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Resumen

RESUMEN

Recientemente la carne de pollo se comercializa sin piel, a fin de
satisfacer ¢l gusto del consumidor. Sin embargo se ha pensado que al
eliminar la piel, la grasa intramuscular del pollo que es rica en Acidos
grasos insaturados queda en contacto directo con el oxigeno, por lo cual es
posibie una aceleracién del proceso de la oxidacion lipidica, a diferencia de
lo que sucede en el mismo tefide cuando se encuentra con la cubierta

natural (piel).

Con el objeto de establecer la influencia de la eliminacién de la piel
en el proceso de oxidacién lipidica de la carne de pollo, se almacenaron
tres lotes de muestras, uno en condiciones de congelacion {-18°C) durante
154 dias y los otros dos en refrigeracion (4°C) durante 7 dias. Para cada
condicion el pollo se dividio en dos grupos, a uno de los cuales se le quité
la picl, ambos grupos fueron almacenados en charolas de poliestireno Y
cubiertos por polietileno {empaque comercial) y se determiné el contenido

de productos primarios y secundarios de la rancidez oxidativa.

Se realiz la extraccion de la grasa de los muslos de pollo por medio
del método de Bligh y Dyer (1959) y se llevé a cabo la determinacién de
indice de perdxidos por el método volumétrico v colorimétrico, asi como la

determinacion de contenide de productos secundarios por indice de Kreis.

A través de un anélisis estadistico y la observaciéon detenida de las
graficas del monitoreo de productos de oxidacion, se determiné que existe
un efecto protector de la piel de pollo ante el deterioro oxidativo tanto en
en condiciones de refrigeracién a corto plazo como en congelacién por
periodos prolongados. Se concluye que la piel actia comeo barrera fisica al

paso de oxigeno debido a la gran cantidad de grasa saturada en la piel.
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INTRODUCCION

Aproximadamente el 50% de los productos alimenticios generados a
nivel mundial tienen la caracteristica de ser perecederos. Por esta razomn,
es necesario el uso de procesos de conservaciébn para estos. Dichos
procesos se dividen principalmente en quimicos vy fisicos, siendo los mas
importantes los que conservan los alimentos por medio de la reduccion de
la temperatura (refrigeracién y congelacion) ya que en principio no inducen

cambios en la composicién del alimento.

La congelacion logra la inhibicidon de las reacciones de alteracicn
microbiana asi como la actividad enzimética. Sin embargo, la alteracion de
ia calidad de los alimentos por oxidacién lipidica, también conocida como
rancidez oxidativa, no sélo no es detenida, sino que es incluso acelerada.
Esto se debe a que la proteccion parcial que normalmente brinda el agua
contra el paso de oxigeno se ve disminuida al reducirse su actividad por
encontrarse en estado sdlido. El resultado de la oxidacién lipidica durante
el almacenamiento de los productos camicos se refleja en la alteracion de
varias caracteristicas relacionadas con la calidad, como lo son el sabor,
color, textura, valor nutritive y seguridad para la salud del consumidor
(Gray, 1992).

La carne de pollo presenta un alto contenido de &cidos grasos
insaturados {(Alasnier, 2000; Rhee, 1996; Pikul, 1990}, lo que la hace
especialmente susceptible a la oxidacion lipidica. Sin embargo, al estudiar
este proceso durante el almacenamiento de pollo en congelacién se ha
observado que se lleva a cabo mas lentamente que en otras especies que
contienen grasa menos insaturada, como la carne de cerdo (Balarezo,
1998}, Esto se ha atribuide a que la piel que cubre al pollo pudiera actuar

como una barrera al paso de oxigeno retardando la oxidacién lipidica.
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Por esto, al estudiar las formas actuales de almacenamiento y
comercializacién del pollo, el enfoque principal debe ser dirigido hacia la
rancidez oxidativa. Particularmente, hoy en dia en que una proporcién
importante de la carne de pollo se comercializa en piezas cuya piel ha sido
eliminada de manera previa a la congelacidon con el fin de satisfacer las
necesidades del consumidor. Es aqui donde debemos preguntarnos si a
pesar de los beneficios aparentes de esta forma de comercializacién se esta
perjudicando la calidad final de los productos acelerando el proceso de la

rancidez oxidativa.
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OBJETIVOS

Objetive general:

Al finalizar este estudio se podra conocer la infitiencia de la piel en la
oxidacién lipidica de la carne almacenada en condiciones de congelacién y

refrigeracién por diversos periodos.

Chjetives particulares:

o Conocer la evolucidn del proceso oxidativo de los lipidos en
muestras de carne de pollo con y sin piel almacenadas en empaque
comercial en condiciones de congelacién (-18 °C).

o Conocer la evolucién del proceso oxidativo de los lipidos en muestras
de carne de pollo con vy sin piel almacenadas en empagque comercial

en condiciones de refrigeracion {4°C) .
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1.1 Carne de pollo

Desde tiempos remotos, la carne ha tomado un lugar muy especial
dentro de la dieta del ser humano. Esto se debe tanto a sus propiedades
sensoriales come a su alte valor nutritive, siende una de las principales
fuentes de proteina. Se define como carne a la fibra muscular gue sc
agrupa en manojos gracias al tejido conectivo, a través del cual hay una
distribucién abundante de vasos sanguineos, nervios ¥ células de grasa. El
recubrimiento de las fibras también contiene proteina soluble en agua y

otros compuestos nitrogenados, ademas de sales minerales (Kirk, 1996).

Particularmente, la carne de pollc es altamente consumida en
nuestre pais. Su produccion representa més de una cuarta parte de los
productos pecuarios mexicanos. Incluso, México se encuentra en el cuarto
lugar mundial de productores de pollo, habiendo oscilado su produccién
durante los Ultimos afios alrededor de un millén y medio de toneladas por

afio {Unidn Nacional de Avicultores, 1998).

La composicién general de la carne de pollo se presenta en la

siguiente tabla:

Tabla 1 Composxcmn de la carne de pollo cruda (Klrk 1996)

i Cﬁmposmmn [g/ 100 g muestra_)

TTAgna 67

“Proteina | 97

Grasa g -------- 12.8
JE

Cenizas
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La carne de pollo presenta un bajo  contenido de grasa en
comparacién con otras especies. Sin embargo, la carne de polio es
especialmente susceptible a la oxidacion lipidica debido a su alta
proporcion de acidos grasos insaturados (Pikul, 1990). A pesar de esto,
trabajos anteriores han puesto en evidencia que el proceso de oxidacion
lipidica en la carne de poilo es considerablemente mas lento que en otras
especies que contienen mencs grasas insaturadas, como la carne de cerdo
{Balarezo, 1998).

Al evaluar la composicion del pollo, es necesario enfocarse en la
parte especifica que se va a estudiar. Esto es porque la composicién del
tejido muscular no solo varia de una especie a otra sino aiin entre
distintos musculos de la misma especie. Los musculos del pollo se
distinguen en dos tipos: carne blanca, principalmente la pechuga, y carne
roja, encontrandose ésta en piernas y muslos. Estos milsculos varian en el
contenido de mioglobina y grasa, asi como en ia composicion de la propia
grasa. En la tabla 2 se presenta el contenido de grasa tipica en la pechuga
y muslo de pollo; asi como la distribucién en cuanto al grado de
insaturacion. Donde resalta la gran diferencia entre el contenido de grasa
de una y otra pieza de pollo, donde el muslo contiene 23% mas grasa que
la pechuga. Asi mismo, el contenido de acidos grasos es mayor.
Particularmente, es importante resaltar que el contenido de &cidos grasos
insaturados es mayor en el muslo presentando un porcentaje de 3.24%,por
lo que se presenta una mayor tendencia a la oxidacién lipidica en el muslo

que en la pechuga.
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Tabla 2. Contenido de grasa en pechugs y mus!

{GrasaTotal (%6 7 U141
. 0.89 4.77

Total de Acidos grasos (%)

_éAcidos grasos saturados (%) | 0.30 1.53

A(:ldosgrasosmsaturados(%\ % I I A 1 Vi
Moinsaturados (%) | 0.41 2.46
Poliinsaturados (%) % 0.18 0.78

* Los porcentajes estan referidos a 100 gramos de muestra de carne de polio.

Una comparaciéon entre el misculo rojo y blanco indica que el
musculo rojo tiene un contenido lipidico mayor. Otro factor muy
importante e€s que tiene mayor cantidad de hierro, catalizador en el
proceso de oxidacién. Particularmente los hemopigmentos, como la
hemogiobina y mioglobina son capaces de actuar como catalizadores en el
proceso de la autooxidacién.. También el hierrc libre, liberado
generalmente de estas moléculas de altoe peso molecular por su
desdoblamiento durante el almacenamiento en congelacién, puede actuar

como catalizador (Morrissey, 1998).

La piel de pollo esta compluesta en un 57.1% de agua, 14% proteina
(principalmente colageno) v 31.2% de grasa. La influencia de la piel en la
oxidacién de la carne de polio en condiciones de congelacién no ha sido
comprobada, sin embargo, en un estudio similar sobre el arengue se
demosiré que al conservar el pescado en congelacién, la oxidacién lipidica
es considerablemente mas rapida en muestras a las cuales se les eliminé
la piel previamente. Se supone que esto es un efecto de la disminucién de
la difusion del oxigeno (Undeland, 1998). También hay evidencia de que al

cocinar muestras de pollo en microondas, la oxidacion lipidica es mayor en
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agucilas a las cuales se les eliminé ia piel v huesos gue en ias gue fueron
4 g

cocinadas intactas {Pikul, 1990),

1.2 Almacenamiento y congelacién de la carne

El principal propésito de los métodos de conservacién radica en la
inhibicién de la actividad de la mayoria de las enzimas responsables del
deterioro quimico y del desarrolle microbiano. Esto se hace tratando de
conservar la calidad del alimento durante periodos prolongados de

almacenamiento (Zbignieco, 1987).

Una forma general de lograr esto es por medio de la reduccion de
actividad de agua en los alimentos. Esto puede ser, por ejemplo, por medio
del secado, salado y azucarado, y congelacion. Cada unc de estos métodos
empliea medios distintos de disminuir o eliminar el agua activa: ei secado
la extrae del alimento, el salado y azucaradec la ligan por medio de
reacciones quimicas y la congelacidn la transforma al estado sélido

disminuyendo su disponibilidad.

Actualmente, la congelacion se considera el método de preservacién
de los alimentos mas practico y efectivo. La preservaciéon por medio de la
congelacion se comsigue por medio de dos factores: la aplicacién de
temperaturas a las cuales la proliferacion de microorganismos y la
actividad de enzimas no son posibles, y la deshidratacion del alimento por

medio de [a formacion de cristales.

La congelacién levada a cabo por periodos muy prolongados o en
condiciones no éptimas puede generar ciertos defectos en la calidad de la

carne, como la modificacién del color, cambics en su olor, sabor y textura,
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deshidratacion y exudado durante la descongelaciéon. Las razones

principales de estas modificaciones son las siguientes:

e Formacién de cristales de hielo intramusculares e incluso
intracelulares, que conllevan a la ruptura de estructuras y a
amplio dafio mecanico. Esto esta relacicnade con una
velocidad de congelacién ya sea muy lenta ¢ muy rapida y
provoca la pérdida de la capacidad de retencién de agua vy el

exudado durante la descongelacion.

