/.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMASE: S8 IC

FACULTAD DE QUIMICA

* Univeryidad Nacional
Autensma de Maxice

- EXAMENES PROFESIONALES
FAC. DE QUIMICA

EVALUACION DEL DETERIORO QUIMICO DE
LIPIDOS DE CARNE DE RES CONSERVADA
EN CONGELACION

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA DE ALIMENTOS
P R E S E N T A

GABRIELA DIAZ ARGOMEDO

3 Q

MEXICO, D-F. 1999

TESIS CON Tt5030
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






PRESIDENTE
VOCAL
SECRETARICQ
ler. Suplente

2do. Suplente

JURADO ASIGNADO

Prof.

Prof.

Prof.

Prof.

Prof.

Zoifa Nieto Villalobos

Francisca Aida lturbe Chifias

Maria De Los Angeles Valdivia Lopez
Bertha Julieta Sandoval Guillen

Eduardo Mendoza Martinez

Sitio donde se desarrolié el TEMA:

Departamento de Alimentos y Biotecnologia,

Facultad de Quimica, Ciudad Universitaria.

ASESOR

SUSTENTANTE

Prof. Francisca Aida [turbe Chifias

L (dn M= 24

Gabriefa Diaz Argomedo

%‘;/f F"w:/'.
’ S



Sefior gracias por la dicha de la vida, asi como
por las bendiciones que a través de mi

familia me haces llegar.




-
-

Mi mas sincero agradecimiento
ala M en C. Francisca A. lturbe Chifias por su
asistencia, interés, y apoyo mostrados

en la direccion de este trabajo.

A los profesores de la Facultad de Quimica, y en especial
ala M. en C. Angeles Valdivia y M. en C. Zoila Nieto

por el tiempo dedicado a la revision y mejora

de este trabajo.

A la Universidad Nacional Autonoma de México.



De manera muy especial dedico este trabajo a
mis padres: Graciela Argomedo y Victor Diaz
que con su amor incondicional, ejemplo y apoyo me

impulsan en la realizacién de mis metas.

Y a todos y cada uno de mis amigos.



bt

=7

iNDICE

RESUMEN
I. INTRODUCCION
OBJETIVO

{l. ANTECEDENTES
1. CARNE DE RES

Pagina

1.1 Composicién

1.2. Distribucion y composicién lipidica

2. CONSERVACION DE LA CARNE

2.1 Refrigeracion

2.2 Congelacion

3. DETERIORO QUIMICO DE LOS LIPIDOS

11

3.1 Lipdlisis

11

3.2 Oxidacion de lipidos

3.2.1 Autooxidacion

3.2.2 Papel del oxigeno en el proceso oxidativo

3.2.3 Autooxidacion del acido linoleico

3.2.4 Descomposicion de los peroxidos

3.2.5 Formacion de Malonaldehido

3.2.6 Interaccién del medio en la velocidad de oxidacion __

12
12
14
15
17

23

-



41

indice

4. TECNICAS DE EVALUACION PARA EL ANALISIS DE
RANCIDEZ OXIDATIVA

Pagina

29

4.1 indice de Peréxidos

30

4.2 indice de TBA

4 3 indice de Kreis

32
33

1Il. METODOLOGIA

35

1. Seleccidn y preparacion de la muestra

35

2. Seguimierto del deteriro oxidativo

36

IV. RESULTADOS

37

1. Seleccion y preparacion de Ja muestra

37

2. Seguimiento del deteriro oxidativo

V. CONCLUSIONES

38

VI. BIBLIOGRAFIA

52

55

VIl. APENDICE A

59




4%

indice

Pagina
LISTA DE FIGURAS
Figura
1. Esquema general de la Autooxidacion: Mecanismo simplificado
por radicales libres I3
2. Reacciones de iniciacién en la oxidacion del acido linoleico 16
3. Reacciones secundarias en la oxidacion del acido linolénico 21
4. Esquema general de !a autooxidacion de los lipidos 22
LISTA DE GRAFICOS
Grafico
1. Indice de Perdxidos Al
2. !ndlce de TBA 44
3. indice de KREIS 47
LISTA DE TABLAS
Tabla
1. Composicion del tejido muscular magro de diferentes especies 3
2. Contenido de acidos grasos presentes en los triglicéridos de la
came deres 5
3. Tiempo recomendado de almacénamiento, para conservar la
calidad 6ptima de la came fresca a diversas temperaturas 10
4. Grado de saturacion de los acidos grasos constituyentes de los
lipidos del tefido muscular de diversas especies 24
5. Concentracién de hierro en musculo de diversas especies 76
6. Contenido de grasa de los corles Sirlon y New York, obtenido
experimentalmente 37

. Evolucion de los indices de oxidacion de los lipidos de came de res

(corte New York), almacenada a una temperatura de -18°C

39

i



iy

RESUMEN

Los procedimientos mas comunmente empleados en la preservacion de las
caracteristicas de frescura de la came son la utilizacion de depésitos refrigerados
asi como la congelacién; a pesar de que existen otros métodos eficaces para su
conservacion como la deshidratacién y/o tratamientos térmicos entre otros, estos
promueven cambios importantes en las caracteristicas de la came, dando origen g

un producto diferente.

La aplicacion de temperaturas de congelacion a la came fresca garantiza una
larga capacdidad de conservacion, provocando alteraciones relativamente escasas
en las caracteristicas sensoriales, tras un prolongado tiempo de almacenamiento
tiene como limitante |a aparicién de olores y sabores tipicamente rancios que hacen
al producto inaceptable para el consumo; actualmente la presencia de productos de
oxidacién en alimentos, ha adquirido relevancia en lo referente a la salud, ya que
algunos de ellos se han relacionado con problemas vasculares y enfermedades

cardiacas en el hombre.

El seguimiento del deterioro oxidativo de los lipidos de came de res
preservada bajo condiciones de congelacion, se llevo acabo a través del monitoreo
de algunos productos de oxidacién, por medio de las determinaciones del indice de
Perdxidos, indice det Acido Tiobarbiturico (TBA), e indice de Kreis. Las muestras
{came de res corte New York) empaquetadas de manera comercial, permanecieron

almacenadas a una temperatura de -18 + 2°C (0°F) por espacio de 300 dias.

A través del indice de perdxido se determind que la muestra, de acuerdo con

la AOAC, estuvo fuera de especificacion entre los 60 y 105 dias de
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Resumen

almacenamiento al presentar un valor de peroxidos superior a los 10.0 megkg

grasa,

Los productos secundarios tipo malonaldehido se hicieron evidentes a través
de la determinacion de TBA, una vez transcumidos 45 dias, coincidiendo con la
superacion del fimite critico de aceptabilidad, al corresponderle un valor de
peroxidos superior a 5.0 meg/kg grasa. Por su parte el indice de Kreis reportd que

la muestra estuvo oxidada a partir de los 60 dias,

Se concluye por lo tanto que, los cortes grasos de res similares al New York,
transcurridos 45 dias de permanencia en congelacidn, a una temperatura de -18°C
en empaque comercial, presentan una pérdida considerable en sus caracteristicas

de frescura aunada una disminucion en el valor nutricional.
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1. INTRODUCCION

La produccién mundial de alimentos asciende actualmente a unos 3 000 m.t.
anuales, la mitad de cuya cantidad comesponde a productos perecederos que
requieren ser ohjeto de algin proceso de conservacion a través de procedimientos
guimicos (modificando la composicién de los productos) yfo fisicos (por accion de
factores extemos), dentro de estos Ultimos, desempefian un importante papel
aquellos basados en la aplicacion de bajas temperaturas en depositos refrigerados

y la congelacion.

La preservacidn de la came fresca a gran escala, hacdiendo uso de la
congelacion, data de 1880, afno en que por primera vez se pudo transportar came
desde Australia hasta el Reino Unido (Lawrie 1991). Los beneficios proporcionados
por la congelacion han permitido que sea ampliamente utilizada en la distribucion de
cortes de came tanto al mayoreo como al menudeo; ademas de que
aproximadamente entre el 70 y 87% de la came sin congelar, distnbuida al
menudeo, una vez adquirida por los consumidores es colocada en congeladores

caseros hasta su consumo.

Al inhibirse las reacciones de alteracion microbiana durante la congelacion, la
oxidacion lipidica, también conocida como rancidez oxidativa, se convierte en un
proceso relativamente mas importante en el tejido muscular congelado que en el

fresco.

Trabajos previos {Balarezo 1998, Donoso 1996), demuestran que las condiciones

de congelacién no logran inhibir el deterioro oxidative de los lipidos en productos
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cadmicos, observandose también, que los diversos compuestos generados a lo largo
del proceso oxidativo, pueden temer repercusiones perjudiciales sobre las
caracteristicas sensoriales y valor nutritivo de la came (Fennema 1993), por io que el
monitoreo de dichos compuestos, constituye una importanie pauta para el
establecimiento de parametros de calidad que beneficien tanto a productores como

consumidores de productos camicos congelados.

Este estudio, desarrollado en el Departamento de Alimentos y Biotecnologia
de la Facultad de Quimica, pretende dar a conocer la evolucion del proceso
oxidativo de los lipidos en came de res almacenada en congelacién; contribuyendo
en el proyecto global de Evaluacion del Deterioro Oxidativo de Lipidos en diversos
Productos Camicos.



Objetivo

OBJETIVO

Objetivo General

Conocer la evolucién del proceso oxidativo de los lipidos
presentes en came de res, almacenada bajo condiciones de

congelacion.

Objetivos Particulares

« Realizar et seguimiento del deterioro oxidativo de los lipidos
en muestras de came de res, almacehadas en empadque

comercial a una temperatura de -18°C.

+ Establecer la vida (til de la carne de res preservada en

empaque comercial, a una temperatura de -18°C.



il. ANTECEDENTES

1. Carne de Res.

El término came, se refiere a la fibra muscular, principalmente de mamiferos,
que despues de la muerte del animal sufre cambios fisicos y bioquimicos
denominados post-rnorten; la transformacion del musculo a came involucra una
serie de importantes modificaciones fisicoquimicas en el tejido muscular, las cuales

dan lugar a un producto que estara en condiciones de ser consumido por el hombre.

La came constituye uno de los alimentos de mayor importancia dentro de la
dieta humana; por su alto valor nutritivo, y sus caracteristicas sensoriales se
convirtié en un producto altamente apreciado desde la antigliedad, sin embargo y
debido a que es un producto perecedero, fue necesario desarrollar diversas
practicas que permitieran mantener su calidad optma desde los centros de

produccion hasta su legada a manos del consurnidor.

