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RESUMEN

Determinación de hidroperóxidos totales en aceite de
girasol ozonizado mediante el método de oxidación ferrosa
en xilenol naranja.

Se analizaron muestras de aceite de girasol ozonizado a dife-
rentes dosis de ozono aplicada y a cada una le fue determinada
la concentración de hidroperóxidos totales (HPT) empleando el
método de oxidación ferrosa en xilenol naranja (OFX) y el índice
de peróxido (IP) empleando el método yodométrico. Para el mon-
taje de la técnica de OFX se evaluó el efecto de cantidades cre-
cientes de aceite de girasol ozonizado, donde se obtuvo una
relación lineal entre un contenido de aceite de 2 a 17 µg por ensa-
yo y la absorbancia medida a 560 nm. Se realizó la calibración del
reactivo de OFX y el cálculo del coeficiente de extinción para la
determinación de HPT de las muestras ozonizadas. La correla-
ción establecida entre la determinación de HPT por la técnica de
OFX y el IP mostró una relación lineal (r= 99,29 %; r2= 98,59 %).
Estos resultados demuestran que este método es apropiado para
la determinación de HPT en aceite de girasol ozonizado. 

PALABRAS-CLAVE: Aceite de girasol ozonizado - HPT - OFX
- Xilenol naranja.

SUMMARY

Measurement of the total hydroperoxides in ozonated
sunflower oil using the ferrous oxidation in xylenol orange
assay.

Total hydroperoxides (HPT) concentration using the ferrous
oxidation in xylenol orange (OFX) assay and peroxide value (IP)
using iodometric assay, were determined in sunflower oil samples
ozonated at different ozone dosages. The effect of an increasing
amount of ozonazed sunflower oil was evaluated by assembly
assay, where a lineal relationship was obtained between oil
amounts from 2 to 17 µg in the assay and absorbance units
measured at 560 nm. The OFX reagent calibration and the
extinction coefficient calculation were carried out for HPT
measurement in ozonazed samples. The correlation established
between IP and the concentration obtained by OFX assay showed
a lineal relationship (r = 99.29; r2 = 98.59 %). These results confirm
that this assay is appropriate for HPT measurement in ozonazed
sunflower oil.

KEY-WORDS: HPT- OFX - Ozonazed sunflower oil - Xylenol
orange.

1. INTRODUCCIÓN

La interacción del ozono con los aceites de origen
vegetal genera la formación de una mezcla de com-
puestos químicos (ozónidos, hidroperóxidos, aldehí-

dos entre otros), los cuales son responsables del
efecto germicida (Lezcano, 1996).

Para la determinación del contenido de peróxidos
en los aceites vegetales ozonizados se emplea co-
múnmente el método yodométrico, como una medi-
da de la concentración de los productos activos, el
cual está basado en la capacidad de los peróxidos
de oxidar el ión yoduro a yodo (Hicks, 1979); (B.P.,
2000). Este ensayo presenta varias desventajas, una
de ellas es la interferencia del oxígeno molecular en la
liberación de yodo, lo cual afecta el valor real del índice
(Nourooz-Zadeh, 1995). Otra desventaja es que el yo-
duro de potasio reacciona con los peróxidos u otros
productos similares de oxidación de los aceites, por lo
que el índice obtenido es una aproximación de estos
peróxidos (IUPAC, 1964) y la otra desventaja que afec-
ta cuantitativamente el valor de este índice, es que en
dos minutos de reacción para oxidar el ión yoduro, no
reaccionan todos los peróxidos presentes en la mues-
tra ozonizada, como por ejemplo los peróxidos poli-
méricos y los peróxidos de mayor peso molecular
que los triglicéridos que se encontraban original-
mente en el aceite de girasol (Ledea, 2003).

El método de oxidación ferrosa en xilenol naranja
(OFX) ha sido utilizado para medir pequeñas canti-
dades de peróxido de hidrógeno en solución tampón
acuoso (Wolf, 1994), para medir hidroperóxidos acu-
mulados en las lipoproteínas de baja densidad del
plasma sanguíneo (Jiang, 1992) y para evaluar el
contenido de hidroperóxidos de los aceites comesti-
bles (Nourooz-Zadeh, 1995).

