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RESUMEN 

La importancia de la carne se debe a su atractivo sensorial y al elevado valor nutritivo, de 

allí que el hombre desde tiempos muy antiguos se ha preocupado en conservarla en las 

mejores condiciones para su consumo. La congelación es un excelente procedimiento 

desarrollado con este fin, su eficacia radica en la deshidratación interna por formación de 

cristales de hielo y en el descenso de la temperatura con lo que se reduce la oportunidad de 

desarrollo de los microorganismos, sin embargo en estas condiciones se favorece la 

oxidación de Jipidos que conlleva la producción de compuestos, que le confieren al alimento 

características indeseables. 

La mayoría de los métodos que permiten detectar este proceso de deterioro requieren los 

lípidos separados de la matriz, lo cual hace que el disolvente de extracción sea muy 

importante. El éter de petróleo y el éter etílico son los disolventes más utilizados y son los 

recomendados en los métodos oficiales. Las mezclas de disolventes con distintas polaridades 

son bastante efectivas y para ciertos alimentos dan mejores resultados que los disolventes 

oficiales. 

En este trabajo se probaron diferentes métodos de extracción de lípidos y de determinación 

de la oxidación de los mismos, sobre matrices alimenticias que se comercializan en 

congelación en grandes volúmenes, en las cuales se monitoreó el deterioro químico durante 

almacenamiento prolongado. 

La extracción de Jipidos se realizó utilizando el método de Bligh and Dycr, por extracción 

directa con disolventes y la cuantificación en una alícuota obtenida de la extracción. 
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La oxidación de lípidos se determinó por Indice de Peróxidos (por los métodos de la AOAC 

y el colorimétrico), Indice de TBA e Indice de Kreis.  

Se determinó que la mezcla de disolventes diclorometano:metanol es la apropiada cuando se 

trata de analizar lípidos en carne de res y el éter etílico lo es para el análisis de los lípidos del 

pescado, específicamente sardina. 

Al realizar el monitoreo de los productos de oxidación en muestras de sardina y carne de 

res, almacenadas a -I8°C, durante aproximadamente un año, se encontró que para sardina 

mexicana el máximo en los indices de oxidación se obtiene a los 250 días y tratándose de 

carne de res se alcanza en 300 días aproximadamente. Para la muestra de carne de res 

(sirloin) el Indice de TBA* máximo es de 4.8mg MA**/Kg muestra, el Indice de Peróxido 

por el método de la AOAC es de 13.9meq/Kg grasa y por el método Colorimétrico es 

36.9meq/ICg grasa, el Indice de Kreis máximo por gramo de grasa es 41.6. Para la muestra 

de sardina mexicana el Indice de TBA máximo es 39.7mgMA/Kg muestra, el Indice de 

Peróxido por el método de la AOAC es de 96meq/Kg grasa y por el método Calorimétrico 

es 293meq/ICg grasa, el Indice de Kreis máximo así mismo es de 490 por gramo de grasa. 

TBA: ácido tiobarbitúrico 

** MA: malonaldelddo 
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I N'FROD U CC ION 

Los lípidos son indispensables en la dieta humana, aportan la mayor parte de energía 

requerida por el organismo, así como el ácido linoleico esencial en la nutrición y las 

vitaminas liposolubles que se hallan incluidas dentro de los lípidos consumidos a diario. 

La producción primaria de alimentos y los insumos para su transformación son las 

actividades iniciales de la cadena alimentaria, en este punto se inician también las actividades 

económicas. El adecuado control de la calidad de los productos repercute no sólo en el 

incremento en su valor, sino que además asegura la sanidad al llegar a los consumidores. 

Esto es esencialmente importante en los alimentos de origen animal, dada la complejidad de 

su composición y los costos que alcanzan, es por esto que se debe contar con 

procedimientos analíticos confiables, que permitan evaluar con precisión la calidad. 

Durante la congelación disminuye el crecimiento microbiano, principal causante del 

deterioro de los alimentos cárnicos; también se reduce la velocidad 'de los procesos 

enzimáticos. Sin embargo otros procesos degradativos se ven propiciados, tal es el caso de 

la oxidación no enzimática de lípidos. 

La oxidación de lípidos, también llamada rancidez oxidativa es upo de los procesos con 

mayor influencia en la degradación y pérdida de calidad en carnes y pescados. En 

almacenamiento y debido a la rancidez oxidativa, estos productos congelados sufren 

cambios en su sabor y aroma, así como disminución en su valor nutricional; más aún, se ha 

reportado que los productos de oxidación de lípidos son tóxicos, relacionándolos con 

enfermedades cardíacas, problemas vasculares cerebrales y cáncer en el hombre. 
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Las características sensoriales de la carne y el pescado congelados en almacenamiento se 

deterioran por la acción tanto de moléculas volátiles de bajo peso molecular como de 

moléculas de alto peso molecular como polímeros, que se forman a partir de los lipidos en 

estas condiciones. Esto dé como consecuencia pérdidas enormes para quienes comercializan 

dichos productos, dado el rechazo de que son objeto. Por todo ésto es importante detectar y 

monitorear estos compuestos durante el almacenamiento. 

Un aspecto muy importante al trabajar en el deterioro de lípidos es la selección del 

disolvente de extracción, ya que la mayoría de procedimientos analíticos requieren los 

lípidos separados del resto de la matriz alimentaria. Los lípidos de los alimentos tienen 

estructuras muy varias, al mismo tiempo su polaridad cambia de acuerdo a éstas; hay 

"lípidos polares", `Jipidos neutros", que poseen diferencias de solubilidad en los disolventes, 

por esta razón existirán lípidos que no sean extraídos si el disolvente no es de la polaridad 

adecuada para el caso y por lo tanto se subestime el contenido de los mismos. Entonces al 

presentar los lípidos y los productos de oxidación estructuras complejas y adicionalmente 

los disolventes tener diferentes polaridades, la elección del disolvente se vuelve más dificil; 

aún más si se sabe que un procedimiento analítico no es aplicable a todas las matrices 

alimentarias. 

Es por esto que resulta necesario establecer métodos válidos, considerando el efecto de los 

disolventes de extracción en los diferentes alimentos; así como también seria de suma 

importancia el contar con parámetros de calidad adecuados que permitan que los productos 

lleguen al consumidor en óptimas condiciones. 



1. GENERALIDADES 

I, 1, ACEITES Y GRASAS 

A. Estructura general y composición. 

Los lípidos junto con las proteínas y los carbohidratos constituyen los componentes 

estructurales mayoritarios de las células. A los ésteres de glicerol de los ácidos grasos se les 

ha llamado tradicionalmente grasas o aceites de acuerdo a su estado fisico a temperatura 

ambiente.  

En los alimentos los lípidos pueden estar separados de la matriz o formando parte 

constituyente de ella. Así también su composición, estructura cristalina, comportamiento en 

la fusión y la solidificación, su asociación con el agua y otras moléculas; son muy 

importantes en cuanto se refiere a la textura y propiedades funcionales que proporcionan a 

los alimentos. 

Los lípidos simples son a menudo llamados lipidos neutros" por su solubilidad en 

disolventes no polares, en tanto que los lípidos complejos" o "polares" se refieren a 

fosfolipidos, glicolipidos y lipoproteinas "u, que presentan regiones neutras y regiones 

polares, 

Las grasas y aceites están compuestos principalmente por triglicéridos, el resto de 

componentes, fosfolípidos, esteroles y carotenoides 78  suman 5% o menos. En los 

triglicéridos predominan los ácidos grasos de 12 a 18 átomos de carbono, aunque en la leche 
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hay pequeñas porciones de ácidos grasos de cadena corta (C4-Ca) y en los peces se 

encuentran ácidos grasos de 20 a 22 átomos de carbono. Los triglicéridos pueden tener 

ácidos grasos saturados o insaturados, a los insaturados les falta una molécula de hidrógeno 

en cada cartono unido por una doble ligadura y el número de dobles ligaduras varía. 

El ácido graso más abundante en la mayoría de las grasas naturales es el oléico, representado 

(18:1), en donde el primer número indica el número de átomos de carbono y el segundo las 

insaturaciones, se encuentra en el aceite de coco en menos del 10% y en el de oliva en más 

del 80%. De los ácidos grasos saturados el más común es el palmítico (16:0) en aceites 

vegetales y el esteárico (18:0) es el mayor componente de las grasas animales 75. 

B. Propiedades generales. 

Las propiedades de las grasas se ven afectadas principalmente por los ácidos grasos que las 

componen. 

En general son insolubles en agua y en solventes no acuosos, su solubilidad se incrementa 

con la insaturación de los ácidos grasos y baja cuando la longitud de la cadena de los ácidos 

grasos aumenta, La solubilidad también varia con la temperatura. 

Otras propiedades son la fusión y solidificación y es importante la influencia del 

polimorfismo en ellas, cuando se encuentran puras. 

Cuando se exponen al oxigeno del aire lo absorben en diferente proporción según el grado 

de insaturación, esto hace que se deterioren y aparezcan sabores y aromas a rancio. 
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Presentan suceptibilidad a hidrolizarse lo cual también las deteriora. Tienen la capacidad de 

hidrogenarse, en donde el doble enlace de los ácidos grasos insaturados se satura. También 

son suceptibles a interesterificación, con lo que se modifican sus propiedades funcionales. 

C. Papel de los lípidos en la nutrición. 

Los lípidos en la nutrición proporcionan una gran energía, aproximadamente 9.5Kcalig. 

Incrementan la palatibilidad de los alimentos. Dan la sensación de saciedad en el estómago y 

hacen más prolongados los intervalos de alimentación. 

También las grasas proporcionan un ácido graso esencial, el linoleico y contienen las 

vitaminas liposolubles A, D, E y K. El ácido linoleico se transforma en el cuerpo en ácido 

araquidónico, que es el precursor de un grupo de hormonas conocidas como prostaglandinas 

35 

D. Grasas animales. 

Entre las funciones de las grasas en los tejidos animales, la de reserva energética es do las 

más importantes, éstas contienen grandes cantidades de ácidos grasos C16 y C18, 

cantidades intermedias de ácidos grasos insaturados, la mayor parte ácido oleico y linoleico, 

y pequeñas cantidades de ácidos grasos de cadena impar 33. 

Los aceites de pescado tienen mayor cantidad de ácidos grasos polünsaturados llegando a 

contar hasta con 6 dobles ligaduras 75. 
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La extracción de lípidos con disolventes no polares remueve principalmente los triglicéridos 

almacenados en los glóbulos grasos del tejido adiposo, sin embargo para conseguir la 

extracción de los fosfolípidos y los lípidos asociados a proteínas del tejido muscular, se 

requieren mezclas de disolventes polares y no polares con lo cual se remueve hasta el 99% 

de los lípidos presentes en el tejidos. 

13. Lípidos del músculo. 

A diferencia de los triglicéridos del tejido adiposo, los lípidos musculares no están en 

glóbulos localizados dentro de las células sino que se hallan formando parte integral de 

estructuras celulares como: la pared celular, las miofibrillas, la mitocondria y los 

microsomas; esta grasa intracelular incluye a la mayoría de los fosfolípidos de los tejidos, 

otra parte está asociada con proteínas. 

Conforman aproximadamente de 2-4% del total de los lípidos y por su composición son muy 

importantes en el proceso de oxidación 69. 

Los fosfolípidos de la grasa intramuscular contienen un alto porcentaje de ácidos grasos 

insaturados; en la tabla 3. se observa que cl porcentaje de fosfolípidos con ácidos grasos con 

2-3 dobles ligaduras es del 25.2 y el porcentaje de fosfolípidos con ácidos grasos con 4 o 

más dobles ligaduras es de 19.2. Si se considera que los ácidos grasos insaturados son más 

suceptibles de sufrir deterioro, principalmente de tipo oxidativo los lípidos de la porción 

magra tendrán un papel importante en la calidad de la carne. 

En la tabla 3. se presenta la composición de los lípidos de la carne de res magra. 
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Tabla 3. 	Composición de los lípidos de la carne de res magra 79  

FRACCION LINDICA CARNE DE RES 

Triglicéridos 2-4 (%) 

Fosfolipidos 0,8- I (%) 

Acidos grasos con 2-3 dobles ligaduras 

en triglicéridos 6.1 

en lbsfolípidos 25.2 

Acidos grasos con 4 o más dobles ligaduras 

% en triglicéridos 01 

% en fosfolipidos 19,2 

Cabe mencionar que aparentemente el incremento de la cantidad de grasa en la carne puede 

bajo ciertas condiciones reducir la intensidad de los olores a rancio ya que atrapa a los 

productos de degradación volátiles, por esta razón no resulta raro el hecho de que los olores 

rancios puedan ser más intensos en las carnes magras que en las grasosas 142. 

C. Cortes de carnes. 

En las reses, la grasa se deposita en el tejido conectivo dentro del músculo, alrededor y entre 

los músculos, debajo de la piel, en tejido conectivo especial que tiene células que almacenan 

glóbulos de grasa y alrededor de los órganos en la cavidad abdominal. 

Comercialmente los cortes de carne tienen diferentes nombres, tenemos rib (lomo alto), loin 

(lomo bajo), sirloin (lomo bajo o solomillo), leg o ham (pierna), etc 24., los cuales tienen un 

contenido de grasa mayor o menor según su localización, los tejidos que no están sujetos a 

mayor actividad fisica son los que generalmente tienen más grasa. 
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En la tabla 4. se presentan algunos cortes de res con su composición. 

Tabla 4. 	Composición de los canales de carne de res I°. 

Corte Agua (%) Proteína ('9 Grasa (%) 
Magra 74 20.3 4.6 

Grasa 24 8.8 66.9 

Cante de pecho 62.2 16.8 20.5 

Costillas 57.4 16 25.1 

Picada 64.5 18.8 16.2 

Rabadilla 66.7 18.9 13.5 

Solomillo 59.4 16.6 218 

Pulpa 68.7 20.2 10.6 

Costado de pierna 68.4 19.6 11.2 

El sirloin está ubicado en la parte final del lomo de la res, cerca de la pierna, está rodeado 

por una capa gruesa de grasa y además tiene un alto porcentaje de grasa intramuscular. 

Los músculos rojos contienen más lípidos que los blancos. 

