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RESUMEN

En este trabajo se evalúa la actividad antioxidante (Φ), definida como la pendiente de la regresión simple 
lineal de φo /φi contra la concentración µM, en un modelo de inhibición de la peroxidación lipídica 
de mantequilla a 60ºC, donde φi es el efecto de cada concentración del isoespintanol y φo es el control. 
Se encuentra que la formación de hidroperóxidos (valor de peróxido PV) y las especies mas oxidadas 
reactivas al ácido tiobarbiturico (TBARS) fueron retardadas de manera similar por el isoespintanol 
(ΦTBARS=9.46x10-5 ± 1.33x10-5 y ΦPV = 9.41x10-5 ± 1.62x10-5). De igual manera, el butilhidroxi tolueno 
y el isoespintanol inhiben el proceso oxidativo de mantequilla en un 28.0 y 23.3 % a concentraciones 
de 2380.9 y 3809.5 µM respectivamente.
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ABSTRACT

The antioxidant activity (Φ) is defined as the slope of the simple linear regression of φ0/φi against the 
concentration μM, in an inhibition model of lipid peroxidation of butter at 60° C, where φi is the 
concentration effect of isoespintanol and φ0 is the control. It is found that the formation of: hydroperoxides 
(peroxide value of PV) and the most oxidized species reactive to thiobarbituric acid (TBARS), were 
similarly delayed by isoespintanol (ΦTBARS = 9.46x10-5 ± 1.33x10-5 and ΦPV = 9.41x10-5 ± 1.62x10-5). 
Likewise, the butilhidroxy toluene and isoespintanol inhibit the oxidative process of butter in a 28.0 and 
23.3% at concentrations of 2380.9 and 3809.5 μ M respectively.
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INTRODUCCIÓN

La autoxidación de los lípidos ocurre funda-
mentalmente debido a los ácidos grasos insaturados 
a través de una serie de reacciones en cadena de 
radicales libres, que tiene las fases de iniciación, pro-
pagación y terminación [1]. En la etapa de iniciación 
(1) el radical lipídico, R• se forma a partir del lípido 
(RH), usualmente por el ataque de radicales, luz, 
calor, irradiaciones o por trazas de metales. El radi-
cal lipídico (R•) formado reacciona rápidamente con 
oxígeno (2) para dar un radical peroxilo (ROO•), el 
cual ataca otra molécula de lípido (RH) y sustrae un 
átomo de hidrógeno para formar un hidroperóxido 
lipídico (ROOH), y un nuevo radical lipídico, que 
inicia de nuevo la secuencia de propagación (3). De 
esta manera, muchas moléculas de lípidos pueden 
ser oxidadas hasta hidroperóxidos por muchas 
formas de iniciación. El ciclo de propagación es 
interrumpido por las reacciones de terminación 
(4-6), en las cuales hay consumo de los radicales. 
Las interacciones bimoleculares de radicales libres 
originan productos no-radicales muy estables. El 
proceso de autoxidación sin antioxidantes se resume 
a continuación.

En los alimentos con alto contenido de lípidos, la 
etapa más importante es la formación y descompo-
sición de los hidroperóxidos, que generan una serie 
de compuestos oxidados como cetonas, aldehídos, 
alcanos y alquenos de bajo peso molecular y de alta 
volatilidad, que determinan el valor sensorial del 
alimento. Este fenómeno se denomina rancidez. 
Los antioxidantes pueden retardar la rancidez, pero 
nunca la detienen, porque la oxidación ocurre a ba-
jas presiones de oxígeno y se hace inevitable, a pesar 
del uso de todas las metodologías de conservación, 
como frío, escaldado y empaque [1, 3].

Los antioxidantes de mayor uso en la industria 
de alimentos y farmacéutica, son los compuestos 
sintéticos butilhidroxianisol (BHA) y butilhi-
droxitolueno (BHT), los cuales presentan efectos 
secundarios como el aumento del colesterol, he-
patomegalia e inducción de cáncer en células de 

ratas [4-6]. Estos hallazgos, junto al gran interés 
del consumidor en el uso de aditivos inocuos para 
la salud, ha potenciado el uso de compuestos natu-
rales de baja toxicidad en la industria de alimentos. 
Además, muchos compuestos naturales como mono 
y polifenoles con actividad antioxidante, tienen la 
capacidad de proteger células, membranas y orga-
nismos sometidos al estrés oxidativo que pueden 
causar envejecimiento, enfermedades degenerativas 
y cáncer, entre otras [7, 8]. 

