

loS poliFENolES EXTrAÍDoS, uTilizANDo El méToDo

DEl bArriDo DE rADiCAlES librES (Dpph•)  

Se determinó la capacidad antioxidante mediante
secuestro de los radicales libres de acuerdo al méto-
do descrito por Sánchez-moreno y col. (1998). El mis -
mo se basa en la generación de radicales libres a
partir de una solución metanólica de 1,1- difenil-2-pi -
cril-hidracil. En forma de radical, el Dpph• absorbe a
515 nm, absorbancia que va disminuyendo por la re -
ducción por un agente oxidante, o por especies radi-
cales. la determinación se efectúa a intervalos de
tiempos diferentes hasta que la reacción alcanza un
equilibrio (time at the steady state). El porcentaje de
Dpph• remanente fue calculado como sigue:

%Dpph•rem=[(Abs a 515 nm)muestra/(Abs a 515 nm)
control] x 100
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ANáliSiS ESTADÍSTiCo

Todas las determinaciones se realizaron por tripli-
cado y se expresaron los valores como los promedio
± la desviación estándar (DE). la significancia estadís-
tica se determinó mediante el análisis de varianza de
una vía (ANoVA) y un valor de p<0,05 se consideró
 estadísticamente  significativo.

Resultados y discusión

CuANTiFiCACióN DE CompuESToS FENóliCoS

ToTAlES por ENSAYo ColoriméTriCo

Como puede observarse en la Tabla i, el conteni-
do porcentual  de polifenoles totales presentes en
las muestra, expresados como g equivalentes de áci -
do gálico/ 100 g de muestra seca, siguió el orden
siguien te: cacao > ají verde > ají rojo >  semilla de
Artocarpus.

DETErmiNACióN DEl poDEr rEDuCTor

(méToDo DE YEN Y Duh moDiFiCADo)

En la Tabla ii se presentan los valores del poder
reductor, expresado como mg equivalentes de ácido
ascórbico por 100 gramos de muestra. En este ensa-
yo, el color amarillo de la solución de ensayo cambia
a diferentes matices entre el azul y el verde, depen-
diendo del poder reductor de cada compuesto. la
pre  sencia de reductores como los antioxidantes,
causa la conversión del Fe+3 del complejo ferricianuro
usado en este método, a la forma ferrosa. Así, por la
medición del azul de prusia a 700 nm, se puede moni-
torear la concentración de Fe+2. Altos valores de ab -
sorbancia a 700 nm indican un poder reductor alto
(barros y col., 2006). 

los resultados muestran que existen diferencias
estadísticamente significativas en el poder reductor
de los extractos de las muestras evaluadas (p< 0,05);
siendo el orden del poder reductor semillas de ca -
cao>ají verde>ají rojo>semillas de Artocarpus. Este
orden se correlaciona con el contenido de polifenoles
totales en las muestras analizadas, siendo ma yor el po -
der reductor a mayor contenido de polifenoles.

ACTiViDAD ANTioXiDANTE DETErmiNADA por El

méToDo DEl blANQuEAmiENTo DEl ß-CAroTENo

En la Tabla iii se muestra la Actividad Antioxidante
(%) determinada por el método del blanqueamiento
del β-caroteno en muestras de semillas de cacao, ajíes,
variedades verde y roja, y semillas de Arto carpus.

El ensayo se basa en el blanqueamiento de la so -
lución de β-caroteno y de la habilidad de los antioxi-
dantes para inhibir la decoloración de la solución
propiciada por la oxidación del ácido linoleico. El radi-
cal libre del ácido linoleico ataca al β-caroteno alta-

Muestra Polifenoles totales 
(g/100 g) DE

Cacao
Theobroma cacao 6,66d 0,06

Ají verde
Capsicum bacatum 0,79c 0,08

Ají rojo
Capsicum bacatum 0,74b 0,09

Semillas Fruto de pan

Artocarpus altilis 0,26a 0,01

los resultados son el promedio de tres mediciones por separado ±
DE. las letras diferentes en una misma columna indica diferencias
estadísticamente significativas p<0,05.

