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METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 

H2O2

+ Fe2+ + XYL (Fe3+ - XYL)
giallo

violetto

Un esempio pratico: studio delle proprietà antiossidanti
degli acidi umici come scavengers di perossidi (ROOH)

H2O2+ ACIDO UMICO

Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 

Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)

Messa a punto dell’esperimento:
3. Elaborazione dei dati sperimentali

• Costruzione curva di taratura dello strumento
• Confronto con la curva di taratura per valutare l’effetto del

potenziale antiossidante



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 

Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)

Messa a punto dell’esperimento:
3. Elaborazione dei dati sperimentali
• Costruzione curva di taratura dello strumento

H2O2 25mM H2O2 12,5mM H2O2 10mM

A1 @593nm 2,492 1,119 0,754

A2 @593nm 2,160 1,079 0,741

Valore medio 2,326 1,099 0,748

Deviazione standard 0,235 0,028 0,009



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 

Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)

Messa a punto dell’esperimento:
3. Elaborazione dei dati sperimentali
• Costruzione curva di taratura dello strumento



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 

Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)

Messa a punto dell’esperimento:
3. Elaborazione dei dati sperimentali
• Confronto con la curva di taratura per valutare l’effetto del

potenziale antiossidante

𝑦 = 0,103𝑥 − 0,2392

A @593nm [H2O2] mM



H2O2 25mM

+ acido umico

H2O2 12,5mM

+ acido umico

H2O2 10mM

+ acido umico

A1 @593nm 2,118 0,951 0,641

A2 @593nm 1,836 0,917 0,630

Valore medio 1,977 0,934 0,635

Deviazione standard 0,200 0,024 0,008

Messa a punto dell’esperimento:
3. Elaborazione dei dati sperimentali
• Confronto con la curva di taratura per valutare l’effetto del

potenziale antiossidante

METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 

Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)

𝑦 = 0,103𝑥 − 0,2392

[H2O2] mM
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ROOH + Fe2+ + XYL (Fe3+ - XYL)
giallo

violetto

Ulteriori applicazioni: determinazione di perossidi
(ROOH) in campioni biologici

Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)



•ROS: origine dei perossidi lipidici

METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 
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Altre applicazioni: determinazione di perossidi (ROOH) in campioni biologici

Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)

FONTE: De Long et al. 2002 (materiale integrativo file: ANTIOX_ROOH_De Long_2002



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 
Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)
Altre applicazioni: determinazione di perossidi (ROOH) in campioni biologici

FONTE: De Long et al. 2002 (materiale integrativo file: ANTIOX_ROOH_De Long_2002
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Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)
Altre applicazioni: determinazione di perossidi (ROOH) in campioni biologici

FONTE: De Long et al. 2002 (materiale integrativo file: ANTIOX_ROOH_De Long_2002



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 
Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)
Altre applicazioni: determinazione di perossidi (ROOH) in campioni biologici

FONTE: Bou et al. 2008 (materiale integrativo file: ANTIOX_ROOH_Bou_2008



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 
Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)

FONTE: Bou et al. 2008 (materiale integrativo file: ANTIOX_ROOH_Bou_2008

Altre applicazioni: determinazione di perossidi (ROOH) in campioni biologici



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 
Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)

FONTE: Yi et al. 2013 (materiale integrativo file: ANTIOX_ROOH_Yi_2013

Altre applicazioni: determinazione di perossidi (ROOH) in campioni biologici



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 
Metodo del FOX (ferrous oxidation−xylenol orange)
Altre applicazioni: determinazione di perossidi (ROOH) in campioni biologici

FONTE: Yi et al. 2013 (materiale integrativo file: ANTIOX_ROOH_Yi_2013
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•Saggi di attività antiossidante

Saggi ET (electron transfer): basati sul trasferimento di
elettroni

Saggi HAT (hydrogen atom transfer): basati sul
trasferimento di atomi di idrogeno



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 

•Saggi HAT (hydrogen atom transfer):
meccanismo di azione dell’antiossidante
(AH/ArOH)

Con questo tipo di Saggi si dosano
antiossidanti che agiscono da scavengers di
radicali donando un atomo di idrogeno



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 

•Saggi HAT (hydrogen atom transfer)

L’antiossidante reagisce con il probe colorato donando
ad esso un atomo di idrogeno: tale reazione causa la
variazione di colore

Saggi spettrofotometrici basati sulla variazione di
colore del probe ad opera dell’antiossidante: metodi
con i radicali stabili DPPH e ABTS



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 

Messa a punto dell’esperimento:
1. Preparazione delle soluzioni
2. Valutazione delle quantità da dosare
3. Elaborazione dei dati sperimentali

Metodo del radicale stabile DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)



METODOLOGIE PER IL DOSAGGIO DI SOSTANZE ANTIOSSIDANTI 

Messa a punto dell’esperimento:
1. Preparazione delle soluzioni

Metodo del radicale stabile DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

• radicale DPPH: soluzione metanolica con concentrazione: 3 mg/25 ml
• il potenziale antiossidante viene espresso come capacità Trolox equivalenti

(TEAC)
• Trolox: acido 6-idrossi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbossilico, un derivato

idrosolubile della vitamina E

Trolox Vitamina E 
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Messa a punto dell’esperimento:
1. Preparazione delle soluzioni

Metodo del radicale stabile DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

MIX 
SAGGIO

• radicale DPPH: soluzione metanolica con concentrazione: 3 mg/25 ml
• Campione: soluzione acquosa da miscelare con la soluzione di DPPH

DPPH

CAMPIONE
[?]

A @ λ 519 nm 
30’ al buio

100ml 1200ml

1300ml
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Messa a punto dell’esperimento:
2. Valutazione delle quantità da dosare

Concentrazio

ne 
A @ 519nm AS/A0 × 100 % inibizione

Valore 1 Valore 2 MEDIA DV STD

CONTROLLO (A0) 0,371 0,374 0,373 0,002 100,0

Campione (AS) Valore 1 Valore 2 MEDIA DV STD

5,0 mg/ml 0,149 0,152 0,151 0,002 40,0 60,000

2,0 mg/ml 0,278 0,281 0,280 0,002 74,2 25,772

1,5 mg/ml 0,301 0,303 0,302 0,001 79,5 20,537

1,0 mg/ml 0,329 0,330 0,330 0,001 86,8 13,154

• A0 è l’assorbanza del radicale DPPH e AS è l’assorbanza dopo
l’addizione del campione o dello standard.

Metodo del radicale stabile DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
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Messa a punto dell’esperimento:
3. Elaborazione dei dati sperimentali

Metodo del radicale stabile DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

• Il potenziale antiossidante viene espresso come capacità Trolox
equivalenti (TEAC)

• Si effettua il confronto con una opportuna curva di calibrazione
• Il potere antiossidante viene misurato come valore percentuale

d’inibizione, secondo la formula:

Inibizione % = (1 – AS/A0) × 100

• dove A0 è l’assorbanza del radicale DPPH e AS è l’assorbanza dopo
l’addizione del campione o dello standard.


