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1 Resumen de las ideas clave

La oxidacion de las grasas es una de las principales causas del deterioro de los
alimentos. La oxidacion lipidica provoca cambios importantes en los alimentos,
modificando su valor nutricional y atributos organolépticos. Existen diferentes
métodos para determinar el grado de oxidacion de un alimento, entre estos
métodos, el indice de TBA es uno de los mas utilizados por ser un método rapido y
sencillo, ser aplicable a una amplia variedad de alimentos y correlacionarse muy
bien con la evaluacion sensorial. El test de TBA determina la cantidad de
malonadehido (MDA), uno de los principales productos secundarios de la oxidacion
lipidica.

2 Introduccion

Los lipidos son compuestos de gran importancia en los alimentos desde el punto de
vista nutricional y organoléptico. Los lipidos contribuyen al sabor, aroma, textura y
palatabilidad tipica de cada alimento y condicionan su estabilidad durante el
almacenamiento.

Una de las principales causas de deterioro de los alimentos es la oxidacioén lipidica,
la cual afecta a los acidos grasos, principalmente a los acidos grasos poliinaturados
[1]. En las condiciones que frecuentemente se almacenan los alimentos, estos
acidos grasos son altamente inestables y reaccionan faciimente con el oxigeno,
produciéndose el fendbmeno conocido como autoxidacion. La autooxidacion
lipidica confiere al producto cambios importantes en su aroma, color, sabor, textura
y valor nutritivo [2].

La autoxidacion se produce a través de una serie de reacciones en cadena en la
que se distinguen las fases de iniciacion, propagacion y terminacion.

1. Iniciacién
Reacciones que dan lugar a la formacidn de radicales libres a partir de acidos
grasos (o peroéxidos lipidicos, lamados también hidroperdxidos)

RH —- R.+H

2. Propagacion
Reacciones que se caracterizan por una cierta acumulacion de peroxidos

lipidicos. Se crean tantos radicales libres como se consumen, Es la etapa de
oxidacion de los acidos grasos insaturados.

R.+ O2 — ROO.
ROO + RH — R. + ROOH
3. Terminacién
Los radicales libres procedentes de la descomposicion de hidroperdxidos, se

asocian para formar productos no radicales, como aldehidos y cetonas de bajo
peso molecular, responsables del olor a rancio
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R. + R. — RR

R. + ROO. — ROOH
ROO. + ROOR — ROOR + O2
RO. + R. —  ROOR

2RO. + 2ROO. — 2ROOH + O2

Los hidroperéxidos (ROOH) son considerados los compuestos mas importantes en la
fase inicial de la reaccion y se caracterizan por ser muy inestables. Al aumentar el
tiempo de la reaccion, estos productos primarios de la oxidacion se descomponen
generando una mezcla compleja de productos volatiles, no-volatiles y compuestos
secundarios de la oxidacion.

Los productos secundarios de la oxidacion lipidica incluyen compuestos como
aldehidos, cetonas, alcoholes, hidrocarburos y acidos organicos volatiles. Los
meétodos utilizados para evaluar la oxidacion lipidica en alimentos se basan
fundamentalmente en la determinacién de estos compuestos, dando lugar a
diferentes indices que permiten conocer su grado de oxidacion.

Uno de los indices mas utilizados para determinar el grado de oxidacion de los
alimentos es el indice del TBA.

El ensayo de TBA puede llevarse a cabo siguiendo diferentes protocolos analiticos.
Estas determinaciones pueden realizarse directamente a partir de la muestra inicial,
empleando un extracto acuoso o acido de la muestra, una destilacion por arrastre
de vapor o realizar el ensayo a parir de un extracto lipidico de la misma. Es dificil
establecer cual es el mejor protocolo de analisis; sin embargo, entre los diferentes
protocolos utilizados, la extraccion acida es el mas utilizado. Este procedimiento es
considerado el mejor para estimar el contenido de malonaldheido en alimentos por
su rapidez, sencillez y minimo equipamiento necesario. Ademas, mediante este
protocolo la muestra no se expone a calentamiento alguno, que pudiera provocar
una mayor outooxidacion del producto y por tanto, una sobreestimacion del
contenido real de MDA en el alimento.