La información sobre las determinaciones de pe-
róxidos e hidroperóxidos totales en aceites vegeta-
les ozonizados es limitada. En respuesta a la
obtención de un método simple y sensible para me-
dir hidroperóxidos totales (HPT) en este sustrato, han
sido objetivos de este estudio el desarrollo de la técni-
ca de OFX en el aceite de girasol ozonizado, la cual ha
tenido como ventaja que se utilizan pequeñas cantida-
des de muestra y se mide la concentración de hidro-
peróxidos selectivamente y el establecimiento de
una relación entre la determinación de HPT por el
método de OFX y la determinación de peróxidos (IP)
por el método yodométrico.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Muestras

El aceite de girasol calidad comestible fue obteni-
do de la firma Molinos (Argentina).

2.2. Equipos

Ozonizador TRAILIGAZ Labo, Espectrofotómetro
Pharmacia LKB ULTROSPEC III, Centrífuga refrige-
rada JOUAN. 

2.3. Reactivos

Sulfato ferroso de amonio hexahidratado, 1-pro-
panol y ácido sulfúrico de ANALAR-BDH, Inglaterra.
Hidroxitolueno butilado (BHT), xilenol naranja, meta-
nol grado HPLC y terc-butilhidroperóxido de SIGMA,
Estados Unidos. Yoduro de potasio, tiosulfato de so-
dio, ácido acético, cloroformo, almidón, hidróxido de
potasio, fenoftaleína, etanol y éter dietílico de
MERCK, Alemania.

2.4. Procedimiento de ozonización

150 mL de aceite de girasol calidad comestible
fueron introducidos en un reactor de burbujeo. Se re-
alizó la ozonización a un voltaje de 170 V, una con-
centración inicial de ozono de 79,5 mg/L y un flujo
constante de 42 L/h durante 2,5 h. Durante la reac-
ción de ozonización, fueron tomadas 5 muestras de
5 mL a diferentes dosis de ozono aplicada (94, 239,
464, 529 y 601 mg de ozono/g de muestra) a las cua-
les se les determinó el IP.

2.5. Determinación del IP

Se pesaron 0,5 g de muestra y fueron mezclados
con 30 mL de una mezcla de 3 volúmenes de ácido
acético con 2 volúmenes de cloroformo. Posterior-
mente se adicionaron 0,5 mL de una solución satura-
da de yoduro de potasio en agua. La mezcla fue
incubada durante 2 minutos, mezclada con 30 mL de
agua y valorada con tiosulfato de sodio 0,1 M, agi-
tando continuamente hasta la casi desaparición del
color amarillo. Finalmente se adicionaron 5 mL de
solución indicadora de almidón y se continuó valo-
rando hasta la desaparición del color azul. El IP fue
calculado de la expresión 100 v / m, donde v es el vo-
lumen en mL y m es la masa en g de la muestra pe-
sada. El IP se expresa en mmol-equivalente de
oxigeno activo por Kg de muestra.

2.6. Preparación del reactivo de OFX:

El reactivo fue preparado disolviendo el xilenol
naranja y el sulfato ferroso de amonio en 250 mM de

ácido sulfúrico hasta una concentración final de
1mM para el xilenol naranja y 2,5 mM para el sulfato
ferroso de amonio. Se adicionó un volumen de este
reactivo concentrado, a 9 volúmenes de metanol que
contenía 4,4 mM de BHT. Se obtuvo un reactivo de
trabajo con 250 µM de sulfato ferroso de amonio,
100 µM de xilenol naranja, 2,5 mM de ácido sulfúrico
y 4 mM de BHT en 90 % v/v con metanol.