1.3. LIPIDOS EN PRODUCTOS MARINOS 

Los lípidos de estos productos contienen gran cantidad de ácidos grasos poliinsaturados de 

cadena larga, hasta con 6 dobles ligaduras y son generalmente ricos en vitaminas A y D 

Son más suceptibles a la oxidación principalmente por la clase de ácidos grasos presentes, 

dado que éstos son altamente insaturados. 

A. Lípidos del pescado. 

Para fines comerciales se clasifica a los peces según su contenido de grasa en: magros, a los 

que tienen 4% o menos, por ejemplo el bacalao; los que tienen entre 4 y 8% son 
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medianamente grasos, como la carpa; y los que tienen más de 8% son los grasos, como el 

salmón, la sardina,etc 75. 

La distribución de grasa en el cuerpo depende de si son magros o grasos. En los magros la 

grasa está localizada especialmente en el hígado y en otros órganos internos o en la cavidad 

abdominal cerca de los órganos internos en forma de depósitos de grasa; en los grasos está 

localizada entre la carne como tejido adiposo o en capas subcutáneas, es decir por debajo de 

la piel. 

Los peces tienen una alta proporción de lípidos neutros, la cual varia con la especie 46' 69. En 

pescados magros con 0.5-1,1% de grasa el 65% de los lípidos se encuentran 

intracelularmente como fosfolípidos ligados a proteínas del músculo; el restante 35% son 

lípidos neutros. Los pescados grasos tienen depósitos de grasa en el músculo y la 

proporción de lípidos neutros es alta. En los pescados semigrasos casi el 75% del total de 

Jipidos está constituido por Jipidos neutros 69. 

1.4. AUTOOXIDACION DE LIPIDOS 

En general la autooxidación se define como la reacción de cualquier material con el oxigeno 

79.  

La oxidación de lípidos es la principal causa de deterioro en los alimentos siempre y cuando 

otras reacciones deteriorativas como las microbianas y las enzimáticas estén controladas por 

medio de bajas temperaturas, por ello es de gran interés económico para la industria de los 

alimentos. Origina disminución de la calidad nutricional de los alimentos, además en estudios 
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recientes se ha involucrado a algunos productos de la oxidación de Jipidos con toxicidad en 

el hombre ". 

Los hidroperóxidos derivados de la oxidación de Jipidos se han relacionado recientemente 

con el proceso del envejecimiento y con algunas enfermedades w. 

En un alimento pueden oxidarse espontáneamente la mayoría de los Jipidos, fenoles, aminas 

y sultitos inorgánicos, si hay las condiciones favorables para ello, corno son exposición a 

oxigeno, elevadas temperaturas, presencia de catalizadores, etc. 

En un sistema complejo como lo es un alimento hay varios factores que considerar, por 

ejemplo, están presentes enzimas y catalizadores que aceleran la reacción o también 

inhibidores y condiciones fisicas de protección, o todo a la vez, lo que hace que sea 

imposible saber el curso que tomará la reacción. 

La oxidación de pequeñas cantidades de lípidos suceptibles presentes en los alimentos es tan 

problemática como el tener un alimento graso ". 

En la autooxidación de lípidos hay varios factores involucrados: 

a) Principalmente intervienen grupos acilo insaturados y el grupo hidroperóxido aparece en 

posición a con respecto a la doble ligadura. Dependiendo de la cantidad de grupos acilo 

insaturados y otros factores, pueden o no formarse los hidroperóxidos a partir de grupos 

con dobles enlaces u otros. 

b) Comúnmente para ácidos grasos y derivados, la velocidad de oxidación es mayor 

dependiendo sobre todo del grado de insaturación de los ácidos grasos. Los derivados de 

ácidos grasos saturados se autooxidan para formar hidroperóxidos, pero en condiciones 

ordinarias la reacción es muy lenta. 
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e) Tratándose de alimentos hay varios factores que influyen: pro-oxidantes, trazas de 

metales y catalizadores biológicos que aceleran la reacción, al igual que la radiación sobre 

todo la infrarroja y la visible. 

Hay infinidad de sustancias que aceleran o detienen la reacción. La presencia del hierro de la 

hemoglobina en los músculos oscuros del pescado puede acelerar la rancidez oxidativa en 

los productos congelados ". 

Estos factores se explican detalladamente más adelante. 

d) La temperatura tiene un efecto muy grande sobre la velocidad de oxidación, ésta aumenta 

al aumentar la temperatura. Sin embargo, a temperaturas de -18°C a -26°C los ácidos grasos 

poliinsaturados se oxidan fácilmente 122 , 

e) La mayoría de productos formados son hidroperóxidos, pero hay también muchos 

productos secundarios. 

f) Los hidroperóxidos no tienen mayor contribución a los aromas y sabores de los alimentos 

oxidados, más bien lo hacen los productos de oxidación secundaria 79' 

g) Un factor importante que puede influir en la oxidación de lípidos es la actividad de agua, 

cuando ésta se halla en los más altos valores o cuando decrece mucho, la oxidación se 

incrementa, debido a que cuando hay un buena hidratación o cuando la cantidad de agua es 

muy reducida los metales presentes y los radicales libres se vuelven más activos, hay mayor 

movilidad, las reacciones de estos elementos se ven favorecidas, etc 2(1 



A. Mecanismo de la autooxidación de lípidos. 

Con el estudio de la oxidación del etil linolcato se lograron aclarar varias dudas y se formuló 

un posible mecanismo de reacción. 

Se ha establecido que: 

• La oxidación es una reacción en cadena en la que intervienen radicales libres ya que puede 

ser inhibida con cantidades mínimas de antioxidantes antes de que se inicie la oxidación. 

- La reacción es similar a ciertas reacciones en cadena de compuestos inorgánicos. 

Por espectrofotometria se observaron cambios a nivel de los dobles enlaces y formación de 

hidroperóxidos; las dos cosas sugieren que hay radicales libres involucrados. 

- Se observa descomposición de hidroperóxidos. 

El deterioro oxidativo de los lípidos de alimentos involucra, primero reacciones oxidativas, 

acompañadas por reacciones secundarias que pueden ser oxidativas o no. La fase primaria 

ha sido bien explicada sin embargo de la fase secundaria se sabe muy poco. 

Los productos de la oxidación primaria son hidroperóxidos. 

play tres fases en el proceso de autooxidación: 

a) Iniciación: en esta etapa lo más importante es la formación de radicales libres. Puede ser 

catalizada por metales o por radiaciones. 

Un átomo de hidrógeno es eliminado de un átomo de carbono metilénico, generalmente 

adyaseente a un doble enlace del ácido graso, dando como resultado un radical libre. Como 

la reacción entre el 02 y el ácido graso es termodinámicamente dificil (35kcal/mol), se 

requiere la producción de varios radicales libres para iniciar la propagación. 
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b) Propagación: la formación de radicales libres se mantiene y se dan una serie de reacciones 

adicionales. 

Los radicales libres formados en la primera etapa reaccionan con 02, para dar origen a 

radicales Iddroperóxido. Estos nuevos radicales son capaces de aceptar átomos de hidrógeno 

de otras moléculas, para producir hidroperóxidos y nuevos radicales libres. Debido a la 

resonancia para estabilizar las especies lb', la secuencia de la reacción está acompañada por 

un movimiento de los dobles enlaces, resultando en la formación de hidroperóxidos 

isoméricos que generalmente contienen dienos conjugados, raros en las grasas no oxidadas, 

c) Terminación: los radicales libres empiezan a combinarse, en esta etapa el daño por 

oxidación es extenso. 

Los radicales libres interaccionan entre si para dar origen a compuestos no radicales. 

Los hidroperóxidos, son compuestos inestables que se descomponen para producir más 

radicales libres y productos de menor peso molecular como ácidos de cadena corta, 

alcoholes, aldehldos, cetonas, hidrocarburos, etc.". 

Adicionalmente, en esta etapa los compuestos generados incluyendo a los radicales libres, 

son capaces de reaccionar entre sí para producir compuestos diméricos y poliméricos. 

El la fase (a) la presencia de aromas es mínima, en la (b) se aprecia un marcado deterioro del 

aroma y el sabor, la última fase no afecta apreciablemente al desarrollo de la rancidez 113 . 



De manera muy general se presentan las tres etapas de la autooxidación de lípidos'', así: 

Iniciador ----> radicales libres (R•, ROO•) 	 INICIACION 
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r-> 	02 --------- > 
	

ROO• 

PROPAGACION 

1 ROO• + RH -•------_> 	R001-1 + R• 

L- 	 --1 

+ R• 

R • + ROO• ---> 	Productos no radicales 	TERMINACION 

ROO• ROO• ..-.------> 

8. Productos secundarios de degradación, 

Se forman por degradación de los hidroperóxidos. Se les llama así a todos los compuestos 

no-radical generados en la oxidación de lipidos. Considerando la gran variedad de ácidos 

grasos insaturados presentes en la grasa de un alimento, los productos secundarios de la 

oxidación son igualmente muy variados, lo que hace complicado su análisis; adicionalmente 

los alcoholes, aIdehldos y el resto de compuestos resultantes son también suceptibles a 

oxidarse. 



A estos compuestos se les ha relacionado con reacciones con otros compuestos, de tal 

forma que afectan sus propiedades funcionales, como en el caso de las proteínas, que 

modifican su capacidad de retención de agua y su poder emulsificante 24'122.  

C. Oxidación con oxigeno singulete. 

Como se explica anteriormente, la principal vía de oxidación de los ácidos grasos 

insaturados involucra un mecanismo por radicales libres que actuan de manera autocatalitica. 

Sin embargo es dificil explicar el origen de los radicales libres iniciales, es poco probable que 

sea mediante el ataque directo del oxigeno en su forma estable (estado triplete) a los dobles 

enlaces de los ácidos grasos (RH), ya que los enlaces C=C de los R11 y R001-1 están en 

estado singulete por lo que esta reacción no obedecerá a la ley de conservación del spin. Por 

lo dicho, la reacción se explicaría si el oxigeno singulete 02  ), una de las formas más 

activas en el deterioro fotooxidativo, sea el responsable de la iniciación. 

Puesto que los electrones están cargados, actuan como si fueran imanes y pueden orientarse 

de dos formas diferentes, las que se atribuyen valores de +1 y -1. Si el átomo de oxigeno, 

tiene dos electrones desapareados en su orbitale externo, estos pueden alinearse el uno 

respecto al otro en forma paralela o antiparalela, denominadas respectivamente estado 

triplete o singulete. En el estado singulete, los dos electrones tienen spines opuestos y por lo 

tanto la repulsión electrostática es grande, dando un estado excitado, pudiendo reaccionar 

más rápidamente ( como 1500 veces más rápido que el oxigeno triplete), con zonas de 

densidad electrónica alta, tales como los enlaces 
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En los alimentos que contienen grasas existen frecuentemente sustancias que pueden actuar 

como fotosensibilizadores y producir oxígeno singulete, entre las que están los pigmentos 

naturales, como la clorofila, algunas porfirinas, la hemoglobina y la mioglobina. La 

eritrosina, un colorante sintético es también un fotosensibiliz.ador 35. 

D. Descomposición de hidroperóxidos. 

En un esquema presentado por Badings' se visualizan uno a uno los pasos de éste proceso. 

El primer paso es la descomposición a los radicales alcoxy e hidroxy. 

R-C11(0011)-R 	R-C11-R + .011 

El radical alcoxy puede dar las siguientes cuatro reacciones: 

- Puede descomponerse por una fisión para formar un aldehido y otro radical 

R-CH-R —› e 	RCHO 



A continuación el mecanismo hipotético de formación de malonaldelado ": 

18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 

C - C- C= C-C- C- C=C-C=C- 

9 
4, 

c - c- c- c.c- c- c=c-c=c- . 
+ 

4, 
c - 	ci c.c- c(c=c.c=c- 

,9 	o 
4, 

C-C-C 	C-C-C 
II 	u 
0 0 

Propano Malonaldehido 

C=C-C= C- 

• Puede unirse con un compuesto que tenga 11 y dar un alcohol y otro radical. 

R-CH-R 	R' H 	R-C11011-R 	R'• 

- Se pueden formar compuestos terminales por la unión de dos radicales. 

R-C11-12. + 	 R-C-R 	H 
1 	 II 
0. 

21 
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R-CH-R i R' O• a R-C-R 	OH 

0• 

- Hay muchas otras reacciones de oxidación secundaria como la formación de epóxidos y de 

polímeros, etc. cuyo mecanismo no está muy claro 79. 

La reacción de los radicales alcoxi y peroxi con los dobles enlaces dá lugar a la formación de 

epóxidos 35, a continuación la reacción.  

-CH= CH-CH- 	-CH - CH - CH- 
I 	 1 / 
9 	o 

ROO• 

-CH CH 

 

CH-b1 	 + RO• 
\/ 
O 

 

O 

R 

E. Pro-oxidantes 

Los metales de transición, particularmente los que poseen dos o más estados de valencia con 

un potencial de óxido-reducción adecuado por ejemplo, cobalto, cobre, hierro, manganeso y 

niquel, son los principales pro-oxidantes; su presencia incluso a concentraciones inferiores a 

0.2ppm disminuye el periodo de inducción y por lo tanto aumenta la velocidad de oxidación. 

La mayoría de aceites comestibles contienen trazas de metales pesados, ya sea que 

provienen del suelo donde creció la planta o por contaminación de los equipos de 
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procesamiento o almacenamiento. En los tejidos y fluidos biológicos (leche, anos de fruta, 

huevos) hay de forma natural trazas de ellos en forma ligada o libre 35. 

Algunos de los mecanismos propuestos para explicar la catálisis por metales son 35: 

- Aceleración de la descomposición de los hidroperóxidos: 

ltf" + R001-1 	+ Oir + Re 

+ R0011 --> 	I+  + ROO. 

- Reacción directa con el sustrato no oxidado: 

Mrs' + RII 	11,111")' 	+ Re 

- Activación del oxigeno molecular para dar oxigeno singulete y radicales peróxido. 

iVin+  + 02 -3 15/0 "9+  + 02 
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Nr*  + 02 -3 M"41/4  + 02 
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procesamiento o almacenamiento. En los tejidos y fluidos biológicos (leche, zumos de fruta, 

huevos) hay ,de forma natural trazas de ellos en forma ligada o libre" 

Algunos de los mecanismos propuestos para explicar la catálisis por metales son ": 

- Aceleración de la descomposición de los hidroperóxidos: 

+ ROOH --> 	+ Off + R. 

