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RESUMEN

La carne es muy apreciada por sus caracteristicas nutricionales y sensoriales, sin
embargo debido a la oxidacidn de los lipidos se deteriora facilmente, aun
almacenada en congelacion, siendo ésta la causa principal de la perdida de

calidad.

Se realizé el seguimiento de los productos generados durante la oxidacién de los
lipidos en carne de cerdo y pollo almacenadas en congelacién, se extrajo la grasa
mediante el metodo de Bligh y Dyer, usando la mezcla diclorometano-metanol. Se
determinaron flos Indices de Perdxidos, con sus variantes colorimétrica y
volumétrica; Indice de TBA (Acido tiobarbitdrico) y el indice de Kreis.

Durante el monitoreo, que durd cerca de un afio a -18°C, se encontré que los
valores de peréxidos para la carne de cerdo rebasan los limites permitidos a los
320 dias, con un valor de 10.49 meq peréxido/kg grasa si se mide por el método
volumétrico; mientras que por el método colorimétrico, rebasa este limite después
de los 136 dias. El Indice de TBA presents un comportamiento variable dando el
valor mas alto al final de los monitorecs con 1.46 mg malonaldehido (MAD)/ kg

muestra; finalmente el valor del Indice de Kreis es positivo a partir del dia 77.

Para la muestra de polio se rebasé el limite permitido de perdxidos después de
los 215 dias para el método colorimétrico, mientras que para el método
volumétrico se obtuve el valor mas alto a los 258 dias (7.82 meq peroxido/kg
grasa), para después decaer. Para e! indice de TBA el mayor valor fue de 1.18 mg
MAD/ kg muestra y en el Indice de Kreis fue positivo a partir del dia 77.

Se concluye que se deben consumir estos productos antes del dia 77 a partir del
cual comienza a acelerarse su deterioro, ademas se debe emplear mas de una
técnica para cuantificar los productos de oxidacién con el fin de abarcar las

diferentes etapas del proceso de oxidacién.




INTRODUCCION

Los alimentos de origen animal han sido desde tiempes remotos usados en gran
escala por el hombre para satisfacer sus necesidades alimenticias. Dentro de
éstos, las carnes han iugado un papel muy importante, es por esto que al pasar
de los afios se han utilizado diversos métodos para conservarla por periodos de

tiempo mas prolongados.

La congelacidn es una de las técnicas de conservacion ampliamente usadas para
mantener la calidad nutricional y sanitaria de las carnes; presenta una serie de
ventajas, como evitar el deterioro microbiolégico de los productos, disminuyendo
la velocidad del crecimiento microbiano. Sin embargo, el dsterioro quimico,
mediado por la oxidacién no enzimatica de los lipidos se favorece ya que, al
congelarlos el agua se inmoviliza y se generan condiciones de baja actividad
acuosa, en donde los lipidos se encuentran mas expuestos a la accion del

oxigeno atmostérico y a los compuestos catalizadores de! procesc oxidativo.

La oxidacidén de los lipidos, conocida también como rancidez oxidativa, es
especialmente importarte en las carmes o preductos a base de carne de pollo o
alimentos marinos que contienen acidos grasos altamente insaturados, ya que
son mas susceptibles, llevando a la degradacidn' y pérdida de calidad de estos

productos.

Durante el proceso de oxidacién se producen una serie de compuestos de bajo
pesoc melecular como aldehidos, cetonas, hidrocarburos, etc, ademas de
compuestos de alto peso molecular como polimeros complejos. Estos compuestos
son muy variados y pueden reaccionar con otros componentes de la carne,
modificando algunas caracteristicas sensoriales como la textura, o produciendo

olores y sabores desagradables. Conociende que en el deterioro quimico de los
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lipidos se ven afectadas caracteristicas de la calidad de la carne asi como su
valor nutritivo y seguridad, es necesario realizar la evaluacién de la calidad

integral de la carne y sus productos congelados.

Por otro lado, la mayoria de las pruebas que se emplean para determinar et grado
de deterioro de los lipidos requieren que la grasa esté separada del resto de la
matriz alimenticia, si a la diversidad en los productos de oxidacidn se anade que
fa composicidn lipidica varia de un alimento a otro, su solubilidad en los
disolventes también variara, Por esta razén, se requiere de la seleccién adecuada
del disolvente o sistema de disolventes, que extraigan el total de lipidos
contenidos en la muestra asi como los productos de oxidacién, para no

subestimar el contenido de los mismos.

El conocer la evolucidn del proceso oxidativo en productos cérnicos,
determinandc los indicadores de este proceso mediante procedimientos
validados, resulta necesario para asegurar que lleguen a los consumidores
productos de dptima calidad. Dos productos se seleccionaron para este estudio la
chuleta de c¢erdo y polio completo, que son conservados frecuentemente en

congelacién por periodos prolongados.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Conocer la evolucién del proceso de oxidacién en carne de cerdo y polio
almacenados en congelacién, por medio de métodos vdlidos, para establecer

parametros de calidad confiables.

Objetivos Particulares:

+ Encontrar el sistema de disolventes mas adecuado para la extraccién de los

productos de oxidacion en la grasa de la carne de cerdo y pollo.

» Seleccionar los métodos adecuados para medir la oxidacién de las grasas de la

carne de cerdo y pollo.
+ Realizar el monitorec en las muestras almacenadas en congelacién a -18°C.

+ Establecer la vida dtil de la carne de cerdo y el pollo almacenados en

congelacion.
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1.GENERALIDADES
1.1. CARNES: COMPOSICION

La importancia de 1a carne en la alimentacidén humana no sdlo radica en su alto
valor nutritivo, sino ademés en sus caracteristicas sensoriales agradables; la
textura, jugosidad, asi como su comportamiento en los procesos de detericro
dependerd de la composicion general de la carne. La composicidn del tejido
muscular varia de una especie a otra; incluso, dentro de la misma especie, los
mdsculos rojos contiene mas lipidos que los mdsculos blancos.’ La composicién
general de varias especies se puede observar en la tabla 1.

Tabla1. Composicion de varias carnes magras.2

Compasicién (9/100 g de producto fresco)
Especie Agua Protsinas Lipidos Cenizas
Res 70-73 20-22 4.8 1
Cerdo 68-70 19-20 9-11 1.4
Polio 73.7 20-23 4.7 1
Cordero 73 20 5-6 1.6
Bacalao 81.2 17.6 0.3 1.2
Salmén 64 20-22 13-15 1.3

La composicién lipidica puede variar enormemente y se puede dividir
bésicamente en lipidos del tejido muscular y lipidos del tejido adiposo. Los lipidos
de la porcidn magra contienen mayor cantidad de fosfolipidos que los lipidos de la
porcion adipesa. Los musculos magros contienen aproximadamente 0.5-1 % de
fosfolipidos y los acidos grasos de los fosfolipidos son mas insaturados que los

correspondientes a los triacilgliceroles.?

Carpenter y col.* informan que existen diferencias en el contenido de grasa en el
lomo de cerdo, estas variaciones van a depender del peso del animal. Se
encontrd que las canales de cerdo que tienen un peso promedio entre 297-369 kg
{grupo liviano}, el contenido de grasa es de 15.37 a 41.20%, mientras que para
las canales con peso promedio entre 484-550 (grupo pesado), el contenido varia
de 11.32 a 35.49%.




Ademas existe diferencia en el contenido de grasa en las diferentes vértebras del
animal asi como en el lomo derecho e izquierdo, variando de 17,97 a 29.01% para

el grupe liviano y 22.35 a 33.32% en el grupo pesado.

Los cortes empleados en el cerdo difieren de los empleados para carne de res,
ternera y cordero. Comenzando de la cabeza al final del canal los cortes
principales incluyen: carilla ¢ papada, el lomo que corresponde a la parte superior
del hombro en el cordero y ternera o la parte de la res comprendida entre el cuello
y la espaldilla. El tomo de cerdo comprende casi toda la columna vertebral y parte
del hueso de la cadera, dentro de este encontramos la chuleta y la pierna a la

cual corresponde el jamén.®

Para el éaso det pollo, la mayor proporcién de grasa se encuentra entre la piel y
los musculos, principalmente en la zona baja del abdomen. El contenido de grasa
intramuscular es muy bajo, de 1.14% en la pechuga y 5.99% en el muslo.® Se
comercializa generalmente completo, tanto en fresco como almacenado. Los
cortes mas usados son: cuarto delantero que se extiende desde la primera
vértebra toracica hasta la sexta, esto comprende la pechuga; ademds
encontramos otros cortes como la pierna entera, el muslo, etc. En algunas

ocasiones el pollo es deshuesado mecéanicamente y almacenado de esa manera.’

Las grasas animales contienen grandes cantidades de acidos grasos C16 y C18,
cantidades intermedias de acidos insaturados, y pequefnas cantidades de acidos
grasos de cadena impar, el grado de saturacion de los lipidos en diferentes

especies se puede apreciar en la tabla 2.




Tabla 2. Grado de saturacién de los dcidos grasos compenentes de los lipidos del

tejido muscular de diversas especies(g/100g de grasa). *

Especie Saturados Monoenoicos | Polienoicos
Vacuno 40-71 41-563 0-6
Cerdo 39-49 43-70 3-18
Carnero 46-64 36-47 3-5
Aves 28-33 39-51 14-23
Bacalao (Pescado magra) 30 22 48
Caballa (pescado magro) 30 44 26

Los lipidos de la porcién magra juegan un papel importante en el deterioro
oxidativo o enranciamiento de las carnes, ya que los acidos grasos insaturados
son mas susceptibles a sufrir este dafo. En la tabla 3 se presentan datos que
indican el tipo y proporcion de dcidos grasos presentes en los tipos de carne
objeto de este estudio.

Tabla 3. Composicion de &cidos grasos en cerdo y pollo (g/g grasa) 8

Componente Pollo" Cerdo
Subcutaneo” Perirenal®

Exterior Interior
Acidos grasos
Laurico - trazas trazas trazas
Miristico 0.1 1.3 0.1 4.0
Palmitico 25.6 28.3 30.1 28.0
Estearico 7.0 11.9 16.2 17.0
Araquiddnico - trazas trazas trazas
Total saturados 32.7 41.5 47.3 49.0
Palmitoleico 7.0 2.7 2.7 2.0
Oleico 20.4 47.5 40.9 36.0
Linoleico 21.3 6.0 7.1 11.8
Linolénico - 0.0 0.3 0.2
Arag.+ Quipandénico| 0.6 2.1 1.7 1.0
Total Insaturados 67.3 58.5 52.7 51.0

%Grasa asociada con la piel.
® Grasa de las regiones dorsal, toracica y lumbar
® Grasa alrededor de los rifiones.




Ademés de las diferencias en composicion de la grasa, otro factor importante es
la proporeidn en la que se encuentran depositadas en el animal, ya que esto
facilitara el acceso de oxigeno o contacto con los iones férricos que son factores

que favorecen la oxidacién.

Los iones de los metales de transicién son buenos promotores de las reacciones
en las que intervienen radicales libres, ya que el electrén no apareado puede ser
facilmente transferido. Estos metales aceleran ta peroxidacidon por
descomposicién de los hidroperoxidos de los lipidos, por lo tanto el atomo de

hierro promueve la autooxidacién de las grasas.®

En las carnes el hierro, presente en las hemoproteinas, facilita la oxidacién de los
lipidos mediante la reaccion hemoglobina-oxigeno que produce oxigeno
singulete.® Ademés el Atomo de hterro estimula la peroxidacién en las micelas con

carga negativa que contienen hidroperdxidos lipidicos.*'*

Los pigmentos de la carne pueden actuar como potentes catalizadores,
principalmente en la carne molida donde los lipidos estan intimamente mezclados,
incrementado la velocidad del proceso de oxidacidon. En la carne que se
encuentra en cortes grandes la velocidad de! proceso es menor'' Ademds se
puede encontrar hierro en las lipoxigenasas, ciclooxigenasas, citocromo p.450,

peroxidasas y mioglobina, que son considerados importantes catalizadores.'®

El hierro contenido en la carne puede actuar de dos maneras: por el
desplegamiento que pueden sufrir las proteinas de la carne durante su
almacenamiento en congelacién, porque se facilita la exposicion del hierro para
reaccionar con los peréxidos, ¢ dentro de la proteina donde se encuentra libre

para ser oxidado a la forma férrica.




1.2. ALMACENAMIENTO Y CONGELACION DE CARNES

Dentro de las numerosas técnicas de conservacidn una de las mas empleadas
actualmente es la congelacion, su eficiencia radica en la reduccién de la actividad
de agua por la formacién de cristales de histo y en el descenso de temperatura,
Aunque algunos microorganismos sobreviven a temperaturas muy bajas,
generalmente no tienen la oportunidad para desarrollarse si se mantienen las

temperaturas de almacenamiento recomendadas.®

Hoy en dia se cuentan con numerosas técnicas para conservar por periodos de

tiempo cada vez mas prolongados la carne y los productos carnicos.

Para el congelamiento de las muestras debe tomarse en cuenta que si el
snfriamiento es muy répido o muy lento puede ser dafine para las células, por la
formacién de cristales de hielo intracelulares durante el enfriamiento,
observandose también crecimiento por recristalizacién lo que lleva a 1a ruptura de
tas membranas intra y extracelulares.’ Esto trae como consecuencia la liberacion

de los compuestos intracelulares y la compresién de las fibras musculares.