» Desnaturalizaciéon de proteinas, principalmente miofibrilares,

que genera cambios en la textura.

e BSublimacitn del agua, causante de la deshidratacion de la

superficie.

e Oxidacion lipidica, responsable principal de los cambios en

aroma y sabor de la carne.

La gravedad que puedan traer estos factores dependen de la
velocidad y eficiencia de la congelacién, asi como condiciones ¥ tiempo de
almacenamiento. Tambi¢n el material de empaque influye en la calidad de

Ia congelacién (Bowers, 1992).

Es muy importante mencionar que a pesar de ser la congelacion un
meétodo muy efectivo de conservacion, no logra inhibir la oxidacién lipidica,

incluso se ve favorecido debido a la baja actividad acuosa {Labuza, 1980).
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i.3 Deterioro quimico de los lipidos

Existen dos mecanismos principales por medio de Ios cuales se da la
descomposicion de los lipidos. Estos son Ja lipolisis y la oxidacion, mejor
conocida como autooxidacién. Los mecanismos de deterioro quimico de los

lpidos se exponen a continuacion.

1.3.1 Lipélisis

Se conoce como lipélisis a la hidrolisis de los enlaces éster de los
lipidos. El producto de esta reaccion es la liberacion de los acidos grasos
constituyentes de los triglicéridos y fosfolipidos, lo cual provoca una
disminucion en el pH. Esta reaccién se da ya sea por aumentos de
temperatura, como ocurre durante la fritura de los alimentos, ¢ bien por la

accion de las enzimas llamadas lipasas.

En el caso de alimentos, particularmente carne de pollo, almacenada
en condicicnes de congelacion, el efecto de la lipolisis es casi despreciable.
La primera razon para esto es que es una reaccion de hidrélisis, y al haber
poca disponibilidad de agua por estar en estado solido, la rapidez de esta
reaccion es muy baja. La segunda razon es que no existe ni la energia
necesaria para activar la reaccidn no catalizada ni la temperatura

adecuada para €l funcionamiento de las enzimas lipoliticas.

Sin embargo, es necesario tomar en cuenta la reaccién de lipélisis en
el tiempo previo a la congelacién. Esto es porque la reaccion de
autooxidacion se puede dar més facilmente en aquellos acidos grasos
libres al exceder cierto valor que puede permanccer en las membranas
celulares, debido a la disminucién de los impedimentos estéricos yala

movilidad de las moléculas (Fennema, 1993; Smith, 1987).
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1.3.2 Auntooxidacién de los lipidos

La oxidacién lipidica o rancidez oxidativa ha sido identificada desde
hace tiempo come un problema asociade con el almacenamiento por
tiempos prolongados de grasas y aceites. Esta reaccidon provoca cambios
en las propiedades organolépticas de los alimentos, asi como perjuicio en
sus caracteristicas nutritivas y en las salud de los consumidores finales.
Dichos problemnas de salud, como propension al cancer y ariritis
reumadtica, sgn provocados por los productos de la rancidez oxidativa
{Halliwell, 1984). Los cambios oxidativos en los lipidos de los alimentos
Involucran principalmente reacciones de autooxidacién, las cuales son

acompanadas por posteriores reacciones no oxidativas.

La oxidacién de los lipidos se da generalmente por un mecanismo en
cadena de radicales libres, siendo esta reaccion conocida como
autooxidacion. So6lo en algunos casos se puede dar la oxidacion de los

lipidos por otras vias, coma la enzimatica {Gray, 1992).

1.8.2.1 Mecanismo general de la antooxidacion

El mecanismo de la autooxidacién, como mecanismo de radicales
libres, se da en tres etapas: iniciacién, propagacién y terminacion. El
sustrato inicial para que esta reaccién se lleve a cabo son los lipides
insaturados. Como producto de la autooxidacion se forman
hidroperdxidos, los cuales son susceptibles a posteriores oxidaciones o
descomposicién en productos secundarios como aldehidos, cetonas, acidos
y alcoholes. A continuacién se muestra un esquema simplificado de los

pasos de la autooxidacion.

10
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INICIACION Iniciador — R*, ROO*
Radicales libres
. R*+ QO —p ROO*

PROPAGACION

ROO*+RH —» ROOQOH + R*

R‘k + R'k
TERMINACION R* + ROO* 3, Productos no radicales

(hidrocarburoes, cetonas
ROO* + ROO* aldehidos, etc)
INICIACION

La reaccién en cadena es iniclada por la formacién de un radical
libre formado por la pérdida de un hidrégenc en un acido grasc. Existen
distintos medios para la formacién del radical libre, v dependiendo de cudl
de elto aplique, serd la estructura del radical. La iniciacion v el radical iibre
formado tienen poca influencia sobre ¢l resto de la autcoxidacién, sin
embargo, la velocidad de la iniciacién es la dominante en el proceso de

oxidacién (Wheatley, 2000).

Existen principalmente tres mecanismos de iniciacion. El primero es
por radiacion eclectromagnética, como rayos uliravioleta, luz, etc., el
segundo por descomposicion de un hidroperdxido de bajo peso molecular v
el tercero por medic de un catalizador metalico. Recientemente se ha
propuesto que la especie activa para la iniciacion de la autooxidacion es el

oxigeno singulete (Fennema, 1993).

RH —%» R + H

11
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PROPAGACION

Una vez formade un nimero suficlente de radicales libres, la
reaccidn en cadena se propaga al captar atomos de hidrogeno de las
posiciones a de los dobles enlaces donde la unién entre carbono e
hidrogeno es relativamente débil. Por ejemplo, en el acido oleico los enlaces
més débiles estan en las posiciones C8 y C11, el sitic mas active en el
acido linoleico se encuentra en la pesicion C11, mientras que en el dcido

linolénico se tienen dos sitios actives, C11y C14.

En estas posiciones se adiciona el oxigeno triplete, dando lugar a la
produccion de radicales peréxido ROO; que a su vez captan hidrégeno de
los grupos o-mctilénicos de otras moléculas para dar lugar a los
hidroperéxidos ROOH y grupos R-; estos a su vez reaccionan con el oxigeno

repitiéndose la secuencia de reaccién descrita.
R +0 ——3 ROO
ROO- + RH ——— ROOH + R

Los hidroperéxidos, productos primarios de la autooxidacion lipidica,
son relativamente inestables e intervienen en numeresas v complejas
reacciones de ruptura e interaccién para formar radicales alcoxilo N
peroxilo, que son los responsables de la produccién de innumerables
compuestos de distintos pesos moleculares capaces de producir aromas y

que son biolégicamente significativos. (Fenema, 1993 ; Madhavi, 1996).

TERMINACION

La reaccién en cadena es terminada con la reaccién enire dos

moléculas de radicales libres produciendo dimeros y polimeros estables.

12
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Las tres combinaciones por las cuales puede terminar la reaccion de

autooxidacion son las siguientes (Wheatley, 2000}.

R. + R B R-R

R. + ROO. # ROOR

ROO. + ROO. — 3 ROOR + O,

Las moléculas con radicales libres tienen un electrén deslocalizado y
por lo tanto son estructuralmente inestables, por lo que tienden a
reaccionar rapidamente para alcanzar la estabilidad. Asi, las reacciones en
la etapa de terminacién interrumpen la secuencia repetitiva de reacciones

en la etapa de propagacién,

Cuando la concentracién de lipidos insaturados disponibles ha
disminuido, aumenta ia probabilidad de la reaccién entre radicales libres

para formar compuestes no radicales estables.

1.3.2.2 Oxidacion con oxigeno singulete

Hasta ahora queda claro el mecanistmo general de las reacciones de
autooxidacién; sin embargo, el origen de los primeros radicales libres es
dificil de explicar tan solo como resultade de ondas electromagnéticas, con
catalizadores metalicos, o por un ataque de oxigenc en su forma estable.
De aqui surge la teorfa de que se da un ataque a2 las zonas de alta
densidad eletrénica (dobles enlaces C-C) por accién del oxigeno singulete

{(1G2), una de las especies activas en el deterioro fotooxidativo.

13
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Ei oxigeno singulete se forma a iravés de fotosensibilizadores,
principaimente pigmentos presentes en los alimentos {Khayat, 1983). Esta
especie tiene los dos electrones de los orbitales enlazantes 2p con espines

opuestos, lo que da una gran repulsién electrostatica v reactividad.

La formacion de hidroperéxidos por el oxigeno singulete se da por
mecanismos distintos a los radicales libres, principalmente por la reaccién
eno. Esto produce la generaciéon de un peréxido alilico en la configuracion
trans. Este perdxido se rompe posteriormente generando dos radicales

libres e iniciando la reaccion en cadena.
1.3.2.3 Descomposicién de hidroperéxidos

Los hidroperoxidos, producto de la ectapa de propagacion de la
autooxidacién, son compuestos muy inestables v reaccionan para dar
lugar a diferentes tipos de productos secundarios. Cada hidroperéxido
origina una serie de productos de ruptura iniciales que varian segin ia
posicidn que ocupe en la molécula originaria; estos compuestos pueden ser
sujetos a reacciones de oxidacién y descomposicion posteriores,

contribuyendo asi a la formacién de radicales libres de distinto tipo.

Los hidroperdxidos se descomponen conforme se van formando. En
las primeras etapas de la autooxidacion, la rapidez de formacién es mayor
a la de descomposicion, invirtiéndose en las altimas etapas (Fennema,
1993).

La descomposicién de los hidroperéxidos se lleva a cabo por medio

de un mecanismo de radicales libres, €l cual se ilustra a continuacion.
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R-"‘T‘HﬁR > R—?H—R + OR {1j
OOH O
R—(EH—R p R—(H:H + R, (2)
O O
R—(i)HAR + RH g R-(ilH—R + R {3)
Q. OH
R—(%H—R + R. b R_(]}:_R + RH 4
0. O
R—ﬂIH—R + RO. B R—?-R + ROH {5)
|
O. O

En la reaccién 1, etapa que podria denominarse de iniciacién, el
hidroper6xido se descompone en dos radicales libres, radical alcoxi e
hidroxi. En las reacciones de la 2 2 la 5 se da la combinacién del radical
libre alcoxi con otras moléculas ya sea con o sin radicales libres,
generando los productos de la descomposicién de los hidroperéxidos, va

sean aldehidos, alcoholes o cetonas (Khayat, 1983).

El radical alcoxilo generalmente sufre rupturas posteriores. Estas se
dan en el enlace carbono-carbono. Cuande la ruptura occurre por el lado
acido de la molécula, da lugar a la formacién de un aldehido v un acido o
un éster. Cuando ia ruptura ocurre del lado hidrocarbonados, se forma un
hidrocarburo y un oxoécido u oxoéster. En caso de que en la ruptura

aparezca un radical vinilico, se forma un aldehido.
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1.3.2.4 Descomposicién de aidehidos

Dentro de todo el amplio rango de moléculas que se generan como
compuestos secundarios de la autooxidacion, los aldehidos ocupan un
lugar preponderante. Algunos de ellos son producto de las rupturas
clasicas de hidroperéxidos explicadas anteriormente. Sin embargo,

muchos de ellos no parecen originados de esta reaccion.