Son muchos los informes sobre la aplicación de 
compuestos naturales antioxidantes en la conserva-
ción de grasas o aceites; los isopropilmetil fenoles, 
como timol y carvacrol, han sido objeto de muchos 
estudios [9, 10, 11]. Los informes de peroxidación 
lipídica con timol y carvacrol se han desarrollado 
en diferentes sistemas, por ejemplo, Aeschbach et 
al 1994 [12], encontraron que el timol y el carva-
crol inhibieron la peroxidación de lipososomas 
fosfolípidicos; de igual manera Lagouri et al 1993 
[13], reportaron la efectividad de ambos isómeros 
en la autoxidación de cebo de vacuno a 35° C a una 
concentración del 0.1%. Además, Lagouri y Boskou, 
en 1993, Castillo et al, 2007, y Loziene et al, 2007 
[13, 14, 15], encontraron que la oxidación de aceites 
esenciales de orégano, era altamente dependiente 
del contenido de timol y carvacrol. El grupo de 
Yanishlieva y Marinova, 1999 [16] informa el me-
canismo y la cinética de oxidación de diferentes 
sistemas lípidicos inhibidos por el timol y carvacrol, 
hallando mayor efectividad del timol, debido a la 
mayor estabilidad del radical timoil, causada por un 
efecto electrónico del grupo isopropil en posición 
orto al O-H. 

El isoespintanol (2-isopropil-3,6-dimetoxi-5-
metilfenol), un derivado biosintético del timol, es 
un antioxidante natural aislado de los extractos 
hexánicos de Oxandra cf xylopioides (Annonaceae), 
que actúa como un buen reductor y con una alta 
capacidad para atrapar radicales libres en diferentes 
medios; que, además, posee baja cito y genotoxici-
dad a 1000 ppm; siendo un buen candidato para ser 
utilizado en medios alimenticios [17, 18, 19].

En este trabajo se propone una nueva estrategia 
para calcular la actividad antioxidante (Φ) de com-
puestos y extractos como inhibidores de peróxidos y 
de especies reactivas al acido tiobarbitúrico. Además, 
estudiamos la capacidad inhibitoria del isoespinta-
nol sobre la peroxidación lipídica de mantequilla, 
comparando contra BHT (Figura 1); haciendo el 
seguimiento del deterioro oxidativo, monitoreando 
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la velocidad de aparición de peróxidos usando el 
método FOX (valor de peróxidos) y la capacidad 
de los compuestos oxidados para reaccionar con el 
ácido tiobarbiturico (valor TBARS).
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Figura 1. Compuestos inhibidores de la peroxidación 
lipídica de mantequilla

MATERIALES Y MÉTODOS

Reactivos: Butilhidroxitolueno (BHT), 1,1,3,3 
tetraetoxipropano (TEP) y ácido tiobarbitúrico 
(TBA) fueron obtenido de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO). Naranja de xilenol (XO), ácido acético, 
cloruro de hierro II (FeCl2), cloruro de hierro III 
(FeCl3) fueron obtenidos de Merck. El isoespintanol 
(2-Isopropil-3,6-dimetoxi-5-metilfenol) fue aislado 
de las hojas de Oxandra cf xylopioides (Annonaceae). 
La mantequilla sin ningún aditivo, fue obtenida de 
la planta de lácteos de la Universidad Nacional de 
Colombia, sede Medellín, Colombia.

Obtención de la grasa clarificada de man-
tequilla. La mantequilla se clarificó de la siguiente 
forma:en un vaso de precipitados la mantequilla se 
fundió a 70° C., con baja agitación por un período 
de tres horas para separar el suero y precipitar las 
proteínas presentes. La fase lipídica se separó y se 
clarificó pasándola a través de algunas capas de tela 
filtrante para queso, posteriormente se filtró en 
papel Watman numero 2 [20].

Análisis de la mantequilla clarificada. La 
mantequilla clarificada es la matriz alimenticia 
oxidable a la cual se le adicionan cantidades de isoes-

pintanol hasta obtener concentraciones de 952.4, 
1666.7, 2381.0, 3095.2, 3809.5 µM (equivalentes 
a 200, 350, 500, 650 y 800 ppm respectivamente). 
Como patrón se utilizó BHT a una concentración 
de 2381.0 µM (500 ppm), y como control se uti-
lizó una muestra de mantequilla clarificada sin 
antioxidante. 

