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Resumen

RESUMEN

La utilizacién de antioxidantes naturales ha aumentado, no sélo por la demanda del
consumidor por alimentos naturales, también por un incremento en las limitaciones
legales sobre la utilizacion de antioxidantes sintéticos, debido a sus posibles efectos
carcinogénicos. Las hierbas y especias se utilizan como ingredientes tradicionales de
los alimentos, ademas de sus caracteristicas antioxidantes. Se han hecho estudios
sobre la actividad antioxidante de las plantas completas de especias y de sus extractos;
los resultados indican que una gran cantidad de extractos son tan efectivos como los
antioxidantes sintéticos BHA, BHT. Son de primera importancia los compuestos

fendlicos debido a su capacidad antioxidante.

Una pasta carnica es un sistema de dispersion similar a una emulsion aceite en
agua. Las pastas carnicas, debido a su composicién que incluye compuestos faciimente
oxidables como los pigmentos (hemoglobina y mioglobina) y lipidos insaturados, estan
sujetas a la accién de diversos agentes oxidantes, lo que deteriora su calidad. La
oxidacién de los pigmentos y de los lipidos puede retrasarse de varias formas, una de
ellas es por la utilizacién de antioxidantes.

El objetivo de la presente tesis fue determinar el efecto antioxidante de los extractos de
romero (Rosmarinus officinalis L..), salvia de bolita (Buddleia perfoliata Kunth) y orégano
(Origanum vulgare L.) en pastas de carne cruda de cerdo, asi como posibles
alteraciones en las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de estas pastas.

En la primera parte del estudio, el objetivo fue conocer las condiciones 6ptimas para
la extraccion de los compuestos antioxidantes presentes en las hierbas estudiadas; se
estudié de igual forma la concentracién y estabilidad de los compuestos con actividad
antioxidante en los extractos de las hierbas, de los compuestos con capacidad
antioxidante en forma individual, aislados de los extractos, y se compararon con
compuestos puros (reactivos analiticos). En esta parte, también se estudi6é el efecto
antioxidante de las quinonas aisladas del acido carnésico, y el efecto de la madurez
fisiologica de las hierbas en la concentracion de los compuestos con capacidad
antioxidante. En la segunda parte, se estudio el efecto de los extractos y compuestos
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aislados afiadidos en pastas carnicas, determinando parametros fisicoquimicos (color,
pH, TBARS, degradacion proteica) y fisicos (tamario de particula).

Los extractos de romero fresco en cloroformo presentaron mayor contenido de
carnosol y acido carnésico comparado con los de orégano seco y salvia fresca, mientras
que la concentracion mas alta de acido rosmarinico se obtuvo en el extracto de orégano
seco con etanol. Sin embargo, la eficiencia en la actividad antioxidante de los extractos
no dependi6é de su concentracion de fenoles totales, sino de la concentracion, polaridad
y estructura de los compuestos que forman parte de ellos; la actividad antioxidante, a la
vez, depende de la concentracién de compuestos con actividad antioxidante (la cual
estuvo en funcion del disolvente utilizado) y a factores como la composicién quimica y
microbiolégica de la pasta, asi como del tiempo y temperatura de almacenamiento de
las mismas. En general, bajo condiciones de bajo grado de oxidacion de las pastas, el
extracto etanélico de orégano seco es una buena alternativa como antioxidante natural.
Sin embargo, el extracto de romero fresco en cloroformo fue mas eficiente como
antioxidante que los extractos etanélicos de la misma hierba.

Con respecto a los disolventes empleados, se extrajo mayor cantidad de acido
carnésico y carnosol a partir de romero fresco y de orégano fresco y seco utilizando
cloroformo, mientras que se obtuvo mayor cantidad de acido rosmarinico en extractos
etanélicos de romero fresco, orégano fresco y seco y salvia fresca, si bien la
concentraciéon de acido rosmarinico en los extractos dependi6é del estado de madurez
de las hierbas utilizadas. Se encontré que el acido rosmarinico fue mas estable que el
acido carnésico, ya que una vez extraido de las hojas, el acido carndsico se oxido6
rapidamente para formar camosol, entre otros compuestos. El tiempo 6ptimo de
maceracién en etanol para obtener un maximo de actividad antioxidante dependi6 de la
hierba empleada: de 7 a 10 dias para orégano seco y salvia fresca, y 3 h para romero
fresco.

El color de las pastas estuvo relacionado con el grado de oxidacién; a mayores
TBARS, el color vari6 en un intervalo mayor. Si bien la deshidratacion de la superficie
de la pasta varia las coordenadas de color, a mayor temperatura de almacenamiento
hubo una disminucién en la intensidad y contribucion del rojo en la pasta, ademas de
aumentar la luminosidad. El extracto de romero fresco en cloroformo fue el mas
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eficiente para prevenir la oxidacién de pigmentos; de igual forma, el extracto etandlico
de romero fresco fue el mas eficiente antioxidante comparado con los extractos de
orégano seco y de salvia fresca. Los extractos etandlicos de orégano seco, romero
fresco y salvia fresca disminuyeron en mayor extension la oxidacién de oximioglobina y
TBARS que los compuestos antioxidantes por separado. De éstos, el acido carnésico
fue el mas eficiente; este acido present6 mayor capacidad antioxidante sobre la
oximioglobina, que la quinona del acido carnésico, si bien ésta dio lugar a la formacion
de compuestos con actividad antioxidante.

La pasta carnica fue un fluido pseudoplastico con una distribucion del tamafio de
particula monodispersa, con didmetro medio de 150 um. El tamafio de particula medio
mas pequefio se observé en las pastas a las que no se les afadieron extractos de
hierbas, mientras que los compuestos fendlicos presentes en los extractos etandlicos
incrementaron el didmetro medio. El tamafio de particula de estas pastas fue menor al
observado en las muestras afiadidas con acido rosmarinico, carnosol y acido carnosico
incorporados en forma individual. El arreglo molecular de los compuestos antioxidantes
aislados influyé en la reactividad de los grupos hidroxilo; por ello las pastas con acido
carnésico aislado de los extractos presentaron mayor diametro de particula que las
muestras con acido rosmarinico y con carnosol.

Las pastas con extractos etanolicos de orégano seco, romero fresco y salvia de
bolita fresca pueden considerarse como alimentos funcionales debido a que contienen
compuestos fenélicos con actividad antioxidante. Se observé también que los extractos
etandlicos disminuyeron la degradacion proteica.
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SUMMARY

The use of natural antioxidants has considerably increased during the last years. This
was due, not only because of consumers demand, but also as a result of regulations on
the use of synthetic antioxidants in foods. Herbs and spices have been used for
centuries as traditional food ingredients, in addition of having properties such as capacity
to reduce oxidation. A number of studies on the antioxidant effect of herbs and their
extracts have been reported; the results show that many of these extracts are as
efficient antioxidants as synthetic compounds, such as BHA and BHT. The compounds
mainly responsible for antioxidant properties are phenols.

A meat batter is a disperse system, similar to an oil-in-water emulsion. Due to its
composition, including compounds easily undergoing oxidation such as pigments
(hemoglobin and myoglobin) and unsaturated fats, meat batter quality rapidly
deteriorates. Pigment and lipid oxidation can be delayed by several means, among
others by adding antioxidants.

The objective of this thesis was to study the antioxidant effect of three herb extracts:
rosemary (Rosmarinus officinalis L.), Mexican sage or “salvia de bolita” (Buddleia
perfoliata Kunth) and oregano (Oniganum vulgare L.), in raw pork batters. Alterations in
physicochemical and functional properties were also studied.

The most suitable conditions for extracting antioxidant compound were studied. The
concentration in herbs, and the stability of these compounds in the herb extracts were
explored. Stability of the isolated compounds was compared to that of pure compounds
(analytical reagents). Concentration of antioxidant compounds was also study as an
effect of plant maturity. Quinones were isolated from carnosic acid, and their antioxidant
effect studied. Finally, the effect of plant extracts and isolated antioxidant compounds,
added to meat batters, was analyzed. The response variables were: physicochemical
(color, pH, TBARS, protein degradation) and physical (particle size distribution).

Fresh rosemary chloroform extracts contained higher concentrations of carnosol and
carnosic acid as compared to dry oregano and fresh sage extracts, whereas the highest
rosmarinic acid concentration was obtained from dry oregano ethanol extracts;
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rosmarinic acid concentration depends on plant maturity. However, the antioxidant
efficiency of the extracts did not depend on total phenol concentration, but on polarity
and structure of the phenol compounds. At the same time, antioxidant ability depend the
extracting solvent, as well as factors such as batter chemical composition, initial

microbial population, and storage time and temperature.

As far as solvents was concerned, chloroform was able to extract higher amounts of
carnosic acid and carnosol from fresh rosemary, and fresh and dry oregano, whereas
higher amounts of rosmarinic acid were obtained with ethanol from fresh rosemary, fresh
and dry oregano, and fresh sage. However, fresh rosemary chloroform extracts was a
more efficient antioxidant than fresh rosemary ethanol extracts.

Rosmarinic acid was more stable than carnosic acid; once extracted from the plant,
carnosic acid easily underwent oxidation forming carnosol, among other compounds.
The maximum antioxidant activity in ethanol extracts varied according to the herb: 7 to
10 days for dry oregano and fresh sage, and 3 h for fresh rosemary.

Meat batter color was related to oxidation degree (TBARS); the higher the value, the
more the color variation. Meat batter surface dehydration altered the color coordinates;
the higher the storage temperature, the lower the color intensity and redness, and the
higher the lightness. Fresh rosemary chloroform extracts was more efficient to prevent
pigment oxidation. In the same way, fresh rosemary ethanol extracts was the most
efficient overall oxidant. Dry oregano, fresh rosemary and fresh sage extracts were more
efficient in decreasing oxymyoglobin oxidation and TBARS than their antioxidant
compounds applied separately. Carnosic acid reduced oxymyoglobin oxidation on a
larger extent than carnosic acid quinones, although these compounds later formed
antioxidant compounds.

The studied meat batter showed pseudoplastic characteristics, with monodisperse
particle size distribution, 150 um average size. The smallest average particle size was
observed in batters with no herb extracts; phenol compounds in ethanol extracts
increased the average particle size, although it was smaller than the one showed in
batters with rosmarinic and carnosic acids, separately added. Hydroxyl group reactivity
was affected by the antioxidant compounds molecular arrangement; therefore, batters
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with carnosic acid showed larger particle size than those with rosmarinic acid and

carnosol. Ethanol extracts also inhibited protein degradation.

Batters with dry oregano, fresh rosemary and fresh sage ethanol extracts can be
considered as functional foods, due that they contain phenol compounds with high
antioxidant activity. Under the experimental conditions, dry oregano ethanol extracts was
a good alternative as a natural antioxidant in meat batters with low initial oxidation

degree, being ethanol a GRAS substance.




Indice general

iINDICE GENERAL

indice general

[ndice de figuras

indice de tablas

indice de anexos

1.

INTRODUCCION

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.

2.2.
2.3.

24,

2.5.

Extractos de plantas
2.1.1. Extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.)
2.1.2. Extracto de salvia de bolita (Buddleia perfoliata Kunth)
2.1.3. Extracto de orégano (Origanum vulgare L.)
Clasificacion de los productos carnicos
Composicién quimica de la carne
2.3.1. Proteinas
2.3.2. Carbohidratos
2.3.3. Lipidos
Propiedades fisicoquimicas
24.1. Color
24.2. ph
2.4.3. Oxidacion de lipidos
2.4.3.1. Mecanismos de autoooxidacion
2.4.3.2. Antioxidantes
2.4.3.3. Anadlisis de la estabilidad oxidativa de lipidos
Propiedades funcionales
2.5.1. Solubilidad de las proteinas
2.5.2. Emulsificaciéon
2.5.3. Viscosidad
2.5.4. Degradacion proteica
2.5.5. Tamanio de particula

3. JUSTIFICACION

Pag.

vii

viii

© o d b

10

14
15
15
16
18
18
20
20
21
26

35
36
37
38
39
40

42




Indice general

Pag.
4. OBJETIVOS 42
4.1. General 42
4.2. Especificos 42
5. MATERIALES Y METODOS 44
5.1. Obtencion de los extractos de hierbas 44
5.1.1. Extractos de romero fresco en cloroformo y en etanol 44
5.1.2. Extracto de romero fresco en cloroformo/etanol 45
5.1.3. Extractos de orégano fresco y seco en cloroformo y en etanol 45
5.1.4. Extracto de salvia fresca en etanol 46
5.2. Anadlisis y fraccionamiento de los extractos 46
5.2.1. Determinacion de la concentracion de fenoles totales 46
5.2.2. Cuantificacion de los compuestos con actividad antioxidante 46
5.2.3. Efecto de la madurez fisiolégica de las hierbas en la concentracién
de compuestos con actividad antioxidante 47
5.2.4. Efecto del tiempo de maceracion en la concentracion de compuestos
con actividad antioxidante 48
5.2.5. Solubilidad de los extractos 48
5.2.6. Aislamiento de los compuestos con actividad antioxidante de
extractos etandlicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca 49
5.2.7. Estabilidad de los compuestos con actividad antioxidante 49
5.3. Obtencioén de la quinona del acido carnésico 50
5.4. Preparacion de la pasta carnica 50
5.4.1. Incorporacién de compuestos antioxidantes a la pasta carnica 51
5.4.1.1. Extractos de hierbas 51
5.4.1.2. Extractos etanolicos de orégano seco, romero fresco y
salvia fresca y sus compuestos con actividad antioxidante 51
5.4.1.3. Quinona del acido carnésico . 52
5.4.2. Condiciones de almacenamiento y muestreo de las pastas carnicas
incorporadas con compuestos antioxidantes 53
5.5. Propiedades fisicoquimicas de la pasta carnica 54
56.5.1. Color ' 54
5.5.2. pH 54

ii



Indice general

5.6.

5.7.
5.8.

6.1.
6.2.
6.3.

6.4.

6.5.
6.6.
6.7.
6.8.

5.5.3. Oxidacién de lipidos

Propiedades funcionales de la pasta carnica

5.6.1. Viscosidad aparente

5.6.2. Actividad proteolitica presente en las pastas carnicas
5.6.2.1. Extraccién de proteinas miofibrilares
5.6.2.2. Caracterizacion de las fracciones proteicas

5.6.3. Tamaiio de particula

Disefio experimental y analisis estadistico

Estrategia experimental

RESULTADOS Y DISCUSION
Concentracién de fenoles totales en los extractos de hierbas
Concentracion de compuestos con actividad antioxidante
Efecto de la madurez fisiol6gica de las hierbas en la concentracién de
compuestos con actividad antioxidante
Efecto del tiempo de maceracion en la concentracién de compuestos
con actividad antioxidante
6.4.1. Extracto de orégano seco
6.4.2. Extracto de romero fresco
6.4.3. Extracto de salvia fresca
Solubilidad
Estabilidad de compuestos con actividad antioxidante
Obtencién de la quinona del acido carnésico
Propiedades fisicoquimicas de la pasta carnica
6.8.1. Color
6.8.1.1. Pastas con extractos de hierbas
6.8.1.2. Pastas con extractos etandlicos de orégano seco, romero
fresco y salvia fresca, y sus compuestos antioxidantes
(aislados del extracto y reactivos analiticos puros)
6.8.1.3. Pastas con acido carnésico y la solucién de la quinona del
acido carnésico
6.8.2. pH
6.8.2.1. Pastas con extractos de hierbas

Pag.
54
55
55
55
55
55
56
56
58

59
59
62

67

68

68
69
71

74
75

78
80
80
80

83

88

90
91

it



Indice general

Pag.
6.8.2.2. Pastas con extractos etanélicos de orégano seco, romero
fresco y salvia fresca, y sus compuestos antioxidantes
(aislados del extracto y reactivos analiticos puros) 91
6.8.2.3. Pastas con acido carnésico y la solucion de la quinona del
acido carnésico 94
6.8.3. Oxidacion de lipidos 95
6.8.3.1. Pastas con extractos de hierbas 95
6.8.3.2. Pastas con extractos etandlicos de orégano seco, romero
fresco y salvia fresca, y sus compuestos antioxidantes
(aislados del extracto y reactivos analiticos puros) 100
6.8.3.3. Pastas con acido carnésico y la solucion de la quinona del
acido carnésico 108
6.9. Propiedades funcionales de la pasta carnica 110
6.9.1. Viscosidad aparente 110
6.9.2. Degradacién proteolitica 111
6.9.3. Tamafio de particula 116
6.9.3.1. Pastas con extractos etandélicos de orégano seco, romero
fresco y salvia fresca, y sus compuestos antioxidantes
(aislados del extracto y reactivos analiticos puros) 116
6.9.3.2. Pastas con acido carnésico y la solucion de la quinona del
acido carnésico 122
7. CONCLUSIONES 124
8. BIBLIOGRAFIA 127
ANEXOS 143

RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION EN EL TEMA 181

PRODUCTIVIDAD DURANTE EL DESARROLLO DE LA TESIS 186

ARTICULO DE INVESTIGACION 190

iv



Indice de figuras

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

iNDICE DE FIGURAS

Pag.
Romero (Rosmarinus officinalis L.)
Mecanismo antioxidante del acido carnésico
Salvia real o salvia de bolita (Buddleia perfoliata Kunth)
Orégano europeo (Origanum vulgare L.) fresco y seco 10
Clasificacion de los productos carnicos por piezas y pastas 14
Mecanismo de autooxidacién de lipidos 23
Mecanismo de antioxidantes primarios 27
Estructura quimica del BHA, BHT y TBHQ 30
Estructura quimica del acido galico, acido carnésico, carnosol y
acido rosmarinico 33
Estrategia experimental 58
Cromatograma del extracto de orégano seco con 10 dias de
maceracién en etanol a 20°C. Obtenido por HPLC utilizando una
columna C43 a 284 nm 63
Cromatograma del extracto de romero fresco con 10 dias de
maceracion en etanol a 20°C. Obtenido por HPLC utilizando una
columna C4s a 284 nm 64
Cromatograma del extracto de salvia fresca con 10 dias de
maceraciéon en etanol a 20°C. Obtenido por HPLC utilizando una
columna Cys a 284 nm 64
Cambios en la concentracion de acido rosmarinico en el extracto de
salvia de bolita fresca (Buddleia perfoliata Kunth) obtenido de plantas
maduras y no maduras, por maceracion en etanol a 20°C 73

Cromatograma del compuesto X. Obtenido del acido rosmarinico

puro disuelto en etanol, por HPLC utilizando una columna Cg a

284 nm 76
pH en pastas carnicas afiadidas con orégano seco, romero fresco y

salvia seca, almacenadas a 20y a 4°C 92
Grado de oxidacion en pastas afiadidas con extractos etanélicos de
orégano seco, romero fresco y salvia fresca aimacenadas a 20y 4°C 101




Indice de figuras

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Pag.
Grado de oxidacion en pastas afiadidas con extracto etanolico de
orégano seco y sus compuestos con actividad antioxidante 102
Grado de oxidacion en pastas afiadidas con extracto etandlico de
romero fresco y sus compuestos con actividad antioxidante 105
Grado de oxidacién en pastas afiadidas con extracto etandlico de
salvia fresca y sus compuestos con actividad antioxidante 107

Grado de oxidacién en pastas afiadidas con acido carnésico y la

solucién de la quinona del acido carnésico, almacenadas a 20y a4°C 110
SDS-PAGE de proteinas miofibrilares de pastas carnicas afiadidas

con extracto etanélico de salvia fresca, orégano seco y romero

fresco, almacenadas a 20°C 114
SDS-PAGE de proteinas miofibrilares de pastas carnicas afiadidas

con extracto etanélico de salvia fresca, orégano seco y romero

fresco, almacenadas a 4°C 115
Diametro de particula en pastas afiadidas con extractos etanélicos

de orégano seco, romero fresco y salvia fresca almacenadas a 20

ya4°C 117
Diametro de particula en pastas afiadidas con extracto etanélico de
orégano seco y sus compuestos con actividad antioxidante 118
Diametro de particula en pastas afladidas con extracto etanélico de

romero fresco y sus compuestos con actividad antioxidante 120
Diametro de particula en pastas afiadidas con extracto etanélico de

salvia fresca y sus compuestos con actividad antioxidante 122
Diametro de particula en pastas afiadidas con acido carndsico y la

solucién de la quinona del acido carnésico, almacenadas a 20y a 4°C 123

vi



Indice de tablas

Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 6.
Tabla 6.
Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.
Tabla 10.

Tabla 11.

Tabla 12.

Tabla 13.

Tabla 14.

Tabla 15.

Tabla 16.

iNDICE DE TABLAS

Composicién media de carnes magras por 28 g de porcién comestible
Contenido de acidos grasos de carne magra y lardo de cerdo
Fuentes de variacion y variables de respuesta analizadas en los
experimentos realizados
Concentracion de fenoles totales por método de extraccion
Concentracion de fenoles totales en extractos de hierbas
Concentracion de fenoles totales
Concentracién de compuestos con actividad antioxidante de acuerdo
con la hierba utilizada para su extraccion
Concentracion de compuestos con actividad antioxidante de acuerdo
con el método de extraccion
Concentracion de compuestos con actividad antioxidante
Concentraciéon de compuestos con actividad antioxidante a dos
etapas de maduracioén de la planta
Concentraciéon de compuestos con actividad antioxidante en el
extracto de orégano seco, durante 10 dias de maceracién en etanol
Concentracion de compuestos con actividad antioxidante en el
extracto de romero fresco, durante 10 dias de maceracién en etanol
Concentraciéon de compuestos con actividad antioxidante en el
extracto de salvia fresca, durante 10 dias de maceracion en etanol
Solubilidad de los extractos en diferentes disolventes GRAS a 20°C
y 55°C
Tiempo de retencion y area de los compuestos obtenidos en la
solucién de la quinona del acido carnésico almacenada durante 0,
1.5y 4 horas a 20°C
Velocidad de deformacién y viscosidad aparente de la pasta

Pag.
15
17
57
59
60
61

61

65
66

67

69

71

72

74

79
111

vii



Indice de anexos

iNDICE DE ANEXOS
Pag.

Anexo 1. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracion del

compuesto X en el extracto etanélico de orégano seco 144
Anexo 2. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracién del

compuesto X en el extracto etandlico de romero fresco 145
Anexo 3. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracion del

compuesto X en el extracto etandlico de salvia fresca 146
Anexo 4. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracién de

acido rosmarinico en el extracto etanélico de orégano seco 147
Anexo 5. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracion de

acido rosmarinico en el extracto etanélico de romero fresco 148
Anexo 6. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracién de

acido rosmarinico en el extracto etandélico de salvia fresca 149
Anexo 7. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracion de

carnosol en el extracto etandlico de orégano seco 1560
Anexo 8. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracion de

carnosol en el extracto etanélico de romero fresco 151
Anexo 9. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracién de

carnosol en el extracto etandlico de salvia fresca 152
Anexo 10. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracion de

acido carnésico en el extracto etanélico de orégano seco 1563
Anexo 11. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracién de

acido carnésico en el extracto etanélico de romero fresco 154
Anexo 12. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentraciéon de

acido carnésico en el extracto etandlico de salvia fresca 155
Anexo 13. Cromatogramas de la solucién de la quinona del acido carnésico

alas 0, 1.5y 4 horas de almacenamiento a 20°C. Obtenido por

HPLC utilizando una columna C43 a 284 nm 156

Anexo 14. Valores medibs de TBARS, pH y color (luminosidad, cromaticidad
y tonalidad) en pastas carnicas afiadidas con extractos de orégano
fresco y seco y romero fresco, obtenidos con cloroformo y con
etanol, con alta y baja oxidacion inicial de lipidos, almacenadas a

viii



Indice de anexos

Anexo 15.

Anexo 16.

Anexo 17.

Anexo 18.

Anexo 19.

Anexo 20.

Anexo 21.

Anexo 22.

Pag.
20 y a 4°C durante un total de 72 h 157
Valores medios de TBARS, pH y color (luminosidad, cromaticidad
y tonalidad) en pastas carnicas afiadidas con extractos de orégano
fresco y seco, y romero fresco obtenidos con cloroformo y con
etanol (confundiendo los efectos de temperatura, tiempo y oxidacion
inicial de las pastas) 168

Valores medios de TBARS, pH, color (luminosidad, cromaticidad

y tonalidad), diametro de particula y concentracién de proteinas de

200 y 45 kDa en pastas carnicas afladidas con extractos etanolicos

de orégano seco, romero fresco y salvia fresca, almacenadas a 20

ya4°C 159
Efecto del tiempo de almacenamiento en el color (luminosidad,
cromaticidad y tonalidad) en pastas carnicas afiadidas con

extracto etandlico de orégano seco, romero fresco y salvia fresca
almacenadas a 20°C 160
Efecto del tiempo de almacenamiento en el color (luminosidad,
cromaticidad y tonalidad) en pastas carnicas afiadidas con

extracto etanélico de orégano seco, romero fresco y salvia fresca
almacenadas a 4°C 161
Efecto del tiempo de almacenamiento en el color (luminosidad,
cromaticidad y tonalidad) en pastas carnicas afiadidas con

extracto etandlico de orégano seco, y sus compuestos con

actividad antioxidante 162
Efecto del tiempo de almacenamiento en el color (luminosidad,
cromaticidad y tonalidad) en pastas carnicas afiadidas con

extracto etanélico de romero fresco y sus compuestos con

actividad antioxidante 163
Efecto del tiempo de almacenamiento en el color (luminosidad,
cromaticidad y tonalidad) en pastas carnicas afiadidas con

extracto etandlico de salvia fresca y sus compuestos con

actividad antioxidante 164
Valores medios de TBARS, pH, color (luminosidad, cromaticidad

y tonalidad) y diametro de particula en pastas carnicas afiadidas

ix



Indice de anexos

Pag.
con &cido carnésico y solucion de la quinona del acido carnésico,
almacenadas a 20 y a 4°C durante un total de 72 h 165
Anexo 23. Luminosidad en pastas carnicas afiadidas con acido carnésico y

solucion de la quinona del acido carndsico almacenadas a 20y a 4°C 166
Anexo 24. Cromaticidad en pastas carnicas afiadidas con acido carnésico y

solucion de la quinona del acido carnésico almacenadas a 20y a 4°C 167
Anexo 25. Tonalidad en pastas carnicas afiadidas con &cido carndsico y

solucién de la quinona del acido carnésico almacenadas a 20y a 4°C 168
Anexo 26. pH en pastas carnicas afiadidas con extractos de orégano fresco

y seco y romero fresco obtenidos con cloroformo y con etanol,

con alta y baja oxidacion inicial de lipidos, almacenadas a 20°C 169
Anexo 27. pH en pastas carnicas afiadidas con extractos de orégano fresco

y seco y romero fresco obtenidos con cloroformo y con etanol,

con alta y baja oxidacion inicial de lipidos, almacenadas a 4°C 170
Anexo 28. pH en pastas carnicas afiadidas con extractos etandlicos de

orégano seco, romero fresco y salvia fresca y sus compuestos

con actividad antioxidante 171
Anexo 29. pH en pastas carnicas afadidas con acido carndésico y solucién de

la quinona del acido carnésico, almacenadas a 20y a 4°C 172
Anexo 30. Grado de oxidacion (TBARS) en pastas carnicas afadidas con

extractos de orégano fresco y seco y romero fresco obtenidos con

cloroformo y con etanol, con alta y baja oxidacién inicial de lipidos,

almacenadas a 20 y a 4°C por un totalde 72 h 173
Anexo 31. Grado de oxidacién (TBARS) en pastas carnicas afiadidas con

extractos etanélicos de orégano seco, romero fresco y salvia

fresca almacenadas a 20y a 4°C 174
Anexo 32. Grado de oxidacién (TBARS) en pastas carnicas afiadidas con

extractos etanélicos de orégano seco, romero seco y salvia fresca

y sus compuestos con actividad antioxidante 175
Anexo 33. Grado de oxidacion (TBARS) en pastas carnicas afiadidas con

acido carnésico y solucion de la quinona del acido carnésico

almacenadas a 20y a 4°C 176




Indice de anexos

Anexo 34.

Anexo 35.

Anexo 36.

Anexo 37.

Pag.
Distribuciéon de tamario de particula de la emulsion carnica
estudiada 177
Diametro de particula en pastas carnicas afiadidas con extractos
etanélicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca
almacenadas a 20y a 4°C 178
Diametro de particula en pastas carnicas afadidas con extractos
etanélicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca, y
sus compuestos con actividad antioxidante 179
Diametro de particula en pastas carnicas afiadidas con acido
carnésico y solucion de la quinona del acido carnésico
almacenadas a 20 y 4°C 180

xi



Introduccién

1. INTRODUCCION

En vista de los problemas en el mundo para abastecer de alimentos a una poblacién
mundial en expansién continua, existe un creciente interés por obtener la maxima produccion
de alimentos de origen animal y vegetal asi como minimizar las pérdidas derivadas de los
insectos, los roedores, los microorganismos, los cambios fisicoquimicos, etcétera. Teniendo
en cuenta el papel clave de la carne y otros alimentos de origen animal en la dieta de la
mayoria de las sociedades actuales, su importancia crucial al proporcionar proteinas de alta
calidad, minerales y vitaminas, parece indudable que la demanda de estos alimentos
continuara en ascenso (Price y Schweigert, 1994).

Por otra parte, la incorporacion de la mujer en la actividad econémica ha requerido
cambios substanciales en los tiempos que se invierten en la elaboracién de alimentos para la
familia; ya que estos son mucho menores que los empleados en décadas anteriores, se
necesitan alimentos de facil preparacion. En este sentido, las carnes frias o embutidos
representan nuevas alternativas que han encajado perfectamente con estas necesidades
actuales. De acuerdo con datos reportados por el Consejo Nacional de Empacadores de
Carnes Frias y Embutidos, A. C., la produccién de salchichas tuvo una participacion de
42.8% de la produccion nacional de embutidos durante 1996 (Guias Empresariales, 2008).

De acuerdo con la clasificacion reportada por Carballo-Garcia y Lépez de Torre (1991),
los productos carnicos se dividen en dos grandes grupos: aquellos constituidos por piezas
(paquetes musculares con y sin hueso) y los constituidos por pastas (elaborados con carnes
con diferentes grados de troceado); como ejemplo de las ultimas estan los embutidos.

Una pasta cérnica es un sistema de dispersion similar a una emulsién aceite en agua
(Flores y Bermell, 1985), por ello se describe como una mezcla finamente molida de tejido
muscular, particulas de grasa, agua, sal y otros ingredientes que dan como resultado un
producto carnico homogéneo con una estructura compleja (Gordon y Barbut, 1992b). Las
pastas carnicas, debido a su composicién que incluye compuestos faciimente oxidables
como los pigmentos (hemoglobina y mioglobina) y lipidos insaturados, estan sujetas a la
accion de diversos agentes oxidantes, lo que deteriora su calidad. La oxidacién de los
pigmentos y de los lipidos puede retrasarse de varias formas, una de ellas es por la
utilizacién de antioxidantes, los principalmente utilizados en los alimentos son los fenoles
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mono o polihidricos con varias sustituciones en el anillo, en virtud de que son excelentes
donadores de electrones o de hidrégeno (Shahidi y col., 1992; Nawar, 1993).

La utilizacién de antioxidantes naturales se ha incrementado, no sé6lo por la demanda del
consumidor por alimentos naturales, sino también por un incremento en las limitaciones
legales sobre la utilizacion de antioxidantes sintéticos, debido a sus posibles efectos
carcinogénicos. Las hierbas y especias se utilizan como ingredientes tradicionales de los
alimentos, ademas de sus caracteristicas antioxidantes. Algunos ejemplos de ellas son el
orégano mexicano (Poliomintha longiflora Gray) y europeo (Origanum vulgare L.), el romero
(Rosmarinus officinalis L.), la salvia europea (Salvia officinalis L.), el tomillo (Thymus vuigaris
L.), la mejorana (Origanum majorana L.), el jengibre (Zingiber officinale Roscoe), la pimienta
(Piper nigrum L.), el clavo (Sysygium aromaticum L.). Se han hecho estudios sobre la
actividad antioxidante de las plantas completas de especias y de sus extractos; los
resultados indican que una gran cantidad de extractos (tomillo, romero, salvia, orégano,
jengibre, clavo) son tan efectivos como los antioxidantes sintéticos BHA, BHT (Madhavi y
col., 1996).

En afios recientes se ha incrementado el interés por el papel que desempefia la dieta en
la salud humana. Varios estudios epidemiolégicos han demostrado que el alto consumo de
alimentos basados en plantas estd asociado con una reducciéon en la incidencia de
enfermedades crénico-degenerativas como la aterosclerosis y el cancer (Dillard y German,
2000; Shahidi, 2004; Lila y Raskin, 2005; Housome y col., 2008; Nautiyal y col., 2008). Por
ello, se ha expresado un gran interés por los alimentos funcionales. Estos son similares en
apariencia a los alimentos convencionales, se consumen como parte de la dieta basica, pero
adicionalmente mejoran el estado de salud, mas alla del aspecto nutricional esperado por un
alimento convencional (Dillard y German, 2000; Shahidi, 2004; Lila y Raskin, 2005). El
compuesto funcional puede ser un micro o0 macronutriente esencial, un nutriente que no se
considera como esencial o un compuesto no nutritivo (Dillard y German, 2000). Los
nutracéuticos son compuestos extraidos de los alimentos, y tienen beneficios fisiolégicos y/o
dan proteccion contra enfermedades crénicas (Dillard y German, 2000; Shahidi, 2004; Lila y
Raskin, 2005). A corto plazo, se espera que el consumo de alimentos funcionales y
nutracéuticos provea a la poblacién menor incidencia de enfermedades; a largo plazo se
espera que incrementen la esperanza de vida saludable (Shahidi, 2004). Los beneficios a la
salud y prevencion de enfermedades de los alimentos funcionales comprenden diferentes
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areas, como el tratamiento contra el cancer, la aterosclerosis y otras enfermedades
cardiovasculares, el proceso de envejecimiento y la diabetes, entre otros. Los efectos
benéficos son debido a la mezcla de compuestos bioactivos que contienen, especialmente
los vegetales, los cuales pueden actuar en forma cooperativa y sinergistica (Dillard y
German, 2000; Shahidi, 2004; Lila y Raskin, 2005), ya sea como sustratos para reacciones
bioguimicas, cofactores o inhibidores de reacciones enzimaticas, secuestrantes que unen o
eliminan compuestos indeseables, eliminadores de quimicos reactivos o téxicos. Entre los
fitoquimicos se incluyen terpenoides, compuestos fendlicos, alcaloides y fibra. Los
compuestos fenélicos mas importantes que se consumen como parte de la dieta son los
acidos fendlicos y los polifenoles (Dillard y German, 2000). En los alimentos funcionales los
compuestos fendlicos actian via antioxidacion y disminucion del estrés oxidativo, en forma
directa por la inactivaciéon de radicales libres y en forma indirecta secuestrando los iones
metdlicos que pueden actuar como prooxidantes (Kahkénen y col., 1999; Dillard y German,
2000; Shahidi, 2004; Rodrigo-Garcia y col., 2006; Nautiyal y col., 2008). En general, los
radicales libres son naturalmente producidos, ya que se consumen aproximadamente 3.5 kg
de oxigeno diariamente, parte de éste no se reduce completamente, por lo que se induce la
formacion de radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno, tales como superoéxido, y
radicales hidroxilo, peroxilo y alcoxilo, asi como peréxido de hidrégeno. Por ello, se forman
varios gramos de peréxidos y otras especies reactivas en el organismo humano y pueden
causar enfermedades, como diabetes, infecciones, inflamaciones, mal de Parkinson, artritis,
aterosclerosis y cancer, entre otras (Shahidi, 2004).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Extractos de plantas

Los extractos son formas concentradas de sustancias naturales obtenidas por tratamiento
de materiales crudos con un disolvente, removiendo posteriormente el disolvente completa o
parcialmente. Pueden ser fluidos (extractos liquidos), sélidos, en polvo (extractos secos) o

tinturas (Leung y Foster, 1996).

Las plantas sintetizan una gran diversidad de compuestos organicos a los que se les
conoce como metabolitos secundarios, éstos pueden desempeifiar varias funciones, desde
estructurales hasta de proteccién (Dillard y German, 2000; Robbins, 2003).

Los fenoles son compuestos que tienen uno o varios grupos hidroxilo unidos directamente
a un anillo aromatico (Morrison y Boyd, 1970b). Se dividen en fenoles simples y en
polifenoles. La concentracién en que estos compuestos se encuentran en los alimentos varia
ampliamente; depende de factores tales como especie (Pizzale y col., 2002), variedad,
condiciones de crecimiento, madurez de la planta al momento de cosecharse,
almacenamiento y tipo y duracién de procesamiento (Macrae y col., 1993c; Nautiyal y col.,
2008).

Los metabolitos secundarios de plantas estan formados por 4 grandes grupos:
compuestos fenoélicos y polifendlicos, terpenoides, alcaloides y compuestos que contienen
azufre (Hounsome y col., 2008). Basandose en el nimero de grupos fenol (anillo aromatico
con la substituciébn de, al menos, un grupo hidroxilo) en la molécula, los compuestos
fendlicos se clasifican en fenoles simples y polifenoles, los primeros poseen un grupo fenol;
los ultimos se dividen en flavonoides, aquellos que presentan dos subunidades, y taninos,
aquellos que poseen tres 0 mas subunidades (Robbins, 2003). Los flavonoides son los mas
numerosos; incluyen a los flavonoles (quercetina y kaempferol), flavonas (apigenina,
luteolina), antocianidinas (cianidina, malvidina), chalconas, y dihidrochalconas e isoflavonas.
Muchos de ellos son pigmentos que dan color a frutas y vegetales (Hounsome y col., 2008).

Por otra parte, los acidos fenélicos presentan en su estructura, al menos, un grupo fenol y
un grupo carboxilo; ejemplo de ellos son los acidos galico, cafeico, vainillico, cinamico,
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salicilico, rosmarinico y carnésico. Tienen diversas funciones en la planta: absorcion de
nutrientes, componentes estructurales, antioxidantes (Robbins, 2003), defensa contra
patégenos y herbivoros (Petersen y Simmonds, 2003), ademas de contribuir al sabor amargo
y astringente (Hounsome y col., 2008). Por la diversidad y complejidad de las mezclas de
compuestos fendlicos en los extractos de hierbas, es dificil caracterizar cada uno de ellos, ya
que cada hierba contiene diferentes compuestos en funcién a la variedad, estado de
madurez, condiciones de crecimiento, tipo de suelo y almacenamiento postcosecha (Zheng y
Wang, 2001; Nautiyal y col., 2008); ademas, cada compuesto posee diferente actividad
antioxidante (Zheng y Wang, 2001). La mayoria de los compuestos fenélicos se forman a
partir de fenilalanina y, en menor cantidad, a partir de tirosina; el peso molecular difiere
ampliamente, ademas de sus caracteristicas de hidrofobicidad o hidrofilicidad. Esta
propiedad incrementa la eficiencia de la mezcla de compuestos fenoélicos al aplicarlos en
diversos medios como grasas, emulsiones y productos susceptibles a la oxidacion (Shahidi,
2004).

2.1.1. Extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.)

El romero pertenece a la familia Labiatae, la cual esta compuesta por 3500 especies,
aproximadamente (Macrae y col., 1993b; Argueta, 1994), entre los que se encuentran una
gran cantidad de hierbas utilizadas como especias, en la preparaciéon de bebidas o en la
medicina tradicional; algunas de ellas también se utilizan para la obtenciéon de aceites
esenciales o de extractos. Estos ultimos tienen el sabor y aroma caracteristico de cada uno
de los miembros de esta familia; asimismo, el contenido y composicién de los mismos, en
especial la del aceite esencial, determina su valor econémico que puede variar ampliamente
entre especies (Macrae y col., 1993b). Ejemplos de hierbas que forman parte de esta familia
son el toronjil, la albahaca, la mejorana, la menta, el orégano europeo, el romero, la salvia
europea y el tomillo (Macrae y col., 1993b; Argueta, 1994). El romero es un arbusto de 1 a
1.5 m de altura, muy aromatico, siempre verde, ramificado y con tallo cuadrado. Las hojas
son angostas en forma de agujas, rigidas, color verde en el haz y blanquecinas en el envés.
Tiene pocas flores que pueden ser de color azul claro, raramente de color rosa o blanco y
que se encuentran en la unién del tallo y la hoja (Figura 1) (Macrae y col., 1993b; Argueta,
1994). Los frutos tienen cuatro semillas pequeiias en forma de nueces (Argueta, 1994). Es
una planta originaria de la Regién Mediterranea y crece en climas calidos, semicalidos,
semisecos y templados. En México se tiene conocimiento de que se utiliza como planta
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medicinal en los estados de Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, México,
Morelos, Oaxaca, Puebla, Sonora, Tlaxcala, Veracruz y Distrito Federal (Argueta, 1994).

Figura 1. Romero (Rosmarinus officinalis L.)

Munné-Bosch y Alegre (2001) reportaron la presencia de acido carnésico y sus
compuestos de oxidacion en diferentes partes de la planta de romero, encontrando que la
mayor concentracion esta en las hojas, siguiéndole en orden descendente las flores (los
sépalos presentan mayor concentracion que los pétalos), las semillas y el tronco; la raiz no
contiene diterpenos. Asimismo, estos autores analizaron las fracciones subcelulares de la
hoja como cloroplastos, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y membrana plasmatica, por
ser los tejidos que contienen mayor concentracién de diterpenos. En los cloroplastos
encontraron acido camdsico, carnosol, rosmanol, isorrosmanol, acido 12-o-metilcarnésico y
11,12-di-o-metilisorrosmanol, siendo el acido carndsico el que se encuentra en mayor
concentracion. Los ultimos dos compuestos también estuvieron presentes en el reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi y membrana plasmatica. Los autores referidos proponen que
el acido camnésico puede tener la funcion de proteger a los cloroplastos del estrés oxidativo
in vivo debido a que, en condiciones de sequia o estrés inducido por alta luminosidad, las
concentraciones de diterpenos oxidados (rosmanol, isorrosmanol y 11,12-di-o-
metilisorrosmanol) se incrementa debido a la actividad antioxidante del acido. Otros autores
han reportado que el acido carnésico es el principal compuesto que le confiere actividad
antioxidante a los extractos; sin embargo, contiene otros diterpenos que actian como
antioxidantes como son el carnosol (Aruoma y col., 1992; Hopia y col., 1996), rosmanol,
epirrosmanol, isorrosmanol, rosmaridifenol y rosmariquinona (Jadhav y col., 1996;
Rajalakshmi y Narasimhan, 1996), asi como acido rosmarinico (Del Bafio y col., 2003;
Rababah y col., 2004; Wellwood y Cole, 2004; Seydim y col., 2006), entre otros.
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Por otro lado, se ha observado que el acido carnésico es inestable, su degradacion se
acelera en disolventes polares (Del Bafio y col., 2003), y por incrementos en la temperatura y
por su exposicion a la luz (Okamura y col., 1994); asimismo, en presencia de oxigeno puede
oxidarse para formar carnosol, rosmanol, epirrosmanol, 7-metil-epirrosmanol (Madsen y
Bertelsen, 1995; Masuda y col., 2001). Se ha reportado que el acido carnésico y el carnosol
son buenos inactivadores de radicales peroxilo (Aruoma y col.,, 1992; Madsen y Bertelsen,
1995; Masuda y col., 2001), por tanto, son antioxidantes primarios. Aunado a esto, se ha
observado que, ademas de inhibir la formacién de hidroperéxidos, también previenen su
degradacién (Frankel y Huang, 1996; Brewer, 2009).

Masuda y col. (2001) propusieron que el mecanismo de antioxidacién procede a través
de una reaccion por la cual el acido carnésico inactiva a dos radicales libres, utilizando los
dos grupos hidroxilo en el anillo aromatico, para dar lugar a la formacién de dos quinonas
(Figura 2); la formacion de una u otra depende de la selectividad del radical en la posicién de
acoplamiento. Los mismos autores (Masuda y col., 2002) reportaron que, debido a su
inestabilidad, la o-quinona puede participar en reacciones de oxido-reduccion e
isomerizacion para formar otros compuestos, aunque dependiendo de las propiedades del
disolvente en el que se encuentre seran los productos formados. Cuando el disolvente es
metanol, se forman acido carnésico, carnosol, lactona 8-carnésica y 7-O-metilrosmanol; en
una mezcla acetonitrilo-agua los productos son acido carnésico, carnosol, lactona 8-
carnésica y rosmanol; en acetonitrilo los compuestos que se obtienen son acido carnésico y
un compuesto no identiﬁéado. A excepcion de la lactona 8-carnésica el resto de los
compuestos presenta efecto antioxidante, por lo tanto pueden contribuir a esta actividad aun
después de que el acido carnésico se haya consumido.
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Figura 2. Mecanismo antioxidante del acido carnésico. (1) acido carnésico, (2) y (3)
quinonas del &cido carnésico (Masuday col., 2001)
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Otra caracteristica importante del extracto de romero es que su actividad antioxidante en
emulsiones se incrementa conforme el pH disminuye, posiblemente debido a que se
favorece la distribucion, tanto del acido carnésico como del camosol, en la fase oleosa o
hacia la interfase aceite-agua. Asimismo, estos compuestos son mas estables y su efecto
protector puede durar mas tiempo durante la oxidacién y/o tener mayor capacidad reductora
a menor pH (Frankel y col., 1996).

2.1.2. Extracto de salvia de bolita (Buddleia perfoliata Kunth)

A esta hierba se le conoce como salvia real o salvia de bolita, pertenece a la familia
Buddleiaceae. Es un arbusto de 1 m de altura, tiene varias ramas y muchos pelillos cuya
terminacién es en forma de estrella; es de color verde-amarillento a café. Las hojas son mas
largas que anchas y aterciopeladas en ambas caras; las flores son amarillas con forma de
cabezuelas (Figura 3). Los frutos son ligeramente alargados y contienen varias semillas. Es
una planta originaria de México. Los estados en los que se utiliza con fines medicinales son
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Puebla y Distrito Federal (Argueta, 1994), Tiaxcala
(Betancourt y col., 2003), México (Cortés, 2000), San Luis Potosi, Veracruz, Querétaro
(Martinez, 1979) y Morelos.

Figura 3. Salvia real o salvia de bolita (Buddleia perfoliata Kunth)

En informacién reportada por Gutiérrez y Betancourt (2003) relacionada con la
comercializaciéon de los recursos herbolarios y de sus productos derivados en México, la
salvia europea (Salvia officinalis L.) que se consume o exporta de México es frecuentemente
adulterada con Buddleia perfoliata Kunth. Se tiene conocimiento de que se extrae aceite
esencial, resina, acidos tanico, galico y oxalico de toda la planta de salvia de bolita (Argueta,
1994). Hernandez-Hemandez (2004) reportan que el extracto obtenido con cloroformo actia
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como prooxidante de los lipidos y de la oximioglobina en una pasta carica, cuando las
condiciones son altamente oxidantes (elevada oxidacién inicial de lipidos, incorporacion de
aire a las pastas, almacenamiento a temperatura ambiente). Sin embargo, el extracto
obtenido con etanol presenta efecto antioxidante sobre lipidos y oximioglobina.

2.1.3. Extracto de orégano (Origanum vulgare L.)

El orégano europeo, al igual que el romero, pertenece a la familia Lamiaceae y es de
origen Mediterraneo. Son pequefios arbustos de 40 cm a 1.5 m de altura, de tallos erectos;
sus hojas son simples, de color verde cenizo, muy olorosas, ovaladas con bordes enteros,
acabadas en punta y se recubren de pelusilla por ambas caras brotando en pares enfretados
de cada nudo (Figura 4). Las flores son pequefias, de color blanco, nacen en inflorescencias
terminales muy ramificadas (Macrae y col., 1993b; Ciencia y Desarrollo, 2008; SAGARPA,
2008).

Figura 4. Orégano europeo (Origanum vulgare L.) fresco y seco

Se cultiva en zonas templadas de México (Huerta, 2002), algunos de los estados
productores son Chihuahua, Durango, Tamaulipas, Coahuila, Jalisco, Zacatecas, Querétaro,
Hidalgo, Baja California Sur, Puebla y Estado de México. En el mercado internacional
Turquia, Grecia y México son los principales paises proveedores de orégano seco; sin
embargo, Turquia y México aportan el 65 y 31% de la produccién, respectivamente (Ciencia
y Desarrolio, 2008). Los productos derivados del orégano son: las hojas frescas y secas que
se emplean en la medicina tradicional (Huerta, 2002), en la cocina para aromatizar platillos y
en la industria alimentaria; el aceite esencial del que se manufacturan medicamentos para
salud humana y animal y, extractos para la elaboracién de licores, cosméticos, diferentes
productos de aromaterapia y fungicidas, entre otros (Ciencia y Desarrollo, 2008; SAGARPA,
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2008). La mayoria de las especias tienen caracteristicas distintivas en cuanto al aroma y
apariencia cuando estan enteras y s6lo unas cuantas de ellas presentan un gran parecido
cuando estan pulverizadas, este Ultimo caso es el que presentan el orégano europeo que no
puede diferenciarse rapidamente del orégano mexicano (Lippia spp).

El orégano presenta un alto contenido de aceite esencial cuyos principales componentes
son el timol y el carvacrol, siendo este Ultimo el que se encuentra en mayor concentracion.
Por otra parte, se ha reportado que el aceite tiene una gran variacién en el contenido de
compuestos fenélicos en comparacién con otras especies, debido a diferencias en el afio de
cosecha, area de cultivo y otras variables asociadas (Rhyu, 1979). Otro aspecto que cabe
resaltar es el hecho de que la concentracion de timol y carvacrol en el aceite es la que
determina el valor en el mercado de este ultimo (Ciencia y Desarrollo, 2008). Por otro lado,
Zheng y Wang (2001) reportaron que el extracto obtenido con una solucién amortiguadora de
fosfato presenté un alto contenido de fenoles totales (11.80 mg/g de peso fresco); asimismo
su actividad antioxidante fue superior a la del tocoferol y similar a la del BHA contra la
oxidacion de acido linoleico, ademas de tener un alto contenido de acido rosmarinico y
compuestos derivados del 4cido hidroxicinamico.

2.2, Clasificacién de los productos carnicos

Existe una gran variedad de factores a considerar para clasificar a los productos carnicos;
en general se consideran la integridad del musculo, el tamafio del grano de carne y de la
grasa picada, la incorporaciéon de subproductos de la matanza (sangre, cueros de cerdo), si
es un embutido dentro de un funda o tripa, las técnicas de fabricacion o el tratamiento
aplicado (calor, ahumado, deshidratacién, refrigeracién), el tipo y cantidad de especias y
aditivos utilizados, las caracteristicas fisicoquimicas y origen étnico, generandose de esta
forma una amplia gama de clasificaciones (Rosmini y Schneider, 2000).

