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I.- RESUMEN 



En este trabajo se ha desarrollado un método me

jorado para la determinación del grado de rancidez en pes

cado. Los comruestos indicadores de rancidez en muestras 

de pescado, son cuantitativamente reaccionados con el áci

do 2-tiobarbitúrico, digeridas y separadas directamente -· 

por medio de una destilación específica y estimadas en una 

medición espectrofotométrica a 538 nm. 

Han sido investigados los errores operacionales, 

interferencias y recuperación de carbonilos volátiles de -

este procedimiento. La técnica recomendada ha sido emple! 

da satisfactoriamente para varias evaluaciones de calidad 

en pescado con una desviación tota'I de 7 % y con un 1 imite 

de detección de 5.2 nanomoles de substancias reactantes -

con el ácido tiobarbitúrico (SRATB) en una muestra de 10 g 

de carne de pescado, El procedimiento espe·cffico del mé-

todo me~cionado, es descrito para de esta forma aplicarlo 

a productos pesqueros ya sean frescos o congelados. 
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rr .- INTRODUCCION 



Durante aílos se han hecho una gran cantidad de -

esfuerzos pJra determinar el grado de rancidez en alimen-

tos grasos por medio de un m~todo qufmico adecuado. Desde 

1944 se observó (19), que tejidos animales que habían sido 

incubados aer6bicamente, daban una coloración con el ácido 

2-tiobarbitürico (ATB). Bernheim y colaboradores (3) en-

centraron que este color era el resultado de un complejo -

formado de la reacción entre productos de oxidación de - -

compuestos grasos insaturados y el ácido 2-tiobarbitúrico. 

Como es bien conocido, los productos primarios -

de la oxidación de lípidos son hidroperóxidos, los cuales 

se descomponen rápidamente por medio de reacciones secun

darias, originando nuevos compuestos, en particular com-

puestos carbonilos (9, 10, 11, 16, 29, 30). 

Se ha encontrado que en el transcurso de la oxi

dación, la cantidad de substancias reactantes con ácido 2-

tiobarbitúrico (SRATB) varían linealmente con la conjuga-

ci6n diénica y con el consumo de oxfgeno (8, 31). Por 

otro lado, dienos y monoenos pueden no producir SRATB. 

Adicionalmente, ha sido demostrado que fragmentos de tres 

carbonos derivados de la oxidación polienoica eran los - -

compuestos productores del color, siendo malonaldehido - -

(MA) la principal SRATB, estudio basado en curvas espec- -
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trales (3.35, 36, 43). En otras palauras, malonaldehido o 

SRATB son formados principalmente del~ oxidación de áci-

dos grasos conteniendo tres o más dobles 1 igaduras (21, --

23, 42). Las otras SRATB que acompañan al MA no han sido 

bien identificadas (20), pero parecen ser precursores es-

tables de MA, posiblemente vinil-cetonas, 2, 4-dienales 

y/o 2, 4, 7-decatrienales (14, 20, 32, 36). Además, es 

ampliamente aceptado que el pigmento rojo formado en la 

reacci6~ con &cido 2-tiobarbitúrico es el producto de la -

condensaci6n (en una reacci6n inducida en medio ácido y 

calentamiento) de 1 mol de MA y 2 moles de ATB (13, 28, 

36, 42). 

En anos anteriores se desarrollaron varios méto

dos para la aplicaci6n de la prueba del ATB en productos -

alimenticios (4, 23, 27, 33, 34, 35, 37, 40, 41). Estos -

métodos pueden clasificarse bajo dos categorías: 

a) Por medio de una extracci6n.- Al producto -

alimenticio se le anade una soluci6n ácida de ATB y ense-

guida se calienta en bano maria para de este modo obtener 

el máximo desarrollo de color, extrayendo entonces e1 pig

mento con un solvente adecuado y midiéndolo espectrofoto-

m~tricamente. 

b) En base a una destilaci6n.- El alimento se 9 



destila bajo condiciones ácidas, se toma una alícuota del 

destilado y se le adiciona ATB, enseguida se calienta y -

el color desarrollado se mide directamente en un espec- -

trofotómetro. 

Como se puede observar, los dos métodos coinci

den en que ambos emplean calentamiento de la muestra a un 

pH ácido. Sin embargo, el procedimiento en base a una 

destilación ofrece ventajas sobre el de extracción; a). 