2.7. Evaluación del efecto del contenido de
     aceite de girasol ozonizado en el montaje
     de la técnica OFX

Se pesó una gota (15 a 20 mg) de cada una de
las muestras con diferentes dosis de ozono aplicada
(94, 239, 464, 529 y 601 mg de ozono/g de muestra)
y se disolvió en 10 mL de 1-propanol. De esta disolu-
ción se tomó 1 mL y se disolvió nuevamente en 10
mL de 1-propanol. De esta última disolución se to-
maron siete alícuotas diferentes (25,6; 37,5; 50,6;
63,4; 76,2; 88,6 y 101,2 µL) y fueron mezcladas con
el reactivo de OFX hasta completar 1 mL en tubos
de microcentrífugas. Todas las mezclas anteriores
fueron incubadas durante 30 minutos y centrifuga-
das a 3 800 rpm durante 30 minutos. La absorbancia
del sobrenadante fue leída a 560 nm en el espectro-
fotómetro. La masa en µg empleada en cada ensayo
se calculó mediante la siguiente fórmula: 

µg/ensayo = m / (100 V)      (1)

donde: m es la masa de la gota en µg, V es la alí-
cuota tomada de la última disolución y 1/100 es el
factor de dilución. 

Este procedimiento se realizó por triplicado en las
cinco muestras de aceite de girasol ozonizado a dife-
rentes dosis de ozono aplicada, con el objetivo de
conocer el efecto de la cantidad creciente de aceite
empleada en el estudio y escoger la alícuota corres-
pondiente a la mejor disolución. 

2.8. Determinación del coeficiente de
     extinción mediante la calibración del
     reactivo de OFX con terc-butilhidroperóxido

Se disolvió el terc-butilhidroperóxido en aceite de
girasol a las siguientes concentraciones: 97, 466,
805, 1113, 1393 y 1610 mmol/kg de aceite. Se pesó
una gota de esta mezcla y se disolvió en 10 mL de 1-
propanol. Se tomó 1 mL de esta disolución y se mezcló
nuevamente con 10 mL de 1-propanol. De esta última
disolución se tomaron 50,6 µL, que fueron mezclados
con el reactivo de OFX hasta completar 1 mL en tubos
de microcentrífugas. Todas las mezclas anteriores fue-
ron incubadas durante 30 minutos y centrifugadas a 3
800 rpm durante 30 minutos. La absorbancia del so-
brenadante fue leída a 560 nm en el espectrofotóme-
tro. El procedimiento se realizó por triplicado para
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cada concentración. Se determinó el coeficiente de
extinción (ε) del reactivo de OFX.

2.9. Determinación de la concentración de 
     hidroperóxidos a las muestras de aceite
     de girasol ozonizado, mediante la
     técnica OFX

Se pesó una gota (15 a 20 mg) de cada una de
las muestras con diferentes dosis de ozono aplicada
y se disolvió en 10 mL de 1-propanol. De esta disolu-
ción se tomó 1 mL y se disolvió nuevamente en 10
mL de 1-propanol. De esta última disolución se to-
maron 50,6 µL que fue mezclado con el reactivo de
OFX hasta completar 1 mL en tubos de microcentrífu-
gas. Todas las mezclas anteriores fueron incubadas
durante 30 minutos y centrifugadas a 3 800 rpm duran-
te 30 minutos. La absorbancia del sobrenadante fue
leída a 560 nm en el espectrofotómetro. Las concen-
traciones de las muestras fueron determinadas me-
diante la Ley de Lambert-Beer (Thielmann, 1973).
Este ensayo se realizó por triplicado para cada una
de las muestras de aceite de girasol ozonizado.

2.10. Análisis estadístico

Se determinaron los coeficientes de variación del
método yodométrico de determinación de peróxidos
(IP), el cual debe ser menor de 3,3 % para tres répli-
cas con un intervalo de aceptación de 95 a 105 %
(Castro, 1989). 

Se evaluó la repetibilidad del método de OFX me-
diante la comparación de los coeficientes de varia-
ción en las concentraciones inferior, media y

superior, con el coeficiente máximo (CV =16) acep-
tado según Horwitz, para un porciento de analito en
la muestra de 0,0001 (Koltholf, 1975). Para la evalua-
ción de la linealidad se realizó la determinación de
los coeficientes de correlación y determinación los
cuales deben ser superiores a 99 % y 98% respecti-
vamente e indican correspondencia entre los valores
predichos por las rectas de ajuste y los obtenidos en
los ensayos y la prueba de proporcionalidad donde
el intervalo de confianza del intercepto (intercepto ±
error estándar x t tabulada) debe incluir al 0 para que
el intercepto no sea significativamente diferente de 0
(Castillo, 1996). Todo el análisis estadístico se reali-
zó con ayuda del paquete de programas STAT-
GRAPHICS versión 5,0.