Segun la clasificacion de Carballo-Garcia y Lépez de Torre (1991), los productos carnicos
se dividen en dos grandes grupos: aquellos constituidos por piezas (paquetes musculares
con y sin hueso) y los constituidos por pastas (elaborados con carnes mas o menos
troceadas) (Figura 5).

En la elaboracién de pastas carnicas se emplea carne y grasa picadas, ademas de una
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gran variedad de ingredientes, entre los cuales se encuentran los siguientes:

a) Carne. Puede utilizarse carne de animales recién sacrificados, carne refrigerada o
congelada; sin embargo la primera es la mas adecuada en virtud de que posee una alta
capacidad de retencién de agua por tener pH entre 6.5 y 6.8, alejado del punto isoeléctrico
de las proteinas miofibrilares (4.5-5.5), lo cual favorece la solubilidad de las mismas (Li-Chan
y col., 1985; Fischer, 1994).

b) Agua. Es el componente predominante en los embutidos cocidos, donde alcanza 45 a
55% del peso total. Sirve como disolvente de la sal que forma la salmuera necesaria para
extraer las proteinas solubles en disoluciones salinas; influye en la jugosidad y dureza del
embutido; también evita el calentamiento excesivo durante el mezclado, batido y embutido
con lo cual disminuye la desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares y la fusion de la
grasa.

c) Proteinas. Esta aportada principalmente por carne magra, debido a que durante el
batido o formacién de la emulsion las proteinas miofibrilares encapsulan o emulsionan la
grasa y unen agua. Si cualquiera de estas funciones no se lieva a cabo adecuadamente, el
embutido seria inestable y susceptible a la separacion de las fases durante la coccién (Rust,
1994). Sin embargo, también se pueden adicionar proteinas no céarnicas, lo cual genera
beneficios desde el punto de vista tecnolégico y nutricional al mejorar las propiedades
funcionales e incrementar el contenido de proteina total (Guerrero-Legarreta y col., 2002).

d) Grasa. Contribuye en gran medida a la palatabilidad de los embutidos; también influye
en la dureza y la jugosidad de los embutidos cocidos (Rust, 1994).

e) Sal. Desempefia diferentes funciones como son la solubilizacién de las proteinas
miofibrilares (Carballo-Garcia y Lépez de Torre, 1991; Fischer, 1994; Rust, 1994), actua
como conservador y da sabor a los embutidos; sin embargo, también puede favorecer la
oxidacion de los lipidos, debido a los metales pesados que posee como impurezas (Rust,
1994, Guerrero-Legarreta y col., 2002).

f) Especias y saborizantes. Se emplean mezclas de varias especias y glutamato
monosddico, el cual potencializa el sabor propio de la carne. Las especias, ademas de
impartir olor y sabor al embutido, tienen propiedades antioxidantes; se pueden incorporar ya
sea enteras, molidas, en forma de aceites esenciales, oleorresinas o extractos. La adicién de
estas ultimas formas presenta varias ventajas con relacion a la utilizacién de las especias
enteras 0 molidas como son el estar libres de microorganismos, aportar la cantidad
necesaria para producir el sabor y aroma, y disminuyen los costos por transporte y
almacenamiento (Rust, 1994).

12
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g) Polifosfatos. Aumentan el pH de la carne y disocian el compiejo actomiosina con lo
cual aumentan la capacidad de retencion de agua (Carballo-Garcia y Lépez de Torre, 1991;
Rust, 1994; Townsend y Olson, 1994), retrasan la oxidacién de los lipidos insaturados debido
a que fijan iones metélicos (Fischer, 1994).

h) Antioxidantes. Son un grupo de compuestos que retardan la oxidacion de los lipidos,
que a su vez produce alteraciones en el color, el sabor y el aroma. Los principales
antioxidantes sintéticos solubles en grasa son 3-t-butil-4-hidroxianisol (BHA, por sus siglas
en inglés), 3,5-di-t-butil-4-hidroxitolueno (BHT, por sus siglas en inglés) y butilhidroquinona
terciaria (TBHQ, por sus siglas en inglés), se emplean en embutidos cocidos en
concentraciones de 100 mg/kg con relacion al contenido de grasa. Ademas de los
antioxidantes primarios, se puede utilizar acido citrico como secuestrante de metales
pesados que promueven la oxidacién.

i) Antimicrobianos. En general no estan permitidos salvo aplicandolos en la superficie de
los embutidos curados madurados para retardar el crecimiento de hongos (Rust, 1994; NOM,
2005).

13
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Fuente: Carballo-Garcia y Lépez de Torre (1991)

Figura 5. Clasificacion de los productos carnicos por piezas y pastas

23. Composicién quimica de la carne

La carne es el tejido animal que puede emplearse como alimento, la mayoria proviene de
animales domésticos y acuaticos; algunos de los tejidos que la componen son musculo
estriado y liso, grasa y vasos sanguineos (Alarcén-Rojo, 1992). Sin embargo, el principal
componente de la carne como alimento, son los musculos estriados. La transformacién del
musculo en carne ocurre una vez que en el primero se llevan a cabo una serie de cambios
fisicos y bioquimicos después del sacrificio (Alarcén-Rojo, 1992; Hultin, 1993; Pearson,
1994).
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La composicion del musculo magro obtenido de diferentes especies es relativamente
constante en términos de proteina y minerales (Schweigert, 1994), el contenido graso es el
que presenta mayor variabilidad, siendo la carne de cerdo la que acumula mayor cantidad de
grasa (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion media de carnes magras por 28 g de porcién comestible

Especie Prit;)ma Grasa (g) sz:gl)o Hierro (mg)
Res 5 3.6 3 0.8
Cordero 4 2.5 3 0.7
Aves 5 2 4 04
Cerdo 4 9 3 0.5

Fuente: Fisher y Bender, 1972.

2.3.1. Proteinas

Las proteinas desempefian un papel fundamental en las funciones fisiologicas del
musculo in vivo y en los cambios que se originan después de la muerte del animal; los cuales
afectan a las propiedades de la carne.

La clasificacion mas generalizada de las proteinas de la carne se basa en su origen y
solubilidad, al respecto se diferencian tres grupos de proteinas: miofibrilares que son
solubles en soluciones salinas concentradas; sarcoplasmicas, que son solubles en aguay en
soluciones salinas diluidas y del tejido conectivo o residuo insoluble (Flores y Bermell, 1984,
Signorini, 2002).

2.3.2. Carbohidratos

La carne es considerada una fuente pobre de carbohidratos (Lawrie, 1985; Alarcén-Rojo,
1992). El contenido de glucidos en los tejidos animales es de aproximadamente 1% del peso
himedo. Pese a esto, numerosas moléculas del organismo que juegan un papel vital en el
metabolismo o que funcionan como componentes estructurales contienen una porcién
glucidica. La cantidad de glucégeno presente al sacrificio y la velocidad y extensién de la

15



Revisién bibliogréfica

glucolisis postmortem afectan al color del masculo, a la textura, a la firmeza, a la capacidad
de retencién de agua, a la capacidad emulsificante y a su vida util. Los glucésidos en el
organismo animal son monosacaridos, polisacaridos, sus intermediarios glucoliticos o
porciones de moléculas tales como acidos nucleicos, nucleétidos, nucleésidos y algunas
proteinas (glucoproteinas) y lipidos (glucolipidos). Las pentosas y las hexosas son los
monosacaridos predominantes, la mas abundante es la D-glucosa (Merkel, 1994a).

2.3.3. Lipidos

El término grasa animal comprende usualmente todas las especies de lipidos (Dugan,
1994), los cuales se clasifican en tres grupos: a) lipidos simples que incluyen a los
triglicéridos, ésteres de esterol y ceras; b) lipidos compuestos dentro de los cuales se
encuentran los fosfolipidos, glicolipidos, esfingolipidos y lipoproteinas; ¢) derivados de los
lipidos como son los acidos grasos, vitaminas y provitaminas solubles en grasas, esteroles,
terpencides y éteres (Jadhav y col., 1996). Los lipidos se encuentran en el espacio
intermuscular e intramuscular, en el tejido adiposo, en el tejido nervioso y en la sangre
(Dugan, 1994). Los lipidos intermusculares y del tejido adiposo estan constituidos, en mayor
proporcion de triglicéridos (Nawar, 1993). Los intramusculares forman depésitos en células
adiposas cominmente llamado marmoleo, también se encuentran asociados con las
membranas y contienen grandes cantidades de fosfolipidos (Rhee, 1992). En la Tabla 2 se
enlista el contenido de acidos grasos de carne magra y de lardo de cerdo, provenientes de
animales adultos.
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Tabla 2. Contenido de acidos grasos (%) de carne magra y lardo de cerdo

Acidos grasos Carne magra Lardo
Capricho (10:0) 0.16 0.10
Laurico (12:0) 0.16 0.21
Miristico (14:0) 1.31 1.36
Palmitico (16:0) 24.39 24.92
Palmitoleico (16:1) 3.44 2.83
Estearico (18:0) 11.95 14.14
Oleico (18:1) 45.50 43.14
Linoleico (18:2) 9.66 10.68
Linolénico (18:3) 0.65 1.05
Otros AGS® 0.33 .
Otros AGMI 1.15 1.05
Otros AGPI° 0.00 ——
Total AGS® 38.30 40.73
Total AGMI° 50.08 47.23
Total AGPI° 11.62 11.73

®AGS, acidos grasos saturados
®AGMI, 4cidos grasos monoinsaturados
°AGPI, acidos grasos poliinsaturados

Fuente: Rhee, 1992.

Con base en los datos enlistados, se puede observar que la composicion de acidos
grasos del tejido adiposo y de la carne magra son similares, siendo el acido oleico el que se
encuentra en mayor concentracion, siguiéndole en orden descendente los acidos paimitico,
estedrico y linoleico; sin embargo, la grasa intermuscular (lardo) presenta mayor proporcion
de acidos grasos saturados comparado con la carne, mientras que la grasa intramuscular de
la carne (marmoleo) contiene un porcentaje de acidos grasos monoinsaturados superior al
del lardo. Cabe mencionar que la concentracién de acidos grasos puede variar de acuerdo
con la especie, tejido, dieta, raza, sexo, edad y medio ambiente (Eugene-Allen y Allen-
Foegeding, 1981; Rhee, 1992; Min y col., 2008). Entre las especies de carne roja la de cerdo
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es la que contiene una cantidad sustancialmente mayor de acidos grasos poliinsaturados
(0.26, 0.48, 0.3 y 0.71 g/100g para carne de res, cordero, ternera y cerdo, respectivamente)
(Rhee, 1992).

2.4. Propiedades fisicoquimicas
2.4.1. Color

Desde un punto de vista quimico, el color de la carne se produce principalmente por
sustancias cromoforas, mayormente de tipo hemo (Pérez-Alvarez y col., 2000). De las
hemoproteinas presentes en el musculo postmortem, la mioglobina es la principal
responsable del color, debido a que la hemoglobina se elimina durante el desangrado. Su
concentracion varia segun la especie, el tipo de musculo y algunos otros parametros (Cheftel
y col., 1989b). Es una proteina conjugada que, ademas de la parte proteica (globina)
contiene un grupo prostético (hemo). El papel de este grupo en la molécula es fijar oxigeno y
el de la globina es hacer que la fijacién del oxigeno sea reversible (Colby, 1987).

El grupo hemo esta formado por un atomo de hierro y un gran anillo planar constituido de
porfirina, se fija con la globina a través de un residuo histidil (residuo numero 93). El atomo
de hierro del hemo esta& coordinado con 6 atomos, los atomos de nitrégeno de los anillos
porfirinicos ocupan cuatro posiciones de coordinaciéon y una quinta corresponde al atomo de
nitrégeno del anillo imidazol del histidil 93. La sexta posicion la ocupa el oxigeno en la
oximioglobina y permanece libre en la desoximioglobina. El estado de oxidacién del hierro
(Fe* o Fe *) y la naturaleza de los ligandos con las uniones a este hierro (O, NO, CO, OH)
explican el origen de las variaciones de color. A causa de su débil electronegatividad, el
hierro puede perder 2 6 3 electrones de valencia para formar respectivamente cationes
ferrosos (Fe?") o férricos (Fe*). Se pueden formar dos tipos de enlaces entre el ligando y el
hierro del hemo: un enlace o en el cual los electrones son suministrados por el ligando (por
ejemplo: O,) o un enlace 1 en el cual los electrones son suministrados al ligando por el
hierro. Cuando el ligando es el oxigeno, que es un débil suministrador de electrones, el
nitrégeno del histidil 93 permite al hierro, bajo la forma de Fe?*, adquirir una densidad
electrénica alta; el enlace m queda asi reforzado, lo que explica la gran estabilidad del
complejo oxigeno-mioglobina-Fe?* (oximioglobina). Por el contrario, el i6n Fe** no puede
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suministrar electrones para crear un enlace w, por lo que la forma mioglobina Fe*
(metamioglobina) no fija el oxigeno (Livingston y Brown, 1981; Cheftel y col., 1989b).

La desoximioglobina es el pigmento natural de la carne; posee un atomo de hierro bajo la
forma de hierro ferroso (Fe*') en el hemo oxidado. Este derivado rojo pUrpura esta presente
cuando la presién parcial de oxigeno es baja; también se encuentra en el interior de las
carnes recién cortadas (Cheftel y col., 1989b). Cuando la carne fresca se expone al aire, los
gases se disuelven en los fluidos fisiol6gicos y el oxigeno se une a la mioglobina para formar
oximioglobina de color rojo brillante. El almacenamiento prolongado de la carne expuesta al
aire o bajo condiciones de baja concentracién de oxigeno produce metamioglobina de color
café (Alarcén-Rojo, 1992; Guerrero-Legarreta y col., 2002). Por lo tanto, el color de la carne
depende de la proporcién relativa y de la distribuciéon de los tres pigmentos musculares:
mioglobina de color rojo purpura, oximioglobina roja y metamioglobina café.

El color puede definirse y determinarse a través de la medicion instrumental de las partes
que lo constituyen, considerando que la superficie de la carne refleja la luz en diferentes
angulos, creando una reflexién difusa de varias longitudes de onda, que son funcién del color
de la carne (Guerrero y col., 2002). Al medir el color se deben describir las tres propiedades
de éste: el matiz, que es el tono o clase de color (rojo, azul, etc.); la saturacion, intensidad
del color o grado de dilucion del matiz con el blanco indica la profundidad del color (cuanto
mas saturado este un color, mas intenso y vivo aparece, cuando pierde saturacién se va
aproximando al gris); y el brillo o grado de dilucién del matiz con el negro que indica la
luminosidad del color (Alarcén-Rojo, 1992; Quijano, 2003). En el sistema Hunter Lab la
tonalidad mas cercana al rojo es el angulo méas préximo a cero; el color més intenso es un
valor de cromaticidad mas alto; mientras que el color mas palido corresponde a una
luminosidad mas alejada de cero. De este modo el color més palido indica mayor oxidacién
de oximioglobina roja a metamioglobina café (Guerrero y col., 2002); de igual forma, la
oxidacion esta asociada con la disminucién en el color rojo (incremento de la tonalidad)
(Guerrero y col., 2002; Sanchez-Escalante y col., 2003).

Por otro lado, el picado de la carne generalmente disminuye el tiempo de vida media, ya
que durante el mezclado asociado al picado aumenta la superficie a la que los
microorganismos pueden acceder y se incorpora oxigeno. En este caso el cambio de color
es el primer sintoma de deterioro (Urbain y Campbell, 1994).
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2.4.2. pH

Este esta determinado por la cantidad de &cido lactico producido a partir del glucégeno
durante la glucélisis anaerobia (Lawrie, 1985; Alarcon-Rojo, 1992). La caida de pH en el
musculo ocurre en forma gradual, desde valores aproximados a 7 en el animal vivo, hasta
5.6-5.7 después de que han transcurrido de 6-8 horas del sacrificio, hasta pH 5.3-5.7
después de 24 h (Minor-Pérez, 1998). El pH final se alcanza cuando se ha agotado todo el
glucégeno o el pH ha descendido lo suficiente para inhibir completamente a las enzimas
glucoliticas (Pearson, 1994).

Tanto la magnitud como la velocidad del cambio de pH son importantes. Si el pH
desciende rapidamente mientras la temperatura de la canal es todavia elevada, se produce
una desnaturalizacion de las proteinas incluyendo las miofibrilares, lo que da como
consecuencia la pérdida de solubilidad y, por lo tanto, disminucién de la capacidad de
retencion de agua y de la intensidad del color (Alarc6n-Rojo, 1992; Hultin, 1993, Pearson,
1994). Por el contrario, a pH final cercano a 6.2 la carne producida es oscura, firme y seca,
con poca resistencia al desarrollo microbiano (Hultin, 1993; Pearson, 1994).

En cuanto a la oxidacién de lipidos se refiere, varios autores (Yasosky y col., 1984; Rhee,
1992) han reportado que esta reaccion se incrementa conforme el pH se aleja de valores
cercanos a 7.0. Ese hecho se relaciona con la accion de grupos imidazol de la histidina como
secuestrantes de iones metalicos. Yasosky y col. (1984) observaron que a pH< 6 hay una
ionizacion de los residuos de histidina (pK<6.0), lo cual puede alterar la carga y/o estructura
terciaria de las proteinas, lo que redunda en su capacidad para secuestrar iones
catalizadores de la oxidacién, como hierro, manganeso, cobalto y cobre.

2.4.3. Oxidacion de lipidos

La oxidacién de lipidos es un término utilizado para describir una secuencia compleja de
cambios quimicos que resulta de la interaccién de las dobles ligaduras de los lipidos con
especies reactivas de oxigeno. Puede ser de dos tipos: por rancidez oxidativa o
autooxidacién, donde unicamente participan los lipidos como especie reactiva (Ockerman,
1980; Macrae y col., 1993a; Nawar, 1993; Hamilton, 1994; McClements y Decker, 2000), o
debido al ataque de enzimas exdégenas provenientes de microorganismos. En este ultimo, las
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reacciones que ocuren son hidrélisis por una lipasa y oxidaciéon de los acidos grasos por
oxidasas. Los microorganismos lipoliticos mas importantes como alterantes de la carne, son
Pseudomonas y otras bacterias Gram negativas; de igual forma también participan, en
menor grado, hongos y levaduras (Niven, 1994). Por ello es recomendable el
almacenamiento a bajas temperaturas para disminuir las reacciones de oxidacion de origen
microbiano o rancidez ceténica, aunque pueden continuar las reacciones de las lipasas,
esterasas y fosfolipasas endégenas que hidrolizan los enlaces éster de los triacilglicéridos,
liberando acidos grasos, los cuales son mas susceptibles a la oxidacion que aquellos que se
encuentran esterificando al glicerol (Nawar, 1993; Ranken, 1994). Cabe mencionar que la
mayoria de los procesos de enranciamiento que se dan en los productos céarnicos no son de
origen microbiano (Niven, 1994). Por otra parte, los fosfolipidos se consideran como el
sustrato primario para las reacciones de oxidacion de lipidos, debido a que poseen
aproximadamente 100 veces mas superficie que los triacilglicéridos, ademas de que los
acidos grasos que los conforman tienen mas insaturaciones que aquellos que se encuentran
en los triacilglicéridos (Nawar, 1993; Alasnier y col., 2000; Decker y col., 2005; Min y col.,
2008; Brewer, 2009).

La carne cocida es mas susceptible a la oxidacion lipidica que la cruda debido, en parte, a
los cambios cualitativos y cuantitativos en los catalizadores que se forman durante el
cocimiento, y a que existe desnaturalizacion de las lipoproteinas de las membranas,
liberando fosfolipidos. La oxidacion de los lipidos en carne cruda aumenta si se somete a
una reduccién del tamafio (molido, picado) debido a la incorporacién de aire y, en
consecuencia, de oxigeno (Brewer, 1998 y 2009). Otras causas de este incremento son los
ciclos de congelamiento y descongelamiento, el abuso en la temperatura de manejo y los
tiempos prolongados de distribucién y almacenamiento. Es importante mencionar que si
existe un inicio de oxidacion de lipidos en la carne cruda, la reaccién se acelerara durante el
procesamiento o coccion (Rhee, 1992; Brewer 2009).

2.4.3.1. Mecanismos de autooxidacion

La caracteristica fundamental de esta reaccién, una secuencia compleja de cambios
quimicos resultado de la reaccion espontanea de especies reactivas de oxigeno con los
lipidos, presenta un periodo de induccién, durante el cual no es detectable el desarrolio de
ningin mal olor o sabor (Macrae y col.,1993a; Hamilton, 1994); su duracién depende de
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componentes que pueden prolongarlo (prooxidantes) o acortarlo (antioxidantes). Al final de
este periodo, la grasa se deteriora rapidamente, liberando compuestos volatiles (Macrae y
col., 1993a; Jadhav y col, 1996).

La autooxidaciéon se lleva a cabo por mecanismos de radicales libres (Macrae y col.,
1993a; Hamilton 1994; Ho y Chen, 1994; McClements y Decker, 2000; Brewer, 2009), los
cuales son atomos o grupos de atomos que poseen un solo electrén no apareado; son muy
reactivos debido a que tienden a adquirir un electron adicional para completar su octeto
(Morrison y Boyd, 1970c). El mecanismo preciso depende de la naturaleza de las especies
reactivas presentes y del medio ambiente fisicoquimico (McClements y Decker, 2000); sin
embargo, la reaccion involucra tres pasos: iniciacién, propagacion y terminacion.

1) En la etapa de iniciacion se forman los radicales libres mediante la abstraccion
homolitica de un atomo de hidrégeno del grupo a-metilénico de un lipido (RH) para formar un
radical alquilo (Figura 6), este proceso es casi siempre muy lento. En virtud de que la energia
de activacion de la reacciéon (RH+O,—radicales libres) es elevada (35 kcal/mol), se requiere
de un catalizador para iniciar la formacion de los primeros radicales libres (Nawar, 1993; Ho
y Chen, 1994), éste puede ser oxigeno singulete, luz o calor o trazas de ciertos metales
(Ockerman, 1980; Hamilton 1994; Ho y Chen, 1994), incluidos los que estan presentes en la
clorofila y en la mioglobina (Cheftel y Cheftel, 1992).
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Iniciacién:
calor, luz
RH ——————> R + H
metal
ROOH + M™ e 5 RO + M™ 4+ OR
ROOH + M(™ . ROO + M™+ H'
2 ROOH —— 5 ROO' + RO + M,0
Propagacion:
R + Q0 ——— > ROO
lento
ROO" + RH ——— > ROOH
RO + RH —————— > ROH + R
Terminacion:
R 4 ey 20
R + ROO -~ > ROOR
ROO' + ROO" —— > ROOR + O,

Fuente: Macrae y col., 1993a; Ho y Chen, 1994; McClements y Decker, 2000
Figura 6. Mecanismo de autooxidacién de lipidos

En emulsiones aceite en agua, la principal causa de inestabilidad oxidativa es la
interaccién entre los hidroperé6xidos de los lipidos localizados en la superficie de los gébulos
de la fase dispersa, y los metales de transicién que se encuentran en la fase acuosa. Por lo
tanto, el mecanismo mas.probable para la oxidacién de lipidos en emulsiones es la
descomposicion de los hidroperéxidos (ROOH) en radicales peroxilo (ROO") y alcoxilo (RO’)
que son altamente reactivos, mediante un catalizador metalico (M™ o M™"*; por ejemplo
Fe?*, Fe*") (McClements y Decker, 2000).
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2) Durante la fase de propagacién también se forman radicales peroxilo (ROO’) con una
subsecuente reaccion de éstos con los lipidos que se encuentran en su vecindad, ya sea
dentro de los glébulos de la fase dispersa o en la interfase aceite-agua, formando
hidroperéxidos (ROOHR); los nuevos radicales (R’) que se forman estan disponibles para otras
reacciones con oxigena molecular (O;). De esta manera, la reaccién en cadena se propaga
cuando los radicales peroxilo y alcoxilo reaccionan con otros lipidos que se encuentran en su
vecindad inmediata (Macrae y col.,, 1993a; Ho y Chen, 1994; Jadhav y col. 1996;
McClements y Decker, 2000). Debido a la estabilizacién por resonancia de las especies R, la
reaccion conlleva un cambio en la posiciéon del doble enlace, dando lugar a la formacién de
hidroperéxidos que contienen grupos dieno conjugados, atipicos en los acidos grasos
naturales no oxidados (Nawar, 1993). Cabe mencionar que, debido a la alta velocidad de
reaccion entre los radicales alquilo y el oxigeno, la mayoria de los radicales libres se
encuentran en forma de radicales peroxilo (Cheftel y Cheftel, 1992; Ho y Chen, 1994). Sin
embargo, en el caso de formarse radicales alcoxilo, se pueden llevar a cabo reacciones de B-
escision, dando como resultado la generacion de una gran variedad de moléculas,
incluyendo aldehidos, cetonas, alcoholes e hidrocarburos (McClements y Decker, 2000), los
cuales, junto con los productos de ruptura de los hidroperéxidos, son responsables de las
caracteristicas sensoriales de las grasas oxidadas (Nawar, 1993).

3) Finalmente, cuando la totalidad del oxigeno o de los lipidos han reaccionado, se inicia
la fase de terminacion (Larson, 1988; Macrae y col., 1993a). En ésta, al haber un incremento
en la concentracion de radicales libres, la frecuencia de reaccién entre ellos también
aumenta, dando como resultado un acoplamiento para formar compuestos mas estables e
inactivos (Larson, 1988; Ho y Chen, 1994; Jadhav y col., 1996; McClements y Decker, 2000).

Como se indica en ia Figura 6, la oxidacion fotosensible inicia la reaccién ocurriendo en
presencia de luz, oxigeno en estado triplete y un fotosensibilizador. Un ejemplo de
fotosensibilizadores son los colorantes sintéticos, los pigmentos naturales como la clorofila,
las flavinas, las porfirinas, la hemoglobina y la mioglobina, entre otros (Larson, 1988;
Bhagavan y Nair, 1992; Hamilton 1994; Yang y Min, 1994; Min y col, 2008). Un
sensibilizador puede absorber luz visible o cercana al UV, y pasar al estado excitado
singulete ('Sen*) el cual tiene una configuracién electrénica inestable y una vida media corta;
por lo tanto, puede regresar rapidamente a su estado basal por emisién de luz fluorescente o
puede pasar al estado excitado triplete (*Sen*) por un reacomodo interno de electrones. Este
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estado tiene una vida media superior al estado singulete y puede regresar lentamente a su
estado basal por emision de luz fosforescente (Larson, 1988; Hamilton, 1994; Yang y Min,
1994).

Una vez que el fotosensibilizador se encuentra en el estado excitado triplete puede
participar en dos rutas de reacciones: tipo | y tipo Il. En la ruta tipo | el sensibilizador sirve
como un iniciador de radicales libres, es decir 3Sen* reacciona con el sustrato (RH) para
producir radicales (R’) por transferencia de hidrégeno (Yang y Min, 1994). En la ruta tipo Il el
sensibilizador reacciona con el oxigeno triplete para generar el oxigeno singulete, éste a su
vez puede reaccionar con sustratos (RH) para formar productos oxidados (ROOH)
(Bhagavan y Nair, 1992; Hamilton 1994; Yang y Min, 1994). También existe la posibilidad de
que un electrén pueda ser transferido desde el *Sen* al oxigeno triplete para formar el anion
superéxido (027 y el i6n del radical sensibilizador (Sen™) (Yang y Min, 1994). Esta Ultima
especie, al igual que el peréxido de hidrégeno (H, O,) y el radical hidroxilo (OH’), pueden
reaccionar directamente a través de un atomo de hidrégeno metilénico del lipido (hidrégeno
unido a carbonos adyacentes a un doble enlace), con la formacién de un radical alquilo (R’)
(Deshpande y col., 1996; Brewer, 2009). El radical hidroxilo es el mas reactivo, tiene una
vida media muy corta, por lo que provoca dafio en las zonas inmediatas al sitio de su
generacion (Deshpande y col., 1996).

La desviacion hacia una u otra ruta depende de la naturaleza quimica y concentracion del
sensibilizador, del sustrato, de la concentracion de oxigeno y de las condiciones del medio
de reaccién como son el pH y los disolventes. Por otra parte, si cambian las condiciones de
reaccion también puede desviarse la ruta del tipo | al tipo Il o viceversa. Generaimente los
compuestos faciimente oxidables, como los fenoles y las aminas, o los facilmente reducibles,
como las quinonas, favorecen la ruta tipo |; mientras que los compuestos que no se oxidan o
reducen rapidamente como los dienos y compuestos aromaticos favorecen la ruta tipo Il.

La solubilidad del oxigeno es otro de los factores que puede determinar la ruta
predominante. La alta solubilidad del oxigeno en la mayoria de los disolventes organicos
favorece la ruta tipo IlI; por el contrario, la baja solubilidad en agua desvia hacia la ruta tipo .
De esta manera, también la solubilidad de los sensibilizadores en los disolventes puede
decidir el tipo de reaccion que se llevara a cabo (Yang y Min, 1994).
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Es importante mencionar que la oxidacion de los lipidos tiene un profundo efecto sobre la
calidad y vida de anaquel de los productos, asi como en la salud de los consumidores. Como
se menciond, los productos secundarios de la oxidacion le imparten sabor y olor a rancio.
Por otro lado, las proteinas en presencia de lipidos en proceso de oxidacion pueden
reaccionar para formar enlaces con los carbonilos producidos en la oxidacién, dando lugar a
la formacién de pigmentos oscuros (melanoides); los hidroperéxidos pueden inducir la
oxidacién de proteinas ricas en azufre, dando lugar a pérdidas nutritivas significativas; el
malonaldehido, un producto de la oxidacién, puede reaccionar con los grupos amino libres
de diferentes cadenas polipeptidicas modificando algunas propiedades funcionales de las
proteinas como la solubilidad o la capacidad de retencién de agua. Finalmente la reaccion de
los radicales libres con las proteinas puede dar como resultado la formacién de un radical
libre lipido-proteina o uno proteico, en ambos casos puede darse una polimerizacion de las
proteinas, este efecto disminuye la disponibilidad de varios aminoacidos y los valores de
digestibilidad (Cheftel y col., 1993). Aunado a esto, pueden ocurrir cambios en el color por
reacciones de los productos de oxidacion con los pigmentos, ademas de propiciar la pérdida

de vitaminas como a-tocoferol, acido ascorbico y vitamina A, entre otras, que son agotadas

durante. la oxidacién, al comportarse como antioxidantes (Jadhav y col., 1996).
2.4.3.2. Antioxidantes

Existe una gran variedad de compuestos tanto naturales como sintéticos con propiedades
antioxidantes, su empleo en productos alimenticios debe cumplir ciertos requerimientos,
siendo uno de los mas importantes que sean seguros para la salud. Los principales
antioxidantes utilizados son los fenoles mono o polioxihidricos con varias sustituciones en el
anillo, en virtud de que son excelentes donadores de electrones o de hidrégeno. Ademas,
sus radicales intermedios son relativamente estables debido a la deslocalizacion por
resonancia y a la falta de posiciones apropiadas para ser atacados por el oxigeno molecular
(Nawar, 1993; Wang y col., 1998). Sin embargo, se debe tomar en consideracion que
algunas sustancias pueden retrasar la oxidacion de lipidos bajo ciertas condiciones, pero
también pueden promoverla cuando éstas cambian (McClements y Decker, 2000). El
ascorbato, por ejemplo, puede actuar como antioxidante o prooxidante, dependiendo de la
concentracion de hidroperoxidos y de metales de bajo peso molecular en el medio (Decker y
col., 2005).
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Clasificacion de los antioxidantes por su mecanismo de accién

De acuerdo a su mecanismo de accion, los antioxidantes se clasifican en primarios,
aquellos que interrumpen la propagacién de la reaccion en cadena, y secundarios o
preventivos. Cabe mencionar que la determinacion del mecanismo de accién antioxidante en
alimentos de origen carnico puede ser dificil, debido a la naturaleza compleja y dinamica de
estos productos, ya que se puede presentar la disminucién en la concentraciéon del
antioxidante sin observar su efecto, o formarse prooxidantes durante el almacenamiento
(Decker y col., 2005).

Antioxidantes primarios

Son sustancias capaces de donar hidrégeno o actuar como aceptores de radicales libres
de alta energia para convertirios a especies termodinamicamente mas estables y de esta
manera retrasar el paso de iniciaciobn o interrumpir el paso de propagacion de la
autooxidacién (Shahidi y col., 1992; Macrae y col.,, 1993a; Nawar, 1993; McClements y
Decker, 2000; Huang y col., 2005). Estos antioxidantes reaccionan principalmente con
radicales peroxilo (ROO’) aunque también pueden reaccionar con los radicales alcoxilo (RO)
y alquilo (R’), esto es debido a que los primeros se encuentran en mayor concentracion, ya
que el paso de propagacién es el mas lento de la autooxidacion. Por otro lado, la energia de
disociacién del hidrégeno unido al antioxidante es mas baja que la del hidrégeno unido a los
lipidos, lo que facilita su abstraccién y, finalmente, la baja concentracién del antioxidante en
el medio tiene como consecuencia que éste no pueda competir efectivamente con los
radicales altamente reactivos, que casi siempre interaccionan con la primer biomolécula con
la que entran en contacto (Decker, 1998). Las reacciones de estos antioxidantes se
describen en la Figura 7

ROO' + AH — ROOH + A
RO+ AH — ROH + A
R + AH - RH + A

Figura 7. Mecanismo de antioxidantes primarios

Los compuestos fenélicos se incluyen dentro de esta categoria. La presencia de grupos
donadores de electrones o de hidrégeno en las posiciones orto y para del fenol incrementan
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su actividad antioxidante por efecto inductivo. Su eficiencia depende de varios factores,
como la estabilidad o reactividad del radical del antioxidante formado después de la
abstraccion del hidrégeno; la facilidad para donar el hidrégeno varia con la naturaleza y
namero de grupos sustituyentes unidos al anillo; la presencia de grupos voluminosos en la
vecindad del grupo hidroxilo puede influir por impedimento estérico; el efecto de la
concentracién del antioxidante sobre la velocidad de autooxidacion esta gobernada por la
estructura, condiciones de oxidacion y la naturaleza del sustrato (Jadhav y col., 1996). Los
radicales intermedios de estos compuestos son relativamente estables debido a la
deslocalizaciéon por resonancia y a la falta de posiciones apropiadas para ser atacados por el
oxigeno molecular (Shahidi y col., 1992; Nawar, 1993). Sin embargo, se ha reportado que a
concentraciones altas, los compuestos fendlicos pierden su actividad antioxidante para
convertirse en prooxidantes, debido a su participaciéon en el proceso de iniciacién; asimismo,
pierden su efectividad cuando se afiaden a lipidos severamente oxidados (Shahidi y col.,
1992; Jadhav y col., 1996).

Otros factores que influyen en su actividad son la volatilidad, la estabilidad al calor, la
sensibilidad al pH y la solubilidad. Esta ultima es muy importante, debido a que los
antioxidantes hidrofilicos son mas efectivos que los hidrofébicos al incorporarlos en grasas,
mientras que los Ultimos son mas efectivos en emulsiones aceite en agua; esto es debido a
que los antioxidantes polares se concentran en la interfase aceite-aire de la grasa que es
donde prevalece la oxidacién y, en el caso de los antioxidantes no polares, éstos son
retenidos en las gotas de grasa y/o se acumulan en la interfase aceite-agua de la emulsion
que es el sitio donde los hidroperéxidos de superficie activa entran en contacto con los
prooxidantes que se encuentran en la fase acuosa, como los metales de transicion (Decker,
1998; McClements y Decker, 2000; Decker y col., 2005). Por esta razén la efectividad de los
antioxidantes para retardar la oxidacion de lipidos en una emulsiéon aceite-agua se
incrementa conforme su polaridad disminuye (McClements y Decker, 2000).

Los antioxidantes primarios sintéticos mas utilizados en alimentos son 3-t-butil-4-
hidroxianisol (BHA, por sus siglas en inglés), 3,5-di-t-butil-4-hidroxitolueno (BHT, por sus
siglas en inglés) y t-butithidroquinona (TBHQ, por sus siglas en inglés), los cuales son
altamente efectivos en el control de la oxidacién de lipidos. Dentro de los antioxidantes
naturales se encuentran los tocoferoles, los extractos de fruta (uva, fresas, cerezas, entre
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otras) y extractos de plantas (orégano, romero, salvia, tomillo), entre otros (McClements y
Decker, 2000).

Antioxidantes secundarios

Los antioxidantes secundarios o preventivos pueden retardar la oxidacion de lipidos a
través de una variedad de mecanismos los cuales incluyen secuestrar a los metales de
transicién, eliminar al oxigeno (esto es, evitan que el oxigeno se encuentre disponible para
reaccionar con los radicales alquilo) (Nawar, 1993; Rajalakshmi y Narasimhan, 1996), la
formacién de productos de oscurecimiento con actividad antioxidante (melanoides, productos
de la reaccion histidina-glucosa) (Brewer, 1998), la descomposicion de hidroperoxidos a
productos finales mas estables (Shahidi y col., 1992; Rajalakshmi y Narasimhan, 1996) y la
desactivacién de especies reactivas de oxigeno (McClements y Decker, 2000).

Dentro de esta categoria también se incluyen los antioxidantes sinergistas, los cuales
pueden actuar como donadores de hidrégeno para los radicales fenoxilo, y de esta forma se
regeneran los antioxidantes primarios (Rajalakshmi y Narasimhan, 1996; McClements y
Decker, 2000). Otro mecanismo es a través de la formaciéon de un medio acido que mejore la
estabilidad de los ultimos (Rajalakshmi y Narasimhan, 1996).

En las emulsiones aceite en agua, los antioxidantes secundarios mas importantes son
aquellos que secuestran a los metales de transicién, debido a que una de las principales
causas de oxidacién de lipidos en estos sistemas es la proximidad que existe entre los
lipidos y los hidroperéxidos en la superficie de los glébulos de la fase dispersa con los
metales que se encuentran en la fase acuosa. Los secuestrantes pueden inhibir la reaccion
por diferentes mecanismos, entre los que se encuentran la prevencion del ciclo redox del
metal, la formacién de complejos insolubles, la ocupacion de los sitios de coordinacion del
metal y por impedimento estérico.

Algunos ejemplos de este tipo de antioxidantes sintéticos utilizados en alimentos son el
acido etilendiaminotetracético (EDTA, por sus siglas en inglés), fitatos y polifosfatos; dentro
de los antioxidantes naturales, se utiliza el acido citrico (Nawar, 1993; Coppen, 1994,
McClements y Decker, 2000) y el ascérbico (Nawar, 1993; Hamilton, 1994), proteinas,
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hidrolizados de proteinas, polisacaridos (McClements y Decker, 2000), fosfolipidos (Macrae y
col., 1993a) y compuestos fendlicos (Shahidi y col., 1992).

Clasificacion de los antioxidantes por su origen

De acuerdo con esta caracteristica, se dividen en sintéticos y naturales (Zheng y Wang,
2001).

Antioxidantes sintéticos
Son los que generalmente se adicionan a los alimentos. En México los antioxidantes que

se permite incorporar a los productos carnicos cocidos en concentracién no mayor a 100
mg/kg son BHA, BHT y TBHQ (Figura 8) (NOM, 2005).

OH OH OH
C(CH,), C(CH,), C(CH,), C(CH,),
O(CH,) CH, OH
BHA BHT TBHQ

Figura 8. Estructura quimica del BHA, BHT y TBHQ (Shahidi y col., 1992)

BHA y el BHT son antioxidantes fenélicos monoxihidricos, muy solubles en grasa e
insolubles en agua, tienen un excelente poder antioxidante en grasas animales (Shahidi y
col., 1992; Macrae y col., 1993a; Nawar, 1993; Coppen, 1994). Por su alta volatilidad, se
utilizan como aditivos en materiales de empaque debido a que pueden migrar a los
alimentos. Asimismo, cuando se agregan en combinacién presentan efecto sinergistico
(Shahidi y col., 1992). TBHQ es también un antioxidante fenoélico con un grupo butilo unido al
anillo bencénico (Macrae y col., 1993a), es soluble en grasa y tiene una actividad potente
para proteger de la oxidacion a los aceites vegetales (Coppen, 1994).

Estos tres antioxidantes, al reaccionar con los radicales libres de los lipidos, forman
radicales intermedios que pueden experimentar una gran variedad de reacciones, como el
reacomodo de la molécula o el acoplamiento con otro radical, para dar lugar a compuestos

30



Revisién bibliografica

mas estables (Shahidi y col., 1992; Nawar, 1993). Algunos de estos productos pueden
inactivar radicales libres, la cual puede influir en el efecto del antioxidante original durante el
curso de su degradaciéon (Shahidi y col., 1992). Sin embargo, la toxicologia de estos
antioxidantes ha sido controversial, especialmente después de estudios a largo plazo
(Madhavi y Salunkhe, 1996).

Antioxidantes naturales

Este tipo de antioxidantes pueden ser compuestos que se encuentran naturaimente en los
alimentos o pueden originarse a partir de la reaccion de ciertas sustancias durante el
procesamiento (Shahidi y col., 1992). Dentro de esta categoria se incluyen a los
antioxidantes enzimaticos (superéxido dismutasa, catalasa y glutatién peroxidasa) y los no
enzimaticos como los inhibidores de las enzimas oxidativas (ciclooxigenasa), cofactores de
enzimas antioxidantes (por ejemplo, el selenio es un factor de selenoproteinas como la
glutation peroxidasa), inactivadores de especies reactivas de oxigeno, secuestrantes de
metales de transicién (Huang y col., 2005) e inactivadotes de radicales libres (Shahidi y col.,
1992).

El método mas importante para controlar o eliminar la generacion de radicales libres en el
musculo es mediante la remocién eficiente de especies reactivas como el radical ani6n
superoxido (O;7) y el per6xido de hidrégeno (H, O,). Este proceso se lleva a cabo por los
siguientes sistemas enzimaticos:

I. La superéxido dismutasa (SOD) cataliza la reduccion del radical anién superéxido a
peroxido de hidrégeno: 20;” + 2H* — H,0, + O,

La dismutacién es mas rapida a pH 4cido y disminuye conforme éste aumenta a valores
alcalinos. La biosintesis de la enzima parece estar bajo un riguroso control bioldgico, en
virtud de que una exposicién a altas concentraciones de O, incrementa su produccion.
El peréxido de hidrégeno formado es reducido a agua por la glutation peroxidasa (GSH-
Px) que cataliza la oxidacion de la glutation peroxidasa reducida (GSH) a su forma
oxidada (GSSG), mediante la reaccion: H;0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

Il. La catalasa es otra enzima que ayuda a prevenir la acumulacién del per6xido de
hidrégeno, como consecuencia de su alta velocidad para la destruccion del H,O,. Esta
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enzima raramente presenta inhibicion por sustrato. El mecanismo de la reaccién es el
siguiente: 2H,0, — 2H,0 + O,

lll. Al igual que la catalasa, la enzima glutation peroxidasa no se satura con el sustrato
(Deshpande y col., 1996). Por otro lado, las actividades de la SOD y de la glutatién
peroxidasa dependen de la disponibilidad de manganeso y cobre/zinc para la primera y
selenio para la segunda, a los cuales se les denomina antioxidantes minerales (Macrae
y col., 1993a).

IV. Los tocoferoles son los antioxidantes distribuidos mas ampliamente en la naturaleza
y constituyen el principal antioxidante de los aceites vegetales. Las concentraciones de
estos compuestos en el musculo y grasa animal son bajas y dependen de la dieta del
animal (Nawar, 1993).

Oftras fuentes importantes de antioxidantes naturales son las oleaginosas, los cereales,
las frutas, los vegetales, las hierbas y especias, entre otras. El acido fitico, uno de los
principales componentes de las oleaginosas, es un potente agente secuestrante de metales.
Las proantocianidinas de frutas tales como uvas, grosellas y arandanos, funcionan como
inactivadores del radical anién superéxido. Las antocianinas, uno de los principales
pigmentos de plantas superiores, también presentan actividad antioxidante.

Los extractos de plantas contienen una variedad de productos, pero sélo ciertos principios
activos son los responsables de su actividad antioxidante. Un ejemplo de ellos son los acidos
fendlicos. Los extractos acuosos de avena, en bajas concentraciones, retardan la oxidacion
de lipidos, debido a la presencia del acido dihidrocafeico y de fosfolipidos. La vainilla, uno de
los saborizantes que mas se utiliza, tiene propiedades antioxidantes debido a la presencia de
la vainillina y al acido vainillico.

En lo que se refiere a las especias, en la pimienta negra, la piperina y compuestos
relacionados tienen una actividad antioxidante superior a la del a-tocoferol. En el caso del
clavo, los principales princi;:;ios activos que se han identificado son el acido galico (Figura 5)
y el eugenol (Rajalakshmi y Narasimhan, 1996).

Por otra parte las hierbas se han utilizado para un gran nimero de propésitos, incluyendo
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medicina, nutricién, como saborizantes, en la elaboracion de bebidas, de colorantes, de
repelentes, de fragancias, de cosméticos, etcétera. Su incorporacion como ingredientes
tradicionales a los alimentos cada vez es mayor por su capacidad para incrementar y
complementar los sabores (Macrae y col., 1993b; Hernandez-Angel y Prieto-Gonzalez, 1999;
Zheng y Wang, 2001). Se han hecho estudios sobre la actividad antioxidante de las hierbas
completas y sus extractos; estos indican que una gran cantidad de extractos (tomillo, romero,
salvia europea, orégano, jengibre, clavo) son tan efectivos como los antioxidantes sintéticos
BHA y BHT o el antioxidante natural a-tocoferol (Madhavi y col., 1996).

El romero (Rosmarinus officinalis L.) y la salvia europea (Salvia officinalis L.) se reportaron
como dos de las especies con mayor actividad antioxidante en salchichas (Madsen y
Bertelsen, 1995). El acido carnésico junto con el carnosol y el acido rosmarinico son los
principales compuestos que les confieren esta actividad (Figura 9) (Leung y Foster, 1996;
Rajalakshmi y Narasimhan, 1996; Zheng y Wang, 2001).

OOH H CH,
HO
HO Cth
HO OH
OH CH, TH,
acido galico acido carnésico

HOmCOOH OH
(o} [
HO \(\/©:0H

(o]

carnosol acido rosmarinico

Figura 9. Estructura quimica del acido galico, acido carnésico, carnosol y acido
rosmarinico (Wellwood y Cole, 2004)

Zheng y Wang (2001) reportaron que los extractos de orégano mexicano (Poliomintha
longifiora Gray) y griego (Origanum vulgare L. ssp. hirtum), poseen un elevado contenido de
4cido rosmarinico y de compuestos derivados del acido hidroxicinamico, lo que les confiere
una actividad antioxidante similar al BHA y superior a la del a-tocoferol.
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2.43.3. Andlisis de la estabilidad oxidativa de lipidos

Debido a que el proceso de oxidaciéon de lipidos es muy complejo e implica numerosas
reacciones que dan lugar a una variedad de cambios quimicos y fisicos, una medida quimica
de la oxidacién es solo un estimado de las reacciones totales que se estan llevando a cabo.
Como se menciond, la oxidacion es causada por la reaccién del oxigeno atmosférico con las
dobles ligaduras de las grasas insaturadas, como resultado se producen peré6xidos,
intermediarios o productos primarios de la oxidacién; posteriormente éstos se rompen dando
lugar a una variedad de productos secundarios. La formacién de hidroperéxidos o sus
productos de descomposicion puede ser medida por métodos quimicos, instrumentales o
sensoriales. Dentro de los métodos quimicos estan el valor de per6xido, el indice de
anisidina, la reaccién con acido 2-tiobarbitirico (TBARS, por sus siglas en inglés), y la
prueba de Kreis, entre otros. En los métodos instrumentales estan los espectrofotométricos,
que incluyen espectrofotometria ultravioleta y la prueba del blanqueamiento de caroteno,
entre otros; los analisis cromatograficos, donde se utiliza cromatografia de liquidos de alta
resolucién, cromatografia de gases, el andlisis de los gases del espacio de cabeza y
cromatografia de gases-espectrometria de masas; y la mediciéon de absorcion de oxigeno,
entre los cuales esta el uso del medidor de oxigeno disuelto. Los métodos sensoriales se
aplican para evaluar los cambios del sabor y olor de los alimentos (Nawar 1993; Rajalakshmi
y Narasimhan, 1996).

El método mas comun para medir la oxidacion de lipidos en carne y productos carnicos,
es el analisis de las sustancias reactivas con el acido 2-tiobarbiturico (TBARS por sus siglas
en inglés) (Ockerman, 1980; Nawar, 1993), con el que se cuantifican productos secundarios
de oxidacion. El analisis se basa en la reaccion de alcanales, alquenales, precursores no
volatiles de estos compuestos y 2,4-dienales con el acido 2-tiobarbitarico (Decker y col.,
2005); de estos compuestos, sélo los dienales como el malonaldehido, generan un complejo
colorido (rojo) cuya longitud de onda de méaxima absorcién es 530 nm. Sin embargo, el acido
2-tiobarbiturico puede reaccionar también con sacarosa y algunos componentes del humo de
lefia dando también un color rojo, por lo que en caso de carnes curadas y ahumadas se
deben establecer correcciones (Nawar, 1993).

Existen dos métodos basicos para realizar esta prueba, uno de ellos es llevar a cabo la
reaccion de TBA con el malonaldehido directamente en el alimento, seguido de la extraccion
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del complejo colorido (Rossell, 1994); sin embargo, debido a que el dialdehido casi siempre
esta unido a proteinas de la carne, para liberarlo se requiere el uso de acidos fuertes y
temperaturas altas, lo cual puede afectar la estabilidad del complejo malonaldehido-TBA, asi
como promover la autooxidacion de la muestra (Li y col., 1999), por lo que es recomendable
realizar la prueba por el segundo método que consiste en destilar el malonaldehido del
alimento y posteriormente lievar a cabo la reaccion del destilado con TBA (Rossell, 1994).
Debido a que el malonaldehido y las sustancias capaces de reaccionar con TBA se producen
en cantidades sustanciales a partir de la oxidacion de acidos grasos que contengan tres o
mas dobles enlaces (Nawar, 1993) y considerando que la carne de cerdo contiene acido
linolénico (18:3) (0.04 mg/100g) y araquidénico (20:4) (0.08 mg/100 g) (Rhee, 1992), cuya
velocidad de oxidacion es mayor a la de los acidos mono y diinsaturados, este método se
considera util en la determinacion de los estados iniciales de rancidez en lardo y alimentos
que contengan carne de cerdo (Rossell, 1994). Hay que considerar que la concentracién de
TBARS tiende a incrementarse durante el almacenamiento hasta alcanzar un maximo, y
después disminuir. Esta disminucion puede ser debida a reacciones posteriores del
malonaldehido con algunos componentes de la carne, como los aminoacidos y las moléculas
de acido desoxirribonucleico (ADN) (Shahidi y Pegg, 1994).