Los agentes mas frecuentes de deterioro son  microcrganismos
contaminantes, capaces de utilizar amino acidos existentes en el musculo post-
moriem generando diversos productos de degradacién tales como aldehidos,
cetonas, sulfuros, disulfuros, mercaptanos y aminas que imparten caracteristicas
sensoriales desagradables, y que en ocasiones se han asociado a intoxicaciones;
una vez que el musculo se ha transformado en un producto apto para el consumo

humano, el alto contenido de humedad le hace ser susceptible a la accién
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degradativa de diversos microorganismos, asi como de reacciones enzimaticas y/o

quimicas.

La aplicacion de bajas temperaturas han permitido disminuir el efecto de
algunos de los agentes de degradacién, sin embargo en el caso especifico de la
congelacicn aplicada a came fresca, se ha observado que el proceso oxidative de
los lipidos no logra detenerse (Balarezo 1998, Donoso 1996), promoviendo un

importante decremento en la calidad.

La pérdida de las caracteristicas de frescura de la came, tiene ademas
repercusiones en €l aspecto econémico, afectando a productores y consumidores,
por lo que el conocimiento del perfit de oxidacion en productos camicos congelados
permitra el establecimiento de parametros de calidad adecuados, asi como la
estimacion del periodo de vida util, de forma que su seguimiento e implementacion
permitan a productores y distribuidores de came ofrecer productos cuyas

caracteristicas sensoriales sean optimas.

1.1 Composicion

Agua, proteinas y lipidos son los constituyentes primarios de la came, la
proporcion de cada uno de ellos esta en funcion de |a actividad desarrollada por el
musculo del que provenga, adicionalmente se encuentran pequefas cantidades de
minerales (hiemmo, zinc, magnesio, potasio, sodio y caldo), carbohidratos
(intermediarios de la glicdlisis y glucogeno) asi como algunos compuestos

inorganicos.
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El contenido de agua representa entre el 68 y 80% del peso de la came: la
mayor de la cual se encuentra localizada en el interior de las células (miofibrillas)

como principal constituyente del sarcoplasma.

Por su parte las proteinas son los constituyentes mas importantes de la
fraccion comestible de la came, representan el 19 a 23% del peso de fa misma;
consideradas de gran valor nufricional al contener todos los amino acidos

esenciales para el hombre, y presentar una digestibilidad superior al 95%.

La composicion de la came varia notoriamente entre las diferentes especies y
cortes existentes, siendo la principal fuente de variacion el contenido de lipidos que
depende entre otros factores de! consumo y tipo de alimento ingerido por el animal,
llegando a representar entre el 0.5 y 20% (o mas) del peso, cantidad aportada tanto
por la grasa localizada alrededor del miscuto como por la que se encuentra en su

interior (Forrest. 1987).

Tabla 1.
icion sscularmagro de
diférentes especies
g/ 100g carne

Especie Agua Proteina Lipidos Cenizas
Vacuno 70-73 20-22 4-8 1.0

Cerdo 68-70 19-20 9-11 1.4

Pollo 73.7 20-23 4.7 1.0
Cordero 73 20 56 1.6
Bacalao 81.2 17.6 0.3 1.2

{Fennema 1993)
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La composicién de la came (Tabla 1) puede verse modificada por ofros

elementos como son el hueso y piel que puedan estar incluidos en la pieza.

1.2. Distribucion y composicion lipidica

El componente graso de la came, constituido por triglicéridos, fosfolipidos,
colesterol y algunas vitaminas liposolubles, es de gran relevancia para el
consumidor ya que contribuye al sabor y aroma de las piezas, asi como a la
sensacion bucal, sin embargoe cantidades excesivas disminuyen la porcidon magra
utilizable sin mejorar la calidad sensonal; en la actualidad existe una marcada
tendencia a reducir la ingesta de calorias aporiada por lipidos, por lo que el

contenido de grasa en las piezas adquiridas por los consumidores tiende a ser baja.

En el tejido muscular, las células grasas se encuentran localizadas fuera de
los haces musculares primarios de manera subcutdnea, mientras que los lipidos
situados en el area endomisial ordinariamente estan asociados a estructuras
celulares como pared celular, mitocondrias y/o microsomas; existe otra fraccién que
se encuentra en forma de gotitas de grasa muy finas, distribuidas en la fibra
muscular, responsable del marmoreado de la came (Fennema 1993), por lo que la
composicion lipidica de la came puede dividirse en lipidos del tejido muscular y

lipidos dei tejido adiposo.

Los lipidos de la porcién magra o muscular asociada a estructuras celulares,
constituye entre el 2-4% del total de los lipidos presentes en la res, sin embargo, y a

pesar de ser una fraccién muy pequena, son de gran trascendencia en el proceso
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oxidativo debido a su alto contenido en acidos grasos insaturados. Esta porcién,
contienen proporciones mayores de fosfolipidos que los lipidos del tejido adiposo,
contenido que va del 0.8 al 1.0%, siendo sus acidos grasos mas insaturados que
los triacilgliceridos del tejido adiposo (Franke! 1993, Lundberg 1962), esta fraccion

lipidica presenta un contenido de triglicéridos que va del 2-4%,

Cabe hacer notar en el caso de la came de res magra, que de los acidos
grasos que presentan 2 ¢ 3 insaturaciones (de un total de 31.1%), el 25.2% de ellos
se encuentra en fosfolipidos, mientras que los triglicéridos solo los contienen en un
8.1%; comportamiento similar se presenta con los acidos grasos con 4 o mas
insaturaciones ya gue de los 19.3% presentes, los fosfolipidos los contiene en un

19.2%, y los triglicéridos solo en 0.1% (Labuza 1971).

Tabla 2.
Contenido de acidos-qrasos presentes en los
triglicéridos de'la.carne de res
Acido graso g /100 g grasa

Miristico (14:0) 3.1
Palmitico {16:0) 29.1
Estearico {18:0) 18.9
Olelico {18:1) 44
Linoleico (18:2) 0.3
Linolénico (18:3) trazas
Araguidico (20:0) trazas

(Labuza 1971}

Por ofro lado, son los triglicéridos junto con los acidos grasos libres los lipidos
mas abundantes del tejido adiposo. En lo que se refiere a su composicion, se sabe

que la grasa animal posee en general un alto contenido de acidos grasos C16 y
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C18, cantidades intermedias de acidos insaturados (principalmente oleico y
linoleico) y pequenas cantidades de acidos grasos de cadena impar (Fennema 1993),

como lo muestra para el caso de la grasa de came de res la Tabla 2.

2. Conservacion de la Carne

Los métodos de preservacion de la came fresca, por diferentes que sean,
tienen en comun la manipulacion de las condiciones ambientes con el fin de reprimir
el desarrollo microbiano, pudiéndose agrupar en tres grandes categorias basadas
en el control de: temperatura, humedad y mas directamente con Ia aplicacién de
agentes letales como bactericidas, bacteriostaticos, fungicidas, etc. Denftro de las
practicas econdémicas que emplea la industria camica, se busca adicionalmente
evitar en lo posible perdidas de peso y modificaciones en apariencia, sabor o
textura.

La aplicacion de temperaturas que se encuentran por debajo o por encima del
intervalo 6ptimo de desamrollo microbiano tienen un efecto preventivo; sin embargo
si lo que se desea es preservar y conservar la calidad optima de la came fresca, es
necesario someter a las piezas a condiciones mas extremas, donde sea posible
inhibir la actividad microbiana o incluso eliminar a los microorganismos presentes.
Los métodos de conservacion que encontramos dentro de esta categoria de control
de la temperatura, son la refrigeracion y congelacion por el lado del uso de bajas

temperaturas y a los tratamientos térmicos por el lado de aplicacion de calor (Lawrie
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1991), estos Jltimos tienen el inconveniente de modificar las caracteristicas

fisicoquimicas y sensoriales de la came dando origen a productos diversos.

2.1 Refrigeracion

La refrigeracion es el método de conservacion mas ulilizado en la
preservacion de came fresca asi como de otros productos camicos debido a los
beneficios ofrecidos, que ademas de flexibilidad y menor costo comparado con la
congelacion, son los de provocar cambios minimos en apariencia, textura y/o sabor
de los productos {Zbignieco 1987), Sin embargo el almacenamiento en refrigeracién

se limita a periodos de tiempo cortos.

Este procedimiento de preservacion consiste en mantener a las piezas a bajas
temperaturas, comprendidas entre los 3 y 5 °C (38-41°F), que evitan el desarrolio de

baterias patogenas y limitan la actividad de las bacterias psicrotréficas.

Bajo condiciones comerciales, durante su exhibicién para ia venta, el periodo
de tiempo que la came mantiene un aspecto aceptable es de aproximadamente 2 é
3 dias (Hoichkiss 1996); una vez adquirida y preservada en refrigeradores caseros,

debera ser consumida dentro de los cuatro dias siguientes a su compra,

Son la carga microbiana original, las condiciones de temperatura y humedad,
asi como la presencia o ausencia de envolturas protectoras, los principales factores

que afectan la vida fil de la came asi preservada.
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2.2 Congelacion

La mision principal de la congelacidn en términos econdmicos estriba en
conservar la calidad de las materias pamas y productos alimenticios durante
pericdos prolongados de almacenamiente (Zbignieco 1987), La preservacion por
medio de la congelacion se consigue aplicando temperaturas inferiores a ta zona
térmica en la cual son posibles la profiferacion de microorganismos y la actividad de
la mayoria de las enzimas, a la vez que semeja la “deshidratacién” del producto,
mediante el paso paulatino del agua desde el estado liquido al estado de

agregacion sélido, promoviendo una disminucion en la actividad de agua {aw).

La congelacion presenta el beneficic adicional de que los cambios
perjudiciales sobre las propiedades cualitativas y organolépticas de la came fresca
son minimos, sin embargo y dependiendo del manejo y las condiciones, puede
promoverse la aparicion de defeclos, ya sea durante el congelado,
almacenamiento, distibucion y/o descongelado de las piezas, como:

a) problemas en la apariencia, por modificacion en €l color (rojo oscuro o café,

desigualdad y/o decoloracion),

b} quemaduras por frio, debidas a la sublimacion de cristales de hielo hacia la
atmésfera del contenedor, observandose como decoloraciones o manchas
de color ambar scbre la superficie de la came, causadas por pequenas
bolsas de aire disipan la luz incidente,

¢) deshidratacion por el paso paulatino del agua de la superficie de la came

hacia la atmosfera del contenedor, y/o
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d) goteo, consecuencia de la pérdida de agua no reabsorbida por proteinas y
que se pene de manifiesto durante el descongelado, perdiéndose con ella
ofros componentes hidrosolubles (proteinas, péptides, amino acidos. acido

lactico, vitaminas y minerales).