Separación de las SRATB enlazadas con aminoácidos, protel 

nas, glicógeno y otros constituyentes del alimento (22); 

b). Mejor remoción de SRATB de substancias interfercntes 

(40); c). Menor oxidación lipfdica durante la prueba mis

ma (40); d). Las SRATB son obtenidas en una solución acuo 

sa transparente, de forma que el producto de reacción con 

ATB no necesita ser extraído con solvente alguno (37); e). 

Los constituyentes volátiles de la muestra son destilados, 

evitando asf cualquier reacción del ATB con constituyentes 

no-volátiles del alimento (27, 38); f). La relación del -

olor rancio con las SRATB y otros componentes volátiles -

puede ser fácilmente estudiada en los translúcidos desti

lados (37); g). Con este método se eluden un gran número 

de operaciones individuales (27). 

La principal desventaja del método de destila--
10 



ci6n es que presenta una menor recuperación de MA en los -

destilados, la cual está alrededor del 65 % usando tetrae

toxipropano como estándar (4, 35, 37, 40). 

Otra desventaja de este método, es que pueden -

ser formados dos colores: uno rojo (en el cual se funda- -

menta el método), con una absorbancia máxima a 530-540 nm 

y otro amarillo (considerado como una interferencia) de -

absorbancia máxima a 450 nm, siendo el color rojo de con

dición estable mas no asf el amarillo. Se ha deducido que 

esta coloración es causada por algunos carbonilos, los 

cuales pueden ser diferentes productos de descomposición -

de hidroperóxidos debido a una oxidación más severa (2) o 

a causa de impurezas en los reactivos (42). Sin embargo, 

se encontró que calentando el destilado-ATB a temperaturas 

cercanas al punto de ebullición del agua durante menos de 

una hora, la formación de estas coloraciones amarillentas 

puede evitarse (26). 

¡ 
MA en solución acuosa (no-volitil) podrfa ser -

convertido a su isómero volátil dn1camente con acidifica

ción, pero es necesario un medio ácido y calentamiento -

para separarlo de su unl6n con proteinas, además de que -

la máxima recuperación de MA y SRATB se consigue en medio 

ácido (22, 40). Por otro lado, ha sido probado que el -- 11 
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tratamiento ácido-calor no es necesario para la condensa-

ci6n de ATB con MA ni para el máximo desarrollo de color; 

esto significa que el MA libre puede ser medido directame~ 

te en el destilado, basándose en que los aldehídos pueden 

reaccionar con ATB a temperatura ambiente, pero esta téc-

nica requiere una gran cantidad de tiempo (39). 

Por lo mencionado con anterioridad, y en base a 

que se considera imprescindible lograr una separaci6n m~

xima de las SRATB de su uni6n con constituyentes alimenti

cios para de esta forma alcanzar un indicador objetivo de 

la calidad, el principal prop6sito de este estudio es me

jorar el método de Tarlagdis y colaboradores (37) en base 

a una modificaci6n del aparato de destilaci6n usado, tra

tando de lograr la separación completa de las SRATB enla

zadas y de otros compuestos carbonilos que pudieran produ

cir interferencias en la coloraci6n final. Adicionalmente 

a esta modificación, se propone el uso de antioxidantes y 

agentes quelantes para evitai al m~ximo resultados err6-

neos por oxidacf6n extra durante la prueba. 

12 



III.- EXPERIMENTOS 



A) OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS. 

Fueron usados para esta investigación macarela -

(gomber scombru!_), arenque (Alosa sapidissima), bacalao -

(Gadus ~oceph!}.!!1}, atún (J:.hunnus thl'..!!.~.!:! .. ~) y "redfish" 
' (SciaenoI!.!. ocellata), capturados en las afueras del puer-

to de Ha l ifax.. 

El .pescado fue fileteado, homogenizado y almace

nado a -40°C en cajas de plástico de 50 g. de capacidad. 

Debe hacerse notar que la piel fue separada del músculo ya 

que ésta presenta un modelo diferente de oxidación al del 

mú s cu 1 o ( 6 ) . 

B) APARATOS 

Aparato espec1fico de destilación vertical (Fi-

gura la.), homogenizador virtis 23, baña de agua con ter-

mostata, espectrofot6metro {Bausch & Lomb spectronic 100), 

tubos de ensaye con tapón de rosca de teflón de 15 x 125 

mm, matraz volumétrico de 50 ml y matraz redondo de 500 -

ml que ajuste al aparato de destilación (24/40). 

