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RESUMEN

El consumo de carne en el mundo ha ido en incremento en los ultimos afios
y junto con este incremento también lo ha hecho la necesidad de desarrollar
tecnologia para preservarlos por mas tiempo al llevarlo a grandes
distancias, razoén por la cual es necesario, analizar, estudiar y plantear

mejores estrategias de preservacion.

En este trabajo se busca probar la actividad antioxidante del poli (acido
géalico) (PGAL) en carne de res como una alternativa menos toxica a los
antioxidantes sintéticos, dada sus caracteristicas, su origen natural (acido

galico) y las condiciones suaves de sintesis.

Se emple6 un antioxidante sintético de referencia (BHT) para evaluar y
comparar la actividad antioxidante del PGAL. Para esto se trabajaron dos
experimentos o variantes en la forma de aplicar los antioxidantes en la
carne. El primer experimento o variante consistio en preparar diferentes
soluciones acuosas a distintas concentraciones de PGAL y una con BHT,
en las cuales se dejaron sumergidas muestras de carne en cada una de
ellas, por otra parte el segundo experimento consistié6 en moler la carne y
aplicar directamente el PGAL y el BHT hasta llevarlos a una cierta

concentracion en masa.

Para estudiar el efecto antioxidante del PGAL en la carne, se midieron dos
variables de respuesta, para cada uno de los experimentos durante 7 dias
de prueba y con mediciones cada segundo dia. Estas variables fueron:
-indice de peroxidos

-Substancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS) .

Se encontrd que la actividad antioxidante del PGAL y el BHT cambian
dependiendo de la forma en que son aplicados en la carne. Sin embargo,
el polimero de acido galico, demostr6 tener caracteristicas antioxidantes

gue compiten con el antioxidante sintético BHT en carne de bovino.



1.Introduccion
1.1. Produccién y consumo industrial de la carne

El consumo de carne en el mundo ha ido en incremento en los Ultimos afios
y México no es la excepcion. De acuerdo con el compendio estadistico 2021
del Consejo Mexicano de la Carne, para el afio 2021 se estimd un consumo
mundial de 264.4 millones de toneladas, 3.2% mayor en comparacion al
afo anterior. De este consumo mundial, México ocupa el 6° lugar de los
paises que mas consume carne a nivel mundial, a pesar de que la industria

de los alimentos fue afectada por la pandemia de COVID-19.

El comportamiento en el incremento de consumo de carne también se ve
demostrada en la produccion histérica Nacional, segun datos del SIAP
(Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera) 2021, la produccion
anual de carne en México paso de 6.25 millones de toneladas en el 2015 a
7.4 millones de toneladas en el 2020, es decir hubo un incremento del 19%
en 5 afos, esta produccion de carne tiene un valor econémico aproximado
de 350.4 millones de pesos, segun datos del SIAP. De este total de carne
producido, COMECARNE (2021) indica que 2.09 millones de toneladas
corresponden a carne de bovino, de la cual México ocupa el octavo lugar a

nivel mundial.

A nivel mundial 10 paises concentran el 85% de la produccion de carne de
bovino, de la cual México representa el 3.47% de la producciéon mundial,
como se observa en la grafica 1.1 (COMECARNE, 2021).
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Grafica 1.1 Principales paises productores de carne de bovino en el mundo en 2020. Cifras en

millones de toneladas. Datos obtenidos de Comecarne (2021).

Los principales paises consumidores de carne se presentan en la grafica
3.2, los cuales concentran el 83% del consumo mundial. De este porcentaje
México representa el 3.17% con un total de 1.87 millones de toneladas de
carne al afo, colocandolo en el séptimo lugar de los principales paises
consumidores de carne de bovino en el mundo (COMECARNE, 2021).
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Grafica 1.2 Principales paises consumidores de carne de bovino en el mundo en 2020. Cifras

en millones de toneladas. Datos obtenidos de Comecarne (2021).

El sector carnico representa cerca del 2% del Producto Interno Bruto

Nacional de acuerdo con Datos de INEGI. Debido al incremento en la



demanda de consumo de carne a nivel nacional e internacional se vuelve
cada vez mas necesario implementar y mejorar las técnicas de
conservacion de la carne para su distribucion y almacenamiento,

minimizando y controlando su deterioro.

1.2 Caracteristicas de la carne

La carne es conocida comunmente como la parte suave y fibrosa del animal
usada como alimento, siendo el masculo esquelético el constituyente de
mayor proporcion producido y consumido en todo el mundo. En algunos
paises también se consumen, producen y exportan algunos organos y
menudencias de los animales, por lo tanto, la definiciéon de “carne” puede
variar de un pais a otro e incluso en una misma region (Savell, 2017). Para
evitar ambigledades, en este trabajo se hara uso de la definicion de carne
descrita en la Norma Oficial Mexicana NOM-030-ZO0-1995, la cual la
describe como “la estructura compuesta por fibra muscular estriada,
acompafiada o no de tejido conjuntivo elastico, grasa, hueso, fibras
nerviosas, vasos linfaticos y sanguineos de las especies animales

autorizadas para consumo humano”.

1.2.1 Del musculo a la carne

El masculo es un tejido vivo disefiado principalmente para la produccién de
fuerzas y movimientos en el cuerpo del animal. El nimero de muasculos
presentes en las especies de animales carnicas (incluidos el bovino) es de
aproximadamente 300, las cuales tienen diferente tamafio, forma,
estructura y composicion debido a que cada una de ellas realiza una funcion
diferente (Purslow, 2017).

Cuando en el musculo existe una falta de flujo sanguineo, el metabolismo
cambia de aerobio a anaerobio, ya que el tejido trata de mantener la
homeostasis para mantener la produccién de energia. A pesar de que en

ambas vias se produce Adenosin trifosfato (ATP), ésta es mas eficiente por



medio del metabolismo aerobio produciendo 35 moléculas de ATP en
comparaciéon con 5 moléculas de ATP producidas en el metabolismo
anaerobio. Cuando los niveles de oxigeno disminuyen, la molécula de ATP
se consume mas rapido de lo que puede ser producida, por lo tanto, el tejido
ya no puede mantener la homeostasis y el lactato se acumula junto con
nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD*) en el tejido y a medida que
continda la glicélisis se acumularan iones de hidrégeno y el pH del tejido

disminuird (Ramanathan, y otros, 2020).

De acuerdo con LoOpez-Bote (2017), la composicion de la carne es de
aproximadamente 75 % de agua, 19 % de proteinas, 3.5 % de sustancias
solubles no proteinicas, incluidos los compuestos inorganicos, y 2.5 % de
grasas. Dentro de las sustancias solubles no proteinicas se encuentran los
carbohidratos, compuestos nitrogenados (aminoacidos, creatinina, entre
otros.), compuestos inorganicos y vitaminas. Se trataran los contenidos de

agua Y lipidos por separado.

1.2.2. Contenido de humedad

El agua es el componente de mayor proporcion presente en la carne y tiene
una influencia significativa en algunas de sus cualidades sensoriales como
son la terneza, jugosidad y la calidad del procesamiento de la carne (
Warner, 2017). Debido a que la molécula del agua es dipolar, puede
interaccionar con proteinas o con otras moléculas cargadas, por lo tanto el
agua en la carne puede encontrarse ligada e inmovilizada en las estructuras
celulares y en forma libre (LOpez-Bote, 2017). El agua ligada a las proteinas
forma parte del 13% de la cantidad total de agua presente en la carne, la
cual dificilmente se mueve, siendo resistente a la congelacion y a ser
expulsada por calor. Esta inmovilizacion del agua es debido a la fuerza que
las mantiene unidas a las proteinas, siendo necesario desnaturalizarlas
para poder liberar el agua retenida en ellas, ya sea disminuyendo el pH o
cambiando la temperatura de su entorno. El agua libre o absorbida en

comparacion con el agua ligada, se mueve con mayor facilidad y puede ser
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liberada en procesos de liofilizacion o secado al vacio a bajas temperaturas
(LOpez-Bote, 2017; Hart, 1991).

La mayor parte del agua contenida en las células musculares vivas se
encuentra dentro de la miofibrilla, se estima hasta en un 85%. Esta se
encuentra retenida por fuerzas capilares debido a la disposicion de los
filamentos dentro de las mofibrilla (Huff-Lonergan & Lonergan, 2005).

1.2.3 Grasa Intramuscular

La grasa intramuscular estd compuesta de fosfolipidos y triglicéridos
principalmente, los cuales tienen carga positiva y neutra
correspondientemente. La membrana celular estd compuesta de una
bicapa formada de fosfolipidos que sirve de barrera estructural y regula a
las células vivas. Estos fosfolipidos que constituyen la membrana celular
incluyen fosfoglicéridos, plasmalégenos y esfingomielina (Lopez-Bote,
2017). Los fosfolipidos pueden formar estas estructuras gracias a su
caracteristica anfifilica, los acidos grasos hidrofébicos se acomodan en el
extremo opuesto de la parte hidrofilica del fosfato terminal. La proporcion
de &cidos grasos insaturados esenciales presentes en la membrana esta
por arriba del 30% incluido los &cidos grasos que tienen mas de 20 &tomos
de carbono en su cadena. Para que las funciones estructurales y
reguladoras de la célula sean adecuadas, se debe mantener una proporcion
de diferentes clases de acidos grasos insaturados (n-6 y n-3) (Cava y otros,
1997).

Existe un tipo de célula, especializada en almacenar energia acumulando
acidos grasos en forma de acilgliceroles, esta célula se le conoce como
adipocito. Los acilgliceroles se caracterizan por no tener carga y en su
estructura molecular existen tres acidos grasos que la vuelven altamente
hidrofébica. Estos adipocitos forman estructuras visibles o manchas
blancas que se distribuyen a lo largo del musculo y cerca de los vasos

sanguineos principales (Faucitano y otros, 2005).
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Las propiedades de la carne como, la distribucion de sales, la migracion de
aguay reolégicas, pueden verse afectadas por la composicién de los acidos
grasos presentes, asi como del tejido adiposo. En una cadena de acido
graso, todos los enlaces de carbono estan orientados alternativamente en
una configuracién cis, para producir una estructura lineal. Cuando hay un
doble enlace, dos enlaces cis estan orientados consecutivamente de la
misma manera para producir una estructura curva, mucho més dificil de
arreglar en una estructura cristalina organizada. Sin embargo, la cantidad
de energia necesaria para derretir la grasa es menor conforme el nimero
de insaturaciones presentes en ella incrementa. El punto de fusion de la
grasa presente en la carne le confiere diferentes caracteristicas, cuando la
grasa esta en estado liquido a temperatura ambiental, la consistencia es
bajay la apariencia es aceitosa (Lopez-Bote, 2017). También afecta el color
de la grasa, la grasa solida tiene una coloracion blanquecina, mientras que
la grasa liquida o derretida tiene un aspecto gris oscuro debido a que al ser
transparente permite que sean vistos los tubos capilares y el tejido

conectivo (Zhou, y otros, 1993).

Entre los lipidos presentes en la carne se encuentran principalmente acidos
grasos monoinsaturados y saturados, también estdn presentes acidos
grasos poliinsaturados pero estos se encuentran en menor proporcion. Los
acidos grasos saturados predominantes son el acido miristico (C14:0),
acido palmitico (C16:0) y el acido estearico (C18:0). El &cido graso
monoinsaturado mas prominente es el acido oleico (C18:1) y en el caso de
los acidos grasos poliinsaturados los predominantes son el acido linoleico
(C18:2) y oa-linolénico. Los acidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados son considerados generalmente beneficiosos para la salud
humana (Abbas, y otros, 2009).

1.2.4 Proteinas musculares

El contenido de proteinas totales en la carne es de aproximadamente el
20%. Del porcentaje total de proteinas, el 12% corresponde a las proteinas

estructurales, principalmente actina y miosina, las cuales son proteinas que
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se encuentran en forma de miofibrillas relacionadas con el movimiento
muscular. El 6% corresponde a enzimas sarcoplasmaticas solubles, las
cuales se encuentran presentes en los fluidos musculares y el 2% restante
corresponde a las proteinas que se encuentran formando tejido conectivo
intramuscular, los cuales encierran la proteina estructural. A estas proteinas
se les conoce como colageno y elastina (Lépez-Bote, 2017; Bender, 1992).
De esta manera el contenido proteico de una carne rica en tejido conectivo
es menor que otra pobre en tejido conectivo. En consecuencia, la presencia
de este tejido en la carne la vuelve dura y reduce su calidad alimentaria y

su costo en el mercado (Soren & Biswas, 2020).