Defectos que parecen estar asociados a:

1) naturaleza y localizacién de los cristales de hielo que se forman en el
interior del musculos,

2) dafic mecanico de las estructuras celulares debido a los cambios de
volumen, causado por fluctuaciones de temperatura por encima del punto
de congelacidn, provocando que los cristales de hielo pequenos sublimen y
rescristalizan en otros de mayor tamano,

3) incremento en la fuerza ibnica debida a la concentracion de solutos
provocando la desnaturalizacion de las proteinas,

4) sublimacion del agua, y

5) oxidacion de lipidos y proteinas.

La gravedad atribuible a estos factores dependen de la velocidad de
congelacion, tiempo y condiciones de almacenamiento (temperatura y humedad),
asi como a la presencia o ausencia, y tipo de material de empaque (Bowers 1992,
Forrest 1987).

La temperatura de almacenamienio seleccionada, tiene un marcado efecto en
la estabilidad de los productos; en el caso de la came magra se sabe ésta
comienza a congelarse a partir de los -1°C, y que incluso a temperaluras irfericres
a los -20°C la congelacién no ha tenido lugar en su totalidad, debido a la depresién

en el punto de congelacién. La aplicacion de temperaturas normales de



10

Antecedentes

almacenamiento en congelacion, -18°C (0°F), permite que aproximadamente el
99.8% del agua de la came se encuentre congelada; a esta temperatura la
velocidad del proceso oxidativo es substancialmente menor que a temperaturas
cercanas a los -10°C, puestc que se ha observado que cuando ocure una
aceleracion en la velocidad de reaccidn inducida por la congelacion, como sucede
con la oxidacion de los lipidos, generalmente ésla es mas evidente pocos grados
por debajo del punto de congelacién inicial de la muestra (Fennema 1993, Fomest
1987).

El iempo que la came puede permanecer almacenada en congelacion,
manteniendo una calidad aceptable, depende en gran medida de la especie de la
gue provenga, sobretodo de la naturaleza y composicion de su grasa; puesto que la
grasa de aves y cerdo es mas insaturada que |a de bovinos y ovinos, es de esperar
que sea mas susceptible al proceso oxidativo, por lo que el tiempo de

almacenamiento recomendado para las primeras es menor, como se muestra enla
Tabla 3.

Tabla 3.

" Tiempo recomendado de almacenamiento para conservarla ﬂ
calidad éptima de la carne fresca a diversas temperaturas. ;

Meses
Producto -12°C -18°C -24°C -30°C
Vaca 4 6 12 12
Oveja 3 6 12 12
Ternera 3 4 8 10
Cerdo 2 4 6 8
Aves 2 4 8 10

(Fomrest 1987)
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La congelacion habitual de la came en forma de canales enteras, medianas o
cuartos obedece a necesidades econdmicas; sin embargo una forma tan extendida
de conservacion de la came como lo es la congelacion, es susceptible de
modificaciones que conlleven a practicas mas eficaces entre las que se encuentran,
la congelacion de productos como: came deshuesada, came en blogques o cortes,

porciones de came picada, entre otros.

La aplicacion de congelacion a este tipo de productos permite un mejor
aprovechamiento del espacio en depdsitos de almacenamiento y transporte, evita el
congelar, almacenar y sacar al mercado parte de los huesos (20-23% del peso de
la canal), ademas de que satisfacer mejor las demandas de 10s consumidores. El
empaquetado de estos productos, limita ademas la pérdida de peso asi coma

mermas en la calidad de la came (Hotchkiss 1996, Zbignieco 1987).

3. Deterioro Quimico de los Lipidos

3.1. Lipolisis

Es la hidrolisis de los enlaces éster de los lipidos, liberando a los acidos
grasos constituyentes de los triglicéridos y fosfolipidos, provocando un incremento
en el indice de acidez. La lipdlisis es catalizada por enzimas lipoliticas
denominadas lipasas, pudiendo también ser el resultado del calentamiento de los

lipidos en presencia de agua, como ocurre durante ¢l freido de los alimentos.



12

Antecedentes

A lo largo del almacenamiento en congelacion de la came de res, cerdo y
aves, el efecto de la lipdlisis no es significativo puesto que la actividad lipolitica se
ve inhibida por las bajas temperaturas involucradas asi como por la poca
disponibilidad de agua; sin embargo es importante considerar el efecto sobre los
triglicéridos y fosfolipidos durante el iempo previo a la congelacion de las piezas, ya
que la liberacién de los acidos grasos hace mas susceptible a los lipidos de sufrir

rancidez oxidativa (Fennema 1993, Smith 1987).

3.2. Oxidacion de lipidos

La oxidacion de los lipidos es la principal causa de deterioro de los alimentos
ricos en grasa cuando las condiciones de almacenamiento inhiben el desamollo de
microorganismos asi como las reacciones enzimaticas, dando lugar a una
reduccién en el valor nutricional de los alimentos, y a la generacion de sabores y
olores desagradables; debido a lo cual el proceso oxidativo es de gran relevancia

economica en la industria de los alimentos (Vercellotti 1992).

3.2.1 Autooxidacion

A la interaccion del oxigeno malecular con compuestos organicos se le conoce
como autooxidacidon (Chan 1987), reaccion que actia en forma autocatalitica
siguiendo un mecanismo tipico de radicales libres, y que se caracteriza por su alta
produccion de hidroperaxidos {ROOH), y ser catalizada por metales asi como por

exposicion alaluz.
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El proceso de autooxidacion de manera condensada se lleva acabo en tres
etapas: Iniciacion, Propagacion y Terminacién como lo ilustra la Figura 1., y que a

continuacion se describen.

a) Iniciacion. Se da la formacion de los primeros radicales libres (R+) a partir
de algun compenente de la matriz que pierde un atomo de hidrogeno ya sea por
accion de un catalizador metalico, descomposicion de un hidroperdxido o por
exposicion a la luz.  En una matriz rica en lipidos con alto contenido de Acidos
grasos insaturados, se produciran los radical libres correspondientes a los acidos

grasos presentes.

Fig. 1.
Esquema general de la Autooxidacion: Mecanismo simplificado por
radicales libres

Iniciador ——  Rs y ROO- INICIACION
radicales libres

Re + Or——s ROO-

PROPAGACION
ROO+ + RH—+ R+ + ROOH

Compuestos carbonilicos

Re + R»

R+* + ROO- —— Productos no radicales TERMINACION

{Hidrocarburos)
ROO+ + ROO-
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b) Propagacion. En esta etapa, la formacion de radicales libres continua, y
una vez alcanzado un nimero suficiente de los mismos, la reaccion se propaga por
medio de reacciones en cadena que consumen oxigeno produciendo radicales
perdxido (ROO*); estos compuestos inestables son capaces de captar atomos de
hidrogeno de otros componentes de la matriz formandose los hidroperéxidos

{ROOH) y nuevos radicales libres (Re) repitiéndose la secuencia.

En el caso de los lipidos, los atomos de hidrogeno de las posiciones a a
dobles enlaces en los acidos grasos son los mas susceptibles a ser sustraidos por
los radicales perdxido, dando lugar a la formacion de los perdxidos de los acidos
grasos. La descomposicion de los hidroperéxidos por medio de numerosas y
complejas reacciones, da onigen a diversos compuesios denominados productos de
oxidacion secundarios tales como alcoholes, aldehidos, cetonas, etc.; algunos de

ellos de bajo peso molecular, son los responsables del olor y sabor rancio.

c) Terminaciéon. En esta Ultima etapa de la autooxidacion, los diversos
radicales libres formados pueden interaccionar entre si dando origen a una gran
variedad de compuestos no radicales. La autooxidacion de los lipidos en esta
etapa dara origen a un gran nimero de hidrocarburos capaces de polimerizarse,

modificando la textura de {a matriz alimenticia (Fennema 1993).

3.2.2 Papel del Oxigeno en el proceso oxidativo

Se cree que es la reaccion con oxigeno molecular la principal reaccién

implicada en el deterioro oxidativo de los lipidos (Fennema 1993). El atomo de
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oxigeno presenta en sus orbitales mas extemos dos electrones desapareados, los
cuales pueden alinearse en forma paralela o antiparalela dando lugar a dos estados

denominados triplete y singulente.

En el estado friplete (302), el mas estable, los dos electrones desapareados
estan colocados en distintos orbitales, teniendo el mismo spin; en este estado es
poco probable que tenga lugar un ataque directo del oxigeno a los doble enlaces de
los acidos grasos puesio que sus electrones también se encuentran en estado
triplete, sin embargo en este estado, el oxigeno si puede interaccionar facilimente

con los radicales libres (RO+) dando origen a los radicales peroxido (ROOs).

En el estado singulete ('0y), fos electrones tienen espines opuestos, por lo gque
la repulsion electrostatica es grande, encontrandose en estado excitado; al ser una
molécula muy electrofilica puede reaccionar con zonas de densidad electronica alta
como los dobles enlaces carbono-carbono.  La atlicion del oxigeno singulete se da
por medio de la reaccion eno, la cual da lugar a la formacion de hidroperdxidos, que
una vez formados siguen el mecanismo por radicales libres tipico de ia

autooxidacion.

3.2.3 Autoxidacion del acido linoleico

Usando al acido linoleico como ejemplo, e! inicio de la oxidacién puede seguir
dos mecanismos basicos que son sustraccion (autcoxidacion) y la ene adicion,

como ilustra la Figura 2.
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La sustraccion ocume cuando un electrdn ¢ un dtomo de hidrogeno es

removido del acido graso al reaccionar con una especie electrofilica como «OH o =X

o por interaccion con la luz.  El melileno o bien los hidrégenos alilicos del

pentadieno son los mas susceptible a la sustraccion.

Fig. 2.
Reacciones de iniciacion en la oxidacién del acido linoleico.

Acido Linoleico
131210 9

R2 "

Rl

Sustraccién x' /\
‘02

" A

‘Ene’ adicion

/—\m
//—\/_\

= -{CHz2)7-COOH
R2= CH3{CH2]a-

-
=V VN

R2 R1 R2 R1
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La sustraccion inicial provoca la formacion del radical libre del acido graso, el
cual puede estabilizarse por resonancia a lo largo del pentadieno original, siendo
susceptible a la adicion de oxigeno en estado triplete (*02) cuando el pentadieno
tiene sus electrones desapareados mas deslocalizados o bien localizados en los
sittos terminales (C9 y C13) dando por resultado en primera instancia la formacion
de los radicales hidroperoxido 9- y 13- del acido linoleico, para finalmente formarse
los hidroperéxidos 9- y 13-O0H.