Nr+  + ROOH -3 M"'"i /f  + 	+ ROO. 

- Reacción directa con el sustrato no oxidado: 

Mi" 	+ RI1 --> MI  'I I' + 114  + R• 

- Activación del oxígeno molecular para dar oxígeno singulete y radicales peróxido. 

J , 
HO2 



I.5. PRESERVACION DE LOS ALIMENTOS 

A. Refrigeración y congelación de carne y pescado. 

Hace mucho el hombre descubrió que la carne de un animal se dañaba rápidamente si se la 

dejaba al ambiente,por lo que buscó procesos para conservada basados principalmente en la 

disminución de la temperatura de almacenamiento. 

Los factores involucrados en la tecnología del congelamiento de la carne y el pescado son en 

verdad complicados, por ejemplo se sabe que el congelamiento rápido de carnes que están 

en rigor mortis causa mamada contracción en los músculos y en cambio el congelamiento 

muy lento puede hacer que se produzcan malos olores en los huesos debidos generalmente a 

crecimiento microbiano. 

La conservación del pescado mediante congelación se ha practicado desde finales del siglo 

XVIII. En la actualidad grandes cantidades de carne son congeladas previamente 

deshuesadas o cocidas y luego cunsumidas como tal o usadas para la fabricación de otros 

productos. Si el músculo es congelado antes de que el contenido de Adenosin Trifosfato 

haya decaído en el rigor monis, una rápida actividad de la Adenosín Trifosfittasa convierte el 

Adenosin Trifosfato en Adenosin Difosfato dando como resultado el acortamiento de los 

músculos y la pérdida de fluidos al descongelar, este efecto es mayor en los cortes sin hueso 

ya que en los que conservan éste los músculos se conservan extendidos 15. 

24 
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El pescado empacado correctamente en hielo puede durar por 10 días pero el tiempo 

requerido para que llegue éste a los consumidores es generalmente mayor por lo que se hace 

necesaria la aplicación de toda una tecnología de la congelación que permita que el pescado 

conserve sus cualidades de textura, olor, sabor, etc. 

En carnes y pescados almacenados por largos períodos en congelación y aparte de la posible 

descomposición por microorganismos, se produce deterioro en la textura, el sabor y el 

color, principalmente cuando la congelación es deficiente; los.cambios en la textura se dan 

especialmente por desnaturalización de proteínas principalmente miofibrilares y por 

deshidratación de la superficie; los cambios en sabor y aroma se presentan por formación de 

sustancias de estructura química muy variada en la oxidación de lípidos In  . 

La desnaturalización de proteínas se produce por varios factores relacionados con cambios 

en el contenido de agua en los tejidos, con la actividad enzimática de la enzima TMAOasa 

(trimetilaminooxidasa) y por factores relacionados con cambios en lípidos 'n.  

El pescado y la carne se componen en su mayor parte de agua (60 a 80%), pero debido a 

que poseen sales y otras sustancias químicas en solución, se comienzan a congelar alrededor 

del 1°C, conforme baja la temperatura el agua se cristaliza y la solución liquida restante se 

concentra tanto en sales como en enzimas; el agua congelada en forma de cristales de hielo 

se deposita dentro de las células musculares, dichos cristales tienen diferentes formas, 

mismas que dependen sobre todo de la velocidad de congelamiento. 

La velocidad de congelación es muy importante, se ha visto que se puede causar darlo en las 

carnes y pescados, tanto con congelación lenta, como con congelación rápida.  
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La congelación rápida forma mayor cantidad de cristales y más pequeños, una congelación 

lenta los hace grandes pero menos numerosos y una congelación mis lenta hace que se 

formen cristales grandes no sólo en las células, sino también entre sus paredes, produciendo 

que éstas ere rompan. 

La congelación no tiene lugar de una manera uniforme, mientras la superficie de la carne o el 

pescado se congela, la parte central no lo hace; no se considera congelada una pieza si la 

parte del centro no alcanza por lo menos -5°C, sólo allí el 80% dei agua se ha congelado. 

Cerca del 5% del agua en d pescado permanece líquida a -40°C. 

Al inicio de la congelación el enfriamiento es lento porque debe enrame primero el calor 

latente de solidificación, este periodo de 0-5°C es conocido como "rango critico" pues en 

este lapso el pescado y la carne pueden sufrir dallo por incremento de la actividad autolitica; 

la congelación deja un remanente de agua en estado liquido y con alta concentración de 

sólidos y enzimas en solución, a -4°C la actividad de las enzimas no se ve afectada más aún, 

como están con un medio favorable, su actividad se incrementa. A partir de los -5°C la 

actividad enzimática disminuye y a partir de -30°C es sumamente lenta. 

La desnaturalización, al igual que la autolisis, es un proceso irreversible que causa daño en la 

estructura y en la composición química de la proteína, depende de la temperatura y de la 

duración del almacenamiento. La velocidad de desnaturalización es mayor entre O y -5°C, 

pero todavía a -10°C se di y las carnes y pescados duran pocas semanas a ésta temperatura. 

Los lípidos durante la congelación tienen diferentes efectos sobre las proteínas; los lípidos 

no oxidados, según algunos autores, presentan un efecto de protección sobre las proteínas 

en congelamiento, debido a que disminuyen la acción de los ácidos grasos libres compitiendo 
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con ellos por sitios de enlace de las proteínas, otra hipótesis indica que los lípidos cumplen 

con la función protectiva con las proteínas por dilución de la concentración de solutos que 

se encuentra incrementada en congelación; adonis se les atribuye un efecto sinergista de 

Momo:edén cuando están presentes polifosfatos o auca" debido a que se observa 

disminución en la pérdida de agua en las cirnes cuando se descongda y mejora en la textura 

de estas muestras. Por otro lado los lípidos no oxidados tienen también efecto nocivo sobre 

las proteínas en congelación, al ponerse en contacto con éstas debido a la acción de los 

cristales de agua que rompen compartimientos antes separados, los lípidos pueden formar 

complejos no convencionales con las proteínas derivando ésto en cambios de textura del 

tejido muscularm. 

La oxidación de lípidos acorta la vida de anaquel de carnes y pescados, es importante 

además porque los productos resultantes de ella causan cambios en las propiedades 

nutricionales y funcionales de las proteínas por interacción con éstas. 

En congelación los productos de oxidación de lípidos dan a los tejidos características 

indeseables, causan pérdida de entino ácidos como Lys, Cys„ II», Met, etc., y son los 

responsables de la pérdida de color por dallo en pigmentos tales como la mioglobina, por la 

formación de complejos Jipidos oxidados- proteínas, el mecanismo de esta reacción no está 

aclarado aún pero hay algunas hipótesis, una primera dice que los radicales libres 

procedentes de la peroxidación de lípidos pueden tomar hidrógeno de las partes lábil" por 

ejemplo de los grupos -Sli de la cadena de proteina y dar como resultado polímeros solubles 

en agua e insolubles en ella. La segunda hipótesis dice que productos estables de la 

oxidación de lípidos tales como compuestos carbonilo, por ejemplo malonaldehido, propano! 
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y besana', pueden reaccionar covalentemente con proteínas, principalmente con los 

siguientes grupos: el -Sil de la cisteina, el c-amino de la lisina, el grupo amino terminal de 

tirosina, metionina, aspártico y arginina, causando pérdida en la solubilidad de la proteína 

por incremento de la hidrofobieidad 

La deshidratación es pérdida de humedad en la superficie causada por la diferencia de 

contenido de humedad entre el aire que rodea a la carne y al pescado y el aire de la cámara 

de enfriamiento, Produce cambios en la apariencia y textura y además sedera la oxidación 

de lípidos y la desnaturalización de proteínas.  

Durante la congelación se eleva el número de ácidos libres provenientes de la hidrólisis 

enzimática y no enzimática de lípidos, sobre todo fosfolipidos, lo cual tiene gran influencia 

en la desnaturalización de proteínas, observándose un marcado descenso en la solubilidad de 

las mismas. La interacción de los ácidos grasos libres con las proteínas depende de su 

concentración, del grado de insaturación de éstos y del tiempo de almacenamiento in. 

Ante la gran cantidad de cambios que ocurren en el proceso de congelación este se vuelve 

de gran importancia comercial, ya que determinarán la vida de anaquel de un producto; el 

deterioro de la carne y el pescado es mayor cuando se tienen prácticas pobres de 

congelamiento o cuando la calidad de estos productos es baja, Los principales criterios para 

conseguir mejores métodos de congelación son: en el caso del pescado, congelación desde el 

sitio de la pesca en el mar; velocidad de congelación elevada; estudiar las ventajas y 

desventajas de los diferentes métodos de congelación según el caso; determinar la calidad 

del producto en caso de fluctuaciones de humedad o temperatura; estudiar la efectividad de 

tratamientos anteriores a la congelación, como inactivación de enzimas, adición de 
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antioxidantes o agentes crioprotectores y la importancia del empaque (relacionado con 

vapor de humedad y permeabilidad al oxígeno) 'n. 

I. 6. TECNICAS PARA ANALISIS DE RANCIDEZ OXIDATIVA 

A. Métodos químicos. 

1. Determinación del Valor Peróxido. 

Se han desarrollado numerosos métodos para determinar los productos primarios del 

deterioro oxidativo, todos ellos bajo el nombre de "procedimientos para determinación del 

índice de peróxidos"; los resultados de los análisis dependen de las condiciones de la 

reacción y sobre todo del agente reductor usado. 

Se usan generalmente métodos con indicadores de oxido-reducción como: las volumétricas 

con yodo y las colorimétricas con sales ferrosas. Este método requiere de la extracción 

previa de los lípidos. 

La técnica yodométrica es la más usada, ha sido muy criticada porque se argumenta que dá 

valores bajos debido a que se puede presentar liberación de yodo del yoduro de potasio por 

el oxigeno presente en la solución que va a titularse " 



30 

Otras causas de error que han establecido para el método yodométrico, incluyen variación 

en el peso de la muestra, tipo y grado del disolvente usado debido a la diferencia en la 

polaridad y variaciones en el tiempo y en la temperatura de reacción" 

En un trabajo hecho por Lea 12  en el que se oxida linoleato a 37°C se reporta que el método 

yodométrico corresponde sólo al 91% del oxigeno absorbido, (posiblemente porque ya una 

parte estará formando parte de aldehídos u otros compuestos que posean oxigeno). 

Por otro lado el método de Stinc et al. " mide la intensidad del color debido a la formación 

de un complejo de tiociastato férrico; es rápido, requiere muy poca muestra, además, es 

bastante sensible y reproducible, a continuación la reacción": 

SCN' 

peróxido 	Fe 	Pe ** 4  

 

Fe ( SCN ),;(3"a )  

rojo 

 

 

n 	1 a 6 

Según un estudio de G. 13arthel y W. Grosch 8, si el método de Stine et al."  se compara 

con la técnica yodométrica de Lea ", se observa una estequiometria diferente, pues mientras 

en la primera la reducción con Fe2' transfiere aproximadamente cuatro electrones por cada 

peróxido, la técnica yodométtica transfiere dos'. 

Además comparando estas dos técnicas, según el mismo autor, en la de Stine e, al, los 

peróxidos consumen más o menos el doble de equivalentes de reducción o sea de Fe2' en 

contraste si se usa un estándar de 11202  sólo necesita dos equivalentes tanto de yodo como 

de hierro; el incremento en el caso de los productos de oxidación de lípidos podría ser 

debido a que se producen reacciones adicionales con sistemas aromáticos y con moléculas 

con dobles enlaces s. 
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Se ha reportado que el método que usa hierro es el más sensible de los fotoinélricos para 

determinación de autooxidación 135, el t'aneo problema de este método es su aún rió 

explicada estequiometria 13s . 

Hay que tener muy en cuenta que los peróxidos llegan a una concentración máxima en un 

periodo corto y luego bajan " ya que se descomponen dando lugar a otros compuestos 

estructuralmente diferentes, sin embargo es importante su determinación porque son los 

productos mayoritarios en la oxidación primaria de Jipidos. 

Para cuando los peróxidos ya no se encuentren presentes y no se tenga datos sobre el 

estado del producto, se recomienda hacer una prueba de TBA 135, eso indicará si está 

oxidado a pesar de que no se detecten hidroperóxidos. 

Siempre que se exprese el deterioro de un alimento en términos del valor peróxido se debe 

especificar el método utilizado". 

2. El Indice de TBA. 

Este método es de los más comúnmente usados para determinación de deterioro de Jipidos 

por su alta reproducibilidad'. 

Este análisis puede realizarse de diferentes maneras, directamente en la matriz alimenticia, en 

un destilado de la misma o en la grasa extraída. 

Los indices de TBA obtenidos usando métodos de destilación son aproximadamente 2.6 

veces mayores a los obtenidos por métodos de extracción de malonaldehido en frío, según 

Witte el al. 145  ; el calor usado en la destilación puede incrementar las cantidades de 

aldehídos y modificar ciertas reacciones de ,  los productos carbonilo formados, además 
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incrementar el proceso oxidativo, dando como resultado indices de TBA altos I". Sin 

embargo el hecho de trabajar con la muestra directamente puede ocasionar también 

resultados erróneos pues hay algunas sustancias, como la sacarosa por ejemplo, que 

reaccionan con el TBA y dan complejos que presentan absorción a la misma longitud de 

onda ", también pueden causar interferencia pigmentos presentes en las carnes curadas y la 

dispersión de los Jipidos en el extracto 119, También se atribuyen resultados pobres al método 

directo, cuando se trabaja con aceites, debido al sistema de dos fases que se forma lo que no 

permite una reacción completa u, 

Tarladgis el al. 130  descubrieron que el TBA es inestable frente a los ácidos, a los peróxidos 

y al calor, que es como generalmente se desarrolla el procedimiento, dándose lugar a 

productos de degradación que absorben a igual longitud de onda que el complejo TRA-

MA. Ellos idearon un proceso en el cual un extracto acuoso del alimento o una emulsión de 

la grasa reaccionan con TBA y se incuba 15 horas, a temperatura ambiente y sin ácidos. 

El indice de TBA no tiene buena correlación con las pruebas sensoriales 79. 

Algunos autores cuantifican el malonaldehído luego de la separación del complejo formado 

con ácido tiobarbitúrico, usando HPLC o cromatografia de gases u°. 