1.2.5 Vitaminas

La vitamina es un nutriente vital que el organismo necesita en cantidades
limitadas y no todas son sintetizadas en cantidades adecuadas en el
organismo, por eso es necesario obtenerlas a través de la dieta. La carne
aporta vitaminas del complejo B como Tiamina, riboflavina, niacina,
vitamina B6 y vitamina B12. La carne no es una buena fuente de folacina
pero contiene biotina y acido pantoténico, ademas se sabe que el higado
es una buena fuente de vitamina D y K (Soren & Biswas, 2020).

1.2.6 Minerales

La carne tiene una amplia variedad de minerales entre los que se
encuentran el hierro, cobre, zinc, potasio, fésforo, sodio, cloruro, magnesio
y calcio. Estos minerales pueden ser cuantificados por medio de la
incineracion de la carne a altas temperaturas, entre 500-600 °C, en
presencia de un agente oxidante. El proceso de incineracion remueve el
agua y la materia organica de la carne para dejar Unicamente ceniza que
es donde se encuentran los minerales y puede ser cuantificado
gravimétricamente. El contenido de ceniza en la carne fresca es de

aproximadamente 1% (Soren & Biswas, 2020).
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1.3 Deterioro de la carne

El deterioro de la carne es provocado por factores como la oxidacién de
lipidos y proteinas, la autolisis, el crecimiento de microorganismos en su
superficie y la contaminacién microbiologica (Borch y otros, 1996; Falowo y
otros, 2014 y Morrissey y otros, 1998) que afectan su calidad,
manifestandose por cambios en sus propiedades organolépticas como:
decoloracion, malos olores, sabor desagradable, entre otros. También se
puede manifestar por cambios en sus valores nutricionales y en la liberacion

de compuestos téxicos (Gray y otros, 1996).

1.3.1 Oxidacion lipidica

Los lipidos, asi como los &cidos grasos que lo componen, son
constituyentes clave en la carne que influyen en su cantidad y calidad, como
las propiedades sensoriales (sabor, jugosidad, terneza, etc.) y en sus
valores nutritivos (Gandemer, 2002). Los lipidos participan en una serie de
reacciones, siendo la oxidaciéon de los acidos grasos la mas destacada que
se manifiesta por cambios adversos en el sabor, color, textura, valor
nutritivo y la formacion de compuestos téxicos (Gray y otros, 1996). Segun
Morrissey y otros, (1998) Este dafio oxidativo a los lipidos ocurre incluso
cuando el animal est& vivo, debido a un desequilibrio entre la produccion
de especies reactivas de oxigeno y los mecanismos de defensa animal.
También afirma que la alimentacion baja en nutrientes y rica en acidos
grasos poliinsaturados en la dieta animal, es un factor importante que
interviene en este desequilibrio permitiendo el dafio oxidativo a los lipidos,
la cual se acentla en periodos posteriores al sacrificio del animal, debido

al manejo y dafio de los tejidos musculares.

La oxidacion lipidica de los tejidos musculares inicia en la membrana celular
de dichos tejidos donde se encuentra la fraccibn de fosfolipidos que
constituyen la bicapa lipidica, ya que, de acuerdo con algunos estudios
mencionados por Min & Ahn (2005) los fosfolipidos tienen una participacion

importante en la peroxidacion de lipidos debido a que ésta peroxidacion
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esta mas influenciada por la estabilidad oxidativa de los componentes de la
mebrana que los componentes del citosol, asi como de la tendencia de
algunas especies animales a almacenar acidos grasos en los fosfolipidos

de la membrana.

Como su nombre lo indica la oxidacion lipidica es inducida por el oxigeno,
llevada a cabo en prescencia de iniciadores de reaccién; de acuerdo con
Laguerre y otros, (2007) estos iniciadores pueden ser calor, luz, radicales
libres, pigmentos fotosensibilizantes e iones metalicos. Ademas menciona
que ésta ocurre a través de tres vias de reaccion: autooxidacion de cadena
no enzimatica mediada por radicales libres, fotooxidacién no enzimatica y
no radical, y oxidacion enzimatica. Sin embargo, esta llamada fotooxidacion
no radical parece ser una reaccibn menor en comparacion con la

autooxidacion de cadena de radicales inducida por 2Ox.

1.3.1.1 Mecanismo de oxidacion

La oxidacioén lipidica se desarrolla como en muchos de los compuestos
organicos mediado por radicales libres que puede ser descrito en términos
de iniciacion, propagacion y terminacion. Este mecanismo consiste en una
serie de reacciones secuenciales complejas y superpuestas. A
continuacion se describiran cada una de las etapas de la oxidacion lipidica

de acuerdo a lo descrito por Frankel, (2005) y Laguerre y otros, (2007).

1) Iniciacion

La fase de inicio implica la degradacién homolitica del hidrégeno en una
posicion relativa al doble enlace de la cadena de acidos grasos LH. Es poco
probable que la reaccién (1) se produzca espontaneamente con 302 debido
a la muy alta energia de activacion que surge de la barrera de espin entre
los lipidos y el 302. Los lipidos en estado fundamental de multiplicidad
singulete tienen una direccion de giro opuesta a la del oxigeno de

multiplicidad triplete.
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LH+30, —> LOOH 1)

Sin embargo, esta barrera de espin puede superarse por medio de
iniciadores de reaccion. Estos iniciadores de reaccion pueden ser agentes
fisicos externos como calor, radiacion ionizante o un impacto foténico en el
espectro ultravioleta, y también agentes quimicos como iones metalicos,
radicales libres y metaloproteinas, como se muestra en la siguiente

reaccion general:

Iniciador

Esto da como resultado la formacion de un radical L; altamente inestable
gue se estabiliza abstrayendo un hidrogeno de otra especie quimica o

puede dar inicio a la propagacion de la auto oxidacion lipidica.

De acuerdo con Frankel, (2005) existen diferentes mecanismos por los
cuales se producen radicales iniciadores de la oxidacion lipidica. Esto
puede ser a través de una disociacion térmica de hidroperéxidos, los cuales

estan presentes en la carne como impurezas (3).

LOOH — LO + 'OH 3)

También se pueden producir a través de la descomposicion de

hidroperoxidos, catalizada por metales de valencia variable (4) y (5).

LOOH + M?* - LO" + OH™ + M3+ (4)
LOOH + M3* - LOO + H* + M?* (5)

Incluso algunos sensibilizadores presentes en la carne, al estar expuestos
a la luz, se descomponen para formar radicales libres, por ejemplo las

cetonas (6).
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RCOR + hv - RCO + R (6)

Como se menciond anteriormente, se requiere de iniciadores de reaccion
para llevar a cabo la reaccién entre el oxigeno triplete (302) y los lipidos
insaturados a través de una reaccion tipo radical. Sin embargo, el oxigeno
en estado singulete (*Oz2) , al encontrarse activado por exitacién electrénica,
reacciona a una tasa mayor y directamente con los dobles enlaces de los
acidos grasos insaturados (7) mediante un mecanismo concertado de
adicion de "eno" (Van Dyck, 2010).

LH + '0, - LOOH (7)

Por lo tanto, los hidroperéxidos que se forman a partir de la reaccion directa
del oxigeno singulete y los acidos grasos insaturados, pueden servir como

importantes iniciadores de radicales libres por las reacciones (3), (4) y (5).
2) Propagacion

En ambientes aerobios los radicales L; que contienen un hidrégeno labil,
reaccionan rapidamente (ko) con oxigeno molecular (O2) para generar
diferentes especies de radicales, incluyendo a los peroxirradicales, como

se muestra en la siguiente ecuacion:

ko
L, +O2 3 L, 00 ®)

El peroxirradical luego abstrae un atomo de hidrégeno de otra molécula de
lipido insaturado para formar hidroperéxido, a los cuales se les conoce
como productos de oxidacion primaria, y otro radical alquilo lipidico, como
se muestra en la ecuacion 4. Estos radicales alquilo lipidicos catalizan la
reaccion de oxidacion, y la auto oxidacion se denomina reaccion en cadena

de radicales libres.
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k
L,00 + L,H - L;00H + L, (9)

La reaccion entre el radical alquilo lipidico y el oxigeno se lleva a cabo con

mayor rapidez (k,) que la siguiente reaccion de transferencia de hidrégeno
(kp) con lipidos insaturados, en consecuencia, la concentracion de

radicales alquilo lipidicos es menor en comparacion con la concentracion

de radicales peroxi lipidicos (Aidos y otros, 2002).

La reaccidén de propagacion depende de la disponibilidad de hidrégenos
alilicos y de su facilidad para reaccionar con radicales peroxilo. Una vez
gue el hidrégeno alilico reacciona con el radical peroxilo (10), se forma un
radical hibrido (8%), con un radical libre parcial en cada extremo del sistema
alilico. Posteriormente el oxigeno molecular ataca en cada extremo del
sistema alilico para producir una mezcla de hidroperdxidos alilicos con los

grupos funcionales en los carbonos 1y 3 como se observa en la Figura 1.1

Loo" 4+ R—CH,—CH=—=CH—R —>»

R—CH—CH—CH—R'  + LOOH (10)

6 ____________________ 6.

R—CH—CH—/CH—FR'

. (11)

—_— +

R—CH==CH—CH
00

=X

LH
— ™ 1-y 3- hidroperdxidos alilicos (12)

Figura 1.1. Esquema general de autooxidacion de lipidos insaturados hasta la formacion de
hidroperéxidos. Obtenido de Frankel, 2005.
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Los radicales peroxilo resultantes de la reaccion 11 pueden asumir
diferentes conformaciones estereoquimicas que determinan su
configuracion geométrica (cis y trans) de los hidroperéxidos, por lo tanto, se
forman muchos isémeros de hidroperoxido durante esta fase. La formacion
de hidroperéxido a partir de acidos grasos insaturados suele ir acompafada
de la estabilizacion del estado radical mediante reordenamiento de doble
enlace (deslocalizacion de electrones), que da lugar a dienos y trienos

conjugados.

Los productos de oxidacion primaria (hidroperdxidos), son relativamente
estables a temperatura ambiente, sin embargo, de acuerdo con Dominguez
y otros, (2019), en presencia de altas temperaturas o de metales, se
descomponen facilmente formando compuestos de oxidacion secundaria e
incluso en estados més avanzados de oxidacion se vuelven mas inestables,
haciendo que el proceso de su descomposicion sea mayor que el de su
formacion, esto resulta en una disminucion del contenido de hidroperoxidos.
Por lo tanto, un valor bajo de peréxidos puede representar una oxidacion

temprana o avanzada.
3) Terminacion

Una forma en la que la reaccion de autooxidacion de lipidos termina es por
medio de la reaccidn entre radicales para formar productos estables que ya
no forman parte de las reacciones en cadena de lipidos. Ejemplo de esto
es en la acumulacién de los radicales peroxilo los cuales interactian,

debido a que se encuentran en niveles relativamente altos, para formar
productos no radicales. La terminacion (k;) ocurre primero por la
combinacion de los radicales peroxilo a un tetréxido intermedio inestable

gue luego se descompone rapidamente, por el mecanismo de Russell, para

producir productos no radicales.

k
L,00 + L,00 = [LOOOOL] — productos no radicales (13)
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Otra forma en la que los radicales peroxilo pueden terminar la reaccion de
autooxidacion es por medio de su combinacion para formar dimeros (LOOL)

y oxigeno. Esto se lleva a cabo a bajas temperaturas.
2LO0" — LOOL + 0, (14)
También los radicales alcoxilo y alquilo pueden dar reacciones de

terminacion combinandose entre ellos para formar dimeros que contienen

éter y enlace carbono-carbono como se observa en las siguientes

ecuaciones:
LO + L - LOL (15)
2L - L-L (16)

Los productos de oxidacion primaria o hidroperoxidos, en presencia de
metales o a altas temperaturas, se descomponen facilmente en radicales
alcoxilo, lo que conduce a la formacion de hidrocarburos, aldehidos,
alcoholes y cetonas volatiles. (productos de oxidacion secundarios).
También se forman otros compuestos secundarios no volatiles, incluidos

aldehidos no volatiles, triacilgliceroles oxidados y sus polimeros.

La descomposicién de los compuestos de oxidacién primaria es un
mecanismo complejo en el que un solo hidroperéxido puede generar varios
tipos de moléculas volatiles o no volatiles. De acuerdo con Hiatt y otros,
(1968) es mas probable que el hidroperoxido se descomponga por una via
de esicion homolitica entre el oxigeno y el enlace de oxigeno (17), en la que
se producen radicales alcoxilo e hidroxilo. La energia de activacion para
romper este enlace es menor gque la energia de enlace entre el oxigeno e
hidrogeno. Posteriormente los radicales alcoxilo pueden reaccionar con un
lipido insaturado para formar alcoholes (18b) o se pueden fragmentar en
aldehidos insaturados y otros productos inestables (18a), como se observa

en la figura 1.2, causando ranciedad en los lipidos poliinsaturados.