C) PARTE EXPERIMENTAL 

El método original de Tarlagdis y colaboradores 
14 



consiste en destilar un homogenizado de carne-agua en re-

lación 1:10 p/p la cual es llevada a un pH ácido por medio 

de la adición de ácido clorhldrico. El aparato de desti-

laci6n usado por este autor fue el usado comunmente para -

la determinaci6n de proteína, esto es, el aparato de des-

tilaci6n Kje1dah1. 

La temperatura ideal se logra hirviendo en bano 

maria una mezcla de soluci6n de ATB-destilado, determinan

do su absorbancia a 538 nm. Los valores de ATB son calcu

lados a partir de una curva est~ndar hecha en base a una -

solución de tetraetoxipropano (TEP). 

Este procedimiento reportó un 68 % de recupera-

ci6n usando TEP como estándar, pero debido a que ofrece -

serias ventajas sobre el método en base a una extracción -

(mencionadas con anterioridad) se resolvió analizar deta-

lladamente el procedimiento y de esta forma poder locali-

zar las posibles fallas existentes en él. 

Se reflexionó primeramente en la capacidad de -

retención de los compuestos carbonilos volátiles por parte 

del aparato, concluyéndose que no presentaba las caracte-

rlsticas consideradas ideales para este re~pecto, esto es, 

un sistema cerrado para la condensación y una mayor capa-

cidad de reflujo para lograr una separación de componentes 
15 



en base a su volatilidad. Por lo anterior se diseñ6 un -

aparato con una extensión en la columna de destilación uni 

da al condensador, con la incorporación de una trampa de -

destilación, evitándose las fugas por humidificación de 

las uniones. Este aparato es mostrado en la figura la. 

Otra consideración de importancia era que en el 

método original se agregaba una cantidad de HCl suficiente 

sólo para llevar la mezcla a un pH de 1.5, pero que podía 

variar durante la destilación y así perder el pH 6ptimo -

para retener a las SRATB en su forma volátil. Debido a -

esto se incrementó el volumen de HCl, al que consideramos 

adecuado para retener la acidez ideal. 

Por Qltimo, y debido a que en el m6todo original 

no se tomaba en cuenta el efecto de compuestos pro-oxidan

tes y a la posible autoxidación sufrida durante la prueba 

en sí, se hizo una revisi6n de estudios en este aspecto, -

decidiéndose a usar los de Castell y colaboradores, los -

cuales obtuvieron mejores resultados añadiendo propil ga-

iato (PG) y EOTA antes de la destilación, reduciendo la -

oxidación durante la prueba (PG) y al efecto de las sales 

de fierro como prooxidantes (EDTA) (6, 7). 

Una vez realizadas las modificaciones menciona

das, el paso siguiente fue la comprobación de su funciona-
16 



1 idad, para lo cual se diseflaron una serie de experimentos 

que se describen a con~inuaci6n: 

a) DETERMINACION DE LA ABSORBANC!A DE MAXIMA 
SENS ITI V IDAQ. 

Para obtener la longitud de onda a la cual se -

determinaron en forma subsecuente los valores de SRATB, y 

debido a que podfan variar en relac16n al instrumento y 

reactivos usados en esta investigaci6n, se determinaron 

los espectros de absorci6n (de 440 a 550 nm) de las colo--

.raciones finales, usando muestras de músculo de macarela -

asf como del estándar TEP. 

b) COMPORTAMIENTO Y CUANTIFICACION DE LAS SRATBDESTIWAS: __________ _ 

En este experimento se pretendió conocer el - -

comportamiento espectral del des ti 1 ado ( 100 ml), el cual -

se recolectó en fracciones de 10 ml. cada una, desarrollar 

el color y determinar las absorbancias de 440 a 550 nm. 

Por este medio se estableció el volumen al cual se obtuve> 

el mayor porcentaje de SRATO en el q~e no se present6 i~

terferencia alguna, ya sea en coloraciones o en compuestos 

ajenos. 

c) PRUEBAS DE RECUPERACION. 
17 



Debido a que el 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) 

produce malonaldehido (MA) a la temperatura de ebullición 

del agua, fue escogido para su usD conio estándar. Así, y 

para verificar la autenticidad de la curva estándar de que 

él es hecha, y al mismo tiempo cuantificar su separación -

(y por analogía de las SRATB), se agregaron cantidades es

pecificas de TEP a muestras de macarela y arenque. Para -

determinar su valor en SRATB y de este modo conocer el por 

centaje recuperado. 

d) INVESTIGACION DE SUBSTANCIAS INTERFECTORAS. 