3. RESULTADOS

3.1. Ozonización del aceite de girasol
     y determinación del IP

Las 5 muestras de aceite de girasol ozonizado a
diferentes dosis de ozono aplicada, muestran IP cre-
cientes en un rango de 183 a 829 mmol-equivalen-
te/kg, según el avance de la reacción (Tabla 1).

3.2. Evaluación del efecto del contenido de
aceite de girasol ozonizado en el montaje de
la técnica OFX

El efecto del incremento de la cantidad de aceite
de girasol ozonizado utilizada para la determinación
de hidroperóxidos se muestra en la figura 1, donde
se observa la absorbancia medida a 560 nm contra

IP

 (mmol-equiv/kg)

CONCENTRACIÓN HPT

(mmol/kg)MUESTRA
TIEMPO

(Horas)

DOA

(mg /g)
MEDIA DE CV MEDIA DE CV

1 0,4 94 184 6 3.07 235 9 3,78

2 1,0 239 360 12 3.24 540 46 8,57

3 1,9 464 615 4 0.6 778 19 2,46

4 2,2 529 695 11 1.63 906 42 4,64

5 2,5 601 829 27 3.28 1138 175 15,44

Tabla 1
Muestras tomadas a lo largo del proceso de ozonización. Se muestran los mg de ozono para cada muestra,
los valores obtenidos en la determinación del índice de peróxido (IP) y los valores de concentración de hi-
droperóxidos totales (HPT) calculados por la técnica OFX para tres determinaciones. DOA: Dosis de Ozono

Aplicada. DE: Desviación estándar. CV: Coeficiente de variación
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diferentes cantidades de aceite (2 a 17 µg/ensayo)
calculadas mediante la ecuación (1), observándose
linealidad entre estos parámetros. De las siete canti-
dades de aceite de girasol ozonizado, fue seleccio-
nada la cantidad de 8 a 10 µg de aceite/ensayo,
correspondiente con 50,6 µl como volumen de traba-
jo a utilizar para completar a 1 mL con el reactivo de
OFX, para determinar el coeficiente de extinción mo-
lar y las concentraciones de HPT en cada una de las
muestras a diferentes dosis de ozono aplicada. Este
valor de 50,6 µl ha sido escogido ya que correspon-
de al punto medio del rango lineal establecido entre
la cantidad inicial de aceite empleada en el ensayo y
la absorbancia medida a 560 nm. 

3.3. Calibración del reactivo de OFX

Las dos curvas de calibración obtenidas, por dife-
rentes analistas en días diferentes, a partir del pa-
trón terc-butilhidroperóxido (y=0,072x+0,0331;
y=0,0109x+0,0012). mostraron una correlación lineal
Los coeficientes de correlación fueron 99,13 % y
99,99 % respectivamente, para un 95 % de signifi-
cancia. Esto permitió determinar el coeficiente de ex-
tinción molar del reactivo de trabajo, cuyo valor es
6,4x104 M-1 cm-1. 

3.4. Determinación de la concentración
     de hidroperóxidos a las muestras
     de aceite de girasol ozonizado,
     mediante la técnica OFX

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la de-
terminación de hidroperóxidos realizada a las cinco
muestras de aceite de girasol ozonizado obtenidas a
diferentes dosis de ozono aplicada, utilizando la téc-
nica OFX. 

3.5. Correlación entre la técnica de OFX y el IP

Se establece una correlación lineal entre el IP ob-
tenido mediante el ensayo yodo métrico (IP) y las
concentraciones de HPT utilizando la técnica de
OFX, para las 5 muestras de aceite de girasol ozoni-
zado a diferentes dosis de ozono aplicada. El coefi-
ciente de correlación fue 99,30 %, para un 95 % de
significancia.