20



R—CH:CH—(IZH—R'

OOH
*HO™
R—CHzCH—-CII:I—R1 (17)
/ 0 R3H
\r’R?:
A B
(18a) R—CH:CH—f—CH—ER1
ok R_CHZCH—C|H—R‘ (18b)
OH
A/ = \
OCH—R; R—CH==CH—CHO
+ +
R—CH=CH" Ry
R
“HO™ \v N} *HO™ \ / \
R;—OH
R—CH=CH—-OH R—CH=CH,

Figura 1.2. Mecanismo de descomposicion de los hidroperdxidos o compuestos de oxidacion

primaria.

En ambas vias de reaccion (18a y 18b) se producen nuevos radicales los
cuales pueden seguir propagando la autooxidacion de los lipidos, volviendo
el proceso de autooxidacion complejo.

1.4 Técnicas de conservacion de la carne

Las técnicas para conservar la carne estan dirigidas en prevenir o retardar
el mayor tiempo posible, cambios en su sabor o0 en su textura, asi como en
la pérdida de peso, la aparicion de microorganismos indeseados y acciones
qguimicas, que traen como consecuencia una reduccion en la calidad en la
carne y riesgos a la salud, como se discutié anteriormente en la seccién
1.3.

El tiempo de consumo seguro de la carne fresca y procesada esta limitada

por factores como la oxidacion lipidica y el crecimiento microbiano, los
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cuales juegan un rol importante en la estabilidad de la carne, principalmente

durante su almacenamiento.

Existen varios métodos de preservacion de la carne, los cuales pueden
catalogarse en cinco grupos: el primer grupo consiste en el control de la
temperatura, ya sea altas o bajas temperaturas, el segundo grupo consiste
en tecnologias no térmicas, el tercer grupo consiste en técnicas de
procesamiento de la carne, el cuarto grupo consiste en técnicas de
empaquetamiento de la carne y el quinto grupo consiste aplicar aditivos
quimicos con diferentes propdésitos (Ledward, 2003, Xiong, 2017 y Toldra,
2017). En algunos paises utilizan una combinacién de varias técnicas de
preservacion, siempre evitando que tengan un efecto en la apariencia y el

sabor de la carne o por lo menos que este efecto sea minimo (Xiong, 2017).

1.4.1 Técnicas de control de la temperatura

Estas técnicas consisten en reducir o incrementar la temperatura de la
carne, con el objetivo de prevenir el crecimiento de microorganismos o
retardar reacciones quimicas indeseables como el caso de la oxidacion
lipidica (Ledward, 2003).

De forma general, Las técnicas de control de temperatura pueden
clasificarse en dos grupos, refrigeracion y tratamientos térmicos. Las
técnicas de refrigeraciéon son aquellas donde se utilizan temperaturas por
debajo de los 10 °C y los tratamientos térmicos son aquellas donde se
utilizan temperaturas por arriba de los 35 °C (Xiong, 2017 y Ledward, 2003).

Las técnicas de refrigeracion a su vez, pueden clasificarse en procesos de
enfriamiento y congelacion, en los cuales se utilizan diferentes intervalos
de temperatura. En el caso del proceso de enfriamiento, como su nombre
lo dice, se enfria la carne por debajo de su temperatura ambiente pero sin
llegar a congelarla y esto se realiza con diferentes objetivos, por ejemplo

para conservar la calidad de la carne y evitar la proliferacion de
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microorganismos, justo después de la muerte del animal, es necesario
enfriar rapidamente las canales de la res. Incluso después de un
tratamiento térmico o de haber cocinado la carne de res, es necesario
comenzar a enfriar la carne bajo condiciones controladas, con corrientes de
aire humedecidas, evitando la desecacion y el congelamiento de la carne
(Ledward, 2003). Por el contrario, la congelacion se lleva a cabo a
temperaturas mas bajas a las utilizadas en el proceso de enfriamiento, esto
depende en gran parte al tipo de carne que se desea congelar y a sus
propiedades, ademas depende de la temperatura del entorno de

refrigeracion y el método de aplicacion de la refrigeracion (Xiong, 2017).

Los tratamientos térmicos principalmente, estan dirigidos a eliminar
microorganismos indeseables en la carne y de esta manera evitar su
deterioro o retardar su deterioro. Sin embargo y en la actualidad estas
técnicas se han convertido en un tratamiento secundario para preservar la
carne y su uso en la industria de los alimentos se ha limitado a los alimentos
enlatados o los alimentos listos para comer, principalmente en alimento
para perros. Existen dos niveles de calentamiento por las cuales se puede
someter a la carne. El primer nivel es la pasteurizacion, donde la carne es
envasada y se le aplica calor hasta que ésta alcance una temperatura de
entre 70-80 °C con el objetivo de detener el crecimiento de
microorganismos Yy evitar dafiar lo menos posible a la carne. Por otro lado,
el segundo nivel consiste en esterilizar por completo a la carne o por lo
menos eliminar la mayor cantidad posible de microorganismos, sin importar
alterar las propiedades de la carne. Esto se logra al exponer la carne a
temperaturas cercanas entre los 100-120 °C (Xiong, 2017 y Ledward,
2003).

1.4.2 Tecnologias no térmicas

Estas tecnologias estan enfocadas en eliminar microorganismos patégenos
o desalentar el crecimiento de microorganismos no patégenos al crear

entornos desfavorables para su crecimiento en la carne. Consisten en tres
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tecnologias: ionizacion, procesamiento de alta presion y deshidratacion por

congelacion (Ahn y otros, 2017).

De las tres tecnologias no térmicas no disponibles la mas eficiente es la
irradiacion, pero tiene efectos negativos sobre la calidad de la carne, ya que
ésta cambia le cambia el color y promueve la formacion de malos olores.
Estos efectos negativos se producen, debido a que esta técnica de
irradiacion acelera la oxidacion lipidica al formar radicales libres (HO) en
la carne, que es el principal producto radiolitico del agua al ser irradiada
(Nam y otros, 2002).

El proceso de procesamiento de alta presién ha demostrado ser capaz de
preservar los alimentos por medio de la destruccion de microorganismos
transmitidos por los alimentos, ya que a diferentes niveles de presién se ha
observado que las células microbianas se ven severamente dafiadas y por
esta razon los alimentos pueden ser sometidos a presiones en el rango de
entre 100MPa - 800MPa. Sin embargo esta técnica puede alterar las
propiedades sensoriales de la carne ya que las altas presiones
desnaturalizan a las proteinas de la carne y pueden dar paso a la formacién
de geles y aglomeraciones en la carne, ademas las altas presiones pueden
acelerar la oxidacion lipidica y alterar un poco su coloracion, aunque esto
va a depender del tipo de carne y del nivel de presion que se aplique
(Rivalain y otros, 2010; Hsiao-Wen y otros, 2014).

La deshidratacién por congelamiento podria catalogarse como tecnologia
térmica, sin embargo su objetivo no es el de preservar el alimento debido a
su congelamiento sino por deshidratacion con el objetivo de prevenir el
crecimiento de microorganismos y eliminarlos de la carne. El principio de
esta técnica consiste en llevar el estado del agua de la carne a su punto
triple o cercano a este punto, con el objetivo de sublimar el agua de la carne,
esto se logra sometiendo la carne congelada a presiones por debajo del
punto triple del agua y luego calentdndola para provocar la sublimacién del
hielo en vapor. A este proceso también se le conoce como liofilizacion y

consiste en tres etapas. En la primera etapa la carne es congelada para
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cristalizar el agua. En la segunda etapa la carne congelada es sometida a
presiones por debajo de 610 Pa, que es la presion del punto triple del agua,
y luego es calentada para provocar la sublimacion del hielo en vapor. En la
tltima etapa se elimina el agua ligada a la carne, elevando la temperatura
de los estantes donde se encuentran las camaras (Rahman & Rerera,
2007).

1.4.3 Técnicas de procesamiento de la carne

Estas técnicas tienen su origen en tiempos donde la civilizacion buscaba
preservar por mas tiempo el consumo seguro de la carne y no contaba con
tecnologias de refrigeracion ni de envasado que permitiera preservar a los
alimentos. Las técnicas utilizadas abarcan procesos de deshidratacion de

la carne, técnicas de curado, fermentacion y ahumado (Toldra, 2017).

Existen varias maneras de deshidratar la carne y aunque la técnica varie,
el objetivo es el mismo en cada una de ellas el cual consiste en prevenir el
crecimiento de microorganismos o eliminarlos. Ademas de la técnica de
liofilizacion, que se discutio en la subseccion 3.4.1, existen técnicas como
la exposicion al sol de tiras de carne magra o salar ligeramente la carne y
luego secarla al aire en cuartos de secado, donde las condiciones del
entorno se encuentran controladas como el flujo de aire, temperatura y
humedad (Grau y otros, 2015).

En la técnica de curado se utiliza una sal de curado o también llamada cura,
la cual consiste en una mezcla de cloruro de sodio con nitrato y/o nitrito la
cual contribuye a desarrollar un color y sabor caracteristico rosa/rojizo
curado en la carne, ademas de que esta mezcla tiene un efecto inhibitorio
en el crecimiento de microorganismos indeseables en la carne, debido a la
presencia de la sal de nitrito (Flores & Toldr4, 1993; Sebranek, y otros,
2012). Ademas se ha visto que el nitrito tiene un efecto antioxidante,
inhibiendo la oxidacion de las grasas en los embutidos, debido a que éstos
tienen un efecto de bloqueo de la accion pro oxidante del hierro hemo

(Morrisey & Tichvayana, 1985). Sin embargo las sales de nitrito puede
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formar nitrosaminas cancerigenas (N-Nitrosaminas) en las carnes curadas
y esto debido a la reaccién producida entre una amina secundaria con nitrito

a altas temperaturas y pH bajo (Pegg & Honikel, 2015).

El ahumado consiste en exponer la carne al humo generado por la
combustion lenta de aserrin dentro de un horno y mediante la deposicion
electrostética de particulas de humo de lefia. El objetivo de hacer esto es
inhibir el crecimiento de microorganismos, retardar la oxidacion de grasas
y dar sabor a los alimentos curados. Aunque actualmente se realiza esta
practica para dar sabor a la carne, mas que como una técnica de

preservacion (Lawrie & Ledward, 2006).

La técnica de fermentacion de la carne tiene por objetivo permitir o
desarrollar el crecimiento de microorganismos autdctonos deseables,
principalmente bacterias de acido lactico, las cuales llevan a cabo el
proceso de fermentaciéon, convirtiendo los carbohidratos de la carne en
acido lactico. Esto provoca que el pH disminuya, dependiendo de la
cantidad de acido lactico producido, y a su vez este ambiente bajo en pH
inhibe el crecimiento de microorganismos patdgenos en la carne (Demeyer
y otros, 2014).

1.4.4 Tecnologias de empaguetamiento de la carne

Estas tecnologias consisten en utilizar sistemas de empaque con
materiales apropiados, con el objetivo de aislar la carne de su entorno y de
esta manera mantener por mas tiempo sus caracteristicas y consumo
seguro. En la mayoria de los casos se utiliza esta técnica en combinacion
con otras técnicas de preservacion, que se discuten en el seccion 3.4, con
el objetivo de maximizar y prolongar sus efectos de preservacion, siempre
y cuando se utilicen los materiales adecuados para cada una de las

técnicas de preservacion (Kerry & Tyuftin, 2017).

Existe una gran variedad de tecnologias disponibles en el mercado para

preservar alimentos, dentro de las cuales podemos encontrar tecnologias
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basadas en empaques al vacio o envasado de atmésfera modificada, e
incluso algunos empaques con propiedades antimicrobianas afiadidas. En
principio los empaques al vacio tienen la funcion de aislar a la carne de los
componentes gaseosos del aire, principalmente Oz y en cierta medida la
humedad, esto con el fin de alargar el consumo seguro de carne ademas
de evitar interacciones entre la carne y los componentes del aire. Por otro
lado, el empaqguetamiento con atmosfera modificada, también tiene la
funcién de aislar la carne, pero en este caso, este aislamiento se lleva a
cabo, modificando los gases del envase y el entorno en el que se encuentra
la carne, que en muchas ocasiones se utiliza el gas N2 para desplazar al Oz
y en algunos casos se utiliza el CO2. El CO2 también tiene una propiedad
bacteriostatica selectiva, es decir que retrasa o previene el crecimiento de

bacterias aerobicas (Kerry & Tyuftin, 2017; Vermeulen y otros, 2013).

1.4.5 Aditivos en la carne

Dentro de las definiciones dadas por la FAO (La Organizaciéon de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura) en el Codex
Alimentarius se da una definicion de aditivo alimentario como “cualquier
substancia que normalmente no se consume como alimento o que no se
usa como cualquier ingrediente alimentario basico, que puede o no tener
valor nutritivo, cuya adicién intencional a los alimentos con fines
tecnoldgicos (incluidos organolépticos) en la fabricacion, elaboracion,
preparacién, tratamiento, envasado, embalaje, transporte o0
almacenamiento de dichos alimentos resulte, o pueda esperarse
razonablemente resultar (directa o indirectamente) en que él o sus
subproductos se conviertan en un componente o afecten de otro modo las

caracteristicas de dichos alimentos”.