Fueron llevadas a cabo pruebas de interferencia 

para varias substancias posiblemente presentes (en forma -

natural o aiiadidas) en el tejido musculoso del pescado, -

adicionando diferentes cantidades de ellas, las cuales van 

de 1.0 a 57.0 mg. dependiendo de las caracterfs~icas de --· 

cada una, a porciones de 10 g. de macarela y así determi-

nar su influencia en los valores de SRATB. 

Por otra parte, para verificar si producen in-

terferencia en la estimación de SRATB (incrementando la 

concentración del color), se determinaron los espectros de 

absorción {de 440 a 550 nm) de compuestos similares a los 

formados en una típica reacción de oxidación, tales como -

monoaldehidos y monocetonas. 18 



e} API. r CfilQ!J!.ll._METODO _lB__l:_LEVA~AC 1 ON-º.f.. 

..l,A CALIDAD IJLPESCADQ_. 

Las SRATB son el producto de varias reacciones 

de rancidez oxidativa de algunos compuestos grasos insatu

rados. Ciertos estudios cinéticos bajo varias temperatu-

ras de congelación han sido reportados con anterioridad -

( 16), evidenciando que ciertas autooxidaciones siguen to-

mando lugar aun cuando el pescado es almacenado a una tem

peratura de -4QºC, debido principalmente a varios compues

tos prooxidantes y a trazas de metales de transici6n pre-

sentes en el tejido del pescado (6, 7, 15, 18). 

Las variaciones de valores de SRATB para atdn, 

macarela y "redfish" (frescos), mantenidos a temperaturas 

de -2, -15 y -30ºC, fueron determinadas para asf poder 

calcular el valor de este método en la vida de anaquel 

de 1 pescado. 

19 
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IV.-· RESULTADOS Y ANALISIS 



a) OETERMINACION DE LA ABSORBANC!A DE MAXIMA 
SENSITIV!OAO. 

Analizando los espectros obteni~os, tanto del -

estándar TEP como del músculo, se observa claramente un -

pico de intensa absorbancia a 538 nm, el cual coincide con 

el reportado en el método original (podrfan darse varia- -

ciones de esta longitud de onda en base al espectrofot6me

tro usado), por lo que se siguió usando esta longitud de -

onda para las dem4s investigaciones. Adem!s, es de notar

se la nula presencia de coloraciones ajenas en base a la -

ausencia de otros picos de absorci6n. 

Los espectros son presentados y comparados en -

las figuras Ja y 3b. Cabe señalar la gran similitud entre 

ambos espectros, lo que nos muestra la gran afinidad que -

existe en la destilaci6n del estándar TEP y las SRATB. 

21 



b) COMPORTAMIENTO Y CUANTIF!CACION DE LAS 
SRATB DESTILADAS. 

De los espectros obtenidos, presentados en la 

figura 3c, se observa claramente que las SRATB, a partir 

de la sexta fracción (es decir, más de 50 ml. de destila

do) presentan un· segundo pico de absorción a 500 nm, con 

la consiguiente disminuci6n del pico a 538 nm, siendo es

tos compuestos no identificados completamente pero ya 

previamente reportados (17). 

La tabla No. 1 nos muestra la cuantificación • 

de las SRATB en las mismas 6 fracciones,. tomando como ba-

. se una absorción máxima a la longitud de onda de 538 nm. 

Esta, basada en la suposición de que la destilación de -

SRATB es casi completa en un volumen de 60 ml. de desti-· 

lado, seftala que a un volumen de 50 ml. de destilado (en 

~ase al m~todo modificado) se obtiene una recolección de 

SRATB de alrededor del 97% del total destilado de la 

muestra. 

Por estos resultados se us6 un volumen de des

tilado de 50 ml., el cual coincide con el recomendado por 

el método original. 

22 



ANALISIS DE LAS SRATB SEPARADAS EN FRACCIONES DE 10 ml 

POR El METODO DE DESTILAClON 

FRACC ION DE 

SRATB EN El 
DESTILADO. 

FRACC ION 

FRACCION I I ·.; 

FRACCION II I 

FRACCION IV 

FRACCION V 

FRACCION VI 

% DE SRATB EN EL DESTILADO 

FRACCION FRACCION FRACCION'.i FRACCION 

INVESTIGADA ACUMULADA INVEST. . ACUM. 