2.5. Propiedades funcionales

El término “propiedades funcionales” que se aplica a los ingredientes alimenticios se
define como toda propiedad no nutritiva que tiene influencia en la utilidad de un ingrediente
en un alimento. Las propiedades funcionales afectan a las caracteristicas sensoriales de los
alimentos aunque también influyen en el comportamiento fisico de los mismos o de los
ingredientes alimenticios durante su preparacién, transformacién o almacenamiento (Smith,
1988; Cheftel y col., 1993). Las propiedades fisicoquimicas que determinan la funcionalidad
de sistemas complejos se derivan de su composicion (aminoacidos, acidos grasos o
azucares), asi como de las estructuras espaciales de éstas (Smith, 1988). Las propiedades
funcionales de las proteinas son propiedades fisicoquimicas que le permiten contribuir a que
los alimentos exhiban caracteristicas deseables. Se pueden clasificar en tres grupos
principales:

a) Propiedades de hidratacion (dependiente de las interacciones proteina-agua). Incluye
la absorcién y la retencién de agua, hinchamiento, adhesién, dispersabilidad, solubilidad y
viscosidad.
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b) Propiedades dependientes de las interacciones proteina-proteina. Intervienen en
procesos como la precipitacion, gelificacion, y formacion de otras estructuras diferentes
(fibras y pastas proteicas).

c) Propiedades superficiales. Se relaciona con la tensién superficial, la emulsificacion y
las caracteristicas espumantes.

Estas propiedades no son totalmente independientes; por ejemplo la viscosidad y
solubilidad dependen de las interacciones proteina-agua y proteina-proteina (Cheftel y col.,
1993). Las proteinas miofibrilares son las que principalmente contribuyen en la funcionalidad
de los productos carnicos procesados. Propiedades fisicoquimicas tales como la carga de
superficie, contenido de grupos sulfhidrilo, hidrofobicidad, estabilidad conformacional,
comportamiento de asociacion/disociacién pueden alterarse por factores extrinsecos como
fuerza ibnica, la presencia de diferentes iones, pH, temperatura, contenido de humedad e
interacciones con otros ingredientes (Smith, 1988). En emulsiones carnicas crudas, las
propiedades funcionales mas importantes son: solubilidad, emulsificacién y viscosidad
(Smith, 1988; Xiong y Blanchard, 1994).

2.5.1. Solubilidad de las proteinas

La solubilizaciéon corresponde a una disociacién simultdnea de las moléculas del
disolvente y de las moléculas de proteina, previa a una dispersion de esta lltima en el
disolvente, con una superficie interfacial de maximo contacto entre la proteina y el disolvente.
Para que una proteina pueda solubilizarse es necesario que reaccione, en todo lo posible,
con el disolvente (a través de enlaces hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo e iénicas); por
lo tanto, la solubilidad depende fundamentalmente del pH, tipo de disolvente, temperatura y
fuerza idnica (Cheftel y col., 1989c). Cuando el pH del medio en el que se encuentran las
proteinas es cercano a su punto isoeléctrico (pl), las moléculas exhiben interacciones
minimas con el agua y sus cargas netas son lo suficientemente bajas como para permitir que
las cadenas polipeptidicas se aproximen y se formen agregados. A valores de pH superiores
o inferiores al pl, las proteinas presentan carga eléctrica positiva o negativa y las moléculas
de agua pueden interaccionar con estas cargas, contribuyendo a la solubilizacién. Asimismo,
las cadenas proteicas que tienen cargas eléctricas del mismo signo tienden a repelerse y a
disociarse o desplegarse. El tipo de disolvente también tiene influencia en la solubilidad;
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ciertos disolventes como el etanol pueden competir por las moléculas de agua, por lo que
reducen la solubilidad de las proteinas.

La temperatura es otro de los factores que modifica la solubilidad de las proteinas, cuando
esta se incrementa entre 0 y 40-50°C la solubilidad también aumenta. Por encima de esta
temperatura los movimientos moleculares son suficientes para romper los enlaces implicados
en la estabilizacién de las estructuras secundaria y terciaria, trayendo como consecuencia la
desnaturalizacion de la proteina.

Con relacién a ia fuerza iénica, los iones de las sales neutras en molaridades del orden de
0.5 a 1 M pueden incrementar la solubilidad, debido a que estos reaccionan con las cargas
de las proteinas y disminuyen la atraccién electrostatica entre cargas opuestas de moléculas
adyacentes. Si la concentracion de sales neutras es superior a 1 M hay una competencia
entre la proteina y los iones salinos por las moléculas de agua, necesarias para sus
respectivas solvataciones, por lo tanto no hay suficientes moléculas de agua disponibles
para la solvatacion de la proteina, puesto que la mayor parte del agua esta fuertemente
ligada a las sales, como consecuencia las interacciones proteina-proteina dominan sobre las
interacciones proteina-agua, lo que puede conducir a la formacién de agregados seguida por
la precipitacion de las moléculas proteicas (Cheftel y col., 1993).

Con base en la informacién anterior, se puede inferir que al homogenizar la fibra muscular
en un medio cuya concentracion salina sea relativamente elevada (fuerza iénica superior a
0.6) se producira la hidratacién de esta, la disociacion de la actomiosina, la solubilizacion de
la miosina y la extraccién de las miofibrillas (Smith, 1988; Schmidt, 1994). La miosina
solubilizada tiene mayor capacidad de retencion de agua debido a que la proteina expone
sus grupos hidrofilicos al disolvente. Asimismo, la sal incrementa la capacidad de retencion
de agua de la miosina al aumentar la carga negativa neta de la molécula (Smith, 1988). Por
otro lado, la elevada solubilidad inicial de la miosina facilita su difusion a la interfase
agua/aceite, lo que mejora su actividad de superficie (Cheftel y col., 1993).

2.5.2. Emulsificacion

Una emulsion tipica consiste de dos fases liquidas inmiscibles, una de las cuales se
encuentra dispersa en la otra en forma de una suspension coloidal. En las pastas carnicas,
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los glébulos de grasa constituyen la fase dispersa mientras que la fase continua es una
matriz acuosa que contiene sales, proteinas solubles e insolubles y particulas de fibras
musculares y de tejido conectivo (Lee, 1985; Gordon y Barbut, 1992b; Hultin, 1993); en estas
pastas los glébulos de grasa son mas grandes del tamafio requerido para formar una
emulsion verdadera (< 20 pum) (Gordon y Barbut, 1992b). Sin embargo, este sistema de
dispersion es lo mas cercano a una emulsion aceite en agua (Rizvi, 1981; Flores y Bermell,
1985).

Existe una correlacion positiva entre solubilidad de las proteinas y su capacidad
emulsionante, ya que las proteinas deben solubilizarse para que emigren a la interfase y
muestren sus propiedades superficiales (Cheftel y col., 1989d). Durante la preparacién de la
pasta carnica las proteinas miofibrilares solubilizadas forman una membrana cohesiva y
viscosa alrededor de los glébulos de grasa rodeandolos e inmovilizandolos. La actomiosina y
la miosina son las principales proteinas que forman esta membrana, siendo la miosina la que
se encuentra en mayor cantidad (Flores y Bermell, 1985; Gordon y Barbut, 1992a). La
miosina funciona como emulsificante debido a que posee una region con grupos
eléctricamente neutros, que se orientan hacia los glébulos de grasa, ademas de poseer
grupos cargados negativamente que se orientan hacia la fase continua (acuosa), ademas de
tener la flexibilidad molecular para desdoblarse en la interfase y de esta manera disminuir la
tensién superficial. La estabilidad de la emulsién se mantiene por repulsion electrostatica
entre las moléculas de miosina cargadas negativamente (Schmidt y col., 1981; Flores y
Bermell, 1985; Smith, 1988; Dickinson, 1993).

2.5.3. Viscosidad

La viscosidad de un fluido se define como la friccién interna de un material o su
resistencia al flujo cuando se le aplica una fuerza. En un fluido viscoso ideal, el coeficiente
de viscosidad es una constante y corresponde a la pendiente de una grafica de esfuerzo de
corte versus el gradiente de deformacion. Para un fluido viscoso no ideal, la misma grafica
presenta una relacion no lineal y por lo tanto no es posible obtener el coeficiente de
viscosidad como una constante; por lo que se obtiene un coeficiente dado por la pendiente
de una linea recta tangente en un punto de la curva, la cual es llamada viscosidad aparente
(McClements, 1999c).
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Los factores relacionados con la estabilidad de una emulsién intervienen en la ecuacién

de Stokes: i
V =D?(d;—-d,) 9/18 Ecuacién 1

donde:
V = velocidad de separaciéon
D = diametro de las particulas dispersas
d; y d, = densidades de las fases dispersa y continua, respectivamente
g = aceleracion de la gravedad
n = viscosidad

Segln esta ecuacion, la velocidad de separacion depende, esencialmente, del diametro
de las particulas dispersas y de la viscosidad, de manera que, reduciendo el diametro de los
microglébulos dispersos y aumentando la viscosidad del sistema, se consigue una mayor
estabilidad de la emulsién (Flores y Bermell, 1985). Cabe mencionar que la consecuencia de
que las fibras musculares se hidraten y que la miosina se solubilice, es el incremento en la
viscosidad de la fase continua, la cual estabiliza a la grasa dispersa en una pasta cruda
(Smith, 1988).

2.5.4. Degradacion proteica

Los cambios quimicos y estructurales postmortem en el musculo estan directamente
relacionados con la degradacion de las proteinas miofibrilares. Estos cambios involucran la
disminucién de pH de 7.1 a 5.2, seguido por la fragmentacion de las proteinas miofibrilares y
un incremento en la disociacién de la actomiosina (Robbins y col., 1979). La mayoria de
estos cambios se debe al incremento en la liberacién y actividad de enzimas proteoliticas
endbgenas, calpainas y catepsinas (Robbins y col., 1979; Cheftel y col., 1989b; Alarcén-
Rojo, 1992; Pérez-Chabela y col., 2000; Signorini, 2002). Las enzimas lisosomales o
catepsinas tienen actividad a pH acido (3 a 6), las mas importantes halladas en el musculo
son la B, H, L y D. El sitio de hidrolisis de la cadena pesada de la miosina depende del tipo
de catepsina que la realiza. La catepsina B rompe en el sitio de union de la meromiosina
pesada y ligera, obteniéndose fragmentos de 10 a 50 kDa y de 150 kDa; la catepsina L
fragmenta a la molécula inicialmente a la altura de las cabezas globulares para
posteriormente degradar a fragmentos con un peso molecular entre 67 y 90 kDa; la
catepsina D hidroliza a la proteina entre las cabezas globulares y la cola de la miosina,
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formandose fragmentos de aproximadamente 120 y 90 kDa. La actividad enziméatica es
directamente proporcional a la temperatura, obteniéndose mayor degradaciéon cuando la
carne se almacena a temperatura ambiente que cuando se conserva bajo refrigeracién
(Signorini, 2000). Por otro lado, Spainer y col. (1991), reportaron que los radicales libres y
los productos de la oxidacion de los lipidos de la membrana del musculo causan cambios en
la conformacion de algunas proteinas, como las catepsinas B, H y/o L, lo cual puede
modificar su actividad proteolitica. Las calpainas son proteasas que requieren calcio para su
activacion, tienen un pH 6ptimo de 7.5. El sistema calpaina esta formado por la 4 y m
calpaina asi como su inhibidor natural, calpastatina. Este sistema esta involucrado en los
primeros signos de degradacién de las proteinas miofibrilares por rompimiento de los discos
Z, también pueden degradar la troponina T, la nebulina, la titina y la diesmina, pero la
miosina y la actina no son degradadas. Sin embargo, una vez alcanzado el pH final de la
carne, la actividad de estas enzimas probablemente no sea significativa, en virtud de que a
pH entre 5.5 a 5.8 retienen entre 24-28% de su actividad (Pérez-Chabela y col., 2000). La
protedlisis también puede ser consecuencia de la presencia de enzimas exdégenas, que son
resultado del metabolismo extracelular de microorganismos de la flora nativa. Algunos
grupos microbianos que pueden estar presentes en productos carnicos que presentan
actividad proteolitica son Pseudomonas spp (Bala y col.,, 1979; Signorini, 2002; Garcia-
Barrientos y col., 2006) y Lactobacillus (Fadda y col., 1999). Pseudomonas son las bacterias
con mayor actividad proteolitica en carne, su pH 6ptimo de actividad esta entre 6.5 y 8.3; sin
embargo, Garcia-Barrientos y col. (2006) reporté actividad de la proteasa obtenida de
Pseudomonas fluorescens a pH 4. Estas enzimas actuan principalmente sobre actina (Alanis
y col., 1999, mencionado en Garcia-Barrientos y col., 2006)

2.6.5. Tamaiio de particula

Una emulsién se puede desestabilizar debido a fenémenos: el desplazamiento de los
glébulos de la fase dispersa; la floculacion por aglomeracién de particulas; la coalescencia
por union o fusion de particulas; y la inversién de fase de aceite en agua a agua en aceite, o
viceversa. Algunas propiedades de las emuisiones, como la vida de anaquel, la apariencia,
la textura, el sabor y la estabilidad estan determinadas por el tamafio de los glébulos de la
fase dispersa. Si todos estos son del tamafio promedio similar (distribucion normal de una
poblacion) se dice que es una emulsién monodispersa; si la distribucién del tamafio de
particula esta dado por mas de una poblacién, es referida como una emulsién polidispersa;

40



Revisién bibliografica

en la primera la distribucién del tamafo de particula puede ser caracterizado por su diametro
o radio; cuando se trata de emulsiones polidispersas el diametro medio puede conocerse
mediante la presién osmética, mientras que las determinaciones utilizando sedimentacién y
dispersion de luz dan informacién acerca del diametro medio de su superficie, por ejemplo el
diametro medio volumen-superficie [3,2] esta relacionado con el area de la superficie de las
gotas expuesta a la fase continua por unidad de volumen de la emulsién (McClements,
1999a). Por otro lado, al reducirse el diametro de los glébulos dispersos se tiene mayor
estabilidad de la emulsion; sin embargo, el tamafio de estas gotas no es un factor primordial
en la velocidad de oxidacién de los lipidos que las conforman (Decker y col., 2005). El
diametro de particula puede reducirse incrementando la velocidad de rotacién del
homogenizador o prolongando el tiempo de homogenizacién (Rizvi, 1981; McClements,
1999b). Sin embargo, para lograr tamafios de particula pequefios se eleva
considerablemente ia temperatura del medio; en emuisiones proteicas, esto ocasiona la
pérdida de estabilidad de la emulsién por desnaturalizacién parcial de las proteinas, lo que
disminuye su capacidad para cubrir a los glébulos de grasa. Como consecuencia, la matriz
proteica se desestabiliza y la grasa se separa de la emulsion (Rizvi, 1981; Lee, 1985; Smith,
1988).
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3. JUSTIFICACION

Dado que la tendencia en la produccion de alimentos es hacia el uso de aditivos de origen
natural, y en virtud de que la oxidaciéon de las grasas insaturadas y pigmentos en la carne
cruda se inicia inmediatamente después de la matanza, desarrollando olores y sabores
desagradables, asi como una modificacion del color, es importante retardar y disminuir la
oxidacion de estos compuestos mediante la utilizacion de antioxidantes naturales de origen

vegetal.

4. OBJETIVOS

41. General

Determinar el efecto antioxidante de los extractos de romero, salvia de bolita y orégano en
pastas de carne cruda de cerdo, asi como posibles alteraciones en las caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales de estas pastas.

4.2. Especificos

» Separar, identificar y cuantificar los compuestos antioxidantes que se encuentran en
mayor concentraciéon en los extractos de orégano fresco, orégano seco y romero fresco
obtenidos con cloroformo y de orégano seco, romero fresco y salvia fresca obtenidos con
etanol

= Estudiar la estabilidad de los compuestos antioxidantes de los extractos de orégano
seco, romero fresco, salvia de bolita fresca obtenidos con etanol, almacenados a dos
temperaturas (refrigeracién y 20°C)

* Determinar el mecanismo de accion de los compuestos antioxidantes de los extractos
de orégano seco, romero fresco, salvia de bolita fresca

* Comparar el efecto antioxidante de los extractos de romero fresco, y de orégano
fresco y seco obtenidos con cloroformo que es un disolvente no reconocido como seguro (no
GRAS) y etanol que es un disolvente seguro (GRAS).

* Estudiar el efecto de los extractos de orégano fresco, orégano seco y romero fresco
obtenidos con cloroformo y etanol sobre los parametros fisicoquimicos (TBARS, color, pH)
de las pastas carnicas con alta y baja oxidacion inicial de lipidos durante el almacenamiento

42



Justificacién y Objetivos

a temperatura ambiente y en refrigeracion

» Estudiar el efecto de los extractos de orégano seco, romero fresco y salvia de bolita
fresca obtenidos con etanol y sus compuestos antioxidantes (aislados del extracto y
reactivos analiticos puros) sobre parametros fisicoquimicos (TBARS, color, pH, degradacion
proteica) y fisicos (tamafio de particula) de las pastas carnicas

43



Materiales y Métodos

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencion de los extractos de hierbas

5.1.1. Extractos de romero fresco en cloroformo y en etanol

El romero fresco se adquirié en el mercado de Iztapalapa, D. F., México, proveniente del
Estado de Morelos, después de aproximadamente 24 h de haber sido cortado. El extracto se
obtuvo de hojas de romero frescas, basandose en los resultados de Wellwood y Cole (2004)
referente a la posible degradacion del acido carnésico ocasionada por el proceso de secado.
Por otro lado, siendo el romero un esclerdfilo (presenta endurecimiento de la esclerética,
membrana dura y opaca de color blanquecino que rodea las hojas), las hojas tienen menor
concentracion de agua que otras hierbas.

El extracto en cloroformo se obtuvo de acuerdo con el método utilizado por Chang y col.
(1977) reportado por Hernandez-Hernandez (2004). Las hojas de romero fresco se picaron
hasta obtener trozos de aproximadamente 3 mm de longitud; se colocaron 10 g en un matraz
bola, agregando 40 mL de cloroformo. La extraccion se llevé a cabo en reflujo durante 2 h a
presion atmosférica. Al término de este tiempo la mezcla se dejé enfriar, se filtré a través de
manta de cielo y se lavé el residuo soélido con 40 mL de disolvente fresco. A continuacién se
filtr6 utilizando papel Whatman 4, posteriormente se eliminé el disolvente del filtrado
utilizando rotavapor Buchi 011 (Buchi, Flawil, Suiza) a 55°C. Se pes6 el residuo libre de
disolvente para finaimente agregar un volumen conocido de cloroformo y almacenario a 4°C
en un frasco ambar, hasta su utilizacién.

El extracto de romero fresco en etanol se obtuvo segtn la metodologia utilizada por Wang
y col. (1998), reportada por Hernandez-Hernandez (2004). Las hojas frescas de romero se
picaron hasta obtener trozos de aproximadamente 3 mm de longitud, se colocaron 5 g en un
frasco ambar y se agregaron 50 mL de etanol, la mezcla se macer6 a 20°C. Debido a la
inestabilidad del acido carnésico presente en el extracto, se trabaj6é con dos tiempos de
maceracion distintos: 3 horas y 10 dias, en ambos casos con agitacion diaria durante
aproximadamente 10 h en una agitadora-incubadora orbital Lab-line modelo 3525CC (Lab-
line Instruments, Melrose Park, lllinois) a 75 rpm; se filtr6 en una manta de cielo, utilizando
25 mL de disolvente fresco para lavar el residuo sélido, posteriormente se filtré a través de
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papel filtro Whatman 4; se eliminé el disolvente en un rotavapor Buchi 011, a 55°C.
Finalmente se peso el extracto y se agregé un volumen conocido de etanol, aimacenandose
a 4°C en un frasco ambar tapado, hasta su utilizacién aproximadamente 24 h después.

5.1.2. Extracto de romero fresco en cloroformo/etanol

El objetivo de emplear este extracto fue, por una parte, incorporar el extracto a la pasta
después de eliminar completamente al cloroformo (disolvente no GRAS) y sustituirlo por
etanol (GRAS). Ademas, existia el interés por conocer posibles cambios en la actividad
antioxidante del extracto, una vez disuelto en etanol. Para la preparacién de este extracto se
disolvieron 30 mg de extracto de romero fresco obtenido con cloroformo en 30 mL de etanol;
con base en su solubilidad, previamente determinada (88.16%) se definié la concentracion
de extracto que debia agregarse a las pastas, calculado con base en el peso de la grasa
incorporada a la pasta.

5.1.3. Extractos de orégano fresco y seco en cloroformo y en etanol

El orégano fresco fue adquirido en el mercado de Sonora, D. F., México, proveniente del
poblado de Santiago Mamalhuazuca, Estado de México, después de aproximadamente 24 h
de haber sido cortado. Su identificacion taxonémica fue realizada por los profesores Ana
Rosa Lépez Ferrari y Jorge Santana, del Herbario Metropolitano “Dr. Ramén Riba y Nava
Esparza” de la Universidad Autébnoma Metropolitana Iztapalapa, concluyendo que se trataba
de Origanum vulgare L. Las hojas frescas se separaron de la planta, se secaron en un horno
de secado (Rios Rocha, Modelo HS-41, México) a 30°C durante 18 h y se almacenaron en
un frasco ambar tapado a 20°C y ausencia de luz hasta su utilizacion.

Para obtener el extracto de orégano fresco en cloroformo, se picaron las hojas finamente,
se colocaron 10 g en un matraz y se agregaron 40 mL de cloroformo. Para la obtencién del
extracto de orégano seco, se colocaron 2.32 g (equivale a 10 g de orégano fresco) de hojas
molidas en el matraz con un volumen de disolvente similar al de las hojas frescas, siguiendo
el procedimiento descrito en el punto 5.1.1.

Para obtener los extractos de orégano fresco y seco con etanol, se maceraron 5 g de
hojas de orégano fresco picadas 6 1.16 g de orégano seco (equivalente a 5 g de orégano
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fresco) en 50 mL de etanol, durante 10 dias. Las condiciones y procedimiento para la
obtencién del extracto son las mismas que se describen en el punto 5.1.1.

5.1.4. Extracto de salvia fresca en etanol

La salvia fresca se adquiri6 en el mercado de Iztapalapa, D. F., México, proveniente del
Estado de Morelos, después de aproximadamente 24 h de haber sido cosechada. Las hojas
frescas de salvia se picaron finamente, se introdujeron 5 g en frasco ambar y se agregaron
100 mL de etanol, macerandolas por 10 dias a 20°C. El procedimiento para la obtencién del
extracto fue similar al descrito en el punto 5.1.1.

5.2 Analisis y fraccionamiento de los extractos
5.2.1. Determinacion de la concentracion de fenoles totales

Esta se llevé a cabo de acuerdo con la metodologia reportada por Zheng y Wang (2001).
A 200 pL de extracto se le afiadieron 1 mL de reactivo Folin-Ciocalteau (Hycel, México, D. F.,
México) y 0.8 mL de una solucién de carbonato de sodio (Baker, Xalostoc, México) al 7.5%
(p/v). El testigo consistid6 en una solucion con 200 uL de etanol, en lugar del extracto de
hierbas. La mezcla se dej6 reposar durante 1.5 h a 20°C;.se midié la absorbencia de las
muestras a 765 nm en un espectrofotémetro Beckman DU-650 (Beckman, Fullerton,
Calfornia). Para determinar la concentracion de fenoles totales se elaboré una curva patrén
con acido galico (Sigma, San Louis Missouri).

5.2.2. Cuantificacion de los compuestos con actividad antioxidante

La cuantificacion de acido rosmarinico, carnosol y de acido carnésico en los extractos de
las hierbas estudiadas se llev6 a cabo de acuerdo con el método reportado por Wellwood y
Cole (2004). Los extractos obtenidos en cloroformo y en etanol se filtraron a través de un
filtro con diametro de poro de 0.2 pm (Millex, ifanda), diluyéndose con etanol grado HPLC
hasta una concentracion conocida. Se inyectaron 500 plL de cada extracto en un
cromatégrafo de liquidos de alta resolucibn marca Waters (Milford, Massachussets),
adaptado con una bomba cuaternaria Waters TM 626, inyector tipo Rheodyne 9125-080 y
detector de arreglo de fotodiodos Waters acoplado al programa Milenium 2010. La
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separacion de los compuestos se realizé en una columna Symmetry de fase reversa (C1g)
(Waters) de 15 cm de longitud, 0.39 cm de didmetro interno y 5 um de tamaiio de poro. Las
condiciones de andlisis fueron: 20°C, flujo de 0.6 mL/min, longitud de onda de deteccion de
284 nm. La fase movil se programé con un gradiente lineal desde 90% A (840 mL de agua
desionizada con 8.5 mL de acido acético y 150 mL de acetonitrilo), 10% B (metanol) a 100%
B en 40 min. El sistema se estabilizé 3 min entre cada inyecciéon. Los compuestos fueron
identificados mediante estandares de referencia del acido rosmarinico y carnosol (AG
Scientific, San Diego, California) y de acido carnésico (Sigma). La longitud de onda de
maxima absorcion para el acido rosmarinico fue de 335 nm, mientras que para el acido
carnésico y el carnosol fue de 284 nm; sin embargo, el acido rosmarinico también mostré
absorbencia a 284 nm, por lo que esta longitud de onda fue utilizada para detectar a los tres
compuestos. Mediante el método de calibracion absoluta (Verde-Calvo y Orozco-Villafuerte,
2005) se calcul6 la concentracion de cada uno de los compuestos con actividad antioxidante
en el extracto. Debido a que el extracto de romero fresco obtenido en cloroformo se disolvié
posteriormente en etanol, la inyeccion y el calculo de la concentracién se realiz6 de la misma
manera que en el extracto obtenido con etanol (de acuerdo con el tiempo de retencién, tz, se
relacioné el area de los picos de cada compuesto con el area del estandar correspondiente).

6.2.3. Efecto de la madurez fisiolégica de las hierbas en la concentracién de
compuestos con actividad antioxidante

Una de las principales causas en la variabilidad del contenido de acido carnésico en el
romero fresco es su origen genético; también se asocia con el estado de madurez de las
hojas, ya que en estas se encuentra predominantemente este compuesto. Las hojas jévenes
presentan mayor contenido de acido carnésico que las maduras, debido a: a) los
antioxidantes son esenciales en los primeros estados de crecimiento, donde las hojas
jévenes son mas vulnerables; b) las hojas jovenes tienen un metabolismo mas activo, por lo
tanto requieren altas concentraciones de compuestos necesarios para su crecimiento
(Hidalgo y col., 1998). Por ello, se evalu6 el efecto de la madurez fisiolégica en la
concentracion de compuestos de actividad antioxidante, la cual se analiz6 de acuerdo a la
metodologia que se describe en el punto 5.2.2., la concentracion de &cido rosmarinico,
carnosol y acido carnésico se determiné en extractos de orégano seco, romero fresco y
salvia fresca obtenidos por maceracién en etanol a 20°C, el tiempo de maceracion fue de 10
dias y durante este periodo se realizaron las determinaciones cada 24 h.

47



Materiales y Métodos

5.2.4. Efecto del tiempo de maceracion en la concentracién de compuestos con
actividad antioxidante

Se analiz6 la concentracién de los tres compuestos estudiados (acido rosmarinico,
carnosol y acido carndsico) cada 24 h durante los 10 dias en que se llevé a cabo la
maceracion en etanol a 20°C de orégano seco, romero fresco y salvia fresca. Debido a que
el extracto de orégano seco en etanol presenté mayor cantidad de acido rosmarfnico, y las
concentraciones de carnosol y acido carnésico no mostraron diferencia significativa con el
extracto de orégano fresco, se decidi6 emplear las hojas de orégano seco, en lugar de
orégano fresco en este experimento. Dichas concentraciones se analizaron de acuerdo a la
metodologia reportada en el punto 5.2.2.

5.2.5. Solubilidad de los extractos

La determinacion se realiz6 de acuerdo con la metodologia reportada por Shriner y col.
(2004) con algunas modificaciones. A 30 mg de cada uno de los extractos se le afiadieron en
forma separada 10 mL de disolvente: agua destilada, etanol, propilenglicol (Baker) y aceite
comestible de maiz. La mezcla se agit6 constantemente a 20°C durante aproximadamente 2
min, y se filtro a través de papel Whatman 2. El papel filtro con el residuo se introdujo en un
horno de secado (Rios Rocha, Modelo HS-41, México) a 55° C durante 24 h, para eliminar el
disolvente.

Para observar el efecto del incremento de la temperatura sobre la disolucién de los
extractos se procedié a determinar la solubilidad de los mismos a §5°C, es decir la mezcla
extracto-disolvente se calent6 hasta alcanzar 55°C, posteriormente se dejé en reposo a 20°C
para continuar con la filtracién y eliminacién del disolvente de acuerdo con el procedimiento
enunciado en el parrafo anterior.

La solubilidad se calcul6 de la siguiente forma:

% de solubilidad = 100 - extracto seco (q)*100 Ecuacion 2
extracto fresco (g)
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6.2.6. Aislamiento de los compuestos con actividad antioxidante de extractos
etandlicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca

La separacion de las fracciones conteniendo los acidos rosmarinico y carndsico y del
carnosol se llev6é a cabo de acuerdo con el método reportado por Areias y col. (2000), con
algunas modificaciones. En el equipo de HPLC, descrito en el punto 5.2.2, se inyectaron por
separado 500 pl de cada uno de los extractos y de los estandares, todos ellos diluidos con
etanol. Las condiciones de andlisis fueron las siguientes: la fase mévil se programé con un
gradiente lineal desde 90% A (agua/acido fosférico, 999:1) (Baker), 10% B (acetonitrilo)
(Baker) a 100% B en 45 min. El sistema se estabiliz6 § min entre cada inyeccion. La
separacion de los compuestos se llevé a cabo en un separador marca Retriever 500, (ISCO,
Nebraska) que se programé para recolectar fracciones cada 60 seg para el romero fresco, 50
seg para el orégano seco y 40 seg para la salvia fresca. Se procedi6 a corroborar la
presencia de los acidos rosmarinico, carnésico y del carnosol en las distintas fracciones,
mediante la comparaciéon de los espectros de absorcién con el de los estandares, en un
intervalo de longitud de onda de 200 a 400 nm utilizando un espectrofotémetro Beckman DU-
650. Como se mencioné en el punto 5.2.2, el acido rosmarinico present6é una longitud de
onda de maxima absorciéon de 335 nm, y el acido carnésico y el carnosol de 284 nm. Los
tubos de ensayo conteniendo las fracciones de cada uno de los compuestos antioxidantes se
taparon y almacenaron a 4°C en oscuridad hasta su utilizacién (aproximadamente 18 horas).

§.2.7. Estabilidad de los compuestos con actividad antioxidante

La estabilidad de los compuestos antioxidantes se midi6 de acuerdo con el método
reportado por Frankel y col. (1996), con algunas modificaciones. Se prepard una solucién
amortiguadora de fosfatos pH 5.5, 0.025 M (Sigma), la cual se mezcl6 en una proporcién 2:1
(vv) con etanol (pH 5.97), posteriormente esta mezcla se agreg6 en una proporcion 1:2 (v/v)
a cada una de las fracciones que contenian los compuestos con actividad antioxidante
provenientes de cada uno de los extractos y de los estandares, asi como a muestras de los
extractos completos. La estabilidad se determin6 midiendo cambios en la absorbencia de
cada uno de los compuestos utilizando un espectrofotémetro Beckman DU-650 a 335 nm
para el “compuesto X" y el acido rosmarinico y, 284 nm para el carnosol y el 4cido carnésico.
A partir de los estandares de los acidos rosmarinico y carnésico y del carnosol se elabor6
una curva patrén para cuantificar la concentracion de estos compuestos.
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Los compuestos separados se almacenaron por un total de 72 horas a 4 y a 20°C en
tubos de ensayo transparentes tapados, los cambios en la concentracién de estos
compuestos se analizaron en la forma descrita cada 24 h, con dos repeticiones, y tomando 3
lecturas de cada muestra. Se analiz6 la estabilidad de los siguientes compuestos:

a. Extractos de romero fresco, orégano seco y salvia fresca

b. Acido rosmarinico, carnosol y acido carnésico aislado del extracto de romero fresco,
del extracto de orégano seco o del extracto de salvia fresca

c. Acido rosmarinico, carnosol y acido carnésico (compuestos puros como reactivos
analiticos)

5.3. Obtencion de la quinona del acido carnésico

El objetivo para obtener esta quinona fue corroborar la longitud de onda de maxima
absorcion de estos compuestos reportada por Masuda y col. (2002) que es de 284 nm vy,
medir la actividad antioxidante en un sistema modelo. Se obtuvo de acuerdo con la
metodologia reportada por Masuda y col. (2002), con algunas modificaciones. Un miligramo
de acido carnésico (Sigma) se disolvié en 0.1 mL de acetonitrilo (Baker), se agregaron 0.02
mL de solucién de cloruro férrico (0.135 g de cloruro férrico hexahidratado en 1 mL de agua)
(Sigma); la mezcla se dejé reposar durante 3 min a 20°C, posteriormente se agreg6 0.1 mL
de agua. La quinona se extrajo repitiendo el proceso dos veces con 0.1 mL de cloruro de
metileno (Baker); las capas de cloruro de metileno obtenidas en ambas repeticiones se
juntaron y se les agreg6é 0.1 g de sulfato de sodio anhidro (Baker); la mezcla se filtr6 y
evapor6 en un rotavapor Buchi 011 a 25°C; el residuo se cristaliz6 con 0.4 mL de mezcla
hexano:éter de petréleo (Baker) y se procedi6 a evaporar nuevamente a 25°C. El polvo
anaranjado obtenido se disolvi6 con 1 mL de etanol (Baker); inmediatamente se procedi6 a
su analisis o a su aplicacion a la pasta carnica. La solucién se almacené por un total de 4 h,
tomando muestras para su analisis por HPLC alas 0, 1.5y 4 h.

5.4. Preparacion de la pasta carnica

La composicién de la pasta carnica fue: 59% de carne fresca de cerdo (musculo
Longissimius dorsi, no se registré el manejo antemortem de los animales), 14% de lardo,
23.4% de agua fria, 3% de cloruro de sodio, 0.499% de fosfato de potasio y 0.1% de
emulsificante comercial (Accoline). Se picaron por separado la carne y el lardo congelado en
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cubos de aproximadamente 1 cm, posteriormente se pesaron y homogenizaron por
separado, en una licuadora doméstica (Osterizer Modelo 450-10, Bartelesville) durante 30 s
aproximadamente a velocidad maxima; al homogenizar la carne, se agregd el agua en
volumenes pequefios, asi como una parte del cloruro de sodio y de fosfato. A continuacién
se mezclaron ambas partes en la misma licuadora, agregando el resto de los ingredientes y
se continué con la homogenizacion hasta obtener una pasta homogénea. De acuerdo con
estudios realizados (Hernandez-Hernandez, 2004) la pasta contenia 12% de proteina, 66%
de humedad, 97 mg/100 g pasta de acido palmitoleico, 533 mg/100 g pasta de acido
palmitico, 1595 mg/100 g pasta de acido oleico y 299 mgl106 g pasta de acido estearico.

5.4.1. Incorporacién de compuestos antioxidantes a la pasta carnica
5.4.1.1. Extractos de hierbas

Se pesaron lotes de 150 g de pasta carnica; a cada uno se agregaron empleando una
espatula, en forma separada, los extractos de hierbas en una concentracion de 0.02% p/p al
peso de la grasa; se incluydé un control sin extractos.

Los extractos incorporados fueron: romero fresco en cloroformo, romero fresco
cloroformol/etanol, orégano fresco en cloroformo, orégano seco en cloroformo, romero fresco
en etanol, orégano fresco en etanol y orégano seco en etanol. Los extractos obtenidos en
etanol se maceraron durante 10 dias.

§.4.1.2. Extractos etandlicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca y sus
compuestos con actividad antioxidante.

Con base en los resultados obtenidos en: a) estudios de la actividad antioxidante de los
extractos de romero fresco, orégano fresco y seco con cloroformo, y romero fresco, orégano
fresco y seco, obtenidos por maceracion con etanol durante 10 dias; b) efecto del tiempo de
maceracion en la concentracion de compuestos con actividad antioxidante; c) tesis de
maestria con relacion al efecto antioxidante del extracto de salvia fresca obtenida en etanot;
y considerando que uno de los objetivos es trabajar con disolventes GRAS, se determiné
trabajar con los extractos siguientes: romero fresco con 3 h de maceracion, orégano seco
con 10 dias de maceracion y salvia fresca con 10 dias de maceracién, todos ellos obtenidos
en etanol y, a partir de éstos se aislaron los compuestos con actividad antioxidante. Por lo
tanto, se incorporaron a las pastas los extractos etanélicos de orégano seco, romero fresco y
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salvia fresca, obtenidos como se indica en el punto 5.1., asi como los compuestos con
actividad antioxidante aislados de estos (acido rosmarinico, carnosol y acido carnésico) y
estandares de estos compuestos (reactivos analiticos). Se incluyé también un compuesto,
que se supone antioxidante, y no pudo se identificado, llamado “compuesto X".

Con el fin de calcular la concentracion de los compuestos con actividad antioxidante que
se debian incorporar a las pastas, previamente se determiné la cantidad de cada uno de
ellos presente en los extractos de romero fresco, de orégano seco y de salvia fresca,
mediante cromatografia por HPLC; posteriormente, se calculé el peso de extracto que se
incorporaria a la pasta de acuerdo al punto 5.2.2.; finalmente, se obtuvo la relacion de peso
de extracto por agregar y la concentraciéon de cada uno de los compuestos con actividad
antioxidante. Para los lotes de 150 g de pasta, las concentraciones que se adicionaron
fueron las siguientes:

a) Extracto de romero fresco: 4.29 mg de extracto, 0.041 mg de acido rosmarinico, 0.072
mg de carnosol, 0.308 mg de acido carnésico y 2 ml de compuesto X cuya absorbencia fue
0.08.

b) Extracto de orégano seco: 4.29 mg de extracto, 0.065 mg de acido rosmarinico,
0.00015 mg de carnosol, 0.0005 mg de acido carnésico y 2 ml de compuesto X cuya
absorbencia fue 0.08.

¢) Extracto de salvia fresca: 4.29 mg de extracto, 0.001 mg de acido rosmarinico, 0.0001
mg de carnosol, 0.0002 mg de acido carésico y 2 ml de compuesto X cuya absorbencia fue
0.08.

El control consistié en pastas carnicas sin compuestos antioxidantes.

Las pastas afiadidas con los extractos etanélicos se almacenaron a 4 y 20°C por un total
de 72 h; las pastas con los compuestos antioxidantes (orégano seco, romero fresco y salvia
fresca) aislados de los extractos y como reactivos analiticos, se almacenaron a 4°C por 72 h.

5.4.1.3. Quinona del acido carndsico

De igual forma que el punto anterior, en lotes de 150 g de pasta carnica, se incorporaron,
en forma separada, acido carnésico y la quinona del acido carnésico en una concentracion
de 0.02% p/p del peso de la grasa agregada a la pasta; el control consisti6 en una pasta sin
compuestos antioxidantes.
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65.4.2. Condiciones de almacenamiento y muestreo de las pastas carnicas
incorporadas con compuestos antioxidantes

Las pastas se almacenaron a 4 y a 20°C, por un tiempo total de 72 h, en dos tipos de

envases:

e Para los estudios de la actividad antioxidante de los extractos de romero fresco,
orégano fresco y seco con cloroformo, y romero fresco, orégano fresco y seco,
obtenidos por maceracién con etanol durante 10 dias, las muestras almacenadas a
20°C se envasaron en frascos transparentes y las muestras almacenadas en
refrigeraciéon se envasaron en frascos ambar

e Para los estudios de la actividad antioxidante de los extractos de romero fresco,
obtenidos por maceracion de 3 h en etanol, y de los extractos de orégano seco y
salvia fresca obtenidos por maceracién de 10 dias en etanol, asi como en los
estudios de la capacidad antioxidante de las quinonas del acido carnésico, las
muestras se envasaron en frascos transparentes.

En virtud de que los estudios de la actividad antioxidante de los extractos de romero
fresco, orégano fresco y seco con cloroformo, y romero fresco, orégano fresco y seco,
obtenidos por maceracion con etanol durante 10 dias, fue de caracter preliminar se utilizaron
frascos transparentes para acelerar la oxidacion de los compuestos, y los frascos ambar
para disminuir la oxidacién de los mismos. Mientras que en los estudios restantes
Unicamente se utilizaron frascos transparentes con el objetivo ya mencionado y ademas para
eliminar la interferencia de este factor en las variables de respuesta estudiadas a las dos
temperaturas de almacenamiento. En ambos casos, los envases permanecieron tapados
durante todo el tiempo de almacenamiento, salvo cuando se realizé el muestreo (cada 24 h);
los analisis se llevaron a cabo con dos repeticiones.

Para llevar a cabo el estudio del efecto de los extractos sobre las propiedades
fisicoquimicas en pastas con alta y baja oxidaci6n inicial de lipidos se procedi6 a almacenar
la mitad de la pasta por 5 dias a 4°C (alta oxidacion inicial, TBARS= 0.0882 y 0.0458 para
llevar a cabo los estudios a 4 y 20°C, respectivamente), mientras que la otra mitad fue
inmediatamente tratada con los extractos (baja oxidacion inicial, TBARS= 0.0123 y 0.0231
para llevar a cabo los estudios a 4 y 20°C, respectivamente). Para acelerar la oxidacién de
los lipidos y del pigmento de las pastas que se almacenarian a 20°C, previo al envasado se
incorporé aire a las muestras utilizando un homogenizador (ESGE, Biospec Products,
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Bartlesville, Suiza) a velocidad maxima durante un minuto.
5.5. Propiedades fisicoquimicas de la pasta carnica
5.5.1. Color

Este se analizé por duplicado utilizando un colorimetro Hunter Lab modelo D25-PC2
(Chroma Meter CR-200, Tokio, Japén). El equipo se calibré utilizando como estandares los
valores de L=94.5, a=1.0, b=1.9. Se tom6 la lectura de la muestra, colocandola en el porta
muestras, procurando no dejar espacios con aire en el recipiente, rotandola 90° entre cada
lectura. Se midieron los valores L, a y b; estos ultimos se transformaron en las coordenadas
polares de cromaticidad y tonalidad, medi'ante las ecuaciones:

Tonalidad = tan™ b/a Ecuacién 3
Cromaticidad = (a? + b?)"? Ecuacién 4
5.5.2. pH

Se determiné por duplicado, utilizando un potenciémetro digital (Conductronic, México, D.
F.) previa homogenizacién de 10 g de pasta carmica con 90 mL de agua destilada en una
licuadora doméstica (Osterizer) a velocidad maxima durante 1 min.

5.5.3. Oxidacioén de lipidos (TBARS)

La cuantificaciéon de las sustancias reactivas con el acido tiobarbitirico (TBARS, por sus
siglas en inglés) se llevé a cabo por duplicado mediante la metodologia reportada por
Ockerman (1980) y por Rossell (1994). Se homogenizaron 10 g de pasta con 50 mL de agua
destilada a 50°C, se transfirieron a un matraz de destilacion, se afiadieron 47.5 mL de agua
destilada a 50°C, 2.5 mL de &cido clorhidrico (Baker) (1:2 viv), dos gotas de antiespumante
(1:10 p/v) y algunas perlas de ebullicién. Se destilaron aproximadamente 50 mL de la
solucién. Se pasaron 5 mL del destilado a un tubo de vidrio con tap6n, se le agregaron 5 mL
de solucion de acido 2-tiobarbitarico (TBA) (Sigma) (0.2883 g/100 mL de acido acético glacial
al 90%), se taparon y agitaron. Un testigo fue preparado de manera similar, con 5 mL de
agua destilada en lugar de la muestra. Los tubos con la muestra y el testigo se colocaron en
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agua a ebullicién durante 35 min, posteriormente se dejaron enfriar en bafio de hielo durante
10 min. Finalmente, se midié la absorbencia (D) a 530 nm en un espectrofotémetro Beckman
DU-650. La concentracién de TBARS se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

TBARS (mg de malonaldehido / kg de pasta) =7 D Ecuacion 5

5.6. Propiedades funcionales de la pasta carnica

5.6.1. Viscosidad aparente

Se llev6 a cabo empleado un viscosimetro digital Brookfield DV-ll+Pro (Brookfield,
Middleboro, Massachusetts), utilizando el husillo nimero 4 a velocidades de deformaciéon de
0.3,0.5,0.6,1,1.5,2,25, 3,4, 5y 6 rpm. El analisis se llevé a cabo por triplicado.

6.6.2. Actividad proteolitica presente en las pastas carnicas

5.6.2.1. Extraccion de proteinas miofibrilares

Se llev6 a cabo segun la metodologia utilizada por Ngapo y col. (1992) reportada por
Signorini (2002), con algunas modificaciones. Se mezclaron 15 g de pasta carnica con hielo
y agua fria en proporciones 1:1:1 (p/p) en una licuadora doméstica (Osterizer) hasta
homogenizacion completa; la mezcla se agité6 constantemente durante 10 min en bafio de
hielo, posteriormente se filtr6 a través de un cedazo para eliminar el tejido conectivo. Se
incorpor6 agua fria en una proporciéon 2:3 mezcla homogenizada:agua fria, agitandose la
mezcla por 15 min mas; la mezcla se centrifugé a 4000 rpm durante 30 min a 4°C; el
precipitado se resuspendié en una solucion compuesta por NaCl 0.6 M + 25 mM bufer de
fosfatos (Baker), pH 7. La concentracién proteica en el extracto se determind por el método
de Biuret (Garcia-Barrientos, 2007), los datos obtenidos se interpolaron en una curva patrén
de albumina de huevo.

6.6.2.2. Caracterizacion de las fracciones proteicas

La degradacion de las proteinas miofibrilares en la pasta céarnica fue analizada mediante
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de acuerdo con el
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método descrito por Laemmli (1970), reportado por Signorini (2002). Los extractos proteicos
(15 mg/mL) se mezclaron en proporcién 1:4 con una solucién de bufer muestra que contenia
50% agua desionizada, 12.5% de bufer tris-HCI (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California)
pH 6.8, 10% glicerol (Baker), 20% de dodecilsulfato de sodio (SDS) (Bio-Rad), 2.5% de azul
de bromofenol y 5% de 2,8-mercaptoetanol (Bio-Rad). Previo al analisis, las muestras se
sometieron a ebullicion durante 4 min. Se utilizaron geles de separacion al 12% de
acrilamida (Bio-Rad) y geles de concentraciéon al 4% de acrilamida. Se empleé un sistema
Mini-Protean Il (Bio-Rad), aplicando 11 uL de muestra y marcadores de peso molecular (Bio-
Rad) que contenia las proteinas: miosina, 200; B-galactosidasa, 116.25; fosforilasa b, 97.4;
albumina sérica bovina, 66.2; ovoalbiimina, 45; anhidrasa carbénica, 31; inhibidor de tripsina,
21.5; lisozima, 14.4; aprotinina, 6.5 kDa. La electroforesis se llevé a cabo a un voltaje
constante de 190 V durante 55 min; los geles se fijaron y tifieron con una solucién de azul de
Coomasie (LKB, Bromma, Suecia) al 1% en metanol:4cido acético:agua (40:10:50 vi)
(Baker) durante 20 min. El revelado de los geles se realiz6 utilizando una solucion de
metanol:acido acético:agua durante 12 h. Los geles fueron digitalizados en un equipo Gel-
Doc 2000 (Bio-Rad) acoplado a un software Quantity One version 4 (Bio-Rad), que permite
analizar la densidad 6ptica relativa de cada banda respecto del total de bandas encontradas
por muestra.

5.6.3. Tamaiio de particula

Se llevé a cabo utilizando un analizador de tamafio de particula Mastersizer modelo MAF
5000 (Malvern Instruments, Worcestershire, Inglaterra), previa homogenizacién de 10 g de
pasta carnica con 20 mL de agua destilada con un homogenizador (ESGE) a velocidad
maxima durante 15 seg. Los andlisis se llevaron a cabo por triplicado.

5.7. Diseiio experimental y analisis estadistico

La Tabla 3 muestra las fuentes de variacién y variables de respuesta analizados en cada
etapa de la presente tesis:
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Tabla 3. Fuentes de variacion y variables de respuesta analizadas en los experimentos

realizados
Objetivo Fuentes de Variables de
variacién Respuesta
romero fresco
extractos de hierbas orégano fresco
salvia fresca
acido
rosmarinico
compuestos aislados de carnosol
romero fresco acido carnésico
acido
rosmarinico
compuestos aislados de carnosol
orégano fresco acido carnésico
Conocer la concentracion y acido Concentracién
estabilidad de los compuestos rosmarinico
con actividad antioxidante compuestos aislados de carnosol
salvia fresca acido carnésico
acido
rosmarinico
reactivos analitcos camosol
acido carnésico
quinonas del acido carnésico
Efecto del tiempo de maceracién en etanol
de romero y salvia frescos, y orégano seco
Efecto de la madurez fisiolégica de las
hierbas
romero fresco en cloroformo
romero fresco en etanol color
(L, tonalidad,
romero fresco en cloroformo/etanol cromaticidad)
Conocer el efecto de los orégano fresco en cloroformo pH
extractos y compuestos aislados
en pastas camicas orégano fresco en etanol TBARS
orégano seco en cloroformo tamario de
particula
orégano seco en etanol
degradacién
salvia fresca en etanol proteica

compuestos antioxidantes aislados de
extractos y quinonas de acido carnésico
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En todos los casos, se utilizaron disefios totalmente al azar. Los datos se sujetaron a
analisis de varianza y comparacion multiple de medias de Duncan a= 0.01 (Montgomery,
1991), empleando un paquete estadistico SPSS version 8.0 (Chicago, Illinois).

5.8. Estrategia experimental

En la Figura 10 se muestra la estrategia experimental llevada a cabo durante el
desarrollo de este trabajo de investigacion.