En la actualidad la OMS (Organizacibn Mundial de la Salud), en
cooperacion con la FAO, es responsable de evaluar la seguridad de los
aditivos alimentarios a nivel mundial junto con las respectivas
organizaciones nacionales de cada pais. En México la COFEPRIS

(Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios) es la

27



autoridad competente para el ejercicio de las atribuciones que le
corresponden a la Secretaria de Salud en materia de regulacion y control
sanitario de productos, de su importacion y exportacion. Siempre acorde
con las leyes y normativa vigente (COFEPRIS, 2016).

Los aditivos comunes en la carne incluyen antioxidantes, aglutinantes,
emulsionantes, antimicrobianos, agentes de curado y aceleradores de
curado, agentes saborizantes y colorantes (Nair y otros, 2020). Cada uno
de los aditivos cumple una funcién especifica en la carne, por ejemplo, los
aglutinantes se utilizan para mantener una dispersion uniforme de la grasa
en todo el producto y para conservar el agua durante las diferentes etapas
de procesamiento, calentamiento, coccién, almacenamiento y enfriamiento
(Devadason y otros, 2010). Los agentes emulsionantes actian como una
interfaz entre los componentes inmiscibles y forma emulsiones mas
estables en la carne, lo que aumentan su textura y solubiliza o dispersa
mejor el sabor (Santhi y otros., 2017). Los agentes de curado se utilizan
para proporcionar y mantener el color rojo caracteristico que hace atractiva
ala carney los aceleradores de curado, como su nombre lo indica, aceleran
este proceso (Sindelar & Milkowski, 2011). Los antioxidantes se trataran en

un siguiente subcapitulo.

1.4.5.1 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que se agregan a la carne para prevenir
la oxidacion lipidica y los efectos relacionados a la rancidez de los lipidos,
los sabores desagradables y estabilizar el color. Estos pueden ser de origen
natural o sintéticos (Nair y otros, 2020). Incluso los animales producen o
generan antioxidantes de forma natural, in situ como un mecanismo para
actuar frente al estrés oxidativo, por ésta razon los antioxidantes en la carne
los podemos encontrar también como antioxidantes endégenos y no sélo
como antioxidantes exdgenos (Yehye y otros, 2015), los cuales pueden

retardar la oxidacion lipidica en la carne (Decker y otros, 2005).
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Ya sea de manera endogena o exdgena, en la carne podemos encontrar
antioxidantes de naturaleza primaria 0 secundaria. Los antioxidantes
primarios o también conocidos como antioxidantes rompe cadena, son
aguellos que neutralizan o interceptan a los radicales libres, responsables
de propagar la oxidacién lipidica., ya sea a través del mecanismo de
transferencia de un &tomo de hidrégeno, (HAT, por sus siglas en inglés),
por el mecansimo de transferencia de un solo electron (SET-PT, por sus
siglas en inglés) o por transferencia de electrones seguida de pérdida de
protones (por sus siglas en inglés SPLET), los cuales se discutirAn mas
adelante (ver figura 1.3). Los antioxidantes secundarios o antioxidantes
preventivos, son aquellos que neutralizan a los catalizadores prooxidantes,
también conocidos como iniciadores de la autoxidacion lipidica, dificultando
asi la formacién de especies reactivas al oxigeno. Ejemplo de estos
antioxidantes podemos encontrar a agentes quelantes de iones metalicos,
como por ejemplo &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido citrico,
polifosfatos, acido fosférico, etc. También se encuentran los antioxidantes
gue desactivan especies reactivas como el oxigeno singulete, por ejemplo:
B-caroteno, y a-tocoferol. Los antioxidantes también pueden actuar por una
via de mecanismos mezclados, es decir pueden comportarse como
antioxidantes primarios y secundarios. (Shahidi, 2015; Laguerre, Lecomte,
& Villeneuve, 2007).

?’AO_—WF_» AO" +
i
"+ AOH = [O0H + AD’
-e -H*

? + AO'H' oT

Figura 1.3: Representacion esquematica de los mecanismos antioxidantes por transferencia de un
atomo de hidréogeno (HAT), transferencia de un solo electron seguida de una transferencia de
protones (SET-PT) y transferencia secuencial de electrones con pérdida de protones (SPLET).
(reproducido de Liang & Kitts (2014) con algunas modificaciones)
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a) Antioxidantes rompe cadena

Los antioxidantes primarios o rompe cadena estan conformados
principalmente por compuestos fendlicos, los cuales pueden encontrarse
en plantas como metabolitos secundarios. Segun su estructura quimica se
dividen en varias familias principales (ver figura 1.4) (D'Archivio, y otros,
2007).

-~
O
.- w

4

acidos fenolicos flavonoles flavonones

dihidrocalconas flavanoles

Figura 1.4: Resumen de las familias principales de los compuestos fendlicos segun su estructura.

Los carbonos enumerados corresponden a los grupos laterales.

Estos antioxidantes fendlicos (AH) actdan inhibiendo o retardando la
oxidacion de los lipidos al interferir con la propagacion en cadena al
transferir un atomo de hidrogeno a los radicales lipidicos (peroxilos,
alcoxilos y alquilo) (Shahidi, 2015). Como se menciond anteriormente esto
puede llevarse a cabo a traves de 2 mecanismos distintos, siendo el
segundo subdividido en otros 2. El primero de ellos llamado mecanismo de
transferencia de un atomo de hidrégeno (por sus siglas en inglés HAT)
consiste en la liberacién de un atomo de hidrégeno, en forma de radical,
por parte del antioxidante que luego reacciona con un radical lipidico. La
energia de activacion para llevar a cabo este mecanismo, depende de la
energia de disociacién de los enlaces A-H y L-H, esto quiere decir que la

efectividad del antioxidante aumenta con la disminucién de la fuerza del
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enlace A-H. El segundo mecanismo consiste en la liberacion de un electron
al radical lipidico, a través de la transferencia de un solo electrén (SET)
seguido de la transferencia de un protén H* (PT) 6 a través de la périda
inicial de un proton H* del antioxidante, seguido de la transferencia del
aniéon (AO") al radical lipidico, que luego reacciona con el proton H*,
previamente liberado (SPLET) (ver figura 1.3). El mecanismo SET-PT
depende del potencial de ionizacion necesario para transferir el electrén, y
de la energia de disociacion del proton necesaria para transferirlo, por lo
tanto los antioxidantes que son facilmente ionizables y desprotonados, son
altamente reactivos. (Shahidi, 2015; Lemanska, y otros, 2001; Di Meo, y
otros, 2013)

Independientemente del mecanismo (SET o HAT), los antioxidantes rompe
cadena pierden un radical hidrégeno y generalmente son transferidos a los
radicales peréxilo (19) pero bajo condiciones especiales también son
capaces de tranaferirselos a los radicales alcoxilo y alquilo (20, 21). De
acuerdo con Frankel, (2005) los radicales alquilo reaccionan facilmente con
el oxigeno presente para convertirse en radicales peroxilo, por lo que la
reaccion 20 dificilmente puede llevarse a cabo a presién atmosférica, pero
en ausencia de oxigeno y a altas temperaturas, ésta reaccién se vuelve
significativa. También menciona que el radical antioxidante puede
reaccionar nuevamente con un radical peroxilo (22) o puede dimerizarse

con otro radical antioxidante (23).

LOO + AH = LOOH + A (19)
L+AH > LH+A (20)
LO +AH - LH + A (21)
A +L00" — LOOA (22)
A+A —>A—A (23)

Los radicales antioxidantes intermedios (A’) son poco reactivos para
propagar la cadena de auto oxidacion lipidica, pero son mas reactivos con

los radicales propagadores de cadena (19), incluso pueden competir con el
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sustrato lipidico que se encuentra en mayor concentracion. Esto se debe al
disefio de los radicales fenoxilo, en donde el electrén desapareado se
deslocaliza alrededor de la estructura aromatica, el cual se estabiliza debido
a la alta energia de resonancia (Figura 1.5), ademas de la falta de sitios
adecuados para el ataque del oxigeno molecular (Shahidi & Zhong, 2010).
Esta estabilizacién es mas efectiva cuando los sustituyentes donantes de
electrones se encuentran en las posiciones orto y para en comparacion con
aguellos que tienen los sustituyentes en las posiciones meta (Frankel,
2005).

OH o} 0 0
R R R R
ROO" + — > ROOH + l‘
OH | OH OH OH |
0
R
o)

Figura 1.5: Estabilizacion de una hidroquinona alquilada por deslocalizacion de electrones
(Recuperado de Frankel, (2005)).

b) Antioxidantes preventivos

Dentro de este grupo se encuentran los antioxidantes inactivadores de
iones metalicos, los cuales son capaces de iniciar el proceso de
autooxidacion y descomponer los hidroperoxidos. Estos antioxidantes
forman compuestos de coordinacion con los metales, cambiando el
potencial de estos al suprimir las reacciones redox que producen radicales

alcoxilo y peroxilo o bloqueando la formacibn de complejos con
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hidroperoxidos, previniendo de esta manera la descomposicion de los

hidroperoxidos (Laguerre y otros, 2007; Frankel, 2005).

También existen antioxidantes destructores de hidroperéxidos los cuales
inhiben la oxidacion lipidica al inducir la descomposicion de los
hidroperéxidos y formando a su vez alcoholes estables o productos
inactivos por procesos no radicales. Existen diferentes vias por las que se
puede inhibir las reacciones de descomposicion, puede ser por donacion
de hidrégeno que dan paso a la formacion de compuestos hidroxi estables
(18) o atrapando radicales alcoxilo con radicales antioxidantes (19)
(Frankel, 2005).

LO 4+ AH —» LOH + A (18)
LO + A - LOA (19)

Existen antioxidantes que previenen la oxidacion lipidica, eliminando el
oxigeno singulete (*O2) por medio de la desactivacion de su estado
excitado. Ejemplo de estos antioxidantes se encuentran algunos
carotenoides como el B-caroteno, también el a-tocoferol, al igual que la
qguercetina y el acido ascorbico (Fatima y otros, 2016). La desactivacion
puede ocurrir a través de dos métodos: El método fisico, en la cual el
antioxidante entra en un estado excitado vibratorio electrénico y no hay
consumo de oxigeno ni formacion de productos. Y el método quimico, en el
cual existe una interaccién entre el oxigeno singulete (deficiente en
electrones) y el antioxidante (donantes de electrones) formando un
complejo de transferencia de carga conocido como extincion de la
transferencia de carga o pueden extinguir la transferencia de energia al
invertir la reaccién de produccion de oxigeno singulete. (Wilkinson y otros,
1995).

Los antioxidantes sintéticos como el Hidroxitolueno Butilado (BHT) y el
Hidroxianisol Butilado (BHA), se utilizan comunmente en los alimentos, para
inhibir la oxidacion de lipidos y el desarrollo de la rancidez, ya sea como

eliminadores de radicales libres o sustancias inhibidoras (Nair y otros, 2020;
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Madsen & Bertelsen, 1995). Debido a su estructura fenolica (ver figura 1.4),
son efectivos como antioxidantes primarios, ademas de que son altamente

liposolubles e ideales para preservar alimentos.

OH OH OH
O O
A B C

Figura 1.6: Estructura quimica de isomeros de BHA (A 'y B) y BHT (C)

Los antioxidantes BHA y BHT, contienen grupos di-terc-butilo como grupos
laterales en el anillo fendlico (Reische y otros, 1998). Estos antioxidantes
poseen la caracteristica de ser térmicamente estables, incluso en
condiciones donde los alimentos se someten a un proceso de horneado,
ademas han mostrado tener propiedades antimicrobianas y su efectividad
antioxidante es tan alta que pueden ser aplicados en los alimentos a bajas
concentraciones en comparacion a los antioxidantes naturales y mantener
la misma actividad antioxidante o incluso mas alta (Sahidi & Zhong, 2005).
A pesar de que estos antioxidantes son eficientes, relativamente
econdmicos y ampliamente usados por la industria de la carne, en los
ultimos afios se ha prestado mayor interés al uso de antioxidantes naturales
en la carne, debido a la creciente preocupacion por el uso de antioxidantes
sintéticos que presentan efectos toxicos y dafinos a la salud
(Chattopadhyay, 2003). Estos antioxidantes naturales se encuentran como
compuestos fendlicos y son los constituyentes principales de extractos
obtenidos de fuentes naturales como cereales, semillas, especias,
oleaginosas, frutas y verduras (Frankel, 2005). Los antioxidantes naturales
y sintéticos presentan ventajas y desventajas uno frente al otro, (Frankel,
2005; Isaza Maya y otros., 2013; Bush & Taylor, 1998) como se resume en
la tabla 1.1:
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Tabla 1.1 Tabla comparativa entre antioxidantes naturales y sintéticos.

