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Desde 1947 es conocido que el acido 2-thiobarbiturico re-
acciona con los productos de oxidacidn de las grasas dando una
coloracion rosada, directamente proporcional en su intensidad
al estado de rancidez. El color producido puede fluctuar entre
¢l rosado y el rojo intenso (4).

La primera parte del trabajo es un estudio del mecanismo
quimico de la accién del acido 2-thiobarbitirico encaminado
a localizar la parte activa de 1a molécula por la que se efec-
tuaria la reaccidon de coloracion.

Efectuamos una revision de las técnicas que aplican el
“Test de 4cido 2-thiobarbitlrico” (TBA) al reconocimiento de
la rancidez. De ellas se logré una técnica aplicada a la deter-
minacién de la rancidez de la grasa de la leche en polvo en-
tera y de la mantequilla. Junto con el test TBA se hizo un es-
tudio de la influencia de diferentes antioxidantes, efectuan-
dose las pruebas en ambhientes diferentes.

Comparativamente al test TBA para la mantequilla, se
aplicd el método del Indice de Perodxidos, segun la técnica de
Greenbank y Holm (33).
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PARTE; EXPERIMENTAL

I.—Estudio del mecanismo quimico

de la accion del TBA.

A través de la bibliografia consultada sobre el uso del TBA
en la determinaciéon de la rancidez oxidativa de grasas (1, 2,
3,5,6,78,9), no encontramos mayores referencias sobre cual
seria la parte activa de la molécula del TBA por la que se
efectuaria la reaccion de coloracion por los productos de
oxidacion de las grasas.

En la estructura del TBA (figura N? 1, férmula I) se ob-
serva que los grupos mas reaccionables de acuerdo a su con-
densacidn electronica serian el grupo thio en el carbono 2 y
los hidrogenos activos del carbono 5. Buscamos entonces dos
sustancias, una que tuviera la misma estructura del acido
2-thiobarbitiirico, pero sin el atomo de azufre, y otra que,
teniendo el grupo thio, tuviera los hidrégenos activos del car-
bono 5 bloqueados por radicales alquilicos. L.as encontramos
en el acido barbitirico normal (II) y en el pentotal sddico
(5 etil-5-isoamil-malonil-thio-urea) (III). Se descarté la posi-
bilidad de reaccion del dtomo de oxigeno del dcido barbitii-
rico a nivel del carbono 2, haciendo reacciones de compara-
ciéon con el “Veronal” (5,5-dietil barbitirico), el que posee
los hidrégenos del carbono 5 bloqueados por radicales etilicos
y que no dié la reaccidn.

N £o_ NH—— Co_

7

65=C CHa 0= ¢
7
N co” SN

Co
T X

N——C0_ , (a5

=
Na 6-C C
SN 07\ (e Hyy
W
-
FIGURA N° 1

l.—Acido 2-thiobarbitirica. 1).—Acido barbitarico. 11{.—Pentotal sédico.
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Las reacciones de estas sustancias en comparacion con las
reacciones del TBA nos indicarian la parte de la molécula por
la que se efectuaria la reaccion. A partir de esta consideracion,
nos ajustaremos a reacciones con sustancias que presentasen
funciones organicas similares a las que poseen las sustancias
producidas en el desarrollo de la rancidez oxidativa de grasas
y aceites.

Encontramos que la principal funciéon organica es el grupo
aldehido (30, 33, 34, 35, 36, 37, 38), pero sin dejar de consi-
derar que para llegar aeste grupo aldehido la molécula grasa
pasa por una fase intermedia con formacién de perdxidos e
hidroperoxidos (33).

Ateniéndonos a estas consideraciones, efectuamos reaccio-
nes con las siguientes sustancias: solucion acuosa al 30% de
glioxal; metil-nonil-acetaldehido; benzaldehido; perdxido de
benzoilo y mantequilla rancia, frente a TBA, acido barbitirico
y pentotal sédico.

Debido a que no se pudo obtener acido barbiturico en el
comercio, hubo necesidad de sintetizarlo. Para efectuar la sin-
tesis del acido barbitirico seguimos la técnica descrita por
F. Giral y C. A. Rojahn (31, 32), la que se basa en una con-
densacion del éster maldnico con urea, en un medio de alcohol
etilico absoluto y en presencia de etilato de sodio. La reaccién
se obtiene por calentamiento a reflujo.