Caracteristicas Lista GRAS
polares de
disolventes
4
Extractos con Romero
disolvente GRAS [¢ Salvia
Orégano
Analisis y separacion de
compuestos con actividad
antioxidante
< Emulsién carnica
\ 4 4 h 4
Incorporacion Efecto del Estabilidad de
de tiempo de compuestos
compuestos maceracion con actividad
-« aislados con en etanol, y antioxidante
¥ v actividad efecto de la
e antioxidante madurez
garﬁ@gn_za_gm en pastas fisiolégica
Viscosidad
Degradacion proteica
Tamaiio de particula

Analisis fisicoquimicos
Color (L., tonalidad,

cromaticidad)
pH
Oxidacién (TBARS)

Figura 10. Estrategia experimental
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Concentracion de fenoles totales en los extractos de hierbas

Los extractos obtenidos por maceracién utilizando etanol como disolvente presentaron
mayor concentracién de fenoles totales que aquellos obtenidos a reflujo utilizando como
disolvente cloroformo (P<0.001) (Tabla 4); debido a la formacién de enlaces entre el etanol y
los grupos hidroxilo, asi como con otros grupos polares presentes en la molécula; por lo que
se solvataron y, en consecuencia, se pudieron extraer los compuestos por un disolvente
polar. En el caso de la extraccién con cloroformo, este disolvente unicamente pudo formar
enlaces con las partes no polares de los fenoles (Morrison y Boyd, 1970a; Ander y
Sonnessa, 1979b; Shriner y col., 2004).

Tabla 4. Concentracion de fenoles totales (mg/mL extracto) por método de extraccién

Método de extraccion Fenoles totales

Maceracion con etanol  0.1286%"® + 0.054@

Reflujo con cloroformo 0.0669"° + 0.057

™ Media de 27 mediciones; ® Desviacion estandar:
@ superindices iguales no son significativamente diferentes

Considerando los dos métodos de extraccion, maceraciéon con etanol y reflujo con
cloroformo, se obtuvo la mayor concentracién de fenoles totales a partir de orégano seco que
con romero fresco, salvia fresca y el orégano fresco (Tabla 5), ain cuando no se observé
diferencia significativa (P>0.01) entre las concentraciones obtenidas a partir de orégano
seco, romero fresco y salvia fresca.

En cuanto a la discrepancia entre la concentracién de fenoles totales entre el orégano en
estado fresco y seco (P<0.001), posiblemente se debié a que algunos compuestos fenélicos
hidrofilicos presentes se unieron al agua de las hojas frescas y permanecieron en ellas
cuando el disolvente se removi6 del residuo (Wellwood y Cole, 2004).
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Tabla 5. Concentracion de fenoles totales (mg/mL extracto) en extractos de hierbas

Hierba Fenoles totales
Orégano fresco 0.0630°" + 0.041?
Orégano seco 0.1307% £ 0.095
Romero fresco 0.1257% £ 0.035
Salvia fresca 0.0791% + 0.016

" Media de 18 mediciones; ® Desviacion estandar;
@ superindices iguales no son significativamente diferentes

Se obtuvo mayor concentracion de fenoles totales a partir de extractos de orégano en
etanol que en cloroformo (Tabla 6); debido a que el acido rosmarinico, el compuesto que se
encuentra en mayor concentracion en las hojas frescas y secas de esta hierba (comparado
con carnosol y acido carnédsico, Tabla 7) es polar, por lo tanto sus grupos hidrofilicos
pudieron formar enlaces con el agua de hidratacién de las hojas y posteriormente fue
extraido con el etanol (Morrison y Boyd, 1970a; Ander y Sonnessa, 1979a; Shriner y col.,
2004; Wellwood y Cole, 2004).
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Table 6. Concentracion de fenoles totales (mg/mL extracto)

Disolvente Hierba Fenoles totales
Etanol Orégano fresco 0.1032°*" 4 0 008"

Orégano seco 0.2223%+ 0.017

Romero fresco 0.1095™ + 0.015

Salvia fresca 0.0791° +0.016

Cloroformo Orégano fresco 0.0228° + 0.001
Orégano seco 0.0393° +0.003

Romero fresco 0.1385" + 0.042

Cloroformo-etanol Romero fresco 0.1351% + 0.040

Tabla 7.

) Media de 9 mediciones;  Desviacién estandar;
@ superindices iguales no son significativamente diferentes

Concentracién de compuestos con actividad antioxidante (mg/mg extracto) de
acuerdo con la hierba utilizada para su extraccién

Hierba Acido rosmarinico Carnosol Acido camésico
Orégano fresco 0.0097%"® 1 0.010% 0.0002" + 0.00008 0.0002° + 0.0001
Orégano seco 0.0231* £ 0.023 0.0002" + 0.00004 0.0004" £ 0.0002
Romero fresco 0.0141° £ 0.018 0.0882* £ 0.030 0.2634" + 0.196
Salvia fresca 0.0019° £ 0.001 0.0002° + 0.0001 0.0003" £ 0.0002

(‘3’ Media de 8 mediciones; ¥ Desviacién estandar;
@ Superindices iguales en la columna no son significativamente diferentes
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La concentracion de fenoles totales no fue estadisticamente diferente entre los extractos
de romero fresco obtenidos con cloroformo y con etanol (P>0.01) (Tabla 6); sin embargo, la
concentracion fue mayor en extractos en cloroformo que en etanol debido a que, al ser el
acido carnédsico el compuesto mayoritario en esta hierba (Tabla 7) y, debido a su baja
polaridad, se extrajo con mas eficiencia con cloroformo, que es un disolvente no polar
(Morrison y Boyd, 1970a; Ander y Sonnessa, 1979a; Shriner y col., 2004).

De los extractos obtenidos con etanol, la menor concentracion de fenoles se observé en el
obtenido a partir de salvia (Tabla 6) en comparacién con la concentracén de fenoles totales
obtenidos a partir de orégano seco, romero fresco y orégano fresco. Asimismo se pudo
observar que el extracto de orégano seco obtenido con etanol presenté significativamente
(P<0.001) mayor concentracion de fenoles totales que en los demas extractos. La alta
concentracion de fenoles estuvo de acuerdo con resultados reportados por Zheng y Wang
(2001) en un extracto obtenido de orégano europeo, con una solucién amortiguadora a pH 7.
Por lo tanto, la cantidad de fenoles totales obtenida dependi6 de la hierba de la cual se hizo
la extraccion, de la hidratacion de la hierba (seca o humeda) y del disolvente utilizado para
su extraccion.

6.2. Concentracién de compuestos con actividad antioxidante

Los compuestos fenélicos tipicos que poseen actividad antioxidante son principaimente
los acidos fendlicos y los flavonoides. Los resultados reportados en la literatura han
confirmado que los extractos de diversas especies del género Origanum tienen un elevado
contenido de acido rosmarinico y otros compuestos derivados del acido hidroxicinamico, los
cuales poseen una fuerte actividad antioxidante. Por otra parte los extractos de romero
fresco obtenidos con acetona y etanol contienen varios compuestos fenélicos entre los que
destacan el acido rosmarinico, el rosmanol, el acido carnésico (Zheng y Wang, 2001) y el
carnosol (Inatani y col., 1983; Wellwood y Cole, 2004) los cuales confieren a los extractos
una actividad antioxidante muy potente.

Debido a que el orden de elucion de los solutos en HPLC depende de la polaridad, el
soluto que primero eluye es el de mayor polaridad. Bajo las condiciones de analisis descritas
en el punto 5.2.2 (pag. 46), se obtuvieron los siguientes tiempos de retencion: acido
rosmarinico: 16.2 min; carnosol: 26.6 min; acido carnésico: 29.7 min. Los cromatogramas de
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estos compuestos se muestran en las Figuras 11, 12 y 13. El
derivada de la oxidacién del acido carnésico por lo que su polari

carnosol es una lactona
dad es inferior a éste. De

acuerdo con esta informacioén, el tiempo de retencién (t;) del carnosol deberia ser mayor al

del acido carnésico; sin embargo, el grupo carboxilo del acido pudo interactuar con el

hidroxilo del grupo fenol que se encuentra en su proximidad via puente de hidrégeno (unién

intramolecular) (Huang y col., 1996), lo que impidié que ambos gri
formar enlaces con moléculas polares (Morrison y Boyd,

upos quedaran libres para
1970b), aumentando Ia

hidrofobicidad de la molécula y, de esta manera, qued6 adsorbida a la fase estacionaria (C1g)

durante mas tiempo que el carnosol.

0.20
Acido rosmarinico
AU 0.10 o Acido
Carnosol  camésico
0.00 | 'J
| I L | ] I |
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (min)

Figura 11. Cromatograma del extracto de orégano seco con 10 dias de maceracion en
etanol a 20°C. Obtenido por HPLC utilizando una columna Css a 284 nm
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Figura 12. Cromatograma del extracto de romero fresco con 10 dias de maceracion en
etanol a 20°C. Obtenido por HPLC utilizando una columna Cy3 a 284 nm

0.20 Acido rosmarinico
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Figura 13. Cromatograma del extracto de salvia fresca con 10 dias de maceracién en
etanol a 20°C. Obtenido por HPLC utilizando una columna Cs a 284 nm

La extraccion de acido rosmarinico fue significativamente mas eficiente (P<0.001) cuando
se utilizé6 como disolvente etanol que con cloroformo (Tabla 8), debido a la alta solubilidad
del acido rosmarinico en disolventes polares (Wellwood y Cole, 2004); mientras no se
observé diferencia significativa (P>0.01) entre la extraccion del carnosol y del acido
carnésico por maceracion o por reflujo. Los grupos metilo e isopropilo en el acido carnésico y
el carnosol disminuyeron la polaridad, sin embargo los grupos hidroxilo pudieron interactuar
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con el disolvente polar, dando como resultado neto una solubilidad similar entre el disolvente
polar (etanol) y el no polar (cloroformo); sin embargo, la concentracién de carnosol mostr6

menos variacién entre ambos métodos de extraccion.

Tabla 8. Concentracién de compuestos con actividad antioxidante (mg/mg extracto)
de acuerdo con el método de extraccion

Método de extraccion Acido rosmarinico Carnosol Acido camésico
Maceracién con etanol 0.0263"" 4 0.018% 0.0448" £ 0.052 0.0881" + 0.154
Reflujo con cloroformo 0.0008" + 0.0006 0.0288" £ 0.042 0.1465" + 0.216

M Media de 12 mediciones; ® Desviacién estandar;
@ Superindices iguales en la columna no son significativamente diferentes

Se observé significativamente mayor cantidad de acido rosmarinico (P<0.001) a partir de
las hojas de orégano seco, confundiendo el efecto de método de extraccién, mientras que la
salvia fresca fue la hierba con menor cantidad extraida (Tabla 7, pag. 61); el romero fresco
presenté también el maximo contenido de carnosol y de acido carnésico (P<0.001); en tanto
el orégano, tanto fresco como seco, asi como la salvia fresca presentaron concentraciones
sin diferencia significativa (P>0.01) de ambos compuestos. La Tabla 9 muestra que la
concentracién de acido rosmarinico extraido tanto con etanol como con cloroformo fue menor
cuando los extractos se obtuvieron a partir de hojas frescas de orégano, comparada con la
concentracién alcanzada a partir de hojas secas (P<0.001); esto se debié a que el acido
rosmarinico posee en su molécula dos estructuras catecol conjugadas con un grupo
carboxilo lo que incrementa su caracter polar, por lo que puede formar enlaces con el agua
de las hojas frescas y permaneci6 unido a ella cuando el disolvente se removié del residuo
(Del Baiio y col., 2003; Wellwood y Cole, 2004).
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Tabla 9. Concentracién de compuestos con actividad antioxidante (mg/mg extracto)

Disolvente Hierba Acido rosmarinico Camosol Acido camésico
Etanol Orégano fresco 0.0195" 3 p pp2® 0.0001%¢ + 0.00005 0.0003% + 0.00005
Orégano seco 0.0451* £ 0.001 0.0002* + 0.00005 0.0002% + 0.00005

Romero fresco 0.0395% + 0,003 0.0548™ 1 0.004 0.0048% 4 0.001

Salvia fresca 0.0024** 1 0.0005 0.0001% £ 0.00009 0.0004% £ 0.0002
Cloroformo Orégano fresco 0.00005%  0.00002 0.0002™ £ 0.00009 0.0001% & 0.00005
Orégano seco 0.0011* +0.00005 0.0002%¢ + 4.52E-21 0.0007% + 0.00005

Romero fresco 0.0013% £ 0.0001 0.0860% + 0.012 0.4388" £ 0.038

Cloroformo-etanol Romero fresco 0.0013°° £ 0.0001 0.1238%° £ 0.005 0.3468" £ 0.026

™ Media de 4 mediciones; ® Desviacién estandar; © Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican la diferencia entre compuestos con actividad antioxidante; las
minusculas indican diferencias dentro de cada compuesto entre disolvente empieado)

Al disolver el extracto de romero fresco obtenido con cloroformo/etanol, todo el acido
rosmarinico presente se solubiliz6; sin embargo, se presenté un incremento en la
concentracion de carnosol y una disminucion en la cantidad de acido carnésico. Este
comportamiento se debié al hecho de que el acido carnésico es un compuesto inestable
cuando se encuentra en disolventes como el metanol y etanol, oxidandose a carnosol
(Cuvelier y col., 1994; Okamura y col., 1994; Masuda y col., 2001 y 2002; Del Bafio y col.,
2003).

Como se indicé anteriormente, el compuesto mayoritario en las hojas de orégano, tanto
fresco como seco, fue acido rosmarinico; estos datos concuerdan con los resultados
reportados por Zheng y Wang (2001) y Dorman y col. (2004) para extractos acuosos
provenientes del género Origanum, asi como con lo reportado por Kulidi¢ y col. (2006) para
Origanum vulgare L. ssp. hirtum. Por otra parte, la mayor concentracién en el extracto en
etanol de romero fresco fue de carnosol, y de acido carnésico en el caso del extracto
obtenido con cloroformo. El acido rosmarinico fue el compuesto mayoritario en salvia fresca.
De todas las combinaciones hierba-disolvente que se estudiaron, el extracto de romero
fresco en cloroformo y en cloroformo/etanol presentaron las mayores concentraciones de los
tres compuestos cuantificados (P<0.001) (acido rosmarinico, carnosol y acido carnésico),
siguiendo en orden descendente los extractos de romero fresco con etanol, orégano seco
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con etanol, orégano fresco con etanol, salvia fresca con etanol, orégano seco con cloroformo
y orégano fresco con cloroformo (Tabla 9).

Considerando la informacién anterior, se puede ver que la concentracion de acido
rosmarinico, carnosol y acido carnésico presente en los extractos dependié de la hierba de la
cual se extrajeron, del disolvente empleado para su extraccion y por lo tanto, de Ia
combinacion hierba-disolvente utilizado.

6.3. Efecto de la madurez fisiolégica de las hierbas en la concentracion de
compuestos con actividad antioxidante

No se observé diferencia significativa (P>0.01) en el contenido de acido rosmarinico entre
las plantas no maduras y maduras en los extractos provenientes de las hojas de orégano
seco, romero fresco y salvia fresca (Tabla 10). Sin embargo, la concentracion de este
compuesto en plantas jovenes fue mayor. Este resultado concuerda con informacion
reportada por Petersen y Simmonds (2003) quienes encontraron que el acido rosmarinico
puede actuar en las plantas como un compuesto de defensa contra patégenos y herbivoros,
presentandose una mayor concentraciéon en plantas infestadas, siendo las plantas jévenes
mas susceptibles a este ataque que las adultas.

Tabla 10. Concentraciéon de compuestos con actividad antioxidante (mg/mg)
a dos etapas de maduracién de la planta

Valor medio
Fuente de variacién Nivel

Acido rosmarinico Camosol Acido carésico

Extracto de orégano seco  Planta nomadura  0.0419" + 0.000"" 0.0001° + 0.00008 0.0002"° + 0.0001
Planta madura 0.0385" + 0.015 0.0003* + 0.00008 0.0003" + 0.00005

Extracto de romero fresco  Planta no madura 0.0296" + 0.004 0.1011* £ 0.080 0.0178" £ 0.028

Planta madura 0.0256" + 0.004 0.0721" £ 0.041 0.0109" + 0.023

Extracto de salvia fresca Planta no madura 0.0027" £ 0.0007 0.0003" £ 0.0001 0.0001" £ 0.0003
Planta madura 0.0019" + 0.0009 0.0001* + 0.0001 0.0007" + 0.0006

" Desviacion estandar; ¥ Superindices iguales en la columna no son significativamente diferentes
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Solamente en los extractos de orégano seco se present6é una diferencia significativa en la
concentracion de carnosol entre plantas con distinta madurez fisiolégica (P<0.001), siendo
las plantas no maduras las que tuvieron menor concentracién. No se observé diferencia
significativa en la concentracion de carnosol entre los extractos de romero fresco y de salvia
fresca (P>0.01). Cabe mencionar que las concentraciones de compuestos que pueden
originarse como productos de oxidacién, como en el caso de carnosol formado a partir del
acido carnésico, pueden incrementar si la planta se encuentra bajo condiciones de estrés
inducido por sequia o por alta luminosidad (Munné-Bosch y Alegre, 2001). Los extractos de
hojas de orégano seco y de salvia fresca provenientes de plantas no maduras tuvieron
menor concentracion de acido carnésico, mientras que el extracto de romero fresco obtenido
de plantas no maduras presenté una mayor concentracion de acido carnésico (Tabia 10); en
el caso del romero fresco y salvia fresca esta diferencia no fue significativa (P>0.01), en
forma opuesta, si se observé una diferencia significativa en orégano seco (P<0.001). Esta
variacion en los extractos de romero fresco coincide con los resultados reportados por
Hidalgo y col. (1998), en virtud de que las hojas jovenes, al ser mas vulnerables, requieren
mayor concentracion de antioxidantes; en los extractos de orégano seco y de salvia fresca,
posiblemente las plantas no maduras estuvieron bajo estrés antes de ser cosechadas
(Munné-Bosch y Alegre, 2001). Las plantas no maduras carecian de flores y presentaban un
numero considerable de hojas tiernas; contrariamente, las plantas maduras tenian
abundancia de flores y muy pocas hojas tiernas.

6.4. Efecto del tiempo de maceracién en la concentraciéon de compuestos con
actividad antioxidante

6.4.1. Extracto de orégano seco

La concentracion de acido rosmarinico, de carnosol y de acido carnésico en el extracto de
orégano seco no fue significativamente diferente durante los 10 dias de maceracién (Tabla
11) (P>0.01). A partir del segundo dia y hasta el final del experimento, la extraccién de acido
rosmarinico fue mayor a la de carnosol y acido carnésico (P<0.001). En este mismo periodo,
la concentracion de carnosol fue inferior a la de acido carnésico, debido a que el pH
promedio del extracto (5.66 + 0.08) fue un factor estabilizante del 4cido (Friedman y Jirgens,
2000) evitando su oxidacién a carnosol y otros compuestos (Cuvelier y col., 1994; Okamura y
col., 1994; Munné-Bosch y Alegre, 2001; Masuda y col., 2002). A partir del dia 7, la
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concentracion de los tres compuestos cuantificados permaneci6 estable. El dia cero

corresponde a un tiempo de maceracion de 3 horas.

Tabla 11. Concentracién de compuestos con actividad antioxidante (mg/mg) en el
extracto de orégano seco, durante 10 dias de maceracién en etanol

Tiempo (dias) Acido rosmarinico Carnosol Acido camésico

0 0.0148"*"® 4 0,009? 0.0003* + 0.0001 0.0004* £ 0

1 0.0419" 1 0.018 0.0003% + 0.00005 0.0003%* + 0.00005
2 0.0407* £ 0.016 0.0002°* + 0.00005 0.0003%* + 0.00005
3 0.0409* + 0.003 0.0001%° £ 0.0001 0.0002°* + 0.00005
4 0.0485 + 0.008 0.0002° + 0.0001 0.0003° + 0.0001
5 0.0390* + 0.002 0.0001°* + 0.00005 0.0002°* + 0.0002
6 0.0401"* £ 0.001 0.0001%% + 0.0001 0.0002°° + 0.0001
7 0.0428"" 1 0.007 0.0002%° + 0.0001 0.0004%* + 0

8 0.0429™ + 0.008 0.0002%¢ + 0.0001 0.0003% + 0.00005
g 0.0455* + 0.005 0.0001°* + 0.0001 0.0004* + 0.0001
10 0.0438" + 0.004 0.0002%° + 0.0001 0.0004° + 0.0001

T Media de 3 mediciones; 2 Desviacion estandar, © Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican la diferencia entre compuestos con actividad antioxidante; las
minusculas indican diferencias entre cada dia de maceracién)

6.4.2.

Extracto de romero fresco

La alta actividad antioxidante del extracto de romero fresco se relaciona con la

concentracién de acido carnésico (Weliwood y Cole, 2004); sin embargo la cantidad de este
acido en el extracto de romero fresco en etanol obtenido durante 10 dias de maceracion
(0.0048 mg/mg) (Tabla 9, pag. 66) fue estadisticamente menor a la obtenida con cloroformo
(0.4388 mg/mg) (P<0.001). Durante el periodo de 10 dias de maceracion, el contenido de
acido rosmarinico no varié significativamente (Tabla 12) (P>0.01). El pH medio del extracto
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(6.28 + 0.04) fue superior al del orégano seco; posiblemente no le brindé estabilidad, por lo
que a partir de las 3 h de maceracion (en la tabla se indica como el dia cero de maceracién),
el tiempo en el que se obtuvo la maxima concentracién de acido carnésico, se inicié su
rapida oxidacibn a carnosol y, posiblemente, otros compuestos, como rosmanol,
epirrosmanol (Okamura y col., 1994), rosmadial, carnosato metilico (Cuvelier y col., 1994) e
isorrosmanol, 11,12-di-o-metilisorrosmanol (Munné-Bosch y Alegre, 2001), lo cual quedé
manifestado en la disminucién en el contenido de acido carnésico (P<0.001) con el
consecuente incremento en la concentracion de carnosol. Salvo las 3 primeras horas,
cuando no hubo diferencia significativa entre la concentracién de carnosol y de acido
carnésico (P>0.01), en el resto del periodo de maceracién el contenido del carnosol fue
mayor al de los acidos carnésico y rosmarfnico. Otros factores que posiblemente influyeron
en la oxidacion del acido carnésico fueron el disolvente utilizado (etanol) debido a que la
degradacion se acelera en disolventes polares (Del Bafio y col., 2003); la temperatura de
eliminacion del disolvente (55°C) ya que conforme ésta aumenta se incrementa la velocidad
de oxidacién (Okamura y col., 1994); la presencia de oxigeno en el envase durante la
maceracion y eliminacion del disolvente (Madsen y Bertelsen, 1995; Masuda y col., 2001).
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Tabla 12. Concentracién de compuestos con actividad antioxidante (mg/mg) en el extracto
de romero fresco, durante 10 dias de maceracién en etanol

Tiempo (dias) Acido rosmarinico Carnosol Acido carnésico
0 0.0271%%" 4 0.0006@ 0.0866"* + 0.027 0.0911** + 0.009
1 0.0268°* + 0.0008 0.1293* + 0.009 0.0339% + 0.012
2 0.0290°%* + 0.002 0.1949™ + 0.051 0.0184% + 0.009
3 0.0250°° + 0.002 0.1263"* + 0.015 0.0067°% + 0.004
4 0.0296° + 0.007 0.1191%* + 0.043 0.0042* + 0.002
5 0.0338%* + 0.008 0.1116"° + 0.067 0.0024%" + 0.001
6 0.0336 + 0.006 0.0834"**! + 0.020 0.0037%" + 0.0025
7 0.0292°* + 0.0006 0.0562"* + 0.0003 0.0029°* + 0.001
8 0.0269™ + 0.007 0.0403"* + 0.007 0.0032" + 0.0007
9 0.0236" + 0.004 0.0296™ + 0.002 0.0021% + 0.0001

10 0.0263** + 0.002 0.0286™ + 0.003 0.0023% + 0.001

™ Media de 3 mediciones. @ Desviacién estandar. © Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican la diferencia entre compuestos con actividad antioxidante; las
minusculas indican diferencias entre cada dia de maceracién

6.4.3. Extracto de salvia fresca

De forma similar a los extractos de orégano seco y de romero fresco, la concentracion de
acido rosmarinico no presenté cambios durante los 10 dias de maceracion en el extracto de
salvia fresca (Tabla 13) (P>0.01).
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Tabla 13. Concentracién de compuestos con actividad antioxidante (mg/mg) en el

extracto de salvia fresca, durante 10 dias de maceracion en etanol

Tiempo (dias) Acido rosmarinico Carnosol Acido camésico
0 0.0013**"® 4 0,001@ 0.0002** + 0.0001 e
1 0.0027** + 0.0008 0.0001% + 0.0001 0.00003% + 0.00005
2 0.0027** + 0.0003 0.0001° + 0.00005 0.0001% + 0.0001
3 0.0028" + 0.0003 0.0003"* + 0.00005 0.0007%** + 0.0006
4 0.0023* + 0.0008 0.0002°* + 0.0001 0.0001%* 1 0.0001
5 0.0027* + 0.0002 0.0004°* + 0.0001 0.0005°% + 0.0004
6 0.0026™* + 0.0005 0.0001®* + 0.0001 0.0004%* + 0.0003
7 0.0027* + 0.0009 0.0002°* + 0.0001 0.0003°* + 0.0002
8 0.0016™ £ 0.001 0.0001"* + 0.00005 0.0005** + 0.0002
9 0.0011** £ 0.0002 0.0002**+ 0 0.0013** + 0.001
10 0.0013* + 0.0007 0.0002** + 0.001 0.0016™ + 0.0005

™ Media de 3 mediciones. @ Desviacion estandar. @ Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican la diferencia entre compuestos con actividad antioxidante; las
minusculas indican diferencias entre cada dia de maceracion

Comparando la maceracién de plantas maduras y no maduras, se observé en el dia 8 en

la planta madura, y 9 en la planta no madura, un descenso pronunciado en la cantidad de

acido rosmarinico (Figura 14), posiblemente debido a la presencia de diversas enzimas que

pudieron hidrolizar a este compuesto, hidroxilarlo o remover hidrégenos para formar

quinonas, las cuales, debido a su reactividad, pudieron formar enlaces con especies

nucleofilicas y polimerizarse (Guadarrama y Rivas, 1995; Casado-Vela, 2008).
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Figura 14. Cambios en la concentracién de acido rosmarinico en el extracto de salvia de
bolita fresca (Buddleia perfoliata Kunth) obtenido de plantas maduras y no maduras, por
maceracion en etanol a 20°C

Al inicio del tiempo de estudio, no se detecté acido carnésico; sin embargo, conforme
transcurrié el tiempo de analisis, el contenido se increment6 hasta el dia 10, en donde se
presenté la maxima concentracion (0.0016 mg/mg extracto). Al igual que con el extracto de
orégano seco, a partir del dia 1 de maceracion la cantidad de acido carndsico fue superior a
la de carnosol, este hecho posiblemente este relacionado con el pH acido del extracto (5.37
+ 0.09). Al final del experimento, de los tres compuestos cuantificados el acido rosmarinico
fue el que se encontré6 en mayor concentraciéon (0.0021, 0.0002 y 0.0005 mg/mg extracto
para el acido rosmarinico, carnosol y &cido carnésico, respectivamente) (P<0.001). En
concordancia con informacion reportada por Wellwood y Cole (2004) en este estudio el acido
rosmarinico fue mas estable que el 4cido carnésico.

Bajo las condiciones en que se llevé a cabo este experimento, y de acuerdo con los
resultados obtenidos, el tiempo de maceracién al cual se debian de obtener los extractos
para aplicarios a la pasta carnica y tener alta actividad antioxidante fue del dia 7 hasta el dia
10 para el orégano seco; el dia 10 para la salvia fresca y 3 h para el romero fresco.
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6.5. Solubilidad

Los compuestos polares son mas solubles en los disolventes polares que en los no
polares, debido al efecto predominante de la atraccién electrostatica entre los dipolos de un
compuesto polar y el disolvente polar. Cuando las sales ionicas se disuelven en agua se
lleva a cabo la ruptura de la estructura iénica y la estabilizacién de los iones en el medio
acuoso mediante una esfera de moléculas de agua que los rodea (Ander y Sonnessa,
1979a).

La solubilidad de los extractos etandlicos de romero fresco, salvia fresca y orégano seco
se midi6 en disolventes GRAS (agua, propilenglicol y aceite de maiz) a 20°C y a 55°C
(temperatura a la que se llevé a cabo la eliminacién del disolvente en el rotavapor).

A 20°C, el extracto de orégano seco tuvo una solubilidad significativamente mas alta en
agua, comparada con los extractos de romero fresco y de salvia fresca (P<0.001) (Tabla 14).

Tabla 14. Solubilidad (%) de los extractos en diferentes disolventes GRAS a 20 y 55°C

Valor medio
Fuente de variacién Nivel
Agua Propilenglicol Aceite de maiz

20°C Orégano seco 18.39 + 0.47 68.31°+2.19 40.70° £ 1.24
T — 6.62°+ 1.17 76.38" + 0.89 54.25" + 3.41

Ssivia fresca 14.84° £ 0.71 78.34"+ 5.57 33.23°+2.28

55°C Orégano seco 62.21* +2.14 86.21° + 1.96 85.33" + 1.27
Romero fresco 17.87°+ 3.99 93.78" + 1.84 90.88° + 1.83

Salvia fresca 25.06° +2.38 94.91°+3.70 81.46° + 3.54

™ Desviacion estandar; ® Superindices iguales en la columna no son significativamente diferentes
para cada fuente de variacion

Estos resultados se deben a que el acido rosmarinico, mayoritario en el extracto de
orégano seco (Tabla 9, pag. 66), es un compuesto altamente polar. Empleando aceite de
maiz como disolvente, la mayor solubilidad se obtuvo en el extracto de romero fresco
(P<0.001); en este caso, el compuesto mayoritario fue el acido carnésico (Tabla 12, pag. 71),
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de baja polaridad. En el caso del propilenglicol, el extracto de salvia fresca presenté la mayor
solubilidad, aunque no mostré una diferencia significativa al de extracto de romero fresco
(P>0.01), indicando una concentracién mas alta de compuestos de mediana polaridad, en
comparacion con el extracto de orégano seco.

Por otro lado, considerando a los tres extractos, la mayor solubilidad se observé en
propilenglicol (P<0.001). Este comportamiento se debi6 a que el etanol, disolvente empleado
en la obtenciébn de los extractos es de polaridad media; ademas, la estructura del
propilenglicol (CH;-CHOH-CH,OH) presenta una parte polar (2 grupos OH) y un esqueleto no
polar (CH3-CH-CH,), estas partes de la molécula pueden presentar propiedades individuales
de solubilidad, por lo que pueden solvatar tanto a compuestos polares como no polares
(Morrison y Boyd, 1970a; Ander y Sonnessa, 1979b; Shriner y col., 2004). Es posible que
predominen los compuestos de baja polaridad en los tres extractos, esta conclusion se
obtuvo debido a que la solubilidad en el aceite de maiz fue superior a la que presentaron los
extractos en el agua.

Con el objetivo de suministrar energia a la reaccién para vencer las fuerzas interiénicas o
intermoleculares (Ander y Sonnessa, 1979b), los extractos se sometieron a calentamiento a
55°C durante la disoluciéon. Se observé el mismo comportamiento en la disolucién de los tres
extractos a 20°C y a 55°C, es decir para los tres extractos (orégano seco, romero fresco y
salvia fresca) se tuvo una solubilidad significativamente mayor (P<0.001) en propilenglicol
que en agua y en aceite de maiz. Los extractos de romero fresco y de salvia fresca tuvieron
una solubilidad superior a 93%; la solubilidad de los tres extractos fue superior a 55°C que a
20°C (P<0.001). La solubilidad de los compuestos present6é una correlacién positiva
significativa con los disolventes utilizados y con la temperatura (r= 0.542 y 0.453 para la
correlacion con los disolventes y con la temperatura, respectivamente).

6.6. Estabilidad de compuestos con actividad antioxidante

Los compuestos fenélicos son metabolitos secundarios que se encuentran en todas las
frutas y vegetales; estan presentes en los alimentos como medio de prevencion del
crecimiento de bacterias y/o inhibicion de las bacterias que ya estan presentes (Friedman y
Jurgens, 2000), asi como por su actividad antioxidante (Wellwood y Cole, 2004). Se ha
observado que la estabilidad y, como consecuencia, la susceptibilidad a la degradacién
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oxidativa de los compuestos fenédlicos depende fuertemente de la estructura del compuesto,
del pH en el que se encuentre y del tiempo de almacenamiento (Friedman y Jurgens, 2000).
El pH del medio en que se encuentran los compuestos con actividad antioxidante estudiados
en esta tesis pH 5.97, se seleccion6 con base en que es un valor promedio en pastas
carnicas. Tanto el pH como la temperatura de almacenamiento imitaron las encontradas en
pastas carnicas comerciales, con el fin de conocer la estabilidad de los compuestos

antioxidantes en condiciones reales.

La separacion de las distintas fracciones obtenidas por HPLC se llevé a cabo de acuerdo
con el método reportado en el punto 5.2.6 (pag. 49). Para corroborar la presencia en las
fracé:iones obtenidas de los acidos rosmarinico y carndsico, y de carnosol, se llevé a cabo la
comparacion de los espectros de absorcidn correspondientes con los compuestos puros
(reactivos analiticos), en un intervalo de longitud de onda de 200 a 400 nm.

En el estdndar empleado de acido rosmarinico, asi como el presente en los extractos de
orégano seco, romero fresco y salvia fresca, se encontré una fraccion con =3 min, y una
longitud de onda de maxima absorcién de 335 nm; sabiendo que para el acido rosmarinico
t=15.5 min, no se identific6 a esta fraccibn como acido rosmarinico. Empleando como
estandar acido galico, se encontré que t=4.5 min, por lo que se concluyé que el compuesto
observado sea resultado de la hidrélisis del acido rosmarinico (Figura 15).

0.60
Acido rosmarinico
0.40 -+
UA
0.20 - Compuesto X
0.00 -J ==
I 1 i ! ] I ]
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo (min)

Figura 15. Cromatograma del compuesto X. Obtenido del &cido rosmarinico puro disuelto
en etanol, por HPLC utilizando una columna C4s a 284 nm
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Debido a la coincidencia en la longitud de onda de méaxima absorcién que presenté este
compuesto con respecto al acido rosmarinico, se decidi6 observar el cambio en la
concentracion de este compuesto (“compuesto X") con respecto al tiempo.

En almacenamiento, tanto a 4 como a 20°C, se encontré que el compuesto X fue estable
al no presentar cambios en la concentracién (P>0.01) durante las 72 h de estudio, tanto para
la fraccion aislada del reactivo analitico como para las fracciones separadas de los extractos
de orégano seco, romero fresco y de salvia fresca y en los extractos (Anexos 1, 2y 3, pags.
144, 145 y 146).

A 20°C no hubo diferencia en la concentracién de acido rosmarinico (P>0.01) (Anexos 4,
5 y 6, pags. 147, 148 y 149) durante el almacenamiento; es decir, este compuesto fue
estable, tanto en su forma pura como en los extractos. Estos resultados coinciden con los
reportados por Wellwood y Cole (2004). En almacenamiento refrigerado, se observaron
diferencias significativas en la concentracion de acido rosmarinico (P<0.001) tanto en los
extractos como en el compuesto puro almacenado.

La concentracién de carnosol como estandar y del aislado de los extractos de orégano
seco y de romero fresco no presentd variacién significativa (P>0.01) durante las 72 h de
almacenamiento a 4°C ni a 20°C (Anexos 7, 8 y 9, pags. 150, 1561 y 152), por tanto se
concluy6 que fue un compuesto estable a las condiciones de almacenamiento estudiadas. La
concentracion de carnosol aislado del extracto de salvia fresca presenté un incremento
significativo conforme transcurrié el tiempo de almacenamiento (P<0.001) (0.0038, 0.0039,
0.0039 y 0.004 mg/mL a las 0, 24, 48 y 72 h, respectivamente). Se observé un aumento
significativo (P<0.001) al final del tiempo del almacenamiento en la concentracion de
carnosol en los extractos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca, debido al aparente
incremento en la concentracién de acido carnésico en el extracto, lo cual fue resultado de
que, la longitud de onda de maxima absorcion tanto el carnosol como el acido carnésico es
de 284 nm, lo que indujo posibles variaciones en los resultados.

La concentracién de acido carnésico aislado de los extractos de orégano seco, romero
fresco y salvia fresca, mostré un incremento durante el aimacenamiento tanto a 4°C como a
20°C (Anexos 10, 11 y 12, pags. 153, 154 y 155); sin embargo, no hubo diferencias
significativas en la de acido carmnésico puro (P>0.01). La concentracion de este compuesto,
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aislado de los extractos, presenté mayor incremento que cuando se encontraba sin aislar de
los extractos; este comportamiento se observé en ambas temperaturas de almacenamiento.

Este incremento posiblemente se debié a reacciones de 6xido-reduccién e isomerizacion
que involucraron al acido carnésico, compuesto muy inestable, y a la quinona del acido
carnésico que se forma como resultado de la oxidacion del primero, dando lugar a la
formacion de carnosol, rosmanol y acido carnésico (Masuda y col., 2002). Estas reacciones
pudieron no llevarse a cabo en el acido carnésico puro, posiblemente debido a que no
estaban presentes compuestos que reaccionaran con este (como la quinona), 0 no se
establecieron las condiciones necesarias para que se llevaran a cabo estas reacciones.

La diferencia entre la concentracion del acido carnésico aislado de los extractos y la
integrada a los extractos, posiblemente fue debida a que las fracciones recolectadas de los
extractos de orégano seco, de romero fresco y de salvia fresca no correspondian al acido
puro, por lo tanto pudieron llevarse a cabo reacciones de 6xido-reduccion. En los extractos
estan presentes una gran variedad de compuestos y enzimas que pudieron inhibir la
formacién del acido carnésico, hidrolizar al compuesto y/o hidroxilar o remover hidrégenos
del acido para formar quinonas que, a su vez, reaccionaron con otras especies para dar
lugar a polimeros cuya longitud de onda de maxima absorcién fue distinta a 284 nm
(Guadarrama y Rivas, 1995; Casado-Vela, 2008).

6.7. Obtencién de la quinona del acido carnésico

El acido carnésico es el principal compuesto fentlico de la salvia europea (Salvia
officinalis L.) y del romero (Rosmarinus officinalis L.) y tiene una potente actividad
antioxidante; sin embargo, también contienen otros diterpenos abiatanos, los cuales pueden
ser producto de la oxidacién en cascada del acido camésico en las plantas, ejemplo de ellos
son el carnosol y el rosmanol. Esto es debido a que el acido camésico es inestable cuando
se encuentra en solucién, su degradacién puede ser inducida por oxidacién en presencia de
oxigeno; la oxidaciéon de este acido produce dos quinonas; una de ellas, la ortoquinona, sufre
reacciones de 6xido-reduccién formando carnosol y rosmanol (Masuda y col., 2002).

La solucién de la quinona fue obtenida de acuerdo con la metodologia descrita en el punto
5.3 (pag. 50). De acuerdo con los resultados reportados por Masuda y col. (2002), el tiempo
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de retencion de la quinona es mayor al carnosol (t=27.5 min aproximadamente) y menor al
del &cido carnésico (t=30.2 min aproximadamente). La longitud de onda de maxima
absorcién para la solucién fue de 284 nm, la cual coincidié con la que presentaron el
carnosol y el acido carnésico. Los picos obtenidos en el cromatograma de la solucion de la

quinona se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Tiempo de retencion (t) y area de los compuestos obtenidos en la solucién de la
quinona del 4cido carnésico almacenada durante 0, 1.5y 4 horas a 20°C

0 horas 1.5 horas 4 horas

Thsmip % Area (Unidades Tiempode 4., (Unidades TompOas . s (Unidades
retencion retencion retencion

(min) de area) (min) de area) (min) de area)
27.612 3'125,349 27.517 4'622,825
28.193 10'343,954 28.178 8'338,989 28.117 6'640,512
29.177 28,926 29.117 464,819
29.927 1'546,664 29.862 1'994,234 29.783 1'809,797
30.593 486,176 30.612 615,634 30.55 942,640
32.393 461,697 32.045 830,172 31.9 1'325,672
35.177 110,518 35.078 154,131 34.933 243,727
35.843 61,483 35.728 94,455 35.617 99,433

El Anexo 13 (pag. 156) muestra los cromatogramas de la quinona del acido carnosico a
las 0, 1.5y 4 h de almacenamiento.

El compuesto con t=28.193 min, tuvo una area de 10,343,954 UA correspondi6 a la
quinona del acido carndsico, aunque se observaron otros compuestos presentes. Se pudo
comprobar que el compuesto con t=30.593 min (486,176 UA) correspondi6 al acido
carnésico, lo que indicaria que la oxidacién del mismo no fue completa; esto pudo deberse a
que las condiciones de experimentacion no fueron las adecuadas para oxidar completamente
al acido y obtener Gnicamente un producto.

Masuda y col. (2002) reportaron que, debido a que la quinona es un compuesto muy
inestable, mediante reacciones de o6xido-reduccion y de isomerizaciéon se forman varios
compuestos, dependiendo del disolvente en que se encuentre la quinona; si este es metanol,
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se forma carnosol, 7-O-metilrosmanol, 8-lactona carnésica y acido carnésico; cuando el
disolvente es agua, se forman los mismos compuestos a excepcion de 7-O-metilrosmanol,

en su lugar se obtiene rosmanol.

Debido a la inestabilidad del compuesto, a las 1.5 y 4 h de haber obtenido la quinona, se
observ6 que conforme transcurrié el tiempo de reposo, el area del pico que correspondi6 a la
quinona disminuy6 (10,343,954, 8,338,989 y 6,640,512 a las 0, 1.5 y 4 h, respectivamente).
Por otro lado, el area y por consiguiente la concentracién, del acido carndsico se incremento
con el tiempo (486,176; 615,634 y 942,640 UA a las 0, 1.5 y 4 h, respectivamente) (Tabla 15,
Anexo 13, pag. 156). De igual forma, se observé un pico a las 1.5 h, correspondiente a
carnosol (t=27.612 min, area= 3,125,349), el area también aument6 a las 4 h (4,622,825).
Los picos restantes, con excepcién de aquel con t=29.927, 29.862 y 29.783 min, a0, 1.5y 4
h, respectivamente) mostraron aumento en el area. Estos resultados coinciden con los
reportados por Masuda y col. (2002) respecto a la inestabilidad de la quinona y la formacién
de acido carnésico y de carnosol, entre otros compuestos.

6.8. Propiedades fisicoquimicas de la pasta carnica

6.8.1. Color

6.8.1.1. Pastas con extractos de hierbas

No se observaron diferencias significativas (P>0.01) entre las muestras afiadidas con
extractos de orégano fresco, orégano seco y romero fresco y el control, ni entre extractos
obtenidos con etanol o cloroformo (Anexo 14, pag. 157). Sin embargo, acorde con la baja
oxidacion de lipidos obtenida con los extractos de romero fresco, en las muestras con este
extracto se obtuvo la menor oxidacién del pigmento; estas pastas presentaron la menor
luminosidad (muestras mas obscuras), la mayor cromaticidad (color méas intenso) y la menor
tonalidad (mayor componente rojo). El coeficiente de correlacion de TBARS-cromaticidad en
muestras almacenadas a 4°C y 20°C fue r= -0.922 y -0.678, respectivamente. Este hecho
pudo deberse a la presencia de compuestos que protegieron al pigmento de la oxidacién. Yin
y Cheng (2003) detectaron dos compuestos con actividad antioxidante de lipidos en el ajo
que estabilizaron a la mioglobina, incidiendo en el ciclo redox del hierro o a través de la
estructura de la globina, protegiéndolo de la oxidacién. Lynch y Faustman (2000) informaron
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que los aldehidos formados como producto de oxidacion de los lipidos pueden reaccionar
con la metamioglobina y disminuir su sensibilidad para ser reducida enzimaticamente.
O’Grady y col. (2001) reportaron que una reducciéon en el contenido de oxigeno disuelto en el
medio como resultado de su consumo durante la oxidacién de los lipidos, provocé la
aceleracion en la oxidacién de la oximioglobina, es decir a mayor oxidacion de lipidos
correspondid mayor oxidaciéon del pigmento. Es importante mencionar que, aunque no se
observé una diferencia significativa, los extractos de orégano seco oxidaron en mayor
medida a la oximioglobina al producir la tonalidad mas alta (menor componente rojo),
posiblemente debido a que los extractos obtenidos a partir de esa hierba presentaron una
considerable concentracion de acido rosmarinico (Tabla 7, pag. 61). De acuerdo con
estudios realizados por Kroll y Rawel (2001), al oxidarse los acidos fendlicos se forman
quinonas, las cuales reaccionan con lisina, cisteina, metionina y triptofano de la molécula de
mioglobina, provocando una polimerizacién de la misma, exponiendo al grupo hemo al medio
ambiente; a mayor nimero de grupos hidroxilo, se incrementa la reactividad del compuesto
fendlico; el acido rosmarinico tiene cuatro grupos hidroxilo en su molécula, mientras que el
acido carnésico y el carnosol tienen dos, de aqui que el acido rosmarinico sea mas reactivo.

La temperatura de almacenamiento tuvo efecto significativo (P<0.001) sobre el color de
las muestras (Anexo 14, pag 157); las pastas almacenadas a 4°C fueron mas palidas que
aquellas almacenadas a 20°C (L=74.610 y 67.283, respectivamente). Las muestras mas
oscuras coincidieron con mayor oxidacion de lipidos (TBARS=1.831 y 0.452 a 20°C y 4°C,
respectivamente) mientras que bajos TBARS correspondieron a las muestras mas palidas.
Asimismo, a 20°C se observaron las pastas con un color mas intenso y con mayor
componente rojo (cromaticidad=16.426 y 14.973, tonalidad=79.423 y 80.431 a 20°C y a 4°C,
respectivamente). De acuerdo con O'Grady y col. (2001), Fernandez-L6pez y col. (2003) y
Estévez y col. (2005), a mayor oxidacién de lipidos corresponden mayores cambios en el
color de la carne, provocados por la elevada oxidaciéon de oximioglobina; sin embargo, dado
que al incrementarse la temperatura de almacenamiento la pérdida de humedad es mayor
(Hernandez-Hernandez, 2004), la temperatura pudo propiciar la deshidratacion de la
superficie, con la consecuente concentracién del pigmento, apreciando mas oscuras a las
muestras (Alarcon-Rojo, 1992) y/o también pudo reducir la movilidad de los catalizadores
disueltos en la fase acuosa (Nawar, 1993).
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El tiempo de almacenamiento no tuvo influencia significativa sobre la luminosidad
(P>0.01) (Anexo 14, pag. 157), pero si en la cromaticidad y la tonalidad (P<0.001); se
observé un incremento en la oxidacién del pigmento durante el tiempo de estudio, al
disminuir los valores de cromaticidad (16.219 y 15.177 a las 0 h y 72 h, respectivamente) e
incrementar los de tonalidad (77.601y 82.139 alasOhy 72 h, respectivamente), resultados
que concuerdan con Signorini (2002), Fernandez-Lépez y col. (2003); Sanchez-Escalante y
col. (2003) y Seydim y col. (2006), quienes reportaron que la oxidacion de mioglobina y
oximioglobina a metamioglobina café estd asociada con la reduccion en el color rojo
(mayores valores de tonalidad) y disminucién de la intensidad del mismo (menor
cromaticidad).

La baja oxidacion inicial de lipidos tuvo efecto protector significativo (P<0.001) sobre todos
los parametros considerados (Anexo 14, pag. 157), ya que el valor de luminosidad fue mas
bajo, la cromaticidad méas elevada y la tonalidad menor que en aquellas pastas con alta
oxidacion inicial (L=69.614, 72.271, cromaticidad=16.362 y 15.034, tonalidad=78.419 y
81.449 para pastas con baja y alta oxidacion inicial de lipidos, respectivamente). La menor
oxidacion del pigmento correspondié con los TBARS significativamente menores (P<0.001)
que presentaron las pastas con baja oxidacion inicial (1.459 y 0.8242 para pastas con alta y
baja oxidacién inicial, respectivamente). Otro factor que influyé en la coloracién de las
muestras, fue el almacenamiento inicial al que se sometieron para incrementar la oxidacion
(5 dias a 4°C); de acuerdo con resultados reportados por Chaijan y col. (2008), la globina
protege al grupo hemo contra la oxidacién, pero si su conformaciéon se altera minimamente
como resultado del almacenamiento y/o por la interaccion con otras proteinas, la oxidacion
del pigmento se lleva a cabo rapidamente.

Todos los tratamientos con extractos presentaron luminosidad significativamente menor al
control (P<0.001); esto se observé tanto a 4 como a 20°C, y a alta y baja oxidaci6n inicial de
la pasta (Anexo 15, pag. 158), las muestras a las que se les incorporé el extracto de romero
fresco con etanol mostraron el valor mas bajo (mas obscuras) (L=69.46). No hubo diferencia
significativa en la cromaticidad entre tratamientos (P>0.01), excepto en las muestras
afadidas con el extracto de orégano seco con etanol que presenté el valor mas bajo (15.55)
(menor intensidad de color). La tonalidad de las pastas con extracto de romero fresco con
cloroformo fue significativamente menor (mas componente rojo) (78.549) (P<0.001).
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Cabe mencionar que el proceso de emulsificacién como tal pudo acelerar la oxidacion de
la mioglobina debido al incremento en la temperatura durante la trituracién y homogenizacion
de los distintos componentes, asi como la incorporacién de oxigeno a la pasta (Brewer,
2009).

6.8.1.2. Pastas con extractos etandlicos de orégano seco, romero fresco y salvia
fresca, y sus compuestos antioxidantes (aislados del extracto y reactivos
analiticos puros)

Pastas con extractos etandlicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca

Las muestras almacenadas a 4 y a 20°C no presentaron diferencia significativa en los
valores de luminosidad, esto se observd en todos los tratamientos y a todos los tiempos de
estudio (P>0.01) (Anexo 16, pag. 159). La oxidacion de oximioglobina en las pastas que se
almacenaron a 4°C fue significativamente menor (P<0.001) al presentar cromaticidad
superior y tonalidad menor a las pastas almacenadas a 20°C; es decir, la contribucién de
color rojo y la intensidad del color fueron superiores en las muestras en refrigeracién. Esto se
pudo deber a varios motivos: 1) ain cuando no se realizaron estudios microbiol6gicos a la
pasta, posiblemente la temperatura baja inhibié el crecimiento de Pseudomonas sp. las
cuales aceleran la formacién de metamioglobina (café) en el musculo, debido a que
producen enzimas con la capacidad de degradar la mioglobina; ademas, estas bacterias
aerobias estrictas consumen oxigeno desarrollando condiciones de limitacion de este gas en
la superficie muscular (Dainty y col., 1983); 2) el pH de las muestras almacenadas a 20°C fue
significativamente menor (P<0.001) al de las pastas almacenadas a 4°C (5.360 y 5.535,
respectivamente). r=-0.769 para pH-tonalidad a 20°C. Al respecto, Yin y Faustman (1993)
observaron que, conforme desciende el pH de 6.5 a 4, la configuracién de la estructura
terciaria de la globina se afecta, especialmente en la regién alrededor del grupo hemo,
abriéndose y dejando al hierro expuesto al medio ambiente externo, resultando en una
disminucién de la estabilidad y un incremento en la oxidacion; 3) la oxidacién de lipidos fue
significativamente mayor (P<0.001) a 20°C (r=0.851 y 0.099 a 20 y 4°C, respectivamente,
para TBARS-tonalidad), lo cual pudiera provocar una reduccion en el contenido de oxigeno
disuelto en el medio, como resuitado de su consumo durante la oxidacién de lipidos,
ocasionando una aceleracién en la oxidacion del pigmento (O'Grady y col., 2001); 4) el
incremento en la temperatura pudo aumentar la tasa de disociacion del oxigeno de la
mioglobina, provocando una mayor tendencia a la autooxidacién; ademas de ocasionar
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mayor ionizacién de los aminoacidos que protegen al grupo hemo (Signorini, 2002); 5) se
presenté un aumento en la velocidad de varias reacciones prooxidantes (Hultin, 1993; Yin y
Faustman, 1993).