—baja citotoxicidad.

Ventajas | -ampliamente aceptados por consumidores.

-efectos positivos a la salud.

-baja estabilidad térmica y luminica.
-afecta las cualidades organolépticas de log
Desventajas| alimentos.
-variacion en la concentracién de componentes

activos.

Ejemplos | Flavonoides, polifenoles, tocoferoles.

-bajo costo de produccion.

) -alta estabilidad térmica y luminica.
Ventajas
-no modifica las cualidades organolépticas de los

alimentos.

-efectos negativos a la salud.
Desventajas| -no  son  ampliamente  aceptados  por

consumidores y su uso se encuentra regulado.

) Butilhidroxianisol (BHA), Butilhidroxitolueng
Ejemplos
(BHT).

En los dltimos afios se han reportado estudios sobre la actividad
antioxidante en carne de res, de extractos de origen natural, como una
alternativa a los antioxidantes sintéticos. Estos extractos se caracterizan
por contener principalmente compuestos fendlicos, los cuales son
considerados como antioxidantes naturales y brindan una alternativa a los
antioxidantes convencionales sintéticos utilizados actualmente por la
industria carnica (Reddy y otros, 2018).

En estos estudios se ha reportado que muchos antioxidantes naturales,

como el romero, los extractos de especias, la granada, el extracto de
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corteza de pino, la canela y el clavo son mas activos que los antioxidantes
sintéticos usados en la industria carnica. A pesar de esto, muchos de estos
extractos, como se menciona en la tabla 1.1, modifican las caracteristicas
organolépticas de la carne (Karre y otros, 2013). En el afio 2010, la Unidn
Europea autorizd el uso de extractos de romero como nuevos aditivos
alimentarios para uso en alimentos bajo la Directiva 95/2/EC, modificada
por la Directiva 2010/69/EU en la que se le asignd un numero E al extracto
de romero y bajo la directiva 2010/67/UE, se establecen sus criterios

especificos de pureza.

También se ha reportado el uso de propoéleo microencapsulado como
antioxidante natural en carne de hamburguesa y se encontré que es tan
efectivo como el antioxidante sintético eritorbato de sodio (Reis, y otros,
2017).

1.5 Caracteristicas y propiedades del PGAL

El PGAL es un polifenol no toxico polimerizado por la Lacasa de Trametes
Versicolor (LTV) a partir de GA, una molécula fendlica no toxica y
naturalmente abundante, en condiciones de reaccion suaves (Lépez, y
otros, 2013). Las cadenas poliméricas estan formadas por unidades
repetitivas de acido galico en forma de radical, como se observa en la figura
4, tiene una masa molar promedio aproximado de 6000Da y es soluble en
agua, ionizandose parcialmente en forma de sal de carboxilato de sodio

(Romero-Montero, y otros, 2017).

_ — Ma
OH{*[:J,OH 0:&{:/0
NaOH, LTV
pH=5

HO OH HO OH

OH B o}

n
GA PGAL radical

Fig. 1.7 Polimerizacion del Acido Galico mediado por la enzima LTV
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El polimero de PGAL ha demostrado tener capacidad antioxidante en
ensayos in vitro por eliminacion o inhibicion de radicales DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo) medidos en espectroscopia de resonancia paramagnética
de electrones, ademas ha mostrado tener efecto citoprotector en células de
fibroblasto dérmico (Sanchez-Sanchez, y otros, 2017). Esta caracteristica
de mostrar actividad antioxidante es debido a la naturaleza polianiénica y
multirracial del polimero, de acuerdo con (Romero-Montero, y otros., 2019)
la razon de esta naturaleza multirradical se encuentra dentro del anillo
aromatico de cada monomero, las cargas electrénicas se encuentran
deslocalizadas, teniendo una mayor distribucion de densidad electrénica en
los carbonos del 3 a 5 como se observa en la figura 1.8. Esta
deslocalizacion de las cargas electronicas en las unidades monoméricas da
como resultado la formacion de puentes de hidrégeno intramolecular (ver

figura 1.9) en la cadena de polimero.

Fig. 1.8 Distribucion de densidad de espin. Recuperado de Romero-Montero, et al( 2019)

Estas interacciones tienen un efecto en las cadenas de polimero, por
ejemplo, los enlaces de hidrégeno intramolecular indicados como HB-1A Y
HB-1B, mostrados en la Figura 1.9, intervienen en la conformaciéon y
configuracion de las cadenas de polimero, dando como resultado
estructuras helicoidales. Ademas, estos enlaces intervienen en la
estabilidad electronica del polimero que le da esa caracteristica de ser
multirracial y estable a temperatura ambiente sin necesidad de protegerlo

de la luz.
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Fig. 1.9 EHI dentro de modelos reducidos de PGAL radical. Recuperado de Romero-Monetro, et al;
2019

También se ha demostrado que el PGAL actia como antioxidante por
medio del mecanismo de transferencia de un solo electron (SET) (Romero-
Montero, y col., 2019).
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2.0bjetivo

Comprobar la actividad antioxidante del PGAL enziméatico como aditivo en
la carne de res y determinar su capacidad antioxidante, en diferentes
formas de aplicarlo en la carne, frente a un antioxidante sintético de

referencia y un sistema control.

2.1 Objetivos particulares

. Caracterizar la actividad antioxidante del PGAL en la carne de res,
comparando y midiendo la aparicion de compuestos de oxidacién primaria
(valor de peréxidos) y compuestos de oxidacion secundaria (TBARS) con

un compuesto de referencia (BHT) y un sistema control.

Determinar la concentracibn de PGAL con mayor actividad antioxidante,
comparando Valor de Peroxidos y TBARS en las muestras de carne, a

diferentes concentraciones de PGAL.

Estandarizar las técnicas de valor de peréxidos y sustancias reactivas al
acido tiobarbitarico (TBARS) para medir compuestos de oxidacion primaria

y secundaria respectivamente en las muestras de carne.

Desarrollar un procedimiento donde el antioxidante se encuentra en
solucion acuosa y se aplique directamente a la carne y compararlo con otro
procedimiento donde el antioxidante se aplique en carne de res molida,
para determinar su efectividad antioxidante.
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3.Hipotesis

1.- EIPGAL mostrara actividad antioxidante en los experimentos en la carne

de res.
2.- Se determinara el mecanismo antioxidante del PGAL como rompe
cadena, similar al que muestra el BHT, debido a que ambos antioxidantes

eliminan radicales libres demostrado en ensayos in vitro.
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4. Metodologia

En este trabajo se desarrollaron dos procedimientos, en el primer
procedimiento se utilizd carne de res en filete y en el segundo
procedimiento se utilizé carne de res molida. Esta carne se adquirié de un
supermercado local. Se seleccionaron cortes de carne provenientes de la
seccién dorsal de la res, debido a que estos cortes tienen menor porcentaje
de grasa en comparacion a otros cortes provenientes de otras secciones
de la res (Lukic, y otros, 2019), ubicandose entre 2 y 5% de grasas totales
, consideradas como carnes magras. A estos cortes de carne se les recorto
el tejido adiposo para eliminar toda la grasa externa, ademas se eliminé
parte del tejido fibroso. Posteriormente las muestras de carne se
almacenaron a -70 °C hasta la toma de muestra para su analisis. Se utilizé
esta misma muestra de carne para ambos procedimientos. El primer
procedimiento consisti6 en dejar sumergidas las muestras de carne
fileteadas dentro de los tratamientos y en el segundo procedimiento se
utilizé carne molida y los tratamientos se mezclaron directamente en la
carne molida. Cada experimento contempla un tratamiento con un
antioxidante sintético y un control, esto para poder comparar y comprender
la actividad antioxidante del PGAL en la carne. Los detalles del manejo de

las muestras en cada procedimiento se detallan en el subcapitulo 4.3.

4.1 Disefio experimental.

Para medir el avance de la oxidacion lipidica en la carne se utilizaron 2
estrategias de medicion que implicaron medir: formacioén de productos de
oxidacion primaria (valor de peréxidos) y formaciéon de compuestos de
oxidacion secundaria (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico). Para
esto se realizd un disefio por bloques aleatorizados completos,
considerando al factor tratamiento como factor principal con 5 niveles, cada
uno por duplicado, y al factor dias como factor de bloqueo. Las variables de
respuesta son: valor de peroxidos (VP) y sustancias reactivas al acido

tiobabrittrico (TBARS). El modelo se resume en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1 Disefio experimental resumido para las muestras sumergidas en solucién

Muestras en solucién ‘

Tratamientos
(Blogue A)

BHT VP
100 mg/L VP

PGAL VP
100 mg/L VP
PGAL N
500 mg/L VP

PGAL 1000 VP
mg/L VP

control
VP

Dia 0

TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS

VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP

Dia 1l

TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS

VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP

Dias (Bloque B)

Dia 3

TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS

VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP

Dia 5

TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS

VP, valor de Peréxidos. TBARS, Sustancias Reactivas al acido Tiobarbiturico

VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP

Dia 7

TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS

Este disefio se aplicé para dos experimentos diferentes, uno para la carne

sumergida y otra para la carne molida mezclada con los tratamientos como

se describe en la seccion 4.2. Se realizaron dos repeticiones por cada
medicion de VP y TBARS.

Tabla 4.2 Disefio experimental resumido para las muestras molidas.

Muestras molidas

Tratamientos (Factor A)

Dias
(Factor B) BHT
100 mg/Kg
VP | TBARS
Dial
VP | TBARS
VP | TBARS
Dia 2
VP | TBARS
VP | TBARS
Dia 3
VP | TBARS
VP | TBARS
Dia 4
VP | TBARS
VP | TBARS
Dia5
VP | TBARS

PGAL
100 mg/Kg
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS

PGAL

500 mg/Kg

VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP

TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS

PGAL 1000
mg/Kg
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP | TBARS
VP = TBARS
VP | TBARS

VP, valor de Peréxidos. TBARS, Sustancias Reactivas al acido Tiobarbiturico

VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP
VP

control

TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
TBARS
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Es importante medir los productos de oxidacion (primaria y secundaria)
para tener un panorama amplio sobre el mecanismo antioxidante del PGAL,
de acuerdo con Laguerre et. al., 2007, es posible encontrarse con dos
escenarios: en el primero la adicion de antioxidantes puede aumentar el
nivel de productos de oxidacion primaria mediante la cesion de un atomo
de hidrégeno a un peroxirradical para formar un hidroperéxido lipidico. En
consecuencia, la concentracion del producto de oxidacion secundaria
disminuye. Si solo se mide los productos de oxidacion primaria, se podra
concluir que esta involucrado un efecto prooxidante, a pesar de que la
molécula probada ha actuado como antioxidante. De manera similar,
algunos agentes prooxidantes como los metales de transicion pueden
acelerar la cinética de la descomposicion del hidroperoxido en productos
de oxidacion secundarios. Si estos hidroperoxidos son los Unicos
compuestos de oxidacion medidos, entonces una muestra con un alto
contenido de hierro podria aparecer como antioxidante, mientras que en
realidad provocara una reaccion de oxidacion en etapas de oxidacion mas

avanzadas.

4.2 Sintesis de PGAL.

La sintesis del PGAL se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento
descrito por (Lopez, y otros, 2013). Para este procedimiento se disolvieron
8.5 g de AG en 250 mL de solucién tampdn de acetato (pH 5, 250 mM) y se
virti en un matraz de fondo redondo de 500 mL, como se observa en la
figura 4.1. Se afiadieron 20 mL de NaOH (2 M) a la mezcla de reaccién y
se mantuvo bajo agitacion constante a 25 °C en un bafio de aceite (IKA
RCT basic, EE. UU.). Una vez homogenizada la solucién, se afiadié Lacasa
de Trametes versicolor suficiente para alcanzar una concentracion de 1
U/mL. Se agit6é durante 24 h y se oxigend durante toda la reaccion usando
una bomba de aire. La mezcla de reaccion se le afiadi6 gota a gotaa 2.5L
de etanol frio (5 ° C) y el precipitado se filtr6 y se sec6 al vacio con una

bomba de aceite (1.0 x 10 mbar) hasta que se obtuvo un polvo negro.
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Figura 4.1 Polimerizacion del &cido gélico. Controlando la temperatura en un bafio de agua, con

agitador magnético y bombeo de aire.
4.3 Preparacion de muestras.
Se realizaron dos experimentos diferentes, como se describe en el capitulo

4.1. En cada experimento se aplicaron diferentes tratamientos a la carne,

las cuales se describiran en los siguientes subcapitulos.