El mecanismo por el cual se forma malonaldelddo en la oxidación de lipidos no está 

aclarado, teóricamente puede ser por un derivado de los peróxidos formados con un grupo 

pentadieno, seguido de un rompimiento o de una futura oxidación de los dobles enlaces 

producidos por la fisión de monohidroperóxidos 27. 

El malonaldehido (MA) es uno de los productos de oxidación secundaria más abundantes 

(ver mecanismo de formación en la pag. 21). Puede reaccionar con compuestos como zaino 
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ácidos, proteínas, ácidos nucleicos y muchos otros compuestos de ese tipo, reacciona con el 

grupo amino y mediante aminación reductiva se convierte en amina .22 , Está reportado que 

éste compuesto puede estar involucrado en la formación de pigmentos en la vejez, además 

ciertos estudios indican que es carcinogénico en ratas, altamente mutagénico para algunas 

cepas de salmonella y citotóxico y mutagénico para células de mamíferos "4. 

Este método es particularmente usado para alimentos con alto contenido de lípidos 

insaturados, aunque se usa con éxito en lácteos los cuales tienen un bajo contenido de éstos 

79 

El pigmento que se mide espectrofotontétric,amente es el resultante de la unión de 2 

moléculas de ácido tiobarbitúrico y una de malonaldehído 29. La reacción es la siguiente: 

O 	O 

H - C - C112 -C-l1 + 2 

MA 

HS 	,N, 'OH 	
Sé N\\ 

 OH HO,  ,,,N„SH 

5 --> ‘¿ 

i0 

C, 	
, 1, 	II 

/ 

151 	

y . 	/ ,,sc / 

O H 11  
H 	 11 	 H 

TBA 	+ 2 1120 

El complejo formado por malonaldehido y ácido tiobarbitúrico (TBA) es idéntico al l'ornado 

por el ácido tiobarbitúrico y el 1,1,3,3-tetraetoxipropano lo que hace posible usar éste como 

patrón; el 1,1,3,3-tetraepoxipropano en medio ácido se hidroliza en dos moléculas de 

malonaldellido 123. 

A pesar de ser un método con muchas interferencias consideré importante incluirlo en el 

estudio sobre todo por la importancia que ha tomado el malonaldeltido como producto 
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secundario de degradación en la oxidación de lípidos, en el aspecto de toxicidad para el ser 

humano, reportes bibliográficos, algunos de los cuales hago referencia dan cuenta de los 

descubrimientos sobre este tema, 

3. Medición de Productos Carbonilo Totales y Volátiles. 

Los compuestos caibonilo (aldehídos y cetonas, como por ejemplo, heptanal, octanal, 

butenal, etc) son un producto de la degradación secundaria de los peróxidos previamente 

formados 'u. 

Los carhonilos no volátiles de alto peso molecular están presentes en mayores 

concentraciones que los carbonilos volátiles, pueden ser medidos por distintos métodos. La 

sustancia más usada para determinar estos compuestos es la 2-4, dinitrofenilhidrazona, con 

la que forman hidrazonasss. 

Los valores encontrados por este método no son muy exactos, pues reaccionan parcialmente 

los peróxidos; probablemente se dá también descomposición de los carbonilos insaturados 

en medio ácido y con catalizadores r?. 
 

Otros métodos como el de Holm " miden compuestos aldehidicos insaturados; éstos 

muestran buena correlación con olores a rancio; estos métodos usan benzidina. 

Para determinar los carbonilos volátiles se usan métodos que recuperan esos compuestos de 

grandes cantidades de muestras muy oxidadas generalmente por destilación a baja presión o 

al vacío en aire o en atmósfera inerte. 

El bisullito de sodio también usado, extrae sólo aldehídos mayores a 18 carbonos con 

menor recuperación de aldehídos de alto peso molecular y cetonas 79. 
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La anisidina (p-metoxianilina) también ha sido utilizada en el análisis de productos carbonilo 

pero al igual que la benzidina son carcinogénicas, por lo que se ha restringido su uso ". 

Lea y Swoboda 73, reportan que por destilación al vacío obtienen recuperación cuantitativa 

de los aldehídos alifátieos de 16-18 carbonos, pero que los de menor peso molecular se 

pierden en parte o completamente. La recuperación mejora si la temperatura es de 49°C. A 

pesar de las condiciones leves de la reacción hay rompimiento de algunos precursores 

inestables de compuestos carbonilo volátiles. 

4. Indice de Kreis, 

Involucra la producción de un color rojo cuando reaccionan el tioroglucinol con sustancias 

producidas en la oxidación de lípidos en medio ácido. Se cree que las sustancias 

responsables de esa reacción son epoxi aldehídos (ver mecanismo de formación en la pag. 

22) o sus acetales 44. 

Patton el al. 10' presenta evidencia de que es el aldeltido epihidrina (2,3-epoxipropanal) el 

responsable de la coloración, aunque sugiere que el malonaldehído también puede reaccionar 

dando positiva la prueba de Kreis". 

La mayor objeción a este método es, que la producción de color no es paralela con el 

desarrollo de la rancidez, es más hay estudios en los que muestras frescas dan índices de 

Kreis positivos ". 

Al igual que el valor de anisidina, el indice de Kreis no es muy sensible y además es muy 

inespecífico 135. Se debe disponer de la grasa separada de la matriz alimenticia para poder 

aplicarlo. 
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En la actualidad hay varias pruebas químicas que pueden ser usadas para el análisis de 

rancidez oxidativa, pero con sus limitaciones, ya que no hay una prueba que por si séla 

corresponda a un grado definitivo de rancidez, dado que durante el proceso de oxidación se 

producen compuestos muy variados, en diferentes tiempos; los métodos analíticos que 

generalmente se utilizan para evaluar el deterioro, son específicos para detectar algunos de 

los compuestos formados, lo que complica la interpretación de los resultados. 

Entre las pruebas más utilizadas están: el indice de peróxidos 61' 89' 131 , el índice de TBA 

34.39, 62.63, 82.39,x16,120 . , la determinación de los productos carbonilo I" y otras. 

Ultimainente se usan otras pruebas para medir el deterioro de los Jipidos, entre esas está: 

análisis de compuestos volátiles por cromatogratia de gases 39.' 

Las pruebas aceleradas son una alternativa cuando lo que se requiere es un análisis de la 

estabilidad de un producto, luego de someter al producto a una oxidación controlada se 

utiliza la medida del Indice de Peróxido para su evaluación. 

El método del "Oxigeno activo" (AOM), es un método rápido para análisis de estabilidad; la 

prueba usa alta temperatura y aereacióni  13. 

Los métodos utilizados para medir índices de oxidación en este trabajo se seleccionaron 

luego de probar algunas de las técnicas descritas en la bibliografia de acuerdo a las ventajas 

que presentaron. 

A) El método del Indice de TRA: 

- Es rápido. 
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- Se realiza de manera directa con la muestra fresca. 

- Presentó reproducibilidad y repetibilidad. 

b) El Indice de Peróxido 

Método de la AOAC: se realizó para comparar nuestros parámetros con un método oficial, 

Método Coloriméttico: 

- Requiere una mínima cantidad de muestra 

- Es muy rápido 

- Tiene alta sensibilidad 

- Presentó reproducibilidad y repetibilidad 

c) Indice de Kreis: 

- Es rápido 

- Presentó reproducibilidad y repetibilidad 

B. Métodos físicos. 

I. Fluorescencia. 

Este método es muy utilizado para análisis de dial) por oxidación en tejidos biológicos. 

La formación de crotnógenos fluorescentes se los atribuye a la reacción de un grupo entino 

con compuestos carbonilo, principalmente malonaldehido; el método es muy sensible puede 

detectar productos fluorescentes hasta en una cantidad de un parte por billón y se ha visto 

que es de 10 a 100 veces más sensible que el índice de T13A", 
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Tenlo el al."2  utilizan un ensayo thiorométrico para medir hidroperóxidos en carnes y 

pescados, en la reacción catalizada por una enzima, una peroxigenasa, los hidroperóxidos 

son reducidos a una cantidad equimolecular de alcohol durante la hidroxilación del sustrato, 

1-methyl indol; la técnica no requiere extracción de lípidos. 

2. Espectroscopia infrarroja. 

El análisis por espectroscopia infrarroja es válido para reconocer grupos funcionales 

inusuales. Como los compuestos formados en la oxidación de lípidos sufren cambios, es 

posible usar este método para seguir el curso de la reacción. «orinar " reporta la 

aparición de bandas aproximadamente a los 2.93 II indicando la formación de 

hidroperóxidos y la aparición de otras bandas correspondientes a otros grupos. 

3. Cromatografía de gases. 

La cromatografia de gases es muy usada en la separación e identificación de los productos 

de la oxidación de lípidos en muestras puras como lo son los aceites vegetales por ejemplo, 

pero cuando se trata de sistemas de lípidos más complejos como lo son los alimentos, la 

identificación y la estandarización se dificultan 44.  

Para la aplicación de este método los compuestos a analizar deben ser volátiles o si no lo son 

deben ser suceptibles a volatilizarse por procedimientos previos. 

Algunos de los compuestos que se pueden separar por este método son: propanal, acetona, 

pentano, heptanal, etc. 
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4. Refractometría. 

Ayra 6  observa un incremento en el índice de refracción que coincide con los olores a 

rancio. El reporta también cambios de este indice con los tres estados conocidos de la 

oxidación. En el periodo de la inducción donde la formación dé peróxidos es baja, el índice 

de refracción permanece casi constante; durante la fase secundaria cuando los peróxidos 

aumentan, este indice también se incrementa, ésto se atribuye a la conjugación que precede a 

la formación de los hidroperóxidos. En el tercer periOdo el índice de refracción sigue 

subiendo continuamente pero el incremento es más lento, posiblemente debido a la 

polimerización que tiene lugar 44, 

5. Método de los dimos conjugados. 

La oxidación de ácidos grasos poliinsaturados está acompañada por un incremento en la 

absorción ultravioleta. Los ácidos grasos con insaturaciones conjugadas absorben de 230-

375nm, un dieno a 243nm y un trieno a los 268nm ". Sin embargo los peróxidos o 

hidroperóxidos por si solos no presentan absorciones notables en la zona de 210-400nm. 

La mayoría de los métodos fisicos descritos anteriormente han tomado importancia en la 

actualidad, debido a su precisión y sensibilidad y a que también se han logrado grandes 

avances en el área de los equipos de análisis; la desventaja se presenta porque casi todos 

requieren de equipos costosos que no están disponibles en todos los laboratorios.  
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I. 7. EXTRACCION DE LUIDOS Y DE PRODUCTOS DE OXIDACION DE 

LINDOS. 

A. Disolvente para extracción de lípidos. 

La elección del disolvente de extracción es el paso más crítico en el análisis de lípidos 

totales, lípidos neutros, polares o ácidos grasos, e incluso los productos de oxidación.  

Los métodos oficiales para extracción de grasa en carnes que utilizan éter de petróleo, éter 

etílico o hexano, dan baja recuperación en muestras con escaso contenido de grasa 2' 3' y que 

contienen lípidos polares, extraen sólo una porción de los fosfolípidos, comparando con 

mezclas de disolventes corno diclorometano:metanol 49' 113' 

Estos tres disolventes tienen ventajas y desventajas; tienen la desventaja de la volatilidad; ni 

el éter de petróleo ni el hexano extraen proteínas y almidón, y tampoco absorben agua, el 

éter etílico sí lo hace y además extrae algunos azucares y otras sustancias no grasas; sin 

embargo es mejor disolvente para grasas si lo comparamos con el éter de petróleo y el 

hexano 1 ". 

Erickson M.C." en un estudio de comparación de disolventes para extracción de lípidos de 

pez gato obtiene cantidades similares de fostblípidos y triacilgliceroles con las mezclas de: 

cloroformo:metanolagua, hexano isopropanol y clorofonno:isopropanol pero hay mayor 

contaminación de proteínas en los últimos dos sistemas 32. 

El método de Folch el al. 3' así como el de Bligh y Dyer 13  se utilizan para análisis de lípidos 

de tejidos 113  este último está demostrado que extrae cantidades significativamente mayores 

de lípidos totales que el método oficial de Soxhlet ; el método de la AOAC extrae el 90% de 
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los lípidos totales extraídos por otros métodos, extrae todos los triglicéridos y sólo un 25% 

de los lipidos polares 113, ésto en estudios hechos en carne de res con contenido intermedio 

de grasa. El éter de petróleo y el hexano son no polares mientras que el éter etílico es algo 

más polar; la grasa libre que se encuentra separada de la matriz es fácilmente extraída por 

ellos pero las muestras deben estar desecadas y trituradas en partículas muy finas para que 

haya una buena penetración del disolvente.  

Estos tres disolventes tienen ventajas y desventajas; tienen la desventaja de la volatilidad, ni 

el éter de petróleo ni el hexano extraen proteínas y almidón, y tampoco absorben agua, el 

éter etílico si lo hace y además extrae algunos azucares y otras sustancias no grasas; sin 

embargo el éter etilico es mejor disolvente para grasas 113. 

Algunos estudios demuestran que las extracciones de lípidos de carne de res con mezclas de 

cloroformo:metanol son más efectivas que con los disolventes de los métodos oficiales 49' 

113 

El cloroformo está considerado un potente carcinógeno 93' 196  por lo que se recomienda 

sustituirlo en los laboratorios con otros disolventes cuyo uso no implique mucho riesgo para 

la salud. El diclorometarto ha sido recomendado por ser menos tóxico. Chen et al. " reporta 

que el diclorometano puede sustituir al cloroformo en extracción de lípidos de alimentos, 

que es tan eficiente como éste en la extracción de lipidos totales, fosfolipidos, ácidos grasos, 

esteroles y triglicéridos 3; 1" 

La mezcla de diclorometano:metanol está siendo cada vez más utilizada para la extracción 

de lípidos de diferentes matrices, sobre todo alimentos 126' 14°, debido a que por ser una 

mezcla de disolventes con polaridades diferentes (el metano) es muy polar y el 
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diclorometano es de baja polaridad) va a extraer de las matrices alimenticias tanto los 

lípidos polares como los neutros. Lo que no ocurre con los disolventes oficiales pues el éter 

de petróleo y el hexano como se explica anteriormente son no polares, entonces en una 

matriz que tenga una proporción alta de lípidos polares se estará subestimando el porcentaje 

de los mismos; con el éter etílico este fenómeno será meno ya que es algo más polar. Por 

estos pocos ejemplos puede uno darse cuenta de que el disolvente que se utilice en la 

extracción de lípidos es determinante tanto para la cuantificación como para análisis 

posteriores de ese extracto lipidico. 