La luminosidad disminuy6 significativamente durante el tiempo de estudio (P<0.001),
(Anexo 16, pag. 159), por tanto se observé un oscurecimiento del color, posiblemente debido
a la deshidratacion de la superficie (Alarcén-Rojo, 1992); la cromaticidad también disminjuyé
y la tonalidad incrementd, por lo tanto el color fue menos intenso con mayor tonalidad
anaranjada, datos que concuerdan con Signorini (2002), Fernandez-Lépez y col. (2003);
Séanchez-Escalante y col. (2003) y Seydim y col. (2006). Los cambios en el color pudieron
estar asociados con el incremento significativo (P<0.001) en la oxidacién de lipidos y/o a que
durante el almacenamiento el pigmento carnico se encontré predominantemente como
oximioglobina o metamioglobina (no desoximioglobina), lo cual ocasion6 oscurecimiento mas
rapido (Fernandez-L6pez y col., 2003).

Las muestras control mostraron significativamente menos luminosidad (P<0.001) (Anexo
16, pag. 159), mientras que no hubo diferencia entre tratamientos con extractos, de la misma
forma, las pastas control presentaron el color menos intenso (cromaticidad=15.487). La
tonalidad de las muestras control y las adicionadas con romero fresco fueron las mas altas
(80.968 y 79.133). Durante la maceracién en etanol, se extrajeron pigmentos que impartieron
coloracion al extracto, lo que influyé en la tonalidad de las pastas.

No hubo diferencia significativa en la luminosidad entre los diferentes tratamientos tanto a
4°C como a 20°C (Anexos 17 y 18, pags. 160 y 161) (P>0.01); sin embargo las muestras
control fueron las mas palidas en ambas temperaturas de almacenamiento.

La cromaticidad y, por ende, la intensidad del color de las pastas control a 20°C fue menor
al resto de los tratamientos a lo largo del tiempo de almacenamiento (Anexos 17 y 18, pags
160 y 161). Por otro lado, las muestras almacenadas en refrigeracién no presentaron
diferencia en la intensidad del color (P>0.01). Sin embargo, en ambas temperaturas y en
todos los tratamientos se observé una disminucién en los valores de cromaticidad conforme
trascurri6 el tiempo de almacenamiento. Cabe mencionar que, en todas las muestras, se
presenté un incremento en la oxidacion de la oximioglobina conforme transcurrié el tiempo
de estudio, siendo mayor el intervalo de variacién en las pastas almacenadas a 20°C. Por
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otra parte, se pudo observar que las pastas adicionadas con extracto de romero fresco
presentaron la mayor intensidad de color rojo.

Pastas con extracto etandlico de orégano seco y sus compuestos antioxidantes

El efecto de la adicion de extracto etandlico de orégano seco sobre las coordenadas de
color de las pastas carnicas se indica en el Anexo 19 (pag. 162). La luminosidad entre los
tratamientos no fue estadisticamente diferente durante el tiempo de estudio (P>0.01); los
valores medios de luminosidad de las muestras afiadidas con extracto de orégano seco y
con acido carnésico (estandar) (73.20 y 72.63, respectivamente) fueron estadisticamente
menores a los demas tratamientos (P<0.001), esto es, fueron las pastas mas obscuras.
Tomando en cuenta la diferencia entre los valores obtenidos de cromaticidad alas 0y 72 h
en cada uno de los tratamientos, se pudo observar que las muestras con extracto de
orégano seco fueron las que presentaron la menor variacion. Tampoco se encontré
diferencia significativa (P>0.01) entre tratamientos a las 0 y 24 h. Sin embargo, a partir de las
48 h fue evidente el efecto del extracto de orégano seco, ya que el color de las muestras fue
estadisticamente mas intenso que el resto de los tratamientos (P<0.001). Se observaron
diferencias significativas de tonalidad entre los tratamientos (P<0.001), presentandose un
incremento en los valores conforme transcurrié el tiempo de estudio. De acuerdo con estos
resultados la mayor oxidacién de la oximioglobina ocurri6 en las pastas afiadidas con
extracto de orégano seco; sin embargo, con este extracto se observé la menor pérdida de
componente rojo, lo que indica que el color del extracto influyé en la coloracién inicial de la
pasta, de alli el valor de la tonalidad estadisticamente mas alto (82.408) (P<0.001); ademas,
este extracto fue el mas eficiente en retardar la oxidacion del pigmento comparado con sus
compuestos por separado. El mayor efecto antioxidante del extracto posiblemente se debi6 a
que contiene compuestos que pudieron estabilizar al pigmento, incidiendo en el ciclo redox
del hierro o a través de la estructura de la globina (Yin y Cheng, 2003).

Se pudo observar que todos los compuestos con actividad antioxidante redujeron la
oxidacion de la oximioglobina, incluyendo al “compuesto X", al presentar la menor variacién
de tonalidad comparado con las muestras control. El acido rosmarinico, tanto aislado del
extracto como puro (reactivo analitico) se incorporé en mayor concentracion (0.043 mg/100 g
pasta) siguiendo, en orden descendente, el acido carnésico (0.0003 mg/100 g pasta) y el
carnosol (0.0001 mg/100 g pasta). La baja actividad antioxidante del acido rosmarinico fue
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debida a la reactividad de la quinona de este acido sobre la lisina, cisteina, metionina y
triptofano de la mioglobina, lo cual provocé un rearreglo espacial de la proteina exponiendo
al grupo hemo (Kroll y Rawel, 2001). El carnosol fue mas eficiente en la disminucion de la
oxidaciéon de la oximioglobina que el acido carnésico. No se observé diferencia entre la
tonalidad de las pastas tratadas con los compuestos aislados del extracto y aquellas
afadidas como compuestos puros.

Pastas con extracto etandlico de romero fresco y sus compuestos antioxidantes

El tiempo de almacenamiento tuvo un efecto significativo en las coordenadas de color
(Anexo 20, pag. 163) (P<0.001); las muestras control fueron mas obscuras que el resto de
los tratamientos. Sin embargo, al final del tiempo de estudio la luminosidad de las pastas no
fue estadisticamente diferente (P>0.01). No hubo diferencia en la cromaticidad entre los
tratamientos durante el tiempo de estudio (P>0.01); sin embargo, las pastas que contenian al
compuesto X aislado del extracto de romero fresco presentaron un incremento significativo
(P<0.001). Tampoco hubo diferencias en la tonalidad entre tratamientos durante el tiempo de
estudio (P>0.01). Sin embargo, en las primeras 24 h, en las pastas con acido rosmarinico,
tanto aislado del extracto como el reactivo analitico, se presenté un incremento en tonalidad,
aunque no significativo, posiblemente debido a la formacién de quinonas al oxidarse los
compuestos fenélicos, las cuales reaccionaron con aminoacidos de la mioglobina
provocando el rearreglo de la proteina; a mayor nimero de grupos hidroxilo en la molécula,
mayor la reactividad del compuesto fenélico (Kroll y Rawel, 2001). El &cido rosmarinico
contiene 4 grupos hidroxilo, mientras que el acido carnésico y el carnosol tienen 2. En las
pastas con extracto de romero fresco, con acido rosmarinico (obtenido del extracto de
romero fresco y puro), con acido carnésico proveniente del extracto de romero fresco, y el
“‘compuesto X” (obtenido del extracto de romero fresco y puro) se present6 un descenso en
la tonalidad al final del almacenamiento, como resultado de la actividad de la reductasa de la
metamioglobina, que reduce la metamioglobina café a oximioglobina roja (Livingston y
Brown, 1981; Stewart, 1990; Zhu y Brewer, 1998). Hagler y col. (1979) reportaron que esta
enzima requiere nicotinamida adenindinucledtido reducido (NADH) como fuente de
equivalentes reductores. Sin embargo, Madhavi y Carpenter (1993) y Zhu y Brewer (1998)
encontraron que la concentracion de la coenzima disminuye conforme transcurre el tiempo
de almacenamiento del musculo. Con base en esta informacion, podria concluirse que los
extractos contienen compuestos que actuan como donadores de equivalentes reductores. La

86



Resultados y Discusion

diferencia en los valores de tonalidad de las muestras a las 0 y 72 h indica que todos los
compuestos antioxidantes disminuyeron la oxidacién del pigmento al tener valores menores
al control. Aun cuando en las pastas con acido rosmarinico aumento la tonalidad, al final del
almacenamiento la coloracion fue similar a la de inicio; mientras en las muestras control el
color rojo disminuy6 a lo largo del tiempo de estudio, al mismo tiempo que los TBARS se
incrementaron (Punto 6.8.3.2, pag. 100).

El acido carndsico aislado del extracto etandlico de romero fresco se afiadié en una
concentracion mas elevada que el carnosol (0.205 mg/100 g pasta y 0.0482 mg/100 g pasta,
respectivamente) debido a que el extracto contenia mayor cantidad de acido carnésico
comparado con el carnosol (Punto 6.2, pag. 62), lo que evit6 la oxidacion del pigmento en
mayor medida. El “compuesto X proporcion6é mayor proteccién contra la oxidaciéon a la
oximioglobina, comparado con el resto de los tratamientos.

Pastas con extracto etandlico de salvia fresca y sus compuestos antioxidantes

El Anexo 21 (pag. 164) muestra los valores medios de las coordenadas de color para
estas pastas. A las 0 h no hubo diferencia significativa entre tratamientos en la luminosidad
(P>0.01). A partir de las 24 h y hasta el término del estudio, la muestra control tuvo la mayor
luminosidad, mientras que las pastas adicionadas con el “compuesto X" aislado del extracto
de salvia fresca fueron las mas obscuras. La luminosidad depende de la capacidad de las
proteinas para ligar agua, a menor retencién de agua, mayor la formacién de espacios entre
las miofibrillas, dispersando la luz a medida que atraviesa de un medio a otro, originando un
incremento en la reflectancia (Signorini, 2002; Fernandez-L6pez y col., 2003). Por otra parte,
los compuestos fenélicos rodeados por moléculas del disolvente (etanol) pudieron formar
una esfera de hidratacion con el agua libre (Nelson y Labuza, 1991), lo que influy6 en la
reflectancia de la luz incidente de las pastas que los contenian.

Respecto a la cromaticidad, se observé que las muestras afiadidas con extracto de salvia
fresca presentaron una coloracion significativamente mas intensa (P<0.001) durante todo el
tiempo de almacenamiento (Anexo 21, pag. 164) (P<0.001). Conforme se incrementé el
tiempo de estudio, se presenté una disminucién en la cromaticidad en todos los tratamientos,
aunque esta diferencia fue significativa (P<0.001) solamente en las muestras con el
“compuesto X", tanto extraido de salvia fresca como puro.
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La tonalidad de las muestras con extracto de salvia fresca presentaron los valores mas
altos durante todo el tiempo de estudio (Anexo 21, pag. 164) (P<0.001), lo que indico que la
oxidacién del pigmento fue mayor; sin embargo, la coloracién del extracto influyé en la
tonalidad de estas muestras. Por otro lado, al considerar la diferencia en los valores de la
tonalidad de las muestras de todos los tratamientos a las 0 y 72 h, se pudieron hacer varias
observaciones: 1) el pigmento de las pastas con extracto de salvia fresca fue el que present6
menos oxidacién durante el almacenamiento, al presentar mayor disminucion en la tonalidad,;
2) todas las pastas adicionadas con los compuestos antioxidantes aislados presentaron
menor oxidacion que el control; 3) con excepcion del control y de las pastas adicionadas con
4cido carnédsico puro, en el resto de las muestras disminuy6 la contribucién del color rojo
(hubo una reduccién en la tonalidad); 4) el acido carnésico, a la concentracion que se
encontraba en el extracto de salvia fresca, protegi6 de la oxidaciéon en forma mas eficiente a
la oximioglobina, comparado con el carnosol aislado de salvia fresca; 5) el “compuesto X",
obtenido del extracto de salvia fresca y puro actué como antioxidante de la oximioglobina.

De los resultados anteriores, se puede ver que el efecto del acido carnésico y del carnosol
presentes en los extractos etandlicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca, asi
como los aislados de estos extractos, como antioxidantes de la oximioglobina dependi6 de
su concentracion en la pasta y de la oxidacién de los lipidos en ésta.

6.8.1.3. Pastas con acido carnésico y la solucién de la quinona del acido carnésico

La temperatura de almacenamiento tuvo un efecto significativo (P<0.001) sobre la
luminosidad de las muestras; las pastas almacenadas a 4°C presentaron mayor valor L con
respecto a las almacenadas a 20°C (Anexo 22, pag. 165); dado que conforme se incrementa
la temperatura de almacenamiento, la pérdida de humedad es mayor (Hernandez-
Hernandez, 2004). Esto pudo propiciar la deshidratacion de la superficie con la consecuente
concentracion del pigmento, que se apreci6 mas oscuro (Alarcén-Rojo, 1992), la baja
humedad también pudo reducir la movilidad de los catalizadores disueltos en la fase acuosa
(Nawar, 1993). Por otro lado, no hubo influencia significativa (P>0.01) con respecto a la
luminosidad entre las muestras afadidas con acido carnésico (59.90), solucién de la quinona
del acido carnésico (62.23) y control (60.82). De igual manera, el tiempo no influy6 (P>0.01)
en los cambios de luminosidad de las muestras almacenadas a 4 y a 20°C. Las pastas
almacenadas a 4°C presentaron mayor intensidad en el color o cromaticidad (P<0.001) que
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aquellas almacenadas a 20°C. La baja temperatura de almacenamiento disminuy6
significativamente (P<0.001) la oxidaciéon de la oximioglobina al presentar menor valor de
tonalidad que las pastas almacenadas a 20°C, debido a la reduccién de la velocidad de
diferentes reacciones prooxidantes (Huitin, 1993; Yin y Faustman, 1993). En general, la
incorporacion del acido carnésico y de la soluciéon de la quinona del acido carndsico no
disminuy6 significativamente la oxidacion del pigmento, ya que no hubo diferencia (P>0.01)
entre la tonalidad de éstos y la presentada por las muestras control. Por otro lado, la
intensidad del color rojo de las muestras disminuyé significativamente conforme se
incrementé el tiempo de almacenamiento (P<0.001), posiblemente debido al aumento en la
oxidacién de lipidos (TBARS=0.0735 y 0.5877 a las 0 y 72 h, respectivamente) (O’'Grady y
col., 2001).

En el almacenamiento a 20°C y a 4°C no hubo diferencia significativa en la luminosidad
de las pastas entre los diferentes tratamientos (Anexo 23, pag. 166); de igual manera L no
varié estadisticamente con respecto al tiempo de estudio. La luminosidad de las pastas
afadidas con la solucién de la quinona del acido carnésico fue superior al resto de los
tratamientos en el inicio del periodo de experimentacion en ambas temperaturas de
almacenamiento. Al considerar los valores medios de luminosidad se observé que las pastas
con la solucién de la quinona del acido carnésico almacenadas a 20°C presentaron mayores
valores con respecto al resto de los tratamientos (P<0.001).

El tratamiento no influyé en la intensidad del color (P>0.01). La cromaticidad disminuy6
significativamente en las muestras almacenadas a 20°C (Anexo 24, pag. 167) conforme
transcurrié el tiempo de almacenamiento (P<0.001), este cambio en la intensidad del color se
observéd en todos los tratamientos; esta modificacion posiblemente este relacionada con la
oxidaciéon de lipidos ya que conforme se incrementaron los TBARS (Anexo 33, pag. 176)
disminuy6 la intensidad del color de las muestras (los coeficientes de correlacion para
TBARS-cromaticidad fueron r=-0.549 y -0.641 para acido carnésico y solucién de la quinona
del acido carnésico y control, respectivamente). Por otro lado, no hubo diferencia significativa
entre los diferentes tratamientos durante el tiempo de experimentacién (P>0.01). En las
pastas almacenadas en refrigeracion la intensidad del color fue menor conforme avanzé el
tiempo de estudio al igual que a 20°C, en este caso el cambio no fue significativo; del mismo
modo, los tratamientos no tuvieron influencia significativa sobre la cromaticidad de las

muestras (P>0.01).
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En todos los tratamientos a 20°C la oxidacién de la oximioglobina se incrementé conforme
aument6é el tiempo de almacenamiento (Anexo 25, pag. 168), teniéndose una tonalidad
significativamente mas alta (P<0.001) a las 72 h, lo cual pudiera estar correlacionado con el
incremento en la oxidacidon de lipidos (los coeficientes de correlacién para oxidacion de
lipidos-tonalidad fueron r=0.774, 0.773, 0.796 para acido carnésico, solucién de la quinona
del 4cido carnésico y control, respectivamente). En las muestras almacenadas a 4°C también
disminuy6 la intensidad de color rojo (incremento en la tonalidad) durante el desarrollo del
experimento en todos los tratamientos; la oxidacion del pigmento se increment6 mientras que
los TBARS presentaron la misma tendencia (los coeficientes de correlacion para oxidacion
de lipidos-tonalidad fueron r=0.722, 0.839, 0.597 para acido carnésico, solucion de la
quinona del acido carnésico y control, respectivamente). Sin embargo, estos cambios no
fueron significativos (P>0.01), aunque dentro de las temperaturas no hubieron diferencias
significativas (P>0.01) en los valores medios de tonalidad entre los tratamientos vy,
considerando la diferencia en la tonalidad a las 0 y 72 h, se pudo observar que tanto el acido
carnésico como su quinona disminuyeron la oxidacién del pigmento; ademas las pastas con
el acido presentaron mayor rojeza que las muestras con la solucién de la quinona. La
diferencia en la antioxidacién posiblemente se debi6é a que la quinona reaccioné con lisina,
cisteina, metionina y triptofano de la mioglobina provocando una polimerizacién de la misma
(Pierpoint, 1969; Kroll y col., 2000; Kroll y Rawel, 2001) exponiendo al grupo hemo al medio
ambiente incrementando la oxidacién de Fe** a Fe* con la formacién de metamioglobina
(Yin y Faustman, 1993; Guerrero y col., 2002) y/o los compuestos derivados de las
reacciones de Oxido-reduccion e isomerizacion de la quinona no brindaron la misma
proteccion antioxidante que el acido carnésico.

6.8.2. pH

El pH final de la carne es aproximadamente de 5.3-5.7 (Minor-Pérez, 1998) que coincide
con el punto isoeléctrico de las proteinas miofibrilares; esto trae como consecuencia una
pérdida de solubilidad y por lo tanto una disminucion en la capacidad de retencién de agua y
en la intensidad del color (Alarcén-Rojo, 1992). Si el pH de la carne es elevado (6.2-6.8) la
capacidad de retencion de agua aumenta, la cual actia como una barrera contra los
radicales libres, tales como los radicales hidroxilo; por el contrario, a pH bajo (5.4 o0 menos)
la carne es mas susceptible a la oxidacién de lipidos (Nam y col., 2001).
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6.8.2.1. Pastas con extractos de hierbas

No hubo diferencia significativa en el pH de las muestras afiadidas con los extractos de
las diferentes hierbas estudiadas (Anexo 14, pag. 157) (P>0.01). Del mismo modo, Ia
temperatura, el tiempo de almacenamiento, la oxidacién inicial de lipidos y los tratamientos
con extractos de hierbas, no tuvieron efecto significativo en el pH (P>0.01) (Anexos 14 y 15,
pags. 157 y 158), lo cual coincide con lo reportado por Fernandez-Lépez y col. (2003),
Sanchez-Escalante (2003) y Seydim y col. (2006). Sin embargo, las muestras aimacenadas
a 20°C y aquellas con alta oxidacion inicial de lipidos tuvieron pH mayor y, a su vez,
presentaron TBARS mas elevado. Derivado de la oxidacién de lipidos se formaron
compuestos secundarios como aldehidos y cetonas, entre otros (Nawar, 1993; Huang y col.,
2005), que pudieron incrementar el pH de las muestras. Los cambios en pH de pastas con
alta y baja oxidacion inicial, almacenadas a 20°C y a 4°C (Anexos 26 y 27, pags. 169 y 170),
mostraron que se incrementé el pH al fin del tiempo de estudio en las muestras con
oxidacién inicial alta, mientras que en las muestras con oxidacién inicial baja el pH
disminuy6, independientemente del tratamiento y de la temperatura de almacenamiento.
Esto evidencié la influencia de los productos de oxidacién de lipidos en el pH de las
muestras. La unica excepcién fueron las muestras control con alta oxidacion inicial
almacenadas a 20°C, posiblemente debido a que se favorecié el crecimiento de
microorganismos productores de &cido acético (por ejemplo bacterias del género
Lactobacillus) (Elferink y col., 2001), que provocé la disminucion del pH de las pastas
(Hernandez-Hermandez, 2004). Posiblemente esta también fue la causa de la disminucién
del pH en las muestras con baja oxidacion inicial almacenadas a 20°C.

6.8.2.2. Pastas con extractos etandlicos de orégano seco, romero fresco y salvia
fresca, y sus compuestos antioxidantes (aislados del extracto y reactivos
analiticos puros) '

Pastas con extractos etanélicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca

La adicion de los extractos a las pastas no influy6 significativamente sobre el pH de las
mismas (Anexo 16, pag. 159). Contrario a los resultados obtenidos en el apartado 6.8.2.1
(pag. 91), las muestras almacenadas a 20°C presentaron pH estadisticamente inferior al de
las pastas mantenidas en refrigeracion (4°C) (P<0.001). Si bien es cierto que las primeras
presentaron mayor oxidacion de lipidos, con ia consecuente formacién de productos de

91



Resultados y Discusion

oxidaciébn que provocarian incremento en el pH, habria que tomar en cuenta que
posiblemente también se pudo favorecer la actividad metabdlica de la flora microbiana
contaminante productora de acidos organicos de cadena corta que pudieron incidir en la
disminucion del pH (Minor-Pérez, 1998; Elferink y col., 2001). Por otro lado, el tiempo de
almacenamiento influyé en el pH de las muestras, ya que a las 72 h se present6 un

descenso significativo (P<0.001).

El pH disminuy6 tanto a 4 como a 20°C; en las muestras a 4°C esta variacién no fue
significativa (P>0.01), mientras que a 20°C, a excepcioén de las pastas con el extracto de
romero fresco, la reduccion fue significativa (P<0.001). Por otro lado, el intervalo de cambio
de pH fue superior en las muestras almacenadas a 20°C (Figura 16), lo que indicé que la
temperatura alta pudo promover el crecimiento de microorganismos productores de acido
acético y aumenté la velocidad de diversas reacciones (Yin y Faustman, 1993) con las que
se pudieron formar compuestos que incrementaron la acidez del medio con la consecuente
disminucién en el pH.

Tiepo (horas)

~—o— Orégano seco - - -8- - - Romero fresco ——a—— Salvia fresca - - - »- - - Control

Figura 16. pH en pastas cérnicas afiadidas con extractos de orégano seco, romero fresco
y salvia seca, almacenadas a 4y a 20°C
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Pastas con extracto etanélico de orégano seco y sus compuestos antioxidantes

Se observaron diferencias significativas entre tratamientos (P<0.001). Las muestras
control presentaron los valores mas bajos; no hubo diferencia significativa entre las muestras
con el extracto de orégano y los compuestos antioxidantes (P>0.01) (Anexo 28, pag. 171), lo
que indicé que el pH del extracto y de los compuestos con actividad antioxidante fue superior
al de la pasta carnica, de alli que desde el inicio del estudio hubiera una modificacion de la
acidez de las muestras, este cambio se conservé durante todo el tiempo de almacenamiento.
Cabe mencionar que entre las 0 y 72 h en las muestras de todos los tratamientos se observo

un incremento en el pH.

Pastas con extracto etanélico de romero fresco y sus compuestos antioxidantes

Se presentaron diferencias significativas en el pH de los tratamientos (Anexo 28, pag.
171); de la misma forma que en el caso de orégano seco, el pH de las muestras control a las
0 h de almacenamiento fue menor al resto de los tratamientos. Sin embargo, conforme
transcurrio el tiempo de estudio este valor se increment6 de tal manera que alas 48 y 72 h
fue estadisticamente superior a los otros tratamientos. De acuerdo con estudios realizados
por Hernandez-Hernandez (2004) en pastas camicas crudas almacenadas a 4°C, conforme
se increment6 el tiempo de estudio se presenté una disminucién en la concentracion de
acido lactico, que es uno de los acidos que influye en el pH de la carne (Lawrie, 1985;
Alarcon-Rojo, 1992) y, en ese mismo periodo se increment6 la cantidad de acido acético
(que también influy6 en el pH de las muestras), es decir se desarroll6 flora tanto productora
como consumidora de acido lactico (Minor-Pérez, 1998; Elferink y col., 2001). Posiblemente
esta fue la razén por la que en la mayoria de los tratamientos se presenté incremento en el
pH (disminucién de la acidez) de las 0 a las 24 h, con un descenso posterior que continu6
hasta las 72 h, tiempo en el que finalizé el estudio.

Pastas con extracto etandlico de salvia fresca y sus compuestos antioxidantes

Al igual que con las muestras afiadidas con extractos de orégano seco y romero fresco, el
control presenté a las 0 h el pH significativamente mas bajo de todos los tratamientos (Anexo
28, pag. 171) (P<0.001); esta tendencia continu6é durante todo el periodo de estudio. El pH
fue en aumento conforme transcurrié el tiempo de almacenamiento, siendo las pastas con
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extracto de salvia fresca uno de los tratamientos con valores mas altos. Aunque no se llevé a
cabo un recuento de la poblacion microbiana, la cuenta inicial de microorganismos
productores y consumidores de acido lactico posiblemente fue menor comparado con las
pastas utilizadas en el estudio donde se incorporé el extracto de romero fresco y sus
compuestos con actividad antioxidante, y por ello, conforme avanz6é el tiempo de
almacenamiento, no se observé una disminucién en el pH de las muestras.

Diversos factores influyeron en la variaciéon del pH de las pastas carnicas durante el
almacenamiento. La temperatura alta (20°C) pudo favorecer la actividad metabdlica de la
microflora contaminante productora de acidos organicos de cadena corta con la consecuente
disminucién en el pH, mientras que los productos de oxidacién de lipidos provocaron un
aumento en éste. El cambio en la acidez del medio provocado por los extractos de las
hierbas estudiadas dependi6 del pH de la pasta carnica y de la acidez de los primeros; por
su parte los compuestos con actividad antioxidante aislados de los extractos y como
compuestos puros incorporados en forma individual incrementaron el pH de las muestras.

6.8.2.3. Pastas con acido carnédsico y la solucion de la quinona del acido carnésico

De forma similar a los resultados con extractos etanblicos y sus compuestos
antioxidantes, las soluciones del acido carndsico y de la quinona del acido carnésico
provocaron una modificacion en el pH inicial de las muestras. El acido carnésico y la solucién
de la quinona, asi como la temperatura de aimacenamiento no tuvieron efecto significativo en
el pH de las muestras (Anexo 22, pag. 165) (P>0.01), aunque a las 72 h se aprecié un
incremento significativo (P<0.001).

Al final del almacenamiento a 20°C (Anexo 29, pag. 172) se observo que el pH se elevo
significativamente en todos los tratamientos (P<0.001); mientras que a 4°C no hubo cambio
significativo (P>0.01) entre el inicio y el final del periodo de estudio. Sin embargo, en ambas
temperaturas e independiente del tratamiento, se presenté una disminucién en el pH de
todas las muestras a las 24 h, lo que significaria que el cambio se debié a la composicion de
la pasta, posiblemente a los moléculas con capacidad amortiguadora que contiene Ia carne,
como aminoacidos, péptidos (carnosina y anserina), proteinas y compuestos de fosfato
(Hultin, 1993; Pearson, 1994). Cabe afiadir que esta capacidad amortiguadora fue evidente
en las muestras a 20°C Unicamente hasta las 24 h, ya que posteriormente se incrementaron
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los valores de pH; mientras que en refrigeracion la amortiguacion ocurri6 hasta las 48 h. Esta
diferencia posiblemente se debi6 a la mayor oxidacion de lipidos de las muestras a 20°C
(Punto 6.8.3.3, pag. 108), lo que pudo provocar que los productos secundarios de la
oxidacion reaccionaran con las proteinas por medio de radicales libres, o formar productos
de adicion, del tipo bases de Schiff, con los grupos € amino de la lisina; el malonaldehido
pudo reaccionar con los grupos amino libres de diferentes cadenas polipeptidicas; los
radicales libres pudieron reaccionar con las proteinas dando como resultado la formacién de
un radical libre lipido-proteina o uno proteico, en ambos casos pudo darse una
polimerizacién de las proteinas (Cheftel y col., 1993). Estos cambios pudieron redundar en la
modificacion de algunas propiedades de las proteinas, entre ellas la capacidad
amortiguadora. Por otro lado, un incremento en la temperatura de almacenamiento también
aumenta la velocidad de las reacciones oxidativas (Hultin, 1993).

6.8.3. Oxidacion de lipidos

La determinacion de la actividad de un antioxidante se realiza midiendo el periodo de
induccion de una grasa (tiempo en el cual no es detectable el desarrollo de ningtin mal olor o
sabor, al finalizar éste la grasa inicia su deterioro rapidamente, liberando compuestos
volatiles) con y sin antioxidante, lo que se logra almacenando la muestra en un horno y
analizando periédicamente el estado oxidativo (Macrae y col., 1993a). Las determinaciones
cuantifican intermediarios o productos finales de la oxidacién (Ockerman, 1980). Los
antioxidantes solamente son efectivos si se afiaden antes de que finalice el periodo de
induccién de la grasa y éste periodo finaliza cuando el antioxidante se ha consumido
(Macrae y col., 1993a).

6.8.3.1. Pastas con extractos de hierbas

Se observé una diferencia significativa en el grado de oxidaciéon de las pastas afiadidas
con los extractos de romero fresco, orégano fresco, orégano seco y control (Anexo 14, pag.
157) (P<0.001); con el primero se tuvo el menor valor de TBARS (0.8622) comparado con el
resto de los tratamientos, lo que corrobora el importante efecto antioxidante del extracto de
romero fresco en productos carnicos (Yu y col., 2002; Fernandez-L6pez y col., 2003;
Sanchez-Escalante y col., 2003; Lee y col., 2006; Riznar y col., 2006; Seydim y col., 2006).
Las pastas almacenadas a 20°C presentaron significativamente mayor oxidacién que
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aquellas mantenidas a 4°C (P<0.001) indicando, que alin cuando las pastas crudas+
contengan antioxidantes, es necesario refrigerarlas para disminuir la velocidad de las
reacciones oxidativas (Hultin, 1993). Por otro lado, las pastas con mayor oxidacién inicial
presentaron TBARS significativamente superior (P<0.001) a aquellas con menor oxidacion;
por lo tanto, en pastas almacenadas a tiempos cortos con alta oxidacion, esta reaccion no
puede ser disminuida por bajas temperaturas ni antioxidantes a niveles tan bajos como
aquellos alcanzados con pastas cuya oxidacién es inicialmente moderada. De igual forma, el
tiempo de almacenamiento influy6 significativamente en la oxidacion (P<0.001), teniéndose
el valor maximo a las 48 h con posterior disminucién a las 72 h. Este descenso posiblemente
se debi6 a la reaccion del malonaldehido con proteinas (Cheftel y col., 1993; Li y King, 1999;
Shahidi y Pegg, 1994). Al respecto Li y King (1999) observaron que conforme se incrementa
la concentracion de malonaldehido, éste tiende a reaccionar con los grupos e-amino de la
lisina y sulfhidrilos en el subfragmento 1 de la miosina, de alli que aparentemente se
presente una disminucion en la formacion del dialdehido.

Independientemente de la temperatura de almacenamiento y de la oxidacién inicial
(Anexo 15, pag. 158), se observé que los extractos de romero fresco obtenidos con etanol y
con cloroformo presentaron una oxidacién significativamente menor al resto de los
tratamientos (P<0.001); las muestras con extracto de romero fresco en cloroformo/etanol no
fueron significativamente diferentes de aquellas afiadidas con los extractos de orégano
fresco y de orégano seco obtenidos con etanol (P>0.01) aunque tuvieron menor TBARS; la
oxidacién de las pastas con el extracto de orégano fresco obtenido con cloroformo, y el
control tuvieron los valores mas altos (P<0.001). La mayor antioxidacion de los extractos de
romero fresco fue debida a que el acido carnésico y carnosol fueron los compuestos que se
encontraron en mayor concentracion (Tabla 7, pag. 61), los cuales pudieron inactivar los
radicales libres presentes en la pasta (Aruoma y col., 1992; Hidalgo y col., 1998; Masuda y
col., 2001; Fernandez-L6pez y col., 2003; Del Bafio y col., 2003; Cheng y col., 2007);
estabilizar a los hidroperdxidos evitando su posterior descomposicion (Frankel y Huang,
1996; Dorman y col., 2004; Wellwood y Cole, 2004), con la consecuente disminucion en la
formacién de malonaldehido; y secuestrar al Fe** para prevenir la formacién de radicales
alcoxilo y peroxilo (Aruoma y col., 1992; Fernandez-L6épez y col., 2003; Kilic y Richards,
2003; Dorman y col., 2004). Tanto el acido carnésico como el carnosol son compuestos
lipofilicos, de acuerdo con informacién publicada por Frankel y col. (1996), Frankel y Huang
(1996), Huang y col. (1996) y McClements y Decker (2000), la efectividad de los
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antioxidantes para retardar la oxidacion de lipidos en una emulsién aceite en agua, como es
considerada la pasta, se incrementa conforme su polaridad disminuye a causa de que
pueden localizarse en la interfase aceite-agua, el sitio donde los hidroperéxidos hacen
contacto con los prooxidantes. Por otro lado, derivado de la oxidaciéon del acido carndsico se
forma una quinona que es muy inestable, dando lugar a la formacién de acido carnésico
nuevamente y compuestos oxidados como el carnosol y el rosmanol, estos compuestos
pudieron contribuir a la actividad antioxidante después de que el acido carnésico se
consumié (Masuda y col., 2002).

Tomando en cuenta el sistema modelo estudiado, las temperaturas de almacenamiento,
la oxidacion inicial de las pastas y el método para cuantificar la oxidacién de lipidos, la
antioxidacion del extracto de orégano seco con etanol no fue superior a la presentada por el
extracto de romero fresco con cloroformo (Anexo 15, pag. 158), a pesar de que el primero
present6 mayor contenido de fenoles totales (0.222 mg/mL y 0.138 mg/mL extracto para el
extracto de orégano seco con etanol y romero fresco con cloroformo, respectivamente), io
cual coincide con resultados reportados por Kéhkénen y col. (1999) y Rababah y col. (2004),
quienes no encontraron una correlaciéon lineal positiva entre el contenido fendlico y la
actividad antioxidante de extractos metandlicos y acuosos provenientes de diferentes hierbas
y especias. Otro punto importante es el hecho de que el extracto de orégano seco en etanol
presenté mayor concentracién de acido rosmarinico y menor contenido de carnosol y acido
carnésico (0.045, 0.0002 mg/mg extracto de acido rosmarinico, de carnosol y de acido
carnésico, respectivamente), comparado con el extracto de romero fresco con cloroformo
(0.001, 0.086 y 0.438 mg/mg extracto de acido rosmarinico, de carnosol y de &cido
carnésico, respectivamente), por 1o tanto la eficiencia de la actividad antioxidante de los
extractos no dependi6 de la concentracién de fenoles totales sino de la concentracion,
polaridad y estructura de los compuestos que forman parte de ellos, lo cual coincide con
resultados reportados por Kéhkdnen y col. (1999); Rababah y col. (2004) y Wellwood y Cole
(2004). ’

Considerando la media de los valores de TBARS en las muestras almacenadas a 20°C
(Anexo 30, pag. 173) se observé que, independientemente de la oxidacion inicial en las
pastas, el mayor efecto antioxidante de todos los tratamientos se present6é cuando se afiadi6
el extracto de romero fresco en cloroformo, aunque esta diferencia no fue significativa
(P>0.01); el efecto antioxidante del extracto se debid, como se menciond, a la presencia del
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acido carnésico y el carnosol como componentes principales; con relacién a la diferencia
entre la actividad antioxidante del extracto de romero fresco obtenido con cloroformo y el
extracto cloroformo/etanol, posiblemente fue el resultado de que el extracto obtenido con
cloroformo presenté una solubilidad en etanol de 88.16%, esto significé que algunos
compuestos no polares no se disolvieron, influyendo en su difusion dentro de la pasta
carnica y, en consecuencia, en su actividad antioxidante.

La disminucién de la velocidad de oxidacién por los extractos fue evidente en las
muestras con alta oxidacion inicial, ya que en las muestras control se llegé al valor de
TBARS maximo a las 24 h (3.9679, significativamente fue el mas alto de todos los
tratamientos) (P<0.001) para posteriormente disminuir, mientras que las pastas con los
extractos de romero fresco cloroformo/etanol, orégano fresco en cloroformo, orégano seco
en cloroformo, orégano seco en etanol esto ocurrié a las 48 h; en los extractos de romero
fresco en cloroformo y orégano fresco en etanol los valores aumentaron hasta las 72 h. La
disminucion en los TBARS fue debida a que el malonaldehido tiende a reaccionar con los
grupos s-amino de la lisina y sulfhidrilos en el subfragmento 1 de la miosina cuando su
concentracion se incrementa, y al aumentar el tiempo de almacenamiento de las muestras
(Li y King, 1999). Aunque la diferencia en la oxidacién entre tratamientos no fue significativa
alas 48 y 72 h (P>0.01), al comparar los TBARS maximos alcanzados en cada uno de los
tratamientos, unicamente los extractos de romero fresco en cloroformo, orégano fresco y
seco en etanol, presentaron valores menores al control, indicando que Unicamente estos
extractos tuvieron efecto antioxidante en todo el periodo de estudio. En las muestras con
baja oxidacion inicial, las pastas afiadidas con extracto de orégano fresco en etanol
presentaron la mayor oxidacién a partir de las 24 h y hasta el término del periodo de estudio.
Esto se debi6 a que durante la antioxidacién se formaron radicales libres de los compuestos
con actividad antioxidante en el extracto, disminuyendo la concentraciéon neta de los
compuestos con capacidad antioxidante en el medio; por otra parte, los radicales
mencionados provocaron la formacién de especies radicales adicionales a partir de los
lipidos que se encuentran en la pasta, los cuales posteriormente promovieron la oxidacion de
esos mismos antioxidantes, teniendo como resultado el consumo de los compuestos
antioxidantes en el extracto con un incremento en los productos secundarios de la oxidacion
de lipidos (Decker, 1998).
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En las muestras almacenadas a 4°C (Anexo 30, pag. 173), al igual que en aquellias
mantenidas a 20°C, independientemente de la oxidacion inicial de lipidos, los extractos de
romero fresco obtenidos con cloroformo presentaron mayor antioxidacion gue el resto de los
tratamientos, alin cuando esta diferencia no haya sido significativa (P>0.01). A las 72 h del
periodo de estudio en las pastas con oxidacion inicial alta (TBARS=0.045), los extractos de
orégano fresco y seco obtenidos con cloroformo y de orégano fresco en etanol actuaron
como prooxidantes, ya que los TBARS fueron superiores al del control aunque
estadisticamente no fueron diferentes (P>0.01). E! efecto prooxidante posiblemente se debié
a que los extractos pudieron contener compuestos que bajo condiciones de alta oxidacion,
ellos también se oxiden al inactivar a los radicales libres provenientes de los lipidos,
provocando la formacién de radicales libres adicionales que pudieron promover la oxidacion
(Decker, 1998) o influy6 el hecho de que en los extractos obtenidos a partir de orégano, el
acido rosmarinico fue el compuesto que se encontré en mayor concentracion (Tabla 7, pag.
61) y, de acuerdo con resultados reportados por Shahidi y col. (1992), debido a que este
acido carece de sustituyentes con grupos voluminosos en los anillos fenélicos se puede
presentar un incremento en la velocidad de posibles reacciones de propagacion que
involucren a los radicales libres de este acido, mientras que aquellos provenientes del
carnosol y del acido carndsico, por tener un grupo isopropilo en el anillo fendlico tienen
mayor estabilidad. Por otra parte, por el mismo caracter hidrofilico del acido rosmarinico,
éste se pudo solubilizar en la fase acuosa y no interactué con los hidroperéxidos que se
encuentran en la interfase, de esta manera los ultimos pudieron entrar en contacto con
catalizadores de la oxidacién que estan ubicados en la fase continua, como por ejemplo el
hierro (Nuchi y col., 2002; Kulisi¢ y col., 2006).

En todos los tratamientos no hubo diferencia significativa (P>0.01) en el grado de
oxidacion hasta las 24 h de almacenamiento en muestras con oxidacion inicial baja,
almacenadas a 4°C (TBARS=0.023) (Anexo 30, pag. 173), a excepcion de las muestras con
extractos de orégano fresco con cloroformo y orégano seco con etanol; posiblemente se
debié a que las gotas de grasa que conforman la pasta se encuentran rodeadas de una
pelicula proteica (Flores y Bermell, 1985; Gordon y Barbut, 1992b; Dickinson, 1993) la cual
disminuye la interaccion hidroperdxido-prooxidante (Nuchi y col., 2002). Al incrementar el
tiempo de almacenamiento las protefnas se pudieron degradar (Signorini, 2002) haciendo
esa matriz menos compacta y permitiendo las reacciones de autooxidacion. El maximo vaior
de TBARS de las muestras control y de las pastas con extracto de romero fresco con
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cloroformo se alcanz6 a las 48 h, con descenso a las 72 h (0.6328 y 0.1435, control y
extracto de romero fresco con cloroformo, respectivamente); mientras que para el resto de
los tratamientos al término del tiempo de estudio se presentaron los valores mas altos, lo que
significaria que: a) todos los extractos actuaron como antioxidantes; b) la actividad del
extracto de orégano seco en etanol no fue diferente estadisticamente del resto de los
extractos; sin embargo, su efecto fue muy parecido al obtenido por los extractos de romero
fresco en cloroformo, romero fresco en cloroformo/etanol y romero fresco en etanol; por lo
que, bajo condiciones de baja oxidacion inicial, este extracto puede ser una buena alternativa
como antioxidante natural, c) la antioxidacion de los extractos dependi6, no sélo de su
composicién quimica, sino también de factores como la oxidacion inicial de la pasta y de la
temperatura de almacenamiento.

6.8.3.2. Pastas con extractos etandlicos de orégano seco, romero fresco y salvia
fresca, y sus compuestos antioxidantes (aislados del extracto y reactivos
analiticos puros)

Pastas con extractos etandlicos de orégano seco, romero fresco v salvia fresca

Las pastas con extracto de romero fresco presentaron la menor oxidacion (1.3372),
siguiéndole en orden descendente el extracto de orégano seco (1.7681), el extracto de salvia
fresca (2.0443) y finaimente el control (2.2484), aun cuando esta diferencia no fue
significativa (P>0.01) (Anexo 16, pag. 159); estos valores fueron consecuencia de la
concentracion media de los tres compuestos con actividad antioxidante cuantificados (acido
rosmarinico, carnosol y acido camnésico), ya que a menor concentraciéon de los compuestos
correspondi6 mayor grado de oxidacion, ademas de la presencia de compuestos
antioxidantes no identificados (Cuvelier y col., 1994; Végi y col., 2005) y a reacciones de
sinergismo entre los componentes de los extractos (Del Bafio y col., 2003). La temperatura y
tiempo de almacenamiento tuvieron un efecto significativo en la oxidacion (P<0.001), ya que
a baja temperatura hubo una disminucién en la velocidad de las reacciones oxidativas
(Hultin, 1993) (Figura 17), conforme avanzé el tiempo de estudio se incrementaron los
TBARS.

No hubo diferencia significativa de TBARS entre tratamientos a ambas temperaturas
(P>0.01) (Anexo 31, pag. 174); sin embargo las muestras con extracto de romero
presentaron los TBARS mas bajos y el control los mds altos, indicando que los tres extractos
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de hierbas mostraron actividad antioxidante debido a los compuestos fenélicos que
contienen, los cuales estabilizaron a los hidroperéxidos evitando su rompimiento a radicales
libres (Wellwood y Cole, 2004; Nautiyal y col., 2008), por inactivacion de especies reactivas
de oxigeno, por secuestramiento de metales de transicién involucrados en la formacién de
radicales libres y/o por reduccion de radicales alcoxilo y peroxilo (Masuda y col., 2001; Yu y
col., 2002; Kulisic y col., 2006; Aimajano y col., 2007; Fiorucci y col., 2007).

Las pastas almacenadas a 4°C presentaron mayor oxidacién inicial comparada con las
muestras a 20°C; sin embargo, durante el desarrollo del estudio, los TBARS alcanzados por
las primeras fueron inferiores, lo que pone de manifiesto nuevamente la importancia que
tiene el factor temperatura sobre la velocidad de oxidacion de lipidos. También influy6 la
composicion quimica y microbiolégica de la pasta, ya que a medida que se incrementa la
concentracién de Fe** y de 4cidos grasos libres, el grado de oxidacion también aumenta
(Decker y Hultin, 1991; Yin y col., 1993; Hernandez-Hernandez, 2004). Por otra parte, las
bacterias del género Pseudomona producen lipasas que pudieron incidir en la concentracion
de acidos grasos libres en el medio (Signorini, 2002).
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Figura 17. Grado de oxidacién en pastas afladidas con extractos etanélicos de orégano
seco, romero fresco y salvia fresca almacenadas a 20y 4°C
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Pastas con extracto etanélico de orégano seco y sus compuestos antioxidantes

A partir de las 24 h de almacenamiento, Unicamente las pastas con extracto de orégano
seco, con acido rosmarinico de orégano seco y con carnosol de orégano seco, mostraron
TBARS estadisticamente menores a los del control (P<0.001) (Anexo 32, pag. 175); el resto
de los compuestos tanto aislados del extracto de orégano seco como aquellos afadidos
como reactivos analiticos actuaron como prooxidantes (Figura 18). Durante todo el periodo
de estudio, solamente las pastas con extracto de orégano seco presentaron un grado de
oxidacién menor al control (P<0.001), indicando que el efecto antioxidante del extracto de
orégano seco fue mayor al de sus compuestos individuales. Al respecto Cuvelier y col.
(1994) y Vagi y col. (2005) reportaron que la antioxidacion de los extractos y oleorresinas es
mayor que la de los compuestos individuales, debido a que existen numerosos compuestos
activos no identificados que tienen un papel importante en la actividad antioxidante; Del Bafio
y col. (2003) encontraron que la presencia de flavonas en extractos de romero fresco que
contenian acido carndsico incrementaron la actividad antioxidante del ultimo debido a
sinergismo entre ambos. Asimismo, Hernandez-Angel y Prieto-Gonzalez (1999) observaron
que los fenoles funcionan mejor en mezclas porque los muy reactivos se oxidan facilmente,
mientras que otros menos activos regeneran a los primeros.
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Figura 18. Grado de oxidacién en pastas afiadidas con extracto etanélico de orégano seco y
sus compuestos con actividad antioxidante.
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De acuerdo con los valores medios de TBARS las pastas con extracto de orégano seco
presentaron la menor oxidacién, siguiéndole en orden ascendente carnosol-orégano seco,
control, acido rosmarinico-orégano seco, acido carnésico-orégano seco, acido rosmarinico
puro, compuesto X-orégano seco, acido carnésico puro, compuesto X puro y carnosol puro.
A pesar de que las pastas con carnosol aislado del extracto de orégano seco mostraron
TBARS medio inferior al control (1.3937 y 1.6686, respectivamente), el valor maximo
alcanzado durante el almacenamiento fue de 3.7612 y 3.6415 para el carnosol y control,
respectivamente; por ello el carnosol actué como prooxidante.

El efecto prooxidante de los compuestos pudo deberse a la composicion quimica y
microbiolégica de la carne cruda y el lardo utilizados en la preparacion de la pasta, por las
siguientes razones: a) la concentracién de Fe?* y de acidos grasos libres, ya que se ha
observado que conforme se incrementan las cantidades de éstos en sistemas carnicos la
oxidacion de lipidos también aumenta (Decker y Hultin, 1991; Yin y col., 1993; Hernandez-
Hernandez, 2004); b) la capacidad reductora del musculo, ya que existen varios compuestos
reductores en la carne como el acido ascérbico, NADH (nicotinamida adenindinucleétido
reducido), glutatién peroxidasa, los cuales reducen en Fe** a Fe?* que a su vez puede
catalizar la formacion de radicales hidroxilo (OH’) (Decker y Hultin, 1991; Min y col., 2008); c)
la flora bacteriana contaminante, debido a que las bacterias del género Pseudomona,
bacterias lacticas y Brochothrix thermosphacta producen lipasas que pudieron incidir en la
concentracion de acidos grasos libres en el medio (Signorini, 2002); d) la actividad lipolitica
propia del musculo ya que las bajas temperaturas no inhiben la actividad de las lipasas,
esterasas y fosfolipasas que hidrolizan los enlaces éster de los lipidos liberando acidos
grasos (Nawar, 1993; Ranken, 1994); e) el pH de las pastas estuvo en un intervalo de 5.24 a
5.48 (Anexo 28, pag. 171). Al respecto, Yasosky y col. (1984) reportaron que a pH<6 se
produce una ionizacién de los residuos de histidina (pK<6.0), lo cual puede alterar la carga
y/o estructura terciaria de las proteinas, redundando en su capacidad para secuestrar iones
que catalizan la oxidacién. Otro factor que pudo haber influido fue la concentracién del acido
carnésico y el carnosol incorporados a las pastas, ya que éstos se agregaron en baja
concentracion (0.0005 mg/150 g de pasta y 0.0001 mg/150 g de pasta para el acido
carnoésico y el carnosol, respectivamente); se ha observado que algunos antioxidantes como
el ascorbato y los polifenoles pueden actuar como prooxidantes que reducen el Fe** a Fe?,
mas activo en la descomposicion homolitica de los hidroperéxidos. Por lo tanto, el efecto
prooxidante del Fe? se opone al efecto antioxidante de los compuestos estudiados,
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haciéndolos menos efectivos (Kilic y Richards, 2003; Almajano y col., 2007). Por otra parte,
el acido rosmarinico, el compuesto que se encuentra en mayor concentracion en el extracto
(0.065 mg/150 g de pasta) es hidrofilico, por lo que pudo permanecer en solucién en la fase
acuosa de la pasta, brindando poca proteccién contra la oxidacion a los lipidos ya que en la
interfase aceite-agua es donde los hidroper6xidos y los prooxidantes entran en contacto
(Frankel y col., 1996; McClements y Decker, 2000) y/o los radicales del compuesto formados
a partir de la donacién de hidrégeno pudieron disminuir la concentracién del antioxidante en
el medio y a su vez provocaron la formacién de especies radicales adicionales que
posteriormente promovieron la oxidacion de ese mismo antioxidante, de tal manera que la
formacién y descomposicién de los radicales del antioxidante resultaron en el consumo de
éste sin que hubiera una disminucion en el numero de radicales libres (Decker, 1998).