Determinación del contenido de sustan-
cias reactivas con el ácido 2-tiobarbitúrico 
(TBARS). La determinación se llevó a cabo tenien-
do en cuenta el procedimiento de Guzmán-Chozas 
et al 1999 [21] con ligeras modificaciones: En un 
frasco de vidrio ámbar se colocan 5 ml del reactivo 
de TBA recién preparado (ácido 2- tiobarbitúrico 
0.02 M en ácido acético glacial al 90 %), y 0.5 g de 
mantequilla clarificada El tubo se sumerge en un 
baño de agua a 90° C durante 45 minutos. También 
se prepara un blanco con el mismo procedimiento 
anterior. Luego los tubos son enfriados en agua 
durante 10 minutos. Una porción de la muestra se 
llevó a una cubeta y la absorbancia de la muestra fue 
leída a 532 nm en un espectrofotómetro (Jenway 
6405 UV/ Vis). Las lecturas fueron convertidas a 
mg de malonaldehído por kilogramo de muestra 
usando una curva estándar. La curva estándar fue 
construida realizando diluciones apropiadas de una 
solución acuosa de 1,1,3,3 tetraetoxipropano 1.0x10-

3 M, para obtener concentraciones de 1*10-8 a 7*10-8 
moles de malonaldehído en 1 ml de solución. Estas 
soluciones fueron tratadas con el reactivo de TBA, 
como se indicó anteriormente, y la absorbancia fue 
medida a 532 nm.

Determinación del valor de peróxidos (PV). 
El valor de peróxidos se determinó por el método 
de oxidación ferrosa/ naranja de xilenol (FOX) [22], 
que se fundamenta en la capacidad que presentan 
los peróxidos lípidicos de oxidar el Fe2+ hasta Fe3+, 
a bajos pH. A 0.01 gramos de muestra, se adicionan 
9.9 ml de cloroformo-metanol (7:3) y se agita por 
10 segundos, luego se adiciona 50 μl de una solu-
ción acuosa de naranja de xilenol 10 mM mas 50 
μl de solución de FeCl2, se agita por 10 segundos 
y se incuba por un período de 5 minutos, y se lee a 
560 nm. Las lecturas fueron convertidas a meq. de 
oxígeno activo/ Kg. de muestra usando una curva 
estándar de Fe3+. La curva estándar fue construida 
mediante la adición de diferentes cantidades de clo-
ruro de hierro III al medio formado por la mezcla 
cloroformo - metanol (7:3) y la solución de naranja 
de xilenol; finalmente se monitorea la absorbancia 
a 560 nm.
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Análisis estadístico. Las muestras fueron 
preparadas por cuadriplicado para cada una de las 
concentraciones y los datos son reportados como 
la media ± la desviación estándar. Las diversas 
regresiones se calcularon con el programa Statgra-
phics Plus versión 5.0 (Statistical Graphics Corp., 
Rockville, MD), con un nivel de significancia de 
p<0.05 de exactitud. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En este trabajo se evaluó la oxidación de man-
tequilla clarificada de vacuno, libre de aditivos, 
acelerada a 60° C, durante un periodo de tiempo 
de 15 días. Los cambios ocurridos en el proceso 
oxidativo se siguieron monitoreando la cinética de 
aparición de hidroperóxidos, midiendo el valor de 
peróxido (PV), expresado como meq de peróxido 
de hidrógeno por Kg. de muestra (meq Oact/Kg.); 
y midiendo la formación de productos oxidados 
reactivos al ácido tiobarbitúrico (TBARS) y expre-
sados como miligramos de malonaldehído por Kg 
de mantequilla (mg MA/ Kg. de Muestra). 

En la Figura 2 se observan los cambios en la 
concentración de especies producto del proceso 
de oxidación lipídica, evaluadas mediante el segui-
miento de la formación de especies reactivas al ácido 
tiobarbiturico (TBARS). En todo el experimento 
hay una buena relación dosis-respuesta; es decir, 
con el aumento de concentración del isoespintanol 
hay una disminución de las TBARS, respecto al 
control (todo el sistema, sin antioxidante). Además, 
se observa un aumento en el periodo de inducción al 
aumentar la concentración del antioxidante, tiempo 
en el cual el valor TBARS se mantiene bajo. 
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Figura 2. Cambios en TBARS en mantequilla 
clarificada conteniendo isoespintanol  

a diferentes concentraciones, BHT y sin ningún 
aditivo.