Tabla i

Contenido de polifenoles totales, expresados
como g equivalentes a ácido gálico/100 g de
muestra seca (muestras de semillas de cacao,

ajíes, variedades verde y roja, 
y semillas de Artocarpus)

Muestra Poder reductor
(g/100 g)1 DE

Cacao
Theobroma cacao 5,8d 0,08

Ají verde
Capsicum bacatum 3,4c 0,02

Ají rojo
Capsicum bacatum 2,9b 0,02

Semillas Fruto de pan

Artocarpus altilis 0,5a 0,01

1 base seca. los resultados son el promedio de tres mediciones
por separado ± DE. las letras diferentes en una misma columna
indican diferencias estadísticamente significativas p<0,05.

Tabla ii

Actividad Antioxidante (%) determinada por
el método del poder reductor (g equivalentes

de ácido ascórbico/100 g muestra), en muestras
de semillas de cacao, ajíes, variedades verde

y roja, y semillas de Artocarpus

mente insaturado. la presencia de los antioxidantes
puede obstaculizar la extensión del blanqueamiento
del β-caroteno neutralizando el radical libre linoleato y
otros radicales libres formados en el sistema (Jayapra -
kasha y col., 2001). De acuerdo a esto, la absorbancia
decrece rápidamente en muestras sin antioxidantes,
mientras que en presencia de antioxidantes la solu-
ción retiene el color y así la absorbancia por un largo
período de tiempo.

los resultados muestran que el porcentaje de ac -
tividad antioxidante en las muestras en estudio esta
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Muestra Actividad antioxidante
(%) DE

Cacao
Theobroma cacao 89,64 2,94

Ají verde
Capsicum bacatum 67,5 0,57

Ají rojo
Capsicum bacatum 67,0 2,21

Semillas Fruto de pan

Artocarpus altilis 54,29 2,93

los resultados son el promedio de tres mediciones por separado ±
DE. las letras diferentes en una misma columna indican diferencias
estadísticamente significativas p<0,05.

Tabla iii

Actividad Antioxidante (%) determinada por 
el método del blanqueamiento del β-caroteno 

en muestras de semillas de cacao, ajíes,
variedades verde  y roja, y semillas de Artocarpus

Muestra (%) DE
Actividad antioxidante

Cacao
Theobroma cacao 71,02c 0,022

Ají verde Capsicum 
bacatum 32,54b 0,027

Ají rojo Capsicum
bacatum 32,77b 0,050

Semillas Fruto de pan
Artocarpus altilis 17,67a 0,041

los resultados son el promedio de tres mediciones por separado ±
ES. las letras diferentes en una misma columna indican diferencias
estadísticamente significativas p<0,05.

Tabla iV

Actividad Antioxidante (%) determinada por el
Método de peroxidación  del ácido linoléico en

muestras de semillas de cacao, ajíes, variedades
verde y roja, y semillas de Artocarpus

en el siguiente orden: cacao > ají verde > ají rojo >
se millas de artocarpus, lo cual se correlaciona con
la cantidad de polifenoles presentes en la muestras
analizadas.

DETErmiNACióN DE lA ACTiViDAD ANTioXiDANTE

por El méToDo DE lA pEroXiDACióN DEl áCiDo

liNolEiCo (méToDo DEl TioCiANATo)

En la Tabla iV se muestran los resultados del por-
centaje de actividad antioxidante determinada por el
método de la peroxidación del ácido linoleico. la
muestra de cacao presentó el porcentaje más elevado
de actividad antioxidante, lo cual se correlaciona con
los resultados de los otros métodos aplicados, así co -
mo con el contenido de polifenoles totales. las mues-
tras de ají verde y rojo presentaron valores similares
de actividad antioxidante. El orden de la capacidad
antioxidante en las muestras fue similar a los otros
 mé todos utilizados en este trabajo: cacao > ají verde >
ají rojo > semillas de Artocarpus. 