4.3.1 Carne sumergida en los tratamientos (experimento 1)

En este primer experimento, se utilizé una técnica similar al marinado, la
cual esta basada en el trabajo reportado por Vaithiyanathan, y otros., 2011,
qgue consiste en sumergir las muestras directamente en las soluciones que
contienen los tratamientos. Para esto se tomaron las muestras de carne
previamente almacenadas a -70 °C. Mas adelante la carne se corté en
piezas individuales de 10 g, utilizando una misma herramienta de corte para
evitar contaminacion. Estas piezas se sumergieron en 60mL (1:2 m/v;
musculo:liquido) de los siguientes tratamientos: solucion de BHT 100 mg/L,
solucion de PGAL 100 mg/L, solucion de PGAL 500 mg/L, solucién de
PGAL 1000 mg/L y agua destilada. Las muestras se mantuvieron a una
temperatura de 4 °C en un cuarto frio, protegidas de la luz. Se tomaron
muestras cada segundo dia a partir del dia 1 durante 7 dias de prueba. Las
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muestras se mantuvieron sumergidas durante los 7 dias que durd el

tratamiento, en recipientes de plastico, abiertos.

Figura 4.2 Muestras de carne cortadas en piezas de 10 gramos, sumergidas en solucién PGAL a

distintas concentraciones.

4.3.2 Carne molida con los tratamientos homogenizados (experimento 2)

Para la segunda técnica se tom6 una muestra de carne, previamente
almacenada a -70 °C. Posteriormente se molio en una licuadora de cocina
hasta obtener una masa uniforme. A partir de esa masa se elaboraron 5
piezas de carne de 100 g cada una a las cuales se les agregé 5mL de
diferentes tratamientos, se homogenizaron hasta formar una masa uniforme
obteniendo las siguientes concentraciones en masa: 100 mg de BHT/Kg de
muestra, 100 mg de PGAL/Kg de muestra, 500 mg de PGAL/Kg de muestra,
1000 mg de PGAL/Kg de muestra y muestra control. De cada una de las
albéndigas tratadas se recolectaron muestras para su analisis cada
segundo dia a partir del primer dia de prueba. Las concentraciones de
PGAL y BHT que se utilizaron en esta prueba estdn basados en las
cantidades minimas utilizadas en la industria de la carne para el BHT,
indicadas en la norma oficial mexicana (NOM-213-SSA1-2002) para
productos carnicos procesados. Las muestras se mantuvieron a una

temperatura de 4 °C en un cuarto frio, protegidas de la luz, durante los 7
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dias que dur6 el experimento, las mismas condiciones que las muestras

tratadas en el procedimiento anterior.

Figura 4.3 Muestras de carne molidas en piezas de 100 gramos, cada una mezclada con un

tratamiento distinto.

4.4 Caracterizacion de la carne

4.3.1 Contenido de humedad y materia volatil

Para determinar el contenido de humedad en la carne se realizé el método
gravimétrico por secado en estufa de vacio. Para esta técnica se peso6 una
muestra de 5 g de carne en un plato de humedad de aluminio con una tapa
deslizante previamente llevada a peso constante. Posteriormente se secé
la muestra hasta peso constante en una estufa de vacio llevada a 60 °Cy a
una presion de 100 mm de Hg, como se observa en la figura 4.4. Luego la
muestra se dejo se dejo enfriar en un horno de secado al vacio durante 30
min y se peso. Se logré un peso constante cuando los periodos de secado
sucesivos de 1 h mostraron una pérdida adicional de peso de <0.05%. El
porcentaje de pérdida de peso es informado como humedad y materia
volatil. Este procedimiento se realizdé por triplicado. El contenido de
humedad y material volatil de la carne fue de un 73% +0.98%, valor cercano
a lo que indica la literatura, de acuerdo con Lopez-Bote, (2017) este valor

es de aproximadamente 75%.
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Figura 4.4 Muestras de carne secadas en horno al vacio y a 60°C.

4.3.2 Contenido total de lipidos

El contenido total de lipidos se realiz6 por el método de extracciéon y
cuantificacion de Folch, Lees, & Sloane Stanley, 1957. Se pesO una
muestra de 1 g por triplicado en tubos de vidrio con tapa de rosca de 30 mL.
Después se le agrego la solucion de cloroformo con metanol (2:1) hasta
llegar a un volumen de 20 mL previamente marcado en los tubos. Una vez
agregada la solucién hasta la marca de 20 mL, se agit6 la mezcla con ayuda
de un vortex durante 1 min. La mezcla luego se filtr6 en papel filtro
Whattman no. 1, al filtrado se le agregdé 1mL de agua destilada y se agitd
nuevamente con ayuda del vortex hasta observar una mezcla uniforme. La
mezcla se dejo reposar durante 5 min hasta que se observo la formacion
de dos fases, la fase superior se descarto y la fase inferior, que es donde

se encuentran las grasas, se colocé en un matraz bola previamente llevada
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a peso constante. Posteriormente se coloco el matraz con la muestra en un
rotavapor para separar el disolvente de las grasas por evaporacion a una
temperatura de 50 °C y al vacio. Después de evaporacién, se colocé el
matraz bola que contiene las grasas en un desecador al vacio y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se pesé el matraz para

conocer el contenido de grasa de la muestra.
El contenido de grasa fue de 1.35% + 0.35%, valor por debajo a lo reportado
en la literatura, que de acuerdo con Lépez-Bote, (2017) es de 2.5%. Quiza

esto se deba a que se eliminé todo el tejido adiposo o gran parte de él,

dejando Unicamente el tejido muscular.

4.5 Protocolo para medir oxidacion de la carne

4.5.1 productos de oxidacion primaria

Para medir la concentracion de productos de oxidacion primaria en la carne,
se utilizdé una técnica de cuantificacion de hidroperéxidos por el método de
oxidacion ferrosa/naranja de Xilenol (FOX) descrita por Hermes-Lima,
(1995), la cual se basa en la oxidacion de Fe(ll) por los hidroperéxidos en
un medio con pH &cido y en presencia del colorante complejante de Fe(lll),
naranja de xylenol (XO) (ecuaciones 20 y 21) que absorbe fuertemete la
luz, entre 540-600 nm.

LOOH + Fe?* — Fe3* + LO' + OH" (20)
Fe3* + X0 - Fe — X0 (21)

Sin embargo, existe una influencia del pH en la absorbancia del complejo
Fe-XO, de acuerdo con Gay, y otros., (1999) para desarrollar el maximo
color, cada acido requiere un pH éptimo, para el acido sulfurico acuoso el
pH Optimo se encuentra en un rango de 1.7 a 1.8. Incluso en un trabajo
reportado por Gay & Gebicki, (2002) encontraron que la concentracién a la

gue se desarrolla la coloracion maxima es a 36 mM de acido sulfurico,
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distinta a la metodologia descrita por Hermes-Lima, (1995) donde la

concentracion de acido sulflrico descrita es de 25 mM

4.51.1 Construccion de la curva patron (VP)

En tubos de vidrio de 10 mL con tapa de rosca se agregaron 1.9 mL de la
solucién de naranja de xilenol a cada uno. La solucién de naranja de xilenol
estaba compuesta de los los siguientes reactivos: 1.2 mL de metanol grado
HPLC, 0.5 mL de una solucién de 0.25 mM de sulfato amonico ferroso
disuelto en acido sulfurico 36 mM y y 0.2 mL de naranja de xilenol a una
concentracion de 0.1mM en metanol. A cada tubo se le agreg6 0.1mL de
una solucion de H202 con concentraciones que fueron de 2 uM hasta 10uM,
con el objetivo de construir una curva estandar, y poder calcular la
concentracion de peroxidos en las muestras. Después se dejaron
reaccionar durante 30 minutos en un cuarto oscuro y se midieron sus
absorbancias a 560 nm en un espectrofotometro de la marca Thermo

Scientific, modelo Genesys 10S UV-Vis.

En esta técnica se decidi6 utilizar 36 mM de &cido sulfurico en lugar de 25
mM que es lo que se indica en el procedimiento descrito por Hermes-Lima,
(1995), esto debido a las observaciones dadas por Gay & Gebicki, (2002)
donde reportan gque la concentracion final de acido sulftrico de 25 mM en
medios acuosos, no garantiza que el pH se mantenga en el rango éptimo
para desarrollar la maxima coloracion, sobretodo en presencia de muestras
de origen biolégico, mientras que una concentracion de acido sulfarico de
36 mM parece ser mas apropiada para mantener el pH en el rango éptimo.
Para comprobar estas observaciones, se elaboraron dos curvas estandar
de H20:2 a diferentes concentraciones de acido sulfdrico. una se elabor6 a
una concentracion de 25 mMm y la otra a una concentracién de 36 mM y
se midieron sus absorbancias en un espectrofotbmetro marca Thermo

Scientific, modelo Genesys 10S UV-Vis.
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Los resultados de comparar el desarrollo de la coloracion maxima a 560 nm
de dos curvas estandar de H20:2 a distintas concentraciones de acido
sulfarico (25mM y 36mM), se muestran en el anexo 1. Se puede observar
que las absorbancias medidas en medio acido a 36 mM son ligeramente
mayores a las medidas a 25 mM, esto confirma que se desarrolla la maxima
coloracion a una concentracion de 36 mM en lugar de 25 mM, por lo tanto,
se tomo6 como referencia la curva estandar de 36 mM para cuantificar el

valor de hidroperoéxidos en las muestras de carne.

El andlisis de regresion lineal nos muestra que los datos medidos en la
curva de calibracion se ajustan al modelo lineal en un 99.6% dado por el
coeficiente de determinaciéon R?, por lo tanto fue posible cuantificar los
hidroperoxidos presentes en las muestras con esta técnica y a partir de la

curva estandar mostrada en la grafica 5.2 del anexo 1.

4.5.1.2 procedimiento para medir peroxidos en las muestras

Para esta técnica se pesd una muestra de 3 g de carne en un tubo falcon
de 50 mL, por triplicado y para cada tratamiento incluyedo , posteriormente
se le agregaron 15 mL de metanol a 4 °C grado HPLC y se agit6 con ayuda
de un vortex durante 30 segundos. Posteriormente las muestras se
centrifugaron a 4 °C y a 3000 rpm durante 4 minutos y se tomaron 100 uL
de sobrenadante colocandolo en un tubo de vidrio de 10 mL que contenia
1.9 mL de la solucion de naranja de xilenol compuesta por: 1.2 mL de
metanol grado HPLC, 0.5 mL de una solucion de 0.25mM de sulfato
amaonico ferroso disuelto en acido sulfarico 36 mM y y 0.2 mL de naranja de
xilenol a una concentracién de 0.1mM en metanol. Se dej6 reaccionar por
15 minutos en un cuarto oscuro y posteriormente se midieron las
absobancias a 560 nm. Los resultados se reportaron como pM de H20:2

equivalentes, comparandola con la curva estandar de H20x.
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Figura 4.5 Cambios de color producidos en la prueba FOX para medir valor de peréxidos.

4.5.2 Productos de oxidacion secundaria

Para esta prueba se utiliz6 el método de extraccion del &cido 2-
tiobarbitdrico (TBA) descrita por Salih, y otros., (1987) y Witte, y otros.,
(2006), la cual consiste en la reaccion de &cido tiobarbitdrico (TBA) con
malondialdehido (MDA), para formar un cromoéforo rojo con un pico de
absorbancia a 532 nm. El MDA es un dialdehido de tres carbonos,
producido a través de la descomposicion de los hidroperéxidos formados a
partir de acidos grasos poliinsaturados, se le considera un producto de
oxidacion secundaria. El complejo coloreado de MDA y TBA es el resultado
de la condensaciéon de 2 moles de TBA y 1 mol de malondialdehido (Fig.
4.6), bajo el efecto conjunto de la temperatura del medio y el pH. TBA se
define como la cantidad de malondialdehido (en mg) presente en 1 kg de

muestra.
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Fig. 4.6 Via de formacion de malondialdehido a partir del radical peroxilo de acido graso C18
triinsaturado (a) y formacion de croméforo de TBA a partir de TBA y malondialdehido(b).
Recuperado de Laguerre et. al., 2007.

