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Resumen

En este trabajo se muestra el desarrollo y la validación de un método analítico para 
la cuantificación de polifenoles totales con el reactivo de Folin-Ciocalteu (F–C),en 
procesos de extracción asistida por microondas (MAE), sobre frutos de la especie 
colombiana Vaccinium meridionale. Los resultados obtenidos en los parámetros 
selectividad, linealidad, repetibilidad y exactitud muestran que la metodología 
propuesta es confiable para evaluar el efecto de las condiciones de extracción sobre la 
cantidad de polifenoles removidos.

Palabras clave: Validación de métodos analíticos, extractos vegetales, polife-
noles, reactivo de Folin-Ciocalteu, Vaccinium meridionale, extracción asistida por 
microondas.
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Summary

Validation of an analytical method for quantification of total 
polyphenols in microwave-assisted extraction processes for the 

Colombian species Vaccinium meridionale

In this work, we show the development and validation of an analytical method for 
quantification of total polyphenols with Folin-Ciocalteu reagent (F–C) in micro-
wave-assisted extraction processes for Colombian species Vaccinium meridionale. 
Experimental results of selectivity, linearity, repeatability and accuracy evidence that 
the methodology proposed is reliable to evaluate the effect of the extraction condi-
tions over the quantity of polyphenols removed.

Keywords: Validation of analytical methods, Plant extracts, Polyphenols, Folin-
Ciocalteu reagent, Vaccinium meridionale, Microwave-assisted extraction.

Introducción

Actualmente, existe un notable interés de la comunidad científica por conocer y apli-
car las propiedades benéficas de alimentos naturales con actividad antioxidante. La 
evaluación de esta actividad biológica es de naturaleza compleja, ya que los alimentos 
están constituidos por una gran variedad de compuestos químicos, y se torna difícil 
el estudio farmacológico de las distintas interacciones moleculares que tienen lugar al 
interior de un organismo luego de su ingesta; en particular, el conocimiento de posi-
bles efectos sinérgicos.

Las moléculas con capacidad antioxidante han sido clasificadas en cuatro grandes gru-
pos [1]: enzimas (superóxidodismutasa, glutatión peroxidasa, catalasa, ferroxidasa); 
macromoléculas (albúmina, ferritina); moléculas pequeñas (ácido ascórbico, glutatión, 
ácido úrico, tocoferol, caroteniodes, polifenoles) y hormonas (estrógenos, angioten-
sina, melatonina). Estos compuestoscontribuyen a la prevención de enfermedades rela-
cionadas con fenómenos de estrés oxidativo [2].

Por su parte, los metabolitos secundarios denominados polifenoles son considerados los 
compuestos antioxidantes más importantes de la dieta, contienen grupos funcionales 
hidroxilo sobre anillos aromáticos. Son una gran familia conformada por un conjunto muy 
variado de moléculas, desde las más simples (como lo es un anillo aromático con uno o más 
grupos hidroxilos), hasta las más complejas (como polímeros de alto peso molecular). A 
estos compuestos no solo se les ha atribuido propiedades antioxidantes, existen también 
entre otros, reportes de actividad antinflamatoria y antimicrobiana [3-9].
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Aunque los polifenoles se han extraído tradicionalmente con solventes acuosos y 
no acuosos en reflujo a 90 °C, durante 24 horas [10], en las últimas décadas se han 
implementado otras técnicas para su extracción. Se destaca la extracción asistida por 
microondas, conocida por sus siglas en inglés como MAE. En dicha técnica, una 
muestra de material vegetal y un solvente se exponen a radiación microondas bajo 
condiciones controladas de temperatura y presión; las moléculas de agua presentes en 
los sistemas vasculares de las plantas rompen los tejidos, liberan las biomoléculas allí 
contenidas y se incorporan al solvente. En estas condiciones, el solvente puede incluso 
alcanzar temperaturas superiores a su punto de ebullición [11]. Comparado con los 
métodos tradicionales, la técnica MAE ofrece muchas ventajas, como son los cortos 
tiempos de extracción, un menor consumo de solvente, extractos de mejor calidad, 
disminución en los costos, entre otras. Existen muchos factores que influyen sobre el 
proceso de extracción: potencia, temperatura, tiempo de extracción, naturaleza del 
solvente, relación sólido-solvente, tiempo de contacto del material vegetal con el sol-
vente y tamaño de partícula [12].

