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1 Resumen de las ideas clave

El indice del TBA es uno indices mas utilizados para estimar el grado de oxidacion de
los alimentos. En algunas ocasiones, especialmente en alimentos ricos en proteinas
hidrosolubles, pigmentos y/o aminoacidos, se precisa del método de destilacion
como protocolo de analisis. Mediante este procedimiento se consigue un destilado
qgue contienen el malonaldehido que va a reaccionar con el TBA formando el
complejo cromdégeno, cuya intensidad de color nos permite estimar el grado de
oxidacion de la muestra.

2 Introduccion

Los lipidos son compuestos de gran importancia en los alimentos desde el punto de
vista nutricional y organoléptico. La importancia de los lipidos para la fisiologia de la
nutriciéon radica en su elevado valor energético y en la presencia de acidos grasos
esenciales y vitaminas (liposolubles). Ademas, los lipidos tienen ciertas propiedades
indispensables para la preparaciéon y obtencibn de alimentos, por su
comportamiento a la fusiéon, sabor agradable, capacidad disolvente para ciertas
sustancias sapidas y numerosas sustancias aromaticas [1].

Durante el procesado y/o almacenamiento, los alimentos estan sujetos a una serie
de alteraciones que afectan a la calidad de los mismos. Entre estas alteraciones, la
oxidacion lipidica es la que tiene una mayor importancia por los cambios que
produce en los alimentos, modificando su aroma, sabor textura, consistencia y
apariencia, asi como su valor nutritivo y también su seguridad, debido a la
formacién de sustancias potencialmente nocivas [2].

Algunos métodos utilizados para evaluar la oxidacion lipidica en alimentos se basan
en la determinacion los compuestos secundarios de la oxidacion, dando lugar a
diferentes indices que permiten conocer su grado de oxidacion. El indice del TBA es
uno de los mas utilizados. Mediante esta determinaciéon se miden los compuestos
secundarios de la oxidacion de las grasas, fundamentalmente compuestos
carbonilicos (aldehidos y cetonas), siendo el malonadehido el componente
mayoritario.

El ensayo del TBA puede llevarse a cabo siguiendo diferentes protocolos analiticos.
Esta determinacion se basa en la reaccion del acido tiobarbitdrico (TBA) con el
malonaldehido y la posterior medida de la absorbancia del cromégeno formado.
El protocolo de andlisis mas comunmente utilizado es la extraccién acida por ser un
procedimiento rapido y sencillo. Para que el ensayo se desarrolle correctamente, el
extracto de la muestra debe ser un liquido claro y debe contener la cantidad
adecuada para formar del complejo croméforo MDA-TBA. Sin embargo, en algunas
ocasiones, cuando se utiliza este protocolo de extraccion en medio acido, ciertas
sustancias interferentes pueden ser extraidas. En estos casos, la presencia de
proteinas hidrosolubles, péptidos, pigmentos, aminoacidos, y gotas de grasa en el
extracto hace necesario incorporar una etapa de filtracion, que en muchos casos
es tediosa y no llega a ser completamente efectiva. La turbidez del medio que
contiene el complejo MDA-TBA provocaria un incremento en las lecturas de
absorbanciay por tanto, los valores del indice de TBA se veran sobreestimados. Para
resolver estos inconvenientes se emplea la técnica de destilacion.

La técnica de destilacion evita el problema de las interferencias en el extracto, sin
embargo, presenta el inconveniente del calentamiento de la muestra. Durante la
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destilacion la muestra se somete a un calentamiento en medio acido que favorece
la degradacion de los hidroperéxidos como precursores del malonaldehido, y que
genera ademas un mayor numero de radicales reactivos y productos de escision
qgue pueden reaccionar con el TBA [3]. Estos inconvenientes consiguen evitarse
incorporando agentes antioxidantes, antes del calentamiento como el galato de
propilo, butilhidroxitolueno (BHT), terbutilhidroquinona (TBHQ), hidroxibutilanisol
(BHA), el acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

3 Objetivos

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

Realizar la determinaciéon analitica del indice de TBA empleado la destilacion por
arrastre de vapor.

Determinar la concentracion equivalente de MDA de una muestra.

4 Desarrollo

La determinacion del indice del TBA mediante el procedimiento de destilacion de
la muestra acidificada que se describe a continuacion se basa en el método
descrito inicialmente por Tarladgis y col. [4], tal y como se recoge en los protocolos
quimicos de la quimica analitica de los alimentos [5].