Los aldehidos saturados se oxidan facilmente, generando los dcidos
correspondientes. Asf mismo pueden participar en reacciones de
condensacion y dimerizacién. Los aldehidos insaturados pueden
experimentar la autooxidacién clasica mediante el ataque del oxigeno en
las posiciones a-metilénicas, formando hidrocarbures de cadena corta,
aldehidos y dialdehidos. Uno de los productos comanmente generados por
esta via es el malonaldehido, fundamento para la medicién de la oxidacién

por medio del acido tiobarbitirico (TBA).

A partir de todos los procesos que implica el mecanismo de
autooxidacion, ya sea para formacién de productos primarios o su
descomposicion en productos secundarios, podemos facilmente concluir
que este proceso es de una complejidad asombrosa. De ahi que el estudio
de este proceso sea aln limitado, a pesar de la gran cantidad de libros v

articulos que se enfocan en él.
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a autcxidacidn de lipidos. (Fennema, 1993}
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1.3.2.5 Factores que afectan Iz velocidad de ia autooxidacién

La velocidad del proceso de autooxidacién es muy variable, siendo
esto por la propia proporcién de Aacidos grasos del alimento, los
compuestos no lipidicos presentes o las condiciones bajo las cuales se
encuentire. Los principales factores gue pueden afectar la velocidad del

Droceso son:

Actividad del agua:

La actividad del agua (aw} es definitivamente uno de los principales
factores en la autooxidacién lipidica. Es bien conocido que cuando un
alimento tiene bajos contenidos de agua, sus grasas son oxidadas

rapidamente. Este fenémeno se da por una combinacién de varios efectos.

El primero es la disminucién de agua como solvente. Mientras se da
la congelacién, la mayor parte del agua que actuaba como solvente se ve
transformada al estado sélido. De este modo los &cidos grasos,
hidroperéxidos y moléculas con radicales libres gquedan disueltos en
menores cantidades de agua y la concentracién de los reactivos aumenta
proporcionalmente a la disminucion del solvente. Debido a la cinética de
las reacciones, al estar los reactivos méas cercanos unos a otros, la
probabilidad de su contacto aumenta y asi mismo la velocidad de la

reaccién,

El segundo efecto de la congelacion que favorece el aumento de
velocidad en las reacciones de autooxidacion de lipidos esta directamente
relacionado con la formacion de cristales. Al encontrarse el agua en su
estado solido, se favorece el paso de oxigeno, siendo este también un
reactivo en la propagacién de la autooxidacion. (Fennema, 1993; Gray,
1978)
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Giro de los principales efectos de la disminucion en la actividad del
agua se relaciona con los catalizadores de la autooxidacion. Mientras
mayor sea la disponibilidad de estos catalizadores (Cu, Fe, Co y Cd} mayor
serd la velocidad de la reaccidén. Al ser la actividad del agua alta, estos
metales seran hidratados disminuyendo su propia actividad {Allen, 1992).
En cambio, si disminuye la actividad del agua, la hidratacion serd minima

y la actividad maxima.

Composiciéon de ia grasa:

Uno de los principales factores para la rapidez de la autooxidacién es
ia composicion de la grasa. La autecoxidacién es posible tanto en moléculas
insaturadas como saturadas, pero a bajas temperaturas se da
principalmente en los dobles enlaces de los Acidos grases insaturados. Asi,
por gjemplo, la relacidn de velocidades de oxidacién del acido linolénico,
linoléico y oleico son apreximadamente de 20:10:1, teniendo

respectivamente tres, dos y un doble enlace.

Pero no s6lo es el nimero de dobles enlaces el factor con influencia
en la rapidez, sino también su posicién y geometria. Los acidos grasos con
dobles enlaces cis se oxidan mas facilmente que los isémeros trans. Asi
mismo, los dobles enlaces conjugados son mucho mas reactivos y

facilmente oxidables que los no conjugados.

Acidos grasos libres:

Los acidos grasos libres son mucho mas facilmente oxidables que los
correspondientes a los triacilgliceroles {(Labuza, 1969). Para que los 4cidos
grasos libres tengan un efecto notable en la rapidez de oxidacién, tiene que
haber una cantidad considerable de cllos. Esto es porque al haber pocos

acidos libres, estos pueden ser acoplados a la membrana celular v ser
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protegidos contra la oxidacién por la vitamina E {Alasnier, 2000j. Al haber
mayor cantidad de é4cidos grasos libres, estos pueden aumentar Ia
incorporacion de trazas de metales, que pueden actuar como catalizadores

en el proceso de autooxidacion.

Catalizadores:

Los metales de transicién, particularmente los que poseen dos o mas
estados de valencia, actlan como agentes pro-oxidantes. Los principales
de ellos son el cobalto, cobre, hierro, manganesc y niquel. Elios favorecen
la disminuciéon del periodo de induccidn aumentando la rapidez de
oxidacidn. Estos metales se encuentran practicamente en todas las grasas

con distintos origenes,

No ha sido especificado cual es el mecanismo especifico de catalisis
de estos metales pero se han propuesio diversos mecanismos. Los
principales son:

o Aceleracion de la descomposicion de los hidroperdxidos

Mo+ ROOH —#® Mrtl+ OH + RO
M» + RH —¥% Mol + HF+ ROG

e Reaccién directa con el sustrato no oxidado

MP+ RH ~-$ Mol+H +R

e Activacién del oxigeno molecular para dar oxigeno singulete y

radicales perdxido
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-z _‘02

Mpt + Oy — Mol 4 O <
+H7

* M = metal

HO,

En la carne de pollo es importante este efecto, ya que el hierro se
encuentra presente como constituyente de aminoacidos o Aacidos
carboxilicos o bien unido a proteinas como mioglobina v hemoglobina
(Decker, 1990). También se puede encontrar el hierro en la carne de pollo
en su forma de iones libres (Fennema, 1993). Parece ser que esta ultima
forma de hierro es la principal responsabie de la catalisis en la oxidacién
lipidica {Hazell, 1982).

La catalisis por hierro se da en la forma de ion ferrose, por lo que
ademas de la dependencia de su concentracion, s¢ requiere de agentes
reductores que promuéevan la presencia del hierro en su forma reducida
(Decker, 1990).

Presion de oxigeno:

Al ser el oxigeno ¢l factor limitante en la reaccién de autooxidacion,
la velocidad de reaccién es praporcional a la concentracion de oxigeno. Hay
que tomar en cuenta gue otros facteres afectan a la presion de exigeno

como la temperatura y el area superficial {Fennema, 1993).

Temperatura:

En términos gencrales, la rapidez de oxidacion aumenta al aumentar

la temperatura. Adicionalmente, el incremento de temperatura es un factor

de aumento proporcional para la presién y concentracion de oxigeno. Sin
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embargo, en ciertos niervaios e€sto pierde importancia ya gue ia

solubilidad del oxigeno disminuye al elevarse la temperatura.

A muy altas temperaturas este factor cobra mayor importancia, ya
gue st desnaturaliza la membrana y se liberan los fosfolipidos. En ellos se
encuentra la mayor cantidad de instauraciones, las cuales al liberarse los
fosfolipidos tienen mayor movilidad ¥ se pueden acercar a los catalizadores

(Asghar, 1988}.

Factores que retardar la oxidacion lipidica

Hasta este punto se han tratade exclusivamente factores que
perjudican la integridad de los alimentos. La presencia o el incremento de
estos, comg la presion de oxigenc o catalizadores, favorece la oxidacién de
ics lipidos en la carne de pollo. Pero de igual importancia son los factores

gue reducen la tendencia a la oxidacién de la carne.

Dichos factores pueden derivarse de la naturaleza misma del
alimento c bien deberse a fuentes ajenas. Uno de estos factores
corresponde a2 los antioxidantes, ya que el uso de estos disminuye la
rancidez oxidativa, retarda la formacion de productos toxicos de oxidacion,
permite la conservacién de la calidad nutrimental e incrementa la vida de
anaquel (Madhavi, 1996). Los antioxidantes pueden ser de origen natural
o sinféfico. Dentro de los antioxidantes naturales se encuentran el

tocoferol, acido eritdrbico y el acido citrico entre otros.

En €l caso de la carne de pollo es de especial interés el caso del tocoferol,
va gue &ste se encuenira presente en la carne de pollo en diversas
concentraciones, que dependen de la especie y la dieta. El tocoferol es un

antioxidante que actiia a nivel de la membrana celular {Halliwell, 1987},
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capaz de reaccionar con i0s radicaies libres, lo cuai protege a los

fosfolipidos de la oxidacion.

Uebersax y Gray han realizado estudios en polle donde se
demuestra que el focoferol retarda la oxidacion lipidica de la carne de
pollo, después de incorporar el tocofercl a través de dieta del animal o

bien inyectando el tocoferol directamente en la membrana celular.

Adicionalmente, también son de gran importancia los antioxidantes
sintéticos para retardar la oxidacion lipidica como el butilhidroxitolueno
(BHT) y el butilhidroxianisol (BHA), por mencionar los antioxidantes

comunmente utilizados en la industria,

Otro factor que retarda la oxidacidén lipidica corresponde a las
barreras fisicas al paso de cxigeno. Estas también pueden ser tantc de
origen naturali como arxificial. El principal ejemplo de las barreras
naturales ¢s la piel, a pesar de que atn no ha sido comprobado su papel
en este sentido. Por otro lado, existen barreras fisicas sintéticas , siendo
€stas los empaques comerciales utilizados cominmente. Estos suclen ser

polimeros, como €l polietileno o el poliestireno,

También es comun el uso de empaques al vacié o con atmésfera
inerte que cvitan el deterioro oxidativo. Asi mismo, en ocasiones se
impregna. el empaque con BHA, de mode que este migra a la carne y gjerce
su papel de antioxidante. Todos estos métodos se han estudiado y dan
como resultados un retraso en la rancidez oxidativa (Dawson, 1983,

Anelich, 2001).
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1.3.2.6 Consecuencias de la oxidacidn lipidica en ios alimentos

Existen multiples consecuencias de la oxidacién de los lipidos en los
alimentos, y no ¢s excepcidn en la carne de pollo. Estos efectos van desde
el perjuicio de las cualidades sensoriales como el olor, sabor v textura,
hasta el detrimento del valor nutritivo e incluse a dafics en la salud de los

consumidores {Vercellotti, 1992),

A continuacién se citan algunos de los principales efectos adversos

que tiene la oxidacién en la carne de pollo.
Clores y sabores desagradables

Los productos primarios de la autooxidacién, los perdxidos, son
compuestos que no aportan olor, sabor ni color a la carne de pollo. La
descomposicién de estos genera principalmente varios aldehidos distintos
entre si, pero son estos aldehidos de bajo peso molecular los que provocan
los olores y sabores desagradables en la carne de pollo. También existe la
posibilidad que a partir del deterioro proteinico se generen aldehidos que
deterioraran las propiedades sensoriales de la carne de pollo. También las
cetonas, alcoholes, ésteres y acidos modifican estas propiedades. Ellos
imparten rancidez, olor a grasa pungente y otros sabores caracteristicos a

la descompasicién de la carne {Chang, 1977).