Los hidroperóxidos, son los primeros productos 
del proceso de oxidación de lípidos que posterior-
mente originan una gran variedad de compuestos 
secundarios volátiles y no-volátiles [23]. En el mé-
todo FOX, el Fe II en medio ácido con el naranja 
de xilenol forma un cromóforo azul púrpura el 
cual presenta su máximo de absorción a 560 nm 
[23]. El método FOX ha sido reportado en la eva-
luación de conservación de aceites con una gran 
sensibilidad y precisión [24-28]. En la Figura 3 se 
observan los cambios en los periodos de inducción que 
provoca el isoespintanol a las diversas concentraciones 
de isoespintanol y BHT en el proceso de oxidación de 
la matriz. Puede observase que existe una buena relación 
dosis - inhibición en el rango de experimentación para 
el isoespintanol. 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo de almacenamiento (Dias)

m
eq

 d
e 

O
ac

t/ 
K

g 
de

 m
ue

st
ra

952,4 µM
1666,7 µM
2380,95 µM
3095,2 µM
3809,5 µM
BHT 2381µM
Blanco

Figura 3. Cambios en PV en mantequilla clarificada 
conteniendo isoespintanol  

a diferentes concentraciones, BHT y sin ningún 
aditivo.

CÁLCULO DE LA ACTIVIDAD 
ANTIOXIDANTE (Φ) 

Ensayo TBARS: las curvas de valor de peróxi-
do y especies reactivas al TBA contra el tiempo, son 
regresiones simples exponenciales, cuyas pendientes 
dependen de la concentración y de la naturaleza del 
antioxidante. Por esto, se hace necesario obtener un 
parámetro (Φ) que determine la acción antioxidante 
de cualquier compuesto en un proceso oxidativo. 

Para calcular la actividad antioxidante (Φ) del 
compuesto en los ensayos TBARS, realizamos el 
siguiente procedimiento: a partir de los datos con 
los cuales se construyó la figura 2, determinamos 
el parámetro φi, que es la pendiente de la regresión 
simple exponencial de los mg de malonaldehido/ 
Kg de mantequilla producidos contra el tiempo 
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en días; el valor de φi, mide el efecto inhibitorio 
de la concentración i del isoespintanol sobre el 
proceso oxidativo de la mantequilla. En la Tabla 1 
se observan los diferentes valores de φi para cada 
concentración, con una alta significancia estadística. 
Con los valores de φi, calculamos la relación φo/φi; 
donde φo es la pendiente del control.

Tabla 1. Cálculo de la actividad φi para cada 
concentración del isoespintanol en el ensayo TBARS.

Concentración μM Pendiente 
(m) = φi

R2 F φo /φi 

952.4 0.10173 95.36 102.72 1.0389

1666.7 0.09867 95.64 109.57 1.0711

2381.0 0.09526 95.82 114.74 1.1094

3095.2 0.08691 94.51 86.01 1.2161

3809.5 0.08103 94.36 83.59 1.3043

BHT 2381.0 0.07682 96.78 150.2 1.3757

Control 0.10568 93.50 71.87

La pendiente de la regresión simple lineal de 
φo/φi contra la concentración µM, es el valor Φ, 
que refleja el efecto integral del isoespintanol como 
inhibidor del proceso oxidativo de la mantequilla de 
vacuno, en la producción de compuestos oxidados 
reactivos al TBA, bajo las condiciones de nuestra 
experimentación (Figura 4). Luego la actividad an-
tioxidante global del isoespintanol en la inhibición 
de la formación de compuestos reactivos con el TBA 
es: ΦTBARS = 9.46x10-5 ± 1.33x10-5, con una r2 = 
94.42, r = 0.972, F = 50.7 y p = 0.0057. 
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Figura 4. Cálculo de la actividad antioxidante 
(ΦTBARS) para el isoespintanol, a partir de la regresión 

de φo/φi vs concentración (µM).

Valor de peróxido: A partir de los datos con 
los cuales se construyó la Figura 3, se calculan 
los valores φo, φi y las relaciones de φo/φi para el 
método FOX (Tabla 2). De igual manera que en 

el caso anterior, se obtiene el valor de la actividad 
antioxidante global ΦPV = 9.41x10-5 ± 1.62x10-5 
para inhibir la formación de hidroperóxidos en el 
proceso de oxidación de mantequilla acelerada a 
60°C. Rosas Romero, Rojano et al 1999, realizaron 
cálculos quimiométricos de una forma similar 
para determinar la actividad antioxidante (ω) para 
compuestos fenólicos en la decoloración de beta 
caroteno en un medio emulsificado [29]. 