La ene adicién que puede iniciar la oxidacion de los lipidos, es causada por el
oxigeno singulete {'0,.), que al tener sus electrones desapareados es capaz de
adicionarse directamente a la doble ligadura del pentadieno, al encontrarse agui la
mayor densidad electrdnica, produciendo una mezcla de hidroperdxidos 9-, 10-, 12-

y 13- en la reaccion con el acido linoleico.

3.2.4 Descompaosicion de los peréxidos

La descomposicidn de los hidroperdxidos da fugar a una amplia variedad de
compuestos, que de manera general se denominan secundarios, 105 cuales a su
vez pueden expenmentar subsecuentes oxidaciones, dando origen a productos
complejos. La descomposicion de los perdxidos se pone de manifiesto una vez
que ha transcurrido la etapa de induccion y propagacion, debido a que la velocidad
de descomposicion comienza a ser mayor a la de formacion, provocando que su

concentracion en la muestra disminuya.
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Se ha propuesto que las primeras etapas de descomposicion de los perdxidos

estan conformadas por:

1.- Ruptura del enlace oxigeno-oxigeno del grupo hidroperoxido, dando lugar a

un radical alcoxilo y un radical hidroxilo:

Rl-ICH’Rz—- Rl-?H-RZ + 'OH
o) o'

|
OH radical alcoxilo  radical hidroxilo

2.- Ruptura del enlace carbono-carbono a uno u otro lado del grupo alcoxilo.
La ruptura por el lado acido (carboxilico o éster) da lugar a la formacion de
un aldehido y un acido o éster; si se presenta por el lado hidrocarbonado o

metlilico, se produce un hidrocarburo y un axoacido {cetoacido} u oxoéster:

[ CHa-[{CHz Jn-CH-ﬁH
aldehide ©

- CH3-[CH2 Jn-CH=CH-COOH

CHa-{CH2 Jn-CH=CH-CH-CH2-{CHz Jn-COOH — acido corboxiico

O — %H-CHQ-(CHZJn-COOH
radical alcoxilo o cetodacido

L CH3-{CH2n-CH=CHz
hidrocarburo

Los radicales alcoxilo, formados previamente pueden inleraccionar también
con ofros componentes de la matiz dando origen a una gran diversidad de

preductos al experimentar diversas reacciones entre las que destacan;
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a) Fision del radical alcoxilo, liberando un nuevo radical y un aldehido:

RI—(IZH—RQ —= 'Rl +'O=CH-R2
o

radical alcoxilo

b) Sustraccion de un hidrogeno de otro componente de la matriz, generando

un nuevo radical y un alcohol:

R1-CH-R? + RaH —= R!-(IZH-RZ + 'R3
|
o OH

radical alcoxilo

¢} Interaccién con ofros radicales dando origen a compuestos terminales:
Rl—(liH-Rz +'Rs — RiI-C-Rz2 + R3H
o) 0
radical alcoxilo
R1-CH-R2 + R3Q) — Rl—(I‘T-Rz + R30H
!
o

radical alcoxilo

3.2.5 Formacion de Malonaldehido

Se ha propuesto un mecanismo de formacion de malonaldehido (MDA) que
involucra a los acidos grasos que presentan fres o mas dobles ligaduras; los
radicales libres que presentan en su estructura un doble enlace p-y respecto al

carbono que sostienen al grupo peroxido pueden ciclarse parar formar un anillo de
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cinco miembros, el cual al descomponerse por ruptura genera malonaldehido

(Fennema 1993).

La relevancia del MDA es debida a que es uno de los productos secundarios
mas abundantes, y a su interaccién con el acido tiobarbitirico que constituye el
fundamento de la determinacion del indice de TBA, utlizada para evaluar el

deterioro oxidativo de las grasas.

La Figwra 3., muestra las reacciones secundarias del acido linolénico (18:3),
en ella se explica la formacion de MDA, asi como la generacion de otros

compuestos por diversas vias.

Los estudios realizados en oxidacion de lipidos han demostrado que este es
un proceso sumamente complejo, en el cual ocuren numerosas reacciones que
dan lugar a una gran variedad de compuestos como o muestra la Figura 4., y

aunque ciertas etapas de este proceso estan bien caracterizadas, aun no se cono-
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cen en su totalidad los mecanismos implicados, ademas de que la mayor parte de

la informacion generada con respecto al deterioro oxidativo de lo lipidos deriva de

' Fig. 3.
Reacciones secundarias en la oxidacién del acido linolénico.

Acido inclénico

1615 1312 10 9

Rt
ke 1+ 1"

l Sustroccionen Cl11oCia
Adicién de Oz
od

/“_“\/_\\/:\ + rodicales9- 12- y 16- perdxido
Rz R1
XM
\g R1 = -{CH2)7-COOH
xl
o0 R2 = CH3CHz2-
aaa -
. — /:v_\/:\
Rz R1 R2 R1
02X I Metal de trasicion
Endoperdxido
(o)
\ _ Dimerizacion
’ /_\/_\/_\

l 1 Ruptura

R2
(&\/Rl

Rupturo

z o]
s
> 0
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modelos puros y resulta complicado entender y establecer las interacciones con

otros componentes cuando se presenta en matrices complejas como [a came.

Fig. 4.
Esquema general de la autooxidacion de los lipidos.

Dimeros : polimeros; perdxidos

/ cicicos; hidroperdxidos
RH |

Ruptura

Aldehidcs, cetonas

Iniciacion Propagacion

hidrocarburos, furanos,

ROOH
Compuestos acicicos
ycichos ‘\-* OH-
ROOR. RORdimeros = RO’ compueso cet o, hidrox y epoxi
Ruptura
Aldehidos Radicales alquil
Semiladehidos
| U oxoésteres
Q2 Condensacion Hidrocarbures Oz
Hidrocarburos, Alquiltrioxancs ROOH terrrinal
aldehidos mas v diexclancs I
cortos, acidos y
epdxidos Hidrocarburcs,
aldehidos v
aleoholes

(Fennema 1993}
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3.2.6 Interaccién del medio en la velocidad de oxidacion

Existen diversos factores que influyen en la velocidad de oxidacion de los
lipidos en los alimentos, entre los que destacan:

- Temperatura

« Humedad (relacionada con el aw)

» Superficie expuesta

. Composicion de los acidos grasos (grado de insaturacién)

. Composicion de la matriz alimenticia

Existe una marcada relacion enfre la actividad acuosa (aw) del alimento y la
velocidad de oxidacién de los lipidos', y debido a que la temperatura de
almacenamiento se relaciona con el aw, se presentan como resultado de su
manipulacion modificaciones en la estabilidad de los alimentos. Durante el
almacenamiento en congeladén, el procesc oxidativo se ve favorecido, debido a
que la disminucién en la actividad acuosa, pasando de 0.99 en came fresca a 0.6
en came congefada (Riétte 1996), incrementa la posibilidad de interaccion entre los
componentes de la matriz, asi como la solubilidad del oxigeno, ademas de que por
las modificaciones causadas por la congelacion, pueden encontrarse expuesios

mas sitios cataliticos.

' Avalores de aw muy bajos, el agua presente se encuentra fuertemente ligada a la matriz, e
interfiere con la oxidacion al ligar hidroperoxidos evitando su descomposicion. Se ha
observado que la velocidad de oxidacion es minima a valores de 0.2-0.3, ya que al formarse
las sales hidratadas de los metales presentes se hacen menos solubles en la grasa; ademas
de evitar la descomposicion de hidroperdxidos al establecerse puentes de hidrdgeno, y
promover la descomposicion de los radicales libres, via oscurecimiento no enzimatico, a
compuestos antioxidantes.

A valores de aw de 0.80, el agua presenta un efecto prooxidante al incrementar la movilidad
de los solutos, favoreciendo su interaccion (Fennema 1993, Frankel 1993).
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La composicion de los acidos grasos presentes iens un marcado efecto
en la velocidad de oxidacién, ya que los acidos grasos que presentan un mayor
namero de insaturaciones son mas susceptibles al deterioro oxidativo, asi como las

dobles ligaduras conjugadas sobre las no conjugadas.

Dependiendo de la especie de la cual provenga la came, se presenta un
distinto grado de insaturacion en los acidos grasos, el cual da un indicio de la

susceptibilidad de cada especie ante la oxidacidn.

Tabla 4. _
"Grado. racion.ae 105 ACId0S Gras0s Col :
.. del tejidomascular de diversas especie :
9/100g grasa
Especie Saturados | Monoinsaturados | Poliinsaturados
Vacuno 40-71 41-53 0-6
Cerdo 3949 43-70 3-18
Carnero 46-64 36-47 3-5
Aves 28-33 39-51 14-23
Bacalao (magro) 30 22 48
Caballa (graso) 30 44 26

{Fennema 1993)

La autooxidacion de los acidos grasos saturados es extremadamente lenta, de
tal forma que practicamente estos no han sufrido cambios cuando se detecta el

enranciamiento por oxidacion de los acidos grasos insaturados (Fennema 1993).

Debido a que los alimentos son matrices complejas, pueden contener
numerosos compuestos no lipidicos que ejercen algun efecto en la velocidad de
oxidacién; en ef caso de la came algunos componentes pueden actuar como

prooxidantes o antioxidantes como a continuacion se describe.
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Los fosfolipidos presentes pueden actuar como antioxidantes al tener un
efecto quelante sobre los metales, efecto que se ve favorecido por la facilidad que
tienen éstos de interaccionar con los hidroperdxidos formando polimeros inertes; sin
embargo es de esperarse que los acidos grasos poliinsaturados presentes en su

estructura se oxiden con facilidad promoviendo con ello |la rancidez (Franke! 1993).

En presencia de metales de transicion como fierro, cobre y manganeso,
entre ofros, se ha observado una disminucion en el periodo de induccion (Decker &
Hultin 1892), algunos mecanismos que explican esta catdlisis se han propuesto

{Fennema 1993), y se presentan a continuacion:

1.- Aceleracion de la descomposicion de los hidroperoxidos, generando

nuevos radicales libres.

M+ ROOH — M™V+ OH + RO + H'+ ROC

2.- Reaccién directa con el sustrato no oxidado, produciendo el radical libre

correspondiente.

+ .
M T+ RH— M™1 s {4 R

3.- Activacion del oxigeno molecudar para dar oxigeno singulete y radicales

peroxido.

1

02
fnen)* ~
ﬁ HO2

nt+
M+ 02 — M + O2
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Dentro de los metales que pueden actuar como prooxidantes en la came
destaca el papel del fierro, metal que se encuentra ampliamente distribuido en el
tejido muscular, y cuya concentracidn varia entre tipos de musculo y especies
(Tabla 6).