El aumento de ia concentracion salina y el concomitante cambio del pH, por la
disminucién del agua “liquida®, puede causar una extensa desnaturalizacion con
el consiguiente descenso de [a capacidad de retencidon de agua del tejido. Esta
pérdida de la capacidad de retencién de agua de las proteinas junto con la iesién
mecdnica de las células por los cristales de hielo es responsable en gran parte

del exudade durante la descongelacién,

En carnes y pescados almacenados por largos periodos en congelacién, se
produce deterioro en la textura, el sabor y el color; en especial cuando la
congelacién es deficiente; los cambios en la textura se dan por desnaturalizacién

de proteinas, principalmente miofibrilares y por deshidratacion de la superficie; los
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cambios en sabor y aroma se presentan por formacion de sustancias de

estructura quimica muy variadas principalmente por la oxidacién de lipidos. '

Basicamente por su composicién las proteinas y ios lipidos del mudsculo de
pescado son més sensibles a |a desnaturalizacién y a Ia oxidacion,

respectivamente, que sus equivalentes del musculo de mamifero o aves.®

1.3. AUTOOXIDACION DE LOS LIPIDOS

Se define la autooxidacién como la reaccion del oxigeno molecular con cualquier
sustancia organica,’ la autooxidacion de los tipidos es la principal causa de
deterioro en alimentos: tanto ios alimentos de origen vegetal como los de origen
animal tienen depésitos de almacenamiento de grasas que son fuentes
potenciales de energia por betaoxidacién 0 como lipidos de membrana. Los
lipidos almacenados son en gran proporcién ftriglicéridos, con una pequena
cantidad de otros lipidos como fosfolipidos, esteroles, esfingolfpidos vy
glicolipidos.®"" Log lipidos de origen animal contienen cantidades elevadas de
acidos grasos insaturados; la presencia de lipidos en un alimento, aun en baja
proporcion, hace que éste sea susceptible a la autooxidacién, siendo un problema
tan grande como el de los alimentos grasos. El proceso de oxidacién confiere a
las carnes olores y sabores desagradables dafando las caracteristicas
organolépticas de éstas, siendo productos inaceptables por el consumidor.

Las reacciones quimicas que se producen durante el proceso de oxidacién son
sumamente complejas y pueden darse mediante mecanismos enzimaticos y no

enzimaticos.

En presencia de calor y humedad, los enlaces éster en ias grasas pueden sufrir

una hidrdlisis rdpida para producir 4cidos grasos, monogliceridos, diglicéridos y
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glicerol. Las enzimas lipoliticas también catalizan la liberacién de acidos grasos.®
La lipdlisis es una de las principales reacciones que se producen durante 1a fritura
de ios alimentos, debido al gran contenido de agua del producto y a fas
temperaturas relativamente altas que se da en el proceso, sin embargo en la
congelacion esto no ocurre por la baja temperatura y la limitacién de agua

disponible.®

La rancidez oxidativa es uno de los mas importantes tipos de degradacion en una
amplia variedad de alimentos. En este proceso el oxigeno reacciona con un acido
graso insaturado (autooxidacién), que es una reaccion en cadena de radicales
libres, para producir compuestos primarios y secundarios que afectan la calidad

del producto alimenticio.

Los hidroperéxidos, productos primarios de la autooxidacion lipidica, intervienen
en numerosas y complejas reacciones de ruptura e interaccion, siendo los
responsables de la formacién de numerosos compuestos de diferentes pesos
moleculares, importantes en el proceso de deterioro de la carne asi como

biclogicamente significativos; fo que hace importante conocer su mecanismos.

Actualmente existe un interés cada dia creciente, en el conocimiento de la
oxidacitn de los lipidos por su relacién con la salud; se conoce que las grasas y
sus productos de deterioro juegan un papel importante en las enfermedades

coronarias, artercesclerosis, cancer, etc.

Existen diversos factores que aceleran la autooxidacion de los lipidos como:
temperatura, enzimas, metales, presién de oxigeno, etc.; de los cuales se hablara

con mayer detalle posteriormente.




1.3.1. MECANISMO DE LAS REACCIONES DE AUTOOXIDACION

La autooxidacién de las grasas tienen lugar por mecanismos tipicos de radicales

libres que comprenden 3 fases: iniciacion, propagacion y terminacién.

1.- La etapa de iniciacion puede iniciarse por tres rutas principales. La primera es
la iniciacion por radiacién electromagnética, por ejemplo por la luz, rayos gamma,

etc..

RH —» R+ H

La segunda ruta es la iniciacién por la descomposicién de un hidroperéxido

unimolecular o bimolecular;

ROOH —» RO + 'OH

2ROOH—» ROC® + RO' + H0
La tercera es la autooxidacion catalizada por un metat:

ROOH + MeN*—» RO + Mel*l + OH-
ROOH + Me(DN+l)— RoO'+ MeRt 4+ H*
Neto: 2ROOH + 2Me—» 2Me + RO'+ ROO' +H,0

Es evidente que el efecto neto de la descomposicién del ROOH catalizada por el

metal es la misma gue en el caso de la descomposicion bimolecular.”

2.- En la segunda etapa, la propagacién, los radicales libres son convertidos en
otros radicales, éstos reaccionan entre si, la reaccién continia entre el radical y el

oxigeno para formar radicales perdxido:

R" + 0, —» ROO'




A su vez estos dltimos reaccionan con otros componentes para producir radicales
peroxilos, hidroperoxidos y nuevos radicales hidrocarburos, que ayudan a

mantener la reaccién en cadena, al reaccionar con mas oxigeno:

RCO® + RH-—» ROOH + R

La propagacién es un proceso de oxidacién que se da por radicales libres, en
este caso de lipidos, a través de una cadena de reacciones en la gue se consume
oxigeno y se producen radicales libres, o hidroperdxidos. Puede darse por dos
mecanismos; por reaccién con una molécuia de oxigeno en estado de triplete o
por remocién de un tomo de hidrégeno. La propagacién es un proceso largo que
dura tanto tiempo como exista disponibilidad de lipidos insaturados o moléculas

de acidos grasos disponibles.

Los hidroperéxidos son los productos primarios de la autooxidacién y son
inodoros e insipidos, son relativamente inestables e intervienen en numerosas y
complejas reacciones de ruptura e interaccién para formar radicales alcoxile y
peroxilo, que son las responsables de la produccién de innumerables compuestos
de distintos pesos moleculares, capaces de producir aromas, y Qque son

biolégicamente significativos®'"

3.- La tercera etapa llamada de terminacion o constitucion de productos no
radicales, es la etapa en la cual se da fin a las reacciones de oxidacidn,

produciéndose compuestos muy variados en tiempos diferentes.

Los radicales libres tienen un electrén deslocalizado, y los efectos de solvatacion
son generaimente més pequenos. Estos son astructuralmente inestables, por 1o
tanto tienden a reaccionar lo mas rapidamente posible para alcanzar la
estabilidad, estas son las razones por las cuales los radicales libres son

altamente inestables. Asi las reacciones en la etapa de terminacién interrumpen
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la secuencia repetitiva de reacciones en la etapa de propagacion.

Cuando ha disminuido la cantidad de lipidos insaturados disponibles los radicales

libres se entazan a otros para formar compuestos no radicales estables:

R' + R'—» R—R
R" + ROQ —» ROOR

ROO' + ROO" —= ROOR  +0,

Es importante notar que los radicales reaccionan con otros radicales tan
ripidamente como con el oxigeno, este apareamiento produce liberacion de
energia equivalente a la fuerza del enlace que esta siendo formado, esta energia

es liberada en forma de calor."

En presencia de un exceso de oxigeno, las combinaciones entre radicales libres
alquilo, alcoxilo y perdxido dan lugar a una gran variedad de acidos diméricos y
poliméricos y acilgliceroles con enlaces carbono-oxigeno-carbono o carbono-

oxigeno-oxigeno-carbono. *
La medida de cualquiera de jos compuestos producidos en el deterioro oxidativo

de los lipidos nos permitira evaluar la calidad quimica de las carnes almacenadas

en congelacién sin perder de vista las diferentes etapas de este proceso.

1.3.2. FORMACION DE HIDROPEROXIDOS

Durante el proceso de la autooxidacién, el hidrégeno que esta mas débilmente

enlazado, es el que se extrae del acido graso insaturado.
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Los hidrégenos alllicos, los que estan unidos al &tomo de carbono adyacente a un
doble enlace, son los mas facilmente substraidos que los hidrégenos vinilicos,
unidos a carbones involucrados en el doble enlace, y que los hidrégenos que
estan localizados en carbonos metilénicos entre dobles enlaces. Asi, en el acido
oléico los enlaces més débiles estan en las posiciones C8 y C11. El sitio mas
reactivo en el &cido linoleico es la posicién 11, mientras que en el &cido linolénico
tiene dos sitios reactivos, C11y C14.°

Se citara como ejemplo el caso del 4cido linoleico:

13 12 11 10 9

—C=C—C —C =C—

}

—C=C—C=0— ¢—
—C—C=C—C=C

9
—C=C —C=C—C—
0
(0]
13 + H
~¢—C=C—C=C—

ta sustraccién de un hidrégeno de esta posicion da lugar a un radical
pentadienilo intermedio, que al reaccionar con el oxigeno molecular produce una
mezcla equitativa de hidroperdxidos 9- y 13-cis que se convierten a trans
hidroperoxidos y ademds experimentan cierto grado de isomerizacion geométrica,
dando lugar a isémeros trans-trans. Asf, cada uno de los dos hidroperdxidos (9-y

13-) se presenta en ambas formas, la cis, trans y la trans, trans®
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1.3.3. OXIDACION CON OXIGENO SINGULETE

Es dificil explicar el origen de los primeros radicales libres necesarios para iniciar
el proceso de autooxidacién; es poco probable que esta iniciacion tenga lugar
mediante un ataque directo del oxigeno en estado triplete a tos dobles enlaces de
los 4cidos grasos, ya que esta reaccion no obedeceria a la ley de conservacion
del spin. Una explicacién mas satisfactoria es la de que el oxigeno singulete ('0a),
una de las especies activas en el deterioro fotooxidativo, sea el responsable de la

iniciacién.?

El oxigeno en el estado singulete es més electrofifico que en el estado triplete y
por lo tanto, puede reaccionar mdas rapidamente, en zonas de densidad
electrénica altas, tales como en los dobles enlaces C = C. Los hidroperéxidos
resuitantes pueden entonces romperse para iniciar una reaccion convencional en

cadena por radicales libres.**

1.3.4. DESCOMPOSICION DE HIDROPEROXIDOS

Los hidroperéxidos, a medida que avanza el proceso de oxidacion, se van
descomponiendo en una variedad de compuestos que incluyen aldehidos,

cetonas y alcoholes.

El primer paso es la descomposicion a los radicales alcoxilo e hidroxilo.®

R—CH(OCH)R —»= R-—(iH—R + "OH
o

La segunda etapa de esta descomposicidn es la ruptura del enlace carbono -

carbano a uno u otro lado del grupo alcoxilo. En general, la ruptura por el lado
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acido da lugar a la formacién de un aldehido y un 4cido y !a ruptura por el lado
hidrocarbonado ¢ metilo, resulta en un hidrecarbure y un oxodcido. Sin embargo,

si en tal ruptura aparece un radical vinilico, se forma un grupo aldehido.

R—CH=CH Qﬁ R—CH=CH-—OH

¢

Los perdxidos ciclicos o con grupos hidroperéxidos, que se forman comunmente
en la oxidacion de los 4cidos grasos poliinsaturados también se descomponen

dando una gran variedad de compuestos.”

1.3.5. DESCOMPOSICICON DE ALDEHIDOS FORMADOS

Los aldehidos son compuestos tipicos mayoritarios obtenidos en la oxidacion de
las grasas. Sin embargo, muchos de los aldehidos encontrados en las grasas
oxidadas no pueden explicarse Unicamente a partir de la ruptura clasica de los
hidroperdxidos.

t os aldehidos saturados pueden oxidarse facilmente dando lugar a los Acidos
correspondientes y pueden participar en reacciones de condensacion Yy

dimerizacion.
A continuacién se presenta el mecanismo hipotético de formacién de

malonaldehido, por ser uno de los aldehidos mas representativos y estudiados en

el proceso de oxidacion:®
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18 17 16 15 14 13 12 11 10 9
C—C—C=C—C—C—C=(C—C=C—
O
‘Q
¢— 0— ¢— C— C— C— 1=c—c=c—
—+

c— c—ci—c-—?—c-t-c[ =C—C=C—
Y 0

c—Cc—C —C— C=C—C=C—
PROPANOC Tci) E

MALONALDEHIDO

1.3.6. OTRAS REACCIONES DE LOS RADICALES ALQUILO Y ALCOXILO

El radical alquile, que resulta de la ruptura por el lado metilo del grupo alcoxilo,
puede intervenir en una gran variedad de reacciones, por ejemplo, se puede
combinar con un radical hidroxilo dando un alcohol, o bien puede captar un
hidrégeno para formar el 1-alqueno, o peroxidarse para dar lugar a un
hidroperéxido terminal. Este puede descomponerse al alcoxi-radical
comespondiente, que a su vez puede dar un aldehido, o bien romperse

posteriormente produciendo otro radical alguilo.

La reaccién de los radicales peroxilo y alcoxilo con los dobles enlaces da lugar a

la formacidn de epdxidos como seve a continuacion:®
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— CH= CH— —CH~—CH—CH—
CH= CH— CH— —= H—L
0 0
. o
—CH=CH— B00» _ oy ty— > —cH—CH—+ RO
Ng”/

Q
R

H
CH3 (CH2) n—-—ﬁ-i(éH —{CHZ2) m—CQOH

H
CH3 (CH2) n— IC{
Ho alcohol

= oleofina

0 H
2 CH3(CH2)n%—O

et OH

H
CH3 (CH2) ngO’

ruptura del -H'
anlace C-C
CH3 (CH2) h dit3 (cu2) nc

Alguil de un Aldehido
C menos

Por lo anteriormente citado, se observa que la oxidacidn lipidica es un proceso
sumamente complejo en el cual ocurren numerosas reacciones para dar lugar a
una gran variedad de compuestos; aunque ciertas etapas de este proceso siguen
un modelo ya conocido, aun no se conoce en su totalidad este mecanismo tan

complicado.
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1.4. PRINCIPALES FACTORES QUE MODIFICAN LA AUTOXIDACION

Los alimentos son matrices muy complejas que contienen mezclas de &cidos
grasos en diferentes proporciones, ademas numerosos compuestos no lipidicos
que influyen en la velocidad de la oxidacién de los lipidos, esto junto con las
condiciones de almacenamiento y manipulacion del alimento influyen en la
cinética de oxidacion. A continuacion se presentaran los factores que influyen en

este proceso.