Procedimiento seguido para efectuar las reacciones.—Tan-
to el TBA como el acido barbitirico y el pentotal sédico se
disolvieron en acido acético glacial. Las soluciones de estas
tres sustancias se hicieron reaccionar con las anteriormente
sefialadas en un BM hirviente durante 45’,

—

Metil nonil
Glioxal acetaldehido Benzaldehido Peréxido Grasa
TBA Coloracién | Coloracién pp. amarillo Coloracién | Color rojo
roja roja en frio naranja
Pentotal Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Acido Loloracién Coloracién pp. amarillo Coloracién Color rojo
barbitirico | roja roja en frio naranja
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Resultados.—Los resultados obtenidos de estas reacciones
se pueden observar en el cuadro adjunto.

De estos resultados se puede concluir que la reaccidon del
TBA con los productos de oxidacién de las grasas se efectia
por los hidrégenos del carbono 5.

II.—Test TBA para la determinacién de la rancidez
de la leche en polvo entera.

Se usd leche en polvo (marca Nido) obtenida en el comer-
cio en envases de 2 kg. Con éstas se prepararon muestras a las
que se les afiadid sustancias antioxidantes, las cuales se agre-
garon por dilucién con leche en polvo en un mortero.

Los siguientes antioxidantes se aplicaron en las cantidades
que se indican:

Progallin LA (éster laurilico del acido galico), 0,07% con
0,0056% de acido citrico (sinergista); Progallin A (éster etilico
del acido galico), 0,01% con 0,005% de acido citrico (24, 25,
26, 27, 28, 29) ; Sustane SU-3F (compuesto por una mezcla de
66,7% de butil-hidroxianisol, 13,3% de acido citrico y 20%
de galato de propilo); Sustane SU-1F (compuesto por una
mezcla de 80% de 3-butil-4-hidroxianisol y 18% de 2-butil-4-
hidroxianisol) (10, 20, 21); Tenox BHA (butil hidroxianisol),
con 0,025% para los Sustanes y 0,1% con 0,006% de acido ci-
trico para el Tenox BHA; Acido nordikidro guagarético
(NDGA), 0,1% con 0,1% de acido citrico (10 al 23).

Series de muestras con los antioxidantes arriba sefialados
mas las respectivas muestras control sin antioxidantes, se co-
locaron por un tiempo adecuado en tres ambientes: en la es-
tufa de cultivo a 37°C., en el refrigerador a 0°C. y a la tem-
peratura ambiente del laboratorio, El test TBA se determind
en cada muestra cada 7 dias.

Técnica empleada—De toda la bibliografia consultada so-
bre el uso del TBA en la determinacion de la rancidez oxida-
tiva de grasas, hemos ensayado las siguientes técnicas indi-
cadas por: S. Patton and G. W. Kurtz (1) ; W. L. Dunkley and
W. G. Jennings (2); A. Vargas Romero y R. G. Gonzalez-Qui-
jano (3); L. Dugan Jr. (5); C. G. Sidwell et al. (6) y M. Sch-
wartz and B. M. Watts (9), las que presentan el inconveniente
de no efectuar el calentamiento a reflujo de las sustancias re-
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accionantes. Por otra parte, el uso de solucién acuosa de 4cido
ortofosférico nos ha dado en los ensayos en blanco valores
mas altos que los indicados en técnicas efectuadas sin él.

C. G. Sidwell y col. (7) realizan una destilacién en arras-
tre de vapor de agua, determinando en el destilado el test TBA.
Los valores obtenidos por nosotros fueron demasiado bajos y
dispares como para poder adoptarla, sin tomar en cuenta lo
engorroso del método.

Como base para nuestros trabajos nos decidimos entonces
por la de T. C. Yu and Russell O. Sinnhuber (8), la que subsana
los inconvenientes arriba sefialados.

Reactivos:
1.—Solucién acuosa de acido tricloroacético al 20%.

2.—Solucién de piridina clorhidrica (30 cc. mas 70 cc. de
HCL 6 N.).

3.—Mezcla de 650 cc. de HCL 0,6 N con 50 cc. de piridina
clorhidrica y 50 cc. solucién de acido acético al 20%.