Los frutos del género Vaccinium (Ericaceae) contienen gran cantidad de compuestos poli-
fenólicos, y han sido empleados tradicionalmente por muchas comunidades indígenas 
con fines nutricionales y terapéuticos. En el presente, varias especies de este género tie-
nen gran importancia en la actividad económica mundial. En Estados Unidos, por ejem-
plo, son comercializadas de manera significativa las especies Vaccinium corymbosum L., 
V. angustifolium Ait., V. asheireade y V. macrocarpon. Dentro del conjunto de suplemen-
tos dietarios, el extracto de V. macrocarpon que, frecuentemente, es usado para mantener 
en buen estado el tracto urinario, ocupa el puesto 14 en popularidad; mientras que el 
extracto de V. myrtillus L. (similar al V. angustifolium), se ubica en el puesto 21, gracias 
a sus efectos benéficos sobre el sistema vascular y la retina. En el 2006 había más de 180 
productos fitofarmacéuticos en el mercado con extractos de frutos de este género [13].

Estudios realizados con el uso de algunas especies del género Vaccinium han mostrado 
inhibición de crecimiento de células cancerígenas, mejoramiento de la visión, efectos 
benéficos sobre desórdenes cardiovasculares, enfermedades degenerativas y estrés oxi-
dativo inducido por la edad, entre otros [14-17]. En Colombia es particular el caso de 
la especie Vaccinium meridionale (su fruto de color rojo oscuro de diámetro entre 5 y 10 
mm [18] que se conoce en el altiplano cundiboyacense como “agraz” o “mortiño”), que 
habita en la zona Andina entre los 2600 y 4000 m.s.n.m. Un estudio de investigación 
realizado por Lopera y colaboradores con extractos no alcohólicos de fermentos de este 
fruto, permitió observar un efecto cardioprotector en ratas [19]. Por su parte, Maldo-
nado y colaboradores encontraron una marcada actividad antioxidante, efectos citotó-
xicos y antiproliferativos en líneas celulares de cáncer de colon con extractos acuosos de 
Vaccinium meridionale [20].
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Con base en lo anterior, y con el ánimo de obtener extractos del fruto Vaccinium meri-
dionale con mejores propiedades antioxidantes, nos propusimos estudiar, en procesos de 
extracción asistida por microondas, el efecto de las condiciones experimentales sobre la 
cantidad de polifenoles totales removidos a través de su cuantificación, con el método de 
Folin–Ciocalteu (F–C), siendo el ácido gálico (AG) la molécula de referencia. El reactivo 
de F–C es una solución acuosa de color amarillo que contiene fosfotungstatos-molibdatos 
capaces de capturar uno o dos electrones en reacciones redox y formar especies de color 
azul (por ejemplo, el (PMoW11O40)4-), con un máximo de absorción a 760 nm de longitud 
de onda. En el caso particular de los compuestos fenólicos, el medio se ajusta con bicar-
bonato de sodio hasta un pH ≈ 10 para que los fenolatos formados reduzcan el reactivo 
de F–C. Las especies coloreadas resultantes son independientes de la estructura de los 
compuestos fenólicos [2].

La revisión de los antecedentes permitió determinar las siguientes condiciones experi-
mentales [10,11, 21–24]: potencia (300–900 W), temperatura (70–110 °C), relación 
solvente:fruto seco (Fs) (30:1–70:1 p/p), tiempo (5–15 min) y sistema solvente H2O 
– EtOH (0 – 80% EtOH). El análisis de las variables experimentales sobre la eficiencia 
del proceso extractivo, así como el establecimiento de las mejores condiciones, se efec-
tuará por medio de la metodología de la superficie de respuesta [25, 26]. 

En ese sentido, el diseño y la validación de una metodología analítica que permita 
demostrar la confiabilidad de los resultados experimentales, con respecto a la cuan-
tificación de polifenoles totales con el reactivo de F–C en cada uno de los extractos 
objeto de estudio, es imprescindible. Este artículo muestra los resultados obtenidos 
en la fase de validación, y en particular, la evaluación de los parámetros selectividad, 
linealidad, repetibilidad y exactitud.