4. DISCUSIÓN

Al ozonizar aceite de girasol a diferentes dosis de
ozono aplicada podemos observar un aumento del
índice de peróxidos, debido a que aumenta la forma-
ción de compuestos oxigenados (tabla 1), lo cual
coincide con lo reportado por Díaz y colaboradores
(Díaz, 1997) para la reacción del ozono con los áci-
dos grasos insaturados.

Se demuestra el efecto del incremento de la can-
tidad de aceite de girasol ozonizado, empleado en el
ensayo de la determinación de la concentración de
HPT en la Figura 1.

Se puede observar una relación lineal entre la ab-
sorbancia medida a 560 nm y la cantidad de aceite
de girasol ozonizado en µg/ensayo para las cinco
muestras a diferentes dosis de ozono aplicada. Este
resultado demuestra la factibilidad del uso de esta
técnica, para ser empleada en la cuantificación de
hidroperóxidos en el aceite de girasol ozonizado, en
las cantidades de 2 a 17µg de aceite por cada ensa-
yo, debido a la relación lineal obtenida entre ambos
parámetros, la cual fue demostrada estadísticamen-
te con coeficientes de correlación y de determina-
ción superiores a 99 % y 98% respectivamente. La
relación lineal obtenida en el ensayo puede ser debi-
do a la completa solubilidad entre el aceite de girasol
ozonizado y el reactivo de OFX para el total desarro-
llo de la reacción; esto coincide con lo reportado por
Nourooz-Zadeh y colaboradores (Nourooz-Zadeh,
1995) para el aceite de girasol refinado hasta canti-
dades de 20 mg/ensayo, valores muy superiores a
los obtenidos en este trabajo, debido a las diferentes
concentraciones de HPT existentes entre el aceite
de girasol refinado y el aceite de girasol ozonizado.

Para la determinación del coeficiente de extinción
molar de 6,4 x 104 M –1 cm –1 se emplearon diferentes
concentraciones del patrón terc-butilhidroperóxido
en aceite de girasol refinado utilizando la técnica de
OFX. Este valor no coincide con el coeficiente de ex-

Figura 1
Efecto del incremento en la concentración de aceite de girasol

ozonizado sobre la absorbancia medida a 560 nm durante el de-
sarrollo de la técnica de FOX 2. Cada punto representa la media
de tres determinaciones, realizadas en cada una de las cantida-
des de aceite tomadas en cada ensayo y para cada una de las
cinco muestras de aceite de girasol a diferentes dosis de ozono
aplicada. Los coeficientes de correlación (r) y determinación (r2),

fueron 99,02% y 98,06% para la muestra 1; 99,37% y 98,75%
para la muestra 2; 99,35% y 98,71 % para la muestra 3; 99,94%
y 99,88 % para la muestra 4 y 99,70% y 99,47 % para la mues-
tra 5 respectivamente. Los coeficientes de variación fueron 5,0;
7,1 y 6,6 para la muestra 1; 2,4; 3,9 y 2,5 para la muestra 2; 6,6;

3,3 y 0,7 para la muestra 3; 0,2; 0,6 y 2,4 para la muestra 4 y
3,2;1,0 y 1,3 para la muestra 5. 
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tinción molar (4,3 x 104 M –1 cm –1) obtenido por Jiang
y colaboradores en 1991 (Jiang, 1991), debido a que
utilizaron como sustancia patrón el peróxido de hi-
drógeno. En este trabajo se escogió como sustancia
patrón el terc-butilhidroperóxido, debido a su simili-
tud estructural con los hidroperóxidos (hexahidrope-
róxidos, nonahidroperóxidos, decahidroperóxidos)
que se forman durante la reacción de ozonización
del aceite de girasol.