Cabe recalcar que para elegir el disolvente hay que analizar muy bien las características de la 

matriz alimenticia pues estos dos factores son de suma importancia para obtener un estudio 

exitoso. 

B. Procedimientos de extracción de lípidos. 

El mejor criterio para evaluar la conveniencia de un método de extracción de lípidos es la 

calidad y la cantidad de lípidos recuperados, esto es importante porque se puede en ciertos 

casos causar degradación de los lípidos que se extraen 32. 

En muestras biológicas tales como carne o lácteos, algunos lípidos simples pueden ser 

extraídos por medios fisicos, corno por ejemplo el uso de microondas, pero los lípidos 

complejos pueden estar física y químicamente unidos a proteínas, polisacáridos y otros 

componentes celulares, formando enlaces fónicos, puentes de hidrógeno y mediante fuerzas 

de Van der Waals, por ello se requiere de procedimientos y sobre todo disolventes 

apropiados que rompan dichas interacciones y permitan la extracción de los lípidos, en este 
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punto cabe recalcar que las características químicas del disolvente son de suma importancia 

ya que dependiendo de ellas, el efecto sobre las interacciones entre los lipidos y las demás 

sustancias presentes en la muestra de interés, a su vez será distinto 1". 

B. 1. Extracción continua por percolación o lavado continuo del material con el 

disolvente. 

En estos procedimientos se mantiene el disolvente a ebullición conectado a un sistema de 

reflujo, de tal forma que el disolvente condensado gotea continuamente sobre el material 

que se desea extraer; el disolvente no debe acumularse en el recipiente en el que se 

encuentra la muestra, por ello ésta se coloca dentro de un material poroso. Un ejemplo de 

este procedimiento lo constituye el método de Goldtish. El principal inconveniente del 

método es que la muestra está en contacto con los vapores calientes del disolvente pudiendo 

producirse deterioro de los lipidos 

B. 2. Extracción Intermitente. 

El sistema más conocido de este procedimiento es el utilizado en el método de Soxhlet 3,10  

, en éste se permite el paso de los vapores del disolvente hacia un condensador por medio de 

un tubo separado y el retorno del mismo condensado al recipiente en que es evaporado 

después de extraer los lipidos por medio del contacto con la muestra; en este sistema la 

muestra no está en contacto con los vapores calientes del disolvente; el sistema es poco 

eficiente ya que sólo el disolvente directamente en contacto con la muestra contiene lipidos 

debido a la poca circulación existente, se requiere gran volumen de disolvente. 
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En los procedimientos intermitentes los lípidos extraídos se mantienen en el recipiente que se 

calienta para evaporar el disolvente, por lo que pueden estar sujetos a deterioro. 

Tanto en los métodos de extracción continua como intermitente es necesario que la muestra 

no contenga humedad pues eso disminuye la eficiencia de extracción de muchos disolventes. 

B. 3, Digestión 

Se puede realizar de dos maneras: en la primera, la muestra es mezclada con el disolvente, 

separándolos posteriormente, los lípidos se mantienen solubilizados. La principal desventaja 

es la necesidad de grandes volúmenes de disolvente. Como las condiciones & extracción son 

leves, la descomposición de los lípidos es mínima. 

Al comienzo se pensó que si se adicionaba un disolvente miscible con el agua como el etanol 

al éter etílico, la mezcla penetraría más fácilmente en tejidos biológicos que contengan agua 

y este efecto haria que sea más eficiente la extracción de lípidos, Luego un gran número de 

procedimientos de extracción de lípidos totales de matrices biológicas han usado la mezcla 

de cloroformo:metanol para ello y estas técnicas se han extendido. 

El procedimiento propuesto por Folch et at' s  que usa la mezcla de cloroformo:metanol para 

la extracción de lípidos del cerebro y de tejidos animales es el más conocido. El método de 

Bligh y Dyer13 es bastante rápido para extraer lípidos de tejidos con una cantidad de agua 

significativa. Es muy utilizado cuando se va a determinar indice de peróxido en la grasa 

extraída, ya que en el método no se calienta la muestra o el extracto y no se modifica el 

Valor Peróxido por efecto de la temperatura.  
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Khor y Chan 67  investigaron el uso de disolventes alternativos al cloroformo debido a su 

toxicidad; los lípidos fueron tratados con clorofomionetanol, diclorometano:metanol y 

hexano:isopropanol, de acuerdo al método de Folch el al." la mezcla de 

diclorometano:metanol demostró ser tan eficiente como la de clorofor►mo:metanol, sin 

embargo la mezcla de hexano:isopropanol dió valores más bajos en todos los lípidos. 

El método que conlleva extracción de grasa calentando la muestra con una mezcla de 

cloroformo:metanol dá resultados equivalentes a los métodos que conllevan hidrólisis previa, 

con el fin de romper interacciones de los lípidos con otros componentes de la muestra. 

Lento y Daugherty 74  modificaron el procedimiento de Bligh y Dyer " y demostraron que es 

aplicable a una gran variedad de alimentos, incluyeron una digestión con enzimas antes de la 

homogenización con los disolventes. 

Los lípidos de tejidos marinos pueden ser extraídos por gran variedad de procedimientos, 

uno de los más antiguos es el de Folch et al.38  también está el de Bligh y Dyer ' 13  

desarrollado para extracción de tejidos con bajo contenido en grasa, aunque es usado para 

otro tipo de tejidos ajustando el volumen de disolventes. Otro método utilizado es el de 

Hara y Radin 53, el cual usa una mezcla de hexano:isopropanol (3:2). 

Gunnlaugsdottir " compara algunos métodos con diferentes disolventes de extracción de 

lípidos en tejido de pescado, reporta que la cantidad de lípidos extraídos por el método de 

Smith et al. 121  que usa cloroformonetandagua en una extracción bifásica, es menor a la 

extraída por el método de Hara y Radin 33  usando hexano:isopropanol y por el método de 

Bligh y Dyer ►' que utiliza cloroformo:metanol:agua en extracción monofásica; además 

reporta que el método de liara y Radin es menos eficiente para extracción de lípidos polares 
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que el metano!. Por lo tanto este autor concluye que el hexano:isopropanol no es una mezcla 

alternativa al cloroformo:metanol para tejidos de pescado. 

La segunda variación de este método es la digestión de la muestra generalmente con ácidos 

fuertes que rompen las interacciones de los lípidos con el resto de componentes de la 

muestra (principalmente proteínas y carbohidratos) en presencia de alcohol y agua, para 

liberar los lípidos, los cuales se separan por extracción con disolventes o por centrifugación, 

en donde se separan debido a su baja densidad se separan y pueden ser cuantificados en 

recipientes especiales. Es muy utilizado el método de Majonier y Babcock, también 

conocido como Gerber. 

B. 4. Métodos tísicos de extracción de lípidos 

Actualmente se utilizan aparatos que extraen los lípidos por medio de la energía de las 

microondas que calientan la muestra a altas temperaturas, produciendo la evaporación del 

agua presente, de tal forma que se puede determinar el contenido de humedad y el de grasa.  

El método de extracción de lípidos debe ser seleccionado de acuerdo al objetivo que tenga el 

estudio; se debe tener en cuenta qué parámetros se van a analizar, las características de la 

matriz en estudio sobre todo la composición de lípidos, la cantidad de muestra de que se 

dispone, el tiempo de duración del análisis, etc. 

En este proyecto a más de la cuantificación de los Jipidos se buscaba determinar los indices 

de deterioro oxidativo, esta es la principal razón por la que se seleccionó un método de 
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extracción en frío ( Bligh y Dyer u) que no causa deterioro adicional por dem de la 

temperatura . Además de que se tiene la ventaja de que es muy rápido y está recomendado 

su uso en la bibliogralia para matrices como carne y pescado. 
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II. TRABAJO EXPERIMENTAL 

El propósito de este trabajo fue establecer métodos válidos para el análisis de deterioro 

oxidativo en carne de res y pescado considerando el efecto de los disolventes de extracción 

de lipidos, y obtener parámetros de calidad por medio del monitoreo en almacenamiento de 

esas muestras. 

El trabajo se realizó en 2 etapas, en la primera se seleccionaron y validaron los 

procedimientos de extracción y cuantificación de lipidos totales, asi como los métodos para 

evaluar el deterioro oxidativo; en la segunda etapa estos métodos fueron aplicados a 

muestras de carne de res (sirloin) y sardina almacenados en congelación durante 

aproximadamente 12 meses para observar su evolución. 

Las muestra de sardina se adquirió en la central de abastos de la Ciudad de México y la 

carne de res ( molida y sirloin) en una distribuidora de carne. Fueron escogidas de manera 

aleatoria. 

11. 1. 1 ETAPA: VALIDACION DE MÉTODOS • 

Algunas determinaciones se realizaron de inicio en muestras de carne molida comercial y 

posteriormente las mismas se practicaron en las muestras de sardina y carne de res (sirloin). 

Se seleccionaron esas muestras ya que son ampliamente comercializadas en congelación, son 

ricas en grasa lo cual facilita el estudio y tienen diferente composición de lipidos ( el pescado 

tiene lipidos más insaturados que la res). 
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A. Métodos de extracción y cuantificación del material lipidico. 

1. Método de Bligh y Dyer 

Se pesan de 2 a 20g de una muestra preparada (correctamente homogenizada) y 

previamente determinada el contenido de humedad en un vaso mezclador. Adicionar agua 

destilada suficiente para llevar el agua total presente a' 16m1, junto con 40m1 de metano) 

(marca Merck, grado analítico) y 20m1 de diclorometano (Merck, grado analítico). Se 

macera durante 2min; Se agregan otros 20m1 de diclorometano y se homogeniza por lOs en 

un homogenizador de laboratorio de marca Waring Commercial, a alta velocidad ; se 

agregan 20m1 de agua y se macera nuevamente por 30s. Se centrifuga la mezcla en una 

centrífuga marca Damon modelo HT, por 10min de 2000 a 250Orpin. Se extrae la capa de 

diclorometano sin perturbar las demás y se filtra a través de papel filtro grueso (Watman # 

2). La modificación hecha a este método consistió en cambiar el cloroformo por 

diclorometano en el caso de la carne de res y realizar la homogenización de ta muestra con 

los disolventes. 

Para la muestra de sardina se sustituyó el total de diclorometano y metano' por 60m1 de éter 

etílico ( Merck grado analítico), extrayéndose la grasa en la capa de éter etílico. 

2. Método de Goldfish 2  

Se pesa 2g de muestra seca, se colocan en un cartucho en aparato de Goldfish y se los 

somete a reflujo con el disolvente, mediante la aplicación de calor durante varias horas. La 
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extracción termina cuando en un pedazo de papel filtro una gota de disolvente no deje 

mancha. 

Para la cuantificación se pone a peso constante el vaso de Goldfish en el cual está la grasa y 

por diferencia se calcula el porcentaje de grasa. 

3. Selección de disolventes 

Se probaron disolventes y mezclas de disolventes de diferentes polaridades: 

cloroformo: met anol 	(clorof.:met.), 	diclorometano:metanol 	(dicloromet.:inet), 

hexano:isopropanol (liexan..isoprop.), éter etílico y éter de petróleo, utilizando distintos 

métodos de extracción. 

Tabla S. 	 Selección de disolventes para extracción de lípidos. 

MEMDO D1SOLIEWTI.S 
clorof.:met. dicloromeLniet Itexan.:isoprop. éter etílico éter da petróleo 

Bligh y Dyer • • * • 
Goldlish • s 

4. Cuantificación de lípidos 

Se toman del filtrado claro obtenido de la extracción 25ml y se pasan a un vaso a peso 

constante; se evapora el disolvente a sequedad sobre bailo de vapor y se completa el secado 

en una estufa al vacío ( marca National Appliance modelo 5831) a 60°C, se determina el 

peso. 
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8. Métodos de análisis de deterioro de lípidos. 

t. Indice de Peróxido. 

Es una medida de los peróxidos contenidos en una grasa. Los peróxidos son los productos 

mayoritarios en las primeras etapas de la rancidez oxidativa. 

a) Método de la AOAC 2 . 

Se basa en la reacción del yoduro de potasio, en medio ácido, con el oxígeno de los 

peróxidos. El yodo liberado se titula con tiosulfato de sodio. 

-Determinación: 

Se pesa 51 0.05g de muestra en un matraz de 250m1. Se adicionan 30m1 de solución de 

ácido acético-diclorometano* (3:2 V/V, los reactivos utilizados fueron de la marca Merck 

de grado analítico) y agite para disolver la muestra. Adicione 0.5m1 de solución saturada de 

yoduro de potasio (marca Merck grado analítico), se deja reposar con movimiento ocasional 

Imin y se añaden 30m1 de agua destilada. Se titula con tiosulfato de sodio al 0.1N (marca 

Merck grado analítico) con agitación vigorosa hasta que el color amarillo casi desaparezca. 

Se adicionan 0.5ntl de solución de almidón soluble al 1% (marca Merck grado analítico y se 

continúa la titulación con agitación para remover el yodo del diclorometano, hasta que el 

color azul desaparezca. 

Si se usa menos de 0.5ml de tiosulfato 0.1N repita la titulación con tiosulfato 0.01N. 

Corra un blanco en cada determinación, debe ser menor o igual a 0.1n1 de tiosulfato 0.1N. 
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* El método original lleva cloroformo, pero debido a su toxicidad se sustituyó por 

diclorometano. 

Para los cálculos se utiliza la siguiente fórmula: 

Valor Peróxido ( meq/kg muestra) = S x Nx1000 / g muestra 

S = ml de tiosulfato de sodio 

N = normalidad del tiosulfato de sodio 

b) Método Colorimétrico 34  

El método se basa en la capacidad de los peróxidos de oxidar los iones ferrosos ( Fe II) a 

férricos (Fe 111). Su cuantificación se realiza por la producción de color rojo por la 

formación de un complejo entre el tiocianato y el Fe 111. 

El método es muy sensible. 