3 Objetivos

Mediante el presente articulo se pretende que el alumno sea capaz de:

Realizar la determinaciéon analitica del indice de TBA empleando el método de
extraccion en medio acido.

Determinar la concentracion equivalente de MDA de una muestra.

Evaluar el grado de oxidaciéon de un alimento a partir de valor del indice de TBA.
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4 Desarrollo

A continuacion se describe el protocolo para la determinaciéon del indice del TBA
mediante el procedimiento de extraccion en medio acido [3].

4.1 Fundamento

El procedimiento descrito incluye una etapa extraccion previa de las sustancias
tiobarbitdricas reactivas, mediante el tratamiento de la muestra con acido
tricloroacético. La determinacion del indice del TBA se basa en la reaccion del
acido tiobarbittrico (TBA) con el malonaldehido (MDA) y la posterior medida de la
absorbancia del cromoégeno formado (figura 1). La intensidad de la coloracion rosa-
roja es proporcional al nivel de enranciamiento.
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Figura 1. Reaccion del acido tiobarbitdrico (TBA) con el malonaldehido (MDA)

4.2 Material y reactivos

Material e instrumentacion:

- Vaso de precipitados de 100 mL

- Matraz kitasatos de 250 mL

- Embudo Biichner de porcelana.

- Tubos de centrifuga

- Papel de filtro cuantitativo

- Tubos de ensayo de vidrio con tapdn y gradilla de acero inoxidable
- Cubetas desechables para espectrofotdmetro
- Homogenizador de alta velocidad

- Centrifuga

- Bomba de vacio.

- Espectrofotémetro

Reactivos quimicos:

- Disolucion alcohodlica de galato de propilo 5 % (p/v). 5 g de galato de propilo en
100 mL de alcohol etilico.

- Disolucién A (18,75 g de acido tricloroacético + 0,25 g de EDTA + 5 mL de disolucion
alcohdlica de galato de propilo, aforada con agua destilada a 250 mL).

- Disolucién de TBA (0,14415 g de TBA en 50 mL de agua destilada).
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- Disolucion B [0,110155 g de TEP (1,1,3,3-tetraetoxipropano o malonaldehido;
densidad=0,917) = 0,12 mL de TEP aforado a 50 mL con disolucién A].
- Disoluciéon C (0,1 mL de disoluciéon B aforada a 100 mL con disolucién A).

4.3 Procedimiento

1. Preparacion de la muestra

Pesarde 1 a 5 g de muestra previamente picada y homogeneizar en ultraturrax
durante 2 min con 30 mL de disolucién A.

Filtrar el homogeneizado a través de un filtro de papel. Si el filtrado no es
completamente transparente sera necesario centrifugar durante 5 min a 3000
rpm.

Tomar una alicuota del extracto de entre 1 y 5 mL, segln el contenido en
malonaldehido esperado en la muestra. En caso que no se disponga de
informacion suficiente para definir el volumen de la alicuota, se recomienda
tomar diferentes volumenes de extracto. En este caso, se procedera con 3
volumenes de la alicuota distintos (1, 3y 5 mL).

Tomar las alicuotas del extracto y llevarlas a un tubo de ensayo que tenga
tapon de rosca. Completar hasta 5 mL con disolucion A. Afadir al tubo de
ensayo 5 mL de disolucion de TBA.

e Tubo 1: 1 mL de filtrado + 3 mL de disolucion A + 5 mL de disolucion de TBA.
e Tubo 2: 2 mL de filtrado + 2 mL de disoluciéon A + 5 mL de disolucion de TBA.
e Tubo 3: 5 mL de filtrado + 1 mL de disoluciéon A + 5 mL de disolucion de TBA.

2. Preparacion del blanco

e Blanco: 5 mL de disolucién A + 5 mL de disolucién de TBA.