Metodología

Instrumentos y equipos

Balanza analítica Ohaus Explorer EX 224, capacidad 220 g, incertidumbre ± 10-4 g. 
Espectrofotómetro Hach DR 5000, rango de longitud de onda: 190-1100 nm, pre-
cisión de longitud de onda: ± 1 nm entre 200 y 900 nm, precisión fotométrica: 1% 
entre 0,50-2,0 de absorbancia. Sistema microondas de digestión/extracción Sineo 
MDS-8G, control de presión al interior del sistema: 0,0-10,0 ± 0,01 MPa, control de 
temperatura: 0-300 ±1 °C, frecuencia de microonda: 2450 ± 50 MHz. Centrífuga 
Hettichrotina 46 S, 4000 rpm máximo. Molino analítico IKAA 11. Sonicador Bran-
son CPX 5800H. Estufa de secado Memmert UM400. 
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Reactivos

Reactivo del fenol según Folin–Ciocalteu 2N, Merck. Ácido gálico monohidratado 
Panreac, pureza ≥ 0,99 en fracción másica (No. CAS: 149-91-7). Agua desgasifi-
cada ultrapura (tipo I), sistema Pall Corporation Cascada LS®, conductividad: 0,056 
µS∙cm-1. Etanol absoluto para análisis EMSURE®, Merck, (No. CAS: 64-17-5). Car-
bonato de sodio monohidratado Mallinckrodt R.A., pureza ≥ 0,999 en fracción 
másica (No. CAS: 497-19-8).

Material vegetal

Los frutos frescos de la especie Vaccinium meridionale fueron obtenidos de un hábi-
tat nativo ubicado en el municipio de Chiquinquirá (Boyacá) de altitud entre 2500-
2600 m.s.n.m, precipitación media de 990 mm anuales, temperatura media de 12,9 
°C (máxima de 19,3 °C y mínima de 7,4 °C). Una vez colectados, se llevaron inme-
diatamente al Laboratorio de Química y Tecnología de Alimentos de la Universidad 
Pedagógica y Tecnológica de Colombia (Tunja, Boyacá). Allí se efectuó una remoción 
manual de hojas y tallos, y se hicieron varios lavados con agua desgasificada ultrapura 
(tipo I). Los frutos limpios se ingresaron a una estufa para su deshidratación.

Obtención del fruto seco

El fruto fresco de Vaccinium meridionale se secó en una estufa Memmert UM400 a 40 
°C hasta que su peso se mantuviera constante por 12 h. Posteriormente, el fruto seco se 
trituró con un molino analítico IKAA 11, y la muestra se pasó por un tamiz de 0,5 mm. 
Las partículas que atravesaron el tamiz fueron almacenadas en un desecador y puestas 
en un congelador a –4 °C. 

Obtención de los extractos del fruto Vaccinium meridionale

Se pesó 400,0 ± 0,1 mg de fruta seca (Fs) y se mezcló con 20,0000 ± 0,0001 g de sis-
tema solvente (EtOH 0%, EtOH 40% y EtOH 80%). La mezcla obtenida se expuso a 
ultrasonido por 5 minutos en un sonicador Branson CPX 5800H para su homogeni-
zación. Posteriormente, se llevó al sistema microondas de digestión/extracción Sineo 
MDS-8G, según las condiciones de extracción requeridas. Finalmente, se agitó la mez-
cla por 15 min y se centrifugó a 4000 rpm, por espacio de 20 min, en una Centrifuga 
Hettichrotina 46 S. Se le denominó extracto al sobrenadante obtenido. Los extractos 
totalmente acuosos se almacenaron en un refrigerador a 4 °C, y los extractos con etanol 
en un congelador a –4 °C. En cualquier caso, el tiempo transcurrido entre la obtención 
del extracto y su cuantificación no superó las 24 horas.
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Curva de calibración para el ácido gálico