Dichos productos secundarios no son volatiles bajo condiciones de
congelacion. Debido a esto, el olor rancio no es detectable hasta que el

producte en cuestién es calentado o al menos descongelado.

Otros productos de menor peso melecular capaces de generar malos
olores e¢n la carne son por eiemplo el hexano y el pentano. Estos

hidrocarburos se encuentran generalmente en concentraciones muy bajas,
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por le que no provocan malos olores en la carne a menos que los periodos
de almacenamijento sean muy prolongades (Madhavi, 1996; Shenouda,
1980}.

Disminucidén del valor nutritivo

La oxidacién de los lipides tiende a disminuir la calidad nutricional
de los alimentos debido a la oxidacién per se y a la reaccitn de los lipidos
oxidados con otros constituyentes del alimento. Ejemplo de esto son las

proteinas, carbohidratos y vitaminas (Labuza, 1971).

No sélo las proteinas se ven afectadas por reacciones con los lipidos
oxidados; también los péptidos y los aminoacidos son presa de este tipo de
reacciones perjudiciales. Por esta inferaccién se ha observado 1a formacion
de sulfdxidos y acides sulfénicos, asi como la presencia de reacciones de
Maillard, procesc que se favorece durante la coccién librando compuestos
volatiles de aroma desagradable, disminuyends la digestibilidad de la

fraccién protéica por la formacién de melanoidinas (Fennema, 1993).

También es muy comin la reaccién de aminodcidos libres
oxidandose con los perdxidos lipidicos, Los mas susceptibles a esto son la
metionina, cisteina, histidina y lisina. El malonaldehido, por ejernplo,
reacciona principalmente con los grupoes amino de los residucs de lisina

formando enlaces cruzados inter o intramoleculares (Frankel, 1993).

La oxidacion de lipidos también puede producir pérdidas de
vitaminas solubles en agua. También la disponibilidad de vitaminas
solubles en grasa, A, D, y E, asi como la vitamina C y el folato pueden
reducirse durante la oxidacién de los lipidos, generalmente en alimentos
secos y deshidratados, por interaccién de estas con los radicales libes

generados durante la autooxidacion (Madhavi, 1993).
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Cambio de textura y coloz

Los compuestos carbonilicos, productos secundarios de la oxidacion
lipidica, reaccionan con los grupos amino libres de las proteinas,
llevandose asi a cabo la reaccién de Maillard que produce compuestos de
color oscuro llamados melanoidinas (Miki, 1994}. Estos cambios en color y
aparencia para el caso de la carne son irreversibles. Otro factor que afecta
el color caracteristico de la carne es la oxidacién del hierro (II} dade por la
mioglobina oxigenada pasando a metamioglobina con hierro (III) (Brewer,
1993).

Por otro lado se ha relacionado la oxidaciéon de los pigmentos de Ia
carne ¥ la oxidaciéon de los lipidos. Se supone que el inicio de la oxidacion
de cualquiera de los dos componentes estimula la oxidaciéon del otro

{Akamitach, 1990},

La textura también muesira cambios después de la oxidacién de
lipidos. Esto es debido al dafio que sufren las proteinas que al
desnaturalizarse interaccionan con los acidos grasos liberados durante la
congelacion formando enlaces cruzados. Al ser la proteinas miofibrilares
las responsables de dar estructura a la carne, estas reacciones perjudican

dicha textura.
Daiios a la salud de los consumidores

Existen multiples efectos en la salud de los consumidores de
productos carnicos cuyce proceso de oxidacién lipidica se encuentra
avanzado. Uno de los principales es que los compuestos carbonilicos
preductos secundarios de la oxidacion contribuyen al desarrolls de 1a
carcinogénesis y artritis reumatoide (Halliwell, 1984). Asi mismo pueden

afectar la sefial de transduccién celular. También se ha encontrado que los
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hidroperéxidos ocasionan dafics a nivel de &cido desoxirribonucléico
{Simic, 1992).

1.4 Técnicas de evaluacién del procesc de oxidacién lipidica.

Existen varias técnicas para conocer el grado de evolucién de la
rancidez oxidativa. La mayoria de ellas se basan en la cuantificaciéon de ios
productos de oxidacién, ya sean primarios o secundarios, pero también se
pueden hacer otras determinaciones como compesicién de acidos grasos o
consumo de oxigeno. Actualmente se han desarrollado técnicas que
permiten la deteccién de intermediarios de las reacciones de oxidacién

lipidica.

Fernandez et al. {1997jobservaron que las determinaciones de
perdxidos, hexanal y malonaldehido son las mas importantes para evaluar
el procese de rancidez oxidativa. Baren (1997) afirma, que las reacciones
de acido tiobarbitarico {TBA), los perdxidos lipidices y los volatiles son los
métodos més utilizados, sin embargo ne miden los procesos iniciales, los
cuales son cruciales para la determinaciéon de la vida de anaquel. También
las técnicas de consumo de oxigeno son muy utilizadas, pero en ellas
existe la interferencia de otros procescs que no permiten mediciones
precisas. Christensen y Hoelmer (1996), como la mayoria de los autores,
definen al método de determinacién de perdxidos como la técnica mas

actual y completa. { Wheatley, 2000)
1.4.1 Indice de peréxidos

Los productos primarios de la oxidacién lipidica son los

hidroperoxidos, normaimente lamados tan solo perdxidos. Por esto, parece
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io mas iogico llevar a cabo la determinacion de grado de oxidacion a través
de la medicion de la concentracién de estos compuestos. Sin embargo, esta
teoria es muy limitada debido a la naturaleza transitoria de los peroxidos,
que como ya se ha mencionado se descomponen facilmente dando lugar a

productos secundarios, principalmente aldehidos.

Existen en la literatura varios procedimientos para la medicion del
indice de perdxidos, de los cuales todos exigen la extraccion previa de la
grasa de la matriz alimenticia. Los resultados que se obtengan y lo
adecuado de ellas dependen de las condiciones experimentales y el agente

reductor empleado.

1.4.1.1 Método volumétrico {valor perdxido)

El méas comin de los métodos para medir el contenide de
hidroperéxidos es el de “valor perdxido”. Este es el método emitido por la
American Oil Chemists’ Society v la Association for Oficial Analytical
Chemists {ACAC) {AOAC, 1990}. El resultado de este método se expresa

comgo miliequivalentes de peréxide por kilograme de grasa.

Este esta basado en la medicién de yodo liberado por la reaccion de
yoduro de potasio con los peréxidos. El yodo es tituladoe con una solucién
de tiosulfate de sodio. El esquema de las reacciones se presenta a

continuacion.

R-CH-CH-CH=CH- + 2Ki R-CHp-CH-CH=CH- + [z + K20
i ’ |
OOH CH

Iz + 2 NasS:0;3 —p Naz8406 + 2 Nal
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Debido a que se ha encontrado que una concentracion alta de acidos
favorece la oxidacidn de lipidos, se sugiere gue este ensayo se haga en un

medio con concentracién acida baja (Lobaas, 1992).

Se ha estudiado que las dos principales fuentes de error en este
método son
e La absorcidn de yodo en los enlaces insaturados presentes en ios
acidos grasos.
o La liberacién del yodo del yoduro de potasio por la presencia de
oxigeno en la solucién a ser titulada. Esta provoca un aumento

en el valor de perdxidos encontrado (Mehlenbacher, 1960).

Este método se puede utilizar para determinar grados de oxidacion
en las grasas y aceites mds comunes. Sin embargo, este método es
altamente empirico y cualquier variacién en el procedimiento ocasionara
una variacidon importante en los resultados. Otro problema que ha
encontrado este métode es que no es posible la medicién de bajos valores
de perdxidos debide a las dificultades encontradas para identificar el
punte de vire en la titulacién del yodo. Por medioc de este método se
pueden determinar valores de perdxidos entre 0.06 y 20 miliequivalentes
de peroxido por kilogramo de grasa de manera confiable {Gray, 1978).

1.4.1.2 Método colorimétrice

Lips (1943) sugirié para la cuantificacién de hidroperdxidos un
método colorimétrico basado en la oxidacién del ion ferroso a ion férrico.
Este se determina como tiocianato férrico. Los valores de peroxidos
determinados por este métodoe son considerablemente mayores que los

calculados por el método volumétrico (Gray, 1978).
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El método colorimétrico presenta una reproducibilidad excelente,
requiriendo ademas una menor cantidad de muestra. Estas ventajas hacen
suponer que el potencial de este método para la microescala es por mucho

mayor que el del método de la AQAC.

Este método se basa en la reaccidn de los perdxidoes con el hierro
provocandoe la oxidacién de este Gltimo v que ya oxidado reacciona con el
tiocianate de amonio para formar un complejo colorido. La intensidad de 1a
coloracion, medida en un espectrofotémetro uv-visible, es proporcional a la
concentracidon del complejo coloride, y asi mismo a la concentracion de
peroxidos (Barthel, 1974; Shantha, 1994). La reaccién que se leva a cabo

s¢ presenta a continuacion.

Peroxido + Fe?* — Fe¥* — Fe(SCN); 0

Otros métodos de determinacién de perdxidos son la cromatografia
de liquidos (HPLC), pero requiere de la reduccién a los hidroxiacidos
correspondientes, métodos de guimiluminiscencia, basads en la deteccién
de esta propiedad generada durante la oxidacién de luminol por los
hidroperéxidos (Yamamoto, 1987). También la determinacion por
fluorescencia generada por diclorofluorosceina oxidada por los
hidroperéxidos (Keston, 1965), activacién de la cicloxigenasa {Marshall,
1985) y formacién de glutationina oxidada (Q’Gara, 1989) son métodos

estudiados para esta determinacién.

1.4.2 Productos secundarios

Dos métodos de medicion de indicadores de oxidacién pueden ser
equivalentes entre si o bien complementarios. Los métodos mencionados
anteriormente, volumeétrico y colorimétrico, para cuantificar peréxidos son

equivalentes, ya que ambos miden la cantidad de peroxidos en la grasa.
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Para completar ¢l estudio de la oxidacién, se reguiere un método
compiementario, que determine alguno de los productos de reacciones

secundarias en la autooxidacion.

1.4.2.1 Indice de Kreis

Este método basa su medicion en la cuantificacion de
malonaldehido, aldehido epihidrina y epoxialdehidos, productos

secundarios tipicos de estas reacciones.