1.4.1. ACTIVIDAD DE AGUA

La actividad de agua (a.) es el principal factor que afecta fa velocidad de la
oxidacién de los lipidos en los alimentos. Es bien conocido que en alimentos con

muy bajo contenido de agua, la grasa de un alimento es rapidamente oxidada.

Pequeiios cambios en la temperatura y otros factores que influyen sobre la
actividad acuosa pueden producir cambios en la calidad y estabilidad del
alimento, causando un incremento en la concentracion o dilucién de las especies
reactivas; esto se asocia con variaciones en el color, aroma, sabor, textura,

estabilidad y aceptabilidad de alimentos tanto crudos como procesados,’®'”

Cuando una matriz alimenticia es sometida a congelacidn, la "deshidratacién” que
sufre ésta, debido a la formacién de cristales de agua, permite que los
componentas moleculares del alimento estén mas cercanos, por 1o tanto aumenta
la posibilidad de que interactuen, asi mismo se favorece el acceso de oxigeno. La
autooxidacién se da mas répidémente en niveles de actividad acuosa hajos que
son los que tienen los productos congelados, esto se relaciona con cambios

estructurales en la matriz. '**®
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El agua interfiere con la descomposicién bimolecular normal de los hidroperéxidos
enlazando un hidrégeno con hidroperdxidos anfipolares formados en la interface

lipido-agua.’®

La disminucién de la actividad acuosa en una matriz tan complgja como es un

alimento trae las siguientes consecuencias;

1. Cambios en la hidratacién de metales traza catalizadores, los cuales se
vuslven mas activos.

2. Cambios en la disponibilidad y movilidad de catalizadores metalicos, los cuales
pueden moverse a la interfase lipidica y aumentar la velecidad de oxidacion.

3. Enlaces de hidrégeno de intermediarios de perdxidos en la interfase acuosa,
que lievan a éstos fuera de la reaccion.

4. Aumento en la velocidad de reaccion de los radicales libres con ofras especies,

tales como proteinas en la fase acuosa,'®

Se conoce muy poco del efecto de la a, en la etapa de terminacién, pero se
esperaria que se incremente fa movilidad de las especies reactivas y por lo tanto
se promueva la recombinacion entre radicales libres, durante el almacenamiento

en congelacién.

La recombinacién no se da (nicamente entre compuestes lipidicos sino también
las proteinas son fuertemente afectadas por la actividad acuosa . A baja actividad
acuosa se promueve la produccion de bases de Schiff debido a la formacién de
enlaces entrecruzados entre las proteinas con fragmentos bifuncionales de lipidos
oxidados. Por otro lado, a bajas actividades acuosas los enlaces entrecruzados

entre radicales libres predominan.

En sistemas que contienen agentes quelantes y antioxidantes, ademas en
actividades acuosas altas, se produce la solubilizacién de estos compuestos, este
efecto disminuye la velocidad de oxidacién; sin embargo, por otro lado el agua
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puede acelerar la oxidacién por solubilizacién de catalizadores o por induccién al

hinchamiento de las macromoléculas, tales como las proteinas.

En sistemas en los cuales existen lipidos en la superficie son facilmente oxidados
cuando se exponen al aire, si ademas estan presentes iipidos encapsulados con
polisacdridos o en la matriz de proteinas, estos no se oxidan hasta que la

estructura que lo encapsula sea modificada o destruida por absorcion de agua."”
1.4.2. COMPOSICION DE LA GRASA.

El ndmero, posicién y geometria de los dobles enlaces influye en la velocidad de
oxidacién. Las velocidades respectivas de oxidacion relativas de los acidos
araquidénico, linoleico, linolénico y oléico estan en una relacién aproximada de
40:20:10:1.

Los 4cidos grasos con interacciones en cis se oxidan mas facilmente que los
isémeros trans, y los dobles enlaces conjugados son més reactivos que los no
conjugados. La autooxidacién de los acidos grasos saturados es extremadamente
lenta, de tal forma que a temperatura ambiente practicamente no se han
producido cambios en ellos cuando ya se detecta el enranciamiento por oxidacion
de los compuestos insaturados; sin embargo, a temperaturas altas los dcidos

saturados pueden experimentar también una oxidacién significativa.®

Los &cidos grasos libres se oxidan a mayor velocidad que cuando estan
esterificando al glicerol. Durante ta congelacion se eleva el nimero de &cidos
grasos libres provenientes de la hidrélisis enzimética y no enzimatica de los
lipidos, especiaimente de los fosfolipidos. La presencia de cantidades
relativamente grandes de acidos grasos libres, puede aumentar la incorporacion
de trazas de metales que pueden actuar como catalizadores y en consecuencia

incrementar la velocidad de oxidacion de los lipidos.
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1.4.3. TEMPERATURA

En general, la velocidad de oxidacién aumenta al incrementar la temperatura; la
temperatura es también importante por el efecto que tiene sobre la presién parcial
de oxigeno, y por lo tanto sobre la velocidad de oxidacion; a medida que la
temperatura aumenta, es menos importante el aumentoe de la velocidad si se
incrementa la concentracién de oxigeno, ya que el oxigeno se difunde dentro de
la fase oleosa.® A temperaturas bajas comprendidas entre -18°C a -26°C los
acidos grasos poliinsaturados se oxidan facilmente. por lo que se recomienda

almacenar las carnes a -30°C donde la velocidad de oxidacién es menor.

1.4.4. OXIGENO

Si el suministro de oxigeno es flimitado, la velocidad de oxidacién es
independiente de su presién parcial, pero cuando a presioén de oxigeno es muy
baja, la velocidad es aproximadamente proporcional a ella; sin embargo, el efecto
de la presion de oxigene scbre fa velocidad depende de otros factores como la

temperatura y el 4rea superficial> *°

1.4.5. MANIPULACION Y TIPO DE MUESTRA

Para el caso de la carne, es muy importante tomar en cuenta los cambios
postmortem, la localizacién anatdmica de musculos o tejidos, dieta del animal y
manipulacion de la muestra previa a la congelacion ya que influiran en la

velocidad de oxidacion de la porcion lipidica.

En la carne cocida, la oxidacion es mds rapida ya que la coccién podria
desnaturalizar las membranas y liberar fosfolipidos, principal fuente de acidos
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grasos insaturados; también al moler la carne se produce ruptura de membranas

celulares, con la consiguiente liberacién de fosfolipidos.?*®

1.4.6, PAPEL DE LOS ANTIOXIDANTES EN LA INHIBICION DE FORMACION
DE PEROXIDOS.

Los antioxidantes son sustancias que interfieren en la cadena de reacciones que
se da durante la oxidacidn de los lipidos. Ei antioxidante reacciona con el radical
libre original o con los radicales libres que se forman durante el proceso de
oxidacion para formar un intermediario que es incapaz de continuar con la cadena

de reacciones en el proceso oxidativo.?'

Para el uso de antioxidantes en alimentos se debe tomar en cuenta algunos
aspectos como su necesidades tecnoldgicas, la toxicologia de la sustancia, etc.
BExisten dos tipos de antioxidantes sintéticos y naturales.

La mayoria de los antioxidantes sintéticos son de tipo fendlico, radicando su
diferencia en su estructura quimica, la cual influye en sus propiedades fisicas
como volatibilidad, solubilidad y estabilidad térmica; los mas cominmente usados
son ef butilhidroxianisel (BHA), butilhidrohixotoluetno (BHT), terbutilhidroquinona
(TBHQ), y propilgalato. Ademds se usan aminas aromdticas como la etoxiquinona,

el EDTA, considerado un quelante fuerte, etc.'" 2

Los antioxidantes naturales reaccionan mediante el mismo mecanismo que los

sintéticos en el rompimiento de la cadena."

“‘Dentro de las sustancias naturales que tienen accidon antioxidante podemos
mencionar a la vitamina E, p-caroteno, acido Urico y selenio. El acido eritorbico y
el dcido ascérbico actian como atrapadores de oxigeno, donadores de hidrégeno
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y quelantes”*® Ademas se ha informado el efecto sinergista del tocoferot con el

ascorbilpalmitado como antioxidantes.”

1.5, CONSECUENCIA DE LA OXIDACION DE LOS LIPIDOS EN LOS
ALIMENTOS.

Como se mencioné anteriormente, la matriz alimenticia es un sistema complejo en
el cual todos sus componentes interactuan, formando nuevos compuestos como
en el caso de los productos de la oxidacién de los lipidos. Ademas pueden

formarse complejos proteina -protefna, proteina-carbohidrato, proteina-lipido, etc.

Todo esto trae como consecuencia alteracion en las caracteristicas nutritivas y
sensoriales del producto. En el caso de la autooxidacién se presentan los

siguientes efectos.
a.- Dano de proteinas

Tanto las proteinas como los péptidos y aminodcidos se ven afectados por los

productos de oxidacion de lipidos.

Se ha observado la formacién de sulfoxido de metionina por interaccion de los
peréxidos con las proteinas, por otro lado los perdxidos pueden oxidar los
residuos de cisteina a acidos sulfénicos 0 mono, di, tri y tetrasulféxidos los cuales
son propensos a oxidaciones posteriores.'” ' Como se muestra en la siguiente

reacciones para el caso de la cisteina:**

Loo LOOH RSSR

RSH _\~.L. RS’

RSOH —» RSO, H—» RS03H
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Los aminodcidos libres y residuos de aminodcidos por ejemplo, pueden sufrir una
oxidacién sustancial en presencia de productos de oxidacién de las grasas,
siendo mas susceptibles la metionina, cisteina, histidina y lisina. De hecho los
aminoécidos libres y los residuos de aminoacidos sufren una oxidacién sustancial

en presencia de perdxidos lipidicos,

Para el caso de |a histidina, los lipidos peroxidados fomentan una reaccion de
radicales libres mediante la deasaminacién y posterior descarboxilacién del
aminoacido péra producir 4cido acido imidazol l4ctico o &cido imidazol acético. A

continuacién se presenta el mecanismo de formacion del Acido imidazol l4ctico.®

Hy

Hy; —CH—COOH oo’
O ! OH .
)
H AX RCH,CHCOOH + NH, —2— RCHZ(EHCOOH

oo

I

LH
R i

RCHZCHCOOH RCH2CHCOOH -‘— R— CHZ—Cll'I"'COOH

OH & A-g-
ACIDO IMIDAZOL LACTICO H

El malonaldehido, producto secundario de la oxidacién de los lipidos, es
altamente reactivo; reacciona principalmente con los grupos amino de los

residuos de lisina, formando enlaces cruzados inter o intramoleculares.”
Se han observado cambios de textura y color en carnes y pescados almacenados

en congelacién por la desnaturalizacién proteica, principalmente de las proteinas

micfibrilares.’
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b.- Olores y sabores desagradables

Los hidroperéxidos producidos durante la primera fase de la oxidacion, son
compuestos sin sabor. Los olores y sabores desagradables son producidos
principalmente por aldehidos de cadena corta que son productos secundarios de
la oxidacién de las grasas, una vez que los perdxidos se descomponen. También
estos compuestos de bajo peso molecular se pueden producir a partir del

deterioro de proteinas.'" "

Come los productos responsables del mal olor y sabor en los alimentos son de
bajo peso molecular no son evidentes a temperatura de congelacién; para notar el
aroma rancio en un producto congelado es necesario calentarlo o cocerlo asi los

compuestos comenzaran a volatilizarse y por o tanto producir mal olor,

Los hidrocarburos formados tales como el pentane y el hexano, se encuentran en
concentraciones bajas, por lo que no alteran el olor o sabor de la carne, a menos

que el almacenamiento sea muy prolongado y se incremente su concentracion.

¢.- Cambio de textura y de color

Los compuestos monocarbonilos derivados de fa oxidacién de los acidos grasos
insaturados, facilmente se condensan con los grupos amino libres de las
proteinas formando bases de Schiff, que pueden producir polimeros de color
obscuro (melanoidinas).'" ** Estos cambios en color y apariencia para el caso de

carne y pescado son irreversibles.

También se observan cambios en la textura debido al dafio de las proteinas, que
al desnaturalizarse interaccionan con los dcidos grasos liberados durante la

congelacién formando entaces cruzados.® ™
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d.- Pérdida de vitaminas

La oxidacién de lipidos puede producir pérdida de valor nutritivo de los alimentos,
especialmenta por pérdida de dcidos grasos esenciales y vitaminas solubles en
agua, asi como produccién de compuestos que podrian ser toxicos para los

humanos.*®

La disponibilidad de vitaminas solubles en grasa A, D, y E asi como la vitamina C
y el folato pueden reducirse durante la oxidacion de los tipidos, generalmente en
alimentos secos y deshidratados, por interaccién de estas con los radicales libres

generados durante la autooxidacién. ™’

1.6. IMPLICACIONES DE LA OXIDACION DE LOS LIPIDOS EN LA DIETA

La presencia de los productos de oxidacién de ias grasas formados tanto en las
etapas iniciales como en las finales han sido asociados con diferentes tipos de
enfermedades.

En un alimento que contiene acidos grasos no oxidados, estos son capaces de
pasar la barrera intestinal sin alteracién y seguir las rutas metabdlicas, en el caso
de que se hayan oxidade siguen otras vias perdiéndose algunos que son

esenciales. ¥

Los productos de oxidacién lipidica se consideran quimicos tdxicos y se cree que
son capaces de producir en el hombre procesos deteriorativos, induciendo a
envejecimiento. Los radicales libres son capaces de causar dafo por un ataque

directo o indirecto en las moléculas biolégicas.?®

La cardiotoxicidad de los productos de oxidacion del colesterol ha sido sugerida

por Taylor (1979), jugando un papel importante en enfermedades coronarias.
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Los acidos grasos poliinsaturados pueden aumentar el riesgo de cancer,
aparentemente por su gran propension a la autooxidacién. Otros compuestos
involucrados con los lipidos de la dieta en el desarrollo del cancer son productos

de oxidaci6n del matonaldehido.

Los niveles de hidroperdxidos nomalmente encontrados en los musculos de
alimentos son relativamente bajos y probablemente no representan un peligro
para la salud del hombre.