29.8 29.8 29.6 29.6 

24.2 54.0 24.0 53.6 

19 .1 73.1 19.5 73.1 

14.5 87.6 14.2 87.3 

9.4 97.0 9.7 97.0 

2.6 99.6 2.3 99.3 

23 



c) PRUEBAS DE RECUPERACION. 

Los resultados de este experimento {tabla No. -

2). la cual no por ser simple deja de ser una de las más -

importantes de esta investigación, nos muestran una recu--. 
peraci6n casi total del TEP aftadido, con un error no mayor 

del 5%, por lo cual se puede afirmar que la modificaci6n -

hecha al aparato de destilación, nos permite una separa- -

c16n de TEP y de SRATB de no menos del 95%, superando am--

pliamente los resultados anteriormente reportados y a la -

vez coloca a este método modificado en vias de ser un tn--

dice objetivo de la calidad. 

24 



TABLA No. 2 

RECUPERACION DEL ESTANDAR TEP ARADIDO A DOS MUESTRAS DE 

FILETES DE PESCADO USANDO EL METODO RECOMENDADO 

MUESTRA DE 
PESCADO 

FILETE DE 
MACARELA 

FILETE DE 
ARENQUE 

TEP ARADIDO 
(uMOLES) 

o.oo 

0.80 

1.50 

0.00 

1.00 

3.00 

VALOR SRATB 
(uMOLES/Kg} 

2.8 

10.4 

lB.5 

10.6 

21.0 

38.6 

RECUPERACION 
TEP ( % } 

95 

104 

,,.. 

102 

95 

-----

25 



d) INVESTIGACION DE SUBSTANCIAS !NTERFECTORAS. 

la determinación de los valores de SRATB de ma

carela a la cual habían sido adicionados diferentes com- -

puestos, tales como lípidos, azúcares, compuestos sulfura

dos, antidxidantes, metales de transición, cloruro de so-

dio, hemoglobina, ácido láctico y bases nitrogenadas, mos

traron una muy ligera o nula diferencia del control usado, 

con una desviación relativa máxima del 7 .3 %. Este resul-

tado tiene varios significados, siendo el más importante -

el que nos señala que la liberación o separación de las -

SRATB no es impedida o afectada seriamente por compuestos 

usualmente señalados para ello (caso típico del cloruro de 

sodio y metales de transición), debido principalmente a la 

magnffica separación y destilación de las SRATB así como -

por la acción de los agentes antioxidantes y quelantes US! 

dos en la modificación. la variación individual por cada -· 

compuesto sobre el valor de las SRATB es presentado en la 

tabla No. 3. 

El resultado de la investigación sobre la posi

·ble interferencia de productos de oxidación diferentes a -

las SRATB se muestra en la figura 4. 

En estos espectros se observan dos picos prin-

cipales de ~áxima absorción, a 500 y a 450 nm, que tal vez 
,26 



pudieran ser importantes para ciertos estudios cinfiticos 

(17, 26) pero no Otiles para el presente asesoramiento de 

la calidad en pescado, ya que no muestran una influencia 

de consideración en la cuantificaci6n de las SRATB. 

27 



TABLA No. 3 

INTERFERENCIAS DE VARIOS BIOCOMPUESTOS DEL MUSCULO DE 

PESCADO EN LA DETERMINACION RECOMENDADA DE SRATB. 

COMPUESTO 

SORBITOL 

SACAROSA 

AC l DO LACTI CO 

TBHQ 

TBHA 

Mnso4 

Cuso4 

NaCl 

Feso4 

HEMOGLOBINA 

CANTIDAD 
AÑADIDA 
( MG ) 

4.9 

50.8 

56.8 

5.0 

4.7 

5.4 

48.3 

50.4 

1.0 

4.8 

% DE 
VARIAC!ON 

+ 1.6 

- l. 6 

- 2.6 

+ 3. 1 

+ 1.4 

+ 1.0 

+ 6:3 

- 2 .1 

+ 2 .1 

+ 2.1 
28 



TA B l A No. 3 

( CONT INUAC ION) 

INTERFERENCIAS DE VARIOS BIOCOMPUESTOS DEL MUSCULO DE 

PESCADO EN LA DETERMINACION RECOMENDADA DE SRATB. 

COMPUESTO 
CANTIDAD 

AliAO IDA 

( MG ) 

3 DE 

VARIACION 



e) APLICACION DEL METODO EN LA EYA~-~~~_Q_~ 
LA CALIDAD EN PESCADO. 

Por medio del método propuesto, se determinaron 

los valores de las SRATB y la desviación estándar relativa 

de varias clases de pescado (filetes frescos y congelados). 