El indice de Kreis es unoc de los primeros utilizados comercialmente
para determinar la oxidacidon de las grasas. Este se fundamenta en la
formacién de un color rojo cuando el fluoreglucinel reacciona con los

aldehidos mencionados en solucion Acida,

La mayor objecion al indice de Kreis es que no siempre van en
paralelo la intensidad de la coloracién y la rancidez de los alimentos
(Mehlenbacher, 1960). En todos los casos, muestras frescas
completamente libres de la oxidacion de los lipidos muestran cierta
cantidad de coloracion cuando son expuestas al reactivo de Kreis. También
resulta muy dificil obtener resuitados similares en distintos laboratorios o
bajo la operacién de distintos analistas. Por estas circunstancias, no es
recomendable tomar el indice de Kreis como un valor satisfactorio
indicativo de la rancidez, pero si come un buen indicativo de cambios en

fas condiciones de muestras de grasa,
1.42.2 Otros maétodos
Existen otros méiodos para medir compuestes secundarios, entre los

destaca el uso de 2,4 dinitrofenilhidrazina, teniendo la desventaja de ser

demasiado lento y complicado como para utilizarlo como ensayo de rutina.
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Uno de los métodos mas comunes para la medicion de productes de
oxidacion es el del acido tiobarbitiirico (TBA). Este métedo se basa en la
determinacion del malonaldehido, producte secundario de la rancidez
oxidativa. Para esto se lleva a cabo la reaccién de acido tiobarbittirico con
malonaidehido en una proporcién 1:2, formando un complejo que se

cuantifica espectroscopicamente.

Este método es considerado entre los principales para la
determinacion de productos de rancidez oxidativa, sin embargo, se ha
encontrado que es poco especifico. Esto es porque exclusivamente
reacciona con los aldehidos conjugados formando el complejo colorido.
Adicionalmente, la mayor parte del malonaldehide presente en los
alimentos se¢ encuentra ligado a otros constituyentes, pudiendo ser

liberado por 4cidos bajo ciertas condiciones.

Una revision realizada por Fernandez et al. { Wheatley, 2000) sobre
articulos que discuten el procedimiento del métedo de TBA para
monitorear la oxidacion lipidica en carne encuentra que existen miltiples
fuentes de interferencia. Una de las principales es la interferencia de una
coloracion amarilia  {(Amax 450-460nm) formada por los azicares o los
productos de su degradacién. Otra desventaja de éste método es su baja

sensibilidad a la oxidacién del Acido oleico. ( Wheatley, 2000).

1.5 E=xtraccion de grasa

De modo que se puedan llevar a cabo las determinaciones para

evaluar ¢l grado de oxidacién en sistemas alimenticios complejos como lo
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es ia carne de polio, s necesario obtener muestras de grasa, fuera de la

matriz alimenticia. Por ello es que sc requiere de un métedo de extraccion

para la grasa.

Existen varios métodos de extraccion de grasa, de los cuales
ningunc es universal. Asl mismo existe una inmensa gama de solventes
para llevar a cabo esta extraccidon. La eleccion de la técnica de extraccion
asi como del disolvente especifico dependera siempre de las propiedades

del alimento asi como las determinaciones que se quieran hacer.

Los métodos de extraccion se dividen principalmente en tres tipos.
Estos son la extraccién directa, la extraccion por solubilizacién y la

extraccion por métodos volumétricos.

En la extraccidén por solubilizacién, la muestra del alimento es
disuelta compietamente y posteriormente se realiza la extraccidén con
disolventes polares. Esta se puede llevar a cabo por dos métodes; el acido,
en el que se rompen las proteinas en base a acido clorhidrico ¥ calor, v el
basico, en el cual se utiliza amoniaco y alcohol en frio (Kirk, 1996; Hagan,

1967).

En los métedos volumeétricos se disuelve la muestra en acido
sulflirico y posteriormente se centrifuga la grasa. Este método tiene dos
variantes, la de Babcock v la de Gerber, las cuales son cominmente

utilizadas en el analisis de la leche (Kirk, 1996).

Finalmente, los métodos de extraccion directa son aquellos en los
que el disolvente se pone en contacto directo con el alimento. Son los
utilizados mas comQnmente y tienen algunas variantes, come la

homogeneizacién del alimento que se da en el método de Bligh y Dyer, que
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es el mas recomendabie para ia extraccién de grasa en carne por el alto

contenido de humedad.

El método utilizado actualmente es el de Bligh y Dyer modificado por
Hanson y Olley en 1963. En el se homogeniza el alimento con metanol y
cloroformo de modo que se forme una fase miscible con el agua de los
alimentos. Posteriormente se adicionan cloroformo y agua, formandose asi
dos fases, una de las cuales contiene el cloroformo y los materiales

lipidicos (Kirk, 1996}.

Debido a la alta toxicidad que presenta el cloroformo, éste se ha visto
sustituido para el método de Bligh vy Dyer por el diclorometano. Khor v
Chan (1985) demostraron que se puede utilizar cloruro de metilenc en
lugar de cloroformo en los procesos de extraccién de lipidos.

Hagan {1867) demosird que este méiodo de extraccion separa
mayores cantidades de grasa que los recomendados por la AQAC. Este
método es recomendado por dos factores: el primero es que permite una
efectiva extraccién en sistemas con alta humedad, como ¢l pollo que
confiene 74%,; el segundo es que al no utilizar altas temperaturas, el grado
de oxidacién de la grasa no se modifica alterando los resultados

(Sahasrabudhe, 1983; Erickson, 1993; Rossell, 1991).

Balarezo, {1998) encontrd que se logran las mejores extracciones de
grasa y productos de oxidacién en carne de pollo utilizando como solvente

una mezcla diclorometano: metanol (1:1) (Balarezo, 1998).
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METODOLOGIA

2.1 <Cuantificacién de contenido de grasa en muslo de pollo.

El paso inicial a seguir en la metodologia de este tipo de estudio es la
determinacion del tamafio y cantidad de muestras a preparar para llevar a
cabo las evaluaciones correspondientes. La cantidad de muesiras es
funcién de la longitud del periodo que se quiere monitorear asi como de los
intervalos entre una y otra evaluacion. Para estipular el tamano de las
muestras, es necesario calcular cudnta grasa se necesita para llevar a
cabo las pruebas correspondientes y la cantidad de ésta disponible por

peso de pollo.

Para determinar la cantidad de grasa promedio por musloe de pollo,
se cuantifico la grasa en seis muslos. De estos se tomé solo la parte
muscular (carne}, se pesd y se le extrajo la grasa cemo se indica en la
seccion 2.3.1 (Extraccién y cuantificacion de lipidos) del presente estudio.
Finalmente con los distintos contenidos de grasa se calculd el promedio asi

comgo la desviacion estandar.

2.2 Preparacién de muestras

Para la determinacion de la influencia de la piel de pollo en el
desarrollo de la oxidacion de lipidos en condiciones de congelacién {-18°C)
y refrigeracion {4°C) se seleccionaron piezas de pollo correspondientes al
muslo, con y sin piel. Dichas piezas se obtuvieron frescas de forma
aleatoria. Fueron adquiridas en un solo tiempo y se empaquetaron en

forma comercial, utilizando charolas de poliestireno ¥ cobertura
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transparente de polietileno cuya permeabilidad es de 5.9 cm®/m?2 dia atm
stp, cada una de las charolas contenia dos piezas de pollo {200g
aproximadamente). Las muestras asi preparadas se almacenaron a una
temperatura de 18 + 2 °C y 442 °C en un refrigerador Whirpoo! modelo
ED25DQ.

Se utilizo el muslo, va gue esta pieza pertenece a los musculos rojos
del pollo, presentando un mayor contenido lipidico que los blancos y porlo
tanto una mayor susceptibilidad al deterioro oxidative. Este efecto se ve
aumentado por la actividad catalitica que se lleva a cabo en estos
musculos que presentan una mayor cantidad de mioglobina (Rhee, 1996),
Adicionalmente, los lipidos de la porcién magra contienen mayor cantidad
de fesfolipidos que la porcién adiposa, siendo los fosfolipidos altamente

insaturados ( Fennema, 1993).

2.3 Monitorec de la oxidacidn lipidica

A partir del tiempo de adquisicion (tiempo cero) se realizo el
monitoreo de las muestras. Esto con el objeto de verificar la calidad
quimica de la grasa. Posteriormente se realizaron analisis periddicamente
en intervalos variables que dependian de la velocidad de oxidaciéon de la
mucstra, cada dos o tres semanas aproximadamente para el casc de la
carne almacenada en congelacién, para las muestras almacenadas en

refrigeracién de analizd cada tres dias.

Para el monitoreo primero se procedid a la separacion del material
lipidico de la matriz alimenticia. Posteriormente se Hevaron a cabo los
meétodos de determinacién de productos de oxidacion de indice de
peréxidos {AOAC, 1990; Kirk, 1996) e indice de Kreis {Hart, 1991}.
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2.8.1 Extraccidn y cuantificacion de lipidos

Trabajos realizados sobre diverses productos carnicos han
demostrado que tanto el disolvente empleado como el método de exiraccién
son factores de gran importancia en la cuantificaciéon de lipidos, asi come
en la determinacién de los indices de oxidacién. Por esto se requiere para
cada alimento un solvente o una mezcla de ellos especifica y un método de
acuerdo a sus propias caracteristicas (Donoso, 1996). En el caso particular
de la. carne de pollo, se recomienda el uso del método de Bligh y Dyer para
la extraccién y cuantificacién de lipidos, asi como para la determinacién de
indices de oxidacién, empleando como disolvente la mezcla diclorometano:

metanol (1:1) (Balarezo, 1998).

Se extrajo solamente la grasa intramuscular por lo que en las
muesiras almacenadas con piel la exiraccion se realizé una vez que ésta

fue retirada.

El método general de extraccién de lpidos para cuantificacién de

Bligh y Dyer se describe en el anexo I (Bligh, 1959).

2.3.2 indice de peréxidos

Es la medida de los peréxidos, productos primarios en la oxidacién
de lipidos. Se puede llevar a cabo por medio de dos métodos

principaimente;
2.3.2.1 HMétodo de la AOAC 965.33 {AOAC, 1990)

Es también conocido como método volumeétrico. Se basa en la
reaccidn de yodurc de potasio, en medio acido, con el oxigeno de los

peroxidos. El yedo liberado se titula con tissulfato de sodio.
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El procedimiento completo se muestra en el anexo 1.

2.3.2.2 Método Colorimétrico (Kirk, 1996)

El método se basa en la capacidad de los perdxidos para oxidar los
iones ferrosos (Fell) a ferricos (Felll). Se cuantifica midiendo el compuesto
de color rojo producido por la formacién de un complejo entre el tiocianato

y el ién férrico, como se indica en el anexo L.

2.3.3 Indice de Kreis (Hart, 1991)

La prueba se basa en la determinacién de malonaldehido, producto
secundario en la oxidacion de lipidos. En esta medicion se da ia formacién
de un color rojo cuando el fluoroglucinel reacciona con el aldehido

epihidrina, o maionaldehido

El método se muestra en el anexo L.

2.4 Analisis Estadistico

Con el fin de determinar si existen diferencias significativas en el
desarrollo oxidativo de los lipidos en carne de pollo con o sin piel durante
su almacenamiento en condiciones de congelacion v refrigeracidén es
necesario llevar a cabo una evaluacion estadistica de los resultados. El
método a emplearse serd el andlisis de varianza para un disefio de
bloques. Para llevara a cabo ¢l analisis estadistico se utilizd el programa

SPSS 10.0 para la determinacion de analisis de varianza.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Cuantificacién de contenidoe de grasa en muslos de pollo.