Algunas sales y acetales del malonaldehido (como el tetragpoxipropano), son
téxicos en ratas. Se demostré que el malonaldehido forma enlaces cruzados con
los grupos amino de la guanina y la citosina en la molécula del DNA: ademds que
causa mutagénesis en algunas cepas de Salmonefla. Sistemas modelos
estudiaron la accién del malonaledhido como catalizador en la formacién de N-
nitrosaminas, en alimentos que contienen aminas secundarias ¥ nitritos; muchas

de éstas son carcinogénicas.?*?

1.7. CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE OXIDACION

Conociendo que el mecanismo de oxidacidn de lipidos se da en todos los
alimentos que contienen g'rasa, es necesario realizar un andlisis del producto
para saber las condiciones en las que se encuentra éste. Para esto existen
diversos métodos que nos permiten evaluar los compuestos producidos en la
oxidacién de las grasas tanto en las etapas inicial, intermedia, asi como en la

final.

Ninguna prueba individual puede medir todas las reacciones de oxidacién de una
vez. Existen técnicas que nos permiten analizar un cambio determinado en el

contenido lipidico durante el proceso de oxidacién sin la previa extraccién de la
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muestra, pero la mayoria requieren la extraccién de la grasa para aplicar las

técnicas analiticas.

Dentro de los métodos desarrcllados hasta ahora se mencionaran los mas

comunmente empleados.
1.7.1. CONSUMO DE OXIGENO

Una forma de medir la estabilidad de una muestra es medir la cantidad de
oxigeno absorbido dada por el tiempo necesario para hacer bajar la presién
especifica en una cdmara cerrada, o por el tiempo para absorber una cantidad
preestablecida de oxigeno en condiciones de oxidacién especificas. Este método

de andlisis ha sido particularmente (til en los estudios de actividad antioxidante.®

1.7.2. DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS.

Existen diferentes métodos para ia cuantificacidn de 4cidos grasos que se pueden
realizar en seguimiento del contenido de éstos en una muestra. Con el avance de
la oxidacién de la muestra se observard una pérdida o decremento de acidos
grasos.

La determinacién de los 4cidos grasos se puede realizar mediante técnicas
instrumentales muy precisas como es el caso de la cromatografia de gases, para
la cuai se requiere la previa formacién de ésteres metilicos.® También se usa la
cromatografia liguida de alta resolucién en la cual no se requiere la liberacién de

los acidos grasos, ya que es posible analizar glicéridos integros.®'

Ultimamente se ha estado empleando la calorimetria para medir la temperatura de

transicién de los diferentes compuestos de la grasa.™®

26



Se ha propuesto el uso de resonancia magnética nuclear para demostrar la
presencia o ausencia de &cidos grasos asi como la determinacién mediante el

espectro infrarojo cercano, =¥

Para todos los casos anteriormente citados se requiere fa previa extraccién de la

grasa del material en estudio.

1.7 3. INDICE DE HIDROPEROXIDOS

La cuantificacién de los hidroperxidos ha tomado gran importancia para la
evaluacion del grado de deterioro que ha alcanzado determinada muestra, ya que
éstos san los primeras especies formadas durante el proceso de oxidacion. Se ha
encontrado que la velocidad de formacién de los hidroperéxidos tiene correlacion
positiva con la cantidad de 4cidos grasos con doble enlace presentes en la

muestra.*

Todos los métodos existentes para la cuantificacion de los hidroperéxidos

requieren la previa extraccion de la grasa.

El método mas importante e informade como oficial por la AOAC,* se lleva a cabo
a través de la oxidacion del ion yoduro, del yoduro de potasio, con !a produccién
de yodo, que se valora ¢con una solucién de tiosulfato de sodio, como se observa

en la siguiente reaccién.¥

R—CHy—CH—CH=CH— + 2KI —» R_cﬂz_CH_CH=CH_+I2+K20
OOH H

Iz + 2Na5,03 —» NapS40¢ + 2Nal
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Se ha demostrado que la peroxidacién de los lipidos es fuertemente acelerada
por los 4cidos, por lo que se sugiere que este ensayo se haga en medio con

concentracion Acida baja.*

Se han propuesto métodos fotométricos para cuantificar estos productos de la
oxidacion de las grasas, siendo superiores a la titulacion yodométrica; en éstos
métodos se utiliza hierro que en su forma oxidada reacciona con el ticcianato de
amonio para formar un complejo colorido, la reaccidn es estequiométrica y la
intensidad de la coloracidn es directamente proporcional a ia concentracién de

peroxidos.® ***"- A continuacién se presenta la reaccién.

- -(3-n)
PEROXIDO + Fett— Fet+t igi‘ Fe {SCN)
n n=1l a 6

Si se realiza una comparacion del método volumétrico con el colorimétrico, se
observa una estequiometria diferente, pues mientras en la técnica yodométrica se
transfiere dos electrones por cada perdxido, en la técnica colorimétrica la

reduccién con Fe |l se transfieren aproximadamente cuatro etectrones.*

Se han mencionado diversos métodos para determinar peréxidos: enzimaticos en
los que se emplea una hidroxilasa;?® por espectroscopia de transmisién infrarrojo
de Founer, que tiene la ventaja de ser un método répido;* otro método es por

quimiluminiscencia,*® ete.

Recientemente se han medido los peréxidos por HPLC usando detector UV y
ELSD (evaportative light-scatterin detector).”® *"-*® Para facilitar su caracterizacion

se recomienda también el hidroxilarlos® *° .
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1.7.4. ANALISIS CON ACIDO TIOBARBITURICO (TBA)

Con este andlisis se cuantifica el malonaldehido {(MAD), que es un producto
derivado de los aldehidos insaturados que resultan del rompimiento de los
hidroperéxidos, por lo tanto, mide los productos secundarios de la oxidacién de

los lipidos,

El principio de la cuantificacidn se basa en la reaccion del malonaldehido con el
acido tiobarbitirico para formar un complejo rojo TBA-malonaldehido, e! cual

puede ser cuantificado espectroscépicamente. **'

AN
G- E:i ;/J_. RV ¥ Y
4 ¢ Hl[,\i )‘\\c N /é\j/rll

H

MALONALDEHIDO TBA

El analisis de dcido tiobarbitirico puede ser realizado de las siguientes maneras:
a) Extraccién de malonaldehido de ta carne por destilacién

b) Calentamiento directo de la muestra con TBA, seguido de la separacién del
pigmento rojo producido,

c) Reaccién de la porcidn de extracto lipidico con TBA, los informes demuestran
que este método es superior al método de destilacion.® >

d) Extraccion del malonaldehido con una solucién acuosa-icida seguida por
reaccién con TBA. *®
El dlitimo método es preferido por ser simple y tener alta correlacién con las

pruebas sensoriales y ser el mas recients.
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Numerosas sustancias ademéas del malonaldehido reaccionan con el TBA, por eso
se habla de “sustancias reactivas al 4cido tiobarbitdrico * 0 TBARS.* *®*Dentro de
estas 'sustancias tenemos azlcares, aldehidos, pigmentos biliares, alcanos,
alquenos y dienos.” ** % La proporcién de sustancia que interfieren con el MAD
preducidas durante el andlisis del TBA dependera del estado de la muestra, cruda
o cocida, del pH y del tipo de método usado. %

La cuantificacién del MAD por destilacidn presenta algunas desventajas, como
largo tiempo de destilacién y bajo poder de recuperacién de MAD, no mayor al
88%.%** E| calentamiento libera el MAD unido a las proteinas pero incrementa la
produccion de aldehidos y rompe ciertos productos carbonilos, por lo que algunos

autores recomiendan el uso de antioxidantes durante el andlisis. >

En el caso de la cuantificacién por extraccién el MAD es liberado por el Acido
percldrico. Ei estandar cominmente usado para esta prueba es el 1,1,33

tetraetoxipropano, precursor estable del MAD.?* %%

Algunas investigaciones modernas han introducido el andlisis por la separacion

cromatogréfica de los compuestos reactivos ya sea por HPLC o CFV.?* 2 ®

1.7.5. INDICE DE KREIS.

El indice de Kreis uno de los primeros anélisis utilizados comercialmente para

evaluar la oxidacién de las grasas.

Esta prueba se fundamenta en la formacion de un color rojo cuando el
floroglucinol reacciona con el aldehido epihidrina o el malonaldehido. En esta
prueba se desarrolla color en muestras frescas que carecen de aromas oxidados.

*¥ Debido a su elevada sensibilidad, la prueba de Kreis suele dar resultados
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confusos cuando se trata de colores producidos por aceites relativamente

frescos. ™ ®

Se ha visto que esta prueba se ve afectada por cbmpuestos carbonilos volatiles
que pueden contener la muestra haciendo de esta prueba inespecifica y poco

sensible,®

1.7.6.0TRAS DETERMINACIONES

Existen numerosas técnicas para determinar y cuantificar tanto los compuestos
primarios como los secundarios formados durante la oxidacién de los lipidos,

dentro de estas tenemos:

Determinacién de compuestos volatiles formados en las etapas finales como
pentanal, hexanal, heptanal, octanal, etc mediante cromatografia de gases. La
recuperacion de compuestos voldtiles de la carne por destilacién requiere
elevadas temperaturas que pueden causar formacién de productos de
descomposicién y pérdida de compuestos originales. Se puede disminuir este

efecto destilando la muestra al vacio.*® ®

Cuantificacion de é4cidos grasos libres, diglicéridos, triglicéridos, componénetes
polares mediante HPLC, usando cromatografia de fase inversa y diferentes tipos

de detectores como ultravioleta, infrarojo, indice de refraccién, ELSD, etc.® %%

En muchos estudios se estd empleando la derivatizacidn de la muestra con una
precolumna para la cuantificacién de estos compuestos por HPLC, ya que se
incrementa la sensibilidad de deteccion de los agentes derivatizados, evitando los
problemas en la deteccién mas que las dificultades en la separacién.® Otros

9,67
b

N

autores informan que se mejora la separacion usando HPLC en fase reversa,



se informa también extraccién en fase sélida.*® Varias técnicas presentan algunos

inconvenientes:
1.- No son especificas para los compuestos que se estan determinando.

2.- No son facilmente interpretadas, puesto que no existen un valor de referencia

comun a los distintos aceites y grasas *

Considerande que los lipidos son mezclas muy complejas, no existe una técnica
completamente satisfactoria por lo que se recomienda usarse dos o mas técnicas
para seguir o conocer el estado de rancidez en el que se encuentra determinado

producto.®

De esto se concluye que los siguientes métodos son los mds representativos para
evaluar el grado de deterioro del material lipidico:

Indice de perdxidos, con sus dos variantes, el método volumétrico que es el oficial
y sirve como pardmetro de comparacién; asl como el métode colorimétrico que
presenta las siguientes ventajas: es muy rapido, la cantidad de musstra que se
requiere es minima, es muy sensible y presenta alta repetibilidad y
reproducibilidad.

Indice de Acide tiobarbitdrico: este método es rapido, se realiza de manera directa
en muestras frescas con alto contenido de humedad, ademas presenta

repetibilidad y reproducibilidad.

El indice de Kreis es rapido y también presenta repetibilidad y reproducibilidad.
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1.8. EXTRACCION DE GRASA Y PRODUCTOS DE OXIDACION

Un aspecto muy importante en la definicién del procedimiento analitico a utifizar
para evaluar el grado de rancidez en el que se encuentra una carne, es la

naturaleza del material que se empleard para aplicar las diferentes pruebas.

Como se puede observar en la descripcidn de los métodos, la mayoria de los
procedimientos requieren la extraccién de la grasa; en consecuencia, el tipo de
disolvente usado para la extraccién ser4 un paso critico en el andlisis del
deterioro oxidativo de las grasas. Esto debido a la gran complejidad de los
compuestos producidos durante el procesos asi como por la complejidad de las
grasas animales, para evitar un deterioro adicional al ya producido durante la

autooxidacion,

Existen diferentes métodos de extraccién de grasa asi como mezclas de

disolventes utilizados para la extraccién de la fraccién grasa de una muestra.

1.8.1. METODOS DE EXTRACCION DIRECTA CON DISOLVENTES

El contenido de lipidos libres, los cuales consisten fundamentalmente de grasas
neutras y de 4cidos grasos libres, se puede determinar en forma conveniente en
los alimentos por extracciéon del material seco y reducido a poivo fino con una
fraccion ligera de petréleo o con éter etilico en un aparato de extraccion continua

por medio de un Soxhiet.

El método de Soxhelt es el método oficial para la AOAC* y se usan como
disolventes el éter de petrdleo, n-hexano o éter etilico, aunque como 8 menciond
al inicio, estos disolventes exiraen solo los lipidos libres y muy pocos

componentes no lipidicos, como azidcares, de la matriz alimenticia.™
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Para estos tipos de extracciones se puede utilizar mezclas de disolventes polares
como cloroformo-metanol, til en los casos que se requiere informacion de la

composicion lipidica total del material que se esta analizando.®

El éter de petrdleo y el hexano son no polares mientras que el éter etilico es algo
mas polar, la grasa libre que se encuentra separada de la matriz alimenticia se
logra extraer faciimente por cualquiera de estos tres tipos de disolventes, pero es
necesario realizar el calentamiento de la muestra; y en muestras con aito
contenido de humedad como es el caso de la carne, se requiere la previa

eliminacién del agua mediante liofilizacidn, secado en horno, ete.”

Como se citd anteriormente la temperatura es uno de los factores que favorecen
la oxidacién, lo que nos darfa resultados erréneos de la calidad o grado de

rancidez que presenta la muestra objeto de andlisis.