Aun cuando los cuatro compuestos con actividad antioxidante aislados del extracto, asi
como en forma pura (reactivos analiticos) se agregaron a las pastas en la misma
concentracion, se observé una diferencia significativa en la oxidacién entre ambos tipos de
compuestos. Las “impurezas” o compuestos que acompafiaron a los acidos rosmarinico y
carnésico, al carnosol y al compuesto X obtenidos de los extractos pudieron influir en la
extension de su actividad antioxidante mediante reacciones de oxido-reduccion y/o
sinergismo, lo cual corroboraria el importante efecto antioxidante del extracto completo.

Pastas con extracto etandlico de romero fresco y sus compuestos antioxidantes

Al igual que con las pastas afiadidas con el extracto de orégano seco y sus compuestos
con actividad antioxidante, el extracto de romero fresco presenté menor grado de oxidacion
que los acidos rosmarinico y carnésico, carnosol y compuesto X (Anexo 32, pag. 175)
(P<0.001), debido a compuestos antioxidantes no identificados, reacciones de O6xido-
reduccion y/o sinergismo entre los diferentes compuestos que formaron parte del extracto
(Hernandez-Angel y Prieto-Gonzalez, 1999; Del Bafio y col., 2003; Vagi y col., 2005). Sin
embargo, todos los compuestos agregados en forma individual, aislados del extracto o como
reactivos analiticos, mostraron actividad antioxidante (Figura 19) al presentar TBARS
menores al control, pudiendo inactivar radicales libres (Masuda y col., 2001; Yu y col., 2002;
Fernandez-Lépez y col., 2003; Sanchez-Escalante y col., 2003; Chaiyasit y col., 2005; Kulisi¢
y col., 2006; Seydim y col., 2006; Almajano y col., 2007; Fiorucci y col., 2007), secuestrar al
ion ferroso (Aruoma y col., 1992) y/o prevenir la descomposicién de los hidroper6xidos
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(Frankel y Huang, 1996), teniendo como consecuencia la menor formacion de

malonaldehido.

TBARS (mg malonaldehido/kg pasta;
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Figura 19. Grado de oxidacién en pastas afadidas con extracto etandlico de romero fresco y
sus compuestos con actividad antioxidante

De acuerdo con el valor de TBARS medio (Anexo 32, pag. 175), las muestras control
presentaron la mayor oxidacion de todos los tratamientos (0.2315) siguiéndole, en orden
descendente, el acido rosmarinico, el compuesto X, el &cido carnésico, el carnosol y el
extracto de romero fresco el cual, como se mencion6, tuvo la mayor capacidad antioxidante.
Este orden en la capacidad antioxidante se debi6, principaimente, a la polaridad de los
compuestos. El acido rosmarinico y el compuesto X permanecieron disueltos en la fase
acuosa mientras que el acido carnésico y el carnosol pudieron localizarse en la interfase
aceite-agua, que es el sitio donde los hidroperoxidos y los prooxidantes que se encuentran
en la fase acuosa entran en contacto (Frankel y col., 1996; McClements y Decker, 2000). Por
otra parte, el carnosol es una lactona derivada de la oxidacién del acido carnésico, con
menor polaridad, posiblemente fue un motivo por el que la antioxidaciéon del carnosol no
presenté diferencia significativa al acido carndsico, siendo que la concentracion de carnosol
agregada a la pasta fue menor a la del acido (0.072 mg/150 g pasta de carnosol, 0.308
mg/150 g pasta de acido carnésico). Otro motivo pudo ser el hecho de que el grupo carboxilo
del acido es capaz de interactuar con el hidroxilo del grupo fenol que se encuentra en su
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proximidad, via puente de hidrégeno (unién intramolecular), resultando en la disminucién de
la capacidad del grupo fenol para donar el hidrégeno, lo que provocé la reduccion de la
actividad antioxidante del acido carnésico. Asimismo, la inestabilidad de este acido pudo
provocar una disminucion en la disponibilidad del compuesto para llevar a cabo la
inactivacion de radicales libres (Huang y col., 1996).

Tomando en consideracion la actividad antioxidante de los compuestos aislados, se
podria decir hubo una contribucién de todos los compuestos, una vez que ya forman el
extracto; sin embargo, el carnosol y el acido carnésico son los que contribuyeron en mayor
medida, informacién que concuerda con resultados obtenidos por Del Bafio y col. (2003).

No se encontré diferencia significativa del grado de oxidacion entre los tiempos de
muestreo en pastas afiadidas con acido rosmarinico obtenido del extracto de romero fresco
(TBARS medio=0.2078) y puro (TBARS medio= 0.2016). En cuanto al compuesto X, no hubo
diferencias significativas en el valor de TBARS, independientemente de la fuente de la cual
se obtuvo (0.1761 y 0.1841 para el compuesto aislado del extracto de romero fresco y puro,
respectivamente). Finalmente, se observé que el acido rosmarinico del extracto y puro
presenté menor poder antioxidante que el compuesto X.

Pastas con extracto etanélico de salvia fresca y sus compuestos antioxidantes

Por su naturaleza fendlica, el extracto de salvia asi como los acidos rosmarinico y
carnoésico, y el carnosol obtenidos de este extracto, presentaron actividad antioxidante
durante todo el tiempo de estudio al obtenerse TBARS significativamente inferiores al control
(P<0.001) (Anexo 32, pag. 175). E! control presenté mayor grado de oxidacion (0.3899),
siguiendo en orden descendente las pastas afiadidas con el compuesto X, carnosol, acido
carnésico, acido rosmarinico, y extracto de salvia (Figura 20). Del mismo modo que con las
pastas afiadidas con extractos de romero fresco y de orégano seco, la mezcla de
compuestos fendlicos del extracto de salvia fresca ocasioné una disminucién en el grado de
oxidacion, en comparacion con los compuestos con actividad antioxidante, tanto aislados del
extracto como puros.

106



Resultados y Discusion

TBARS (mg malonaldehido/kg pasta)
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Figura 20. Grado de oxidacién en pastas carnicas afiadidas con extracto etanélico de salvia
fresca y sus compuestos con actividad antioxidante

Al igual que en los resultados reportados con extracto de orégano, la concentracion de
4cido rosmarinico en el extracto y que, en consecuencia, se incorporé a las pastas, fue
superior a la cantidad de carnosol y de acido carndsico; sin embargo, en este caso todos los
compuestos actuaron como antioxidantes, el acido rosmarinico mostré6 mayor actividad que
el carnosol y el acido carnésico, posiblemente debido a que las propiedades quimicas y
microbiolégicas de la pasta fueron diferentes, es decir la concentracion de lipidos y la cuenta
microbiana inicial pudo ser inferior a las otras pastas, ademas el pH de las muestras en este
experimento fue superior (5.39-5.77) al anterior (5.24-5.48). Por otro lado, en la antioxidacion
no se mostro la influencia de la polaridad de los compuestos; al parecer, tuvo mayor efecto la
concentraciéon de los compuestos antioxidantes. Similar a las pastas con orégano y romero,
la actividad del carnosol y del &cido carnésico no presenté diferencia significativa (P>0.01), a
pesar de que la concentracion de carnosol afiadida a las pastas fue inferior a la del acido
carndsico (0.0001 y 0.0002 mg/150 g de pasta, respectivamente).

El compuesto X, present6é un efecto antioxidante, lo cual confirma la sugerencia de que se
trata de un compuesto fenélico, con polaridad ligeramente superior a la del acido galico; esta
conclusion se basa también en los tiempos de retencion del compuesto X (3 min) y del acido
galico (4.5 min).
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6.8.3.3. Pastas con acido carnésico y la solucién de la quinona del acido carnésico

La temperatura de almacenamiento disminuy6 significativamente (P>0.0001) el grado de
oxidacion; a temperatura de refrigeracion se redujo el grado de oxidacion (TBARS=0.6736 y
0.2355, a 20°C y 4°C, respectivamente) (Hultin, 1993) (Anexo 22, pag. 165). Las pastas
afiadidas con éacido carnésico y con la solucién de la quinona presentaron TBARS
significativamente menores que el control (P>0.0001), debido a su caracter fendlico. Sin
embargo, las pastas afiadidas con la solucién de la quinona presentaron menor grado de
oxidacion, posiblemente debido a reacciones de 6xido-reduccion y de isomerizaciéon con la
consecuente formacion de compuestos con actividad antioxidante (Masuda y col., 2002). El
tiempo de almacenamiento influyé significativamente en el grado de oxidaciéon ya que a 0 h
se presenté el valor de TBARS menor (0.0735) y a las 48 h el mas alto (0.6279), con
posterior disminuciéon a las 72 h (0.5877) (P>0.0001). El incremento en la oxidacion,
conforme transcurri6 el tiempo de estudio, coincidié con resultados reportados por
Hernandez-Hernandez (2004), mientras que el descenso a las 72 h posiblemente se debi6 a
reacciones de malonaldehido con las proteinas carnicas (Cheftel y col., 1993; Shahidi y
Pegg, 1994; Li y King, 1999). A ambas temperaturas de almacenamiento, los antioxidantes
incorporados a las pastas acortaron el tiempo en el que se alcanzaron los TBARS maximos;
a 20°C el valor maximo se alcanzé a las 24 h, con una disminucién posterior; mientras que
en el control este valor se presenté a las 48 h (1.6766) (Anexo 33, pag. 176). En
almacenamiento refrigerado, estos tiempos fueron 48 h para los antioxidantes (0.2800 y
0.3112 para el acido carnédsico y la solucion de la quinona, respectivamente) y 72 h para el
control (0.5142). Ya que los TBARS mas altos en los tratamientos con acido carnoésico y la
quinona son menores a los alcanzados por el control, se puso de manifiesto que los
antioxidantes no siempre prolongan el periodo de induccion de la oxidacion (Macrae y col.,
1993a; Hamilton, 1994), pero si disminuyen la concentracién de los productos secundarios
de la oxidacion.

El grado de oxidacion de las pastas a las que se les incorporé la solucién de la quinona
del &cido carnésico almacenadas a 20°C, tuvieron TBARS menores que las de acido
carnésico (Anexo 33, pag. 176), lo opuesto se observé en muestras almacenadas en
refrigeracion, aun cuando estas diferencias, dentro de temperaturas, no fueron significativas
(P>0.01) (Figura 21). Este comportamiento se debi6 a que, a 20°C, se increment6 la
velocidad de formaciéon del carnosol, 8-lactona carndsica y acido carnésico a partir de la

108



Resultados y Discusién

quinona del acido carnésico; estos compuestos pudieron contribuir a la actividad antioxidante
de la solucién, ya sea en forma individual (Huang y col., 1996; Masuda y col., 2002) y/o
mediante reacciones de 6xido-reduccion y sinergismo (Hernandez-Angel y Prieto-Gonzalez,
1999; Del Baiio y col., 2003; Vagi y col., 2005).

Por su parte, la temperatura de refrigeracion disminuy6 la velocidad de estas reacciones
(Hultin, 1993), de tal manera que la antioxidaciéon en las pastas con acido carnésico fue
mayor que la presentada por las muestras afiadidas con la mezcla de compuestos de la
solucién de la quinona. Aunado a esto esta el hecho de que la quinona no tiene actividad
antioxidante (Masuda y col., 2001 y 2002).

Como consecuencia del efecto antioxidante del acido carnésico, se forma la quinona que,
posteriormente y mediante reacciones de 6xido-reduccion e isomerizacién, da lugar a la
formacion de carnosol, 8-lactona carnésica y acido carnésico. Debido a esta serie de
reacciones, la antioxidacion de extractos como el de romero fresco se pudo prolongar por el
hecho de que el 4cido carndsico es el compuesto mayoritario.
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Figura 21. Grado de oxidacion en pastas afladidas con acido carnésico y solucion de la
quinona del 4cido carnésico, almacenadas a 20 y 4°C

6.9. Propiedades funcionales de la pasta carnica

6.9.1. Viscosidad aparente

Durante la formacién de la pasta carnica, la hidratacion de las fibras musculares y la
solubilizacién de las proteinas miofibrilares incrementan la viscosidad de la fase continua de
la matriz proteica, lo cual estabiliza a los glébulos de grasa en la pasta cruda, restringiendo
su movimiento y evitando la coalescencia (Rizvi, 1981; Lee, 1985; Smith, 1988). La
viscosidad de la pasta tiende a disminuir cuando aumenta el tiempo y temperatura de
emulsificacién, por lo que se recomienda llevar esta operacién a 15°C como maximo durante
aproximadamente 10 min (Rizvi, 1981; Smith, 1988).
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La viscosidad aparente de la pasta carnica fue 63 Pa*s. La viscosidad aparente disminuy6
conforme se increment6 la velocidad de deformacién (Tabla 16), lo que indicé que la pasta
presenté un comportamiento pseudoplastico, debido a que la distribucién espacial de las
particulas fue alterada por la velocidad de deformacioén y a que las particulas no esféricas se
alinearon en la direccién del flujo, oponiendo menor resistencia al movimiento (McClements,
1999c).

Tabla 16. Velocidad de deformacién y viscosidad aparente de la pasta

velocidad de deformacion  viscosidad de la pasta

(rpm) (Pa's)
03 370
0.5 240
06 195

1 125
15 93
2 78
25 63
3 55
4 43
5 35
6 31

6.9.2. Degradacion proteolitica

Conforme transcurrié el tiempo de almacenamiento el area de los picos correspondiente a
200 kDa (miosina) no tuvo cambios significativos (P>0.01); pero se observé un decremento
en ésta (1707, 1208, 811 y 614 kDa a las 0, 24, 48 y 72 h, respectivamente) (Anexo 16, pag.
159), indicando que hubo degradacion de la proteina. Este resultado concuerda con lo
reportado en extractos de proteinas miofibrilares almacenadas a 37°C (Fadda y col., 1999),
carne de bovino almacenada a 20°C (Signorini, 2002), carne de cerdo almacenada a 15°C
(Garcia-Barrientos y col., 2006) y un homogenizado de proteinas miofibrilares de mdsculo de
atin de aleta azul almacenado a 4°C (Chaijan y col., 2008). Asimismo, se presentaron
cambios evidentes en la proteina de 45 kDa (actina), aunque no significativos (2157, 2391,
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2262 y 2018 a las 0, 24, 48 y 72 h, respectivamente) (P>0.01), debido a la degradacion de
las cadenas pesadas de miosina (200 kDa), entre otras, con la consecuente formacion de
fragmentos de bajo peso molecular. Esto pudo deberse a que la catepsina D degrada
preferentemente a la miosina, y en menor medida a la actina (Robbins y col., 1979). Signorini
(2002) report6 menor degradacién de la actina en comparacién con la miosina en carne de
bovino almacenada a 20°C. La baja degradacién de la actina posiblemente se debid, entre
otras razones, al arreglo espacial de la molécula, debido a que la miosina es fibrosa y la
actina es globular (Flores y Bermell, 1984), por lo tanto la miosina presenté6 mayor superficie
para ser degradada por las proteasas.

La degradacién en las muestras a 20°C se hizo evidente por la aparicién de nuevos picos
y el incremento de las areas con pesos moleculares menores de 20 kDa (Figura 22). De
acuerdo con resultados reportados por Bala y col. (1979), Fadda y col. (1999), Signorini
(2002) y Garcia-Barrientos y col. (2006), la protedlisis de productos carnicos puede ser
llevada a cabo por la accién de enzimas endégenas (catepsinas y calpainas) y/o exégenas.
En este estudio es posible que incidan ambas fuentes de proteasas, debido a que por una
parte la elaboracion de la pasta se realizé en condiciones higiénicas pero no estériles y, por
otro se incorpor6 aire a las pastas que posteriormente se almacenaron en frascos
parcialmente tapados; por lo tanto, se presentaron condiciones apropiadas para que se
desarrollara la microflora contaminante con actividad proteolitica, como Pseudomonas. No se
observé diferencia significativa en pastas con extractos de orégano seco, salvia fresca,
romero fresco y control almacenadas a 20°C con respecto a la concentracion de las
proteinas de 200 kDa (miosina) y la de 45 kDa (actina) (P>0.01) (1145, 1399, 952, 844 y
2205, 2326, 2312, 1986 proteinas de 200 y 45 kDa en pastas con extractos de orégano seco,
salvia fresca, romero fresco y control, respectivamente). Sin embargo, se obtuvieron
concentraciones menores en el control, lo que indicé que los extractos redujeron la extension
de la degradacion proteica posiblemente debido a que los fenoles pudieron interactuar con
las proteasas para formar complejos que inhibieron y/o retardaron su actividad (Shishikura y
col., 2006). Del mismo modo, las quinonas formadas después de la oxidacion de los
compuestos antioxidantes, pudieron reaccionar con las enzimas provocando su inactivacion
(Pierpoint, 1969). A las 72 h de almacenamiento, en el extracto de romero se presento la
mayor densidad de proteinas de 200 kDa (miosina) (233) y la menor densidad para 45 kDa
(actina) (1138), indicando que fue el tratamiento que disminuyé en mayor medida la hidrélisis
de las proteinas, debido a que contiene compuestos que al reaccionar con las proteinas
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propicié el entrecruzamiento de las mismas (Punto 6.9.3.1, pag. 116) (Shishikura y col.,
2006) o se formaron derivados que indujeron cambios conformacionales en las proteinas que
impidieron el acceso de las enzimas a las uniones peptidicas (Kroll y col., 2000).

En concordancia con resultados obtenidos por Signorini (2002) y Garcia-Barrientos y col.
(2006), la actividad proteolitica y por ende la hidrélisis de las proteinas de 200 y 45 kDa a
20°C fue superior a la degradacién que mostraron en el almacenamiento refrigerado, las
densidades de estas proteinas fueron menores a 20°C (981, 1189 y 2078, 2336 para
proteina de 200 y 45 kDa a 20°C y 4°C, respectivamente) (Figuras 22 y 23), atin cuando esta
diferencia no fue significativa (P>0.01).

En las muestras almacenadas a 4°C a partir de las 24 h se observé incremento en la
densidad del pico de 200 kDa (miosina) en las pastas con orégano seco, salvia fresca y el
control (976 a las 0 h y 1154, 2008 y 1085 las 24 h, respectivamente) (Figura 23). En las
pastas con romero fresco la densidad del pico que corresponde a este peso molecular
disminuyé (701 a las 24 h), indicando que en los tres primeros tratamientos la degradacién
de proteinas de alto peso molecular se llevé a cabo desde el inicio del almacenamiento;
mientras que en el caso del romero fresco esta protedlisis se retras6 hasta las 72 horas,
tiempo en el que aumenté la densidad del pico de 200 kDa (1467) y la densidad de los picos
con peso molecular menor a 31 kDa, como se menciond, esto podria ser consecuencia de la
interaccion de los fenoles con las enzimas o posiblemente hubo interaccion de los grupos
hidroxilo de los compuestos fendlicos y de las quionas con los grupos polares de las
proteinas miofibrilares (Pierpoint, 1969; Shishikura y col., 2006) y provocé el
entrecruzamiento de particulas cercanas, con la consecuente formacién de complejos de
mayor area superficial (Shishikura y col., 2006) o de compuestos derivados que impidieron el
acceso de las enzimas a las uniones peptidicas (Kroll y col., 2000). Al final del periodo de
estudio la densidad del pico de 200 kDa (miosina) de las muestras control fue el menor de
todos los tratamientos (1103, 1467, 1222 y 389 para orégano seco, romero fresco, salvia
fresca y control, respectivamente), mientras que la densidad de los picos menores a 21.5
kDa fue superior al resto de los tratamientos; por lo tanto los extractos provenientes de las
tres hierbas disminuyeron la degradacion de las proteinas carnicas.
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Figura 22. SDS-PAGE de proteinas miofibrilares de pastas carnicas afiadidas con exiractos
etandlicos de salvia fresca, orégano seco y romero fresco, almacenadas a 20°C
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Figura 23. SDS-PAGE de proteinas miofibrilares de pastas carnicas afiadidas con extractos
etandlicos de salvia fresca, orégano seco y romero fresco, aimacenadas a 4°C
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6.9.3. Tamaiio de particula

El tamafio de particula se analiz6 considerando el diametro medio volumen-superficie
(DI[3,2]), que indica el area de la superficie de las particulas expuesta a la fase continua por
unidad de volumen de la pasta (McClements, 1999a). Se observé una distribucion
monodispersa del tamafio de particula, el diametro medio fue 150 um (Anexo 34, pag. 177),

mayor a la considerada como una emulsién verdadera (<20 um) (Gordon y Barbut, 1992b).

6.9.3.1. Pastas con extractos etandlicos de orégano seco seco, romero fresco y salvia
fresca, y sus compuestos antioxidantes (aislados del extracto y reactivos
analiticos puros)

Pastas con extractos etanélicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca

Las muestras control tuvieron un diametro de particula significativamente menor a los
tratamientos (Anexo 16, pag. 159); las pastas con extracto de romero fresco presentaron el
tamario de particula mayor (P>0.0001), posiblemente debido a la interaccién de los grupos
hidroxilo de los compuestos fendlicos con los grupos polares de las proteinas miofibrilares
(Pierpoint, 1969; Shishikura y col., 2006) que se encuentran formando la membrana
alrededor de los glébulos de grasa (Flores y Bermell, 1985; Gordon y Barbut, 1992a), lo que
super6 la repulsion electrostatica entre gotas y provocéd el entrecruzamiento de particulas
cercanas, con la consecuente formacién de complejos de mayor superficie (Shishikura y col.,
2006). Por ofro lado, la temperatura de almacenamiento no afect6 significativamente el
tamafio medio de particula de las muestras (18.78 y 18.36 um a 20°C y a 4°C,
respectivamente) (P>0.01). El tiempo de almacenamiento mostré un efecto significativo en el
diametro de particula, incrementandose a lo largo del estudio (P>0.0001), indicando que las
reacciones fenol-proteina y/o quinona-proteina también aumentaron con el tiempo.

A ambas temperaturas de almacenamiento las muestras control presentaron un tamafo
de particula medio menor al resto de los tratamientos (P>0.0001) (Anexo 35, pag.178 y
Figura 24). Flores y Bermell (1985) y McClements (1999c) reportan que en las emulsiones
estables debe de contrarrestarse la tendencia espontdnea a minimizar el area interfacial a
través de la coalescencia; para ello debe incrementarse la interacciéon repulsiva entre
particulas cargadas, lo que se logra disminuyendo el diametro de particula. Asimismo, de
acuerdo a la Ley de Stokes, a menor diametro de particula disminuye la velocidad de
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sedimentacion. Por otro lado, las muestras con extracto de romero mostraron el mayor
tamafio de particula (P>0.0001) debido a la estructura de los compuestos fenélicos y a la
concentracién de éstos en los extractos. Las pastas almacenadas a 20°C mostraron mayor
incremento del diametro de particula que las almacenadas en refrigeracién, mostrando que
la baja temperatura disminuy6 la velocidad de reaccién entre fenoles y quinonas con las
proteinas.

20°C

Diametro de particula (um)

4°C

25

23 1

Diadmetro de particula (pm)

15 T T

0 24 48 72
Tiempo (horas)

——— Orégano seco——a—— Salvia fresca - -8- - - Romero fresco - - x- - - Control

Figura 24. Diametro de particula en pastas afiadidas con extractos etandlicos de orégano
seco, romero fresco y salvia fresca, almacenadas a 20 y 4°C

Pastas con extracto etanélico de orégano seco y sus compuestos antioxidantes

Las muestras control mostraron el menor tamafio de particula en comparaciéon con las
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pastas afadidas con extractos etandlicos o sus compuestos antioxidantes aislados
(P>0.0001) (Figura 25), por lo que fueron las pastas mas estables (Fiores y Bermell, 1985; y
McClements, 1999b).

Desde el inicio del almacenamiento, las muestras con extracto etandlico de orégano seco
asi como aquellas con los compuestos antioxidantes aislados de este, mostraron tamafio de
particula significativamente mayor al control (P>0.0001), lo que indica que la interaccién
fenoles-proteina y/o quinonas-proteina se llevd a cabo rapidamente, informacién que
coincide con resultados obtenidos por Shishikura y col. (2006).

19 1

-
-~

-
w

Diametro de particula (um)
o

1 1 T T —
0 24 48 72
Tiempo (horas)
~——o— Exiracto de orégano —8— Acido rosmarinico-orégano - - -B- - - Acido rosmarinico puro
~—a— Carnosol-orégano == -4 -- Carnosol puro —»— Acido carnésico-orégano
---x-+- Acido carnésico puro —o— Compuesto X-orégano - --¢ - - Compuesto X puro
---& - - Control

Figura 25. Diametro de particula en pastas afladidas con extracto etanélico de orégano
seco y sus compuestos con actividad antioxidante

Entre las 0 y 72 h se not6 incremento en los valores del diametro de particula en todos los
tratamientos, aun cuando en algunos casos esta diferencia no fue significativa (P>0.01)
(Anexo 36, pag. 179). Las pastas afiadidas con acido carnésico aislado del extracto de
orégano seco, asi como este compuesto puro mostraron el mayor didmetro de particula
(14.65 y 17.71 pm, respectivamente), siguiéndole en orden descendente, carnosol (13.51 y
15.28 pm, respectivamente) y acido rosmarinico (13.93 y 13.58 um, respectivamente),
indicando que el tamafio de particula no dependié de la concentracion del compuesto que se
incorporé a la pasta, en virtud de que el acido rosmarinico fue el que se agregdé en mayor
cantidad (0.0655 mg/150 g pasta de acido rosmarinico, 0.0001 mg/150 g pasta de carnosol,
0.0005 mg/150 g pasta de acido carnésico); esto se debié posiblemente al arreglo estructural
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de la molécula de cada uno de ellos, el cual influy6 en la reactividad de los grupos hidroxilo
presentes (Bartolomé y col., 2000). Las pastas con el compuesto X (aislado del extracto y
puro) presentaron particulas de tamafio igual al observado en las pastas con acido carnésico
puro (P>0.01), lo que podria significar que la reactividad de los hidroxilos de su molécula fue

similar a la de los grupos presentes en el acido.

En el cromatograma dgl extracto de orégano seco (Figura 11, pag. 63) se observé un
namero de picos correspondientes a diversos compuestos, por lo que se esperaria que el
tamanfo de particula de las pastas que contienen a este extracto (15.62 ym) fuera mayor al
de las pastas afiadidas con los compuestos individuales; sin embargo, el diametro fue igual
al de las pastas con carnosol puro (15.26 pm) e inferior al de las muestras con acido
carnésico puro (17.71 pym) y con compuesto X (16.65 y 16.93 pm aislado del extracto de
orégano seco y puro, respectivamente). Lo anterior podria explicarse debido a la reactividad
extremadamente elevada del anillo fenélico presente en los compuestos con actividad
antioxidante, se pudieron formar enlaces intra e intermoleculares (Morrison y Boyd, 1970b)
y/o llevar a cabo reacciones de 6xido-reduccién y de sinergismo (Hernandez-Angel y Prieto-
Gonzalez, 1999; Masuda y col.,, 2002; Del Bafio y col., 2003; Vagi y col., 2005) que
disminuyeron la reactividad de los grupos hidroxilo y de las quinonas hacia las proteinas.

Pastas con extracto etandlico de romero fresco y sus compuestos antioxidantes

Las muestras control mostraron el diametro de particula medio mas pequefio (P>0.0001),
en comparacion con los otros tratamientos (Anexo 36, pag. 179), indicando que fueron las
muestras mas estables (Flores y Bermell, 1985; McClements, 1999c). Esta diferencia fue
evidente desde el inicio del periodo de estudio (Figura 26), por lo que la interaccion fenoles-
proteina y/o quinonas-proteina se llevé a cabo rapidamente (Shishikura y col., 2006).
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Figura 26. Diametro de particula en pastas afiadidas con extracto etanélico de romero
fresco y sus compuestos con actividad antioxidante

Las pastas con acido carnésico aislado del extracto de romero fresco y puro mostraron el
mayor tamafio de particula medio (28.03, 24.11 um, respectivamente) siguiendo en orden
descendente las muestras con carnosol (23.66, 17.61 um, respectivamente), compuesto X
(15.72, 17.49 pym, respectivamente) y acido rosmarinico (16.88, 15.75 ym, respectivamente),
posiblemente debido al arreglo estructural de la molécula de cada uno de ellos.

Por otra parte, el diametro medio de las particulas de las pastas con extracto de romero
fresco fue menor (P>0.0001) al observado en las muestras con acido carnésico, en ambos
casos la concentracion del acido carnosico incorporado fue la misma (0.308 mg/150 g pasta).
Esta diferencia podria ser debida a que algunos compuestos que se encuentran en el
extracto pudieron interactuar con los grupos hidroxilo del acido carnésico, disminuyendo su
reactividad hacia los grupos hidrofilicos de las proteinas (Morrison y Boyd, 1970b).

Pastas con extracto etandlico de salvia fresca y sus compuestos antioxidantes

De acuerdo con la Ley de Stokes, las muestras control fueron las mas estables al
presentar el diametro de particula medio significativamente mas pequefio (P>0.0001) (Flores
y Bermell, 1985, McClements, 1999c) (Anexo 36, pag. 179). El mayor diametro de particula
se observ6é en las pastas adicionadas con extracto etandlico de salvia fresca y sus
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compuestos fenolicos, tanto aislados del extracto como puros, posiblemente debido a la
interaccién fenoles-proteina o quinonas-proteina con el consecuente entrecruzamiento entre
gotas cercanas (Pierpoint, 1969; Shishikura y col., 2006).

Las pastas con acido carndsico obtenido del extracto de salvia y puro mostraron mayor
tamario de particula (17.59 y 18.04 uym, respectivamente) comparado con el carnosol (16.69
y 17.49 um, respectivamente) y el acido rosmarinico (15.52 y 16.63 pm, respectivamente),
aunque la diferencia fue significativa solo en el caso del acido rosmarinico obtenido del
extracto de salvia fresca (P>0.0001). La desigualdad en el tamafio de particula pudo deberse
al arreglo estructural de las moléculas, influyendo en la reactividad de los grupos hidroxilo.
Asimismo, debido a la elevada reactividad del anillo fendlico para formar enlaces intra e
intermoleculares (Morrison y Boyd, 1970b; Hernandez-Angel y Prieto-Gonzalez, 1999;
Masuda y col., 2002; Del Baiio y col., 2003; Végi y col., 2005), el diametro de particula de las
muestras con extracto de salvia fresca no super6 el de las pastas con los compuestos
antioxidantes incorporados en forma individual.

En este experimento las pastas con el compuesto X (17.29 y 17.23 um aislado del
extracto de salvia y puro, respectivamente) no presenté diferencia significativa (P>0.01) con
las muestras afiadidas con &cido carnésico (17.59 y 18.04 um aislado del extracto de salvia 'y
puro, respectivamente).

Durante el tiempo de estudio disminuy6é el diametro medio de particula en todos los
tratamientos (Figura 27), debido a la degradacién de la proteina que forma la membrana
interfasial de los glébulos de grasa (Signorini, 2002; Garcia-Barrientos, 2006; Chaijan y col.,
2008) y/o a cambios en la estructura tridimensional de la misma (Cheftel y col., 1989a) que
ocurrieron al aumentar el tiempo de almacenamiento (Chaijan y col., 2008).
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Figura 27. Diametro de particula en pastas afiadidas con extracto etanélico de salvia fresca
y sus compuestos con actividad antioxidante

6.9.3.2. Pastas con acido carnésico y la solucién de la quinona del acido carnésico

Las muestras afiadidas con &cido carnésico mostraron el diametro de particula mayor,
mientras que las muestras control tuvieron el menor, ain cuando no se observé diferencia
significativa con las pastas afiadidas con la solucién de la quinona del acido carnésico
(24.83, 21.11 y 19.82 uym para muestras con acido carnésico, solucion de la quinona del
acido carnésico y control, respectivamente) (P>0.01) (Anexo 22, pag. 165); por lo que las
muestras control fueron las mas estables; ademas, los grupos hidroxilo del acido carnésico y
de los compuestos en la solucién de la quinona, asi como la quinona misma pudieron formar
enlaces con los grupos hidrofilicos de las proteinas. En general, la temperatura de
almacenamiento no mostré influencia significativa en el tamano de particula (P>0.01). Por
otro lado, conforme se incrementé el tiempo de estudio el tamafio de particula disminuy6

significativamente (P>0.0001).

En las muestras almacenadas a 4 y a 20°C se observé una disminucion en el tamafo de
particula al término del periodo de analisis (Anexo 37, pag. 180), debido posiblemente a la
degradacion de la proteina y/o a cambios en la estructura tridimensional de la misma. Sin
embargo, en las muestras almacenadas a 4°C el intervalo de este cambio fue menor (Figura
28). Este comportamiento se relaciona con una menor degradacion de las proteinas
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miofibrilares que formaron la membrana alrededor de los glébulos de grasa en muestras
almacenadas en refrigeracién, comparada con la hidrélisis de proteinas mostrada en pastas
mantenidas a 20°C (Punto 6.9.2, pag. 111), como lo reportan Signorini (2002) y Garcia-
Barrientos y col. (2006).
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Figura 28. Diametro de particula en pastas afiadidas con acido carnésico y la solucion de la
quinona del acido carnésico, almacenadas a 20 y 4°C
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7. CONCLUSIONES

Debido a que el interés de la presente tesis se centr6 en la obtencion de fenoles
totales, se concluy6 que el extracto de mayor capacidad antioxidante fue el etanélico de
orégano, debido a que presenté la mayor concentracién de fenoles totales. Los
extractos de romero fresco en cloroformo presentaron mayor contenido de carnosol y
acido carndsico comparado con los de orégano seco y salvia fresca, mientras que la
concentracion mas alta de acido rosmarinico se obtuvo en el extracto de orégano seco
con etanol. Sin embargo, la eficiencia en la actividad antioxidante de los extractos no
dependié de su concentracién de fenoles totales sino de la concentracién, polaridad y
estructura de los compuestos que forman parte de ellos; esta actividad antioxidante, a la
vez, depende de la concentracion de compuestos con actividad antioxidante (la cual
estuvo en funcién del disolvente utilizado) y a factores como la composicién quimica de
la pasta y el tiempo y temperatura de almacenamiento de las mismas, entre otros. Bajo
condiciones de bajo grado de oxidacion, el extracto etan6lico de orégano seco es una
buena alternativa como antioxidante natural. El extracto de romero fresco en cloroformo
fue mas eficiente como antioxidante que los extractos etanélicos de la misma hierba.

Con respecto a los disolventes empleados, se extrajo mayor cantidad de acido
carndsico y carnosol a partir de romero fresco y de orégano fresco y seco utilizando
cloroformo, mientras que se obtuvo mayor cantidad de acido rosmarinico en extractos
etanélicos de romero fresco, orégano fresco y seco y salvia fresca, si bien la
concentracion de acido rosmarinico en los extractos dependié del estado de madurez
de las hierbas utilizadas. Se encontré que el acido rosmarinico fue mas estable que el
acido carnésico, ya que una vez extraido de las hojas, el acido carnésico se oxido
rapidamente para formar carnosol, entre otros compuestos. El tiempo 6ptimo de
maceracién en etanol para obtener un maximo de actividad antioxidante dependi6 de la
hierba empleada: de 7 a 10 dias para orégano seco y salvia fresca, y 3 h para romero
fresco. Aunque no se determiné la composicién del compuesto “X”, tanto este como el
acido rosmarinico y el carnosol, aislados de los extractos etanélicos fueron estables
durante el almacenamiento a 4 y 20°C. Lo mismo se observé en los extractos que
contenian estos compuestos.

El color de las pastas estuvo relacionado con el grado de oxidacién; a mayores
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TBARS, el color vari6 en un intervalo mayor. Si bien la deshidratacion de la superficie de
la pasta varia las coordenadas de color, a mayor temperatura de almacenamiento hubo
una disminucién en la intensidad y contribucién del rojo en la pasta, ademas de
aumentar la luminosidad. El extracto de romero fresco en cloroformo fue el mas eficiente
para prevenir la oxidacién de pigmentos; de igual forma, el extracto etanélico de romero
fresco fue el mas eficiente antioxidante comparado con los extractos de orégano seco y
de salvia fresca obtenidos con el mismo disolvente. Los extractos etanélicos de orégano
seco, romero fresco y salvia fresca disminuyeron en mayor medida la oxidacion de
oximioglobina y TBARS que los compuestos antioxidantes por separado. De éstos el
4cido carnésico fue el mas eficiente; este acido presenté mayor capacidad antioxidante
sobre la oximioglobina, que la quinona del 4cido carnésico, si bien ésta di6é lugar a la
formacion de compuestos con actividad antioxidante en pastas almacenadas tanto a 4
como a 20°C. El efecto del 4cido carnésico y del carnosol en los extractos etanélicos de
orégano seco, romero fresco y salvia fresca como antioxidantes de la oximioglobina
dependié de su concentracion y de la oxidacién de lipidos en la pasta.

La pasta céarnica fue un fluido pseudoplastico con una distribucion del tamafio de
particula monodispersa, con diametro medio de 150 um. El tamafio de particula medio
mas pequefio se observd en las pastas a las que no se les afiadieron extractos de
hierbas, mientras que los compuestos fenélicos presentes en los extractos etandlicos
incrementaron el diametro medio debido posiblemente a interacciéon con las proteinas
presentes. Sin embargo, el tamafio de particula de estas pastas fue menor al observado
en las muestras afiadidas con &acido rosmarinico, carnosol y acido carnésico
incorporados en forma individual, debido a la reactividad del anillo fenélico en los
compuestos con actividad antioxidante, pudiéndose formar enlaces intra e
intermoleculares y/o se llevaron a cabo reacciones de 6xido-reduccion y de sinergismo
que disminuyeron la reactividad de los grupos hidroxilo y de las quinonas hacia las
proteinas. El arreglo molecular de los compuestos antioxidantes aislados influy6 en la
reactividad de los grupos hidroxilo; por ello las pastas con acido carnésico aislado de los
extractos presentaron mayor diametro de particula que las muestras con &cido
rosmarinico y con carnosol, ya que posiblemente la cercania entre el carboxilo y los
grupos hidroxilo en la molécula de acido carndsico, increment6 la reactividad de los
hidroxilos hacia los grupos hidrofilicos de las proteinas.

Los extractos etandlicos disminuyeron la degradacion proteica, debido a la
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interaccion de los fenoles y quinonas con las proteasas para formar complejos que
inhibieron y/o retardaron su actividad, los fenoles reaccionaron con las proteinas
propiciando el entrecruzamiento de las mismas o se formaron derivados que indujeron
cambios en la conformacion de las proteinas que impidieron el acceso de las enzimas a

las uniones peptidicas.

Las pastas con extractos etanélicos de orégano seco, romero fresco y salvia de
bolita fresca pueden considerarse como alimentos funcionales, debido a que contienen

compuestos fendlicos con actividad antioxidante.
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Anexo 1. Efecto del tiempo de aimacenamiento en la concentracién del “compuesto X"
en el extracto etandlico de orégano seco

Concentracién del compuesto X como reactivo analitico (unidades de absorbancia)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0795*%%% + 0,010® 0.0725™ 1 0.008
24 0.0795* £ 0.010 0.0700* 1 0.006
48 0.0799™ + 0.011 0.0728" + 0.007
72 0.0787* + 0.010 0.0734* + 0.005
Media 0.0784* £ 0.010 0.0722° + 0.006

Concentracion del compuesto X aislado del extracto de orégano seco (unidades de absorbancia)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0807*%" 4 0,008 0.0805* + 0.008
24 0.0783" £ 0.014 0.0765™ 1 0.007
48 0.0811** + 0.009 0.0761** + 0.004
72 0.0815** + 0.005 0.0784** 1 0.003
Media 0.0804* + 0.009 0.0779* £ 0.006

Concentracion del extracto de orégano seco como compuesto X (unidades de absorbancia)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.1286"%" £ 0,029 * 0.1398* £ 0.007
24 0.1272* + 0.032 0.1391** + 0.001
48 0.1223" + 0.026 0.1412"* + 0.0007
72 0.1242" + 0.028 0.1423" + 0.001
Media 0.1256° + 0.028 0.1407* + 0.004

"'Media de 12 mediciones; “Desviacion estandar; ®'Superindices iguales no son significativamente diferentes
(las mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las mintsculas dentro de cada temperatura)
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Anexo 2. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracién del “compuesto X"
en el extracto etanélico de romero fresco

Concentracion del compuesto X como reactivo analitico (unidades de absorbancia)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0821%" 3 9,005 0.0812* 1 0.004
24 0.0826™ +0.003 0.0813* + 0.001
48 0.0794* 1 0.007 0.0816™ + 0.001
72 0.0793* + 0.007 0.0797* £ 0.016
Media 0.0809" + 0.006 0.0808" £ 0.010

Concentracion del compuesto X aislado del extracto de romero fresco (unidades de absorbancia)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0768""® + 0.008™ 0.0798™ £ 6.010
24 0.0801** + 0.005 0.0800™* + 0.006
48 0.0810* + 0.005 0.0799" £ 0.001
72 0.0793* + 0.006 0.0725™ 1+ 0.008
Media 0.0793" £ 0.008 0.0780" + 0.008

Concentracién del extracto de romero fresco como compuesto X (unidades de absorbancia)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.2678™" + 0,018 0.2621* £ 0.008
24 0.2546™ £ 0.018 0.2672* 1 0.007
48 0.2673" 1 0.016 0.2678" 1 0.009
72 0.2748* £ 0.017 0.2712* £ 0.008
Media 0.2661* £ 0.018 0.2671* £ 0.008

Media de 12 mediciones; “Desviacion estandar; “’Superindices iguales no son significativamente diferentes
(las mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las minusculas dentro de cada temperatura)
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Anexo 3. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracién del “compuesto X"
en el extracto etandlico de salvia fresca

Concentracién dei compuesto X como reactivo analitico (unidades de absorbancia)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0701%" + 9,007® 0.0749™ +0.005
24 0.0656% 1 0.002 0.0785™ + 0.005
48 0.0649™ + 0.002 0.0790™ £ 0.005
72 0.0699 1 0.006 0.0824* £ 0.005
Media 0.0676° + 0.006 0.0787* £ 0.006

Concentracion del compuesto X aislado del extracto de salvia fresca (unidades de absorbancia)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0824" 1 0,001% 0.0778% £ 0.003
24 0.0757* 1 0.009 0.0774™ £ 0.005
48 0.0759™ + 0.009 0.0773* + 0.006
72 0.0813" +0.004 0.0809™ + 0.004
Media 0.0788" £ 0.007 0.0783" £ 0.005

Concentracién def extracto de salvia fresca como compuesto X (unidades de absorbancia)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.2538*"% 3 0,003? 0.2497™ 1 0.0007
24 0.2497% 1 0.004 0.2508" + 0.001
48 0.2519" + 0.003 0.2490™ + 0.002
72 0.2541* 1 0.007 0.2552"" £ 0.004
Media 0.2523" £ 0.005 0.2511* £ 0.003

MMedia de 12 mediciones; PDesviacion estandar, ®Superindices iguales no son significativamente diferentes
(las mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las mintsculas dentro de cada temperatura)
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Anexo 4. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracién de acido rosmarinico
en el extracto etandlico de orégano seco

Concentracién de acido rosmarinico como reactivo analitico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
(] 0.0032*" + 0,0002% 0.0034* £ 0.0004
24 0.0032* + 0.0003 0.0034* £ 0.0002
48 0.0033" + 0.0003 0.0035"* + 0.0002
72 0.0033* + 0.0003 0.0035* + 0.0002
Media 0.0033° 1 0.0003 0.0035 + 0.0003

Concentracién de acido rosmarinico aislado del extracto de orégano seco (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0035% 4 0.00007% 0.0039™* £ 0.0002
24 0.0036** + 0.0001 0.0038** + 0.0001
48 0.0037% + 0.00009 0.0038™ + 0.0001
72 0.0037** + 0.00005 0.0038 + 0.0001
Media 0.0036° £ 0.0001 0.0038* + 0.0001

Concentracién del extracto de orégano seco como acido rosmarinico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0041%4" 4 0,0009? 0.0045*" 3+ 0.0002
24 0.0041** £ 0.0001 0.0044*° £ 0.00004
48 0.0039™ + 0.0008 0.0045*° + 0.00004
72 0.0040™ + 0.0009 0.0046" + 0.00004
Media 0.0040° + 0.0009 0.0045" + 0.0001

Media de 12 mediciones; ®Desviacion estandar; ®'Superindices iguales no son significativamente diferentes
(las mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las mintsculas dentro de cada temperatura).
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Anexo 5. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracion de acido rosmarinico
en el extracto etandlico de romero fresco

Concentracion de acido rosmarinico como reactivo analitico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
] 0.0020%%" 1 0.0002? 0.0025" + 0.0003
24 0.0024** 1 0.0004 0.0026*" + 0.0002
48 0.0021° 1 0.0005 0.0026™ + 0.0002
72 0.00253* + 0.0005 0.0027** + 0.0002
Media 0.0022° + 0.0005 0.0026" + 0.0003

Concentracién de acido rosmarinico aislado del extracto de romero fresco (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
o 0.0024%%" + 00002 0.0027** £ 0.00007
24 0.0024° 1 0.0002 0.0028™ + 0.0001
48 0.0024"* 1 0.0006 0.0029** + 0.0002
72 0.0028"* + 0.0007 0.0029"* + 0.0001
Media 0.0025° + 0.0005 0.0028* + 0.0002

Concentracion del extracto de romero fresco como 4cido rosmarinico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4C
0 0.0085**" + 000052 0.0083* 1 0.0002
24 0.0081"* 1 0.0005 0.0085* 1 0.0002
48 0.0085** 1 0.0005 0.0085™ £ 0.0002
72 0.0087** + 0.0005 0.0086"* + 0.0002
Media 0.0085" 1 0.0006 0.0085 + 0.0002

"Media de 12 mediciones; PDesviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes
(las mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las minusculas dentro de cada temperatura).
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Anexo 6. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracion de acido rosmarinico
en el extracto etandlico de salvia fresca

Concentracién de acido rosmarinico como reactivo analitico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
Y 0.0012*%" + 0,0001? 0.0011* £ 0.00004
24 0.0012* £ 0.00007 0.0012** £ 0.00004
48 0.0012** + 0.0001 0.0012** + 0.00004
72 0.0011** £ 0.0001 0.0012** + 0.00008
Media 0.0012* + 0.0001 0.0012* + 0.00006

Concentracién de acido rosmarinico aislado del extracto de salvia fresca (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0011*%" 1 0,00005? 0.0010" £ 0
24 0.0011** 1 0.00007 0.0010™ + 0.00003
48 0.0011** £ 0.00006 0.0012 £ 0.0001
72 0.0012* £ 0.0002 0.0012** + 0.0001
Media 0.0011* 1 0.0001 0.0011* + 0.0001

Concentracion del extracto de salvia fresca como &cido rosmarinico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4c
0 0.0081*4" + 0,0001? 0.0079% + 0.00004
24 0.0079™ + 0.0001 0.0080™ + 0.00004
48 0.0080** + 0.000% 0.007¢™° + 0.00004
72 0.0081"* + 0.0002 0.0081** + 0.0001
Media 0.0080" + 0.0001 0.0080* + 0.0001

MMedia de 12 mediciones; ®Desviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes
(las mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las minusculas dentro de cada temperatura)
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Anexo 7. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentraciéon de carnosol en el
extracto etandlico de orégano seco

Concentracién de carnosol como reactivo analitico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
] 0.003¢"*"® + 0 00037 0.0038"* 1 0.0003
24 0.0040" 1 0.0003 0.0038* + 0.0004
48 0.0041** + 0.0003 0.0039** £ 0.0004
72 0.0041** 1 0.0003 0.0039™ 1 0.0002
Media 0.0040" + 0.0003 0.0039* + 0.0003

Concentracién de camosol aislado del extracto de orégano seco (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0036"*" + 90,0004 0.0038 1 0.00008
24 0.0037"* £ 0.0004 0.0039™ 1 0.0002
48 0.0038** + 0.0005 0.0041 1 0.0003
72 0.0038** 1 0.0004 0.0041* 1 0.0002
Media 0.0037° + 0.0004 0.0040" + 0.0002

Concentracion del extracto de orégano seco como carnosol (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0040%" + 9. 0001 0.0044" + 0.0001
24 0.0043" + 0.0001 0.0043™ + 0.00008
48 0.0044™ 1+ 0.00005 0.0046"" 1 0.00008
72 0.0047*" + 0.0001 0.0049™ 1 0.0002
Media 0.00438 + 0.0002 0.0046"* + 0.0002

(Media de 12 mediciones; “Desviacion estandar, ®Superindices iguales no son significativamente diferentes
(las mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las minusculas dentro de cada temperatura)
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Anexo 8.
extracto etandlico de romero fresco

Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracién de carnosol en el

Concentracién de carnosol como reactivo analitico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
o 0.0055%%" + 0,0004% 0.0065" £ 0.0012
24 0.0055"* + 0.0005 0.0063" 1 0.0008
48 0.0057"* + 0.0005 0.0064"* £ 0.0009
72 0.0057° + 0.0003 0.0066™" £ 0.0012
Media 0.0056° + 0.0005 0.0064" £ 0.0010

Concentracién de carnosol aislado del extracto de romero fresco (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0050"%"*3 4 9.0001? 0.0048™ £ 0.0002
24 0.0051** + 0.0002 0.0048" £ 0.0002
48 0.0051" £ 0.0001 0.0048™ + 0.0003
72 0.0052" + 0.0002 0.0050" £ 0.0003
Media 0.0051* + 0.0002 0.0048° 1 0.0003