La extraccion de grasa del muslo de pollo se llevé a cabo por medio
del método de Bligh y Dyer ya que por medio de éste se obtienen buenos
rendimientos de extraccion para alimentos con alto contenido de
humedad, siendo asi el caso de! pollo. Ademas al no utilizar aitas
temperaturas, el grado de oxidacién de la grasa no es alterado,
obteniéndose asi resultados confiables durante el monitorec de Iz
oxidacién lipidica. En la siguiente tabla se muestran ios resultados

obtenidos de la cuantificacién lipidica del muslo de pollo.

Tabla 3. Concentracién de grasa en el muslo de pollo

Grasa

Muestra {2/ 100g de muestraj
1 TTTTEBe T
2 6.32
B St 5.83
Ty 2 A :
5 : BT —
6 h 623
" Media ' ' 608

Desviacion estandar
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En los resuitados obtenidos {tabla 3), podemos observar que el
contenido lipidico del muslo de pollo corresponde al 6.08 + 0.6245 9%,
Rheee vy Andersen (Rhee, 1996) reportan que el muslo de pollo contiene

5.99% de grasa, lo cual concuerda con nuestros resultados.

Es importante mencionar aqui que a pesar de corresponder todas las

iezas a un mismo lote, adquiridas al mismo tiempo, se espera cierta

diferencia entre ios contenidos de grasa de unas y otras piezas. Esto se
debe a que existen variaciones entre cada animal, debidas al metabolismo,
las condiciones de su crianza, y de manera muy importante a la
alimentacién recibida por cada uno. A pesar de dichas diferencias,
encontramos que la desviacidon estdndar del contenido de grasa en el

muslo es relativamente baja.

La cantidad de grasa necesaria para llevar a cabo los métodos que
perniiten evaluar la oxidacion Iipidica es de 11.8g, considerando que el
métode colorimétrico e indice de Kreis se realizan por triplicado v el
método volumétrico se lleva a cabo sélo por duplicado debido a la alta
cantidad de muestra requerida por este tiltimo métedo. Tomando en
cuenta que el porcentaje promedio de grasa en el muslo es de 6.08% se
requirieron 194 gramos de carne. De este modo se colocaron de dos a tres
piezas de pollo en cada una de las charolas para su almacenamiento y

posterior analisis.

3.2 Evaluacion de oxidacidén lipidica en polle con y sin piel

almacenados en refrigeracion (4°C).

Se realizd un estudié para muestras de pollo con y sin piel
almacenado en condiciones de refrigeracién {4°C). Tomando como

referencia el trabajo realizado por Alasnier (2000) donde se estudié la
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oxidacion lipidica del muslo y pechuga de pollo durante 14 dias, bajo las
mismas condiciones de refrigeracién. Sin embargo en el presente estudio
no fue posible realizar el monitoreo de la rancidez lipidica por mas de 7

dias debido al deterioro microbiolégico presentado en las muestras.

Este estudio se realizdé para dos lotes diferentes, en los cuales se
evalug el indice de perdxidos por los métodos colorimétrico v volumeétrico
asl como ¢l indice de Kreis. Los resultadoes para los dos lotes se presentan

a continuacion.

Tabla 6. Evaluacion de productos de oxidacién para pollo con piel almacenado en

refrigeracion (4°C}

" Indice de peroxidos T

(meq ‘f kg grasa:l Indice de

Dia de i :
Lote T Método Método Kreis
monitoreo : oo L (Indice / g
;3 volumétrico colorimétrico
. grasa)

§ valor (aumentof wvalor aumento

o o B s B
1 3 .0 105855 0.1760 | 1.86 |
T 07171071711 0.7870 | 0.5784 | 545 ]

o 083 | 0 1085631 0 | 11703

2 "3 1 094 | 0.11 ]1.017810.1615 § 1.3239

7 5 1.4354 10.6054 § 1.5221 % 0.6658 2.9868

*La desviacién estandar de los datos no fue mayor a 0.99%
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Tabla 7. Evaluacién de productos de oxidacién para polle sin piel almacenado en

condiciones de refrigeracién(4°C).

Indice de peréxidos )
z {meq / kg grasa) Indice de
' Dia de  — ;
Lote i Z Método Método Kreis
: monitoreo } (Indice / g
volumetmco colommetncc
i AP —— grasa)
i valor aumento valor #aumento
1 3 0 i 0 {0.8059:0.3973 6.90
7 1.02 : 1.02 1.3546] 0.946 2.8472
0 0.83 & 0 1085635 O 1.1703
2 3 0.97 | 0.14 f11186i 0.2623 1.7334
7 7152 069 ; 1644 0.7877 3.2094

*La devxamon esta.ndar de Ias datos no fu.e mayor 20, 99%

En el analisis del proceso de oxidacion lipidica para el pollo con piel
¥ sin piel almacenado durante periodos cortos en condiciones de
refrigeracién, se puede ver que los dos lotes estudiados presentan una
mayor produccién de compuestos primarios y secundarios en los muslos
de pollo cuya piel habia sido eliminada. Esto se observé particularmente
en los resultados de indice de perdxidos por el método colorimétrico, el
principal por ser el mas confiable para la determinacién de productos

primarios de la oxidacién de lipidos.

Tanto en el métode volumétrico como en e} colorimétrico el aumento
presentadc hasta el dia siete de meq de peréxido/kg de grasa, con respecto
al tiempo cero nos permite observar mas claramente la diferencia en Ia

produccién de compuestos primarics entre las dos condiciones de
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almacenamiento, presentando un mayor aumento e el nivel de peréxidos

de la carne de pollo almacenada sin piel.

Durante la evaluacién del deteriorc oxidative de carne de pollo en
refrigeracion, se encontraron resultados irregulares con respecto al indice
de Kreis. Esto puede deberse a que al haber accién de microorganismos,
estos consumen los productos secundarios de la oxidacion o bien reaccién

con otros compucsios presentes en la matriz alimenticia..

El analisis estadistico aplicado a les resultados {anexo 1), permite
ver que existe diferencia significa entre la produccion de productos
primarios (método colorimétrico) y productos secundarios {Indice de Kreis)

para las muestras almacenadas con piel y sin piel.

Finalmente los resultados de la rancidez oxidativa presentado por las
muestras almacenadas con y sin piel bajo estas condiciones muestran un
indicio de que la piel influye en el deteriore oxidative, ya que dicho procesc

se lleva a cabo méas lentamente en la carne de pollo almacenada con piel,

3.3. HMonitoreo de la oxidacién de lipidos de carne de polic con v sin

piel

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos de la evaluaciéon
de los productos de la oxidacién lipidica de! musle de pollo que fue
almacenado con piel y que como ya s¢ mencioné se mantuve en
congelacién (-18°C), empaquetado de manera comercial. Esta evaluacion
se llevd a cabo durante 154 dias y consistié en la determinacién del indice
de perdxidos por el método colorimétrico ¥ volumétrico asi comeo del indice
de Kreis, en la grasa extraida del muslo { una vez que se retiré la piel). El
porcentaje de grasa intramuscular promedic de las piczas de pollo que

fueron estudiadas fue de 6.21 + 0.8575.
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Tabla 4 . Resultados de los producios de oxidacion en la carne de polle con piel,

almacenada en congelacion (-18°C)

fndice de perdxidos (meq / kg grasay

Dia de indice de Kreis ;
monitoreo Método Método {fndice Krels/ g grasa) :
volumétrico colorimétrico §
o 00000 1 05190 04563
15 1 oo000 7 08273 1 07356
30 06150 1.5338 1.0190
45 0.9975 1.3658 2.5556
60 1.1830 1.2661 3.6964
88 1.2261 1.2898 3.9829
94 1.2005 0.9795 33873 :
o1 T.1123 TTII685 1 3.9666
108 12361 19415 1 39945
135 | — 1 2252 38o7s
Tise 17877 | 2.4964 | 37472 .

*La desviacion estandar de los datos no fue mayor a 6.8%

De manera simultanca se llevd a cabo el monitoreo de las muestras

de muslos de pollo almacenados bajo condiciones de congelacion sin piel.

El monitoreo de ambos lotes se realizé exactamente los mismos dias, de

modo que no se agregaran variables no controlables como temperatura y

humedad ambientales en distintos dias de monitoreo. En la tabla 5 se

presentan los resultados de esta evaluacion

La grasa fue cxtraida por cl meétodo de Bligh v Dyer {1939) para

levar a caboe las determinacicnes por los tres métodos correspondientes.

Los resultados de la extraccion de la grasa para las piezas sin piel
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presentan un valor promedio de 6.25% con una desviacidn estandar de

0.8845,

Tabla 3. Resultados de evaluacion de productos de oxidacion en came de pollo

almacenado sin piel en congelacién (-18°C)

Indice de perdxidos (meq / kg grasa)
o e i e s sy iAICE de Kreis
Método Método

monitoreo (fndice de Krels /g grass) |
volumétrico colerimétrico

Dia de

0 | 00000 | 05100 | 04563

15 0.0000 0.8300 0.6560

30 0.8075 1.6704 1.3556

45 1.2950 1.5834 3.7778

60 1 Liesz § 18271 42000

&8 1.3380 1.7000 4.4737

Toa§ 12201 | 17539 47733 |

“101 | 10250 | 16965 |  4.4048

108 1.2859 1.6648 3.8675

135 - 3.2161 5.5324

154 1.7986 2.6338 2.8228

La desviacion estandar de los datos no fue mayor a 6.8%

Este estudio se llevé a cabo durante 154 dias, tiempo gque
aparentemente dura el periode de induccién para el muslo almacenado en
congelacién, ya que el nivel de perdxidos se mantiene constante y muy
similar, El tiempo de induccidn es dependiente de la presencia de agentes
inhibidores como los antioxidantes naturales, que en este caso

corresponde a la vitamina E {tocoferol). Sin embargo este lapso de tiempo,
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a pesar de ser ain la etapa de induccién, nos permite determinar si existe

diferencia entre la evolucién oxidativa de las dos condiciones a estudiar.

A partir de los resultados presentados en la tabla 4 y 5, se
construyeron graficas comparativas gue muestran la evolucidn de la
concentracién de los productos primarios y secundarios de la rancidez
oxidativa a lo largo del periodo de monitoreo, tanto en la grasa de la carne
de pollo almacenado con piel como en la del preducto almacenado sin piel.
Con el fin de determinar la influencia de la piel como posible agente
limitante para el proceso de rancidez oxidativa. Se construyé una grafica
para cada método de determinacién de indice de perdxidos, asi comeo para

el indice de Kreis. (Grafica 1, 2 v 3).