Las soluciones estándar de AG fueron preparadas por pesada. El AG fue puesto en el 
desecador por lo menos 72 h antes de su uso. La masa se midió con una balanza ana-
lítica Ohaus Explorer EX 224, de capacidad 220 g e incertidumbre ± 10-4 g. En cada 
réplica se pesó un equivalente de 43 mg de AG y se mezcló con agua ultrapura hasta 
obtener una masa final de 49,8 g. De allí se pesaron seis muestras diferentes, con masas 
desde 25 hasta 65 mg de solución de AG y se llevaron a un balón aforado de 5 mL. 
Al balón se le agregaron 125 µL de reactivo de F–C 2N y se homogenizó por 1 min. 
Después se adicionaron 400 µL de solución de carbonato de calcio al 10% (p/p) y se 
llevó al aforo con agua. Se homogenizó por 30 s y se dejó en un sitio oscuro por 1 h. La 
solución se llevó a un espectrofotómetro Hach DR 5000 y se midió su absorbancia a 
760 nm de longitud de onda.

Cuantificación de polifenoles totales en los extractos

Se pesó una muestra de extracto y se llevó a un balón aforado de 5 mL. A partir de allí se 
realizó el mismo procedimiento del apartado anterior. La cantidad de polifenoles tota-
les contenidas en el extracto, expresada en mg AG/g Fs (mg de AG por g de fruta seca), 
se calculó a partir de cada valor de absorbancia, mediante la curva de calibración para 
el AG y considerando la dilución realizada; y esta fue como se indica en la ecuación 1:

= ⋅ ⋅ ⋅ −
⋅

− b m
mgAG/ gFs

mg 5 10 L (A / )
mg gFs

ste
3

ext.

	 (1)

Donde 	mgste es la masa (mg) del solvente empleada para producir el extracto, A la 
absorbancia de la solución diluida, b es el intercepto de la curva de calibración, m es 
la pendiente de la curva de calibración, mgext.es la alícuota de extracto (mg), y gFs es la 
masa de fruto seco (g) empleada para producir el extracto.

Selectividad

Estudios anteriores han reportado fenómenos de interferencia para la cuantificación de 
polifenoles totales con el reactivo de F–C. Entre la familia de compuestos se destacan 
algunos ácidos orgánicos, bases nitrogenadas, aminoácidos, aminas aromáticas, azúca-
res, proteínas y cationes metálicos (hierro (II), cobre (I)). Pese a dichos inconvenientes, 
el método de F–C ha sido ampliamente empleado y recomendado por ser simple y 
reproducible [1, 2, 9].

Con el objeto de evaluar el efecto del proceso de extracción sobre la cuantificación de 
polifenoles totales con el reactivo de F–C, se compararon los espectros de absorción 
molecular de una solución acuosa de AG con extractos acuosos de Vaccinium meri-
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dionale, empleando el mayor tiempo de extracción (15 min) y los límites superiores 
e inferiores para concentración de EtOH, temperatura y potencia; esto es: 0% y 80% 
de EtOH; 70 y 110 °C; 300 y 900 W. Para facilitar la comparación, en cada sistema se 
empleó la cantidad adecuada para que la absorbancia en la región de máxima absorción 
se encontrara entre 0,8 y 0,9.

Dado que un extracto vegetal como sistema es una matriz compleja, y además, que no 
es posible obtener la matriz sin el analito (polifenoles), la selectividad debe ser evaluada 
por medio de la comparación de pendientes entre curvas de adición estándar [27-28]. 
En este trabajo se emplearon 4 muestras, en cada una de ellas se adicionó la misma canti-
dad de estándar (AG) para cada nivel de concentración. Se realizaron seis adiciones con-
secutivas, desde una concentración equivalente a 3,6 mg/L AG hasta una concentración 
de 5,1 mg/L AG. La muestra 1 no incluye matriz, la muestra 2 es el extracto obtenido 
con agua pura como solvente (0% EtOH): la muestra 3 es el extracto obtenido con la 
mezcla (agua 60%:EtOH 40%) y la muestra 4 es el extracto obtenido con la mezcla 
(agua 20%: EtOH 80%). Las tres matrices (muestras 2, 3 y 4) fueron obtenidas en las 
condiciones máximas de extracción definidas para la temperatura, potencia y tiempo; 
esto es: 110 °C, 900 W y 15 min, respectivamente. Las cuatro curvas fueron comparadas 
a partir de los valores de sus pendientes por medio de un análisis de varianza (ANOVA). 
Si las cuatro curvas son paralelas dentro de la incertidumbre experimental, se demuestra 
que el método es selectivo, ya que el efecto de la matriz sobre la respuesta instrumental es 
producido únicamente por la presencia del analito en la misma.