Concentracién del extracto de romero fresco como carnosol (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0080""%! 3 00005 0.0058" 1 0.0003
24 0.0080" + 0.0002 0.0060"™ + 0.0003
48 0.0064 + 0.0001 0.0062*" £ 0.0004
72 0.0067** + 0.0002 0.0084% + 0.0002
Media 0.0063* + 0.0004 0.0061° + 0.0003

"Media de 12 mediciones; “Desviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes
(las mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las mintsculas dentro de cada temperatura)
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Anexo 9. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracion de carnosol
en el extracto etanélico de salvia fresca

Concentracion de camosoi como reactivo analitico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4c
] 0.00417%"% 4+ 0,0001? 0.0041* 1 0.0002
24 0.0042™ + 0.0001 0.0042"* + 0.0001
48 0.0043** + 0.0001 0.0042** + 0.00008
72 0.0041** 1 0.0001 0.0042* + 0.0001
Media 0.0042" 1 0.0001 0.0042" £ 0.0001

Concentracién de camosol aislado del extracto de salvia fresca (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0040"" 4+ 0,0001? 0.0038% + 0.0001
24 0.0040™ 1 0.00006 0.0039™° + 0.00007
48 0.0041* 1 0.0001 0.0039% 1 0.00008
72 0.0042* + 0.0002 0.0040°* 1+ 0.0001
Media 0.0041* + 0.0002 0.0039° + 0.0001

Concentracion del extracto de salvia fresca como camosoi (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4C
0 0.0052*%% + 0,0001%? 0.0050% 1 0.00005
24 0.0053" 1 0.0001 0.0051% + 0.00007
48 0.0054"" 1 0.0002 0.0052% + 0
72 0.0058" + 0.0002 0.0055% + 0.00005
Media 0.0054* + 0.0003 0.0052° + 0.0001

"Media de 12 mediciones; ®Desviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes
(las mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las mintsculas dentro de cada temperatura)
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Anexo 10. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracién de &cido carndsico
en el extracto etandlico de orégano seco

Concentracion de acido camésico como reactivo analitico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0287% + 0.004® 0.0281* 1 0.001
24 0.0289"* + 0.003 0.0284* 1 0.001
48 0.0295™ + 0.002 0.0290™ + 0.002
72 0.0301* 1 0.002 0.0283" + 0.003
Media 0.0298" + 0.004 0.0293" £ 0.002

Concentracion de acido camdsico aislado del extracto de orégano seco (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0235%4" ¢ 0,001? 0.0272* + 0.001
24 0.0295*" 1 0.001 0.0298* £ 0,001
48 0.0320™ 1 0.001 0.0323* 1 0.001
72 0.0401** 1 0.004 0.0345% +0.002
Media 0.0313" £ 0.006 0.0310* £ 0.003

Concentracién del extracto de orégano seco como acido camésico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0234% + 9.001? 0.0264* 1 0.001
24 0.0258" + 0.0008 0.0263" 1 0.0006
48 0.0267% + 0.0005 0.0281* 1 0.0005
72 0.0288** + 0.001 0.0302** + 0.002
Media 0.0262° + 0.002 0.0277* + 0.002

"Media de 12 mediciones; @Desviacién estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes
(las mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las mintsculas dentro de cada temperatura)
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Anexo 11.

en el extracto etandlico de romero fresco

Concentracion de acido carnésico como reactivo analitico (mg/mL.)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
(] 0.0420"%"%* 3 0.020@ 0.0421** 1+ 0.002
24 0.0420** + 0.003 0.0426™ + 0.001
48 0.0419* £ 0.004 0.0424* £ 0.003
72 0.0427** £ 0.003 0.0426** + 0.003
Media 0.0421* £ 0.010 0.0424" + 0.003

Concentracion de acido camésico aislado del extracto de romero fresco (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0418*" 1 0.002? 0.0435" £ 0.001
24 0.0459"" 1 0.0006 0.0468"" 1 0.002
48 0.0476™ 1 0.001 0.0501** + 0.002
72 0.0535** + 0.003 0.0508%* 1 0.001
Media 0.0472" 1 0.004 0.0478* + 0.003

Concentracion del extracto de romero fresco como écido carnésico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0377*" 4 0,003 0.0361*" + 0.002
24 0.0378"° + 0.001 0.0378** + 0,002
48 0.0407** £ 0.001 0.0388"* + 0.002
72 0.0429* 1 0.001 0.0396 + 0.001
Media 0.0397* + 0.003 0.0381° 1+ 0,002

Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracién de acido carnésico

“Media de 12 mediciones; “Desviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes

(las mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las minisculas dentro de cada temperatura)

154



Anexos

Anexo 12. Efecto del tiempo de almacenamiento en la concentracion de acido carnésico
en el extracto etandlico de salvia fresca

Concentracién de acido camésico como reactivo analitico (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0346"" 1 0.001® 0.0318% x 0.0005
24 0.0347* £0.002 0.0318% £+ 0.001
48 0.0355™ 1 0.006 0.0325™ 1+ 0.005
72 0.0358" £ 0.006 0.0329™ £ 0.004
Media 0.0353" + 0.005 0.0322° £ 0.003

Concentracién de acido camésico aisiado del extracto de salvia fresca (mg/mL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
] 0.0314*") £ 0,0003? 0.0312* + 0.0004
24 0.0353** 1 0.004 0.0331* 1+ 0.0005
48 0.0372* 1 0.005 0.0345™ + 0.001
72 0.0407* £ 0.002 0.0403* £ 0.001
Media 0.0362" 1 0.004 0.0348" + 0.003

Concentracién del extracto de salvia fresca como éacido camoésico (mg/mlL)

Temperatura
Tiempo (horas) Ambiente 4°C
0 0.0325"" 1+ 0,001 0.0309 + 0.0003
24 0.0330™ + 0.001 0.0317% £ 0.0003
48 0.0338"" + 0.002 0.0318% 1 0.0001
72 0.0365™ + 0.001 0.0345 1 0.0002
Media 0.0340" 1 0.002 0.0322° + 0.001

"Media de 12 mediciones; ®Desviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes (las
mayusculas indican diferencia entre temperaturas, y las minusculas dentro de cada temperatura)
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Anexo 13. Cromatogramas de la solucién de la quinona del &cido carnésico alas 0, 1.5 y
4 h de almacenamiento a 20°C. Obtenido por HPLC utilizando una columna Css a 284 nm.
(1) quinona del acido carnésico; (2) acido carnésico; (3) carnosol
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Anexo 14. Valores medios de TBARS, pH y color (luminosidad, cromaticidad y tonalidad)
en pastas carnicas afadidas con extractos de orégano fresco y seco y romero fresco,
obtenidos con cloroformo y con etanol, con alta y baja oxidacién inicial de lipidos,
almacenadas a 20 y 4°C durante un total de 72 h

Valor medio
Fuente de
ey Nivel
variacién
mal\;::::l:fﬁ:::g(r::sta) pH Luminosidad Cromaticidad Tonalidad (grados)
Hierba Orégano fresco  1.3305" 1+ 1.428" 5.541% £ 0.371 70.847" £ 4.614 15.744° + 1.357 80.117" £ 4.333
Orégano seco 1.2054% + 1.344 5.537"10.336 71.243% + 4.288 15.676" ¢ 1.272 80.219" £ 4.341
Romero fresco 0.8622° + 1.047 5.505° £ 0.373 71.052° + 4.458 15.792" £ 1.242 79.281" £3.712
Control 1.4363" 1 1.312 5.458" £ 0.347 71.964° + 4.140 15.483" £ 1.337 80.190" + 4.064
Temperatura
(l”c) 20 1.8310° £ 1.382 5.795" £ 0.430 67.283% 1 3.556 16.426" + 1.239 79.423° 1 4.931
4 0.4526" £ 0.569 5.649° £ 0.186 74.610" £ 1.077 14.973° 1 0.811 80.431" £ 3.003
Tiem,|

(hora';‘)’ 0 0.0409° + 0.035 5.494°+0.171 71.562" + 3.954 16.219° £ 1.670 77.601%1 5252
24 11171+ 1.239 5.568" £ 0.321 70.239" £ 5.279 15.800° £ 1.039 78.568° + 2.457
48 1.7602" + 1.372 5.491% 1 0.395 71.352" £ 4.095 16.593° & 1.182 81.406" £ 2.976
72 1.6495" £ 1.111 5.513" £ 0.478 71.511* £4.128 15.477° £0.928 82.139"£3.135

Oxidacién
inicial de Alta 1.4596" + 1.483 6.403% £ 0,161 72.271" £ 2.254 15.034° £ 0.859 81.449" + 3.996

lipidos

Baja 0.8242° 1 0.934 5.248" + 0.275 69.614" + 5.285 16.362" + 1.284 78.419° + 3.628

“Desviacion estandar; ® Superindices iguales en la columna no son significativamente diferentes
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Anexo 15. Valores medios de TBARS, pH y color (luminosidad, cromaticidad y tonalidad)
en pastas carnicas afiadidas con extractos de orégano fresco y seco, y romero fresco
obtenidos con cloroformo y con etanol (confundiendo los efectos de temperatura, tiempo y
oxidacién inicial de las pastas)

Variable
Disolvente Hierba Valor TBARS (mg
malonaldehido/kg pH Luminosidad Cromaticidad Tonalidad (grados)
pasta)

Cloroformo Orégano fresco 1.4498"" 4 16167  5.568" + 0.365 71.084" 1 4.580 15.729™ + 1.334 79.905> + 4.395
Orégano seco 1.3931% + 1.459 5.529° + 0.320 71.359° + 4.249 15.795%  1.199 79.618% ¢ 4.227

Romero fresco 0.7223°+0.723 5.548" 1 0.376 70.495° + 4.256 15.865% + 1.226 78.549° 1 3.601

Cloroformo-etanol Romero fresco 1.1595°+ 1.413 5511+ 0.376 71.472° £ 4.085 15.828% + 1.112 79.498™ £ 3.330
Etanol Orégano fresco 1.2112% 1 1.226 §.513° 4 0.381 70.630° £ 4.710 15.758" ¢ 1.400 80.329™° 1 4.329
Orégano seco 1.1977° ¢ 1.232 §.546° £ 0.356 71.126™ £ 4.392 15.558" + 1.349 80.819% £ 4.436

Romero fresco 0.5664° 1 0.745 5.439" + 0.372 69.465° 1 5.250 15.579" 2 1.454 80.510™ + 4.2688

Control 1.4363" £ 1312 5.458" £ 0.347 73474 £ 4.140 18.173" £ 1.337 81.410° £ 4.064

MMedia de 32 mediciones; “Desviacion estandar; ®Superindices iguales en la columna no son

significativamente diferentes
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Anexo 16. Valores medios de TBARS, pH, color (luminosidad, cromaticidad y tonalidad), diametro de particula y concentracién de
proteinas de 200 y 45 kDa en pastas carnicas afiadidas con extractos etandlicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca,

almacenadas a 20 y 4°C

Valor medio
Fuente de 3

variacién i Valor TBARS (mg Dismetro e COncentraciénde  Concentracién de

malonaldehido/kg pH Luminosidad Cromaticidad  Tonalidad (grados) proteinas de 200 proteinas de 45

pasta) e G kDa* kDa*
Extracto

etandlico  Oréganoseco 1788141 2644®  5456':0.146  72.000°11446 16.905°:0.668  75795°+1753  18.146°:11.844  1145.38'+781.60  2205"+4990.88
Salvia fresca 2.0443" £ 3.046 5.435°+0.147 72.270°+1.305 16.652°+0.721  76.718°+2.697 18.640°+2.181  1399.75°+939.07 2326.75" + 557.19
Romero fresco 1.3372° + 1.965 5.443"+£0.157 72.480°+1.930 16.088°+0.889  79.133"+3.477  20.283"+2417 952,88 +702.28 231213+ 715.91
Control 2.2484" + 3.199 5.454°+0.152 73815+ 1573 15487°1£0.840  80.968"+4.265 17.219°+ 1.534 844.25" +730.62  1986.25° +414.77

Temperatura 0 L] a a b a [ ] a L]

) 2 3.5376" + 3.059 5.360°10.118 72973"+1.768  15.881°10.908  79.839" + 3.420 18.781° £ 2.736 981.69" £ 951.04  2078.94" + 638.42
4 0.1614° £ 0.172 5.535°+0.124 72.309°+1.599 16.686°+0.866  76.468 & 3.303 18.363" + 1.744 1189.44° £ 586  2336.13°1421.46
Tiempo (horas) 0 0.0568° + 0.017 5452°+0.092 72.000°+1.446 16.805°+0668  75.795"+1.753 17.123° + 1.664 1707° +781.47  2157.50" + 169.44
24 0.9150° £ 0.971 5.532°+0.139  72.270°+1.305  18.852°10.721  76.718°+ 2.697 18.342°+2.004  1208.88°+ 64591 2391.88° + 668.64
48 2.5112° £ 2.482 5470°+0.152 72480°+1.930 16.088°+0.88¢  79.133°+3.477  19.063™+2.054  811.63°+769.87  2262.50" + 457.99
72 3.9151" £ 3.830 5.337°+0.140 73.815°+1.573  15.487°+£0.840  80.968"+ 4.265 19.761° + 2.548 614.75"+ 55218  2018.25° + 746.98

MDesviacién estandar; PSuperindices iguales en la columna no son significativamente diferentes
* determinada por densitometria

159



Anexos

Anexo 17. Efecto del tiempo de almacenamiento en el color (luminosidad, cromaticidad y
tonalidad) en pastas carnicas afiadidas con extracto etandlico de orégano seco, romero
fresco y salvia fresca, almacenadas a 20°C

Luminosidad
{':eo':;‘:g Orégano seco Romero fresco Salvia fresca Control
0 741804 1 1 0302 74.227" +£1.186 73.412 £ 1.772 75.567" + 0.749
24 72.212"* 1 0.808 72.650" + 1.634 71.892%% + 2,166 73.280* £ 0.678
48 71.990* + 1.931 72787 £2.245 71.772* £ 2.385 73.125" 1 2.419
72 71.815™ + 1.055 72,057 £1.178 72.530" £ 1.791 74.077" £ 1.043
Media 72.549" 1 1.509 72.930" £ 1.667 72.401" £ 1.948 74.012" + 1.609
Cromaticidad
'(I':;K)) Orégano seco Romero fresco Salvia fresca Control
0 16.727°84" 4 0.114@ 16.306"%* £ 0.212 17.043* 1 0.535 16.065% + 0.302
24 16.435" £ 0.127 16.390™ + 1.004 16.693* + 0.943 15.906** + 0.205
48 16.149™ £ 0.581 14.958" + 0.456 16.204** + 0.893 15.430™ £ 1.098
72 15.159"% 1 0.065 14.680*% 1 0.487 15.510" £ 0.394 14.440% £ 0.384
Media 16.117*% £ 0.667 15.583"% 1 0.966 16.362* + 0.882 15.460° 1 0.851
Jonalidad
I:orr“a':; Orégano seco Romero fresco Salvia fresca Control
0 77.423%0) 1+ 0 468@ 75.382"° £ 0.595 77.728" 1+ 1.875 75.699™ £ 0.531
24 78.568™ £ 0.995 76.216"" £ 1.956 78.805"" £ 2,102 77.195% + 1.461
48 81.280"° + 1.376 80.252** +2.337 80.640"° + 1.051 80.475"° + 1.915
72 84.586™ £ 0.919 83.420™ £ 1.103 84.214 1 0.847 85.532" + 1.074
Media 80.464" + 2,987 78.820" £ 3.653 80.347" £ 2.902 79.725* + 4.076

™ Media de 4 mediciones; ® Desviacion estandar; © Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre extractos y las minusculas dentro de cada
extracto)
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Anexo 18. Efecto del tiempo de almacenamiento en el color (luminosidad, cromaticidad y
tonalidad) en pastas carnicas afiadidas con extracto etandlico de orégano seco, romero

fresco y salvia fresca almacenadas a 4°C.

Luminosidad
Ir:z';’; ‘)) Orégano seco Romero fresco Salvia fresca Control
0 72.522"0) 4 1 759 72.555* + 1.754 73.560™ 1 0.862 74.500™ + 1.649
24 71.445M £ 0.477 72.222"* £ 0.885 71.282*" 1+ 0.521 73477 £ 1.671
48 71.690™ £ 0.945 72.100™ £ 1.416 72.357* + 0.911 74.020M 1 2.927
72 70.607* 1 0.804 71.305™ 1 0.602 71.452" + 0.444 72.160" 1 1.945
Media 71.566* + 1.212 72.045% £ 1.212 72.163% £ 1.131 73.464" + 2.101
Cromaticidad
.{Il::rna‘;‘; Orégano seco Romero fresco Salvia fresca Control
0 17.494"O 3 0,208 17.097** £ 0.915 17.746™ £ 0.427 16.766*" + 0.388
24 16.866™" + 0.496 16.771%* £ 0.825 17.525™ 1 0.246 16.632* 1 0.664
48 16.736™ £ 0.531 16.121% £ 0.791 16.805" + 0.588 16.304* + 0.869
72 16.383** £ 0.512 15.891* 1 0.886 16.323* + 1.104 15.511% £ 1.275
Media 16.870" + 0.582 16.470 £ 0.914 17.100* £ 0.840 16.303" + 0.920
Tonalidad
I:;r";‘:; Orégano seco Romero fresco Salvia fresca Control
0 76.042*" 4+ 0.997@ 74.042* 1+ 2,069 75.320™ + 1.393 74.724" 12329
24 76.925" + 2,611 74.445™ £ 3.140 76.116" £ 2.928 75.470" £ 4.245
48 78.453* 1 4.331 76.308™ + 3.356 77.995" + 4.836 77.661* + 5.500
72 78.512™ + 2,782 76.240™ + 2.821 77.728" + 3.422 77.508™ + 4.636
Media 77.4834 12834 75.250" + 2.791 76.790" + 3.231 76.341" + 4.094

'Media de 4 mediciones; ®Desviacion estandar: “Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre extractos y las mindsculas diferencias dentro de
cada extracto)
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Anexo 19, Efecto del tiempo de almacenamiento en el color (luminosidad, cromaticidad y tonalidad) en pastas carnicas afadidas
con extracto etanélico de orégano seco, y sus compuestos con actividad antioxidante.

Luminosided
TS e i AR e Comette (SOITOL, bt o e ST o
o N20%™ 203012 72705010462 73.005M:1.873 7455510462 TAE25M:0233  73.190M 10089 71395 £0445 7248030240 7237010207 72470 0367
24 73.305™ £ 0278 74050™ 10834  TI6TOM:0.847 7421010438  73470M 10155 72545 :0403 7184520275  73460"°£0396 7375010480  74.800™ £1.343
4 72,040 £ 1.159 75200 1+ 1.131 73.800% 5 1456 TSA5M 0502 75.130M 0486  75.005M:0.841 7234012276 74.460™:0056 7558010381  75.095™ 1534
7 73.350" 1 0.070 73220 :0820 7370010505 7527010438 74370 :0207 749201473 7314520304  74.540M: 0084  73040°° 10212 74465 £2510
Media 73.203° + 0.503 73316 £ 1.233 73338 + 1.435 74.805" £ 0817 74.123*  0.804 73.405" 1 1.198 T2631° 214737 TATIT':0012 73010021247 74180+ 1838
Cromatisided
m Fatracio s ardigeno seco ::"’:u“"” A.";";;m ansitico cmm‘::o c-m:':"r;m '“A?*% m anaifico “"'“:w“‘)‘:"” o lnﬂxeo ot
] 170197 1 09187 15062710018  15.009°:1.315 1842510518 159541+ 0196 1643210228 184260362 16977042 1623010435  16.599" 10,692
24 16.728" + 0.037 1582410338 15812921127 15650M10401 1571110224 162434 £0207 1657710353 1590010138 1563910125 1592510402
4 16.067" £ 0.138 14.763% 1 0.041 15.134% 20422 14.807%:0263  15.442°°+0.114 135586 :0.884  15508°°:0.121  15.418"°£0.162  15.053™:0408  14.733% 0211
T2 16.625" £ 0.147 14816° £ 0070  13.900°°:0.543  14.625°7 10316 14262710215 15105 £0.168  14.889°:0.083  14.738°%£0.110 14.956°7 10200  14.632° +0.572
Media 16.535* £ 0.407 15.266" £ 0.534 14.984° £ 0.093 15377° + 0.828 15267 1 0.710 15340 £ 1272 15872%:0752  15708"°:0938  15470°: 0575 15.352° : 0.815
Tonalidad
TS o e e s i g Gt Cotesdt (LU, M. el i, SRR, G
0 62408 £ 0218™  78.527™ 0090  79.162"°:0687 7808210701 7700010261  77.305™: 0731  77.240 10674  77.142™:0.765  76.344™1£1.195  76.404™ +2.042
k28 83.323" 1 0.057 T88TT™£0385 778977 10485 78206 :0258 7688010545 77.520™:0161 7792110338 7835310108 70.163°°:0352 77.787°™ 10311
4 85.308" 1 0.443 837397 £0202 82751 £ 1550 8184512470 8275610862 83457V :1953  83.009" 2541  81.710M:0127  82.4520:1.362 83055 :2.199
7 88.349™ 1 1.042 83.821° 20323  84.540" 11039 82907°% 10768 82.510°7:0450 82345710084 8216471+ 0.106  82750°7£0333  81.694™:0.383  62.742° 0272
Modis 843474 £ 1.724 s1.241 22728 81.087" + 2.060 80.282" + 2.542 80.401* + 2457 80.102" + 2.857 80.083" +2887  79.989" £ 2491 79888 £2619  79.997% :3.349

MMedia de 2 mediciones; “Desviacién estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes (las mayusculas indican diferentas
entre compuestos y las minusculas dentro de cada compuesto)
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Anexos

Anexo 20. Efecto del tiempo de almacenamiento en el color (luminosidad, cromaticidad y tonalidad) en pastas céarnicas afiadidas
con extracto etanclico de romero fresco y sus compuestos con actividad antioxidante

Liminosided
m Enmoﬁ&mm :;::dn ln::o mmen; cssiio asaltico = ‘:“ W;m CUH::'-‘;M emo de mmev:) mm enmu:.c:o m:\e.ro m Control
0 60.040"™"% + 00427  70205":0.388  70.160°™ £ 0.100 69.980" 10268  71.045™£1.081  68.675°°:0.162 67.546%°+ 0261 69720310183 70.000" 310155  68.165% + 0.586
24 70.075" £ 0.049 7093010622  70.890"* £0.891 707251 0.940 68.4307%' 1+ 0240 69.035%™1+0.162 67.768°°:0275 70.730" +0.381  70.810°* 10098  67.185% 1 0.685
48 68.850™ 1 0.551 70635% 30,148  69.890:0.721 70220+ 0919 6680510318 6860510502  70.025™ £3217  69.170:+0.441 60430 £0.113  68.640™ 1 1.541
72 69.400™ 1 1.357 71660 £1.038  69.805":0.572 7062010777 6867010398  68.880"° 11442  68210M11.150  69.110°£0.127  67.850":0.098  67.170" 2 1.414
Media 69.588"%° 1 0.764 7073310617 70.138"C 10612  70.386™: 0668  60.260°°:1207 68798010611  68.386%£1.667 69.682°C 10716 6954511172 6729051 1.043
Cromatioided
T e e, A ool e Camond s Ao e s S, ooy
[} 174810 £ 04727 17.42%°:0492  17.855M 10246  17.314%°:0.281 16289 :1.844  17.016™ 20080  17.333% 10561 1673610076  16.146™:0.110  16.564™ £ 0.204
24 16.400% + 0.050 184737 £0.180 160377 :0416 1505010189 1780120179  16.368™20050 16616°7 10408 16.507°°: 0,137 1635120268  17.180"™:0.110
48 16.889™ 1 0.023 16436 :0.031  16.746™ 20321 156750005  15.565™ +1.947 1606610484  15860" 10830  17.502°°:0248 172100079  17.182" £ 0435
72 16.646™ 1+ 0.031 15.972£0213 16533710743 1847220088  18.171°°:0903  16.230" 10567 1747310438 1783720258 17253 :0.118  16.830™ :0.396
Media 16,854 £ 0.485 16.481 1 0.600 16.763* £ 0.798 16.103* £ 0,779 16.456% + 1,387 16.422* £ 0.471 16.745* + 0,741 17.168" £ 0.572 16.740" + 0,545 16.941% £ 0.368
Tonalidad
e AT o e et st e AMe. i SESX oo
] 78.008""V £ 23737  78.734M 11512 75422 :0.521  74.882"+0227  78.785M 13153  75.938™:0201 7537210827  T7508M 0457 7848110323  78.947°11.148
u 78.319™ £ 0.802 79210+ 1428 7946112574  75.330"°:0.584  79.032:0.960  76.126™£0637  75.030M 1714  75521°°:0280 79358 :0.476  78.104" 2107
48 77.050™ 1 0.091 76.184* £ 0658  76.236"+3.768  75.388™:1.644 7680513333 7561512865 7631710204 7247910422  74.082°:0071  79.250" 15369
72 76.625™ 1 1.926 76.688" 4660 75349122381 7520010088  77.796™ 12358  73.860M:2937 7602012082 7415910425  75.192:0381  79.756™ 15588
Media 77500 £ 1.388 7204 £ 2319  76.542"%°12505 75.202°: 0888  78.604"°:2048  75384%11.841 7568511182 7491611087  78.773"%°:2355  78.816*:3.152

MMedia de 2 mediciones; PDesviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes (las mayusculas indican diferencias
entre compuestos y las minusculas dentro de cada compuesto)
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Anexo 21. Efecto del tiempo de almacenamiento en el color (luminosidad, cromaticidad y tonalidad) en pastas céarnicas afadidas
con extracto etandlico de salvia fresca y sus compuestos con actividad antioxidante

Lronootind
Acido - Acide - [ X~
Tempo oo e & " Acido - G A-extracto  C - reactivo Acido - [ X-
(horas) S ":::. freactivo analitico de salvia fresca anaiftico 'm' da xsivia reactivo analitico °mm° 6wy reactivo analitico il
0 05745 4+ 2048 67.655" £1.534  67.805°+0615  67.510: 0678  60.080" :0.183  67.005:0205 64745 :2170  64.960°°:0.108 6825020141  60.145™ + 0473
24 64.530°" + 0,910 67.515"™10.770 67.670"®:0480 ©67.480°®:0.240 67.350"* 10820 66,365 $0.021 66.415°°:0827 64.680£0.113  67.570°®:+0.127  68.765" + 0.190
48 65.225° £ 0,473 67.500" £ 1.187  67.745"™ £ 0473  00.836°710.346 67.725"™ 10304 0645011131 6745010033 64.570™:0008 06.190°7°:0.084  60.465" +0.007
72 85.325™ 1 0261 67.570" 1258  06.635°™ 0558  66.045™: 0219  60.805°™ 10502 68.480"™ :1.357 67.100"™ 10084 62.730°:0.108  65090™:0.155  88.410M:0.282
Media 65.458°0 + 1,484 67.582% + 0.923 67.483° + 0.654 66.987° + 0.710 67.490°:0.836  66.502" £ 0.741 88450 :1472 642107 :0.028 66.925% + 1,104 68,948 £ 0.477
Lromatisided
Acida rosmerinico - y Acido caméelco - [ X-
Tiempo Acido - C ) - extracto  C - renctivo Acido caméeioo - « X-
) Exdracio de saivia fresca  exdracto de salvia Svo anailico dé saiia Fesca snallico axiracio de saivia vo snalitico extracto de satvia 1ivo analith Control
(hores| fresca fresca fresca
0 14,502 £ 01957  13.160™ +0.338 12601+ 0034  12603™:0210 1288110072  13.120™+0005 12870 +0.234  13.193%:025¢  13.026™: 0073  12.492™ + 0.304
24 13.043* £ 0.420 12741 £0.327 1250120287  12.380™+0.001 12005 :0071 1262010036 1201110182  12.462%:0057  12.793™:0.002  12.305% £ 0.105
48 13.620* + 0,173 12188 £ 0036  12211°°+0.103 1220740332  12.748™+0.141 12588 +0.313  12440%£0262  11.488™+0084 1158610071  12.314™ +0.006
T2 13.435™ + 0,050 12319%° £ 0241 1227130138 12674™ £0.072 125617 £ 0.108  12.445°°20.145 12330 £0.130 1207420101  11.805%£0.134  12.115° £ 0.281
Media 13.807* £ 0.508 12.604° £ 0.457 12.446° + 0.285 12.488° £ 0.268 12.706° + 0.199 12.005" 1 0.301 12.565" + 0.267 12.307° £ 0.668 12.303% £ 0.663 123212 0.239
Tenolided
Acido g Acido - X-
Tiempo Acido - € - exirecte  C 1 - resctivo Acido - X
o ) Extracto de saivia fresca  exiracio de saivia tivo anail do salia snalliico exiracio de saia faaiivo analieo exiracto de salvis reactive BRalioo Control
0 89.304°" £ 00767  80.575™ £3.780  78.623%" £ 0.515 79.487°° 120468 70.445°°£0.322 70.635°°:0.035 75.856°*:0.028 744931535  77.362°°: 0300  78.224°+ 1.842
24 80.018" 1 1.047 80.245°° £+ 2554 70277°*:2008 7714540676  76.202°+0620  80.380°*:0.980 76.784%: 1422 7578510208 76116710003  81.925% 1 1.691
48 87.994" 1 1.186 20.859°° £ 2284 77.862°+1.842 7019270 £0378  T7.587° 10074 80.130°P £ 1.948  75.048° 1207 7304510173 75.710%:0.505  81.385™£5.150
72 #6.375™ £ 1.920 79.502% £ 1,880  78.047™ :3479 70037 :3794 77T 10512  77.606™:0.747 76487 :2864 720020202  75330™10325 80.11°*:2.478
Media 88.172* £ 1.588 80.205°£2,125  78.452%C1+1.796 7T £1.748 77200010945 70430 :1452  76.104% 11348  74.2815:1.261 76.129" 1 0.884  80.411%:2.773

MMedia de 2 mediciones; ®Desviacién estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes (las mayusculas indican diferencias
entre compuestos y las minusculas dentro de cada compuesto)
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Anexo 22. Valores medios de TBARS, pH, color (luminosidad, cromaticidad y tonalidad) y
diametro de particula en pastas céarnicas afiadidas con acido carnésico y solucién de la
quinona del acido carnésico, almacenadas a 20 y 4°C durante un total de 72 h

Valores medios
Fuente de variacién Nivel my = e
malonakiehido/kg pH Luminosidad Cromaticidad Tonaiidad (grados) (M m)m
—DAsA)
Tratamiento Acido camésico 0.3365"@ 1 0.236" 5.603"+0.174 50.902° + 1.623 13.319" £ 0.841 70.477° + 4.459 24.832° £2.418
Solucién de la quinona 5

i Bkl Gribbics 0.2583° £ 0.151 5.537* £ 0.077 62.232" + 1.286 13.346" + 0.648 72.027° +5.358 21.115° 3248
Control 0.7689" £ 0.725 5.537" +0.149 60.822° + 2.970 13.273° £ 0.968 72.352°15.316 19.829" + 2667
Temperatura (°C) 20 0.6736" £ 0.621 5.578" £ 0.124 59.579" + 1.829 12.803° £ 0.810 74.460" + 5.585 21.342" + 3837
4 0.2356° +0.139 5.540" + 0.156 62.392" + 1.728 13.822° +0.388 68.777°+ 1.869 22.500" + 3.044
Tiempo (horas) 0 0.0735" + 0.0005 5.562° + 0.024 60.791" + 1.317 14.027* 1 0.193 66.916° + 0.489 25.654" £2.119
24 0.5293° + 0.475 5.467°+0.033 61.040" + 2.054 13.395™£0784  70.749™ + 3.030 22654°+1.225
4 0.6279" £ 0.507 5.485" + 0.090 61.175" + 2.929 13.158" £ 0.738 72.559™ + 3,663 20.150° £ 3.289
72 0.5877" + 0.5756 5721+ 0176 60.935" + 2695 12.671" + 0.800 76.250" + 5.965 19.245° + 2.790

“Desviacion estandar; ®Superindices iguales en la columna no son significativamente diferentes
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Anexo 23. Luminosidad en pastas cérnicas afadidas con acido carnésico y soluciéon de la
quinona del acido carnésico almacenadas a 20 y 4°C

20°C
fomps Acdocamosio  Squndemdiere  conro
0 59.65"%V 4 9.87? 62.41%* £ 0.44 60.31** £ 0.48
24 58.89™ 1 0.20 62.34 1 0.09 58.24"* £ 0.94
48 58.26™ + 1.89 61.41* £ 0.09 57.22" £ 0.40
72 58.20™ £ 0.75 59.78" 1 2.14 58.21% £ 0.21
4°C
{:}Z’:gg Acido camésico Sg':f;i? dgecfn?gé?g:a Control
0 59.65%" 4 0.87?@ 62.41" 1 0.44 60.31"" £ 0.48
24 61.45 £ 1.23 62.63 + 0.34 62671218
48 61.70* £ 0.57 63.34" £ 0.22 65.12* £ 0.94
72 61.41 £ 1.64 63.52* £ 0.00 64.48" £ 0.77

“Media de 2 mediciones; ? Desviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre compuestos y fas mintsculas dentro de cada
compuesto)
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Anexo 24. Cromaticidad en pastas carnicas afiadidas con acido carnésico y solucién de la
guinona del acido carndsico almacenadas a 20y 4°C

20°C
.{ligg:)) Acido camésico Szlzf;i? diec? rgg;?::a Control
0 14,075""® 1 0.127? 13.883" 1 0.074 14.122" 1 0.345
24 12.625™ £ 0.171 13.076"* £ 0.317 12.467™ £ 0.121
48 12.415™ £ 0.162 12.607"° + 0.258 12.414"™ 1 0.154
72 12.056™ £ 0.199 12.249™ + 0.252 11.646™ £ 0.169
4°C
fomps Addocamsico  SGucnielsioa Gonro
0 14,075""3 4 0,127@ 13.883* 1 0.074 14.122** £ 0.345
24 14.162** £ 0.063 13.910* £ 0.222 14,129+ 0.266
48 13.865" £ 0.019 13.858™ 1 0.012 13.791* £ 0.532
72 13.280* £ 0.618 13.303" £ 0.253 13.492* £ 0.605

“Media de 2 mediciones; ¢ Desviacién estandar; ®Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre compuestos y las mintsculas dentro de cada
compuesto)
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Anexo 25. Tonalidad en pastas carnicas afiadidas con acido carnésico y solucién de la
quinona del acido carnésico almacenadas a 20y 4°C

20°C
Tiempo i i Solucion de la quinona
(horas) Acido camésico del acido carmndsico Control
0 66.46"" 4 0 40@ 67.22°+0.72 67.05"° + 0.001
24 72717 £ 0.84 73.92° + 0.20 73.76"° £ 0.40
48 73.87 +1.07 76.92" £ 1.19 76.42" + 1.91
72 79.34" £ 205 82.71* 1+ 0.88 83.08" +1.22
4°C
Tiempo . . Solucién de la quinona
(horas) Acido camésico del acido carnésico Control
0 66.46"" 4 0.40@ 67.22° 1072 67.05™ 1 0.001
24 67.30** £ 0.20 68.08" + 0.61 68.70"+ 2.68
48 68.10™ + 0.34 69.09™ + 0.92 70.93 +0.19
72 69.54* +2.00 71.022+0.17 71.78" £+ 0.60

MMedia de 2 mediciones; ? Desviacién estandar, ®Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre compuestos y las mintsculas dentro de cada

compuesto)
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Anexo 26. pH en pastas carnicas afadidas con extractos de orégano fresco y seco y
romero fresco obtenidos con cloroformo y con etanol, con alta y baja oxidacion inicial de
lipidos, almacenadas a 20°C

alta oxidacién inicial de lipidos

R = i~ - v~
] 5.970™"® 4+ 0.028%  5.985"* £ 0.007 5990 0 5980™ 10014 590510007  5850°*:0.014 5.910°® 10
24 6.030™ 1 0.070 5.950™ 1 0.028 5.945" +0.083 6.935" 1 0.007 5.945™ £ 0.106 5.980™ + 0.028 6.005™ 1 0.063
48 6.015™ £ 0.155 8.105™ 10 801010014  6.025"™:0084  6.005+0.035 5.995* + 0.007 5.475™ £ 0,035
72 6.115™ £ 0.091 6.125" 1 0.049 6.130* + 0.254 6.080™ 1 0.212 6.140™ £ 0.155 6.010™ £ 0.070 5.440™ 1 0.056

Media 6.032* 10277 6.041" £ 0127 601840217 6,005 + 0.189 5.908" + 0.208 5.983* £ 0.182 5.707* £ 0.150

baja oxidacién inicial de lipidos

e e — s~ vl — A
o 564591 0007”7  5.660™ +0.014 5.660™ £ 0.014 5.655* +0.035 5.670™ £ 0.042 5.640 1 0.028 5.500" +0.028
24 5.560" + 0 6.336" £ 0.021 5.620™ £ 0.042 5630 +0 5.445" £ 0.134 5.485" £ 0.120 5.425™ £ 0.007
48 5.225% +0.021 5310°*+0028  5.350"™ 1 0.042 5.365™ 1+ 0.007 §270%°:£ 0028 530510021  5.225°10.007
72 5.275™° 1 0.134 5010 £ 0.014 5.205" £ 0.035 5.260" 1 0.070 511010014 5.305" 1 0.021 5.180" +0.127

Media 5.426" £0.198 5.353% £ 0.211 5.458" +0.203 5.477%1£0.183 5373 +0.229 5.433* + 0.157 43574 £0.179

“'Media de 2 mediciones; “Desviacion estandar; “’Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre extractos y las minusculas dentro de cada
extracto)
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Anexo 27. pH en pastas carnicas afadidas con extractos de orégano fresco y seco y
romero fresco obtenidos con cloroformo y con etanol, con alta y baja oxidacién inicial de
lipidos, almacenadas a 4°C

alta oxidacion inicial de lipidos

e - s~ i~
] 56755 0021® 569010014 5.740™ 1+ 0.084 5.680" 1 0.014 5.600™+0.014 5.708™ 1 0.007 5.720* 1 0.042 57300
24 5.790™ + 0,028 5.800™ £ 0.014 5.845™ + 0.035 6.800™ 1+ 0.014 5.845% 1+ 0.021 5.805*" 1+ 0.049 5.830™ 1 0.014 5.850™ £ 0.014
48 5.885™ + 0.007 5.880™* + 0,014 5.890™ + 0.028 689010 6.900" £ 0 5.870™ £ 0.014 5.880™ £ 0.028 5.895™ 0,007
72 5.905™ £ 0.007 5.926™ 1 0,035 5.930™ + 0,070 5830™+0 5.910™ + 0.042 5.900™ + 0.028 5.960™ + 0.070 5.915™ £ 0.007

Media 5.813* £ 0.008 5.823" + 0.096 6.848" £ 0.087 6.825"+0.103 5.838" + 0.095 5.820" + 0.082 5.845 £ 0.085 5.847% £ 0.077

baja oxidacion inicial de lipidos

Tbno: Romero (cloroformo) Romero (cloroformo- Oto_ummm Ongmoueo R (otanol) Ornégano fresco Orégano seco

{otanot) {otanol) s
0 5520+ 0028%  5.490™ +0.028 5.535" 1 0.007 5.515" + 0.021 5.490™ 1 0.028 5.510™ +0.070 5.485™ 1 0.007 548010
24 5.500™ + 0.028 5.485™ 1 0.049 5.525" 1+ 0.035 5.505™ £ 0.035 5.530™ £ 0.014 5.485™ 1 0.007 5.535™ + 0.035 5.560™ 1 0.042
48 5.490™ 10,014 5.485™ + 0.049 546010 5.505™ 1 0.007 5.485™ 1 0.021 5.435™ 1 0.007 5.440™ 10 5.455™ £0.021
72 5.505™ 1 0.035 5.485™ +0.007 5.475™ £ 0.007 5.475" 10,021 5.445™ £ 0.007 5.425" 1 0,077 5.480™ 10 5.445™ 1 0.021
Media 5.503" £ 0.023 5.481" £ 0.030 5.498" + 0.036 56.500* £ 0.023 5.482* £ 0036 5.462" 1 0.054 5.485" £ 0.038 547741 0.049

“Media de 2 mediciones; ®Desviacién estandar; @Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre extractos y las mintsculas dentro de cada
extracto)
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Anexo 28. pH en pastas carnicas afiadidas con extractos etanélicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca y sus
compuestos con actividad antioxidante

= - Acido inico - & : Acido caméeico - Compuesie X -
de ardg extracio de orégano Acido ro aciniop ; i ¢ = de oré Acido "°"  extracto de orégano Comiptiseto X - Control
(horas) seco ey reactivo analitico de orégano seco analitico 360 v reactivo analitico iy reactivo analitico
] 52029 1 00179  5.275% + 0.012 5282 1 0.017 £.362% 1 0.017 £.315% + 0.012 5.312%+0.017 5397 1 0.015 5356 +0.007  5.285%4+0.007 5.242% 1 0.017
2 5.385% 1 0.040 5.417"% 10,012 535510020 5420 + 0018 5.347™ + 0,012 5.325% 3 0.012 5362°™+ 0009  5.385°™£0.007 5.455™ +0.007 5207 1 0.020
48 5.380°%* + 0.008 5.442" £ 0.017 5.440" +0.018 5.445™ 1 0.020 5.400°* 1 0,018 5.425"™ +0.012 6.380° + 0.008 5.450™ +0.014 5.430" 1 0.014 5.342% + 0,017
72 5.382% 1 0.009 5.452%* 1 0.017 5.475"™ £ 0.012 5.330™£0.012 5.442% £ 0.012 5.390™ 1 0.008 5.430°™ £ 0.014 5.485™ 1 0.007 5.410™* 10014  53377* 10022
Media 5.355" + 0.049 5.306" £ 0.075 5.288" + 0.079 5.390* + 0.047 5.376" + 0.052 5.363"% 1 0.049 5.390" 1 0.030 5.413" £ 0,059 5.395" + 0.070 5.305° + 0.044
Tiempo EAtEaclo, de fomero extracto de romom. Acido sfioor = N~ h i redcif extracto d.;om : Brmdeio xtmctodero:- Compussto X - Control
{horas) fresco reactivo analitico da romero fresco analitico ®0  reactivo analitico P ®  reactivo analitico
fresco fresco resco
0 5887 4 0012% 588510000 584210009  5.845°®:+0012 584510012 5887 :0.009 8912 10,015 5.845°% 1+ 0.021 5.880™ +0.014 5.837% £ 0.015
24 5.900% + 0.021 5.885 + 0.017 6.015* £ 0.012 5.915% £0.017 5901710012 5.905 £ 0.012 8.027" + 0.012 6.035* 1 0.007 5.970% £ 0.014 5.880™ + 0.008
48 5.822™ 1 0.025 5.090°°+0.021 5867710012  5.845™ 10012 6.017" 1 0.015 588270017 603210017 5.925°* + 0.007 5.955™ +0.007 8.052" £ 0.017
72 5.727 1 0.029 5.907% 1 0.018 5.752™ 1 0.020 5.8158™ +0.026 5.850° + 0.029 5.832% + 0,023 5942 £ 0017 580510007 5870 +0014  8.045™+0.030
Media 5.834% £ 0.073 5.806% 1 0,022 5.880° + 0,098 5.852% 1+ 0.042 5.805% + 0,076 5.876™ £ 0.031 5.908" + 0,085 5.922"%+ 0,078 5.918" +0.048 5.986" 1 0.078
Acido vinico « Acido camésico - Compuesto X -
Tiempo " Acido rinico - Ci 1~ [ = Acido camésico - % Compuesto X -
{horas) BAvact dolkslia fréeck Mﬁ oo reactivo analitico de salvie fresca analitico oxtmd"::;mvh reactivo analitico extnc:::;sdwn reactivo analitico Ol

[ 5562+ 0012 5577 :0000  5550°*:0040 557510023 553010008  5.487°°:0.009 5.595" +0.012 5.550" £ 0.014 5.460™ £ 0.014 53971 0.025

24 8,827 £ 0.022 5.557° £ 0.022 5.642" £ 0.020 5.632" £0.023 5522°+0027 5600°°*:0.008 5620 +0.014 560510007 5.5658°™:0007 5.510%10.018
48 5.667"™ £ 0.124 5850"+0.020  5670"":+0.024 5585°°° 20019 5515°™:0023 5627 +0.033 5.685™ 1+ 0.005 5.685"+0.007  5615"°*+0.007  5.500™+0.018
72 5.722"* + 0.049 5.652% 1 0.030 5717 1 0.012 5626%° +0.019  5.500%"10.024 55771 0.012 5.838%* + 0,030 5.720" +0.014 5770 0 §.512% 1 0,037
Media 5.645" £ 0.085 5.808"" 1 0.049 5.645" £ 0,067 5.599"% + 0.036 5.536° 1 0.036 5.573% 1+ 0.056 8.633" 1 0037 5.640" 1 0,071 5.602'" + 0.119 5.480°  0.054

MMedia de 2 mediciones; ®Desviacién estandar, ® Superindices iguales no son significativamente diferentes (las mayusculas indican diferencias
entre compuestos con actividad antioxidante y las minusculas dentro de cada extracto)
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Anexo 29. pH en pastas carnicas afiadidas con acido carnésico y solucion de la quinona

del acido carnésico, almacenadas a 20 y 4°C

20°C
hmes hadocameso  Squniesdione como
0 5.570"" 4+ 0.018% 5.582" 1 0.012 5.535% + 0.012
24 5.502*° + 0.032 5.457"° £ 0.017 5.420™ + 0.040
48 5.592* + 0.049 5.567* + 0.049 5.512" + 0.101
72 5.687%" + 0.060 5.620%" + 0.046 5.890™ + 0.029
Media 5.588" + 0.078 5.556" £ 0.070 5.589" + 0.191
4°C
Tiempo (horas) Acido camésico S(ojluciér_\ de la quinona Control
el acido carnésico
0 5.570"" 4+ 0.018? 5.582" + 0.012 5.5355 + 0.012
24 5.462" + 0.005 5.482" + 0.015 5.480™ + 0.011
48 5.437% + 0.022 5.407*° + 0.012 5.397*° + 0.017
72 5.575* 1 0.019 5.587*+ 0.017 5.530™ + 0.029
Media 5.511* 1+ 0.236 5.514" £ 0.080 5.485" + 0.059

MMedia de 2 mediciones; ®Desviacion estandar; “Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre compuestos con actividad antioxidante y las
minusculas dentro de cada compuesto)
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Anexo 30.

Grado de oxidacion (TBARS) en pastas céarnicas afadidas con extractos de

orégano fresco y seco y romero fresco obtenidos con cloroformo y con etanol, con alta y baja
oxidacion inicial de lipidos, almacenadas a 20 y 4°C por un total de 72 h

20°C, alta oxidacion inicial

m Romero (clorof ) Romero mr;)fonno- Ozégano fre:;:o (2régano se:)o Orés(;m)esoo Oré(g:::;)eco Controt
] 0.0882°%" + 0.007%  0.0882°+0.007  00882*°:0.007 008820007 00882 :0007  00882°:0007  0.0882" £0.007
24 15732 £ 0.175 28147%1£ 0311  3.5006" 10218 3164310362  29204™+0227 2699910783  3.9679™ £0.568
48 1.6849%+ 0.355 444117 £0.105 50137 :0599 4.4898"%° 10122 30075%:0461  33722°:0.123 33526%°:0.153
72 1.9960™ £ 0.181 34667£0203 3995910764 3686210832  35268M:0.139  3.0394™$0.330  2.8483" 10.098
Media 1.3356* £ 0.804 27027+ 1.734 3472142 2.017 28571 £ 1.815 2.3857" £ 1.453 2.2999* 1 1.426 2.5642% + 1.601
20°C, baja oxidacién inicial
e sy iy~ v
0 0.0123"" 3+ 0.002® 00123 +0002 00123%+0002 00123"%£0002 00123%:0002 00123%+0002  0.0123*+0.002
24 1.0208°* £ 0,153 1.4485°% £ 0.065 1.6457%°1: 0030 1.7696™:0285 3150310279 14630°°+0036  2.5366™10.265
48 1.7104®£ 0.411 25476™ £ 0.190  2.4521%° 1 0.543 2611720132  4.3870 2 0.052 2.6747%£0.077 2.5557% + 0.045
72 1.2645%* 1 0.056 1.7258°* £ 0246  1.9768% +£0.133 1956110190  4.0727* 1+ 0.060 2.0121™ £ 0.208 2.0821% £ 0.014
Media 1.0019" 1 0.686 1.4330%+ 0.9852 1.6217" £ 1.003 1.5874* £ 1.037 2.9055" £ 0.983 1.5405" £ 1.052 1.7967" + 1.124
4°C, alta oxidacion inicial
m‘)’ Romero (cloroformo) Rmm’"’ °"°"‘° Feeco ‘3"9"” #%9  pomer (stanol) °"?""° AS4CO °"(°'m“:°,)"°° Control
0 0.0458""% £ 0058  0.0458" £0.058  0.0458™ :0.058  0.0458" £0.058  0.0458"° :+0.058  0.0458" +0.058 0.0458" 10058  0.0458" 1 0.058
24 0.1820°°° + 0.023 0.0896°°+0.023  0.1477°°:0.035  0.2138°°1+0.0368  0.3944™°:+0.088  0.1337°°£0.057  0.1484°°: 0008  0.8005* +0.153
48 0.6919°°*+ 0.059 064207 £0.208  1.3832*%°:0.141  1.4804*°°1+0.113  0.6643°™°+0.115 1.0562°°°+0.054 1.2771**: 0096  1.5277"*+0.081
72 0.8942 +0.185 07241 £0.280  2.1626™ :0.059  1.8833**+£0.082  0.9317°:0152  1.7734* 10181  1.7503™:0.167  1.7689* +0.263
Media 0.4535" £ 0.381 0.3756*£ 0.357 0.9298" 1 0.943 0.8983" £ 0.841 0.5090" £ 0.359 0.7520* 1 0.762 0.8054* £ 0.782 1.0082* 1 0.741
4°C, baja oxidacion inicial
m Romero (cloroformo) Rmmm“' °"°"‘° ""°° °"°"‘° Gosl Romero (etanof) W °m"°° Control
0 002317+ 0004® 002310004  0.0231":0004  0.0231* 20004 0023110004 002310004 00231 +0004 00231 +0.004
24 0.0231* £ 0.012 00263 +0021 0010210003 00812":0070 0008410010 o™ 0.0564™ 10079  0.0441" £0.021
48 0.2040™+0.007 0.2085%* £0071  0.2453%:0.130  0.3843™3:0005  0.1858™£0023 04784":0.038 024220088  0.8050™ +0.225
72 0.1436™ £ 0.009 0.2513%°™ 10,031 0.4235"°+0.143 0.4305"°* 10071 02098 +0061 0.5043** 10084 02503°°™3:0028 08328 +0.008
il 0.0884" + 0.084 0.1267%+: 0.1146 0.1755" + 0.196 0.2207%+0.195 0.1067* £ 0.101 0.2514* £ 0.258 0.1452* + 0.120 0.3762* £ 0.383

“'Media de 2 mediciones; “Desviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre extractos y las minusculas dentro de cada

extracto)
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Anexo 31.