Grafica 1. Evolucion de la oxidacidn lipidica del muslo de polle almacenado con y

sin piel en congelacion (-18°C) (método volumétrico).
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En la grafica 1 se puede observar que el nivel de perdxidos
determinado por €l método volumétrico para el pollo con piel comparado
con los resultados para el pollo sin piel no presentan una diferencia
evidente a lo largo del periodo de induccion. Incluso, a clertos tiempos se
encontré que el grado de oxidacién encontrado para el pello almacenado
sin piel era menor que el del pollo almacenado con piel. Sin embargo este
método es poco sensibie y por lo tanto presenta la desventaja de nc
permitir la medicién de wvalores bajos de perdxides, come los que
determinamos, con precisiéon. (Gray, 1978). Adicionalmente, el método
volumeétrico se caracteriza por la dependencia de éste en la observacion del
analista. En varias ocasiones no fue evidente el vire durante la titulacién,
por lo que la interpretacién del analista afiade un alto indice de error. Por
loc que es necesario también evaluar el indice de peréxidos por medio del
método colorimétrico, el cual es mas sensible, objetivo v asi lograr medir

valores de perdxide bajos confiables.
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Grafica 2. Evolucion de la oxidacion lipidica del muslo de pollo con y sin  piel

almacenado en congelacion (-18°C) (método colorimétrico).
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En la grafica 2, se muestran los resultados de rancidez lipidica
evaluades por medio del indice de perdxidos en su método colorimétrico,
éste método presenta una mayor sensibilidad en comparacién con el
método volumétrico y por tal permite la medicién de los perdxidos
formados al inicio de la rancidez oxidativa con mayor precisién ( Shantha,
1994). En la grafica quc representa la evolucion de la rancidez oxidativa se
observa una aparente diferencia a partir de los fireinta dias de
almacenamiento en congelacion entre el indice de perdxidos para el pollo
con piel y sin piel, siende mayor la evolucién de la oxidacién lipidica para

¢l polle almacenado sin piel.
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Grafica 3. Evolucion de productos secundarios de ia oxidacion lipidica detl

muslo de pollo almacenade en congelacion (-18°C) (Indice de Kreis).
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La comparacién de resultados de Indice de Kreis se presenta en la
grafica 3 y corresponde a la medida de los productos secundarios de la
oxidacidn lipidica. El valor se incrementa lentamente ya que al encontrarse
en las primeras etapas de la oxidacién de lipidos, la velocidad de
descomposicion de los hidroperoxidos es baja, siendo mayvor la velocidad
de formacién. Los resultados nos muestran que se presenta una mayor
cantidad de productos secundarios en el pollo que es almacenado sin piel,
esto como consecuencia de una mayor formacion de hidroperdxidos v su

subsecuente descomposicion.

A pesar de que las graficas de Indice de perdxidos, el cual mide el

inicio de la oxidacién lipidica, v la del Indice de Kreis presentan una
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aparente diferencia, es necesario determinar si la diferencia presentada se
debe a errores generados por los métodos de evaluacién v la variabilidad
de las muestras, ¢ a una dependencia de estos resultados con respecto a
la presencia o ausencia de la piel durante el almacenamiento. Para
determinar dicha diferencia se realizdé un analisis de varianza tabla Al,

A2) que se presenta en el Anexa 11,

Los resultados obtenidos para el métode colorimétrico indican que a
partir de los treinta dias de almacenamiento se presenta diferencia
significativa entre la produccién de perdxides, lo cual marca una diferencia
en la evolucién oxidativa del pollo con piel y sin piel, siendo mayor para el
polio almacenado sin piel. Este comportamiente se mantiene hasta el dia
154, a excepcién del dia 108, el cual se puede deber a un error en la

determinacion o a la variabilidad intrinseca de las muestras.

Para los resultades obtenidos a partir del método volumétrico ne fue
necesaric llevar a cabo un anélisis estadistico. Esto se debié a que los
resultados no sugerian siquiera una tendencia de la presencia de la piel a

retardar o adelantar €l proceso del deterioro oxidativo,

En el caso del Indice de Kreis se encontro una diferencia significativa
entre las dos condiciones de almacenamiento a partir de los 45 dias de
almacenamiento. También en este caso se encontré una excepcion en el
dia 108. Sin embargo en general se observd una diferencia
estadisticamente significativa durante los primeros 154 dias del proceso de

oxidacion lipidica de los muslos de pollo con o sin piel.

Al almacenar el pollo sin piel hay una mayor produccidén de
compuestos secundarios los cuales pueden interaccionan facilmente con
otros compuecstos presentes en la carne como serian las proteinas

provocando una disminucién en el valor biologico del alimento; por Io que
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seria Util realizar un estudio paralelo de la solubilidad proteinica y/o

grupos amino libres,

Existen varias posibles interpretaciones a la influencia de la piel de
pollo sobre el proceso de oxidacion lipidica encontrada, pero la principal
sugerida es la aparente funcion de la piel como barrera fisica al paso de
oxigeno. Esta barrera fisica impide el contacto directo entre el oxigeno con
la carne del polto, y asi mismo al consurnirse el oxigeno gue se encuentra
en confacto con la piel por la oxidacién de los lipidos, se requiere la
difusion del oxigeno exterior a través de la piel para nuevamente tener
contacto con la carne y continuar el proceso de oxidacién. En si la piel

parece evitar la difusion del oxigeno.

Se sabe que la piel contiene grandes cantidades de grasa {30%), que
a su vez es mas saturada que la grasa intramuscular de la carne de pollo,
este ultime se confirmé con el analisis realizado en el laboratorio 214 del
Departamento de Alimentos y Biotecnologia del perfil de acidos grasos de
ésteres metilicos de los acidos grasos de las muestras de grasa de pollc
extraida del muslo y de la piel; donde se obtuvo que el porcentaje de acidos
grasos saturados en la piel es de 27.9, y de el de la carne de pollo es de
29.4. Este grado de saturacion en la grasa de la piel provocara que la
difusion del oxigeno a través de la piel, parte de este mismo gas sc
consumira en la oxidacion de los lipidos de la piel, evitando asi
parcialmente la oxidacion de los lipidos de la carne destinada al
consumidor. Por la naturaleza de esta grasa que es saturada, dicha
oxidacién se da con una velocidad muy moderada y permite que la
influencia de la piel en dicho sentido se mantenga durante tiempos

prolongados.

Estudios realizados en arenque han demostrado las propiedades

protectoras de la piel ya que al almacenar este pescado sin piel, se acelera
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la oxidacion lipidica debido a que la piel actua como barrera fisica evitando
la difusion del oxigeno y al quitarla los lipidos quedan expuestos al
proceso de oxidacién (Undeland, 1998). Con esto se tiene evidencia de que

la piel actQia como agente protector retardando la rancidez lipidica.

Gray et al 1996, encontraron que procesos como la molienda, el
deshuesado mecanico, y oiros, en el polio provecan ia ruptura de
membranas celulares de la carne de pollo. Esta ruptura podria darse
también durante el proceso de la eliminacion de la piel. Asi, al romperse la
membrana celular se liberan los fosfolipidos, que como bien sabemos son
lipidos con altos grados de insaturacion. Al estar dichos lipidos libres y en
contacto con el aire, por lo tanto con el oxigeno, facilmente se puede dar el
proceso de oxidacion lipidica. Al ser expuestos los fosfolipidos se genera
una aceleracion del proceso de oxidacién sobre el total de los lipidos de la
carne de pollo. En caso de llevar a cabo la eliminacién de la piel cuando ya
s&¢ acerca su consumo final, no serd posible evitar la ruptura de
membranas celulares y la liberacion de fosfolipidos, sin embargo el tiempo
restante se reducira de modo que al momento de su consumo, no se haya
Hevado a cabo ain la oxidacion de dichos fosfolipidos, o al menos se haya.

realizado en menor grado.

Asl, podemos resumir los resultados obtenidos diciendo que
efectivamente se encontré una influencia de la piel sobre la oxidacion de
los lipidos de carne de polle almacenada en condiciones de congelacion e
incluse se tienen indicios de que se presenta en mismo compertamiento en
condiciones de refrigeracién. Las probables razones que encontramos para
estos hechos son la presencia de la piel que actiia aparentemente como
barrera fisica, la posible oxidacién de los lipidos de la piel, y la probable
ruptura de membranas celulares durante la eliminacién de la piel. Si
embargo para corroborar estas condiciones es necesario evaluar ia

rancidez oxidativa de la grasa de la piel, la cual va a depender del grado de
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instauracién de los acidos grasos presentes, que a pesar de que la grasa en
este tejido es altamente saturada va a depender de la alimentacién del

animal asi como también lo sera la presencia de anticxidantes.
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CONCLUSIONES

Se establece que existe diferencia significativa en la eveolucion de la
oxidacién lipidica en el musio de pollo cuando se almacena con piel y sin
piel, en condiciones de congelacion {-18°C) y de refrigeracién (-4°C], donde
la piel ejerce un efecto positivo al retardar parciaimente el proceso de

rancidez oxidativa.

Se encontrd que el método colorimétrico que e¢s empleado para la
determinacion del indice de perdxidos ofrece una mayor sensibilidad que el
método volumeétrico, permitiendo la medicién de valores de perdxidos
menores a 0.6 meq de peréxidos/kg de grasa a diferencia del meétodo

i lrn i Sb et
volumétrico.

Se comprobd que la oxidacion lipidica se lieva a cabo més
lentamente en condiciones de congelacién que en refrigeracion, debido a la
influencia de la temperatura y muy probablemente a la  actividad

lipolitica.

Es recomendable que en estudios posteriores se estudie la oxidacién
lipidica de la piel de pollo tomando en cuenta entre otros factores el nivel
de antioxidantes naturales presentes, para poder describir la forma en que

ésta protege a la carne de la rancidez oxidativa.
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ANEXO I

Extraccién de grasa { Método Bligh & Dyer)

Pesar 20g de muestra preparada, {correctamente homogenizada) v
previamente determinada la humedad, en un vaso mezclador. Adicionar
agua destilada suficiente para llevar a un total de 16mi junto con 40ml de

metanol y 20mi de diclorometano.

Macerar 2 minutos y agregar 20 ml de diclorometano vy
homogeneizar por 10 segundos en un homogeneizador de laboratorio
marca Osterizer, a alta velocidad. Agregar 20 ml de agua destilada y
macerar de nuevo durante 30 segundos. Centrifugar, utilizando una
centrifuga marca Beckman J2-21M/E, la mezcla durante 10 minutos de
2000 a 2500 r.p.m. Extraer la capa de diclorometano sin perturbar el resto
y filtrar a través de papel filtro grueso {Whatman #2). El filtrado se coloca
en un rotavapor a 25°C en ¢l cual se lleva a cabo la evaporacién total del
solvente. Se mantiene la operacién del rotavapor hasta que no es
perceptible el olor a solvente. De este modo se obtiene la grasa pura para
llevar a cabo los métodos que permiten la evaluacién de la oxidacién

lipidica.

Para el caso de la cuantificacién de la grasa se toman 25 ml de filtrado
{grasa y dicloremetano}, los cuales se colocan en un vaso a pesoe constante.
Se evapora el diclorometans a sequedad sobre bafio de VAapOor ¥ se continda

el secado en una estufa a 105°C hasta peso constante
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indice de peréxidos.

Meétodo de la AQAC.