Tabla 2. Cálculo de la actividad φi para cada 
concentración del isoespintanol en la determinación 

de peróxidos.

Concentración μM Pendiente 
(m) = φi

R2 F φo /φi

952.4 0.12515 93.2 68.4 1.06113

1666.7 0.11595 95.2 98.6 1.14532

2381.0 0.11132 93.9 76.3 1.19296

3095.2 0.10958 93.9 71.3 1.21190

3809.5 0.09737 92.2 59.3 1.36387

BHT
2381.0 0.09341 94.1 79.7 1.42169

Control 0.13280 93.5 719.0

De acuerdo a los datos obtenidos encontramos que 
el isoespintanol en ambos procesos inhibe de igual 
manera la formación de hidroperóxidos y la formación 
de productos oxidados, debido a que los valores de las Φ 
no tienen diferencias significativas entre sí, explicando 
la eficiencia del isoespintanol en ambos procesos. 

De otro lado, a partir de los valores de φi/φ0 se puede 
calcular el porcentaje de inhibición para cada concen-
tración de antioxidante [17], expresándolo como: 

% de inhibición =[1-φi/φ0] x 100	 (7)

Aunque se estudió a una sola concentración 
se nota que el BHT tiene mayor capacidad para 
inhibir los procesos oxidativos acelerados a 60°C 
en mantequilla, comparado con el isoespintanol, 
porque a la concentración de 2381.0 µM inhibe 
un 28.0 %, mientras que el isoespintanol a 3809.5 
µM, inhibe solamente el 23.3 %. Estos resultados 
de inhibición están acordes con diversos reportes 
bibliográficos de sustancias consideradas buenos 
antioxidantes del proceso de peroxidación lipídica 
[30]. El isoespintanol y el BHT son antioxidantes 
primarios interruptores de la cadena de oxidación 
atrapando los radicales libres ROO• interrum-
piendo las etapas de propagación de acuerdo a las 
reacciones (8) y (9), formando un radical ArO• 
de una reactividad muy baja, de tal manera que 
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las otras reacciones de los lípidos no ocurren o lo 
hacen con muy baja velocidad. El isoespintanol y el 
BHT poseen una muy baja energía de disociación 
del enlace O-H (∆BDE), que los caracteriza como 
buenos antioxidantes primarios que reaccionan con 
radicales libres, inhibiendo la peroxidación lipídica 
a través de un mecanismo de simple transferencia 
de un protón (HAT) [18, 31].

ROO* + ArOH ROOH + ArO*

RO* + ArOH ROH + ArO*

ROOH + ArO* ROO* + ArOH

ROO* + ArO* PRODUCTOS NO RADICALARIOS

ArO* + ArO* PRODUCTOS NO RADICALARIOS

RH + ArO* ArOH + R*

ROOH + ArOH RO* + ArO* +

ArOH + O2 HOO* + ArO*

ArOOR RO* + ArO*

O2 + ArOH ArOO*

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

H2O

CONCLUSIONES

Los cálculos de la actividad antioxidante expresa-
da como Φ, es la respuesta del antioxidante para in-
hibir integralmente el proceso oxidativo. Esta forma 
de cálculo para determinar la actividad antioxidante 
en procesos oxidativos, no ha sido reportada en 
la literatura y es una buena alternativa para hacer 
comparaciones entre compuestos, e incluso con 
extractos, de una manera más razonable, porque en 
casi todos los casos se hacen relaciones comparativas 
a un solo valor de concentración [32, 33].

La efectividad del isoespintanol y el BHT para inhibir 
la autoxidación de la mantequilla a 60° C, se observa 
en las figuras 2 y 3, por el aumento del periodo de 
inducción comparado con el control; este efecto 
es una función directa de las concentraciones de 
cada antioxidante, en este tiempo la peroxidación 
de lípidos ocurre a una velocidad muy lenta. El 
periodo de inducción comienza a aumentar hasta 
cuando queda remanente más o menos el 10% del 
antioxidante [21]. 

El isoespintanol es un compuesto natural que 
puede ser una buena alternativa como inhibidor 
de la oxidación de alimentos con alto contenido de 
grasas; su modo de acción, de acuerdo a los resulta-
dos (ΦTBARS = ΦPV), es la capacidad que tiene para 
interactuar con los radicales peroxilos (ROO•) y 
controlar la formación de hidroperóxidos a igual 
velocidad que la descomposición de los mismos 

para formar productos altamente oxidados, como 
aldehídos, cetonas y ácidos de cadenas cortas. 
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