- Determinación: 

Se pesa exactamente de lmg a 0,3g de muestra de grasa (W) en un tubo de ensayo. Se 

añade diclorometano*:metanol 70:30 (v/v, marca Merck grado analítico) hasta un volúmen 

de 9.9ml y se mezcla para disolver la muestra. Se adicionan 0.05m1 de solución de tiocianato 

de amonio (30% m/v, el reactivo fue marca Merck grado analítico), se mezcla y se mide 

absorbancia a 500tun (Eo ) contra un blanco de la mezcla de diclorometanonetanol 70:30 

Se adicionan 0.05m1 de solución de cloruro ferroso (0.35% m/v que contiene 2% de HCI 

ION, reactivos marca Merck grado analítico). Se mezcla y después de exactamente 5 min se 
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mide absorbancia de nuevo a 500nm (E2), simultáneamente se eCectua una determinación en 

un blanco de reactivos (E l). 

Para preparar una curva de calibración de absorbancia contra concentración de hierro en itg 

usando una solución patrón de cloruro férrico que contiene 20ppm de Fe, se pesan 0.484g 

de cloruro férrico con 6 moléculas de agua en un matraz aforado se lleva a 100m1 con una 

mezcla de diclorometano:metanol 70:30, de allí se toman 2m1 y se afora a 100m1 con la 

mezcla de diclorometano:metanol 70:30. Se utilizará de 0.25-2m1 de patrón y de 9.65-7.9m1 

de la mezcla de diclorometano:metanol 70:30, lo cual dá como resultado una concentración 

de 5-40pg de Fe. Se adicionan 0.05m1 de tiocianato de amonio y 0.05m1 de ácido clorhídrico 

0.2N y se mide absorbancia a 500nm frente a un blanco de reactivos. 

* El método original utiliza cloroformo, pero dada su toxicidad se sustituyó con 

diclorometano. 

Para los cálculos se utiliza la siguiente fórmula: 

Si m es el número de Írg de Fe y éste viene dado por: E2 - 	Ei ) 

Indice de Peróxidos = m / 55.84 x W = mEq / kg. 

Al método original se le realizaron algunas modificaciones: se redujo el tamaño de la 

muestra de 0.3g a un rango de I mg - 0.3g y se sustituyó el cloroformo por diclorometano 

debido a la toxicidad del mismo, con respecto a este último punto se realizó el análisis 

estadístico del método no encontrándose ninguna variación significativa. 
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2. Indice de TBA 

El método mide el color rojo debido a la reacción entre dos moléculas de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) y una de malonaldelado (MA) producto de la oxidación de lípidos 13. 

- Determinación: 

10g de muestra cruda se mezclan con 15m1 de ácido perclórico frío al 9% (marca Merck 

grado analítico) y lOnd de agua destilada fría, en un homogeniz.ador (marca Waring 

Commercial) de alta velocidad por 10s. La mezcla se lleva a 50m1 con agua destilada y se 

filtra en papel Wit2. 5m1 del filtrado y 5m1 de TI3A 0.02M (reactivo Merck grado analítico) 

se mezclan en un tubo con tapón, se incuba por 17h a temperatura ambiente en la obscuridad 

ó en un baño de agua hirviente por 30min. Se mide la absorbancia a 530nnt contra un blanco 

de reactives. 

Se prepara una curva de calibración para calcular concentración utilizando la solución patrón 

de 1,1,3,3 -Tetraetoxipropano lx10'3  M (marca Sigma grado analítico), de la que se toma 

de 1011L-80gL y se lleva a 5m1 con agua lo cual dá una concentración de 1x104- 8x104  M. 

Se adicionan 5m1 de TI3A 0.02M y se procede como con las muestras. 

Para el cálculo de índice de TBA: 

Indice de TI3A --- Moles TEP x 2 x 1000 x 1000 x 72 x dilución / g muestra 

--- mg Malonaldehído / Kg muestra. 

3. Indice de Kreis u. 
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En 51111 de diclorometano se disuelven de 0.05 • 5m1 de grasa, se añaden 10m1 de la solución 

de ácido tricloroácetico al 30% en ácido acético glacial y se adiciona 1 ml de lloroglucinol al 

1% (reactivos marca Merck grado analitico). Se agita e incuba por 15min en baño de vapor 

a 45°C. Se deja enfriar y se colocan 4m1 de etanol (Merck grado analítico). Se con-e 

simultáneamente un blanco de reactivas. Medir absorbancia a 545nm. Para la obtención del 

índice de Kreis se utiliza la siguiente fórmula: 

1K = Am - Ab/1 x c 

Donde: 

Am= absorbancia de la muestra 

Ab -- absorbancia del blanco 

I = longitud de la celda 

c = concentración del aceite en giml de la solución final. 

El método fue modificado: se redujo el tamaño se la muestra a un rango de 0.05 - 5m1 y para 

el cálculo del Indice se utilizó la fórmula del método de Walters y col. 29  pero en lugar de 

usar Unidades Rojas se cambió por Absorbancia a 545nm. Además para disolver la muestra, 

se sustituyó el cloroformo por diclorometano. 
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11. 2. 2 4  ETAPA: MONITORE° DEL DETERIORO OXIDATIVO DE LIPIDOS EN 

CARNE DE RES (SIRLOIN) Y PESCADO (SARDINA) CONGELADOS. 

A. Preparación de las muestras. 

a) Carne de res: Para el monitoreo en almacenamiento se utilizó un corte de carne de res, 

(sirloin), luego de homogenizar las muestras fueron almacenadas en bolsas de polietileno de 

color negro a -18°C durante aproximadamente 390 días. El monitoreo se efectuó desde el 

tiempo cero en intervalos variables. 

b) Pescado: la especie elegida fue sardina. Se almacenó en porciones de aproximadamente 

500g en bolsas de polietileno de color negro a -18°C; posteriormente para cada monitoreo 

se homegenizó la sardina integra. 

Debido a que al inicio del 'estudio de las muestras en almacenamiento no era temporada de 

sardina mexicana se comenzó el mismo con un lote de sardina portuguesa que llevaba 

aproximadamente 14 meses en congelación comercial entre -18 a -20°C, esta sardina 

llevaba como fecha de caducidad 24 meses.  

Las muestras de sardina mexicana se almacenaron aproximadamente I arlo. 

B. Extracción directa de lipidos con disolventes 13  

El método utilizado fue el de Bligh y Dyer, descrito en la primera etapa.  



C. Cuantificación de lípidos totales 3°. 

El método utilizado está descrito en la 1" etapa de este trabajo. 

D. Cuantificación de los índices de oxidación de lípidos de las muestras en 

almacenamiento. 

Con el fin de determinar los índices de oxidación de lípidos se utilizaron los siguientes 

métodos: Indice de TBA, Indice de Peróxido e Indic'e de Kreis; los mismos fueron ya 

descritos en la 1 etapa de este trabajo, en donde se describe también por que fueron 

seleccionados. 

II. 3. ANÁLISIS ESTADISTICO 

El análisis estadístico se aplica a un experimento con el objetivo de que los resultados de 

éste sean afectados lo menos posible por fuentes externas de variabilidad. 

A. Cuadrado latino y cuadrado latino en bloque. 

Son diseños factoriales en los que es posible eliminar más de una fuente de variabilidad y en 

el que al menos tres factores pueden ser variados durante el experimento; además suponen 

que no existe interacción apreciable entre los factores considerados, es decir son modelos 

aditivos . 

Pueden utilizarse también cuando los dos tipos de variables de bloques son de naturaleza 

diferente". 
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E paquete utilizado en el análisis estadístico fue SPSS para PC ( Statistical Package (or 

Social Science). 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Los resultados de todos los análisis realizados se encuentran en el apéndice. 

En la primera etapa se realizó un estudio sobre los métodos de extracción de lípidos, el 

efecto de los diferentes disolventes en la cuantificación de los lípidos y los métodos de 

determinación de rancidez oxidativa .  

Para la extracción de lípidos se probaron: el método de Goldfish 2  y el de Bligh y Dyer ". 

El método de Goldfish que es el oficial (AOAC) 2  utiliza la muestra seca, la extracción se 

lleva a cabo por reflujo de ésta con disolvente; mientras que en el método de Bligh y Dyer se 

puede usar muestra húmeda y la extracción es en frío. Utilizando carne molida comercial, y 

posteriormente muestras de sirloin y sardina, se determinó que el segundo método es 

adecuado para este tipo de muestras, debido a que se logró buen rendimiento y precisión. 

En la primera etapa también se experimentó con disolventes y mezclas de disolventes, de 

diferente polaridad, como: éter etílico, éter de petróleo, mezclas hexano:isopropanol, 

diclorometano:metanol y cloroformo:metanol. 

Se estudió para muestras de carne molida comercial, cortes de sirloin y sardina mexicana 

congelados, el rendimiento en la cuantificación de lípidos y la influencia en los índices de 

oxidación, se encontró que el disolvente apropiado para carne de res, en cualquiera de las 

presentaciones es la mezcla de diclorometano:metanol, en tanto que el mayor rendimiento 

para la sardina, se presentó con éter etílico. 



En la segunda etapa, ya con el método de extracción y el disolvente elegidos para cada una 

de las muestras, se procedió a la determinación de los indices de rancidez, realizando un 

monitoreo de la oxidación de lípidos, tamo de sirloin de res como de sardina, almacenados a 

-18°C. Las muestras de sirloin y sardina fueron elegidas por que generalmente tienen alto 

contenido de lípidos (hay que tomar en cuenta los factores que influyen en la composición 

de los animales, como son, edad, sexo, alimentación, etc.) y se comercializan en grandes 

cantidades en congelación'2. 

III. 1, I ° ETAPA. VALIDACION DE LOS METODOS Y SELECCION DE LOS 

DISOLVENTES. 

A. Trabajo Preliminar. 

Se estudiaron métodos de extracción y disolventes de extracción, para típidos. La muestra 

utilizada fue carne de res molida comercial. Se realizaron tres repeticiones de cada prueba, 

cada una por duplicado. En la tabla 6. se presentan los resultados. 

Tabla 6. 	 Extracción de lípidos de carne molida comercial.  
DISOLVENTE MEMDO % GRASA .±SD OBSERVACIONES 

cloroformo:metanol (I: I) Bligh y Dyer 5.9 ± 0.05 

18.2 ± 0.65 

macerado 

homogenizado 

dicloromet.:met. (1:1) Bligh y Dyer 19.14 ± 0.28 homogenizado 

hexano:isopropanol (3:2) Bliah y Dyer 17,68 ± 0.10 Excesiva evaporación del 
hexano 

éter etílico Goldfish 15.29 ± 0.18 

éter etílico Bligh y Dyer 16.8 ± 0.08 

éter de petróleo Goldfrsh 14.33 ± 0.09 
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De este trabajo preliminar se obtiene lo siguiente: 

- El método de Bligh y Dyer presentó mayor rendimiento en la cuantificación de lipidos 

totales al incluirse en la técnica un proceso de homogenizado en lugar de la maceración, con 

la homogenización se obtuvo 5.9% de lipidos totales mientras que al licuar se cuantificó 

18.2%. 

- Entre el método de Golfish, que es el oficial para extracción de material lipídico, y el de 

Bligh y Dyer, el que mayor cantidad de lípidos extrajo fue el segundo. El método de Bligh y 

Dyer tratándose de cuantificación de lípidos de carne de res molida comercial presentó 

diferencia altamente significativa con respecto a Goldfish en todos los casos excepto con 

éter etílico. El método de Goldfish dió menores rendimientos para esta misma muestra. El 

método de Bligh y Dyer ofrece ciertas ventajas como son: menor tiempo de extracción y 

sobre todo, el proceso se realiza sin necesidad de calor, lo que permitirá obtener resultados 

probablemente más reales, ya que los índices de oxidación no se verán afectados por la 

temperatura. 

- La sustitución del cloroformo por dielorometano prácticamente no causó diferencias en la 

cuantificación de lípidos totales por el método de Bligh y Dyer. Con cloroformo:metanol se 

obtiene 18.2 %±. 0.65 de lípidos y con diclorometano:metanol 19.14% ± 0.28, 

- Se observa que las mezclas de disolventes dan mayor rendimiento, que los disolventes 

solos. En cuanto a la mezcla de hexano:isopropanol a pesar de que dá un buen rendimiento, 

se obtuvo 17,68% de lípidos, presentó mucha dificultad al manejar el disolvente, ya que se 

producía la rápida evaporación del hexano haciendo casi imposible la recuperación de los 

lípidos. 
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De estos resultados, se decidió utilizar el método de Bligli y Dyer para la extracción de los 

lípidos y como disolventes la mezcla de diclorometano:metanol (I:1) y el éter etílico; se 

utilizaron esos disolventes para tener sistemas de diferente polaridad y mejor rendimiento. 

B. Determinación del efecto del disolvente de extracción en la cuantificación y en los 

índices de oxidación de lípidos. 

Para la determinación del efecto de los disolventes en la cuantificación de lípidos, se 

probaron los dos disolventes de extracción seleccionados: éter etílico y la mezcla de 

diclorometano:metanol, utilizando el método de extracción de Bligh y Dyer, en ambos 

casos. 

Posteriormente se procedió al estudio de la influencia de estos disolventes en los indices de 

oxidación. Todos los análisis se realizaron utilizando muestras preparadas de carne molida 

comercial de res, de sirloin y de sardina mexicana. 

Podemos observar en la tabla 7. el resumen de los resultados para cartee molida comercial 

de res, en las tablas 8 y 9 un resumen de los resultados para carne de res (sirloin) y en la 

tabla 10. para sardina mexicana. En la tabla 1I, se presenta un resumen del análisis 

estadístico de estos resultados. Todos los datos encuentran en el apéndice de este trabajo. 
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Tabla 7. 	Efecto del disolvente de extracción en la cuantificación y en los índices de 

oxidación de lípidos en carne de res molida comercial. 