Otra técnica de extraccién directa con disolventes es la de Bligh y Dyer,
modificada por Hanson y Olley (1963) en la que se homogeneiza €l alimento
humedo con metanol y cloroformo! en proporciones tales que forman una fase
sencilla miscible con el agua en los alimentos. Al adicionar posteriormente
cloroformo y agua se separan dos fases con los materiales lipidicos en la capa de
cloroformo.¥ Hagan y col. demostraron que el método de Bligh y Dyer extrae
cantidades mas grandes de lipidos totales que los procedimientos citados por la
AOAC, ® ® también es recomendado por diversos autores por ser un método
rapido, adecuado para muestras con aito contenido de humedad, y no usa altas
temperaturas por lo tanto no va a modificarse la grasa al determinar el grado de

oxidacién de un muestra. "> ™7

También se conoce el método de extraceién continua por percolacion o lavado
continuo del material con el disolvente, aqui se mantiene el disolvente a ebullicién

conectado a un sistema de enfriamiento, de tal forma que el disolvente
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condensado gotea continuamente sobre el material que se desea extraer, el
disolvente no debe acumularse en el recipiente en el que se encuentra la
muestra, por ello ésta se coloca dentro de un recipiente de material poroso,;
podemos citar como ejemplo el método de Goldfisch. La desventaja de este
método es el contacto de la muestra con los vapores de! disolvente en caliente,
pudiendo acelerar la oxidacién lipidica, ademas de mantener a la grasa extraida

en continuo calentamiento.”

1.8.2. METODOS DE EXTRACCION POR SOLUBILIZACICN

Los lipidos asociados pueden ser liberados si la muestra del alimento se disuelve
completamente antes de hacer la extraccién con disolventes polares. La

disolucién del alimento se puede lograr por hidrélisis 4cida o alcalina.

En e! método acido, proceso de Wernerchmid, el material es calentado en bafio
de agua hirviente con &cido clorhidrico para romper las proteinas y separar la
grasa como una capa que flota sobre el liquido 4cido; la grasa se puede
recuperar separandola del 4cido y las proteinas mediante una extraccion con éter.
La hidrélisis puede descomponer los fosiolipidos. En este tipo de extraccion se

obtiene un bajo rendimiento de los lipidos extraidos.”

En la disolucion usando dlcali, método de Rose-Gottiieb, el material se trata con
amoniaco y alcohol en frio y la grasa se extrae con una mezcla de éter y petrdleo
ligero. Este método es adecuado para Ia grasa en lacticinios y en materiales que

contienen mucha aziicar como la leche condensada endulzada,™
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1.8.3. METODOS VOLUMETRICOS

Estos consisten en disolver la muestra en dcido sulfirico y separar la grasa por
centrifugacién en tubos de vidrio calibrados especialmente; existen dos variantes:
el método de Babcock usado en Estados Unidos, y el método Gerber usado en

Europa. Estos métodos se usan cominmente en el analisis de la leche.”

1.8.4. METODOS FISICOS

Ademds de los métodos clasicos, se han desarrollado técnicas que miden los
cambios en las propiedades fisicas por la presencia de grasa en la solucién, por
ejemplo, el indice de refraccion, la gravedad especifica, la impedancia y la
capacitancia. La resonancia magnética nuclear, (NMR) de baja resolucién se usa
para determinar grasa en una variedad de alimentos y productos agricolas.

Sin embargo, ésos no son métodos de extraccién, solo permiten cuantificar a los

lipidos dentro de la matriz en que se encuentran.

1.8.5. TIPOS DE DISOLVENTES EMPLEADOS

Se han realizado numerosas investigaciones con diferentes disolventes, y
mezclas de éstos, usando diferentes métodos de extraccién para cuantificar y

analizar la calidad de la grasa; se han empleado los siguientes disolventes:

Eter etilico que remueve rapida y ficilmente triglicéridos, &cidos grasos
insaturados y &cidos grasos de bajo peso molecular, asi como determinadas
impurezas. Tetracloruro de carbono que remueve mds lipidos que el éter y
probablemente mas impurezas. Disulfuro de carbono gque remueve aceites,

grasas, ceras, resinas y muchas otras sustancias; presenta la desventaja de ser
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muy téxico. El benceno y alcohol extraen grasas, aceites, ceras, esteroles,

fofolipidos, cerebrécidos, lecitinas, etc.™

La acetona no es apta para la extraccién de fosfolipidos.” Los fosfolipidos por su
naturaleza polar son extraidos mejor por mezclas de solventes mas polares como

por sjemplo hexano-isopropanol y cloroformo-metanol.™

Mezclas cloroformo-metanol son altamente eficientes para el analisis de lipidos

totales oxidados y no oxidados.”

Para mejorar el proceso de extraccion se deben emplear mezclas de solventes de
diferentes polaridades que permiten una mejor extraccidén penetrando en los

tejidos bioldgicos, rompiendo enlaces idnicos y fuerzas de Van der Waals.™

La mezcla cloroformo-metancl {escasamente polar-muy polar), que es muy
utilizada, presenta la desventaja de contener cloroformo que se considera una
sustancia muy téxica y carcinogénica,* 7 ™ Como consecuencia surgieron
numerosos estudios para el empleo de disolventes alternativos que ofrezcan la
misma o parecida eficacia del cloroformo; éstos recomiendan su sustitucion por
diclorometano ya que se obtienen los mismos rendimientos y ademds es una

sustancia con una toxicidad mucho menor. ' 7% 788

Por todo lo anteriormente expuesto un buen criterio para evaluar un método valido
para extraccion de lipidos, es la calidad y cantidad de lipidos recuperados; asi
como la minima contaminacién de la grasa con sustancias extrafas, por ejemplo
proteinas, lo cual nos puede asegurar una buena caracterizacion de la muestra

luego de su extraccion, .
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2. MATERIALES Y METODOS
ESTRATEGIA:

En estudios anteriores realizados en carne de res y pescado conciuyen que el
disolvente de extraccién es sumamente importante cuando se trata de
cuantificacién y determinacién de indices de oxidacién de lipidos mediante
métodos que requieran los lipidos aislados de la matriz alimentaria, y que cada

alimento requiere un tratamiento especial de acuerdo a sus caracteristicas. o

Por lo tanto, con el fin de determinar él o los métodos véalidos para seguir y
conocer la calidad de las grasas y el grado de deterioro oxidativo que éstas
podian sufrir en carne de cerdo y pollo al ser almacenadas en congelacion a una
temperatura de -18°C, durante periodos de tiempo prolongados, se propuso
encontrar el sistema de disolventes mas adecuado para la extraccion de los

productos de oxidacion en la grasa.

Una vez conseguido esto se podra establecer pardmetros vélidos para conocer la

calidad de la carne.

El trabajo se dividié en dos etapas: en la primera se realizé la implementacion de
las metodologias de extraccién y cuantificacion de grasa total asi como técnicas
para la cuantificacion de los productos de oxidacién de los lipidos en sistemas
modelo y en muestras problema: carne de pollo y cerdo. La segunda etapa
involucra e! monitoreo, a partir de muestras controladas, que fueron almacenadas

en congelacidn por un tiempo aproximado de doce meses.
Para el moenitoreo en el caso de cerdo se usd chuleta y para el caso del pollo se

trabajd con el pollo completo incluyendo la piel, que son presentaciones

usualmente almacenadas en congelacidn. Muestras de pollo y chuleta de cerdo,
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correspondiente al mdsculo largo dorsal, se obtuvieron frescas y de manera
aleatoria en el supermercado de la Universidad Nacional Auténoma de México. El
lote almacenado se obtuvo en un solo tiempo ¢l dia 1 de octubre de 1996, y fue

almacenado 348 dias a -18°C en un congelador comercial.

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico.

2.1. 1era. ETAPA: VALIDACION DE LAS METODOLOGIAS

Se realizaron inicialmente las determinaciones en muestras de carne de cerdo
molida comercial y en pollo completo malido, luege se trabaj6é con las muestras

seleccionadas.

2.1.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LIPIDOS
2.1.1.1. Método de Bligh y Dyer™

Pesar de 2 a 20g de muestra preparada, (correctamente homogeneizada) y
previamente determinada la humedad, en un vaso mezclador. Adicionar agua
destilada suficiente para llevar a un total de 16ml junto con 40ml de metanol y

20m! de diclorometano.

Macerar 2min y agregar 20ml de diciorometano y homogeneizar por 10s en un
homogeneizador de laboratorio de marca Waring Commercial, a alta velocidad,
agregar 20ml de agua destilada y macerar de nuevo durante 30 segundos.
Centrifugar, centrifuga marca Beckman J2-21M/E, la mezcla 10min de 2000 a
2500 r.p.m. Extraer la capa de diclorometano sin perturbar lo demas y filtrar a

través de papsl filtro grueso (Whatman # 2).
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Se modificé el tiempo de maceracién de 30s a 60min para ambos tipos de
muestra. En todas las metodologias utilizadas para la realizacién de este trabajo,
se sustituyé el cloroformo por diclorometano.

Para la determinacion del extracto lipidico total tomar 25ml de filtrado claro y
pasarlo a un vasc a peso constante, evaporar el diclorometano a sequedad sobre
bafo de vapor y continuar el secado en una estufa a 105°C hasta peso constante.
2.1.2. SELECCION DE DISOLVENTE

Con el fin de optimizar la extraccién de la grasa y los productos de oxidacion
lipidica contenidos en las muestras problema, se trabajé con éter de petréleo, éter
etilico y la mezcla diclorometano-metanol, para contar con disolventes de
diferentes polaridades.

2.1.3. METODOS DE ANALISIS DE DETERIORO DE LIPIDOS

2.1.3.1, Indice de perdxidos

£s 1a medida de los peréxidos, compuestos formados durante las primeras etapas
de oxidacion de los lipidos.

a.- Método de la AOAC ™

Se basa en la reaccion del yoduro de potasio, en medio écido, con el oxigeno de

los peréxidos. El yodo liberado se titula con tiosulfato de sodio.
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Procedimiento:

Pesar 5.00 + 0.05g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 250mi . Adadir 30ml

de 4cido acético-diclorometano (3:2 vfv) y agitar para disolver la grasa.

Anadir 0.5ml de solucién saturada de yoduro de potasio y dejar reposar por 1min

maviendo ocasionaimente; afiadir 30mi de agua destilada.

Titular con una solucién 0.1N de tiosulfato, con agitacién vigorosa hasta que el
color amariflo haya desaparecido casi completamente. Afiadir 0.5ml de sotucién
de almidén al 1% y continuar la titulacion agitando para liberar todo el yodo del
diclorometano, hasta que el color azul desaparezca.

Si se utilizé un volumen menor a 0.5m! de tiosulfato de sodio 0.1N, repetir la
determinacién con tiosulfato de sodio 0.01N. El blanco debe ser menor o igual a
0.1m! de tiosulfato de sodio 0.1N y se debe correr en cada determinacion,
Célculos:

Valor Perdxido{meq peréxido/kg de muestra) = S x N x 1000 / g de muestra

S = ml de tiosulfato de sodio corregido con el blanco

N = normalidad del tiosulfato de sodio

b.- Método Colorimétrico ™

£l método se basa en la capacidad de los perdxidos para oxidar los iones ferrosos

(Fell} a férricos (Felll). Se cuantifica midiendo el compuesto de color rojo

producido por la formacién de un complejo entre el tiocianato y el ion ferrico.
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Procedimiento:

Se pesa exactamente de 15mg a 0.3g de muestra de grasa (W} en un tubo de
ensayo. Se afdade diclorometano:metanol 70:30 (v/v} hasta un volumen de 9.9ml y
se mezcla para disclver la muestra. Se adiciona 0.05m! de solucién de tiocianato
de amenic (30%m/v, reactivo grado analitico), se mezcla y se mide absorbancia a
500nm (AbQ) contra un blanco de la mezcla diclorometano:metancl 70:30. Se
adiciona 0.05ml| de solucién de cloruro ferroso (0.35% que contiene 2% de HCI
10N). Se mezcla y después de exactamente 5min se mide la absorbancia de
nuevo a 500nm (Ab2), simultineamente se efectia una determinacién de un

blanco de reactivos (Ab1).

Para preparar una curva de calibracién de absorbancia se usd una solucién
patrén de cloruro férrico que contiene 20ppm de Fe: se pesan 0.242g de cloruro
{érrico pentahidratado en un matraz aforado, llevar a 50ml con una mezcla de
diclorometano - metanol 70:340, de esto se toma 1ml y se afora a 50ml con la

mezcla diclorometano:metanol.

Se realiza una curva patrén con diez tubos usando volimenes de 0.25 a 2ml de
patrén agregando al primer tubo 9.65ml y al ditimo 7.9ml de la mezcla
diclorometano:metanocl 70:30 para cbtener concentraciones de S a 40 pg de Fe.
Se afade 0.05ml de tiocianato de amonio y 0.05m! de acido clorhidrico 0.2N y se
‘mide la absorbancia a 500nm frente a un blanco de reactivos.

Calculos:

Si m es el nimero de pg de Fe y éste viene dado por: Ab2- {AbO+Ab1)

Indice de perdxidos= m/55.84 x W = mEq /kg.
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Se utilizé este método con las variaciones realizadas por Donoso (1996),°' que
fueron la reduccién del tamano de la muestra de 0.3g a un rango de 15mg a 0.3g

y la sustitucién de cloroformo por diclorometano.

2.1.3.2. Indice de TBA.®

La determinacién se basa en la reaccidn de una molécula de malonaldehido con
dos molécuias de Acido tiobarbitirico para formar un complejo rojo TBA-

malonaldehido, el cual puede ser cuantificado espectroscépicamente.**'

Procedimiento:

Mezclar 10g de muestra cruda con 15ml de 4cido perclérico frio al 9% y 10 ml de
agua destilada fria, en un homogeneizador de alta velocidad, (marca Waring
Commercial ) por 10s. La mezcla se afora a 50ml con agua destilada y filtrar en
papel Whatman # 2. A sml del filtrado afladen Sml de TBA 0.02M, mezclar en un
tubo con tapa rosca, e incubar por 17h a temperatura ambiente en la obscuridad o
en bano de agua hirviente por 30min. Medir la absorbancia a 530nm contra un

blanco de reactivos.

Preparar una curva de calibracién para calcular la concentracion usando una
solucién patrén de 1,1,3,3 tetraetoxipropano 1 x 10° M, de esta solucién tomar de
10pi a 80ul y llevar a 5mi con agua para obtener concentraciones que van de 1 x
10® hasta 8 x10°M. Adicionar 5ml de TBA 0.02M y proceder como con las
muestras.