Linealidad

Para la evaluar  este parámetro se siguieron los lineamientos establecidos por la guía 
ICH Q2(R1) [29]. Se prepararon seis soluciones de AG con concentraciones  3,9; 5,1; 
6,3; 7,5; 8,7; 9,9 mg/L, y se midió la absorbancia de cada una de ellas a 760 nm. En total 
se emplearon cuatro réplicas. A los resultados experimentales se le aplicaron las pruebas 
estadísticas C de Cochran, ANOVA y t de Student para la linealidad, con un nivel de 
confianza del 95%.

Límites de detección y de cuantificación

Los límites de detección y de cuantificación fueron determinados por medio de la des-
viación estándar del blanco [29]. Se midió la absorbancia del reactivo de F–C a 760 nm 
siete veces en días diferentes. El límite de detección fue calculado con el valor prome-
dio de la absorbancia más tres veces la desviación estándar del blanco, y el límite de 
cuantificación con el valor promedio de la absorbancia más diez veces la desviación 
estándar del blanco.
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Precisión: repetibilidad

La repetibilidad se evaluó a partir del coeficiente de variación del factor de respuesta 
[30]. Se realizaron siete réplicas en días diferentes en los límites superior e inferior (9,9 
y 3,9 mg/L AG), y en el punto medio del rango (6,9 mg/L AG).

Exactitud

La evaluación de la exactitud se realizó a través del porcentaje de recuperación [27]. Se 
emplearon tres sistemas solventes: EtOH 0%, EtOH 40% y EtOH 80%. Con tres répli-
cas, se pesó en cada sistema 400,0 ± 0,1 mg de fruta seca (Fs) y se mezcló con 20,0000 
± 0,0001 g de solvente. Posteriormente, se llevó a cabo el proceso de extracción con 
microondas bajo las máximas condiciones definidas (110 °C, 900 W y 15 min), y se 
determinó la cantidad de polifenoles extraídos en mg AG/g Fs. A este conjunto de ensa-
yos se les denominó “sin AG”. Adicionalmente, se construyó otro conjunto de ensayos 
en condiciones similares al anterior, y fue denominado “con AG”, al que se le adicionó 
previamente un equivalente de 30,0 ± 0,1 mg de AG al sistema solvente. Con base en 
los resultados obtenidos se calculó el porcentaje de recuperación, como se muestra a 
continuación:

( )=
−

%recuperación
0,4gFs mgAG/ gFs"conAG" mgAG/ gFs"sinAG"

30mgAG
	 (2)

Resultados y discusión

Selectividad

La figura 1 muestra los espectros de absorción molecular obtenidos para la solución 
patrón de AG y los extractos de Vaccinium meridionale. Desde el punto de vista cualita-
tivo, no se apreciaron diferencias significativas entre el espectro de absorción del AG y 
los espectros de los polifenoles presentes en cada extracto. De allí se puede deducir que 
las condiciones de extracción seleccionadas no afectan el proceso de cuantificación de 
polifenoles totales con el reactivo de F–C.

Por su parte, en las figuras 2, 3, 4 y 5 se muestra el comportamiento obtenido luego de 
realizar la adición estándar de AG en cada uno de los sistemas considerados: sin matriz, 
matriz 0%, matriz 40% y matriz 80% de EtOH, respectivamente; y en la tabla 1 se pre-
sentan los valores de r2, intercepto y pendiente para cada sistema estudiado, junto con 
sus respectivas desviaciones estándar calculadas con el software LAB fit [31].
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Figura 1. Espectros de absorción molecular (435-800 nm) para solución acuosa de AG (▲); extrac-
to acuoso: 70 °C, 300 W, 15 min (□), 110 °C, 900 W, 15 min (■); extracto 80% de EtOH: 70 °C, 
300 W, 15 min (○), 110 °C, 900 W, 15 min (●).
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Figura 2. Resultados obtenidos para la adición estándar de AG sin matriz
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Figura 3. Resultados obtenidos para la adición estándar de AG sobre la matriz 0% de EtOH
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Figura 4. Resultados obtenidos para la adición estándar de AG sobre la matriz 40% de EtOH
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Tabla 1. Valores de pendiente, intercepto y r2 obtenidos en el ensayo de selectividad para los cuatro 
sistemas estudiados