En el misculo, el hierro puede encontrarse libre como constituyente de una
molécula de bajo peso molecular (NAD(P)H, AMP, ADP y ATP, amino acidos o
acidos carboxilicos), o bien unido a proteinas como mioglobina (Mb) y hemoglobina
(Hb) {Decker & Hultin 1990). Mas del 90% del hierro soluble presente en el misculo
se encuentra ligado a proteinas, y por lo general la res, cordero y cerdo presentan
un mayor contenido de Mh que de Hb, presentandose el caso contraric en el polio
(Decker & Hultin 1992}, ambas contribuyen con el 95.0, 86.1 y 67.6% del hierro soluble
de res, cerdo y pollo respectivamente (Hazell 1982).

Tabla 5.
Especie Fierro soluble Fierro libre “catalitico”
Vaca 20.0 0.7
Cerdo 3.6 0.2
Pollo 3.4 0.2
Pavo - 0.9

(Hazelf 1982)

El hierro del grupo hemo, facilita la oxidacion de los lipidos mediante la
reaccion hemoglobina-oxigeno que produce oxigeno singulete, o bien por
exposicion del hiero a consecuencia del desplegamiento que pueden sufrr las

proteinas durante el almacenamientc en congelacion (Decker & Hultin 1990).  Sin
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embargo parece ser que &s el hierro libre el principal responsable de la catalisis en
la oxidacion lipidica (Hazell 1982) siguiendo cualquiera de los mecanismos
propuestos antes presentados. La catdlisis por hierro requiere de la presencia del
ion ferroso (Fe?"), por lo que ademas de la concentracidn de hierro depende de la
presencia de sistemas o agentes reductores que promuevan la presenda del hierro

en su forma reducida (Decker & Hultin 1990),

Los residuos de amino acidos en presencia de radicales peroxido o
compuestos de oxidacién secundaria de los lipidos, pueden ser oxidados, siendo
metionina, cisteina, histidina y lisina, los amino acidos mas susceptibles (Fennema
1993, Frankel 1993).

En!os alimentos ricos en proteina, sometidos a almacenamiento en presencia
de lipidos en proceso de oxidacion, pueden presentarse enlaces cruzados
covalentes inter o intramoleculares, la polimerizacion producto de estas

interacciones, provoca cambios en la textura de la came.

Se piensa que son dos los mecanismos involucrados (Fennema 1993); el
primerc de ellos, es inducide por la presencia de radicales alcoxilo (RO-) y/o
peroxido (ROO+); que al interaccionar con las proteinas forman radicales libres

proteicos (P-), que se polimerizan facilmente:

Py + ROO —— P + ROOH
proteina radical ibre

nativa proteico

1

PP —=pPpP2C pp Pop_p_p
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El segundo mecanismo, involucra la formacién de un radical libre lipido-
proteina, producto de la unién de radicales libres lipidicos (LOO-«) y proteinas

nativas (Pn):
LOO + PH —"LOOP —2='00LOOP —Ha POOLOOP

También, el MDA puede reaccionar con los grupos amino de los residuos de
lisina, formandec enlaces intermoleculares que pueden modificar algunas
propiedades funcionales de las proteinas como solubilidad o capacidad de retencion

de agua.
2 P-NHz2 + m —— P-NH-CH=CH-CH=N-P +2Hz20
o 0O

En presencia de compuestos carbonilicos {(aldehidos y cetonas derivados de
la oxidacién de los lipidos) se produce pardeamiento no enzimatico o reaccion de
Maillard, procesc que se ve favorecido durante la coccion fiberando compuestos
volatles de aroma desagradable, disminuyendo la disgestibilidad de la fraccion
proteica por la formacién de melanoidinas de color pardo o negro (Fennema 1993,

Sanier 1992).

Pérdidas adicionales en el valor nuticional de los alimentos pueden
presentarse como consecuencia del proceso oxidativo de los lipidos, en el caso del
tejido muscular, considerado como una excelente fuente de vitaminas del complejo
B (iamina, riboflavina, niacina, Bs, y B1;) en presencia de hidroperéxidos, peréxidos

y epoxidos se promueve la oxidacion de la vitamina B., y tocoferoles (provenientes
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de la dieta); algunos compuestos carbonilicos derivados de ta descomposicion de

los peroxidos generan pérdidas en la vitamina B

Por ofro lado se sabe que existe cierta relacion entre la oxidacién de los
pigmentos de la came y la oxidacion de los lipidos que no ha sido explicada del
todo, sin embargo parece ser que una vez que la oxidacidn se ha iniciado en
cualgquiera de los dos componentes se estimula la oxidacion del ofro {(Akamittatch
1990). Por lo general se presenta una discriminacion de la came que ha perdido su
color rojo caracteristico, dado por la mioglobina oxigenada (Fe*) al oxidarse y

generar metamiglobina (Fe™) (Brewer & Wu 1993).

4. Técnicas de Evaluacion para el Analisis de Rancidez Oxidativa

Con ¢l fin de evaluar el deterioro de los lipidos se han desamollado diversos
metodos tanto fisicos como quimicos, siendo necesario considerar las diferentes
etapas en las que puede encontrarse el proceso oxidativo y a gran diversidad de
compuestos generados, asi como las caracteristicas de la matriz alimenticia aunado
al manejo y tipo de almacenamiento al que ha sido somelida, por lo que es
recomendable, y en ocasiones necesario, realizar mas de una determinacién
analiica para obtener la vision mas amplia posible del estado que guardan los

lipidos en la muestra (Ajuyah 1993).

Existen una gran diversidad de métodos empleado en la caracterizacion de los

productos de oxidacion, ya sean primarios o secundarios; en la came y productos
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camicos, el método mas coman para monitorear la oxidacion primaria es por medio
de los cambios en el valor de peréxido, mientras que para los productos
secundarios de la oxidacién se recomienda el indice de TBA.  La aplicacion de
ofros ensayos como la determinacion-de acidos grasos que monitorea los cambios
en los acidos grasos polinsaturados, la determinacién de carbonilos totales por
medio de la 2 4-dinitrofenilhidrazina, el indice de anisidina que monitorea Ja
generacion de aldehidos, o el indice de Kreis entre otras, presenta el inconveniente
de que algunas de estas pruebas no son especificas y/o presentan problemas en su
interpretacion al no existir valores de referencia, asi como no presentar alta

repetibilidad y/o reproducibilidad.

A continuacién se describen los fundamentos de las determinaciones que para

el caso del presente estudio se han seleccionado.

4.1 indice de Peroxido

El indice de perdxido es una medida de la cantidad de perdxidos presentes en
la muestra, el valor encontrado por medio de esta determinacion constituye un
indicativo del grado de deterioro en etapas tempranas del proceso oxidativo, ya que

los perdxidos son los productos primarios mas abundantes.

Durante esta determinacidn es imporiante tomar en cuenta que durante el
almacenamiento la formacion de peréxidos es lenta en un principio, durante el
penodo de induccidn, el cual puede varar desde unas semanas a varios meses

dependiendo de la composicion de la grasa evaluada y de las condiciones de
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almacenamiento, hasia alcanzar un valor maximo, para posteriormente disminuir

resultado de su descomposicion.

El valor de peroxido puede ser determinando por medio de meétodos
volumétricos o bien por medio de técnicas colorimeétricas. Usualmente se utiliza el
procedimiento recomendado por la AOAC, método volumético basado en la
reaccion del yoduro de potasio, en solucién acida, con el oxigeno combinado en

forma de perdxido, seguida de la titulacién del yodo liberado con tiosulfato de sodio:

OOH OH
/WR? + 2K —= MRQ + 12 + K20
R1

R1

2 + 2 Na25203 —  Na@aS40¢4 + 2 Nal

Esta determinacion es base de la norma para aceites puros y mantecas que
indica como limite de aceptabilidad un valor de 10.0 meg/kg grasa, sin embargo ha
sido criicada argumentando que los valores oblenidos pueden ser bajos por
presentarse liberacion de yodo del yoduro de potasio al contacto con el oxigeno
presente en la solucion titulante, ademas de ser muy susceptible a variaciones en el

tiempo y temperatura de reaccion (Gray 1978).

Dentro de los métodos colorimétricos con sales ferrosas, se encuentra el
métode de Stine (Stine 1854), el cual mide la intensidad del color producto de la

formacion de un complejo de tiocianato férrico, segun la siguiente reaccion:

L. 2+ 3#* SCN S[30)
perdxido + Fe Fe Fe {SCN)n
0jo n=1aé
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Este método es de los mas utlizados dentro de los método fotométricos,
teniendo como Unico inconveniente el hecho de gque su estequiometria no ha sido

explicada plenamente (Beerthel & Grosh 1974).

Al comparar ambas metodologia, se observa que la técnica recomendada por
fa AOAC transfiere dos electrones por cada peréxido, mientras que la técnica
colorimétrica transfiere aproximadamente cuatro electrones (Beerthel & Grosh 1974).
Estudios realizados en diversos productos camicos (Pikul & Kimmrmrou 1989)
relacionan esta discrepancia en el nimeroe de electrones transferidos, estableciendo

para estos productos un limite critico de aceptabiidad de 5.0 megkg grasa
extraida.

4.2 indice de TBA

El indice del acido tiobarbitirico (TBA) es una de las determinaciones mas
utilizadas, ya que nos permite evaluar el grado de deterioro de los lipidos en etapas

intermedias y avanzadas de la oxidacién.

Los productos secundarios de oxidacién del tipo MDA generan compuestos

coloridos al reaccionar con &l acido tiobarbitirico, desarrollo de color se cree esta

OH HO
HS~ OH ., ° /NWISH
| | + 2 | - | + 2H2O
o o ~ TN %
H
MOA OH o OH
TBA
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dado por la condensacion de dos moléculas de TBA con una de MDA, que es uno

de los productos secundarios mas abundante del proceso oxidativo.

La prueba del TBA parece medir el deterioro tanto en lipidos extraidos de la
matriz alimenticia, como en aquellos que se encuentran inmersos, se ha aplicado
con frecuencia directamente en afimentos grasos particularmente en productos
camicos (Raharjo 1992, Salih 1987), en un destilado (Rhee 1978) o bien en un extracto
del alimento (Witte 1970). A pesar de que la destilacion es el método mas utilizado,
es preferible la utilizacion de métodos que no requieren aplicacion de calor, ya que
durante la destilacion se promueve la descomposicion térmica de los precursores

de MDA, generando interpretaciones emroneas {Rhee 1978, Witte. 1970).