Los resultados, expuestos en la tabla No. 4, indican que -

este m~todo es objetivo y puede ser satisfactoriamente 

aplicado para la evaluaci6n del desarrollo de rancidez en 

pescado bajo varias condiciones, mostrando que los valores 

de SRATB obtenidos, exhiben magnifica reproducibilidad y -

sensibilidad con un error total de cerca del 7 % para mues 

tras de 10 g de carne. 

Los cambios en el valor de las SRATB de pesca-

dos mantenidos a -2, -15 y -30ºC, mostraron buena repro- -

ducibilidad (figura 5), por lo cual se considera que el -

valor de SRATB puede ser empleado satisfactoriamente como 

un indicador de calidad para la evaluaci6n de pescado al

macenado en términos del desarrollo de rancidez. 
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TABLA No.4 ---------

VALORES DE SRATB EN VARIOS FILETES DE PESCADO (FRESCOS Y 
CONGELADOS), DETERMINADOS POR EL METODO DE DESTILACION. 

MUESTRA 

E.!.LET~ ~HADOS 

MACARELA 

ARENQUE 

ATUN 

BACALAO 

REDFISH 

llilli§. f.lli~ os 

BACALAO 

MACARE LA 

REDFISH 

VALORES DE SRATB 

(uMOLES/KG) 

25.4 

11. 3 

28.6 

B.9 

12.6 

2.4 

14.2 

6.5 

ir 
D .E.R. 

( % ) 

1.0 

5.0 

4.1 

5. 2 

4.2 

5.0 

6.8 

4.5 

* DESVIACIONES ESTANDAR RELATIVAS CALCULADAS DE CUANDO 
MENOS 9 DETERMINACIONES. 31 



V.- CONCLUSIONES V RECOMENDACIONES 



De los resultados analizados anteriormente, se 

comprobó que la modificación hecha al aparato de destila

ción, nos permite la separación casi total de las SRATB, 

lo cual coloca a este método en una escala superior con -

respecto a los otros métodos usados con anterioridad que 

reportaban una recuperación de SRATB no mayor del 65 % • 

Esto implica, aunado a su alta reproducibili-

dad, una scguri dad casi to ta 1 en 1 os va 1 ores obtenidos de 

las SRATB y as1 poder relacionarlos con certeza y confia

bilidad a pruebas degu~tadoras o a otros métodos químicos. 

En relación a esto último, ha sido bien esta-

blecido que el incremento del valor de peróxido, así como 

el contenido de ácidos grasos libres, en pescado fresco y 

congelado, muestran analogfa con los valores de las SRATB 

(5, 10, 16). Pero, estas correlaciones pueden variar con 

la temperatura y otras condiciones para el desarrollo de 

rancidez en el músculo de pescado (17, 30). 

Aunque los cambios en el valor de las SRATB -

exhiben una buena relación lineal con resultados de prue

bas panel organolépticas (1, 12, 15, 29), la correlación 

de valores de SRATB con datos de pruebas sensoriales para 

arenque, ttredfish", macarela, bacalao y atan, fue reinve! 
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tigada y la gufa recomendada para el asesoramiento en el -

desarrollo de rancidez en pescado fresco o congelado es -

presentada en la tabla No. 5. Esto es, para una evalua- -

ción objetiva de la calidad, valores de SRATB menores que 

8 umoles por Kg de pescado, podrfa ser clasificado como de 

excelente calidad, mientras que con valores de SRATB entre 

9 y 20 umoles es únicamente bueno o aceptable. La carne -

de pescado con valores más altos seria considerada inacep-

table. 

Estos estándares de calidad en rancidez podrían 

requerir cierto ajuste para atún, ya que la formación en -

él de las SRATB es bastante rápida. Asimismo, los valores 

je SRATB no deben ser usadas como un único parámetro para 

la evaluación de la calidad en el pescado y se sugiere - -
~ 

Fuertemente el uso de algún otro fndice de calidad, tales 

:orno ácidos grasos libres, valor de peróxido, etc., de - -

'orma que se tenga un asesoramiento de calidad digno de -

:onfianza para muestras de pescado. El método modificado 

;e describe en detalle en el apéndice. 