Las concentraciones de HPT obtenidas en las
cinco muestras de aceite de girasol ozonizado a dife-
rentes dosis de ozono aplicada (tabla 1) y determina-
das utilizando la técnica de OFX, mostraron valores
extremadamente elevados (235 a 1138 mmol/kg) en
comparación con la concentración de HPT obtenida
en el aceite de girasol refinado comestible (2,39±
0,8 mmol/kg), mediante el empleo de esta misma
técnica por Nourooz-Zadeh y colaboradores (Nou-
rooz-Zadeh, 1995). Este resultado ha sido esperado
debido a que durante la reacción de ozonización de
los ácidos grasos insaturados de los distintos trigli-
céridos que componen los aceites vegetales, se ob-
tienen distintas especies peroxídicas como los
hidroperóxidos, ozónidos, peróxido de hidrógeno, di-
peróxidos cíclicos y otros poliperóxidos, donde la na-
turaleza y concentración de estas especies va a
depender de las condiciones específicas en que se
realiza la ozonización (Bailey, 1978), y son cuantifi-
cadas globalmente mediante la determinación del IP.
Por esta razón se obtienen los elevados valores de
HPT, como una medida de los compuestos mayorita-
rios obtenidos en el aceite de girasol ozonizado y
que se encontraban en pequeñas cantidades en el
aceite de girasol refinado.

Los valores obtenidos de HPT en las muestras de
aceite de girasol ozonizado, son mayores que los de
IP. Esto es debido a que en 2 minutos de reacción no
reaccionan todos los peróxidos presentes en la
muestra ozonizada, como por ejemplo los peróxidos
poliméricos y los peróxidos de mayor peso molecular
que los triglicéridos, obteniéndose un valor mucho
menor al real. Todas las especies peroxídicas reac-
cionan en 24 horas obteniéndose un valor mucho
mayor que el IP cuantificado a los dos minutos (Le-
dea, 2004). El tiempo de reacción constituye una
desventaja del método IP.

El empleo de esta técnica permite evaluar selec-
tivamente el contenido de hidroperóxidos en el acei-
te de girasol ozonizado, lo cual no es posible
mediante el empleo del método yodométrico, el cual
cuantifica todas las especies peroxídicas presentes
en el aceite de girasol refinado y en el aceite de gira-
sol ozonizado. Esto constituye una de las mayores
ventajas de la técnica de OFX con respecto al méto-
do yodométrico. Otra de las ventajas es que en el
método de OFX reaccionan todos los hidroperóxidos
presentes en la muestra en el tiempo establecido en
la técnica (1 hora con cinco minutos), mientras que

en el método yodométrico reaccionan los peróxidos
presentes en la muestra según el tiempo establecido
de la técnica (1 minuto, 2 minutos, 5 minutos, 24 ho-
ras), el cual aumenta en correspondencia con el
tiempo de reacción. (B.P., 2000; PANREAC, 1999;
NC 85-04, 1981, Ledea 2004).

Se evaluó la repetibilidad del método de OFX y
los coeficientes de variación obtenidos (tabla 1) fue-
ron inferiores al coeficiente máximo (CV =16) acep-
tado según Horwitz, para un porciento de analito en
la muestra de 0,0001 (Koltholf, 1975). Por esta razón
el método tiene una adecuada repetibilidad. También
fue evaluada la precisión intermedia obteniéndose
dos curvas de calibración estadísticamente idénticas
realizadas por diferentes analistas en diferentes
días.

Con el objetivo de comparar ambas técnicas para
la determinación de HPT por la técnica de OFX y la
determinación de peróxidos por el ensayo yodomé-
trico, se realizó una correlación de ambos ensayos
con las muestras de aceite de girasol ozonizado a di-
ferentes dosis de ozono aplicada. Esta correlación
resultó ser lineal con un coeficiente de correlación
de 99,30 % y de determinación de 98,60 %. Median-
te la ecuación de la recta obtenida ( HPT = 1.3185 IP
+ 12.023) es posible determinar uno de estos pará-
metros, en los intervalos de concentraciones estu-
diados. Esto además permite evaluar la factibilidad
de utilizar en el aceite de girasol ozonizado, la técni-
ca de OFX, al ser comparada con la técnica yodo-
métrica, muy conocida en la literatura internacional
para la determinación de peróxidos en aceites y gra-
sas.

5. CONCLUSIONES

• La técnica espectrofotométrica OFX permitió
cuantificar hidroperóxidos totales en aceite de
girasol ozonizado.

• Se demostró una relación lineal entre la
determinación de peróxidos por el ensayo
yodo métrico (IP) y la determinación de
hidroperóxidos totales por la técnica de OFX,
lo cual permite evaluar ambos parámetros.
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