Reactivos:

Acido acético grado analitico, Reasol.
Almidén soluble grads analitico, Merck.
Diclorometans grado analitico, Reasol.
Yoduro de potasio grado analico, Reasol.
Tiosulfato de Sodio 0.1N, Reasol.

Procedimiento:

Pesar 5.00 + 0.05g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 250ml.
Afiadir 30ml de acido acético-diclorometano (3:2 v/v) y agitar para disclver
la grasa. Aftadir 0.5ml de solucion saturada de yoduro de potasio ¥ dejar
reposar por 1 minuto moviendo ocasionalmente; afadir 30mi de agua
destilada. Titular con una solucién 0.1N de tiosulfato, con agitacion
vigorosa hasta que el color amarillec haya desaparecido casi
completamente, Afiadir 0.5ml de solucion de almid6n al 1% y continuar la
titulacion agitando para liberar todo el yodo del diclorometano, hasta que

€l color azul desaparezca.

8i se utilizd un volumen menor a 0.5ml de tiosulfato de sodio G.1N,
repetir la determinacién con tiosulfato de sodio 0.01N. El blanco debe ser
menor o igual a 0.1ml de tiosulfato de sodio 0.1N y se debe correr en cada

determinacion.
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Calculos.

Valor Perdzido (meq perdxido/kg de muestra) = Sx N x 1000 / g de
muestra
S = ml de tiosulfato de sodio corregido con el blanco

N = normalidad de tiosulfato de sodio.

Método colorimétrico.

Reactivos:

Alcohol metilico grado analitico, Reasol.
Cloruro ferrroso grado analitico,
Diclorometano grado analitice, Reasol.

Tiocianato de amonio grado analitico, Mallinekrodt AR.

Procedimiento:

Se pesa exactamente de 15mg a 0.3g de muestra de grasa (W] en un
tubo de ensayo. Se afade diclorometano:metanol 70:30 {v/v} hasta un
volumen de 9.9ml y se mezcla para disolver la muestra. Se adiciona
0.05ml de solucién de tiocianato de amonio [30% m/v, reactivo grado
analitico), se mezcla y se mide la absorbancia a 500nm {AbO) contra un
blanco de ia mezcla diclorometano: metanol 70:30. Se adiciona 0.05ml de
solucion de cloruro ferroso ( 0.35% que contiene 2% de HCL 10N ). Se
mezcla y después de exactamente 5 minutos se mide la absorbancia
nuevamente a 500nm {Ab2). Simultaneamente se efectla una

determinacién de un blanco de reactivos (Ab1).

Para preparar una curva de calibracion de absorbancia se utiliza

una solucién patrén de clorure férrico que contiene 20 ppm de Fe; se
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pesan 0.242¢g de cloruro férrico pentahidratado en un matraz aforado, se
lleva a 50ml con una mezcla de diclorometano:metanal 70:30, de Ia cual se
toma 1 ml y se afora a 50ml con la mezcla diclorometano:metanol. Se
realiza una curva patrén con diez tubos usando volumenes de 0.25 a2 ml
de solucion patron agregando al primer tubo 9.65ml y al dltimo 7.9ml de
la mezcla diclorometano:metanol 70:30 para obtener concentraciones de 5
a 40ug de Fe. Se afiade 0.05m! de tiocianato de amonio ¥ 0.05mi de acido
clorhidrico 0.2N y se mide la absorbancia a 500nm frente a un blanco de

reactivos.

Céalculos,

A partir del resultado de Ab2 — ( AbO + Ab1l) y por medio de la interpolacion

de este valor en la curva patron se obtienen los ug de Fe (11I).

Indice de peroxidos = ug de Fe (II) / 53.84 x W = meq / kg.

Indice de Kreis

Reactivos:

Acido Tricloroacético grado analitico, Reasol.
Alcchol Etilico grado analitico, Reasol
Diclorometano grade analftico, Reasal.

Fluoroglucinol grado analitico, Merck.,

Procedimiento:




Anexc 1

Se disuelven 0.65 - 0.50 g de grasa en 5ml de diclorometanc; se
afladen 10 ml de la solucién de acido tricloroacético glacial al 30% en
acido acético glacial, y se adiciona 1 ml de floroglucinel en acido acético al
1%, Se agita e incuba por 15min en bafio maria a 45°C. Se deja enfriar v

se le agregan 4ml de etanol,

Simultaneamente se corre un blanco de reactivos. Finalmente, se
mide Ia abscrbancia de las muestras incubadas a una longitud de onda de
240 nm. Para la obtencion del indice de Kreis se utiliza la siguiente

formula;
IK=Am-Ab /1xC=D.0./ ggrasa

En donde:

Am = absorbancia de la muestra
Ab = absorbancia del blanco

1 = longitud de la celda

C= concentracién del aceite en g/ml de 1a solucion final.




Anexo 11
Tablas de analisis de variariza

ANEXO II

Tabla A.1. Anova para resultados de Indice de Peréxidos en pollo con v sin piel.

{T8umade [T T Cuadrades T

; G.L. ‘ i F

{ cuadrados medios

. - uo---(-jbaou.. vr rmmr mmmess A“u--l--- I T =R TP PP —— :--- - e memesseens wem
0.000

3.823E-04 i

Entre
Error : 1.529E-03
Total 1.529E-03

L7, BN

T15 Entre grupos 1.098E-05
Error ) 2.362E-03
Total X 2.3738-03

1.098E-05 |

: 0.019
5.901E-04

Nop e

2.800E-02 |
3.039E-03 | 9.210

‘T30 Entre grapes | 2800802 [
Error 1 215E-02
Tetal 4.016E-02

O

T45 Entre grupos : 7.103E-02
Error 1.454E-02
Total - 8.556E-02

7.103E-02

i 1842
3.635E-03 |

N7 I N §

0.472 :

Error . 8.710E-03 :
: 1.678E-03

Total : 0.479 |

uooh =
I H
0 i
=
kY
3]
A

[TE0 Entre grupos 4 TeAmT T
i
H
1

0.252 ;
1.103E-02 | 22.875

T88 Entre grupos 0.252
Error : 4 413E-02
Total ' 0297

R T

G865 1 :

: _ 0.890
Brror 3.6048-02 z 99.826
5

9.009E-03 :
Total - 0.935 ;

T94 Entre grupos

T101 Entre grupos 0.372 1 0.372 |
Error : 6.681E-02 4 1.670E-02 ! 22.970
Total - 0.439 5 :

JTI08 Entre gripes . 5.115 T 6115
Error 1 7.685E-02 4 1.821E02 1  5.977-
Total : ¢ 192 5

9.158E-03 1| 453.233 .

by

{Ti85 Entre grapos 1 4151 {7
: Error . 3.663E-02
Total : 4.188

[ BN

I T154 Entre grupos 2.829E-02 1 2 829E-02 -
: Error - 7.310E-03 1.827E-03 15.481
Total 3.560E-02 !

.Y
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Tablas de analisis de varianza

Tabla A-2. ANOVA de los resultados de Indice de Kreis para polio con y sin piel.

- Sumade " Cuadrados

T0 “Entre grupos
Etror
Total

cuadrados

Tooes T

4.720E-03 |
4.720E-03 ;

—

L7 BN

medios

0.000 ;

i 0.000
1.180E-03 :

T15 Entre grupos
Error

Total
TSOEntreg'rupo e
Error

Taotal

9.441E-03
1.811E-02
2 755E-02
EAES
0149
0.319

2. T

4/ J1

$.441E08 |

H 2.085
4.527E-03 !

0.170
3.727E-02

T45 Entre grupos
Error

Total

2.241
3.261E-02
2.275 |

i

Entre grupos
Error
Total

88 Enfre grupes

Error
Total

R N R

U\-br-»g

2241 |
i 274.865
8.152E-02 -

0.380 ;
3.107E-02 i

0.361 |

i 7023
5.145E-02 .

Entre grupos
Error
Total

2.882
8.296E-02
2.965

a s o~

2.882 -
2.074E-02

138.956

T101 Entre grupes
Error
Total

0288 |
0.158
0.443

uoE i

0.288
3.873E-02

1 T108 Entre grupes
Error
Total

Entre gropos
Error
Tatal

2 418E-02
0243
0.265

k)
0483
4.844

N B =g

Ul-h»—-

2418802 | :
i ©a0l
6.029E-02 &
4.362 1
0.121 §

36.140

Entre grupos
Error

Total

1.282
0.229
1.511

Fparaea 0.5=7.71

P S

1.282 1

{224
5.719E-02 ;
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Tablas de analisis de varianza

Tabia A-3. Resultados de Anova para indice de perdxidos en muestras de

pollo refrigerado con ¥ sin piel, lote 1.

T hma de

! cuadrados

170 Entre grupos ©

1 600E-07
1.600E-07

Error

Total

5

e e

G.L.

L3 I N

Cuadrados” |

medios

0000

4 O00E-.8

0000 -

7.924E-02
5.580E-04
7.8979E-02

.: T3 Entre grupos
: Error

Total

B

7 924E-0% -
1.305E-G4 ,

568 020 :

0.483
6 207E-05
0.483

£ T7 Entre grupos
Error
Total

Fparac0.5=7.71

de pollo refrigerado con y sin piel, lote 2.

nma,

uadrados

i TO Entre grupo;

Error 2.624E-03

Tatal

dg“ o

0.000

2.624E-03

= A

" Chadiados

0.483
1.574E-05 |

30695.472

‘| medios

L

0.066",
6.559E-04 °

1.5é4E-03

T3 Entre grupos ; 7
Error
Total

1 935E-02

4.106E-03 -

0 & o~

1534502 .
1.027E-03

2.229E-02
1.035E-02
3.265E-02

i T7 Entre grupes |
: Error ;

Total

[N

2.22GE-02 |
2.589E-03 ;

F para 0. 0.5 =7.71
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Tablas de analisis de varianza

Tabla A-5. Resultados de Anova para resultados de indice de kreis en

muestras de pollo refrigerade con y sin piel, lote 1.

""VSuma de

. cuadrados

TO Entre grupos ’
: 2 411E-03
3 709E-03

Error

Total

gL

Tazeskasz | 7T T

T Chadrados T {F T

PR R

medios

1 205E-03

T 1298803

o

25.468
6.028E-02
23.528

T3 Entre grupos |

Error

Total

grupos
Errer
Total

8.100E-02
6.879

e7o8

W N =

by el

e
3.014E-02

X T
4.050E-02 |

545.000

167838

Fparao. 0.5=18.51

Tabla A-6. Resultados de Anova para resultados de indice de kreis en

muestras de pollo refrigerado con y sin piel, lote2.

Suma de

' cuadrados

G.L.

Cuadrados

medios

0.000
6.840E-02
6.840E-02

TO Entre grupos
Error

Total

[/ I S I

1.710E-02

6,000

T3 Entre grupoes

Error 1.651E-02

Total

0.253

0,268 .

ot

w W

0355
4.128E-03 1

T AE7ELD
5.731E-02

T7 Entre grupos
Error

Total

0.132

Fparaa 0 5= 18.51

7 ARTR-00
1 433E-02 -