LIPIDOS TOTALES (16) 
DICLOROAlET:MET VER E77LICO 

X 7.70 6.87 
SD 0.1 0.06 
INDICE DE PEROXIDO (me ¡/Kg muestra) 
METODO DE LA AOAC 
X 0.24 0.105 
SD 0.01 0.005 
METODO COLORIMETRICO 
X 0.87 0.32 
SD 0.04 0.017 
INDICE DE KREIS (en gramo de muestra) 
X 0.101 0.081 
SD 0.002 0.002 

La influencia del disolvente de extracción en la cuantificación y en los índices de oxidación 

de lípidos obtenida para la carne molida comercial fue corroborada para la muestra de sirloin 

En las tablas 7. y 8, se observan los resultados: 

Tabla 8. 	% Lípidos totales en carne de res (sirloin) 

MUESTRA DICIDROMETANOMETANOL VER E71 I C ) 

1 16.69 14.19 

2 15.55 14.95 

3 15.83 14.32 

4 17.05 14.94 

X 16.28 14.6 

SD 0.61 0,34 
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El resultado del análisis estadistico demostró diferencia altamente significativa en el efecto 

del disolvente. 

Tabla 9. 	Indices de oxidación de lipidos en carne de res (sirloin), 

PARÁMETRO DUTOROMET:METANOL 

MUESTRA I II III 

DISOLVENTE dm:m* e-e" dm:m e-e dm:m e-e 

IP AOAC (meg/Kg muestra) 0.19 0,9 0.2 0.14 0.68 0.01 

(megfKg grasa) 1,25 0,13 1.35 1 4 0,6 

IP Color. (meg/Kg muestra) 0.46 0.33 0.49 0.54 1.2 0.57 

(meg/Kg grasa) 2.97 2,21 3.24 2.52 7 3.59 

1K en gramo de muestra 0.09 0,01 0.5 0.2 7 1.3 

gramo de grasa 

1, II y III: diferentes muestras, en tres tiempos distintos. 

*dm:m diclorometano: metanos 

**e-e= éter etilico 
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Tabla 10. 	Efecto del disolvente de extracción en la cuantificación y en los índices de 

oxidación de lípidos en sardina mexicana. 

LIPIDOS 70TA LES (1) 
DICLOROMET:AIET EIER E17I ICO 

X 8.38 9.60 
SD 0.053 0.092 
INDICE DE PEROXIDO (meq'Kg muestra) 
METODO DE LA AOAC 
X 7.75 10.99 
SD 0.50 0.39 
METODO COLORIMETRICO 
X 23.49 29.00 
SD 0.64 0.80 
INDICE DE KRE/S (IK en /gramo de muestra) 
X 10.50 16,50 
SD 2.10  3.40 

Tabla 11. 	Análisis del cuadrado latino y cuadrado latino en bloques de la influencia del 

disolvente de extracción en la cuantificación y en los indices de oxidación de lípidos. 

MUESTRA: CARNE DE RES 
VARIABLES E (0.05) F (0.01) 

LINDOS TOTALES 
DISOLVENTES 1* 

INDICE DE PEROXIDO 
METODOS ** ** 

DISOLVENTES ** ** 
INDICE DE KREIS 

DISOLVENTES ** ** 

MUESTRA: SARDINA 
LIPIDOS MTALES 

DISOLVENTES ** ** 

INDICE DE PEROXIDO 
METODOS ** ** 
DISOLVENTES ** ** 

INDICE DE KREIS 
DISOLVENTES ** ** 
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** Diferencia altamente significativa 

Analizando el efecto de los disolventes en la cuantificación de lipidos y en los indices de 

oxidación de acuerdo a los resultados de las tablas 7, 8, 9 y 10, tenernos que: 

- Para la carne molida comercial de res, la extracción con la mezcla de 

diclorometano:metanol dió mayores valores en los porcentajes de lípidos totales, 

presentándose en el análisis estadístico una diferencia altamente significativa entre la 

extracción con diclorometano:metanol y éter etílico. 

La composición de los lípidos de la carne de res es probablemente la que determina estos 

resultados. La mezcla de disolventes es más polar que el éter etílico. 

- Los lípidos de carne de res extraídos con la mezcla de diclorometano:metanol presentaron 

índices de oxidación más altos que los extraídos con éter etílico, siendo la diferencia también 

en este caso, altamente significativa. 

- Por el contrario, la muestra de sardina presentó el mayor rendimiento para lípidos totales, 

con éter etílico y así mismo en los lípidos extraídos con este disolvente se observaron lox 

mayores indices de oxidación. En ambos casos la diferencia lile altamente significativa al 

realizarse el análisis estadístico. 

Esto se debe probablemente a que la grasa del pescado tienen una alta proporción de lípidos 

neutros y el disolvente de baja polaridad favorece la extracción de estos compuestos. 

- Con respecto a los métodos utilizados para evaluación de indice de peróxido tenemos que 

en las dos muestras estudiadas, el método colorimétrico presenta valores superiores, 

probablemente por su alta sensibilidad. 



- El análisis estadistico demostró que entre los métodos para determinar Indice de Peróxido, 

el método de la AOAC y el colorimétrico, hay diferencia significativa. 

- Para las dos muestras estudiadas, tanto en cuantificación de lípidos como en determinación 

de índices de oxidación de lípidos, la diferencia entre los dos sistemas de disolventes, la 

mezcla de diclorometano:metanol y el éter etílico, es altamente significativa. 

111. 1. 2° ETAPA MONITOREO DE LA OXIDAC1ON DE LIPIDOS EN LAS 

MUESTRAS DE CARNE DE RES Y PESCADO ALMACENADAS EN 

CONGELACION A -18°C. 

De acuerdo con los resultados de la etapa anterior, el disolvente de extracción para el sirloin 

fue el diclorometano:metanol y para la sardina, el éter etílico, utilizando para ambos casos el 

procedimiento de Blig,lt y Dyer para la extracción de lípidos.  

En los gráficos y tablas que se presentan a continuación se pueden observar los resultados 

para cada matriz alimentaria. 
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1. Monitoreo de oxidación de lípidos en carne de res (sirloin) 

Tabla 12. 	Evolución de los índices de oxidación de los lípidos de carne de res, en 

almacenamiento a -18°C, extraídos con diclorometano:metanol. 

Tiempo de almacenamiento (Dias) 

PARAlfETRO 0 19 41 82 169 319 394 

% Grasa 16,69 15.55 15.83 17.05 16.2 16.8 15.6 

TBA (mg MA Kg inuetra) 0 0,88 1.01 2.31 1.7 4.8 397' 

IK 	(cri carta de grasa) O 0 0 0.58 3.09 41.6 28 

IP AOAC «1144 gua) 0 1.25 1.35 4 10.2 13.9 	5.2 1 

IP Color. ótunxsgsaut 0.39 2.97 3.24 7.09 16 36.9 10.7 

TBA: 	Indice de Ac. Tiobarbitúrico 

IP AOAC: 	Indice de Peróxidos utilizando el método Oficial del AOAC 

IP Color.: 	Indice de Peróxidos utilizando el método colorimétrico 

1K: 	Indice de Kreis 
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En este estudio de la evolución de los productos de oxidación de las muestras de carne de 

res (sirloin) en almacenamiento se observa lo siguiente. 

- Los peróxidos, en ambos métodos utilizados ( gráficos 3 y 4) , llegan a un punto máximo a 

los 319 dias y posteriormente disminuyen. Este comportamiento se justifica si se considera 

que cuando disminuyen la velocidad de descomposición es mayor a la de formación. Si se 

siguiese el monitoreo es posible que se observe su desaparición. 

-Los aceites frescos tienen índices de peróxidos menores a lOmeq/Kg de lípidos 94. Valores 

entre 20-40meq/Kg de grasa se presentan con aromas y sabores a rancio. Aunque para 

interpretar los resultados es necesario considerar el tipo de grasa debido a las enormes 

diferencias en la composición de éstas 	para los lipidos de carne de res (sirloin) en el 

máximo de peróxidos se encuentra un valor de 36.9meq/Kg grasa, con lo que podria 

considerarse que la muestra ya se encuentra en el intervalo de rechazo. 

- El indice de TBA (gráfico 1) permanece en un valor más o menos constante, después de 

que se observa que los peróxidos disminuyen. Este indice es una medida del malonaldehido, 

un producto secundario de degradación que se forma en la descomposición de los 

hidroperóxidos y que puede ser importante para el olor y sabor a rancio. 

- El Indice de Kreis ( gráfico 2) que es también una medida de productos secundarios de 

degradación de Ilpidos, permanece luego de que los peróxidos disminuyen, presentando un 

comportamiento semejante al del indice de TI3A. 
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2. Monitoreo de la oxidación de lípidos en sardina mexicana. 

Corno se explicó anteriormente se analizaron dos lotes de sardinas de distinta procedencia, 

por ello el análisis de los resultados se hace por separado. 

En la tabla 13. se encuentran los resultados del monitoreo de la sardina mexicana en 

almacenamiento. 

Tabla 13. 	Evolución de los indices de oxidación de lípidos extraídos de sardina 

mexicana, almacenada a -18°C, extraídos con éter etílico. 

Tiempo de Almacenamiento (7)/as) 

PARÁMETRO 0 103 253 328 

% GRASA 5.92 6.03 5.1 4.74 

TBA (mg MA44 muestra) 5.75 8.49 39.7 34.8 

IK 	cal gamo de grua) 31 33.5 490 426 

IP AOAC 	(metykt  wam) 16 18 96 41 

IP Color. 	onovkg vidii 61.6 62.58 293 157 

TBA: 	Indice de Ac. Tiobarbitúrico 

IP AOAC: 	Indice de Peróxidos utilizando el método Oficial del AOAC 

IP Color.: 	Indice de Peróxidos utilizando el método colorimétrico 

IK: 	Indice de Kreis 
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De los resultados de la tabla 13. y los gráficos 5, 6, 7 y 8, se puede determinar lo siguiente 

- El Indice de DM (gráfico 5) llega a su máximo aproximadamente en el día 250, al igual 

que los demás indicadores de deterioro, alcanza un valor de 39.7mgMNKg muestra, 

- Los indices de IBA y Kreis se mantienen más o menos constantes luego de producirse el 

valor máximo en la curva. 

- El Indice de Peróxido ( gráficos 7 y 8 ) tanto, por el método de la AOAC, como por el 

método Colorimétrico disminuyen aproximadamente a la mitad luego de transcurridos 

alrededor de 75 días después de su valor máximo, el cual se encuentra a los 254 días. 

- El método Colorimétrico para determinación de Peróxidos muestra valores bastante 

mayores a los obtenidos por el método oficial de la AOAC. 

- Los indices de deterioro se incrementan aproximadamente a partir de los 3 meses de 

almacenamiento. 

- En el tiempo cero se presentan positivos todos los índices de oxidación estudiados, en 

especial el Indice de Peróxido (Método de la AOAC), el cual se encuentra sobre los limites 

de aceptación descritos para aceites puros, su valor alcanza I ómeq/kg dé grasa. Se podría 

pensar en que se traten de valores basales para esta especie, sin embargo en la bibliografía 

no se reportan. 
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3. Monitorco de oxidación de lípidos en sardina portuguesa. 

Corno se indicó en materiales y metodos, la muestra de sardina portugesa había permanecido 

almacenada por 14 meses en congelación comercial, de tal forma que el monitoreo inicia a 

los 422 días. 

Tabla 14. 	Evolución de los índices de oxidación de lípidos extraídos de sardina 

portuguesa, almacenada a -18°C, extraídos con éter etílico. 

Tiempo de almacenamiento (Días) 

PARAME1R0 422 432 474 489 603 759 

% GRASA 9,15 10.1 8.92 9,12 8.0 7.65 

TBA (mgNIA~a.) 115 122,5 140.4 145.9 132.8 129.9 

IK 	(en gramo ac grasa) 872 827 1173 1413 1625 1660 

IP AOAC 	(ineyixe Grua) 210 185 128 90 105 , 117 

IP Color 	(may4 fp81) 842 411 353 252 194 275 

TBA: 	Indice de M. Tiobarbitúrico 

IP AOAC: 	Indice de Peróxidos utilizando el método Oficial del AOAC 

IP Color.: 	Indice de Peróxidos utilizando el método colorimétrico 

IK: 	Indice de Kreis 
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Analizando el monitoreo realizado en las muestras de sardina portug lesa ( grálicos 9, 10, I I 

y 12) almacenadas por más de 24 meses a -18°C, se observa lo siguiente: 

- Para la sardina portuguesa no se pudieron tnonitorear los indices de oxidación en el tiempo 

cero, debido a que al inicio del estudio no era temporada de sardina y se tuvo que esperar 

varios meses para conseguirla fresca. 

- Entre las muestras de sardina mexicana y portuguesa se nota, que la sardina portuguesa 

presenta tanto, para Indice de TINA (gráfico 9), como para Indice de Kreis (gráfico 10) 

valores máximos mayores a los de la mexicana, seguramente por la composición y el 

contenido de lípidos también diferentes. La sardina mexicana analizada en almacenamiento 

tiene aproximadamente 5.45% de grasa y la portuguesa alrededor de 9.6% de lípidos. En 

este punto hay que considerar que muchos factores pueden influir en la composición de un 

animal, la dieta, el sexo, el clima, etc. 

- El indice de Kreis permanece luego de que los peróxidos disminuyen, al igual que el Indice 

de TRA. Ambos índices son indicadores de oxidación secundaria; en estos parámetros a 

diferencia del Indice de Peróxido, si se ve que el valor alcanzado alrededor del día 490, es el 

máximo. 

- Los peróxidos (gráficos 11 y 12) a los 422 días, cuando se realiza el primer análisis en 

sardina portuguesa, tienen un valor alto, pero sin embargo no se puede precisar si es el 

máximo, a partir de allí disminuyen progresivamente, lo cual indica que se está llevando a 

cabo su descomposición acelerada. 

- Según algunos autores el Indice de peróxido no siempre coincide con el desarrollo de 

aromas y sabores a rancio, pero se ha visto que ésto varia con la composición de la grasa. 



80 

IV. CONCLUSIONES 

- Para la carne de res, tanto la molida comercial como el sirlion, se obtiene mayor 

rendimiento en la extracción de lípidos totales utilizando una mezcla de disolventes, el 

diclorometano:metanol; debido muy probablemente a que la carne de res posee mayor 

proporción de lípidos polares en comparación con los del pescado que tiene alto contenido 

de lípidos neutros 44. 49' 

- Los indices de oxidación en las muestras de carne de res son también mayores cuando la 

extracción se lleva a cábo con la mezcla de diclorometano:metanol. 

- En cuanto a las muestras de sardina ocurre lo contrario, se observan mayores contenidos 

de lípidos totales y mayores índices de oxidación al realizar la extracción con un disolvente 

de menor polaridad como el éter etílico. 