DETErmiNACióN DE lA CApACiDAD ANTioXiDANTE

DE loS poliFENolES EXTrAÍDoS, uTilizANDo El

méToDo DEl bArriDo DE rADiCAlES librES (Dpph•)  

El radical libre Dpph• posee una absorción carac-
terística a 515 nm (color púrpura), la cual decrece
significativamente cuando está expuesto a la acción
de «barrido» por parte de un extracto rico en com-
puestos fenólicos antioxidantes- por suministro de
átomos de hidrógeno o por donación de electrones.
una disminución en la absorbancia, a 515 nm, indica
un alto barrido del radical por parte del extracto. El
barrido de los radicales libres es uno de los mecanis-
mos conocidos mediante el cual los antioxidantes
inhiben la oxidación de los lípidos. El ensayo permite
evaluar en for ma rápida la actividad antioxidante in
vitro de compuestos específicos o extractos.

En la figura 1 se muestran los valores de actividad
de barrido del radical Dpph• por el extracto me tanó -
lico de la harina de semillas de A. altilis. A mayor
concentración del extracto de harina de artocarpus,
mayor es la actividad de barrido, reflejado por el
aumento de la absorbancia. Como puede observar-
se, los extractos de la semilla de cacao presentan los
valores más bajos de CE50, por lo que se requiere
me nos concentración de ese extracto para secues-
trar los radicales libres, teniendo entonces más efi-
ciencia como antirradical.

Aún cuando es frecuente el relacionar la capaci-
dad antioxidante de los productos naturales con el
contenido de polifenoles totales presentes (Kukoski y
col., 2005; imeh y Khokhar, 2002; pinelo y col.,
2004), en algunos trabajos se ha reportado una corre-

Figura 1. Actividad de barrido (%) de radicales DPPH• por el
extracto metanólico de semillas de Artocarpus.
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Muestra CE50 (g/g DPPH) TEC50 EA

Cacao
Theobroma cacao 4,72 ± 0.001a 45,57 ± 0.96 0,0047

Ají verde
Capsicum bacatum 25,13 ± 0.012c 24,16 ± 3.25 0,0016

Ají rojo
Capsicum bacatum 20,80 ± 0.006a 64,43 ± 0.59 0,0007

Semillas de fruto
de pan

Artocarpus altilis 54,27 ± 0.004d 31,90 ± 1.93 0,0006

las letras indican diferencias estadísticamente significativas p<0,05.
CE50: concentración del extracto metanólico requerido para “barrer”
o “secuestrar” el 50% del radical Dpph•; TEC50: tiempo re querido
pa ra que el extracto metanó lico “barra” “atrape” o “se cuestre” el
50% del radical Dpph•;  EA: eficiencia an tirradical.

Tabla V

CE50, TEC50 y eficiencia antirradical (EA) de los
extractos de semillas de cacao, ajíes, variedades

verde  y roja, y semillas de Artocarpus

recibido: 15 de enero de 2010
Aceptado: 1 de agosto de 2011

lación baja entre estos parámetros (heinonen y col.,
1998) y has  ta se ha indicado no existir relación algu-
na entre el contenido total de polifenoles, concentra-
ción de ácido as córbico y la capacidad antioxidante
(hassi moto y col., 2005).

Aun cuando se emplearon métodos diferentes,
los resultados obtenidos fueron comparables para
la de terminación de la actividad antioxidante en
mues  tras de uso en la industria alimentaria, farma-
céutica y cosmética. En efecto, las muestras evalua-
das pre sen taron una alta actividad antioxidante que
se correlacionó significativamente con el contenido
de polifenoles totales (Correlación = 0,97; p<0,05).
Co   mo se observa, la muestra de cacao presentó las
mejores propiedades antioxidantes, lo cual está de
acuerdo con lo descrito para  la especie Theo bro  ma
cacao de la familia Sterculiaceae, la cual es re co no -
cida ampliamente por sus propiedades antioxidan-
tes y utilizada en formulaciones cosméticas por esta
acción anti-radical y pudiendo resultar como una ex -
celente materia prima para la obtención de antioxi-
dantes  naturales.

Agradecimiento

los autores agradecen al Consejo de Desarrollo
Científico y humanístico el financiamiento de este tra-
bajo, proyecto  Nº pg 06.30.5331.2003.

Referencias bibliográficas

barros l, Ferreira m, Queiros b, Ferreira i, baptista, p. 2007.
To tal phenols, ascorbic acid, b-carotene and lycopene

aliCia m rinCón, maría n pérez De r, lizeT Bou raCHeD, alBin romero, luisa C BuCariTo, Fanny paDilla

28


	vol 74-1 2011