Grado de oxidacion (TBARS) en pastas carnicas afiadidas con extractos

etandlicos de orégano seco, romero fresco y salvia fresca almacenadas a 20 y 4°C

20°C
Tiempo (horas) Orégano seco Romero fresco Salvia fresca Control
0 0.0410MM 4 g 007? 0.0410™ 1 0.007 0.0410™ 1 0.007 0.0410™ £ 0.007
24 1.3310% 1 0.191 1.2748%° 1 0.219 1.8450% + 0.272 2.6561" £ 0.190
48 4.8266% + 0.195 3.7199% + 0.444 5.5679" £ 0.213 5.4491"%" + 0.314
72 7.3260™ + 0.569 5.1973 + 1.404 8.2642™ + 1.788 8.9797* + 1.567
Media 3.3811* £ 2.980 2.5582" +2.188 3.9295* + 3.403 4.2815" + 3.502
4°C
Tiempo (horas) Orégano seco Romero fresco Salvia fresca Control
0 0.0726*°" 3 9,007? 0.0726* + 0.007 0.0726* £ 0.007 0.0726° + 0.007
24 0.0551*° £ 0.015 0.0421" + 0.008 0.0506"" + 0.018 0.0654*" + 0.023
48 0.1366" + 0.067 0.0817*° £ 0.043 0.1437" £ 0.063 0.1644"" + 0.096
72 0.3565"" + 0.170 0.2688* £ 0.128 0.3693 + 0.1336 0.5592" £+ 0.302
Media 0.1552" +0.148 0.1162* £0.110 0.1590* + 0.146 0.2154* £ 0.25

Media de 4 mediciones; “Desviacion estandar; “Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre extractos y las minusculas dentro de cada

extracto)
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Anexo 32. Grado de oxidacion (TBARS) en pastas carnicas afiadidas con extractos etanélicos de orégano seco, romero seco y
salvia fresca y.sus compuestos con actividad antioxidante

Orégano seco

Acide resmarinios - Acide camdeics - Compuesto X -
Tiempe E Acido rosmarinico - Camoeol - extracto  Camoeot - resciivo Acido camnéeios - Compueste X -
(horas) I wrigana a8 Ghkgsnd reactivo analitico de orégane seco snaiiico Wt Te beipmns reactivo analftico de orige reactivo snalfico o

[ 0.0532*4% 4 0.0006™  0,0537":0.0008  0.0637°:0.0008 00337100006 0.0537'/:0.0008 00537100008 0.0832":0.0008 0.0537+0.0008 0.0532":0.0006  0.0537 £0.0008

% 0.1408* £ 0.012 0.2196™ 10013 04980710002  0.1829%:£0011 1105510010  05764%:0010  0.5306% 10010 08350100007 0.9181%+£0.0008  0.2305% 1 0.002
4 1.3626" + 0.0138 3.0050™+0.004  3.1616™ 0086 157800014 43700 £0.024  27776™ 10007 39028 $0.003  44201™ 3200007 44000 +0.001  27405™10.012
2 2.9850° 1 0,007 41855 £ 0083  5.0400°:0024 3781210024 56880 £0.105 49306 :0.008  5.0001™ 10.028 40425™10 5.2002™ 1 0.0007  3.6418™ 1 0.037
Media 11323 £1.202 1.8800" £ 1.823 2.1882" £ 2.078 13937 £1.524  2.8008% 323551  20859" : 1.97% 2.3084" £ 2.197 2.339%* £ 2.005 2.6854* £2.338 1.0886* 1 1.590

Romero seco

Acide Acide semdeice - Compuesto X -
Tiempo Extracto de romsro Acido = Camosol-extracte Camosol - reactivo Asido carnéeice - Cempuesto X -
@ ) ‘resos extracto de romero " & e i axtracto de romers Sve emaiitico exiracta de romefo resctivo analitico Control
° 00775 4 0.00077  0.0775™ 1 0.0007 00775100007 0.0779:0.0007 00775100007 0.0775™+0.0007 00775 :0.0007 0.0775:0.0007 0.0775™1£0.0007  0.0775™ +0.0007
2% 0.1081% 2 0.003 0221610008  0.1862°°£0.017  0.2048>$0.010  0.1841™20.014  02360™:0.017 0241320014 02006 :0.0004 020027 £0.0008  0.2487"" £ 0.008
a8 0.1186™ + 0,001 02415+ 0035  0.2483"%:0.000 0.1896°°£0.020 02067°°10.008  0.1930™£0.010  0.2203°°+0.007  0.1968™ :0.0004 0.2195°+0.0004 02688 10,003
7] 0.0805™ 1 0.008 02008 :0.016  02945%$0013 0472820008 0.1785™ 10002  0.1655~ 20001  0.187020.007 02200 :0.0004 0.2394%:0.0004  0.3313" 20,022
Madia 0.0050° + 0.017 02076+ 0.085  02016":0.082  0.1808" £ 0.051 0.1824% 0.052 0.1687°: 0,000 01837 :0071  01761°:0056  0.1841°°:0084 02315 +0.008
Salvia fresca
TIMPO i doanbisonce semurts Gesuve Ao roRmarnico.  Camoed- exvects  Camosol-reectvo 150 SRS Ackdo emmteios- vt sy CompuestoX- Contral
(horas) e reaciivo analiico de salvie fresca anelitico ey reactivo snalitico ey reactivo snelitico

0 0.0784M"% : 0.001"  0.0784™ 1 0.001 0078410001  0.0784™ 10001  0.0784*:0.001  00764:0.001 00784:0001  0O0784™:0001 0078410001  0.0784" 1 0.001

24 0.1613% £ 0.002 0.1832°% 20,016  02081°£0008 02046°20.018 025250016 0164620003 O0.1877°%10.0% 02256":0003 024360001 02656 £0.020
48 02157 £ 0.015 0337610006 0338910007 04116710010 04795™:0.076 0263410017  04144™: 0045  0.3087°™:0.001 0.4506"* :00007 0.5708™ + 0.013
72 0.2100™ + 0,002 033760023  0.3006™£0.007 0.4467°°:0.005 04490°:0.001 04032°°:0012 053%™ 10007 0.5035°°+0.0008 06045 00004  0.8452" +0.020
Media 0.1675° 1 0.067 02M2° 0113 0.2556"C:0.128 02004101602 0.3147°:0.174 02517 £0.158 0303820185 0200230158 03619 :0.180 03899+ 0.234

(MMedia de 2 mediciones; PDesviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes (las mayusculas indican diferencias
entre compuestos con actividad antioxidante y las mindsculas dentro de cada compuesto)
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Anexo 33. Grado de oxidacion (TBARS) en pastas carnicas afiadidas con acido carnésico y
solucion de la quinona del acido carnésico almacenadas a 20y 4°C

20°C
Tiempo : . Solucién de la quinona
(horas) Acido carnésico del acido carnésico Caniral
0 0.0735" ;. 90,0006 0.0735™ + 0.0006 0.0735™ + 0.0006
24 0.6503%° + 0.0232 0.5152%® + 0.0979 1.4858" + 0.0237
48 0.6323%% 1+ 0.0255 0.4100% + 0.0108 1.6766™ + 0.3561
72 0.5881%° + 0.0548 0.2326%° + 0.0631 1.6723" + 0.6957
Media 0.4860° + 0.2462 0.3078% + 0.1808 1.2270% + 0.7758
4°C
Tiempo . 4 Solucion de la quinona
(horas) Acido camésico del acido carnésico Can)
0 0.0735"" + 0.0006(2) 0.0735" + 0.0006 0.0735™ + 0.0006
24 0.1475% + 0.0060 0.1788" + 0.0223 0.1981*+ 0.0033
48 0.2800°% + 0.0169 0.3112%%+0.0110 0.4575" + 0.0265
72 0.2472%° + 0.0103 0.2717 + 0.0045 0.5142* + 0.0112
Media 0.1870°% + 0.0840 0.2088° + 0.0944 0.3108" + 0.1860

MMedia de 2 mediciones; ¢ Desviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre compuestos y las minusculas dentro de cada

compuesto)
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Anexo 34. Distribucién de tamario de particula (um) de la emulsién carnica estudiada

..............................................................................................
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Anexos

Anexo 35. Diametro de particula (um) en pastas carnicas afadidas con extractos etandlicos

de orégano seco, romero fresco y salvia fresca almacenadas a 20 y 4°C

20°c
Tiempo (horas) Orégano seco Romero fresco Salvia fresca Control
0 16.369%° + 0.532% 18.445™ 1 2.980 16.759%% £ 0.749 16.160% + 0.578
24 17.772%° 1 1.554 19.255"° + 2,150 18.465" + 2.203 17.235" + 2.651
48 18.844% + 2.276 21.050"" + 2.379 19.308"%" £ 1.556 16.610° £ 0.925
72 20.801°%* + 2.007 23.616* 1 1.108 22.395™ 1 0.929 17.415% £ 0.990
Media 18.446° + 2.337 20.592" + 2.965 19.232% £ 2.510 16.855° + 1.552
4°C
Tiempo (horas) Orégano seco Romero fresco Salvia fresca Control
0 17,0250 4 9.907@ 18.502* + 1.674 17.460"%" + 1.436 16.267%° + 1.210
24 17.735%% + 1.292 20.102*° + 1.120 18.342%° + 1.865 17.827%* + 1.639
48 18.673%° + 0.946 20915 1 1.111 18.720% + 2.019 18.385%" + 0.768
72 17.952%* 1 0.593 20.380™ + 1.793 17.674%" £ 0.597 17.856%" + 1.178
Media 17.846% £ 1.108 19.975* + 1.678 18.049% + 1.611 17.584° + 1.440

“Media de 4 mediciones; ®Desviacién estandar; ®Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre extractos y las minusculas dentro de cada

extracto)
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Anexo 36. Diametro de particula (um) en pastas carnicas afiadidas con extractos etanélicos de orégano seco, romero fresco y
salvia fresca, y sus compuestos con actividad antioxidante

Orégano seco y compuestos antioxidantes

Acido Acido oamdeico - Compuseto X -
Tiempo Exdracto de oréganc Acido - Camoecl-axirecio  Camosol - reactive Acide carndeioo - Compuesio X -
(hores) 0ce .:: gano reactive analitioo de orégeno seco snaliico o i — resctivo snaliticc  * :cu g reactivo snelifico )

° 1572870 1,465 13426050514 12600710680 133017010200  14970° £ 0417 13981710367  17.081%20438 1649310830 16363 10785  12.486™ 1 0264
2 14708 1 0.416 1205557 :0308 1307520219 128307 : 0655  14000% 1 1.031  13.768° 10382 17118020571 1685010704 1639610454  12026™ 10480
L 16.245° + 0.963 1447621020 14226°10387 1437320063  16208°™ 10300 153067050000 1794010308  16500" 10515 1765601162  12961% 11307

72 168407011004  14190°70 12040 143455710755 13406741 1.050 158750706 16506 :1.073  1A706ML0TI0 176761575  17.083":0406 12796 10582

Media 18.629"  1.136 13934721185 13505°:0009 13511°20816  15205°: 1087  14.058%:1042 1771320868 1665011089  16502%°:10%0 12562710794

Romero fresco y compuestos antioxidantes

e e e e et L
0 2399815 04%% 1847121087 1576122474 4STY*1 1006  18941°° 10068 2500V :1703 26061710154 1605810170 160000867  13.048° +1520
u 2120% 1 1,048 182110676 188187 £1.300  24.171%11.401  19561™:1002 27.1007:1.636  20983%:2567  1853™:0368 18213711913 145237 10884
4 19.760% 1 1.267 1664171061 13300010916 2214810670 149607 10608 2744010884 22406°: 1408 1405610108  17.900™:0064 1027311027
i 20.091% 1 1,137 17213721230 15046°% 12080 23448011023 18901°™ 21534 3170511304 2094511008 156067210637  17.846™ 10897 12240 0578
Media 21.676° 1 1.848 1600411533 1575277 £2630 2300011567 17613722183 2800722615  24.416°:28500  15720%:2286  17.400°: 1400  12521%:2190

Salvia fresca y compuestos antioxidantes

Acide camieico -
extracto de salvia
frosce

Anids rosmarinics -
Tompo o 'y ' = roery Acido rosmarinico - Camosel - extracte  Camesol - rescivo
freece

Acide caméeice - Compuseto X - Compusete X -
reecivo analiico do saivia fresce analiico 4

" extracto de saivia " Controf

] 192000100 4 0,000 18.278"* 10704 17616711648  18.700"%:0.002 19370673 1946320312 200%™12610 18853 :0.396 18010 10800  17.333% + 1,308

24 17.576" + 1.560 14300 20795 16976M 2141 17410721441 17.7600:0602  17.956"% 11700 1780021305 1779021518 10390020205  13.533% £ 0.503
4 162104% £ 1122 9610 £1.072 1046 0487 164267720206 16748 20418 16513 P 1008 17180120016 16473410218 1673 £0267  13.4107 10366
2 16.208* + 1.308 14518%0 £ 1000 15400+ 0801 15240 +0618  16.008" 1561 10483010773 1707121101 16.008* 20383  15.008"° 1+ 0870  13.920™ £ 0.424
Media 17.307* = 1.006 15528°22000 106547115652 160067 £ 1614 17491451306 17.508%:1.513 18047431932 17.200%:1.284 172961 :1.451 14.540° £ 1.802

MMedia de 2 mediciones; “Desviacion estandar; ®Superindices iguales no son significativamente diferentes (las mayusculas indican diferencias
entre compuestos y las minusculas dentro de cada compuesto)
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Anexo 37. Diametro de particula (um) en pastas carnicas afiadidas con acido carnésico y

solucién de la quinona del acido carnésico almacenadas a 20 y 4°C

20°C
{;igg‘; Acido carnésico So'uci?df,ecf,ﬂg;?f g a del Control
0 26.848"" 1 1.317@ 22.498% + 0.919 21.581%+ 1.127
24 26.293" + 2.184 22.171%%+ 1,223 21.741%° + 0.264
48 25.185™ + 3.194 18.841% + 0.764 18.755% + 0.547
72 21.308" + 1.074 15.855% £ 0.750 15.033% + 0.723
Media 24.908" + 2.961 19.841° + 2.902 19.277° + 2.865
4°C
Tiempo (horas) Acido carnésico So'”i%?(,giggg;?g:a i Control
0 26.848%" 4 1 317 22.498% 1+ 0.919 21.581% +1.127
24 24.546™ + 1.161 24.021"* + 0.740 21,7535+ 0.585
48 24.206™ + 1.868 22.128** + 4.838 19.356™ + 2.878
72 23.426" £ 0.385 20.911%* + 3.758 18.835"" + 2.855
Media 24757 £ 1.776 22.390° + 3.122 20.381° £2.385

“'Media de 2 mediciones; “Desviacién estandar; @Superindices iguales no son significativamente
diferentes (las mayusculas indican diferencias entre compuestos y las minusculas dentro de cada

compuesto).
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Se recomienda probar otros sistemas de extraccién como el diéxido de carbono
(CO,) supercritico y comparar la concentracion de compuestos con actividad
antioxidante con los dos sistemas utilizados en este trabajo de investigacion, reflujo y
maceracion utilizando como disolventes cloroformo y etanol, respectivamente.

Para corroborar los resultados sobre la oxidacién de lipidos, es necesario cuantificar
los volatiles, como productos secundarios de oxidacién. Asimismo, es importante
analizar la concentraciéon de metamioglobina, oximioglobina y mioglobina por métodos
espectrofotométricos con el fin de conocer el cambio preciso del color de las pastas, sin

que influya la coloracién de los extractos.

Debido a que no se cuenta con informacion relacionada con la actividad
antimicrobiana del extracto de salvia, es recomendable realizar estos estudios a
diferentes temperaturas de almacenamiento.

Como resultado de esta tesis se obtuvieron conocimientos acerca del mecanismo
antioxidante de los compuestos en forma individual, y formando parte de los extractos.
Sin embargo, es necesario estudiar la estabilidad de los compuestos a diferentes
valores de pH, el efecto de afadir los compuestos antioxidantes en diferentes
concentraciones, y posteriormente estudiar los cambios en las propiedades
fisicoquimicas y funcionales en las pastas; de igual forma, es necesario llevar a cabo
estudios sobre la influencia de los extractos etandlicos de orégano seco, romero fresco
y salvia fresca en la ultraestructura de las pastas.

De principal importancia es la determinacién de la estructura del compuesto “X”, asi
como la identificacién de los otros compuestos presentes en los extractos de las hierbas
estudiadas.

Dado que el hecho de incorporar los extractos a la pasta produciria un alimento
funcional, es recomendable elaborar un producto alimenticio real, similar a la pasta
estudiada en esta tesis. En este alimento se deberan analizar las caracteristicas
texturales, fisicoquimicas, microbiolégicas y sensoriales. Para complementar esta
informacién, es necesario estudiar la posible absorcién de los compuestos mayoritarios,
presentes en los extractos en el tracto intestinal, con el fin de determinar su efecto en la
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salud humana.
Consideraciones del uso de antioxidantes en alimentos

Existen diferencias en el comportamiento de los antioxidantes en diferentes clases de
alimentos; sin embargo, algunas consideraciones deben de ser tomadas en cuenta para
la aplicacion de éstos en los productos alimenticios.

a) Evitar altas temperaturas de oxidacién durante el almacenamiento, debido a que
los mecanismos y cinéticaé de oxidacién son diferentes cuando son estudiados en
menores temperaturas.

b) El alimento no debe contener altos niveles de productos de oxidacion de lipidos,
debido a que algunos de ellos, como el hexanal y el 2,4-decadienal, pueden actuar
como prooxidantes (Decker y col., 2005). Los niveles altos de productos de oxidacion
preexistentes pueden provocar la rapida descomposicion de los antioxidantes, alterando
los resultados de su efectividad (Coppen, 1994; Decker, 1998; Decker y col., 2005).

¢) Es necesario cuantificar los productos primarios (hidroperéxidos, dienos
conjugados) y secundarios (carbonilos, compuestos volatiles) de la oxidacion, debido a
que, en algunos casos, los antioxidantes pueden incrementar la concentracién de
productos primarios de oxidacién al donar hidrégeno a los radicales peroxilo para formar
hidroperéxidos. Simultaneamente disminuyen la formacién de productos secundarios de
oxidacién (volatiles de bajo peso molecular). Del mismo modo, otros antioxidantes
pueden disminuir la concentracion de hidroperéxidos. Por otro lado, pueden incrementar
la cantidad de productos secundarios que causan la rancidez (Ockerman, 1980; Decker
y col., 2005). De esta manera, si Unicamente se midiera la concentraciéon de
hidroperéxidos para evaluar a un antioxidante, como es el caso de un extracto en un
sistema con concentracién alta en hierro, pudiera parecer que actia como antioxidante
debido a que los hidroperéxidos no se acumulan como resultado de su fraccionamiento
a productos volatiles de oxidacién. También es posible que los compuestos nucleofilicos
formen complejos con aldehidos; es decir, si Unicamente se midiera la concentracién de
aldehidos como un indice de oxidacion de lipidos, algunos compuestos pudieran
comportarse como antioxidantes, ya que éstos pueden formar complejos con los
aldehidos, y no afectar a otros volatiles producidos durante la oxidacioén (Frankel y col.,
1996; Decker y col., 2005).
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d) Es recomendable evaluar compuestos puros como fuente de antioxidantes, en
lugar de los extractos, para dilucidar el mecanismo de accién de los compuestos por si
mismos y en combinacién con otros componentes del alimento. Si los compuestos
fendlicos son los principales antioxidantes en un extracto crudo, se deben reportar datos
del contenido de fenoles totales y de la composicion del extracto.

e) Es importante utilizar como modelo de estudio a un alimento cuyo contenido de
antioxidantes y prooxidantes endégenos sea constante, debido a que los antioxidantes
que se desean estudiar probablemente interactien con ellos, pudiendo ailterar la
cinética de oxidacion. Al respecto, las fuentes de las cuales provienen los alimentos
pueden tener grandes diferencias en las concentraciones de antioxidantes y
prooxidantes debido a factores estacionales, geograficos, genéticos y de edad.

f) El pH puede afectar las reacciones oxidativas al tener influencia en la actividad de
los prooxidantes (la solubilidad del hierro se incrementa conforme desciende el pH)
(Decker y col.,, 2005) y de los antioxidantes (el pH puede alterar la carga de los
antioxidantes, lo cual puede afectar su solubilidad y capacidad de secuestramiento); por
lo tanto, el pH de los modelos de oxidacion debera ser similar al del alimento de interés
(Frankel y col., 1996; Friedman y Jiirgens, 2000; Decker y col., 2005).

g) Estandarizar el tiempo y condiciones de estudio para determinar la eficiencia del
antioxidante. Los calculos a realizar deberan ser hechos con datos obtenidos desde los
estados iniciales de oxidacion debido a que conforme transcurre el tiempo de
almacenamiento la concentracion de los productos de oxidacion puede permanecer
constante o disminuir. La evaluacidn estadistica debera utilizarse para detectar
diferencias entre los controles (sin antioxidante) y las muestras.

h) Si el alimento es una emulsién aceite en agua, debe tomarse en cuenta que la
membrana interfacial es determinante de la cinética de oxidacion. Las gotas cargadas
en una emulsioén aniénica atraeran a los metales de transicion y se incrementara la
interaccion metal-lipido; como consecuencia, aumentara la velocidad de oxidacién. Por
otra parte, la carga de las gotas puede atraer antioxidantes de carga opuesta y
modificar su distribucién en las fases. Otra propiedad de la membrana interfacial que
puede afectar la oxidaciéon de lipidos es su grosor; si la membrana es gruesa
disminuiran las interacciones metal-lipido.

i) Cuando se trate de alimentos a base de carne se debera tomar en cuenta que la
estabilidad oxidativa del musculo esquelético puede tener amplias variaciones entre un
animal y ofro, auin dentro de la misma especie. Ademas que durante el almacenamiento
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se puede presentar la disminucién de antioxidantes endégenos y la formacion de
prooxidantes (Decker y col., 2005).
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Herbs and spices are traditional used as food ingredients as well as for their antioxidant properties. The
objective of this work was to study the concentration of carnosol, rosmarinic and carnosic acids in rose-
mary (Rosmarinus officinalis L.) and oregano leaves (Origanum vulgare L), and their effect on the oxidation
and colour of model pork batters, Extracts were obtained by maceration with ethanol and reflux with

FLLE i ot chloroform. Rosemary extracts showed higher antioxidant activity, even more than the phenol com-
pounds separately. These extracts also showed the highest antioxidant capacity, possibly due to the pres-
Keywonds: ence of high concentrations of carnosic acid and carnosol and unidentified active compounds. However,
Anitioxidants ethanol oregano extracts containing high concentrations of phenols, mainly rosmarinic acid, efficiently
Phenol compounds prevented colour deterioration. The antioxidant effect of the studied extracts depends, not only on the
Rosemary concentration of phenol compounds (rosmarinic acid, carnosol and carnosic acid), but also on the extrac-
Oregano tion method and solvent.
Meat batter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction and clove (Sysygium aromaticum L) (Fernindez-Lépez et al.,

Meat batters consist of fat globules - the disperse phase - in a
semisolid matrix of water, salts, soluble and insoluble proteins,
as well as muscle fibre particles and connective tissue - the contin-
uous phase. Although in a strict sense these are not true emulsions
(the fat globules are >20 pum), meat batters are considered oil/
water emulsions (Mittal, 2005).

Pork fat contains high concentrations of polyunsaturated fatty
acids (0.71 g/100 g) (Rhee, 2000) auto oxidation being the main
deteriorative reaction, producing off-flavours as well as colour
alteration. In a complex sequence of chemical changes, this pro-
motes the formation of compounds easily reacting with oxygen;
production of these highly reactive compounds can be delayed by
antioxidant addition. On the other hand, when lipid oxidation takes
place, heme-pigments (myoglobin and haemoglobin) also oxidize
in a coupled lipid-pigment reaction. The result is a colour change.

Natural antioxidants have been studied and used in foods due to
consumers’ demand for “natural” or “organic” foods. The interest is
also based on restrictions in synthetic antioxidant use, due to pos-
sible carcinogenic effects. Herbs and spices have been traditionally
used as food ingredients and for their antioxidant properties,
among them hyssop (Hyssopus officinalis L.), rosemary (Rosmarinus
officinalis L.), sage (Salvia officinalis L.), thyme (Thymus vulgaris L.)

* Corresponding author. Tel.: +52 (55) 5804 4717; fax: +52 (55) 5804 4712,
E-matl address: isabel_guerrero_legarreta@yahoo.com (L Guerrero Legarreta).

0309-1740/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.meatsci.2008.09.004

2003; Wellwood & Cole, 2004). Preliminary studies demonstrated
that some herbs extracts are as efficient as synthetic antioxidants.
The main compounds responsible for the high antioxidant effect of
rosemary extracts are phenol diterpenes, such as carnosic acid, car~
nosol and rosmarinic acid. Conversely, information on the antioxi-
dant activity of oregano extracts is scarce. The objective of this
work was to quantify the main antioxidant compounds (carnosol,
rosmarinic and carnosic acids) in rosemary (R officinalis L.) and
oregano leaves (Origanum vulgare L.), and to study the extracts ef-
fect on colour and oxidation (as TBARS) of model raw pork batters.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Rosmarinic acid and carnosol were obtained from A.G. Scientific
(San Diego, CA); carnosic acid and 2-thiobarbituric acid (TBA) from

Sigma Aldrich (Saint Louis, MO). All other reagents were supplied
by Baker (Xalostoc, Mexico).

2.2. Raw material
Fresh rosemary leaves were harvested in Central-South Mexico

24 h before solvent extraction, whereas oregano was collected
from a location near Mexico City, also 24 h before utilization.
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Oregano leaves were oven dried (model HS-41, Rios Rocha Indus-
tries, Mexico City) at 30 °C for 18 h. Dried leaves were then stored
in amber flasks in the dark at 18 °C until utilization. Solvent
extraction was also carried out on oregano leaves in order to com-
pare our results with those published by Wellwood and Cole
(2004) who reported possible carnosic acid degradation during
drying.

2.3, Extracts

Chloroform rosemary (fresh leaves) and oregano (fresh and
dried leaves) extracts were obtained by reflux. Ten grams of finely
chopped (3 x 3 mm approximately) fresh rosemary and oregano
leaves were placed in 500 mL flasks and refluxed with 40 mL chlo-
roform for 2 h; the leaves were then washed with 40 mL chloro-
form, both extracts were combined and filtered through
cheesecloth and Whatman 4 filter paper. The solvent was then
evaporated in a vacuum drier (model 011, Biichi, Flawil, Switzer-
land) at 55 °C, The solvent-free residue was diluted with a known
chloroform volume and stored in amber flasks in the dark at 4 °C
until utilization. Oregano dried leaves (2.32 g, equivalent to 10 g
fresh leaves) were also extracted with chloroform in a similar
manner.

Ethanol extracts from the same raw materials were obtained by
leaf maceration. Five grams of finely chopped fresh rosemary and
oregano leaves were mixed with 50 mL ethanol; the flasks were
tightly closed and the leaves macerated at room temperature
(approximately 18°C) for 10h in an orbital stirrer (model
3525CC, Lab-line Instruments, Melrose Park, IL) at 75 rpm. The
mixture was then filtered through cheesecloth and Whatman 4 fil-
ter paper, and washed with 25 mL ethanol; both extracts were
combined; the solvent was evaporated in a vacuum drier at
55 °C. The weighed extract was mixed with a known ethanol vol-
ume, and stored in amber flasks in the dark at 4 °C until utilization,
no more than 24 h later.

To prepare rosemary chloroform/ethanol extract, 30 mg chloro-
form rosemary extract was mixed with 30 mL ethanol. Maximum
solubility of the chloroform rosemary extract in ethanol was previ-
ously determined (88.16%).

2.4. Analysis in the extracts of rosmarinic and carnosic acids, carnosol
and total phenols

This was carried out according to Wellwood and Cole (2004).
Chloroform and ethanol extracts were filtered through 0.2 pm
acrodisks (Millex, Ireland); the filtrate was diluted with HPLC-
grade ethanol to a known concentration. Five hundred microliters
of each extract was injected into a HPLC (Waters, Milford, MA.), fit-
ted with a TM 626 pump (Waters), Rheodyne injector 9125-080,
photodiode arrangement detector and Millenium 2010 software.
Separation was carried out in a 15cm x 0.39 mm ID Symmetry
C18 reverse phase column (Waters), 5 um pore size. Analysis con-
ditions were: room temperature (18 °C), 0.6 mL/min flow rate,
284 nm wavelength detection. The mobile phase was solvent A
(840 mL deionised water + 8.5 mL acetic acid + 150 mL acetoni-
trile) and solvent B (methanol). It was programmed in a linear gra-
dient from 90% A-10% B to 100% B in 40 min. The system was
stabilized for 3 min between injections. Peak areas were calculated
with respect to standards (rosmarinic and carnosic acids, and
carnosol).

Total phenol analysis was carried out according to Zheng and
Wang (2001). Two hundred microliters of each extract was added
to 1 mL Folin-Ciocalteau reagent + 0.8 mL 7.5% (w/v) sodium car-
bonate solution (Baker, Xalostoc, Mexico), mixed and left standing
for 1.5h at room temperature (approximately 18°C). Sample
absorbance was read at 765 nm in a Beckman DU-650 spectropho-

tometer (Beckman, Fullerton, CA), and interpolated into a gallic
acid standard curve.

2.5. Pork batter formulation and analysis

One hundred gram pork batters were formulated with 59 g pork
(Longissimius dorsi muscle), 14 g lard, 23.4 g cold water, 3 g sodium
chloride, 0.498 g potassium phosphate and 0.099 g commercial
emulsifier. Pork and frozen lard were separately chopped in
approximately 1cm? cubes, and emulsified in a homogenizer
(ESGE, Biospec Products, Bartlesville, Switzerland) for 30 s at max-
imum speed; the rest of the ingredients were then added until the
formation of a homogenous batter. In order to study the extract ef-
fect on batters with high and low initial oxidation, half of the batter
was stored for 5 days at 4 °C (high initial oxidation), whereas the
other half was immediately treated with the extracts. Protein
(Kjeldhal), fat and moisture content were analyzed by the methods
reported by AOAC (1997).

Particle size and viscosity was carried out in 10 g batters dis-
persed in 35 mL distilled water and analyzed for emulsion particle
size and distribution in a Malvern Mastersizer equipment, Series
2600 (Malvern Instruments, Malvern, England) applying a log nor-
mal model (MacClemens, 1999). Apparent viscosity was analyzed
in a Brookfield LVDV-1 viscometer (Brookfield Engineering Labora-
tory, Middleboro, MA) at 8 deformation speeds: 0.3, 0.6, 1.0, 1.5,
12, 39 and 60 rpm; the spindle was chosen according to the defor-
mation speed. Apparent viscosity was calculated considering a tor-
que between 20% and 60%. Analyses were carried out in triplicate.

pH was analyzed using a Beckman potentiometer (Beckman,
Fullerton, CA) in 10 g meat batter + 90 mL deionised water. Means
of three replicates were reported for each treatment.

Colour analysis was carried out using a Hunter Lab colorimeter
(model D25-PC2, Chroma Meter CR-200, Tokyo, Japan) by the
method of Kropf (2007); calibration was carried out using a white
tile (L = 94.5, a = 1.0, b = 1.9). The sample was rotated 90° after each
reading, reporting four reading for each sample. L, a and b coordi-
nates were transformed to polar coordinates: hue = tan~'(b/a) and
chroma = (a® + b%)'”2, Analysis was carried out in duplicate.

Oxidation degree (2-thiobarbituric acid reacting substances,
TBARS) was analyzed as reported by Rossell (1994). A 10 g batter
was mixed with 50 L distilled water at 50 °C for 2 min in a domes-
tic blender; the sample was then transferred to a distillation flask,
mixed with 47.5 mL distilled water+ 2.5 mL HCl + antifoaming.
Approximately 50 mL was distilled and transferred to a test tube
where 5mL 2-thiobarbituric acid (TBA) was added (0.2883 g/
100 mL 90% acetic acid); the control was 5 mL water. The tubes
were tightly closed, stirred and placed in a boiling water bath for
35 min, and cooled in an ice bath for 10 min. Finally, absorbance
(D) was read at 530 nm in a spectrophotometer (Beckman DU-
650, Beckman, Fullerton, CA). TBARS values were obtained by the
following equation:

TBARS(mg malonaldehyde/kg sample) = 7D

2.6. Batter treatments with rosemary and oregano extracts

A one hundred grams pork batter was mixed with 0.02% w/w
(extract/lard) of the following leaf extracts: (1) fresh oreg-
ano + chloroform; (2) dried oregano + chloroform; (3) fresh rose-
mary + chloroform; (4) fresh rosemary + chloroform + ethanol; (5)
fresh oregano + ethanol; (6) dried oregano + ethanol and (7) fresh
rosemary + ethanol. Control samples were batters with no added
extract. Samples were placed in closed amber flasks and stored
at 4°C for 72 h. All treatments were analyzed in duplicate. Ex-
tract-treated batters were also analyzed for TBARS, colour (L, chro-
ma and hue) and pH.
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2.7. Experimental design and statistical analysis

A completely randomized designed was used. The sources of
variation were: storage temperature, initial oxidation and storage
time. The data were subjected to analysis of variance and Duncan’s
multiple range test; correlation coefficients (r*) were also calcu-
lated, confounding the time effect (Steel & Torrie, 1988). A SPSS
statistical package (version 8.0) adapted to a personal computer
was used.

3. Results and discussion

3.1. Extraction and analysis of rosmarinic acid, carnosol and carnosic
acid, and total phenols

Macerating oregano and rosemary leaves with ethanol yielded
significantly higher rosmarinic acid (P<0.001) than reflux with
chloroform (0.0263 and 0.000859 mg/mg extract, respectively)
(Table 1) due to the higher solubility of rosmarinic acid in polar
solvents (Wellwood & Cole, 2004). Carnosol and carnosic acids
showed no significant differences (P>0.01) between extraction
by maceration and reflux. Methyl groups in carnosic acid and car-
nosol decrease polarity, although hydroxyl groups can interact
with polar solvents; the net result is similar solubility in polar (eth-
anol) and non-polar (chloroform) solvents, making extraction effi-
ciency by reflux or maceration statistically non-different, although
carnosol concentration showed less variation between extraction
methods (0.0448 and 0.0288 mg/mg extract) than carnosic acid
{0.0881 and 0.1465 mg/mg).

Rosemary extracts had significantly higher carnosol and carno-
sic acid concentrations as compared to oregano extracts and lower
rosmarinic acid concentration (Fig. 1), although they were not sig-
nificantly different (P> 0.01) to dried oregano (Table 2). The ros-
marinic acid peak in the rosemary extract was non-significantly
different to the oregano extract (P>0.01) (0.1875 and 0.1472
absorbance units, respectively); conversely, carnosol and carnosic
acid peaks were significantly higher in rosemary (P < 0.001). This
was possibly due to the fact that rosmarinic acid has hydrophilic
characteristics; it dissolves in water contained in the plant tissues,
where it remains tightly bound (Wellwood & Cole, 2004).

The lowest rosmarinic acid concentrations were obtained in
chloroform and chloroform/ethanol extracts, with no significant
differences among them (P> 0.01). Conversely, its concentration
in ethanol extracts was significantly higher (P <0.001) (Table 3),

Table 1
Rosmarinic acid, carnosol and carnosic acid concentration extracted from rosemary
and oregano leaves by reflux with chloroform and maceration in ethanol (mg/mg
extract)

Extraction method Rosmarinic acid” Carnosol Carnosic acid

Macerationwith 0.0263 £ 0.0179 0.0448* £0.0526 0.0881"£0.1547
ethanol

Reflux 0.000859" £ 0.0006 0.0288°+ 00427 0.1465° £+ 02167
withchloroform

* Same letter in a column means non-significant difference.

possibly due to interactions between hydroxyl groups and ethanol.
Carnosol concentration was significantly higher (P < 0.001) in rose-
mary extracts. Therefore, neither the extraction method nor the
solvent sensibly increased carnosol concentration in oregano ex-
tracts. Conversely, chloroform/ethanol extraction significantly in-
creased carnosol concentration in rosemary extracts (0.1239 mg/
mg extract), due to the increased solubility of methyl groups in
chloroform, and further solubility in ethanol; the presence of ke-
tones and esters in the molecule also increase the molecules solu-
bility in non-polar solvents. Significantly higher concentrations
were obtained in chloroform and chloroform/ethanol rosemary ex-
tracts due to methyl group solubility in chloroform. Carnosic acids
low polarity allows this compound to be efficiently extracted with
chloroform. Rosmarinic acid in rosemary extracts was lower when
extracted with chloroform and chloroform/ethanol (0.00135 and
0.0013 mg/mg in extracts, respectively). In addition, according to
Masuda et al. (2002), carnosic acid in the presence of methanol
and ethanol becomes unstable, undergoing oxidation to carnosol.

With respect to total phenol concentration, antioxidant activity
is due to the presence of these compounds. The three studied com-
pounds are mainly phenols, their added activity account for the ex-
tract antioxidant activity. Extracts obtained with ethanol and
chloroform/ethanol had significantly higher (P < 0.001) total phe-
nol concentration compared to chloroform extracts (Table 3); the
highest concentration was obtained by ethanol reflux of dried
oregano leaves (0.2223 mg/mL), possibly due to interactions be-
tween phenol hydrophilic groups and hydration water in dried
leaves (Wellwood & Cole, 2004), which was later extracted with
ethanol. The observed high phenol concentration in dried oregano
was in agreement with results reported by Zheng and Wang (2001)

Absorbance units

L L Il L ! ! !

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Time (min)
Fig. 1. Chromatographs of dry oregano and fresh rosemary extracts, obtained after

10 day maceration with ethanol: (1) rosmarinic acid, (2) carnosol and (3) carnosic
acid.

Table 2

Rosmarinic acid, carnosol and camosic acid (mg/mg extract) obtained from fresh and dried oregano leaves, and fresh rosemary leaves

Herb - Resmarinte acid” - Carposol Carnosic acld

Fresh oregano 0.00977° £ 0.010 0.000225" £ 0.000088 0.000225" £ 0.00011
Dried oregano 0.0231°£0.023 0.000225" £ 0.000046 0.0005" £ 0.00024
Fresh rosemary 0.0141*£ 0018 0.0882° 1 0.0305 0.2634* £ 0.196

* Same letter in a column means non-significant difference.
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Table 3

Concentration of carnosol, rosmarinic and carnosic acids {mg/mg extract) and total phenols (mg/mL extract) in rosemary and oregano extracts

Solvent Herd Rosmarinic acid’ Carnosol Carnosic acid Tatal phenols

Chloroform Fresh oregano 0.0000518° £ 0.00002 0.000275° £ 0.00009 0.000125° £ 0.00005 0.022891 0.0016
Dried oregano 0.00117¢ £ 0.00005 0.0002¢ £ 4E-21 0.000725° + 0.00005 0.03939 £ 0.0032
Fresh rosemary 0.00135° £ 0.00017 0.0860" £ 0.01276 0.4388° + 0.03875 0.1385" £ 0.0423

Ethanol Fresh oregano 0.0195° 1 0.00249 0.000175¢ £ 0.00005 0.000325° £ 0.00005 0.1032° + 0.0081
Dried oregano 0.0451° £ 0.00108 0.00025¢  0.00005 0.000275° + 0.00005 0.2223*10.0177
Fresh rosemary 0.0395° £0,00317 0.0548° 1 0.00496 0.00485° + 0,00166 0.1095%< £ 0.0154

Chloroform/ethanol Fresh rosemary 0.00139 £ 0,00018 0.1239" £ 0.00536 03468 £ 0.02615 0.1291% 10,0402

* Same letter in a column means non-significant difference.

in buffer extracts (pH 7) of European oregano. The high total phe-
nol concentration in ethanol dried oregano extracts (0.2223 mg/
mL), chloroform/ethanol rosemary extracts (0.1291 mg/mL) and
ethanol rosemary extract (0.1095 mg/L) was also due to the ease
of extracting rosmarinic acid, a polar compound, by ethanol. In
addition, carnosic acid is present in high concentrations in rose-
mary (0.2634 mg/mg) (Table 2); being a less polar compound, it
is efficiently extracted with chloroform,

3.2. Pork batter characterization and analysis

Batter particle size showed a monodisperse distribution; aver-
age particle size was 150 pm, a higher value than found by Ashton
and Barbut (1992) for a true emulsion (<20 pm). Apparent viscosity
was 63 Pas at the conditions of analysis, showing pseudoplastic
behaviour due to non-spherical particles tending to align to the
flow direction or that particle space distribution is altered by the
deformation rate (MacClemens, 1999).

pH increased at 24 h of storage (Table 4), with a further de-
crease, probable due to acid production by contaminated micro-
flora, although no significant difference was observed between
storage temperatures.

The lowest TBARS values were observed in samples treated with
rosemary extracts (Table 4 and Fig. 2), although storage at 4 °C sig-
nificantly reduced TBARS (1.831 and 0.452, 20 and 4 °C, respec-
tively) (Table 4). However, the antioxidant effect of chloroform
and ethanol rosemary extracts, in terms of TBARS, was not signifi-
cantly different (0.722 and 0.566). As carnosic acid and carnosol
are the most abundant phenol compounds in rosemary extracts
(Table 2) they are mainly responsible for free radical inhibitorn
(Fernandez-Lépez et al., 2003), whereas rosmarinic acid could be

the main free radical inhibitor in oregano. In both cases, phenols
stabilized hydroperoxides preventing further degradation to more
active oxidizing forms, such as malonaldehyde (Wellwood & Cole,
2004). Phenol compounds complex with Fe?* preventing hydroxyl
radical formation. According to other authors (Frankel & Huang,
1996; Frankel, Huang, Kanner, & German, 1994) the antioxidant ef-
fect of carnosic acid is due to its lipophilic characteristics. Kilic and
Richards (2003) reported that lipid oxidation in an oil-in-water
emulsion increases with decreasing antioxidant polarity; antioxi-
dant compounds (mainly carnosic acid and carnosol in our study)
were located at the interface where hydroperoxides were in con-
tact with prooxidants. Masuda et al. (2002) reported that a very
unstable quinone is formed by carnosic acid oxidation; the quinine
is later reformed to carnosic acid and oxidized compounds, such
rosmanol and 7-O-methyl rosmanol, which act as antioxidants
once carnosic acid is depleted (Chaiyasit, McClements, & Decker,
2005).

A rapid increase in TBARS values was observed up to 48 h in
samples stored at 20 °C, and up to 24 h in the control. According
to Kilic and Richards (2003), this could be due to a reaction be-
tween malonaldehyde - its concentration increases with time -
and lysine e-amino and sulfhydryl groups in myosin subfragment
1, and the fact that the protein prevents hydroperoxide interac-
tions with prooxidants (O’Grady, Monahan & Brunton, 2001);
therefore increased oxidation as storage proceeds is caused by
the degradation of the protein film surrounding fat globules
(Chaiyasit et al., 2005).

Oregano extracts had prooxidant activity in batters stored at
20°C, with mean TBARS values higher than the control. Special
prooxidant effect was observed for fresh oregano extracts.
Although ethanol dried oregano extracts had the highest total

Table 4

Duncan’'s multiple range test for of TBARS, colour (L, hue, chroma) and pH with respect to the studied sources of variation

Source of variation Level Mean values®

TBARS L Chroma Hue pH

Herb extract Fresh rosemary-chioroform 0.722¢ 7049° 1585 78.54¢ 5.54%
Fresh rosemary-chloroform/ethanol 1.159%< 71.47° 15822 7949 551
Fresh oregano-chloroform 1.449° 71.06% 15.72%> 79.90b<4 5.56"
Dried oregano-chloroform 1.393* 7135° 15.79*% 79.614 554*
Fresh oregano-ethanol 1211% 70.63¢ 15.75° 80.325< 551
Dried oregano-ethanol 1.197% 71,12% 15.55* 80.81% 5.54*
Fresh rosemary-ethanol 0.566% 69.46° 15.57° 80.510< 5.75°
Control 1.086° 73477 16.17* 81.41° 5.70°

Temperature (°C) 20 1831° 67.28° 16.42* 79.42° 5.99*
4 0.452° 74.61° 1497° 80.43* 5.64*

Initial oxidation High 1.459* 7227 15.03° 81.44° 6.40°
Low 0.824" 69.61° 1636* 7841° 524

Time (h) 0 0.040° N3z 16.21* 77.60° 5.50°
24 L1 69.97° 15.80° 78.56° 6.78°
48 1.760° 71.15* 15.59° 81.40° 5.50*
72 1.649° 71.28* 1517 82.13* 552

° Same letter in a column means non-significant difference.
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Fig. 2. TBARS of pork batters with oregano and rosemary extracts.

phenol concentration (0.2223 mg/mL) (Table 3), it did not act as an
antioxidant. The prooxidant effect was possibly due to the forma-
tion of free radicals from fatty acid oxidation. In addition, the pres-
ence of rosmarinic acid in high concentrations increases the
propagation rate, due to the formation of quinines through hydro-
xyl group oxidation reactions. Conversely, carnosic acid and carno-
sol are more stable as they contain an isopropyl radical in the
phenol ring. The hydrophilic character of rosmarinic acid results
in its solubilization in the batter continuous aqueous phase; there-
fore interactions between rosmarinic acid and hydroperoxides at
the interface rarely occur. Hydroperoxides, on the other hand,
can interact with catalysts, such as Fe?*, in the continuous phase
(Kulii¢, Dragovic-Uzelac, & Milo3, 2006).

In spite of having lower phenol concentration than ethanol
dried oregano extracts (Table 3), rosemary extracts are more effi-
cient in reducing TBARS values (Table 4). Therefore, antioxidant
activity did not depend only on total phenol concentration, but also
on their polarity and molecular structure.

Treatments with ethanol rosemary extracts gave the lowest L-
values (the darkest samples) (mean value=69.46) (Table 4)
(Fig. 3), it was significantly different to other treatments (P<
0.001); this effect was more noticeable in samples stored at
20 °C. On average, L-values for all samples were significantly high-
er in those stored at 4 °C than at 20 °C (L = 74.61 and 67.28, respec-
tively); no significant differences were observed in samples stored
under refrigeration. Sample darkening at 20°C coincided with
higher oxidation values (TBARS = 1.831); whereas low TBARS in
refrigerated samples gave higher L-values (Figs. 2 and 3). There-
fore, lipid oxidation observed as higher TBARS values, was corre-
lated to darker samples (lower L-values). The correlation
coefficients between TBARS and L-values, with respect to tempera-
ture, were r* = 0.382 and 0.707, 4 and 20 °C; with respect to initial
oxidation, these coefficients were r* = —0.713 and —0.871, high and
low initial oxidation, respectively. Therefore, a higher correlation

(negative) was observed for L versus TBARS values with respect
to initia] oxidation conditions; as oxidation increased (as TBARS),
lightness decreased (samples became darker). Conversely, storage
temperature gave a low positive correlation (12 < 0.40).

Chroma (colour intensity) showed a significant (P<0.001)
decreasing trend with time (Table 4). Non-significant differences
(P>0.01) were observed among treatments, except for ethanol
rosemary extracts. Chroma values were similar for all treatments
throughout time, except for high initial oxidation samples stored
at 20 °C (Fig. 4) Correlation coefficients for TBARS versus chroma
in samples stored at 4 and 20 °C were r* = —0.922 and —0.678,
respectively. These results were in agreement with Sdnchez-Esca-
lante, Djenane, Torrescano, Beltrdn, and Roncales (2003) who re-
ported that myoglobin and oxymyoglobin oxidation to brown
metmyoglobin is associated with reduction in reddish colour
(higher hue values) and lower chroma. Hue showed an increasing
trend in samples stored at 20 °C (Fig. 5), i.e. samples became less
red as time increased. At 4 °C, hue varied within a narrow range
in low initial oxidation samples; in high initial oxidation samples,
hue had a wider variation. Low values (more reddish samples)
were observed for batters with added ethanol dried oregano ex-
tracts. Red colour in meats is related to reduced iron (Fe?*), result-
ing from several factors preventing oxidation. According to Kroll
and Rawel (2001), phenol acids oxidize to quinones that, in turn,
react with lysine, cystein, methionin and tryptophan in the myo-
globin molecule. This reaction promotes myoglobin polymeriza-
tion, exposing the heme moiety. The more hydroxyl groups, the
more reactive the phenol compound; rosmarinic acid has four phe-
nol groups, whereas carnosic acid and carnosol have two; hence,
rosmarinic acid is more reactive. As dried oregano had the highest
total phenol concentration, this was an efficient antioxidant, pre-
venting red heme-pigments undergoing oxidation to brown met-
myoglobin. TBA vs. hue correlation coefficients at 4 and 20°C
were r*=-0.889 and -0.686, respectively, meaning that the
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higher the TBARS values the lower the hue (the more reddish the
batter). Significant differences were observed among days
(P <0.001), as colour became less red on storage.

4, Conclusions

Ethanol oregano extracts contain high concentrations of phe-
nols, especially rosmarinic acid, although, high phenol concentra-
tion did not correlate with high antioxidant activity. Its effect on
lipid and myoglobin oxidation is also related to the extraction
and solvent used, the structure of the antioxidant compound, stor-
age temperature, and initial oxidation state of the sample. Rose-
mary extracts showed more efficient antioxidant activity
compared to oregano extracts, although ethanol dried oregano ex-
tract also showed good antioxidant effects on meat batters. The
high antioxidant capacity could also be due to a number of uniden-
tified active compounds that can act as antioxidants; therefore, it is
possible that synergism occurs. Phenols are more active when
present in mixtures, as those with higher activity easily undergo
oxidation, whereas the less reactive phenols regenerate the more
active. Rosmarinic acid is more polar than camosic acid and carno-
sol, therefore it was mainly located in the continuous aqueous
phase; carnosic acid and carnosol, with lower polarity, was located
at the waterj/oil interface where they inactivate free radicals, avoid-
ing hydroperoxide breakdown. Pigment oxidation was mainly due
to myoglobin reacting with quinones, formed by hydroxyl oxida-
tion of rosmarinic acid, carosol and carnosic acid.
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