4.—Solucion de acido 2-thiobarbitirico. 0,67 g. de TBA se
disuelven en 70 cc. de acido acético glacial y 2 cc. de
HCL concentrado; luego se afora a 100 cc. con agua
destilada.

5.—Eter de petrdéleo (Destilina).

Procedimiento.—A 3 g. de leche en polvo pesados en ma-
traz seco de 250 cc. se agregan sucesivamente: 5 cc. de agua,
5 cec. de piridina clorhidrica, 10 cc. de solucidén de acido triclo-
roacético al 20% y 6 cc. de solucidén de TBA. Se agita hasta
mezclar bien. Se conecta el matraz a un refrigerante de re-
flujo y se coloca en un BM hirviente, calentandose durante
30’ exactos. Luego se agrega por la parte superior del con-
densador 75 cc. de solucion reactivo N® 3. Se agita y se sigue
calentando a reflujo por 10’ mas. Se lleva a la temperatura
ambiente. Se sacan unos 40 cc. de la solucién y se centrifuga
en tubo seco a 3.200 r.p.m. durante 10’. Se miden unos 15 cec.
del liquido claro y se agitan con 10 cc. de éter de petrdleo
(para clarificar), volviéndose a centrifugar a 3.200 r.p.m. du-
rante 10°. Es importante hacer para cada serie de reacciones
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un blanco. El liquido acuoso limpido se lee en el espectro-
fotémetro Colleman Universal modelo 14 a 535 mu. expresado
en densidad optica, o en el fotocolorimetro Klett Summerson
con filtro N°® 54. Se us6 también el fotocolorimetro Evelyn,
pero los valores por ¢l obtenidos resultaron no reproducibles.

Resultados—Los resultados de la accidon de los diferentes
antioxidantes en cada ambiente se pueden observar clara-
mente en el cuadro N° 1. Por ser de interés incluimos la figura
N? 2, la que muestra las curvas en papel milimetrado de los
resultados correspondientes a las muestras de control en los
tres ambientes sefialados.

Del resumen de estas experiencias se puede recomendar
a los antioxidantes Progallin LA (alato laurilico) y Proga-
llin A (Galato etilico) como los antioxidantes de una accion
marcada para evitar el enranciamiento de la leche en polvo
por un almacenamiento prolongado en malas condiciones. Pre-
sentan la ventaja sobre los demas que hemos usado de que no
alteran los caracteres drganolépticos de este alimento. Sin em-
bargo, hemos visto que la leche en polvo entera,.si se guarda
en un lugar seco y en envase bien cerrado, no necesita de la
adicion de antioxidantes para su preservacion,

Determinacion de un limite para la rancidez
de la leche en polvo entera.

Para poder establecer un limite en la rancidez de la leche
en polvo mediante el test TBA se hicieron mezclas al mortero
de leche en polvo alterada y fresca. De esta manera se llegé
a un porcentaje de leche en polvo alterada en la cual aparecen
ya los caracteres érganolépticos de sabor y olor a rancio.

Los resultados, que pueden observarse en la figura N° 3,
nos dan un valor limite comprendido entre las densidades
opticas de 0,7 a 0,8, valores obtenidos en el espectrofotéometro
Colleman Universal modelo 14 a 535 mu., siguiendo exacta-
mente la técnica descrita con las cantidades alli indicadas.



ARCHIVOS VENEZOLANOS DE NUTRICION 89

CUADRO N° 1

Resultados del test TBA para leche en polvo obtenidos en el espectro-
fotémetro Colleman Universal modelo 14 a 535 mu, expresados en
densidad 6ptica

En la estufa de cultivo a 37°C.

ANTIOXIDANTES DIAS

1 ( 14 21 28 35
Control 024 046 0338 048 020 0.29
Progallin A 023 042 0.36 0.46 014 026
Progallin LA 024 044 0.38 048 015 022
Sustane SU-1F 024 045 038 047 015 0.21
Sustane SU-3F 024 045 0.37 0.47 0.16 0.27
Tenox BHA 024 043 037 047 018 0.26
NDGA 023 044 036 046 014 0.22
En el refrigerador a 0°C.
Contro} 0.37 0.28 040 055 060 064
Progallin A 036 0.26 0.37 0.52 056 060
Progallin LA 0.36 027 035 053 057 060
Sustane SU-1F 035 026 03 043 053 055
Sustane SU-3F 035 026 037 053 057 0.60
Tenox BHA 036 027 0.36 053 057 059
NDGA 030 025 037 049 053 057
A la temperatura ambiente del laboratorio.
Control 040 036 0.25 0.39 042 0.38
Progallin A 032 028 025 030 03¢ 028
Progallin LA 0.39 033 023 033 037 029
Sustane SU-1F 023 020 017 022 028 030
Sustane SU-3F 033 030 021 030 034 036
Tenox BHA 0.37 0.32 027 035 038 031
NDGA 038 033 0.26 036 033 035

HL—Test TBA para la determinacidén de la
rancidez de la mantequilla.