4.3 indice de Kreis

El indice de Kreis involucra la produccién de un color rojo cuando el
floroglucino!l reacciona con ia grasa oxidada en solucién acida, cuya intensidad
aumenta con el deterioro {Egan 1988). Las sustancias responsables de la reaccion
son epoxialdehidos o sus acetales (Gray 1978), de acuerdo con Patton (Patton 1951)
el color formado parece estar relacionado con la formacion creciente de epihidrin
aldehido (2,3-epoxipropanal), segun este autor el MDA también puede reaccionar
dando prueba positiva, lo cual la hace una prueba inespecifica, pero que relaciona

bien el grado de oxidacion de los lipidos.

La formacion de los epoxidos, aparentemente involucrados, se da por

resonancia de los radicales epdxido que presentan dobles ligaduras adyacentes, o
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bien por interaccion de un radical peroxido con las dobles ligaduras presente en

alguno de los componente de la matriz:

R1-CH=CH-CH-R2 —— R1-CH-CH-CH-R2
L, N

O o
R1-CH=CH-R2 + ROO ———» RI-CH-CH-R2 — Ri-CH-CH-R2 + RO’
N
é|> 5
OR

Normalmente esta prueba se realiza de manera cualitativa, en donde &l
desarrollo de color rojo indica enranciamiento de los lipidos de la muestra,
determinandose el rechazo de la misma. Al efectuarse de manera cuantitativa es
posible oblener mas informacién sobre el estado que guardan los lipidos en la
muestra, algunos autores como Poot y Prater (Pool & Prater 1947), han encontrando
gue las transmitancias obtenidas en el ensayo pueden relacionarse con el grado,

incipiente o intenso, de oxidacién de los lipides en la muestra.
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Trabajos realizados sobre diversos productos camicos han llegado a la
conclusion de que el disolvente empleado es un factor de gran importancia en la
cuantificacion de lipidos, asi como en la determinacion de los indices de oxidacion,
requiriendose para cada alimento un tratamiento especial de acuerdo a sus
caracteristicas (Balarezo 1998, Donoso 1996, Hubbard 1977). En el caso de la came
de res, se recomienda el uso del método Bligh & Dyer para la extraccion y
cuantificacién de los lipidos, empleando como disolvente la mezda
diclorometano:metanol (1:1), asi como la utilizacion de dicha mezcla de disolventes
en la determinacién de indices de oxidacién en procedimientos que requieran

lipidos aislados de la matriz (Donoso 1996).

1. Seleccion y Preparacion de la Muestra

Fue necesario seleccionar una muestra de came que se comercialice y
almacene bajo condicicnes de congelacién y cuye contenido de grasa sea alto;

poniéndose en consideracion los cortes Sirtdn y New York.

Las piezas de came, cuyo peso oscilé alrededor de 300g, una vez hecha la
seleccion, se empaquetaron individualmente de manera comerdal, ufifizando
charolas de poliestireno y cobertura de PVC (PVC?, transferencia de oxigeno: 5000
ce/m® x 24h); las muestras asi preparadas se almacenaron a -18 + 2°C (0°F),

durante un tiempo aproximado de 10 meses.
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2, Seguimiento del Deterioro Oxidativo

Se realiz6 a través de la determinacion y monitoreo de productos de oxidacién

primarios y secundarios, mediante :

a) indice de Perdxidos, por el método colorimétrico (Egan 1988, Stine 1954).
b) indice de TBA (Brewer 1992, Witte 1970).
¢ ) indice de Kreis (Hart 1991, Pool & Prater 1974).

Determinaciones cuya utilizacion en diversos productos camicos, asi coma las
modificaciones hechas a los procedimientos han sido validadas en los trabajos de
Donoso 1996 y Balarezo 1988, en los que también se pone de manifiesto que, la
determinacion de estos productos de oxidacién penmiten su en conjunto obtener una

vision clara del proceso oxidativo de los lipidos inmersos en la came.

Los procedimientos empleados en el presente trabajo se encuentran descritos
en el Apéndice A.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Seleccion y Preparacién de la Muestra

3¥

Los cortes Sifdn y New York, considerados para la realizacién de esta primera

etapa del estudio, provienen de los musculos de las patas traseras de la res

(cuadriceps), y se caracterizan por ser jugosos, tiemos, grasos, y no presentar tejido

conjuntivo intermuscular,

Con el fin del facilitar el manejo de la muestra asi como la extraccion del

matenial lipidico se busco contar con piezas cuyo contenido de grasa fuera alto;

gracias a la irformacion contenida en la Tabla 6, podemos observar que

dependiendo del lugar de adquisicion, la cantidad de lipidos totales determinada ex-

Determinacion Sirlén ° New York ° Sirlon New York °
1 6.51 7.15 543 10.47
2 6.22 7.79 5.84 10.21
3 6.97 7.09 6.7 9.71
4 6.14 7.56 598 10.20
prom. 6.46+037| 7.39+0.33| 598+053| 10.14+0.31

a. Método Bligh & Dyer , disclvente diclorometano metanol (1:1).

b. Contenido de humedad promedio 73.5 % 0.36 g agua’ 100 g came.
c. Lugar de adquisicion Tienda UNAM (Av. Dalias, Cd. Universitaria).
d. Lugar de adquisicion autoservicio Sumesa (Av. Revolucion # 1816, Sn. Angel).
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perimentalmente varia notoriamente, lo cual obedece enfre otras cosas a la
cantidad y tipo de alimento ingerido por el anima! durante su crianza asi como por la

preparacion que cada expendio comercial destina a los cortes.

La inclusién de estos datos nos permite justficar tanto el corte seleccionado
como el lugar de adquisicion de ia muestra; teniendo como parametros de decision
el mayor contenido de grasa presentado por el corte New York procedente del
autoservicio Sumesa {Av. Revolucion #1816), asi como l|a disponibilidad del corte
efectuansose en dicho lugar, y en un solo iempo la adquisicion y preparacion de la
totalidad de muestra requerida para llevar acabo el seguimiento del detencro

oxidativo de los lipidos.

2. Seguimiento del Deterioro Oxidativo

Enla Tabla 7, se presentan los datos obtenidos a través del monitoreo de los
productos de oxidacion de los lipidos presentes en la came de res (corte New York),
muestra que como se menciond con anterioridad se mantuvo almacenada bajo
condiciones de congelacion a una temperatura de -18 + 2°C (0°F) empaquetada de
manera comercial {charola de poliestirenc y cobertura de PVC), por espacio de 300

dias.

A través del indice de peroxidos, se obtiene un indicio del estado de la
muestra en las etapas tempranas del proceso oxidativo;, ya que estos son los
productos primarios de la oxidacion, puede observarse (Grafico 1) que durante el
periodo comprendido entre los 0 y 45 dias, estos compuestos comenzaron a

formarse lentamente {periodo de induccidn), y una vez alcanzada cierta concentra-
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cién, se dispara la reaccion en cadena, momento que se puso de manifiesto con el
rapido incremento que se observa entre los 45 y 105 dias de almacenamiento

aumentando el valor de perdxidos de 5.84 a 17.9% meg/kg grasa.

Con forme transcurre la formacién de los perdxidos, pueden verse favorecidas
interacciones entre estos compuestos altamente reactivos y ofros componentes de
la matriz como sucede con las proteinas, la polimerizacion producto de estas
interacciones modifica la textura y propiedades fisicoquimicas de la came. La
unién de los peroxidos a ofros compuestos impide su determinacién, resultando en
un lento incremento en el valor de peroxidos {periodo comprendido entre los 105 y
175 dias); sin embargo una vez que los sitios de interaccidn (al menos los mas
accesibles) han sido ocupados, podra presentarse una mayor acumulacion de estos
productos de oxidacion como se observa transcumidos 180 dias de monitorec, al
alcanzar un valor de 38.14 meq/kg grasa, siendo que 15 dias antes este valor fue
de 27.36 meqg/kg grasa.

El incrementd en el valor de perdxidos de la muestra continué hasta alcanzar
un valor maximo de 49.89 meg/kg grasa, obtenido 225 dias después de haberse
iniciado el estudio, a partir de este momento, consecuencia del cambio en la
velocidad de descomposicion de los peroxidos que comienza a ser superior a la

formacion, se observa un paulatino decremento en el indice de peroxidos.

Por ofro lado, la AOAC acepta como limite de aceptabilidad para aceites puros
y mantecas comestibles un valor de perdxidos de 10.0 meq/kg grasa, de acuerdo
con lo cual la muestra se encuentra fuera de especificacion entre los 60 y 105 de
almacenamiento al pasar de 9.68 a 17.99 meg/kg de grasa. Otros autores han

encontrado que la mayoria de las muestras de came presentan como limite critico
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de aceptabilidad un valor de perdxidos de 5.0 megkg grasa extraida (Pikul &
Kimmemrou 1989), al observar el grafico corespondiente, se observa que dicho limite
fue rebasado por las muestras de New York al cumplirse 45 dias de
almacenamiento, alcanzado un numero de peroxido de 5848 megkg grasa,
considerandose a partir de este momento fuera de especificacion. El emplec de
distintos procedimientos en la determinacién del valor de perdxido es la principal
causa de discrepancia en los limites de aceptabilidad, ya que mientras el método
oficial transfiere 2 electrones por cada peroxido, la técnica colorimétrica, empleada
en el presente trabajo, transfiere aproximadamente 4 electrones, sin embargo este
ultimo procedimiento tiene ventaja de ser mas rapido y presentar una mayor
reproducibilidad y repetibifidad al no ser tan susceptible al iempo y temperatura de

reaccién como lo es el método volumétrico.

Pikd & Kimmemrou, mencionan también, que at superarse los 5.0 megkg
grasa aunada a la presencia de productos de oxidacion secundarios, pueden
originarse, durante la coccion de la came, olores y/o sabores tipicamente rancios
perceptibles a los consumidores, pudiéndose también formar melanoidinas que
disminuyen el valor nutritivo y digestibilidad de las proteinas, con lo que la calidad
del producto habra disminuido notoriamente.  En el caso de la came de res, por
medio de la determinacién del indice de TBA, los productos de oxidacion
secundarios del tipo MDA, se hicieron presentes transcurmidos 45 dias de
almacenamiento (2.033mg MDA/kg muestra), coincidiendo con la superacion del
limite critico de aceptabilidad de perdxidos establecido por Pikul & Kimmemrou, por
lo que puede pensarse que estas muestras seran rechazadas al momento de ser
preparadas para su consumo si llegasen a ser adquiridas por los consumidores con

tal estado de deterioro en su fraccion lipidica.
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En el grafico comespendiente a! indice de TBA (Gréfico 2), se observa que una
vez que estos compuestos comenzaron a formarse (habiendo transcurido mes y
medio}, se presentd un continuo incremento en la cantidad de MDA presente, sin
embargo la magnitud del cambio en el nimero de TBA fue mayor a partir del sexto
mes y hasta el noveno, a pesar de que al inicio de este periodo no se habia
establecido la etapa de franca descomposicion de los perdxidos, lo cual ocurrid

transcumdos 240 dias de almacenamiento,

Conforme {a velocidad de descomposicion de los peroxidos superd la de
formacion, se presentd un mayor incremento en namero de TBA, como el
observado entre los 225 y 240 dias pasando de 7.713 a 10.102 mg MDA/Kg
muestra. De acuerdo con la literatura, es la descomposicién de radicales peroxido
con un doble enlace B-y con respecto al carbono que sustenta al grupo perdxido la
responsable mayoritaria de la formacion del MDA y def aumento en el nimero de
TBA, sin embargo es posible que a través de diversas vias, se de la formacién de
otros compuestos que pueden interaccionar con el acido ticbarbitirico de manera
similar al MDA como ocurre con ciertos dialdehidos, contribuyendo de esta manera
al incremento observado que coincide con periodo de mayor descomposicién de los

peroxidos.