Se selecciono esta técnica debido a la facilidad y rapidez de procesar un
gran numero de muestras que ha mostrado esta técnica frente a otras,
como el método de destilacién. Adicionalmente produce menos ruido o
turbidez en el filtrado al procesar muestras de carne con bajos porcentajes
de grasa (%5<), como la carne de res, y al no utilizar altas temperaturas,
se producen menos reacciones que puedan seguir descomponiendo a los

hidroperoxidos presentes en las muestras (Salih y otros, 1987).
4.5.2.1 Construccion de la curva patrén (MDA)

En esta prueba se utilizé 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) como precursor
de MDA. Para esto se tomaron tubos de vidrio de 25 mL cada uno con tapa
de rosca. A cada tubo se le agregaron 5 mL de una solucién de acido
tiobarbiturico 0.005M. Posteriormente se prepard una solucion estandar de

TEP a una concentracion de 1X1028 mol/mL, a partir de la cual se tomaron
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volimenes para construir la curva patron a concentraciones que iban desde
1X10® hasta 5X10® moles en 5mL, los cuales fueron agregados a los tubos
que contenian 5mL de &cido tiobarbiturico 0.005M. Se dejaron reaccionar

durante 18 h en la oscuridad y se midieron sus absorbancias a 532nm.

La curva estdndar de MDA, construida a partir de 1,1,3,3-Tetraetoxipropano
se puede observar en la gréfica 5.3 en el anexo 1.

El analisis de regresion lineal nos muestra que los datos medidos en la
curva de calibracion se ajustan a la curva de regresion en un 99.7% dado
por el coeficiente de determinacién R?, por lo tanto, la prediccién con esta

técnica tiene un porcentaje del 99.7%.
4.5.2.2 Procedimiento para medir MDA en las muestras

Para esto se pes6 una muestra de 5 g de carne y se colocé en un vaso de
licuadora de vidrio. Posteriormente se le agregd 35mL de una solucion de
extraccién de &cido tricloroacético (TCA) al 5% y acido fosférico 2M, la
mezcla se licué durante 2 minutos hasta observar una mezcla homogénea.
Una vez obtenida la mezcla, esta se filtr a través de papel filtro Whatman
namero 1, se tomo una alicuota de 5 mL del filtrado y se coloc6 en un tubo
de vidrio de 30 mL con tapa que contenia 5 mL de una solucion de acido
tiobarbittrico 0.005M y se dejé reaccionar en la oscuridad durante 18 h a
temperatura ambiente. La absorbancia se determin6 a 532 nm frente a un
blanco que contenia 5 mL de agua destilada y 5 mL de soluciéon de TBA
0.005 M.

Para calcular la cantidad de MDA en la muestra, se multiplicé la
absorbancia por el valor del coeficiente de extraccion (K,,;), el cual se
calculo a partir de curvas estandar y diluciones conocidas de la siguiente

manera:

S 10 100
Kext = K X 72.063 X T X T
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Donde S es la concentracion estandar de MDA realizada a partir de la
reaccion de 5 mL de una soluciébn de 1X10® moles de 1,1,3,3-
Tetraetoxipropano con 5 mL de una solucién de &cido tiobarbitarico 0.005M.

A es la absorbancia del estandar de MDA. El valor de 72.063 es el peso

molecular del MDA. E es el equivalente de la muestra, el cual su valor,
para una muestra de 5 g, fue de 0.56 (5 g diluidos en 45 mL de TCAy 5mL
analizados). P es el porcentaje de recuperacion, la cual a la misma
concentracion de estandar afiadido a muestras de carne fue del 92.5%.
Estas constantes dieron como resultado un valor Kext de 6.13. Por lo tanto,
los valores de TBA en las condiciones utilizadas se calcularon multiplicando
la absorbancia por 6.13. Los valores de TBA se expresaron como mg de
malondialdehido por Kilogramo de muestra (mg MDA/KQ).

Figura 4.6 Tubos protegidos de la luz, para realizar prueba de TBARS.

4.6 Andlisis Estadisticos

Los resultados de las mediciones de compuestos de oxidacion primaria y
secundaria se presentaron como el valor medio + DE (desviacion estandar).
Los datos fueron procesados por analisis de varianza de una via o de un

solo factor (ANOVA). Los promedios se compararon mediante la prueba de
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Fisher y la prueba t, considerando el nivel de significancia del 95% (p <
0,05), utilizando el programa Minitab version 11 (StatSoft, EE. UU.)
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5.Resultados
5.1 Efecto antioxidante del PGAL en la carne sumergia en solucion

El valor inicial de peréxidos fue el mismo para todos los tratamientos, debido
a que se tomaron muestras de carne de cada uno y se homogenizaron,
siendo éste un valor de 0.5 yM de H20:2 equivalentes, lo que indica que la
carne tenia un proceso de descomposicion inicial. Los resultados se
muestran en la grafica 5.4. En la tabla 5.1 y 5.2 del anexo 2, se resumen
las diferencias estadisticas por dia y por tratamiento para las pruebas de
VP y TBARS.

2.5
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—e— PGAL100 mg/L
<+++he++ PGAL500 mg/L
= O =PGAL1000 mg/L

UM de H202 equivalentes

—@— BHT

Tiempo (dias)

Graéfica 5.4 Valor de peroxidos, expresados como uyM de H20z2, de cada tratamiento durante los 7

dias de prueba.

En el primer dia de almacenamiento se observé un incremento significativo
(p < 0.05) en los valores de peroxidos de la muestra control y la muestra
tratada con BHT, siendo ademas significativamente mayores a las medias
de las muestras tratadas con PGAL. Una posible explicacion a este
comportamiento es que el BHT pudo tener un efecto pro oxidante, viéndose
reflejado en el incremento de la concentracién media del valor de peréxidos
en el dia 1, sin embargo la media de la muestra tratada con BHT no fue

estadisticamente diferente a la media de la muestra control, por lo tanto es
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mas probable que este comportamiento pueda deberse a la dificultad del
BHT en disolverse o actuar directamente en la muestra, dado que no es

soluble en agua, lo cual limita su actividad antioxidante.

Las muestras de carne sumergidas en solucion de PGAL a una
concentracion de 100 mg/L y 500 mg/L no tuvieron diferencias estadisticas
significativas con respecto a las muestras control en el primer dia de
prueba, sin embargo las muestras sumergidas en PGAL a una
concentracion de 1000 mg/L, mostraron una media significativamente
menor a la media de las muestras control, lo que indica que a mayor
concentracion de PGAL, mayor serd su actividad antioxidante, es decir que
la concentracion de PGAL es significativa en los primeros tres dias de
prueba y desplazan la degradacion del peroxido a partir del tercer dia de
prueba, es decir la retrasan y la atendian en comparacion con las muestras

de BHT y control.

La media de las muestras tratadas con PGAL (100, 500 y 1000 mg/L) se
mantuvieron sin variaciones significativas (p < 0.05) durante los 7 dias de
prueba en comparacion a las muestras tratadas con BHT y las muestras
control, las cuales mostraron los valores significativamente mas altos en el
primer dia de prueba, como se observa en la tabla 5.1. Esto demuestra la
actividad antioxidante del PGAL en la carne, cuando se encuentra en
solucion acuosa, la cual mantiene los valores de peréxidos estables. A partir
del tercer dia de prueba se puede observar una reduccién significativa en
el valor de peroxidos de las muestras control y las muestras tratadas con
BHT, esto es debido a que los hidroperéxidos son inestables después de
su formacion y es posible que estuvieran presentes iniciadores de reaccion
en las muestras de carne, que son capaces de descomponer los

hidroperoxidos.

En cuanto al valor de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS)
en el dia 0 se tomaron muestras de todos los tratamientos, incluida la
muestra control, se homogenizaron para obtener la media de TBARS

representativa de todos los tratamientos, este valor fue de 0.21 mg MDA
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por Kg de muestra, lo que indica que la carne ya tenia un proceso de
oxidacion lipidica antes de la prueba. Los valores obtenidos de las
mediciones de TBARS se encuentran representados en la gréfica 5.6

2.5

=<3 -- control

—e— PGAL100 mg/L
«++sA++ PGAL500 mg/L
— O =PGAL1000 mg/L

—e—BHT

mg malonaldehido/Kg de muestra

tiempo (dias)

Grafica 5.6 Concentracién de Substancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS) expresadas

como mg malonaldehido/Kg de muestra mostradas durante los 7 dias de prueba.

Durante los primeros 3 dias de prueba no se observaron diferencias
estadisticas significativas entre las medias de los tratamientos, a excepcion
de las muestras tratadas con BHT, como se observa en la tabla 5.2. En el
quinto y séptimo dia de la prueba se observé un aumento significativo (p <
0.05) en la media de las muestras control con respecto a las muestras
tratadas con PGAL y BHT, lo que indica que hubo un efecto antioxidante
por parte del PGAL y el BHT, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre la media de las muestras tratadas con
PGAL (100, 500 y 1000 mg/L) y las muestras tratadas con BHT en el
séptimo dia de prueba, como se observa en la gréfica 5.7, lo que indica que
para esta prueba, la actividad antioxidante, tanto del PGAL como del BHT
mantienen los valores de TBARS estables o por debajo de las muestras

control.
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Gréfica 5.7 Intervalos de Confianza Simultaneos individuales de 95% por prueba de Fisher en el
séptimo dia de prueba. Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son

significativamente diferentes.

Comparando las medias de cada tratamiento con respecto a los dias de
prueba, se encontr6 que las muestras tratadas con PGAL a una
concentracion de 500 mg/L mostraron mayor variacion en sus valores de
peréxidos, en comparacion al resto de los tratamientos, como se observa
enlagrafica5.6 y enlatabla5.2. En las muestras tratadas con BHT también
se observo un incremento significativo en el valor de TBARS a partir del dia
3 de prueba. Las muestras tratadas con PGAL también mostraron
diferencias significativas entre los dias de prueba, sin embargo las
muestras tratadas con PGAL a una concentracion de 100 mg/L no
mostraron diferencias significativas entre los dias de prueba. En el caso de
las muestras tratadas a una concentracion de 500 mg/L Y 1000 mg/L
mostraron un aumento significativo en el valor promedio de TBARS siendo
mas notorio en el dia 7 de prueba. A pesar de este incremento, los valores
de TBARS se mantuvieron significativamente por debajo de la media de la
muestra control, lo que indica que el tratamiento con PGAL tuvo un efecto
significativo en los valores de TBARS, comprobando asi su efecto

antioxidante.
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5.2 Efecto antioxidante en la carne molida

Se realiz6 un segundo experimento para comprobar si existe una diferencia
en el efecto antioxidante cuando se homogeniza directamente el
antioxidante con la muestra. Bajo las mismas condiciones que en el primer

experimento, se obtuvieron los siguientes resultados:

1
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Gréfica 5.8 Concentraciéon de Hidroperdxidos expresados como uM de H20:2 en la carne molida

mostradas durante los 7 dias de prueba.

El valor inicial de perdxidos de todas las muestras fue de 0.242 uM de H20:2
lo que indica que la carne tenia un proceso temprano oxidativo de la carne.
Esto se comprueba al comparar este valor con el valor de peroxidos del
experimento 1 en el dia 0, siendo mayor en el experimento 1 con un valor

de 0.57 uM de H20: equivalentes en comparacion.

En la gréafica 5.8 se puede observar una fase de latencia desde el dia 0
hasta el dia 3 en el caso de las muestras control y la carne tratada con
PGAL a una concentracion de 500 mg/Kg, en el resto de las muestras esta
fase se extendio hasta el dia 5. Esto puede comprobarse de acuerdo a los

analisis estadisticos mostrados en la tabla 5.3 del anexo 3, comparando
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diferencias estadisticas significativas entre los dias de prueba en cada uno
de los tratamientos. Este comportamiento coincide con lo reportado por
Decker y otros., 2005, donde se menciona que el deterioro oxidativo de la
carne se ve retrasado, debido a la presencia de antioxidantes endégenos
en las muestras de carne molidas teniendo un incremento significativo a

partir del dia 5.

A pesar de que los tratamientos mostraron una fase de latencia, las
muestras tratadas con BHT mostraron los valores significativamente mas
bajos de perdxidos de todos los tratamientos, durante los 7 dias de prueba.
Esto demuestra la actividad antioxidante del BHT en prevenir la formacion
de compuestos de oxidacion primaria y la eficacia antioxidante preventiva
del BHT frente al PGAL cuando se aplica en carne molida. Comparando
este resultado con los obtenidos en el experimento 1, se observa que el
BHT tiene un mayor efecto antioxidante cuando se homogeniza
directamente con la muestra molida a diferencia de cuando se aplica en

solucioén.