Como conclusión final, el método descrito para 

a evaluación y determinación de SRATB es una herramienta 

e alto valor para la determinación de rancidez, así como 

ara la obtención de una guia general de calidad para - -
34 



pescado ya sea fresco o congelado, además de que queda 

abierta la posibilidad de su aplicación para otro tipo de 

alimentos que presenten problemas de rancidez. 
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TABLA No. 5 

GUIA RECOMENDADA EN LA DICTAMINAC!ON DE GRADOS DE CALIDAD. 

POR RANCIDEZ PARA PESCADOS FRESCOS Y CONGELADOS USANDO 

VALORES DE SRATB 

GRADO DE 

RANCIDEZ 

NO RANCIDO 

LIGERAMENTE 
RANCIO 

MODERADAMENTE 
RANCIO 

VALORES DE SRATB 

(uMOLES/KG DE PES.) 

o - 8 

9 • 20 

MAS DE 21 

CALIDAD 

GENERAL 

EXCELENTE 

BUENO O 
ACEPTABLE 

INACEPTABLE 

(1) PARA LA EVALUACION OBJETIVA DE LA CALIDAD, LAS SRATB 

DEBEN SER USADAS CON AL MENOS OTRO PARAMETRO DE CALI
DAD ADICIONAL. 

(2) VALORES MAS ALTOS DE SRATB PUEDEN SER NECESITADOS PA

RA LA EVALUACION DE ATUN. 
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VI.· APENDICES 



APENO ICE 

FIGURAS 



24/40 

MATRAZ 
REDONDO 
DE 500 mi 

,., '"'----i 

F'IGURA lo. APARATO llEDESTILACION. 

24/40 

MATRAZ 
VOL. DE 

50ml 
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10 cm 

l 
MATRAZ 

VOL DE. 
!50ml 

AGUA 
REF. 

24 /4 o 

MATRAZ 
RE DON DO 

!100 mi 

T. 
45cm 

FIGURA lb. APARATO DE ll[STILA,CION CON CONDENSADOR 

Y CONCENTRADOR INTEGRADO 
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FIGURA 3 
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FIGURA •l 
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APENDICE 2 

PROCEDIMIENTO RECOMENDADO 



Se recomienda que la técnica de trabajo descri

ta a continuación, sea seguida al pie de la letra para de 

esta forma mantener al rnfnimo las variaciones en los valo

res de SRATB que podrían lograrse debido a oxidaciones en 

la manipulación de las muestras, fugas en la destilacÍ6n, 

coloraciones ajenas, etc. 

a) .f.t!:1P.aración de reactivos 

Acido glacial acético, ácido clorhídrico 4N, -

ácido 2-tiobarbitúrico, propil galato, sal dis6dica de -

EDTA, gránulos de ebullición (BDH), 1, 1, 3, 3-tetraeto-

xipropano (TEP, PM 220, laboratorios K & K), son recomen

dados para ser usados en esta prueba. Los demás reacti-

vos usados en pruebas de interferencia fueron grado ACS. 

a.i) Solución de ATB 

Añada 1 .44 g de ATB y 50 ml de agua destilada 

a un matraz volumétrico de 500 ml usando vigorosa ~gita

ci6n (agitador magnético). A~ada entonces ácido acético 

glacial hasta llenar dos terceras partes del matraz. Agi

te vigorosamente por 10 minutos o hasta que el ATB esté -

casi completamente disuelto. Llene el matraz hasta la 

marca con ácido acético glacial y disuelva el resto. 
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a.1.i) Solución estándar de T.EP 

Pese con exactitud 0.22 g de 1, 1, 3, 3-tetra

etoxipropano (TEP) en un matraz volumétrico de 100 ml y -

diluya al volumen con agua destilada. Pipetee 10 ml de -

esta solución a un matraz volumétrico de 1000 ml y diluya 

al volumen con agua destilada para de esta forma obtener 

una soluci6n l x io· 4 M, la cual puede almacenarse bajo -

refrigeración. La soluci6n de trabajo {l x 10· 5 M) es -

preparada diluyendo 10 ml de la solución 10·4 M a 100 ml. 

b) Preparación de la curva estándar 

Pipetee cuidadosamente alfcuotas de 0.4, 0.8, 

1.2, 1.6 y 2.0 ml de la solución de trabajo de TEP en tu-

bos de ensaye con tapón de rosca, añadiendo agua destila

da hasta lograr un volumen total de 5 ml. Inmediatamente 

son añadidos 5 ml de la solución de ATB y los tubos son -

fuertemente tapados. Después de agitar moderadamente, -

caliente los tubos por 45 minutos en un baño de agua en -

vigorosa ebullición y enfríelos posteriormente en el cho

rro de agua. Determine la absórbancia de las soluciones 

a 538 nm en no más de media hora después del enfriamiento. 