3. Preparacion de la recta de calibrado

Se procedera a la preparacion de una recta de calibrado con diferentes
concentraciones del patron (malonaldehido):

e Patrén 1: 0,1 mL de disoluciéon C + 4,9 mL de disolucién A + 5 mL de disolucidn
de TBA (equivale a 0.0012 umol de malonaldehido).

e Patron 2: 0,5 mL de disoluciéon C + 4, 5 mL de disoluciéon A + 5 mL de disolucién
de TBA (equivale a 0.005 umol de malonaldehido).

e Patréon 3: 1 mL de disolucién C + 4 mL de disolucién A + 5 mL de disoluciéon de
TBA. (equivale a 0.01 umol de malonaldehido).

e Patrén 4: 2 mL de disolucién C + 3 mL de disoluciéon A + 5 mL de disolucién de
TBA. (equivale a 0.02 umol de malonaldehido).

e Patrén 5: 3 mL de disolucién C + 2 mL de disoluciéon A + 5 mL de disolucién de
TBA. (equivale a 0.03 umol de malonaldehido).



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

4. Desarrollo de la reaccion y medida de la absorbancia

- Tapar todos los tubos e introducirlos en un bafio con ebulliciébn suave durante
40 min.

- Unavez finalizado el tiempo de reaccidn, se enfriaran los tubos en corriente de
agua y agitando ligeramente.

- Si se observa la formacién de burbujas en los tubos de ensayo, se recomienda
introducir los tubos en un bafio de ultrasonidos durante unos minutos, hasta que
se observe que todo el aire incluido en la disolucién se haya liberado.

- Finalmente, medir en un espectrofotometro la absorbancia a 530 nm de cada
una de las disoluciones contenidas en los tubos.

5. Célculos

Representar los valores de absorbancia obtenidos en las medidas
espectrofotométricas frente a la concentracién equivalente de maloaldehido
(MDA) correspondiente (absorbancia vs umoles de malonaldehido)(figura 2).
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Figura 2. Representacion de los valores de absorbancia (eje y) frente a la
concentracion de MDA para las disoluciones patrén (eje x).

4.4. Calculos

A partir de esta representacion, se obtiene la ecuacioén de la recta de ajuste para
los patrones medidos. Esta ecuacion se emplearda como recta de calibrado para
determinar la concentracion de malonaldehido (umoles de MDA) en las muestras a
partir de sus lecturas de absorbancia. Se consideraran unicamente aquellos tubos
cuyas lecturas de absorbancia hayan caido dentro de los valores registrados para
los patrones con los que hemos calculado la recta de calibrado.
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El valor de concentracion de MDA en el tubo de muestra se sustituira en la siguiente
ecuacion para obtener el valor del indice de TBA, expresado en mg de
malonaldehido/1000 g de muestra:
72xCx(30+(mxH))

mxV

indice de TBA (mg MDA/kg)=

Ecuacioén 1. Ecuacion para el calculo del indice del TBA
Donde:
72= Peso molecular del malonaldehido
C = umoles de malonaldehido obtenidos a partir de la recta de calibrado
m = peso en gramos de la muestra pesada
H = humedad de la muestra en tanto por uno.
V = volumen de la alicuota (mL de filtrado: 1,2 0 5 mL)

30 = volumen de acido tricloroacético

- indice de TBA = mg de malonaldehido/1000 g muestra

4.5. Interpretacion de los resultados

El indice del TBA es uno de los parametros mas utilizados para evaluar el grado de
deterioro de determinados alimentos, ya que se correlaciona muy bien con su
evaluacion sensorial.

Este parametro es de especial interés en el caso de algunas especies de pescado,
especialmente aquellas con un contenido graso mayor, como sardinas o arenques.
Algunos estudios han observado que el pescado recién capturado presenta unos
valores del indice del TBA que oscilan entre 3 y 5 mg MDA/kg de muestra, y que
estos niveles van aumentando progresivamente en el tiempo hasta alcanzar los 5-8
mg MDA/kg. Estos niveles se corresponden con el limite de aceptacion sensorial del
pescado almacenado en hielo [4], es decir, a partir del cual su estado de oxidacion
puede percibirse organolépticamente

Considerando estos valores bibliograficos como referencia, se puede estimar el
grado de oxidacion de la muestra analizada.

5. Cierre

A lo largo de este objeto de aprendizaje hemos visto cémo llevar a cabo la
determinacién analitica del test del TBA en un alimento mediante el procedimiento
de extraccion en medio acido. A partir de los resultados obtenidos podemos evaluar
el grado de oxidacion de un alimento.
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