Calculo:

Indice de TBA = Moles de TEP x 2 x 1000 x 1000 x 72 x dilucion f gmuestra
= mg MAD /kg muestra.
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2.1.3.3 Indice de Kreis*®

La prueba se basa en la formacién de un color rojo cuando el fierogiucinol

reacciona con el aldehido epihidrina o ! malonaldehido .
Procedimiento:

Disolver 0.05 - 5.00ml de grasa en 5ml de diclorometano, se afiaden 10ml de la
solucién de Acido tricloroacético glacial al 30% en Acido &cetico glacial, y se
adiciona 1ml de floroglucinol al 1%. Se agita e incuba por 15min en bafio maria a
45°C. Se deja enfriar y se le agregan 4ml de etanol.

Se corre simultdneamente un blanco de reactivos . Medir absorbancia a 545nm.

Para la obtencién del indice de Kreis se utiliza la siguiente férmula:

IK=Am - Ab /1 xc.=D.0./gr grasa
En donde:

Am = absorbancia de la muestra
Ab = absorbancia del blanco

1 = longitud de la celda

¢ = concentracidn del aceite en g/ml de la solucién final.

Se usaron las modificaciones realizadas al método por Donoso (1996).%
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2.2. 2da. ETAPA: MONITOREO DEL DETERIORO OXIDATIVO DE LIPIDOS EN
CARNE DE CERDO (CHULETA) Y POLLO CONGELADOS.

2.2.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

a.-Carne de Cerdo

Para iniciar el monitoreo de esta carne, se procedié a almacenar charoias que
contenian 0.5kg aproximadamente, de chuleta de cerdo. Estas charolas estaban
cubiertas por polietileno transparente, el mismo que se uliliza para
almacenamiento comercial de las carnes. La temperatura de aimacenamiento fue
de -18 + 2°C (Refrigerador Whirpoo! modelo ED25DQ), y durante un tiempo

aproximado de doce meses.

El monitoreo se realizdé desde el tiempo cero para constatar la frescura de las
muestras y luego se realizaron andlisis periddicamente en intervalos variables
que dependian de la velocidad de oxidacién de la muestra, cada 2 o 3 semanas

aproximadamente.

b.- Carne de Pollo.

Para el caso del pollo su almacenamiento se realizé en pollos completos,
seleccionados al azar y empacados en polietileno comercial. La temperatura de

almacenamiento fue de -18°C + 2°C y durante un tiempo aproximado de doce

meses.
El monitoreo inicié en el tiempo cero, con el fin de asegurar la frescura de las
muestras y los andlisis se realizaron periddicamente cada dos o tres semanas

segun iba evolucionando et deterioro de |as muestras.
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2.2.2. EXTRACCION DIRECTA DE LIPIDOS Y PRODUCTOS DE OXIDACION
CON DISOLVENTES.

El método usado fue e! de Bligh y Dyer,” como se describi6 en la primera etapa.
2.2.2.1 Cuantificacién de lipidos totales

La cuantificacién se llevo a cabo de la manera descrita en la primera etapa de
este trabajo.*®

2.2.2.2.Cuantificacién de los productos de oxidacién de lipidos en las

muestras en almacenamiento.

Para determinar los indices de oxidacién de las muestras se utilizaron los

siguientes métodos:

Para los peréxidos, productos iniciales de oxidacion, se utilizaron el método oficial

de la AOAC que es volumétrico y el método colorimétrico.

Para la cuantificacién de los productos de las etapas finales se utilizaron los
métodos de Indice de TBA e Indice de Kreis. Todos los métodos anteriormente
citados fueron descritos en la primera etapa de este trabajo.

2.2.3, ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en una experimentacidén es
indispensable con el fin de que los resultados sean confiables y se vean

afectados en el menor grado posible por fuentes externas de variabilidad.
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Para este trabajo se usaron los siguientes disenos:

Andlisis de varianza para un disefio completamente aleatorio, implica el estudio
de una variable dependiente por medio de una variable independiente; se utiliza
para determinar si la variable independiente presenta o no un efecto significativo,

sobre la respuesta evaluada.

Andlisis de varianza para un disefio en bloques: este disefio permite reducir el
error experimental en los casos en donde la aleatorizacion es restringida para una
de las variables estudiadas. Asi la variable que puede afectar los resultados
experimentales se separa en bloques y dentro de cada blogue se distribuyen al
azar los tratamientos a estudiar. Se utiliza ademas cuando se quiere evaluar el

efecto de las repeticiones,

Los dos andlisis anteriores se emplearon para conocer el efecto del disolvente en
la cuantificacion de lipidos totales, el tiempo éptimo de maceracion usando la
técnica de Bligh y Dyer modificado, para ambos tipos de muestra.

Cuadrado latino, que es una combinacién de dos sistemas de bloques. Tiene la
ventaja de que permite obtener un maximo de informacién con una cantidad
minima de unidades experimentales. En la mayoria de tos casos los dos factores
se pueden controlar con mayor precision y resulta mas eficiente este disefo que
uno totalmente aleatoric para cada variable. Se caracteriza por que el
expefimento no tiene repeticiones como tal.*® Se utilizé para conocer el efecto del
disolvente usado para la cuantificacion de peroxidos tanto para la carne de cerdo

como para la de pollo,
Los andlisis anteriormente citados seran comptementados con las pruebas de

rango miltiple que nos ayuda a concluir cual es el tratamiento adecuado; dentro

de éstas la prueba de Duncan es la que tiene el nivel de exigencia mayor.*

47



3. RESULTADOS: ANALISIS Y DISCUSION.

Los resultados de los andlisis estadisticos realizados en este trabajo se presentaran

en el apéndice.

El la primera etapa se realizé un estudio scbre los métodos de extraccion de lipides,
asi como def efecto de los diferentes disolventes en la cuantificacién de lipidos y las
técnicas empleadas para determinar el estado de rancidez oxidativa en el que se

encuentra un producto.
Para la extraccion se probd el método de Bligh y Dyer #

Aunque‘ el método de Goldfisch es el oficial (AOAC),® este presenta algunas
desventajas: requiere de muestras secas para la extraccién de la grasa; y durante el
proceso de extraccion la muestra esta en contacto el disolvente caliente. Conociendo
gue la came es un alimento con alto contenido de humedad, es necesarico secarlo
primero para poder proceder a la extraccién de la grasa; tanto en el secado como
durante la extraccidn el calor aplicado afectaria el estado de los lipidos, promoviendo

su oxidacion.

Se encuentran numerosos articulos en tos que varios autores han reportado que se
logra una mejor extraccién de los lipidos con fa técnica de Bligh y Dyer que con la
técnica de Goldfisch.™ ™ ®' Es por esto que se ha preferido la técnica de Bligh y Dyer

en la que su puede usar la muestra himeda y la extraccidn se realiza en frio.

Para determinar cual era el disclvente o mezclas de disolventes que iban a usar, se
trabajé con carne molida de cerdo comercial y carne de pollo molida, se usaron éter
de petrdleo, éter etilico y la mezcla diclorometano-metanol con el fin de contar con

disolventes de baja, intermedia y alta polaridad.



Se busco e disolvente que ofreciera un mejor rendimiento y precision en la

cuantificacion de lipidos, asi como también conocer la influencia de los disolventes en

los indices de oxidacidn,

3.1. VALIDACION DE LOS METODOS Y SELECCION DE LOS DISOLVENTES

3.1.1. TRABAJO PRELIMINAR
PRIMERA ETAPA.
3.1.1.1. Seleccién del disolvente

Se realizaron extracciones de la grasa en ambos tipos de carne con tres disolventes:
éter etilico, éter de petrdleo y diclorometano-metanol con el fin de precisar el
disolvente que se iba a emplear en este estudio para ambos tipos de carne. Se uso la

técnica de Bligh y Dyer.

Se uso came molida de cerdo comercial, se realizaron cinco repeticiones para cada

disolvente y cada una por duplicado. En ia tabla 4 se presentan los resultados.

TABLA 4. Exiraccién de grasa para carne de cerdo molida comercial.

SOLVENTE g Grasa/100g Muestra
“{ETER PETROLEO a 9.27 +0.73
ETERETILICO b 12.38 £ 0.74
DICLOROMETANO/METANOL ¢ 13.41 £0.39

Cada letra corresponde a un grupo de acuerdo a la prueba de Duncan.

Se procedié a hacer un analisis de varianza con los datos obtenidos, considerando
los disefios estadisticos recomendados para este tipo de experimento; se obtuvieron

los siguientes resultados.
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La mezcla diclorometano-metano! fue la que presentd mayor rendimiento, mientras
que el éter de petrdleo realiza la extraccion mas pobre y el éter etilico realiza una
extraccion intermedia. La validez estadistica de los datos se corrobord con ia prueba

de Duncan, que nos ayuda a definir la distribucién de los resultados.

De este trabajo se observa que con la mezcla de disolventes diclorometano:metanol
se obtiene un mayor rendimiento en la extraccién que con los éteres solos. Como se
menciona anteriommente la concentracién de fosfolipidos es mayor en el tejido
muscular que en el tejido adiposo; conociendo que e misculo de cerdo contiene de
0.7 a 0.9%%de fosfolipidos explica porque los disalventes menos polares como el éter
de petréleo, en este caso, y el éter etilico de polaridad intermedia extrajeron menor
proporcién de lipidos, extrayendo la fraccidn lipidica neutra ({triglicéridos),

principalments.

La mezcla diclorometano-metano! ademds de ésta fraccién, también extrae la fraccion
lipidica polar contenida en la carne de cerdo. Se debe indicar también que el alcohol
ademds de extraer la fraccién polar, produce la liberacién de los lipidos asociados a

proteinas en la matriz alimenticia.”

Para el caso del polio, se usé la came de pollo completo, la cual se molié incluyendo
la piel. La técnica de extraccién fue la de Bligh y Dyer y se emplearon los tres
disolventes anteriorments citados; se realizaron cinco repeticiones por duplicado para

cada caso y los resultados que se obtuvieron se presentan en la Tabla 5.

TABLA 5.Extraccion de grasa para carne de pollo.

SOLVENTES g Grasa/100g Muestra
ETER DE PETROLEO a 7.03 +0.51
ETER ETILICO b 11.04 047
DICLOROMETANOMETANOL b 11.41 :0.60

Cada letra corresponde a un grupo de acuerdo a la prueba de Duncan.
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Al igual que en el caso anterior se realizé el andlisis estadistico y se obtuvo lo
siguiente: la mezcla diclorometano-metanot logra extraer 11.41% + 0.60; y el eter
etilico 11.04% = 0.47 dando valores muy cercanos, por lo que en la prueba de
Duncan se colocaron en el mismo grupo, y éter de petréleo en un grupo diferente con

un valar de 7.03% = 0.5 siendo la extraccion mas baja.

Al usar como musstra el pollo completo, incluye la grasa extra muscular, por lo que no
existe diferencia significativa entre el porcentaje extraido con éter etilico y la mezcla
de disolventes, aunque la proporcién de lipidos insaturados es 67.3%, por lo tanto
debe contener mayor cantidad de fosfolipidos, es decir, lipidos de carécter polar.

Como en el caso anterior la cantidad de lipidos que se extrae dependera del sistema

de disolventes usados, que a su vez refleja la composicidn del material extraido.

Se debe tener en cuenta que durante el tiempo de monitoreo los productos de
oxidacién formados como los perdxidos por ejemple, son de caracter ligeramente,
polar, por lo cual se requiere el uso de la mezcla de disolventes para contar con un

intervalo de diferentes polaridades.

3.1.1.2.-Optimizacion del proceso de extraceidn.

Se procedid a determinar si el tiempo de maceracién de las carnes con el sistema de
disolventes seleccionados, diclorometano-metanol, era el Gptimo para la extracci6n de
la fraccion lipidica total contenida en la muestra,

Se empleé nuevamente came de cerdo molida comercial, se realizaron

determinaciones en sais tiempos diferentes y se hicieron cuatro repeticiones para los

diferentes tiempos de maceracion.

51



Los resultados se aprecian en |a Tabla 6.

TABLA 6.Extraccion de grasa para camne de cerdo (g grasa/100 muestra)
TIEMPO DE MACERACION
10 min 30 min 60 min S0 min 120 min 150 min
657024 |797+040 | 826021 ] 847020 | 9.02+0.25 | 9.07 +0.17

Del andlisis de varianza realizado se concluy6 que luego de ios 60min extracciones a
tiempos mayores no tienen diferencia significativa, por lo que se puede usar este
tiempo como éptimo para la extraccién de la grasa.

En el caso de pollo nuevamente se usé el polio completo incluyendo la piel, asi
mismo se realizaron cinco repsticiones para cinco tiempos diferentes, esto se observa
enlatabla?.

TABLA 7.Extraccion de grasa para carne de pollo (g grasa/100 muestra)
TIEMPO DE MACERACION
10 min 30 min 60 min 90 min 120 min

709+006 [ B32+031 | 9391027 | 9.74+0.17 | 9.82 + 0. 11

Se observa que el tiempo Gptimo de maceracién es de 60min, ya que a los 90 y
120min no existe diferencia significativa en la cantidad de lipidos totales extraidos.

Por lo tanto para ambas muestras el tiempo necesario de maceracion de ta carne con

el sistema de disolventes es de 60min, con el que se obtuvo un mejor rendimiento .
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3.1.1.3.Determinacién de! efecto del disolvente usade para l[a medicion de

perdxidos en grasa de cerdo y pollo,

Para la determinacion del efecto del disolvente en la cuantificacién de perdxidos se
emplearon los disolventes usados anteriormente y el método de extraccidn utilizado
fue el de Bligh y Dyer. Luego se realizd el estudio de la influencia de estos

disolventes en los indices de oxidacidn.

Las técnicas de cuantificacion de peroxidos empleadas fueron la volumétrica que es

la oficial (AGAC),* y Ia colorimétrica, ambas descritas en el capitulo anterior.