El blanco (O.O ml de TEP) es ajustado a cero. 

Una gráfica de absorbancta contra concentraci6n 47 



de TEP nos da la curva estlndar (figura 2) de la cual con-

centraciones subsecuentes de TEP pueden ser determinadas. 

Las concentraciones finales de TEP en los volómenes de 10 

ml anteriores corresponden a 4.0, 8.0, 12.0, 16.0 y 20.0 

(x 10-7) moles por litro respectivamente. 

e) Destilación de las SRATB 

c.i) Transfiera porciones de 10 g al homogeni

zador (sin descongelarlas) aftadiendo 35 ml de agua desti- · 

lada y homogenice por dos minutos o hasta que la muestra 

quede finamente dividida. 

Durante la homogenización, al matraz redondo -

de 500 ml aílada unos cuantos gránulos de ebullici6n y 100 

mg (aproximadamente)de propil galato y EDTA. 

Transfiera la muestra homogenizada al matraz -

redondo adicionando agua destilada de modo que el peso -

total de la muesira y agua sume 105 g, Deje fluir libre

mente Nitrógeno en la muestra y entonces aílada 95 ml de -

HC1 4N, conectándolo inmediatamente al aparato de desti-

laci6n, colectando 50 ml de destilado en el matraz volu-

métrico. La destilaci6n de las SRATB debe ser realizada 

en un perfodo de 35 minutos o menos. 
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c.l.i) Determinación eseectrofotométrica 

Pipetee 5 ml de cada destilado y 5 m1 de la so

lución de ATB en los tubos de ensaye, cifir~elos fuertemen

te, mézclelos y trátelos como se describió en la sección -

curva estándar. Un blanco con 5 m1 de agua destilada y 5 

ml de solución de ATB debe ser realizado simultáneamente. 

Soluciones de muestras con absorbancias más altas que 

0.500 deben ser diluídas con agua destilada o repetir el -

análisis usando un menor volumen de destilado. 

c.i.i.i) Cálculo del valor de las SRATB 

El valor de las SRATB es expresado como umoles 

de malonaldehfdo por Kg de pescado. Partiendo de que es 

usada una alícuota de 5 ml de destilado a partir de 10 9 

de pescado, el valor de las SRATB puede ser calculado de 

la fórmula: 

c x 10 7 = SRATB {umoles/Kg de pescado)(l) 

donde e representa la concentración equivalen

te en moles por litro de TEP determinado de la curva es-

tándar. Para al fcuotas diferentes de 5 ml, 1 a fórmula se 

transforma a: 

5 (m1) 
X e x 10 7 = SRATB ( 2) 
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Ejemplo: 

En una prueba, los siguientes datos fueron ob-

tenidos: 

Curva estándar 

Vo1. TEP usado (10-S M) 

o.o ml 

0.4 

0.8 

1.0 

1.2 

1.6 

2.0 

Muestra (macare1a 10 g) 

Destilado usado 

3 ml 

5 ml 

Cálculos 

Conc. fina 1 Absorbancia 
en cubeta a 538 nm 

o 0.000 

0.4 X io-6 M 0.077 

0.8 11 0.154 

l. o o .193 

1.2 o.~32 

1.6 0.309 

2.0 0.386 

Absorbancia 

o .195 

o. 325 

De la gráfica, una absorbancia de 0.325 corres

ponde a una concentración equ.ivalente de TEP de 1.68 x io-6 

M. Usando la fórmula (l), la concentración de SRATB es -- 50 



16.B umoles/Kg de Deseado. 

Similarmente, la iJbsorbancia de la alfcuota de 

3 mi es usada en la fórmula (2); 

5/3 x l.01 x 10-6 x 10 7 = 16.B umoles/Kg 

La concentración c puede ser tambi¿n calculada 

a partir de la ley de Beer: 

A :: E be 

donde A = absorbancia 

(=coeficiente de extinci6n (pendiente de la lí-

nea en la curva estándar) 

b longitud de paso de luz en la cubeta (usual

mente 1 cm) 

e = concentración molar de TEP en cubeta. 

Ejemplo: 

Para una absorbancia de 0.325 usando 1.93 x 10 5 

como la pendiente de la lfnea, la concentración es de

rivada como: 

c = A/E b ; 

C = 0.325/1.93 X 10 5 X 1 

e = 1.68 X 10-6 M 
,··. 
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