Entre los 105 y 175 dias, previo al periodo de mayor descomposicién de los
peroxidos, el indice de TBA muestra un comportamiento erratico, debido muy
probablemente a que el MDA es sumamente reaclivo y puede encontrarse
interactuando con otros componentes de la matriz especialmente con proteinas y/o
amino acidos libres, el establecimiento de enlaces covalentes con estos
compuestos imposibilita su estmacion a traves de la prueba de TBA, ademas

durante este periodo de tiempoc se menciond que de los peroxidos podrian encon-
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trarse interactuando con otros componentes de la matriz, lo que impediria su
descomposicion y con ello la formacion de MDA contribuyendo de esta manera al

comportamiento erratico observado.

Resulta imprescindible mencionar que una vez establecidos valores superiores
a los 10mg MDA/kg muestra, habiendo transcunido 240 dias de almacenamiento,
una vez descongelada la came, presentd una apariencia seca a la vez gue liberé un
gran contenido liquido por goteo, esta modificacion en la textura y pérdida de la
capacidad de retencién de agua, bien pueden asociarse a la desnaturalizacion de
proteinas provocada por el aumento en la fuerza idnica debida a la congelacion, asi
como al establecimiento de enlaces infra e intermoleculares en las proteinas,

enlaces gque son facilitados por [a presencia de MDA.

Et decremento en la calidad de la muestra continuo, ya que a lo largo del
tiempo de monitoreo, el cual abarco 300 dias de almacenamiento en congelacion,
habiendo alcanzado la muestra un nimero de TBA de 15.099 mg MDA/kg muestra,
fue evidente fa presencia de compuestos de bajo peso molecular que daban una
nota tipicamente rancia, perceptible a la simple manipuacién de la came,
observandose también, una evidente modificacion en su apariencia al torarse café
oscuro consecuencia del cambio en el estado de oxidacion del fiemo en los

pigmentos camicos.

Hacia el fina! del monitoreo, el valor de MDA en la muestra parece
estabilizarse, sin embargo de haberse continuado ef tiempo de almacenamiento se
observaria un repunte en el valor de TBA, ademas hay que considerar que en la
came la grasa no se encuentra uniformemente distribuida lo que genera zonas en

las que el proceso oxidativo se presenta con mayor intensidad y rapidez, debido a
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un mayor contenido de Acidos grasos insaturados y/o a una mayor difusion de
oxigeno. La medida promedio de la zonas con mayor expresion en los indices de
oxidacion aunada a la de otras zonas en la que e} proceso puede verse retardado
podria en un momento dado indicar un menor grado de deterioro, es por ello que el
uso de una prueba Unica en la determinacion del grado de oxidacion de los lipidos

en matrices complejas como la came no es recomendable.

Por ofro lado, el seguimiento de otro tipo de productos secundarios de la
oxidacion mediante la prueba de Kreis, nos permite determinar que la muestra en su
fraccion lipidica se encuentra oxidada, y susceplible de ser rechazada a pariir de los
60 dias de almacenamiento, momento en que por primera vez se obiuvo respuesta
positiva a la reaccion de Kreis, presentando un valor de 0.62 unidades Kreis por

gramo de grasa.

En el Grafico 3, comrespondiente al indice de Kreis, puede observarse un
comportamiento similar al presentado por el indice de TBA, al presentar un notable
incremento al cumplirse los 240 dias de almacenamiento. pasando de un valor de
3.642 unidades Kreis por gramo a los 225 dias, a un valor de 6.403. El
decremento en el indice de perdxido, debido a la interaccion de los productos
primarios de la oxidacion con las dobles ligaduras de otros componentes de la
malriz, puede generar un incremento en la concentracion de epoxidos, y en el valor

de Kreis de la muestra.

Por otro lado, y de acuerdo con Pool y Prater (Pool & Prater 1947), los valores
de transmitancia (Tabla 7) pueden ayudar a determinar {a intensidad con la que los
lipidos se encuentran oxidados en la muestra; de acuerdo con lo cual, valores

inferiores al 70% denotan enranciamiento en la muestra, como se mencioné con an-
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Grafico 3.
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terioridad la muestra analizada dio por primera ocasion prueba positiva a los 60
dias, comespondiéndole un valor de fransmitancia de 68.1%. Los valores inferiores
al 60% que denotan enranciamiento incipiente, comenzaron a presentarse entre los
225 y los 240 dias, momento en que la transmitancia pasé de 63.7 a 43.4%,
observandose una modificacién en la textura y pérdida de retencion de agua,
asociada a la desnaturalizacién de las proteinas, asi como al establecimiento de

enlaces infra e intermoleculares entre las proteinas.

El enranciamiento intenso que se alcanzaria con valores cercanos o irferiores
al 10% de transmitancia, no llegaron a presentarse a lo largo de los 300 dias de
almacenamiento, cuando se obtuvo un valor de 21.0%, pero seguramente, se
habria alcanzado dicho intervalo de valores de haberse continuado con el
monitoreo, ya que esta es la tendencia mostrada en et grafico correspondiente: en
este punto era evidente |a pérdida de las caracteristicas fisicas de frescura de la

came, al verse medificados color, textura y aroma.

Es importante aclarar que lo anteriormente expuesto, fue analizado segin &
trabajo de Pool y Prater, antes citado, y debe ser interpretado con precaucion ya
que a pesar de haberse seguido la misma metodologia vy sugerencias de los
autores, como el uso de una concentracién de 0.05 a 0.07 g grasa/ml en el ensayo,
pueden presentarse variaciones en los resultados que modifiquen su interpretacion,
ya que {a concentracion de grasa afecta directamente los valores de transmitancia

obtenidos.

Finalmente resulta interesante comparar el comportamiento presentado por la
came de res analizada en este frabajo, con los resultados encontrados para pollo

{(entero) y cerdo (chuleta) por Balarezo (Balarezo 1998) quien trabajd bajo
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condiciones de almacenamiento similares a las del presente trabajo. es decir,
temperatura de -18 t 2°C y empaque comercial. De acuerdo a sus resultados, el
indice de perdxidos, en pollo rebaso los 5.0 meg/kg grasa entre los 215 y 236 dias
de almacenamiento al pasar de 4.92 a 19.67 meqg/kg grasa, mientras gue en &l
caso de cerdo esto se presento entre los 77 y 114 dias pasando de 0.48 a 8.36
meqg/kg grasa, comportamiento que resulta extrafo si se considera que tanto el
cerdo como el pollo presentan un mayor contenide de acidos grasos insaturados
que la res (67.7, 58.5 y 53.1% en pollo, cerdo y res respectivamente), lo que las

haria especies mas susceptibles al delerioro oxidativo.

Algo similar ocurmié con el indice de Kreis, en el que, tanto el pollo como el
cerdo presentaron prueba positiva a parir de los 77 dias de almacenamiento,

mientras que en la came de res esto ocurrid a partir de los 60 dias.

Parece ser que esla presencia de compuestos de oxidacion mas pronta, y a
niveles mas elevados a tiempos iguales, puede asociarse al mayor contenido de
fierro en el musculo de res, el cual como se analizo con anterioridad, presenta un
efecto prooxidante al disminuir el pernodo de induccion y favorecer la
descomposicion de los perdxidos; adicionalmente a ello podria considerarse otro
factor, que es el mayor contenido de grasa intramuscular en la came de res (1.14-
2.99 y 2-4% en polio y res respectivamente), la cual es rica en fosfolipidos y acidos
grasos polinsaturados que favarecen el proceso oxidativo. Sin embargo también
hay que considerar que las muestras de pollo y cerdo manifestaron la presencia de
peréxidos una vez transcurridos 46 dias de almacenamiento, mientras que la came
de res, desde tiempo cero presentd un valor de 0.107 meq /kg grasa (valor que de
acuerdo con Pikul & Kimmemrou se encuentra dentro del intervalo de muestras

frescas: 0.0-0.15 meq/kg grasa extraida), lo cual puede indicar que efectivamente el
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fierro tiene un efecto prooxidante en la came de res, y/o que las muestras pudieron

haber permanecido previa a su adquisicién almacenadas algunos dias en la tienda.

Por cfro lado, diversos autores han publicado tiempos recomendados de
almacenamiento en congelacion, para la came fresca, en los que presumen el
mantenimiento de la calidad optima bajo diversas condiciones de temperatura; sin
embargo estos tiempos no ceinciden con lo encontrado para el pollo y cerdo a una
temperatura de -18 t 2°C por Balarezo, quien sugiere un tiempo menor de
almacenamiento de 77 dias (aproximadamente 2 meses y medio) a diferencia de
los 4 meses sugeridos por Forrest (Fomest 1987), o los 45 dias (mes y medio)
sugendos para la res en el presente trabajo con los 6 meses indicados en la

literatura.

Es cierto que dependiendo de la especie, raza y tipo de alimentacion
proporcionada a los animales, se puede modificar la composicién de los lipidos
presentes en la came, incorpordndose a la dieta algin compuesto con actividad
antioxidante (vitamina E y D) que provoque una susceptibilidad diferente de los
lipidos frente a la oxidacion, no obstante parece ser evidente que es el incremento
en la superficie expuesta, tanto a la luz como al oxigeno la principal fuente de
variacion; al utilizar came en cortes se provoca un aumento en la velocidad de
oxidacién debido a que ia difusion de oxigeno es facilitada en comparacion a lo que

ocurre en medias o canales enteras.