Ahora bien, no hubo diferencias significativas entre las muestras tratadas
con PGAL y las muestras tratadas con BHT en el primer dia de prueba, las
diferencias comenzaron a notarse a partir del tercer dia de prueba, a
excepcion de la muestra tratada con PGAL a una concentracion de 1000
mg/Kg. De acuerdo con estas observaciones, se puede demostrar que la
actividad antioxidante del PGAL se ve afectada por su concentracion,
mientras que en los primeros dias de prueba previenen o retrasan la
autooxidacion lipidica, previniendo la formacién de hidroperéxidos, en los
siguientes dias funcionan como pro oxidantes, incrementando la cantidad
de hidroperéxidos en la carne y esta es mas notoria conforme incrementa
la concentracion de PGAL en la muestra y los valores se mantienen
estables a menor concentracion de PGAL. Ademas esto demuestra el
efecto de la forma de la carne sobre la difusion del antioxidante tanto del
PGAL como del BHT, ya que en la prueba 1 se vio el efecto contrario

mostrado en la gréafica 5.4.
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El mecanismo preventivo es mas notorio en las muestras tratadas con BHT,
porque su valor de peroxidos se mantiene por debajo del valor de las
muestras control, sin embargo en el séptimo dia este valor incrementa
significativamente, lo cual puede ser un indicador de un efecto prooxidante,
que trae como consecuencia un incremento en la cantidad de

hidroperéxidos en la muestra.

Los resultados obtenidos en la medicion de TBARS se muestran en la
grafica 5.8. Los valores de TBARS en el dia 0 fueron de 0.023 mg de
MDA/Kg de muestra, lo que indica que la carne no tenia un proceso de
oxidacion lipidica avanzado o este se encontraba en su etapa inicial, lo cual
se puede comprobar al comparar este valor con el obtenido en el
experimento 1, siendo mayor en este con un valor de 0.21 mg de MDA/Kg

de muestra en comparacion.
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Gréfica 5.9 Concentracion de Substancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) en la carne
molida, expresadas como mg de malonaldehido/Kg de muestra mostradas durante los 7 dias de

prueba.

El tratamiento con PGAL a 500 mg/kg de muestra, fue el Unico que mostro

valores de TBARS significativamente (p<0.05) por debajo de la media de
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las muestras control durante los 7 dias de prueba como se observa en la
grafica 5.8. Los valores de TBARS en las muestras tratadas con BHT
tuvieron un comportamiento similar al reportado por Zahid , y otros, 2019,
manteniéndose sin variaciones significativas, a partir del primer dia de
prueba, e incluso retrasaron la formacion de compuestos de oxidacion
secundaria. Este comportamiento también puede observarse con las

muestras tratadas con PGAL a una concentracion de 100 mg/kg.

En el primer dia de prueba se observa un incremento significativo (p<0.05)
en el valor de TBARS de todos los tratamientos, a excepcién de la muestra
tratada con PGAL a una concentracion de 500 mg/kg. En este mismo dia,
la media de la muestra tratada con BHT fue significativamente mayor a las
muestras tratadas con PGAL, lo que confirma el mecanismo antioxidante
preventivo del BHT el cual es méas evidente en los primeros dias de prueba.
Al descomponer los hidroperéxidos es mas probable que se incremente la
cantidad de compuestos de oxidacién secundaria en la muestra y por lo
tanto incrementa la concentracion de MDA. Incluso en el tercer dia de
prueba se mantiene significativamente por arriba de la media de las
muestras de PGAL a 500 mg/kg y 100 mg/kg. EI PGAL también actia
mediante el mecanismo antioxidante preventivo, solo cuando se aplica a
altas concentraciones en la carne, puede promover la descomposicion de
hidroperéxidos e incrementar al mismo tiempo la concentracion de MDA en
la muestra. Esto se ve demostrado por el incremento significativo de la
media de TBARS en la muestra tratada con PGAL a una concentracion de
1000 mg/kg en el tercer dia de prueba, la cual coincide con la reduccion
significativa en el valor de peréxidos de esta misma muestra, en el mismo
dia.

A partir del quinto dia de prueba, tanto las muestras tratadas con PGAL
como las muestras tratadas con BHT, mantuvieron su valor de TBARS
significativamente por debajo de la muestra control (ver grafica 5.9),
resultado de la actividad antioxidante de ambos, al inactivar los radicales
libres lipidicos en la carne se promueve la formacién de hidroperéxidos, en

consecuencia se reduce la concentracion de MDA en la muestra. Incluso
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este comportamiento coincide con el incremento en el valor de peroxidos a
partir del quinto dia de prueba, tanto en las muestras tratadas con PGAL
como las muestras tratadas con BHT, como se observa en la gréafica 5.8.
Aungue es mas notorio en las muestras tratadas con PGAL, dado que los
valores de TBARS de las muestras tratadas con PGAL a una concentracion
de 500 y 100 mg/Kg de muestra, se mantuvieron significativamente por
debajo de los valores de TBARS de la muestra control durante los 7 dias

de prueba.

Estos resultados demuestran que la formacion de peréxidos y de TBARS
depende de la forma en que se apliquen los antioxidantes a la carne y de
la carga o naturaleza del antioxidante. Por un lado las cadenas poliméricas
de PGAL tienen la caracteristica de ser multirradical y polianiénica, que le
permiten ser solubles en agua. Al aplicarse directamente en filetes de
carne, estas se mantienen cerca de su superficie, puesto que tienen una
mayor afinidad por las paredes celulares de fosfolipidos que mantienen la
region polar de las moléculas en el exterior de la pared celular, permitiendo
que las cadenas de polimero se mantengan mas cerca de ellas. Por este
motivo mantienen estables la formacion de hidroperoxidos, en los primeros
dias de prueba. Esto dio como resultado una reduccién y menor produccion
de compuestos de oxidacién secundaria, como se observa en la grafica 5.9,
para todas las muestras tratadas con PGAL. Por otro lado, el BHT
dificilmente tendrd actividad antioxidante al aplicarse directamente a la
carne en solucion acuosa, por lo menos durante los primeros dias, debido
a que no es soluble en agua. No obstante, al aplicarse directamente en la
carne molina, se notar4 mejor su actividad antioxidante al no estar presente
el agua en mayor proporcion, que le impida o limite su difusion en la

muestra.
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6. Conclusiones

1. En ambos experimentos, tanto en la carne molida, como en la carne
fileteada, se pudo comprobar el efecto antioxidante del PGAL. Sin embargo
es necesario hacer mediciones mas precisas, para conocer
concentraciones mas exactas, como las técnicas de cromatografia liquida
o de gases. Sin embargo este trabajo da un panorama amplio y un punto

de partida para futuros trabajos.

2. Se presenta el analisis sobre el nivel de oxidacién lipidica en la carne al
estar tratada o0 expuesta frente a un antioxidante con caracteristicas
naturales y sintéticas, comparando ademas la actividad antioxidante en
solucion acuosa con la carne sumergida y mezclada directamente en carne
molida. En consecuencia, se obtiene un estudio que permite observar la

actividad antioxidante del PGAL en la carne.

3. La actividad antioxidante del PGAL y del BHT son similares, varian
dependiendo de la forma y la concentracion en la que éstas son aplicadas
a la carne. Cuando la carne se deja sumergida en solucién acuosa con los
antioxidantes, El PGAL atenla y retrasa la formacion de peroxidos en
comparacion con el BHT durante los primeros dias de prueba. Cuando el
antioxidante se aplica de forma homogénea en carne molida, el PGAL
muestra un efecto prooxidante, es decir promueve la formacién de

hidroperoxidos, en comparacion con el BHT que los retrasa.

4. El polimero de acido géalico, demostro tener caracteristicas antioxidantes
gue compiten con el antioxidante sintético BHT en carne de bovino, por lo
gue puede ser considerado como una alternativa al uso de antioxidantes

sintéticos en la carne.
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ANEXOS

Anexo 1 Resultados de la estandarizacion de las técnicas de medicion
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Gréfica 5.2 Curva estandar de referencia en 36mM de H2SOa.
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Grafica 5.3 Curva estandar de MDA en 36mM de H2SOa.

Anexo 2 gréficas y tablas sobre andlisis estadisticos de resultados del

procedimiento con las muestras sumergidas en los tratamientos

ICs individuales de 95% de Fisher

Diferencias de las medias para IP_1
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5 un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significotivamente
diferentes.

Gréfica 5.5. Intervalos de Confianza Simultaneos individuales de 95% de confianza por prueba de
Fisher para el primer dia de prueba. Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes

son significativamente diferentes.
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Tabla 5.1 Valores medios de Indice de peroxidos (UM de H20: equivalentes) en las muestras de
carne durante su almacenamiento a 4 °C. Distintas letras mindsculas en la misma columna indican
diferencia significativa (p<0.05) por la prueba de Fisher. Letras mayuUsculas diferentes en la misma
fila, indican diferencia significativa (p<0.05) por la prueba de Fisher.
tratamientos dia 0 dial dia 3 dia5 dia7
control 0.57A  1.42+0.0562b  0.54+0.134 0.34£0.03*A  0.085%0.056%4
BHT 100 mg/L 0.578¢  2.14£0.0432A  0.54+0.0562%  0.3+0.1438¢  0.026+0.0013¢
PGAL 100 mg/L 0.57  0.6£0.053°A  0.6+0.022*A  0.71+0.25%A  0.32+0.083*A
PGAL 500 mg/L 0.57A 0.38+0.01b°A  0.615+0.142A  0.43+0.35%  0.075x0.014°
PGAL 1000 mg/L 0.57A 0.3+0.03¢A 0.713+0.19%*  0.21+0.073A  0.056+0.0423A
promedio 0.21 0.96+0.077 0.6+0.07 0.4+0.19 0.11+0.011

Tabla 5.2 Comparacion entre las medias de TBARS en las muestras de carne durante su
almacenamiento a 4 °C. Distintas letras minusculas en la misma columna indican diferencia
significativa (p<0.05) por la prueba de Fisher. Letras mayusculas diferentes en la misma fila, indican
diferencia significativa (p<0.05) por la prueba de Fisher.
tratamientos dia 0 dial dia3 dia5 dia7
control 0.21A4  0.22+0.092"  0.68+0.014*®  1.83+0.75%®  1.66+0.3628
BHT 100 mg/L 0.21*  0.2+0.0413A 0.31+0.01%8 0.5+0.01%8 0.8+0.009¢
PGAL 100 mg/L 0.21A  0.19+0.054*  0.61+0.045%*A  0.55+0.19°A  0.7+0.027°A
PGAL 500 mg/L  0.21B  0.096+0.019*  0.65+0.0683C  0.29+0.054°%  0.62+0.045°C
PGAL 1000 mg/L 0.21A 0.1+0.0224 0.49+0.0682°AB  0.51+0.24bAB 0.9+0.278
promedio 0.21 0.16+0.052 0.55+0.14 0.73+0.05 0.93+0.03

Anexo 3 Gréficas y tablas sobre analisis estadisticos de resultados con las

muestras molidas.

Tabla 5.3 Valores medios de indice de peréxidos (M de H20: equivalentes) en las muestras de
carne molidas, durante su almacenamiento a 4 °C. Distintas letras mintsculas en la misma columna
indican diferencia significativa (p<0.05) por la prueba de Fisher. Letras mayusculas diferentes en la

misma fila, indican diferencia significativa (p<0.05) por la prueba de Fisher.

tratamientos dia0 dial dia 3 dia5s dia7

control 0.24A 0.4+0.062®  0.33+0.042348 0.7+0.073¢ 0.68+0.06°¢C
BHT 100 mg/Kg 0.247 0.23+0.042°*  0.16+0.083% 0.12+0.06°A 0.45+0.079
PGAL 100 mg/Kg  0.244  0.35+0.014%7B (0,38+0.03*® 0.36+0.042°¢A8 (0.52+0.083°¢8
PGAL 500 mg/Kg  0.244 0.31+0.042%A  0.34+0.08*  0.57+0.0422%°8  0.87+0.032C
PGAL 1000 mg/Kg 0.248¢ 0.35+0.0143BC  0.19+0.013°C  0.43+0.2428 0.8+0.1134
promedio 0.24 0.33+0.06 0.3+0.08 0.44+0.2 0.66+0.16
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Tabla 5.4 Comparacion entre las medias de TBARS en las muestras de carne molida durante su
almacenamiento a 4 °C. Distintas letras minlsculas en la misma columna indican diferencia
significativa (p<0.05) por la prueba de Fisher. Letras mayusculas diferentes en la misma fila, indican
diferencia significativa (p<0.05) por la prueba de Fisher.
tratamientos dia 0 dial dia 3 dia5 dia7
control 0.023~ 0.14+0.02328 0.19+0.00128 0.13+0.0128 0.31+0.0772¢
BHT 100 mg/Kg 0.023*  0.15+0.0528 0.105+0.023°8  0.077+0.03P48 0.13+0.03%8
PGAL 100 mg/Kg 0.023* 0.083+0.01°°®  0.04+0.022°“8  0.054+0.023°®  0.035+0.02°A
PGAL 500 mg/Kg 0.023* 0.041+0.013% 0.051+0.01¢* 0.051+0.01b48 0.09+0.03%8
PGAL 1000 mg/Kg 0.023* 0.073+0.018°¢A8  0.06+0.02"8 0.06+0.023°A  0.045:0.04°A
promedio 0.023  0.097+0.041 0.1+0.055 0.074+0.028° 0.121+0.99°
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