Se sigui¢ trabajando con el mismo tipo de muestra y se realizaron cinco
determinaciones por duplicado para cada método y con los diferentes sistemas de
disolventes.

En el caso de la came de cerdo se obtuvieron los resultados de la tabla 8.

TABLA 8. Comparacion de métodos para cuantificacién de peréxidos en carne de

cerdo
SOLVENTE CONTENIDO DE PEROXIDOS
meq/kg grasa
M. Volumétrico M. Colorimétrico
ETER DE PETROLEO 0.07 +0.01 0.15+0.01
DICLOROMETANOMETANOL 0.15+0.01 0.37 +£0.03

Se realizd el andlisis estadistico de los resultados utilizando el disefio de Cuadrado

Latino, que nos permitird una mejor interpretacién de los resultados:
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Existe diferencia altamente significativa para los disolventes usados, obteniéndose
una mejor extraccién de perdxidos (por su carécter ligeramente polar), con la mezcla

diclorometano-metanol que al encontrado para el éter de petréleo.

El andlisis estadistico demostré que entre los métodos para determinar Indice de
peroxidos el método de la AOAC y el colorimétrico existe diferencia altamente

significativa.

Los valores obtenidos son mas elevados en el método colorimetrico, probablemente
debido a la mayor sensibilidad de esta prueba y a la estequiometria de la reaccion.
aunque los valores para el método colorimétrico son mucho mas elevados,
probablemente por la mayor sensibilidad de esta prueba, asi como a la
estequiometria de la reaccién. Se propone una estequiometria diferente, pues
mientras que en el método volumétrico transfiere dos electrenes por cada perdxido en

la técnica colorimétrica se transfieren aproximadamente cuatro,

Para el caso del pollo los resultados obtenidos se cbservan en la tabla 9.

TABLA 9. Comparacién de metodos para cuantificacion de perdxidos en carne de

pollo.

SOLVENTE CONTENIDO DE PEROXIDOS
meq/kg grasa
M. Volumétrice | M. Colorimétrico
ETER DE PETROLEO a 0.019 £ 0.002 0.029 + 0.004
ETER ETILICO b 0.031 £0.004 0.106 + 0.01
DICLOROMETANO/METANCL ¢ 0.060 + 0.007 0.245 + 0.04

Del andlisis estadistico de los resultados tenemos que:
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Existe diterencia altamente significativa en ef tipo de disolvente usado. En la prueba
de Duncan separa cada disolvente ¢ mezcla de disclventes en diferentes grupos, se
observar que la mezcla diclorometano-metanol permite la extraccion de mayor

cantidad de perdxidos, mientras que el éter de petrdlec da la extraccion mas baja.

Estos resultados indican que la mezcla de disolventes no solo realiza una mejor
extraccion del material lipidico sino que también extrae con mayor eficiencia los

productos de oxidacién.

En cuanto a los métodos utilizados para la evaluacion de indice de perdxidos,
tenemos que el meétodo colorimétrico presenta valores superiores al método
volumetrico, existiendo diferencia altamente significativa entre éstos, por las mismas

razones expuestas que en el caso anterior.

3.2 ALMACENAMIENTO Y MONITOREO DE LA OXIDACION DE LIPIDOS EN
CARNE DE CERDO Y POLLO ALMACENADAS EN CONGELACION A -18°C.

De los resultados obtenidos en la etapa anterior, la mezcla de disolventes que se
emple6 para la extraccion de los lipidos totales y sus productos de oxidacion fue la
mezcla diclorometano-metanol y el método de extraccién, el de Bligh y Dyer
modificado para ambos casos: carne de cerde (chuleta) y pollo entero.

A continuacion se presentaran las tablas v grdficas de los resultados obtenidos

durante la evolucion de la oxidacién de la grasa para los productos alimenticios

objetos de este trabajo.
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3.2,1, MUESTRA DE CARNE DE CERDO {CHULETA)

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Tanto en las tabla 9 de

resultados como en fas graficas 1 y 2, podemos observar los siguientes resultados:

Los perdxidos en ambos métodos utilizados siguen el comportamiente normal de
estos compusstos a lo largo del tiempo, van en aumento hasta los 320 dias en donde
llegan a un punto méximo y posteriormente disminuyen.

La grasa no se encuentra distribuida uniformemente en la chuleta, existen regiones
en las cuales hay un mayor acumulacion de tefido adiposo, acelerdndose aqui la
oxidacién de las grasas, ya que tanto las paredes celulares como el interior de la
células del tejido adiposo son ricas en fosfolipidos, los cuales contienen Aacidos
grasos altamente insaturados muy susceptibles a la oxidacidén. Esto explica porque
aunque el balance grasa-productos de oxidacién indica que tedavia hay grasa
disponible, posiblemente en determinadas regiones, donde el contenido de grasa es
menor asi como el acceso del oxigeno es mas dificil, el proceso de oxidacién se
observa mas lento. Por lo tanto, esta medida promedio de los perdxidos indicaria que
estos van en decremento. Este comportamiento se debe a que ia velocidad de

degradacion de peréxidos es menor a la de formacién en estas regiones.

El valor méximo de peréxidos fue de 27.63 meqkg de grasa para el método
colorimetrico, y de 10.49 meq/kg de grasa para el método volumétrico. Ambos valores
sobrepasan al valor de 10 meg/kg de grasa que se da para manteca de cerdo.®
Valores mayores presentan aromas y sabores rancios. Para la interpretacién de los
resultados se debe tomar en cuenta la composicion lipidica del material que se esta
analizando,” que para el caso del cerdo contiene un alto porcentaje de lipidos

poliinsaturados lo que favorece el proceso de oxidacidn.
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Los hidroperéxidos presentes pueden interactuar con las proteinas y los aminodcidos
causando cambios en las propiedades funcionales y estructurales de las proteinas
ademas de la degradacién de algunos amino4cidos disminuyendo el valor nutricio de
la carne. Como ejemplo se puede mencionar la oxidacién de los residuos de cistelna
para formar derivados de los 4cidos sulfinicos y sulfénicos; por otro lado los residuos
de cisteina en las proteinas producen mono, di, tri y tetrasulféxidos cuando estén
sometidos a oxidacion lo que disminuye su disponibilidad.

Las vitaminas D, E y B, son reducidas durante la oxidacién de los lipidos siendo los
primeros nutrimentos que se pierden en la matriz alimenticia. De estas, la riboflavina
presente ademéas de ser oxidada, favorece la oxidacion de aminodcidos como la
histidina, cisteina, metionina, triptofano y tirosina en presencia de hidroperéxidos.

El Indice de Kreis {grafica 3), es la medida de los productos secundarios de la
oxidacion de los lipidos, en las primeras mediciones al inicio del almacenamiento
presentan valores negativos hasta el dia 77, a partir del cual, va incrementdndose su
valor manteniendo esta tendencia hasta el final de los monitoreos, como se observa
en la grafica 3. Este método nos permite observar como se incrementan los productos
aldehidos a mayor velocidad a medida que los peréxidos se van aproximando a su
punto méximo. Las especificaciones para la prueba de indice de Kreis indica que un
producto se debe considerar como rancio cuando esta prueba es positiva. Sin
embargo, el valor obtenido e dia 77 es de 0.027 D.O. por gramo de grasa, siendo un

valor tan bajo que nos indica un enranciamiento incipiente de la chuleta.

El Indice de TBA (grafica 4), que cuantifica el malonaidehido presente, también
producto secundario de oxidacién y determinante en el olor y sabor a rancio en los
alimentos que contienen lipidos oxidados; comienza a incrementar su valor a partir
del dia 136 lentamente hasta el dia 215, luego del cual comienza a disminuir
lentamente hasta el dia 284, en donde nuevamente se observa que van en aumento.
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Rhee® en su trabajo realizado en came de cerdo y pollo encuentra el mismo
comportamiento que el obtenido en este trabajo para la molécula de malonaldehido,
obteniendo el méximo valor a los 75 dias, luego del cual disminuye hacia el dia 150.
Como no se continuo con estas mediciones se podria especular que nuevamente la
cantidad de malonaldehido iria en ascenso ya que para este tiempo de
almacenamiento en congelacién aun existe una gran proporcion de la grasa que no
ha sido oxidada tanto en la came de cerdo como en la de pollo. La misma situacién
se presenta en el trabajo realizado por Donoso *' para came de res, en el cual el
periodo de almacenamiento es mas prolongado. Por consiguiente, se encuentra que
& los 82 dias de almacenamiento el valor del malonaldehido es de 2.31 mg MAD/kg de
muestra, disminuyendo a 1.7 mg MAD/kg de muestra a los 169 dias, aumentando
nuevamente para el dia 319. Esta misma conducta del malonaldehido se encuentra
en un trabajo realizado en trucha,®

Este comportamiento se debe probablemente a que la velocidad de descomposicién
de los peréxidos no fue lo suficientemente répida para mantener el mismo ritmo de
produccion de malonaldehido, pero como todavia los peréxidos no habian flegado a
su valor maximo se ve que nuevamente aumenta la produccién de malonaldehido, a
medida que siguen incrementandose los perdxidos manteniéndose su preduccion
hasta el final de los monitoreos.

Es posible que durante el tiempo en el cual disminuyd el malonaldehido estuvo
interaccionando con otras moléculas de ia matriz alimenticia, como por ejemplo,
aminoacidos libres o proteinas, ya que se trata de una especie quimica muy
reactiva,” trayendo como consecuencla ademas de la aparicion de olores
desagradables adn en muy bajas concentraciones, asi como la formacién de
polimeros que dafian la textura del alimento y al mismo tiempo disminuyen su valor
nutritivo debido a la pérdida de aminoacidos, principalmente en la cadena lateral de la
fisina que se encuentre en forma libre, Ia cual pudo liberarse de las proteinas por

efecto de la congelacién haciéndola capaz de reaccionar con los lipidos peroxidados.
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Tabla 10. Resultados de las pruebas de oxidacién de lipidos en carne de cerdo

(chuleta) aimacenada en congelacidn a -18°C.

Grasa Indice de perdxido TBA I.Kreis,
9/100 g muestra meq/kg de grasa mg MAD/kg muestrs | en gramo de grasa
TIEMPO Método Método
(dias) Colorimétrico | Volumétrico
0 13.37 0 0 0 0
15 12.83 0 0 0 0
46 12,94 0.10:0.004 | 0.0620 0 o
77 12.63 0.48+0.03 | 0.20:0 |[0.058:0.002 | 0.027+0
114 13.69 B8.36+0.27 | 4.06x0.23 | 0.41:0.02 1.34:0.20
136 13.34 8.57+0.17 | 4311010 | 0.49:0.01 1.5140.09
193 13.59 11.64:0.30 | 4.88:0.09 [ 1.13:0.01 1.9410.02
215 13.12 20.1620.03 | 6.08+0.09 1 1.22:0.01 3.79+0.13
235 13.59 20.88+0.72 | 6.87+0.23 | 0.87:0.05 | 4.34:0.11
258 13.10 26.1640.36 | 8.69+0.34 | 0.80:0.01 8.1440.31
284 13.268 | 26.7840.07  9.24:006 | 1.28:0.02 | 8.33+0.03
320 12.21 27.63:0.44 | 10490 | 1.34:002 | 9.75:0.14
348 1456 | 24.79+0.19 | 7.49+0.17 | 1.46:0.02 | 10.65:0.20
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3.2.2. CARNE DE POLLO

En la tabla 11 se presentan los resultados de las pruebas realizadas para este
producto.

Ambos métodos de cuantificacién de perdxidos presentan el mismo comportamiento,

que en la carne de cerdo,

El periodo de induccién es muy lento, a partir del monitoreo del dia 215 los valores
comienzan a aumentar rapidamente, el valor maximo de peréxidos se obtiene cuando
han transcurrido 258 dias;, en los monitoreos posteriores se ve como va en

disminucién. (gréaficas 5y 6).

Pese a que el contenido de lipidos insaturados en el pollo es mayor (67.3%),° que en
la came de cerdo (58.5%).% en los resultados obtenidos se observa que la formacion
de peréxidos tiene valores mas elevados en la muestra de cerdo que en el pollo en el
mismo tiempo; esto podria ser causado por el mayor contenido de hierro en la carne
de cerdo que aceleraria la produccién de perdxidos por un lado, también se debe
hacer notar que al almacenarse el polio con su piel, esta actla como una barrera
dificultando el paso del oxigeno, por lo tanto retardando la autooxidacion.

Durante el periodo de induccién la vitamina E presente actia como antioxidante y es
ripidamente consumida. Asi también la vitamina D es reducida durante la oxidacién
de los lipidos, siendo los primeros nutrimentos que se pierden de en ia matriz

alimenticia; aprecidndose mejor este efecto mas importante en el caso de pollo.

En la gréfica 7 se observa el comportamiento del indice de TBA que al igual que en el

caso de la came de cerdo en los primeros meses no existe moléculas de
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malonaldehido, para luego observar que van aumentando paulatinamente antes de

comenzar una etapa en la cual se mantienen constantes.

El malonaldehido es producido principalmente por el acide linolénico, como este
acido graso posee 3 insaturaciones se oxida muy facilmente, lo que explica porque el
malonaldehido es detectado cuando el enranciamieno es incipiente y el contenido de

perdxidos no es elevado.

Un contenido semejante de malonaldehido reporté Rhee® en pechuga y muslo de
pollo almacenados a -20°C, temperatura similar a la utilizada para este estudio. El
tiempo de almacenamiento fue de 150 dias, por lo que se pedria especular que luego
de este periodo el malonaldehido podria tener la misma conducta que la encontrada
para este mismo tipo de matriz en este trabajo. Considerando que pequenas
diferencias podrian darse en la oxidacion de la grasa de pollo por la diferencia de

peso, edad y tipo de alimentacién a la que fue sometido el animal.

Si comparamos la muestra de pollo con la muestra de chuleta de cerdo podemos
abservar que los valores de malonaldehido alcanzados para el pollo son ligeramente
mayores, nuevamente se deberia a la diferencia de composicidn de la grasa, que
como se menciond anteriommente el porcentaje de lipidos poliinsaturados en el pollo
es mayor (4-23%)°, en comparacion con el contenido en el cerdo (3-18%)%

principales promotores en la formacién de malonaldehido.