Lo anterior no explica lo encontrado para el pollo (evaluado en animales
enteros) por lo que pueden considerarse otro factor como el tipo de empaque, ya
que los datos referentes al tiempo recomendado de almacenamientc en

congelacién a diversas temperaturas, mencionados anteriormente, no indican el
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material de empaque empleado, sin embargo al hacer referencia a media canales y
animales enteros en el caso de las aves, es de suponer el empleo de mateniales de
empadgue comunes en |a distribucion al mayoreo, la cual logra extender la vida Gtil
de la came al reducir la tensién superficial de oxigeno al empaquetar al vacio y
proporcionar una barrera protectora contra este.  Uno de los materiales de
empaqgue empleados con mayor frecuencia en la distribucion al mayoreo son las
bolsas de EVA-LDPE (polimero formado por etilen-vil-acetato y polietileno de baja
densidad) este material por ejemplo presenta una transferencia de oxigeno (GTR

de sus siglas en inglés) de 515-645 cc/100 in” en 24 horas,

A diferencia del empaque comercial empleado en la distribucién al menudeo el
cual individualiza a las piezas de tal forma que pueden ser cémodamente
adquiridas y utilizadas por los consumidores, procurande ademas una apariencia
atractiva, para lo cual se requiere conservar el color rojo brillante que caracteriza a
la came fresca; el use de PVC en este tipo de empaques es casi universal, ya que
este polimero presenta una GTR adecuada (1000-1500 c¢/100 in® en 24 horas)
para mantener a la Mb en forma oxigenada {OMb), sin embargo la presencia de
oxigeno en el interior del empaque en contacto con la came favorece ei deterioro

oxidativo, limitando el tiempo de vida util.
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» De acuerdc con la norma para aceites puros y mantecas, que permite
como valor limite de peroxidos 10mea/kg de grasa, la muestra de res (corte
New York) se encuentra fuera de especificacién entre los 60 y 105 dias de
almacenamiento en congelacion a una temperatura de -18°C, mieniras que si
se considera el fimite establecido por Pikul y Kimmemrou, Smeg/kg de grasa
extraida, se encuentra fuera de especificacion a partir de 45 dias bajo las

mismas condiciones de preservacion.

» Bajo condiciones de congelacién a una temperatura de -18°C, la came de
res (corte New York), come el riesgo de presentar olores y/o sabores
desagradables, tipicamente rancios, perceptibles al momento de ser cocinado

transcumidos 45 dias de almacenamiento.

» Puede considerarse, que la came de res presenta un estado de oxidacion
en su fraccion lipidica tal que ia hace susceptible al rechazo por aplicacién de
la prueba cualitativa de Kries, a partir de 60 dias de almacenamiento a una

temperatura de -18°C.
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« La aplicacién de la prueba cuantitativa de Kreis resultd util en ta estimacion
de la intensidad de oxidacién de los lipidos en la muestra. Al presentarse el
enranciamiento  incipiente  (franscumidos 240 dias) se observd una
medificacion en la textura asi como pérdida en la retencion de agua, asociada
a la desnaturalizacion de las proteinas debida a la congelacion y al
establecimiento de enlaces intra e intermoleculares. Hacia el final del
monitoreo, y a pesar de no establecerse el enranciamiento intenso, fue
evidente la presencia de una nota tipicamente rancia, perceptible a la simple
manipulacién de la muestra, aunado a un color café opaco y apariencia seca y

fibrosa enla came.

+ Se recomienda para el caso de la came de res (New York y corles grasos
similares) un periodo de almacenamiento menor a los 45 dias a una
temperatura de -18°C, ya que la congelacién parece no afectar de manera
significativa la oxidacion de los lipidos durante este periodo; si se sobrepasa
este tiempo la came todavia serd comestble, pero sus caracteristicas
sensoariales tales como aroma, color y jugosidad habran decaido, lo mismo

que su valor nutritivo.

» La muestra de came de res (corte New York) presentd un proceso
oxidativo mas acelerado que el encontrado por Donoso en muestras de cerdo

y pollo, bajo las mismas condiciones de almacenamiento, comportamiento
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que puede atribuirse a la mayor concentracion de fierro en el masculo de res,

aunada a ia presencia de un mayor contenido de grasa intramuscular.

» El comportamiento eraticoc de malonaldehido presente en la muestra,
medido a través del indice de TBA sugiere que no debe ser aplicada como
prueba unica en ta determinacion del proceso oxidativo de los lipidos, ya que
puede dar pie a interpretaciones emroneas, sugiriéndose por ello la aplicacién
de por lo menos dos determinaciones que permitan obtener una vision mas

amplia y clara del estado que guardan los lipidos en la muestra.
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VIl. APENDICE A

1. Extraccion y Cuantificacién del Material Lipidico
1.1 Método Bligh & Dyer (Egan 1988).

Pesar de 2 a 20 g de la muestra previamente homogeneizada, es necesario primero
detemminar el contenido de humedad de la misma, ya que se debe adicionar agua
destilada para llevar el contenido de agua total hasta 16 ml. Posteriormente se adicionan
40 ml de metanol y 20 ml de diclorometano. Se macera la muestra por espacio de 2 min;
al término de la maceracién se adicionan otros 20 ml de diclorometano y se procede a
homogeneizar la muestra a alta velocidad por 10 s haciendo uso de un homegenizador
(waring Commercial); finalmente se agregan 20 ml de agua destilada y se vuelve a

macerar por 30 s.

Para separar los disolventes, se centrifuga por espacio de 5 min a 5000 rpm, la fase

de diclorometano se recupera para filtrarla a través de papel filiro grueso (Watman # 4).

Las modificaciones que se hicieron al método original consistieron en modificar el
cloroformo por diclorometano, asi como llevar la homogeneizacion de la muestra en

presencia del par de disolventes {(Donoso 1996, Magan 1967).

Para llevar acabo la cuantificacion del matenial lipidico, se coloca el fitrado en un
vaso de precipitados a peso constante, evaporandose el disolvente haciendo uso de una
pamilla eléctrica a baja temperalura hasta sequedad, se completa el secado en estufa al

vacio.
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2. Evaluacion del Deterioro Qxidativo

2.1. indice del Peroxido. Métado colorimétrico (Egan1988, Stine 1954).

Pesar entre 1 mg y 300 mg de muestra de grasa (m) en un tubo de ensayo, disolver
en 9.9 m! de diclorometano:metanol (70:30), adicionar 0.05 mi de tiocianato de amonio
(30% miv), mezclar y medir absorbancia a 500 nm esta primera lectura sera Eo (se utiliza
como blance fa mezcla de disolventes diclorometano:metanol (70:30}. Posteriormente se
adicionan 0.05 m! de la solucion de cloruro ferroso 0.35% (mA), que contiene un 2% de
HCI 10 N, después de 5 min se mide ia absorbancia siendoe esta lectura E1, utilzandose
en este caso un bianco de reactivos.

Para determinar el indice de peréxido se hace uso de la siguiente férmula:

mg Fe

I Peroxidos = —————
5584 xm

= meq/kg grasa

Para obtener los mg de Fe es necesario realizar la sustraccion de absorbancias

Abs = Ei— Eo| la absorbancia resultante se interpola haciendo uso de los datos obtenidos

en la curva de calibracién (Barthel & Grosh 1974).

Para preparar la curva de calibracién, se prepara una solucion patron de cloruro
fémico de 20 ppm de Fe™, para lo cual se pesan 0.454 g de FeCl-6H,0, los cuales se
llevan a 100 ml con la mezcla de diclorometano:metano! (70:30), de esia solucion se
toman 2 ml y se llevan nuevamente a 100 ml con diclorometano:metanol (70:30), de esta
solucién patrén se toman de 0.25 mk2.5 ml y se le adicionan entre 9.65 m! y 7.4 ml de

diclorometano:metanol (70:30), 0.05 ml de tiocianato de amonio (30% mav} y 0.05 de HCI
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0.2 N, una vez mezclados se mide i{a absorbancia a 50¢ nm frente a un blanco de

reactivos.

Al método original se le realizaron las siguientes modificaciones: se redujo el tamario
de muestra de 300 mg a un intervalo de 1 mg-300 mg, sustiuyéndose ademas el

cloroformo por diclorometano (Donoso 1996, Hagan 1967).

2.2. indice del Acido Tiobarbitarico {TBA) (Brewer 1992, Witte 1970).

Para la determinacion se pesan 10 g de muestra, los cuales se homogeneizan a alta
velocidad por 10 s haciendo usc de un homogenizador (Waring Commercial) con 15 ml
de acido percidrico frio (9% vA) y 10 ml de agua destilada también fria. La mezcla se
lleva a 50 ml con agua destilada y se filira a través de papel Watman #2. Se toman 5 ml
del fitrado y se le adicionan 5 mi de la solucion de TBA 0.02 M, mezclar e incubar por 30
min en un bafo de agua hirviente,  Finalmente se mide la absorbancia a 530 nm contra

un blanco de reactivos.

Para obtener el indice de TBA se hace uso de (a siguiente farmula;

000 x 1000 x 72 x diluci
ITBA = mol Tep x 2x 1000 x x 72 x dilucion _ mg MDA/ g muestra
gmuesira

Dorxie Tep es 1,1,3,3 tietoxipromano

Para obtener las moles de 1,1,3,3 trietoxipropano (moles Tep), se prepara una curva
de calibracién haciendo uso de una solucion patrén de Tep 1x10°M, de la cual se toman
0.01 ml-0.08 m!, a los cuales se les agrega 4.99-4.92 mi de agua destilada y 5 ml de TBA
0.02 M, una vez que se han mezclado se dejan incubar por 30 min en un bafio de agua

hirviente, Finalmente se mide la absorbancia a 530 nm contra un blanco de reactivos.
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2.3. indice de Kreis (Hart 1991, Pool & Prater 1945).

Para la determinacién se disuelven en 5 ml de diclometano de 0.05 g a 5 g de grasa,
se adicionan 10 ml &cido tricoloacetico al 30% en acido acético gracial y se mezcla,
posteriormente se agrega 1 ml de floroglucinol (1% m#v). Se agita e incuba por 15 min en
baiio de vapor a 45°C, transcurrido el tiempo se deja enfriar y se adicionan 4 mi de etano,

Medir abasorbancia a 540 nm contra un blanco de reactivos.

Para obtener el idice de Kreis se hace uso de la siguiente formula (Walters &

Bramlage 1992). Expresado en unidades Kreis por gramo de grasa extraida.

I Kreis = AT—_Ab = indicef g grasa
X

Donde:

Am es la absorbancia de la muestra

Ab es fa absorbancia del blanco de reactivos

I eslalongitud de la celda (1 cm)

¢ eslaconcentracion de aceile o grasa en la solucion final en g/mi.

Para chtener los valores de transmitancia, puede hacerse uso de la lectura del

equipo ¢ bien la siguiente formula: {Abs = —log T