1. Sin matriz 2. Matriz: 
EtOH 0%

3. Matriz: 
EtOH 40%

4. Matriz: 
EtOH 80%

Pendiente (b) 0,0825 ± 0,0023 0,0878 ± 0,0068 0,0790 ± 0,0106 0,0850 ± 0,0048
Intercepto (a) 0,035 ± 0,010 0,415 ± 0,030 0,461 ± 0,047 0,424 ± 0,021

r2 0,997 0,980 0,951 0,988

0,90

0,85

0,80

0,75

0,70
3,40 3,80 4,20 4,60 5,00 5,40

mg/L AG

A=0,850 (mg/LAG)+0,424

A

Figura 5. Resultados obtenidos para la adición estándar de AG sobre la matriz 80% de EtOH

Se realizó la prueba ANOVA para evaluar la igualdad de los valores de la pendiente 
obtenido en cada uno de los sistemas estudiados. Como se puede observar en la tabla 
2, y con un nivel de confianza del 95%, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas. Por lo anterior, se infiere que el método es selectivo.

Tabla 2. Resultados de la prueba ANOVA obtenidos para el ensayo de selectividad (nivel de con-
fianza del 95%)

Fuentes de variación Sumatoria de 
cuadrados ∙ 104

Grados de 
libertad Cuadrado medio ∙ 105 Fexp Ftabla

Entre grupos 2,52 3 8,41 1,82 3,10
Dentro de los grupos 9,27 20 4,63 — —

Total 11,79 23 — — —
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Linealidad

La figura 6 muestra los resultados obtenidos en la cuantificación de polifenoles totales 
con el reactivo de F–C y AG como molécula de referencia. Allí se presenta la ecuación de 
la recta, el coeficiente de correlación y la desviación estándar del intercepto y la pendiente.

0,90

0,80

0,70

0,60

0,50

0,40

0,30
3,00 5,00 7,00 9,00 11,0 

mg/L AG

A=0,869 ±0,0010 (mg/LAG)+0,24±0,007
r2 =0,997

A

Figura 6. Curva de calibración para la cuantificación de polifenoles totales con el reactivo de F–C

En la tabla 3 se muestran los promedios y varianzas obtenidos para el factor de res-
puesta en función de la concentración de analito de la curva de calibración. Los resulta-
dos encontrados en el test C de Cochran fueron 0,359 para Cexp. y 0,532 para Ctabla. De 
allí se puede inferir que la variabilidad de los resultados no depende de la concentración 
de AG, es decir, se presenta una distribución homocedástica [32].

Los resultados obtenidos en la prueba ANOVA se presentan en la tabla 4, con un nivel 
de confianza del 95%. Como se puede observar, existe una diferencia estadísticamente 
significativa de absorbancia para cada valor de concentración de AG (regresión), indi-
cando que el método es sensible a los cambios de concentración; y no se encuentran 
diferencias estadísticamente significativas entre los resultados de las réplicas para cada 
una de las concentraciones (linealidad).
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Tabla 3. Promedios y varianzas obtenidas para el factor de respuesta en función de la concentración 
de AG

Concentración promedio
(mg/L AG)

Factor de respuesta 
Promedio Varianza ∙ 106

3,9 0,0944 7,57
5,1 0,0911 3,14
6,3 0,0906 5,26
7,5 0,0903 1,88
8,7 0,0897 3,25
9,9 0,0894 0,01

Tabla 4. Resultados de la prueba ANOVA obtenidos para la curva de calibración de AG con reactivo 
de F–C a 760 nm (nivel de confianza del 95%)

Fuentes de variación Grados de libertad Sumatoria de 
cuadrados Cuadrado medio Fexp Ftabla