4.1 Fundamento

La destilacion por arrastre de vapor de una muestra acidifica permite obtener
extracto que contiene MDA. Este extracto se hara reaccionar con un exceso de
acido tiobarbiturico (TBA). La posterior medida de la absorbancia del cromégeno
formado en esta reaccion, nos permitira calcular el nivel de enranciamiento.
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Figura 1. Reaccion del acido tiobarbitdrico (TBA) con el malonaldehido (MDA)
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4.2 Material y reactivos

Material e instrumentacion:

- Tubos de ensayo de vidrio con tapon y gradilla de acero inoxidable.
- Cubetas desechables para espectrofotometro

- Tubo de destilacion

- Erlenmeyer de 250 mL

- Probeta de 50 mL

- Sistema de destilacion automatica por arrastre de vapor (figura 1).

- Homogeizador de alta velocidad (Ultraturrax).

- Espectrofotdmetro
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Figura 2. Esquema del sistema de destilacion por arrastre de vapor.
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Reactivos gquimicos:

Disolucion antioxidante: disolver 0,5 g de galato de propilo y 0,5 g de EDTA con
una mezcla etanol/agua 1:1 (v/v) y enrasar a 100 mL.

Disolucion HCI 4 N

Disolucién de TBA (0,14415 g de TBA en 50 mL de agua destilada).

Disoluciéon 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].

Disolucion C (0,1 mL de disolucion B aforada a 100 mL con disolucion A).

4.3 Procedimiento

1. Preparacion de la muestra

Pesar 10 g de muestra previamente picada y pasarla a un tubo de destilacién tipo
Kjeldahl.

Anadir al tubo:

95 mL de agua destilada

2,5 mL de disolucién antioxidante

2,5 mL de disoluciéon HCI 4N

3-5 perlas de vidrio para regular la ebullicion

Los tubos se llevan a la unidad de destilacion, donde se destilan hasta recoger un
volumen de destilado de aproximadamente 50 mL (tomar el valor exacto del
volumen del destilado, V).

Tomar dos tubos de ensayo que tenga tapon de rosca. En uno de los tubos
introducir 2 mL extracto recogido y en el otro tubo 4 mL. Completar con disolucioén
A hasta un volumen final de 5 mL.

Finaimente, afiadir al tubo de ensayo 5 mL de disoluciéon 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 patrén (malonaldehido)
e Patrén 1: 0,1 mL de disolucién C + 4,9 mL de disolucion A + 5 mL de disolucion
de TBA (equivale a 0.0012 umol de malonaldehido).
e Patrén 2: 0,5 mL de disolucién C + 4, 5 mL de disolucion A + 5 mL de disolucién
de TBA (equivale a 0.005 umol de malonaldehido).
e Patrén 3: 1 mL de disolucién C + 4 mL de disolucidon A + 5 mL de disolucién
de TBA. (equivale a 0.01 umol de malonaldehido).
e Patrén 4: 2 mL de disolucién C + 3 mL de disolucién A + 5 mL de disoluciéon
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 disoluciéon
de TBA. (equivale a 0.03 umol de malonaldehido).
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4. Desarrollo de la reaccion y medida de la absorbancia
- Tapar todos los tubos e introducirlos en un bafio con ebullicién suave durante 40
min.
- Una vez finalizado el tiempo de reaccién, se enfriaran los tubos en corriente de
agua y agitando ligeramente.

- En caso que se observe la formacion de burbujas en los tubos de ensayo, éstos se
levaran a un bafo de ultrasonidos durante unos minutos, hasta que todo el aire
incluido en la disolucion se haya liberado.

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

4.4 Calculos

Representar los valores de absorbancia obtenidos en las medidas
espectrofotométricas frente a la concentracion equivalente de maloaldehido
(MDA) correspondiente (absorbancia vs umoles de malonaldehido)(figura 3).

Absorbancia
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Figura 3. Representacion de los valores de absorbancia (eje y) frente a la
concentracion de MDA para las disoluciones patron (eje x).

A partir de esta representacion, se obtiene la ecuacioén de la recta de ajuste para
los patrones medidos. Esta ecuaciéon se empleard 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 ecuacion 1,
para obtener el valor del indice de TBA, expresado en mg de malonaldehido/1000
g de muestra:

72xCxVgx10
mxV
Ecuacién 1. Ecuacion para el calculo del indice del TBA

indice de TBA (mg MDA/kg)=

Donde:

72= Peso molecular del malonaldehido

C = umoles de malonaldehido obtenidos a partir de la recta de calibrado
Vda = volumen del destilado recogido (L)

m = peso en gramos de la muestra pesada

V = volumen de la alicuota (mL de filtrado: 2 0 4 mL)

indice de TBA = mg de malonaldehido/1000 g muestra

5 Cierre

A lo largo de este objeto de aprendizaje hemos visto como llevar a cabo la
determinacion analitica del indice de TBA en un alimento empleando el método de
destilacion. Este indice nos permite establecer el grado de oxidacidn de un
alimento.
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