- Se recomienda utilizar en caso de carne de res, la mezcla de dicloronietano:metanol y en 

pescado éter etílico, tanto para cuantificación como para determinación de indices de 

oxidación de lípidos. 

- En relación a los puntos anteriores se concluye que el disolvente de extracción es de suma 

importancia cuando se trata de cuantificación y de determinación de índices de oxidación de 

lípidos mediante métodos que requieran los lípidos aislados de la matriz alimentaria. Y que 

cada alimento requiere un tratamiento especial de acuerdo a sus características. 

- Con respecto al almacenamiento en congelación se observa que para carne de res (sirloin) 

el tiempo de almacenamiento en el cual el índice de peróxido permanecen por debajo de la 

norma para aceites puros (I Omeq/Kg de lípidos) es de aproximadamente 82 días, ya paralos 
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169 días está fuera de esa especificación, alcanzando por el inéto(10 coloi intk,,trico 16mertikg 

de grasa. 

- La sardina mexicana desde el tiempo cero del almacenamiento presenta oxidación de 

lípidos, por lo que se recomendaría mejorar la manipulación luego de la pesca (ver cap.1 en 

preservación de los alimentos) y no almacenarla por más de 100 días que es cuando el 

deterioro aumenta aceleradamente. 

- Para sardina portuguesa se observa que el deterioro es muy alto a los 400 días 

aproximadamente, a pesar de que no se cuenta con el monitoreo a tiempo 0, a los 14 meses 

se tienen Indices muy elevados de oxidación de lípidos, esto es importante ya que la fecha de 

expiración de este producto era de 24 meses 

- La sardina portuguesa presenta índices de oxidación con valores más altos a los que 

presenta la sardina mexicana, hay que considerar que se trata de dos especies distintas de 

sardina que además tienen un habitat diferente, la sardina portuguesa está sujeta a 

temperaturas más bajas, lo que probablemente hace que posea mayor cantidad de ácidos 

grasos insaturados para mantener la fluidez de los lípidos 16. Otro factor que puede influir es 

la dieta. 

- Los índices de oxidación encontrados para la carne de res, alcanzan valores menores a los 

observados para las muestras de sardina. Por otro lado, el tiempo en el que se llega a un 

máximo en los valores índices de oxidación, es mayor, debido probablemente a que la 

composición de los lípidos de estas muestras es diferente, los lípidos de pescado tienen un 

alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados que los hace más suceptibles a oxidarse. 
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- Los métodos utilizados en este estudio para cuantificación y determinación de índices de 

oxidación en lipidos resultaron adecuados, presentaron reproducibilidad y repetitiyidad. 

- Finalmente se concluye también que deben utilizarse por lo menos dos métodos para la 

determinación del deterioro por oxidación de lípidos, de tal manera que se cubran la mayor 

parle de las fases del proceso. 
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APEND10E . 

1. Efecto del disolvente de extracción en la cuantificación de lípidos totales en carne molida 

comercial de res. 

Método de extracción de lípidos: I3ligh y Dyer 

Tabla 1. 	 Lípidos totales en carne molida comercial de res (%) 

1?EPETICIONES DICLOROMETME1: VER EDIJC0 
1 7.60 6.81 

7.61 6.84 
2 7.81 6.88 

7.76 6.96 
3 7.68 6.82 

7,70 6.89 

X7.70 X .... 6.87 
SD --,- 0.1 SD ---.. 0.06 

Análisis estadístico 

Tabla 2 

CUADRADO LATINO 	Lípidos totales de carne molida comercial de res 

CUADRADO LATINO 
Fte. de Var. g. 1. S cuad. C medio F cale. F tab (0.05) 

5.32 
F tab (0.01) 
11.26 VI disolvente 1 2.2794 2.2794 374.4394 • • 

V2 repetición 2 0.0111 0.00555 0.911704 N.S. 4.46 8.65 
Error 8 0.0487 0.006087 
Total II 2.3392 

C. L. EN BLOQUES 
VI disolvente 1 2.2794 2.2794 334.5031 * • 5.59 12.25 
V2 repetición 2 0.0111 0.00555 0.814465 N.S. 4.74 9.55 
Duplicado 1 0.001 0.001 0.146750 N.S. 5.59 12.25 
Error 7 0.0477 0.006814 
Total 11 2.3392 

E.R.= 0.87349173 



2. Efecto del disolvente de extracción en los índices de oxidación de lípidos en carne molida 

comercial de res. 

Método de extracción de lípidos: Bligli y Dyer. 

a) Indice de Peróxido en carne molida comercial de res. 

- Método de la AOAC. 

Tabla 3. 	Indice de Peróxido en carne molida comercial de res (meg/kg muestra) 

REPETICIONES DICLOROMETWIET (1:1) MEI? ETILICO 
1 0.23 0,10 

0.27 0.10 

2 0.25 0.11 

0.23 0,10 

3 0.24 0,11 

0.22 0.11 

X = 0.24 	. X = 0.105 

SD = 0.01 SD = 0,005 

- Método Colorimétrico. 

Tabla 4. 	Indice de Peróxido en carne molida comercial de res meg/Kg muestra) 

REPETICIONES DICLOROMETMET (1:1) ETER ETÍLICO 
1 0.89 0.32 

0.82 0,29 
2 0.90 0.33 

0.93 0.32 
3 0.86 0.29 

0.84 0.32 

X = 0.87 X = 0.31 

SD = 0.04 SD= 0.017 



Análisis estadístico. 

Tabla 5. 

CUADRADO LATINO 	Indice de peróxido de carne molida comercial de res 

CUADRADO LATINO 
Fte. de Var. g. 	I. S cuad. C medio F cale. F tab (0.05) F tab (0.01)  _ 

8.10 VI método 1 1.6037 1.6037 19.71237 * * 4.35 
V2 disolvente 1 0.9749 0.9749 11.98328 * * 4.35 8.10 
V3 repetición 2 0.0012 0.0006 0.007375 N.S. 3.49 5.85 
Error 20 1.6271 0.081355 
Total 23 2.6032 

C. L. EN BLO )1IES 
VI método 1 1.6037 1.6037 18.73020 * * 4.38 8,18 
V2 disolvente 1 0.9749 0.9749 11.38621 * * 4.38 8.18 
V3 repetición 2 0.0012 0.0006 0.007007 N.S. 3.52 5.93 
Duplicado 1 0.0003 0.0003 0.003503 N.S. 4.38 8.18 
Error 19 1.6268 0,085621 
Total 23 2.6032 

E. R.= 0.94606188 

b) Indice de TI3A en carne molida comercial de res. 

Tabla 6. 	 Indice de TI3A en carne molida comercial de res 

REPETICIONES tt TBA (mg MA/kg de muestra) 
1 1:35 	. 

1,33 
1.48 

X= 1.38 
SD =0.08 

Por tratarse de una prueba en la que no se necesita la extracción del material lipídico no se 

estudió el efecto del disolvente sobre el valor de TM 
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c) Indice de Kreis en carne molida comercial de res 

Tabla 7. 	Indice de Kreis en carne molida comercial de res (IK/g muestra) 

REPETICIONES DICLOROMETIMET. (1:1) ETER ETILICO 
I 0.101 0.083 

0.103 0.082 
2 0.101 0.083 

0.105 0.082 
3 0.099 0.079 

0,100 0.077 

X = 0.101 X = 0.081 
SD = 0.002 SD = 0.002 

Analisis estadístico. 

Tabla 8. 

CUADRADO LATINO 	Indice de Kreis en carne molida comercial de res 

CUADRADO LATINO 
Fte, de Var. g. 1. S cuad, C medio F cale. F tab (0.05) F tab (0.01) 
VI disolvente 1 0.001260 0,001260 650.7096 5.32 11.26 
V2 repetición 2 0.000038 0.000019 9.806451 * 4.46 8.65 
Error 8 1.55E-05 1.9375E-06 
Total 11 0.001314 

C. L. EN BLOQUES 
VI disolvente 1 0.001260 0.001260 598.3220 + * 5,59 12.25 
V2 repetición 2 0,0111 0.000019 9.016949 4.74 9.55 
Duplicado 1 0.001 7.5E-07 0,355932 N.S. 5.59 12.25 
Error 7 0.0477 2.1071E-07 

,Total 11 2.3392 

E.R. = 0.89905838 



3. Efecto del disolvente de extracción en la cuantificación de lípidos metales en sardina 

mexicana. 

Método de extracción de lípidos: Bligh y Dyer. 

Tabla 9. 	 Lípidos totales en sardina mexicana (%) 

REPETICIONES DICLOROMETAIET ETEItE111-10) 
I 8.39 9.60 

8.41 9.71 
2 8.30 9.58 

8.33 9.48 
3 8.44 9.51 

8.40 9.69 

X=8.38 X = 9.60 
SD = 0.053 SD = 0.091 

Análisis estadístico. 

Tabla 10, 

CUADRADO LATINO 	Lípidos totales de sardina mexicana 

CUADRADO LATINO 
Fte, de Var. g.1. S cuad. C medio F calc. F tab (0.05) F tab (0.01) 
VI disolvente 1 4.4408 4.4408 1124.253 * * 5.32 11.26 
V2 repetición 2 0.0253 0.01265 3.202531 N.S. 4.46 8.65 
Error 8 0.0316 0.00395 
Total 11 4.4977 

C. L. EN BLOVES 
VI disolvente 1 4.4408 4.4408 1098.431 * * 5.59 12.25 
V2 repetición 2 0.0253 0.01265 3.128975 N.S. 4.74 9.55 
Duplicado 1 0.0033 0.0033 0.816254 N.S. 5.59 12.25 
Error 7 0.0283 0.004042 
Total 11 4.4977 

E.R.= 0.95531998 



4. Efecto del disolvente de extracción en los indices de oxidación de lípidos en sardina 

mexicana. 

Método de extracción de lípidos: Bligh y Dyer, 

a) Indice de Peróxido en sardina mexicana. 

- Método de la AOAC. 

Tabla 11. 	Indice de Peróxido en sardina mexicana (megfKg muestra) 

REPETICIONES DICLOROME7:yAIE7: (1:1) ETER ETILICO 
1 7.56 10.81 

7.56 10.62 
2 8.32 11.44 

7.49 11.44 
3 7,15 10.56 

8.42. 11.04 

X = 7.75 X= 10.99 
SD = 0.50 SD = 0.39 



Análisis estadistico. 

Tabla 12. 

CUADRADO LATINO 	Indice de Peróxido en sardina mexicana (AOAC) 

CUADRADO LATINO 
Fte. de Var. ,I.1. S cuad. C medio F calc. F tab (0.05) F tab (0.01) 
VI disolvente 1 28.9541 28.9541 145.3792 * * 5.32 11.26 
V2 repetición 2 0.2353 0.11765 0.590723 N.S. 4.46 8.65 
Error 8 1.5933 0.19916 
Total 11 30.7827 

C. L. EN BLOQUES 
VI disolvente 1 28.9541 28.9541 127,2148 * * 5.59 12.25 
V2 repetición 2 0.2353 0.11765 0.516915 N.S. 4.74 9.55 
Duplicado 1 0.0001 0.0001 0.000439 N.S. 5.59 12.25 
Error 7 1.5932 0.2276 
Total 11 30.7827 

E.R.= 0.85560926 

7 



- Método Colorimét rico, 

Tabla 13. 	Indice de Peróxido en sardina mexicana (metifKg muestra) 

REPETICIONES DICLOROMET/AlET (1:1) ETER ETILICO 
I 24.13 30.11 

23.55 29,43 
2 	 • 24.30 28.20 

22.68 29.50 
3 22.94 28.61 

23.33 28.70 

X = 23.49 X = 29.00 
SD = 0.64 SD = 0.80 

Análisis estadístico. 

Tabla 14. 

CUADRADO LATINO 	Indice de Peróxido en sardina mexicana (método colorimétrico) 

CUADRADO LATINO 
Fte. de Var. g. I. S cuad. C medio F cale. F tab (0.05) 

5.32 
F tab (0.01) 
11.26 VI disolvente 1 94.192 94.192 268.2004 * * 

V2 repetición 2 1.7426 0.8713 2.480922 N.S. 4.46 8.65 
Error 8 2.8096 0.3512 
Total 11 98.7442 

C. L EN IlL02,,UES 
VI disolvente 1 94.192 94.192 243.4081 * * 5.59 12,25 
V2 repetición 2 1.7426 0.8713 2.251587 N.S. 4.74 9.55 
Duplicado 1 0.1008 0.1008 0.260484 N.S. 5,59 12.25 
Error 7 2.7088 0.38697 
Total 11 98,7442 

E.R.= 0.88739253 
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b) Indice de IBA en sardina mexicana. 

Tabla 15. 

REPEMIONES II 7134 (mg MA/kg de muestra) 
1 86.00 

85.93 
81.00 
81.40 

2 82.80 
77.80 
88,20 

3 70,73 
70.20 

4 79.68 
84.72 
77.52 
76.80 

5 85.92 
79.44 
79.68 
77.28 

X = 80.3 
S.D.= 5,09 

Por tratarse de una prueba en la que no se necesita la extracción del material lipidico no se 

estudió el efecto del disolvente sobre el valor de TI3A. 
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c) Indice de Kreis en sardina mexicana. 

Tabla 16. 	Indice de Kreis en sardina mexicana (1K/g muestra) 

REPETICIONES DICLOROMETWET (1:1) ETER ETILICO 
1 13 14 

9 12 
9 15 

2 13 18 
8 21 
11 19 

X = 10.50 X = 16.50 
SD= 2.10 SD = 3.40 

Análisis estadistico. 

Tabla 17. 

CUADRADO LATINO 	Indice de Kreis en sardina mexicana 

CUADRADO LATINO 
Fte. de Var. 
VI disolvente g, I. S cuad. C medio F cale. F tab (0.05) 

5.12 
F tab (0.01) 
10.56 V2 repetición 1 108 108 18 * * 

Error 1 27 27 4.5 N.S. 5.12 10.56 
9 54 6 

Total 11 189 

C. L. EN BLOOUES 
VI disolvente I 108 108 16.43478 * * 5.50 12.25 
V2 repetición 1 27 27 4.108695 N.S. 5.50 12.25 
Triplicado 2 8 4 0.608695 N.S. 4.74 9.55 
Error 7 46 6.571428.  
Total I I 189 

E.R. =0.87652174 
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