Se us6 mantequilla (marca Delicias) con no mas de un
dia transcurrido desde su fabricacién. Se prepararon mues-
tras con sustancias antioxidantes, las que se afiadieron disuel-
tas en alcohol etilico a la mantequilla fundida. Se expulsé el
alcohol calentando suavemente al BM y agitando.
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Los antioxidantes usados fueron los siguientes: 0,01% de
Progallin LA, 0,025% de Sustane SU-3F, 0,01% de Tenox BHA
y 0,01% de NDGA. Con excepcion del Sustane, los tres otros
antioxidantes se adicionaron ademas de 0,005% de acido ci-
{rico como sinergista.

Series de muestras con los antioxidantes sefialados, mas
las muestras de control, se colocaron por un tiempo adecuado
en dos ambientes: en la estufa de cultivo a 37°C. y a la tem-
peratura ambiente del laboratorio. El test TBA se aplicé a
cada muestra cada dos dias.

Técnica empleada.—Para la determinacion de la rancidez
oxidativa de la mantequilla mediante el test TBA se midié un
cc. de mantequilla fundida con una pipeta terminada en un
cuentagotas de boca ancha, teniendo cuidado de hacer caer la
mantequilla al fondo de un matraz de 250 cc. Luego se siguio
la técnica descrita para la leche en polvo.

Las lecturas se efectuaron igualmente con el espectrofoto-
metro Colleman Universal modelo 14 a 535 mu. y en el foto-
colorimetro Klett Summerson con filtro N? 54.

Resultados.—Se puede apreciar claramente en el cuadro
N¢? 3 el desarrollo de la rancidez de la mantequilla controlado
mediante el test TBA.

En la figura N° 4 se observan las curvas correspondientes
a las muestras de control. Las caracteristicas de estas curvas
corresponden a similares encontradas en la bibliografia (9).

De los antioxidantes ensayados, el NDGA a una proporcion
de 0,01%, con 0,005% de acido citrico como sinergista, los ca-
racteres oOrganolépticos causan una pequena alieracion en
el sabor, que estimamos sin importancia. No se observaron
cambios de color en la mantequilla por la adicion de estas
sustancias antioxidantes.

La determinacion de un limite para la rancidez de la man-
tequilla mediante el test TBA se logré con muestras sin anti-
oxidantes dejadas a la temperatura ambiente del laboratorio.
Asi, después de 9 dias, comenzaron a acusar caracteres érgano-
lépticos correspondientes a mantequilla rancia. A esta altura,
el test TBA en el espectrofotometro nos dié valores expresados
en densidad optica comprendidos entre 0,25 y 0,30 a 535 mu.
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El limite estaria entonces sefialado por esta zona de densidad
optica. A pesar de no ser un valor absoluto, es una medida
de la rancidez que, ceiiida a la técnica descrita, aporta una
valiosa ayuda en el control b‘romatolégico.

CUADRO N¢ 2
Resultados del test TBA para mantequilla obtenidos en el espectro-
fotémetro Colleman Universal modelo 14 a 535 mu, expresados en

densidad 6ptica

En la estufa de cultivo a 37°C.

Antioxidantes l DIAS

=| 1 3 5 7 9 11 13

Control . 0.16 019 022 030 034 038 044
Progallin LA 013 005 004 009 016 024 028
Sustane SU-3F 013 005 003 003 014 021 0.25
Tenox BHA 013 005 003 008 013 020 023
NDGA 012 005 003 008 012 019 024
A la temperatura ambiente del laboratorio.