Regresión 1 0,782 0,782 9944 4,41
Linealidad 4 8,94 ∙ 10 -4 2,24 ∙ 10 -4 2,84 2,93
Error puro 18 1,42 ∙ 10 -3 7,87 ∙ 10 -5 — —

Por su parte, en la tabla 5 se muestran los resultados encontrados para la linealidad 
según la prueba t de Student. Con un nivel de confianza del 95%, y n-2 grados de liber-
tad, se encuentra una relación directamente proporcional entre la concentración de 
AG y la respuesta analítica (A), para el rango comprendido entre 3,9 y 9,9 mg/L AG. 
La pendiente es estadísticamente diferente de 0 (β ≠ 0), y el intercepto no es estadísti-
camente diferente del valor encontrado para el blanco (α = 0,015), como se muestra en 
la sección límite de detección y de cuantificación. De acuerdo con esto se puede inferir 
que los errores sistemáticos no afectan la linealidad del método [33].

Tabla 5. Resultados obtenidos para la linealidad según la prueba t de Student (nivel de confianza 
del 95%)

Pendiente (b) Intercepto (a) Coeficiente de correlación (r)

Hipótesis H0: β = 0
H1: β ≠ 0

H0: α = 0,015
H1: α ≠ 0,015

H0: no hay correlación
H1: hay correlación

Confianza 0,95 0,95 0,95

Resultados tbexp = 86,6
tbtabla = 2,08

taexp = 1,23
tatabla = 2,08

trexp = 119
trtabla = 2,08

Criterio de decisión Rechazar H0 No rechazar H0 Rechazar H0
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Límite de detección y de cuantificación

La medida de la absorbancia del blanco con siete réplicas presentó una respuesta de 
0,015 ± 0,005. Con base en lo anterior, y empleando la curva de calibración, se encon-
tró para el AG un límite de detección de 0,34 mg/L y un límite de cuantificación de 
0,42 mg/L. 

Precisión: repetibilidad

En la tabla 6 se presentan los resultados obtenidos para el factor de respuesta, medidos 
en los límites superior e inferior, y en el punto medio del rango. El método es preciso al 
nivel de la repetibilidad, dado que el coeficiente de variación procedente de todos los 
puntos es inferior al 2% [27].

Tabla 6. Factores de respuesta obtenidos en el ensayo de repetibilidad

Límite inferior Punto medio Límite superior
Día 1 0,0920 0,0899 0,0896
Día 2 0,0931 0,0900 0,0883
Día 3 0,0899 0,0901 0,0887
Día 4 0,0939 0,0893 0,0881
Día 5 0,0925 0,0907 0,0903
Día 6 0,0900 0,0890 0,0905
Día 7 0,0939 0,0892 0,0877 Total

Promedio 0,0922 0,0898 0,0890 0,0903
σ 0,0017 0,0006 0,0011 0,0018

C.V. 1,80% 0,66% 1,24% 1,98%

Exactitud

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos para el recobro del AG en el pro-
ceso de extracción y de cuantificación de polifenoles totales con el reactivo de F–C. En 
general, se encontraron porcentajes de recuperación superiores al 97%.

Tabla 7. Porcentajes de recuperación obtenidos en el ensayo de exactitud

Sistema solvente mg AG/g Fs
“sin AG”

mg AG/g Fs
“con AG” mg AG recuperados % recuperación

EtOH 0% 31,6 ± 0,4 104,8 ± 1,0 29,3 ± 0,4 97,5 ± 1,4
EtOH 40% 42,3 ± 0,4 115,9 ± 1,3 29,5 ± 0,5 98,2 ± 1,8
EtOH 80% 38,0 ± 0,4 111,4 ± 1,2 29,4 ± 0,5 97,9 ± 1,7
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Conclusiones

Los resultados obtenidos para la selectividad, linealidad, repetibilidad y exactitud demues-
tran que la metodología propuesta es confiable, a un nivel del 95%, para cuantificar polife-
noles totales del fruto Vaccinium meridionale con el reactivo de Folin–Ciocalteu. De esta 
manera, puede ser empleada para evaluar la influencia de las condiciones de extracción 
asistidas por microondas, sobre la cantidad de polifenoles extraídos.
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