Se ha identificado la presencla de inositol, glucosa, manosa, fructosa, ribosa,
ribulosa, arabinosa y xilosa en el masculo de pollo;® varias de estas sustancias
podrian reaccionar con el TBA, ® * * |o cual traerfa como consecuencia la

sobreestimacién del contenido de malonaldehido.,
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Los valores del indice de Kreis {grafica 8) van en aumento a partir del dia 77; su
incremento es lento hasta el dia 236 donde su aumento se vuelve mas répido y
conserva estd tendencia hasta el dltimo monitoreo. Se puede observar ademdas que el
disparo en los valores del indice de Kreis coincide con el aumento en la velocidad de

formacidn de perdxidos.
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Tabla.11 Resultados de las pruebas de oxidacién de lipidos en carne de pollo

almacenada en congelacidn a -18°C.

GRASA Indice de perdxido TBA LK.
9/100g muestra meq/kg de grasa mg MAD/kg muestra | en gramo de grasa
TIEMPO M. Colorimétrico | M.Volumétrico

(dias)

0 12.00 0 0 Q 0

15 12.78 0 0] 0 0

48 12.56 0.07:0.005 | 0040 0 0

77 11.78 0.12 +0.002 |0.53 +0.051 0.09 0.05 | 0.03 +0.001
114 12.30 245013 [0.80+004| 066003 1.03 +0.12
138 11.09 3.74 008 |1.16 :0.08 | 0.65 =0.02 1.55 +0.01
156 11.65 3.92+0.10 [1.190.04| 0.94 +0.06 1.78 +0.07
193 12.26 4.07 022 |212+0.02| 1.25+0.01 1.54 +0.02
215 1297 4.92+0.04 2734003 1.410.03 | 1.56 +0.008
236 11.54 1867032745071 | 1.4310.02 2.64 +0.11
258 12.63 25.37 10.48 | 7.82 10.16 | 0.99 x0.01 7.46 1017
284 10.46 13.30 x0.24 {530 +0.16 | 1.11 £0.05 8.60 +0.30
320 10.06 8.25 +0.59 |3.156+0.07 | 1.18:0.02 9.07 +0.17
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CONCLUSIONES.

Tanto para la carne de cerdo (chuleta ), como para e pollo completo, se obtiene
un mejor rendimiento en la extraccién de lipidos totales utilizando la mezcla de
disolventes, diclorometano-metanol (1:1). Esto se justifica por la composicién de
ambos tipos ds carne, que aunque difieren entre si, contienen ademas de lipidos
neutros (triglicéridos), lipidos con cardcter polar como fosfolipidos y colesterol; asi

como cantidades importantes de lipidos unidos.

Los indices de oxidacién, para los dos tipos de muestra, en ambas técnicas
presentan valores superiores cuando la extraccién se realiza con ta mezcla
diclorometano-metanol (1:1), indicando que ademas de realizar una mejor
extraccién de la grasa, también se obtiene una mejor extraccién de los productos

de oxidacion, por su caracter ligeramente polar.

Se puede recomendar la mezcla diclorometano-metanol (1:1) tanto para la
cuantificacién de la grasa como para la determinacién del estado de rancidez de

un producto mediante las diferentes técnicas anteriormente citadas.

Para la carne de cerdo almacenada en congelacién a -18°C el valor de peréxidos
sale de especificacién a los 193 dias, la norma permite para aceites puros y
mantecas como valor limite 10meq/kg de grasa, mientras que para la carne de
pollo se sobrepasa este valor a los 236 dias. La cuantificacion de los perdxidos es
una prueba util para el seguimiento del proceso de oxidacién, partiendo de una

muestra fresca.

El comportamiento de la meolécula de malonaldehido medido a través del indice
de TBA es muy variable, por lo que no debe ser aplicada como Unica prueba

analitica para conocer €l estado de rancidez de productos carmicos.



En los métodos oficiales el indice de Kreis se realiza de manera cualitativa,
cuando es positivo indica rancidez de ia grasa y el producto es desechado, por lo
tanto en los productos estudiados, a partir del dia 77 en ambos casos ya estan

fuera de la norma.

La muestra de cerdo comienza su proceso de oxidacién en menor tiempo que la
de pollo, probablemente porque la piel de pollo sirve de barrera para el paso de
oxigeno retardando su oxidacién, aunque el contenido de lipidos insaturados es

‘

mayor en €l pollo que en el cerdo.

Las técnicas empleadas en este trabajo fueron las adecuadas; presentaron
repetibilidad y reproducibilidad.

De los resultados obtenidos se puede concluir que la congelacion es una técnica
de conservacién que no afecta de manera significativa la oxidacién de los lipidos
en periodos de almacenamiento menores a 77 dias, por lo tanto estos productos
se deben consumir antes de este periodo donde comienza a acelerarse su

deterioro.
Se concluye que se deben emplear por lo menos dos métodos con ef fin de

determinar las diferentes etapas del proceso de oxidacidn, para contar con una

informacién completa del estado de enranciamiento que presentan las muestras.
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APENDICE

1.- EFECTO DEL DISOLVENTE EN LA CUANTIFICACION DE LIPIDOS

TOTALES

a) Carne molida de cerdo cometcial,

Método de extraccién: Bligh y Dyer.

Tabla A-1. Extraccion de lipidos en carne de cerdo molida {g grasa/100 muestra),

Andlisis estadistico

Tabla A-3.

Repeticiones Eter de Eter etilico | Diclorometano
petrbleo /metanol
1 9.88 12.18 13.73
2 10.07 12.01 13.97
3 8.54 12.90 13.61
4 9.05 13.22 12.71
5 8.79 11.75 13.24
6 7.76 12.37 12.81
7 9.61 12.75 13.68
8 9.40 12.63 13.29
9 9.98 12.00 13.50
10 9.62 12.03 13.62
Media 9.27 12.38 13.41
D.S. 0.73 0.74 0.39
Tabla A-2.Diseno Aleatorio
Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado F
varlacion libertad | cuadrados | Medio
Solvente 2 93.03 46.51 155,13*
Error 27 8.31 0.307
Total 29 101.34
Disefio en Blogues
Fuente de | Grados de | Sumade | Cuadrado F
varlacién tibertad | cuadrados medio
Solventes 2 93.03 45.51 150.53**
Repeticiones 4 119 0.29 0.96 N.S.
Error 23 7.11 0.30
Total 29 101.34

** Diferencia altamente significativa (0.01)
N. S. No exists diferencia significativa




Eficiencia Relativa =0.978

Prueba de Duncan

E.Petrélec E. Etilico DM/M

b) Pollo completo molido

Método de extraccion: Bligh y Dyer.
Tabla A-4. Extraccién de lipidos en pollo. (g grasa/ 100g muestra).

Repeticiones Eter de Eter etilico |Diclorometano
petrleo /metanol
1 7.29 11.16 11.60
2 712 11.08 12.40
3 7.68 11.22 11.10
4 6.54 11.87 11.30
5 6.27 11.17 11.80
6 6.30 11.17 11.40
7 7.00 11.14 11.64
8 7.47 11.11 11.89
9 7.58 10.38 10.78
10 7.14 10.14 10.26
Media 7.03 11.04 11.41
D.S. 0.51 0.47 0.60
Andlisis estadistico
Tabla A-5.Disefio Aleatorio
Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado
variacién libertad cuadrados Medio
Solvente 2 117.82 58.91 207.44™
Error 27 7.66 0.28
Total 29 125.48




Tabla A-6.Disefio en Bloques

ER =117

Prueba de Duncan

Fuente de | Grados de ! Sumade | Cuadrado F
variacion libertad |cuadrados| medio
Solventes 2 117.82 58.91 246.16™
Repeticiones 4 2.16 0.54 2.26 N.S.
Error 23 5.50 0.23
fotal 29 125.48
E.Petréleo E.Etilico DM/M

2.- OPTIMIZACION DEL TIEMPO DE MACERACION EN LA EXTRACCION DE
LIPIDOS USANDO LA TECNICA DE BLIGH Y DYER.

a) Carne de cerdo molida comercial.

Tabla A-7. Extraccién de grasa para carne de cerdo (g grasa/100 muestra).

Tiempo de Maceracién
Repeticiones | 10min | 30min | 60min | 90min | 120min |150min
1 6.23 7.83 8.10 8.20 9.10 9.10
2 6.69 801 8.36 8,50 9.30 8.80
3 6.79 7.56 8.53 8.70 9.00 9.30
4 6.59 8.51 8.07 8,50 8.70 9.00
Media 6.57 7.97 B8.26 8.47 9.02 9.07
D.S. 0.24 0.40 0.21 0.20 0.25 017
Analisis estadistico.
Tabla A-8. Diseno Aleatorio
Fuente de | Grados de | Sumade | Cuadrado F
variacion libertad [cuadrados Medio
t. maceracion 5 16.84 3.36 34,72
Error 18 1.76 0.097
Total 23 18.60




Tabla A-9. Disefo en Bloques
Fuente de | Grados de | Sumade | Cuadrado F
variacién libertad |cuadrados Medic
t. maceracion 5 16.84 3.36 33.01
Repeticiones 3 0.17 0.056 4.66
Error 15 1.54 0.102
Total 23 18.60
ER. =093
Prueba de Duncan.
t1 t2 13 t4 t5 t6

b) Carne de polio.

Tabla A-10. Extraccién de grasa para carne de pollo (g grasa/100 muestra).
Tiempo de maceraciéon

Andlisis estadistico.

Repeticion | 10min | 30min | 60min | 90min_ | 120min
1 7.00 8.54 9.38 9.87 9,97
2 7.12 8.27 9.14 9.89 9.78
3 7.14 7.89 9.26 9.52 9.74
4 712 8.58 9.78 9.68 9.80
Media 7.09 8.32 9.39 9.74 9.82
D.S. 0.06 0.31 0.27 0.17 0.11
Tabla A-11. Disefio Aleatorio,
Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado F
variacién libertad |cuadrados Medio
t. maceracion 5 2154 5.38 179.50
Error 14 0.45 0.03
Total 19 21.99




Tabla A-12. Disefic en Blogues

Fuente de | Grados de | Sumade | Cuadrado F
variaclén libertad |cuadrados Medio
t. maceracion 4 21.54 5.38 299 16**
Repeticiones 3 0.23 0.076 4.22*
Error 12 0.22 0.018
Total 19 21.99

E.R =162
Prueba de Duncan.

1 t2 13 14 t6

3.- EFECTO DEL DISOLVENTE USADO PARA LA CUANTIFICACION DE
PEROXIDOS.

a) Grasa de cerdo

Tabla A-13. Valores de meq peréxidos/kg de grasa de cerdo

DISOLVENTES
Eter de Petrbleo Diclorometano/Metanol
Repeticiones | MAOAC | M.Colorimétrico| M.AOAC | M. Colorimétrico
1 0.054 0.150 0.131 0.367
0.054 0.150 0.132 0.437
2 0.081 0.167 0.154 0.318
0.081 0.150 0.152 0.330
3 0.067 0.156 0.132 0.357
0.082 0.141 0.151 0.387
4 0.068 0.170 0.149 0.399
0.081 0.170 0172 0.351
5 0.087 0.149 0175 0.387
0.081 0.149 0.175 0.347
Media 0.073 0.155 0.152 0.373
D.S. 0.012 0.010 0.017 0.030

* Diferencia significativa (0.05}



Andlisis Estadistico

Tabla A-14.Cuadrado latino: Disefo aleatorio.

Tabla A-1

Fuente de | Gradosde | Suma de Cuadrado F
variacién libertad | cuadrados medio
Solventes 1 0.221 0.221 130.59**
Métodos 1 0.230 0.230 135.72*
Error 37 0.062 1.69¢-3
Total 39 0.514
5. Cuadrado latino: Disefio en bloques
Fuente de |Gradosde| Sumade |Cuadrado F
variacion libertad | cuadrados medio
Solventes 1 0.221 0.221 118.4
Métodos 1 0.230 0.230 123.0
Repeticiones 4 0.001 2.56-4 0.133
Error 33 0.061 1.86e-3
Total 39 0.514

ER=09

b) Grasa de pollo

Tabla A-16. Valores de meq perdxidos/kg de grasa de pollo.

DISOLVENTES

Eter petréleo Eter etilico Dicloromet./metanol

Repeticiones | M.AOAC {M Colori. | M.AAOAC | M Colori. | M.AOAC | M Colori.
1 0.022 0.030 0.030 0.109 0.052 0.159
0.022 0.030 0.028 0.100 0.062 0.239
2 0.022 0.034 0.032 0.127 0.055 0.260
0.017 0.038 0.028 0.134 0.062 0.206
3 0.019 0.033 0.036 0.089 0.066 0.288
0.022 0.032 0.037 0.104 0.073 0.301
4 0.018 0.025 0.036 0.113 0.051 0.219
0.017 0.033 0.036 0.112 0.059 0.217
5 0.016 0.038 0.025 0.094 0.066 0274
0.017 0.036 0.025 0.081 0.069 0.294
Media 0.019 0.029 0.031 0.106 0.060 0.245
D.S. 0.002 0.004 0.004 0.016 0.007 0.045




Andlisis estadistico

Tabla A-17.Cuadrado latino: Diseno aleatorio,

Tabla A-1

E.R =095

Prueba de Duncan

Fuente de | Grados de | Suma de Cuadrado F
variacion libertad | cuadrados medio
Solventes 2 0.167 0.083 47 9%
Métodos 1 0.125 0.125 71.70**
Error 56 0.097 1.74e-3
Total 59 -0.390
8. Cuadrado latino: Disefo en bloques
Fuente de Grados de | Sumade |Cuadrado F
variacién libertad |cuadrados| medio
Solventes 2 0.167 0.083 45,90
Métodos 1 0.125 0.125 68.69
Repeticiones 4 0.003 7.5e-4 0.41
Error 52 0,094 1.82e-3
Total 59 0.390
E.Petréleo E. Etilico DM/M