Control 010 011 013 01 021 025 030
Progallin LA 008 007 003 004 007 010 015
Sustane SU-3F 008 005 002 003 006 009 013
Tenox BHA 008 005 002 .003 005 009 012
NDGA 0038 00s 002 003 005 008 012

CUADRO N-¢ 3

Resultados de la determinacién de! Indice de Peréxidos aplicada a la
mantequilla, expresados en milimoles por kilogramo de grasa

En la estufa de cultivo a 37°C.

Control 064 103 097 146 158 182 184
Progallin LA 053 064 075 107 135 154 176
Sustane SU-3F 052 062 077 108 13 158 178
Tenox BHA 050 066 074 104 134 155 177
NDGA 050 062 072 100 130 152 173
A la temperatura ambiente del laboratorio.

Control 050 058 077 104 135 154 163
Progallin LA 044 028 038 030 047 072 092
Sustane SU-3F 045 027 035 031 049 073 095
Tenox BHA 042 024 037 030 048 071 093

NDGA 039 022 032 028 044 063 092
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Test TBA determinado en el espectro-
fotémetro Colleman 535 mu. de las
muestras de control de leche en polvo.
1) En la estufa de cultivo a 37°C. 2) En
el refrigerador a 0°C. 3) A la tempe-
ratura ambiente del laboratorio.
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Test TBA determinado en el espectro-

fotometro Colleman 535 mu. de las

muestras de control de mantequilla.

1) En la estufa de cultivo a 37°C. 2) A

la temperatura ambiente del laborato-
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FIGURA N* 3
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Test TBA determinado en el espectro-

fotometro Colleman 535 mu. de las

muestras de control de leche en polvo

alterada en mezcla con leche en polvo

fresca. Zona limite para rancidez entre
0.7 a 0.8 (D. 0.).
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FIGURA N°* 5

4 o25

Indice de Peréxidos expresados en mi-
limoles por kilogramo de grasa para
muestras de control de mantequilla.
1) En la estufa de cultivo a 37°C. 2) A
la temperatura ambiente del
laboratorio.
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CONCLUSIONES

1.—El estudio del mecanismo de la accién del TBA en el
reconocimiento de la rancidez demostré que la reaccioén con
los productos de oxidacién de las grasas se efectua por los
atomos de hidrégeno a nivel del carbono 5 de este reactivo.

2.—La aplicacion de las diferentes técnicas propuestas por
la literatura para determinar el test TBA nos ha llevado a la
conclusiéon de aplicar el procedimiento propuesto por T. C.
Yu and Russell O. Sinnhuber (8) para el control de productos
de pescado y que nosotros hemos modificado para el estudio
de la rancidez de la leche en polvo y mantequilla.

3.—Estudios comparativos de la apreciacién de los carac-
teres organolépticos con la intensidad de la coloracion en el
test del TBA, nos permitieron establecer un limite que po-
dria tomarse en forma aproximada para el control broma-
tolégico, tanto de la leche en polvo entera como de la man-
tequilla. Dichos limites quedarian entre 0,7 a 08 para la
leche en polvo y 0,25 a 0,30 para la mantequilla. Estas cifras
corresponden a densidades Opticas obtenidas en el espectro-
fotometro Colleman Universal modelo 14 a 535 mu.

4-—También se efectué una comparacion entre el Indice
de Perodxidos y el test TBA para el control bromatoldgico de
la mantequilla. A este respecto se ha podido establecer que
ambos indices coinciden dentro de un rango aceptable, al
considerar el limite para un lipido normal de 1 a 1,5 milimol
por gramo de grasa (35).

SUMMARY

A study of the chemical mechanism of the action of 2-thio-
barbituric acid was made in order to find out what part of
the molecule reacts with the oxidation products of fats.

This reagent was used to determine the limits of oxida-
tive rancidity in whole powdered milk and butter by the
method described in this paper.

On the test for butter the peroxide index was determined
at the same time as the 2-thiobarbituric acid test.
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ZUSAMMENFASSUNG

Der Reaktionsmechanismus von 2-Thiobarbitursdure mit
ranzigen Fetten wurde untersucht, um festzustellen welcher
Teil des Molekiils an der Reaktion beteiligt ist. Sodann wurde
mit Hilfe der vorgeschlagenen Modifikation der Reaktion die
untere Grenz der Empfindlichkeit in der Untersuchung von
Trockemmilch und Butter untersucht. Bei den Untersuchun-
gen an Butter wurde zu Vergleichswecken gleichzeitig der
Peroxyd - index bestimmt.
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