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I. INTRODUCCION

El término carne se utiliza para definir todas las partes de los animales de abasto
que sirven como alimento al hombre, una vez que ya fue sacrificado el animal. El
hombre ha empleado durante muchos siglos los tejidos animales como alimento y
actualmente se ha buscado métodos que controlen la cantidad y la uniformidad del
producto final. Esto ha llevado a investigar las causas de variacion de la calidad de
la carne con miras a una mejora, de ahi la importancia de la evaluacion de la
calidad de la carne que puede ser definida como el conjunto de caracteristicas que
le da al producto carnico un mayor grado de aceptacion y un mayor precio frente a

los consumidores o frente a la demanda del mercado (Suman y Joseph, 2013).

No existe una definicion simple de calidad de carne usada actualmente. La calidad
de la carne es una combinaciéon de medidas subjetivas y objetivas, las cuales
varian entre los mercados, particularmente en los mercados internacionales.
Algunas de estas medidas mas comunes usadas en la determinacion de calidad
de carne son: color, pH, capacidad de retencion de agua, terneza y grasa
intramuscular (marmoleo). A medida que la industria establece patrones mas
rigurosos sobre la calidad de carne, esta se torna mucho mas importante para

todo el segmento de produccién de animales (Mancini y Hunt, 2005).

Por el momento, los factores mas importantes y practicos que determinan la
calidad de la carne en los animales de abasto son el color y el pH, que son
utilizados para determinar las categorias de calidad. Otra cualidad de calidad son
los atributos sensoriales, estos son las caracteristicas que percibimos por los
sentidos en el momento de la compra o del consumo y que influyen en nuestra
satisfaccion personal (color, textura, terneza, jugosidad, sabor y aroma). La
mayoria de las cualidades que presenta la carne son inherentes al animal y a su
sistema de produccién. La carne es el resultado de una gran cantidad de factores
intrinsecos y extrinsecos que han sido ampliamente estudiados; con respecto a los

factores extrinsecos, uno de los mas influyentes es la nutricion, donde la calidad y



composicion nutricional de los ingredientes y su formulacion en las dietas de los
animales monogastricos determina una calidad diferenciada de la carne (Mancini y
Hunt, 2005).

La alimentacion es el principal factor que afecta la calidad de los productos de
ovinos (leche y carne). Se necesitan encontrar las estrategias de alimentacion
utiles para aumentar los niveles de acidos grasos saludables (FA), como el acido
linoleico conjugado y el acido graso omega-3, en la leche y la carne en la dieta
humana. La adicion de suplementos ricos en aceites, el nivel y la calidad del
forraje parecen ser herramientas valiosas para influir en la composicion de acidos
grasos de la leche y la carne. También se discute el uso de recursos alimenticios
alternativos, ricos en compuestos fendlicos, en las dietas de ovinos y sus efectos

sobre la composicion FA de la carne y la estabilidad oxidativa (Manso et al., 2016).

Se ha demostrado que la calidad de la carne se ve modificada por la inclusion de
ingredientes, sobre todo, con alto contenido de acidos grasos insaturados en la

dieta de animales de interés zootécnico (Hernandez, 2016).

En este sentido, se han realizado pocas investigaciones en las que han utilizado
subproductos de aguacate como un ingrediente no convencional en la dieta de
algunas especies animales (cerdos, ovinos, aves) destinados al consumo humano,
reportando en la mayoria efectos en digestibilidad y evaluacion de parametros
productivos, pero pocos hacen referencia a la modificacion de la calidad de la
carne hacia parametros mas nutritivos y saludables por la inclusion de aguacate
en la dieta (Skenjana et al., 2006; Grageola, 2009; Franquez, 2013; Van Ryssen et
al., 2013; Hernandez-Lopez et al., 2016).

En Nayarit, se acondiciona y selecciona el fruto del aguacate para su venta a los
mercados locales y se destina la mayor parte para exportacion; sin embargo,
alrededor de 54% de la produccién son desperdiciadas. Lo anterior se debe a que

el producto no cumple con normas de exportacion o perece por mal manejo a lo



largo de su trayecto desde las huertas a las empacadoras. Los expertos locales
estiman en términos conservadores, que mas del 10% de la produccion de
aguacate no tiene un uso alguno y son desechados como basura (Avilés-Rios,
2009; FAO, 2014).

Estos frutos a pesar de no cumplir con esos parametros de calidad para su venta
al publico consumidor, conservan todas sus caracteristicas y pueden ser

aprovechados para otros fines (Franquez, 2013).

El Estado de Nayarit es uno de los principales productores de aguacate del Pais,
siendo Xalisco y Tepic, los municipios con mayor produccién y con un numero
considerable de empresas empacadoras que acopian, seleccionan y comercializan
los frutos que cumplen con los requisitos de calidad para su venta al publico; sin
embargo, durante los procesos de seleccion de los frutos, quedan muchos que no
cumplen con esos estandares y tienen que ser desechados. Estos aguacates a
pesar de ser considerados como desecho por las compafias empacadoras, solo
presentan alteraciones o deficiencias fisicas, pero conservan todas las cualidades
nutritivas y bioactivas que caracterizan al fruto; en este sentido, los aguacates de
desecho pueden ser aprovechados como ingrediente en la dieta de animales de
interés zootécnico y mejorar los parametros productivos, la calidad nutritiva y

sensorial de los productos de origen animal.



1.1 Hipoétesis
La adicion de harina de aguacate como ingrediente en la alimentacion de ovinos,
modificara la regulacién genética del metabolismo de lipidos expresando en la

carne una mejor calidad nutritiva y sensorial.

1.2 Objetivo general
Evaluar la expresiéon de genes involucrados en el metabolismo lipidico y sus
efectos en la calidad de la carne al utilizar harina de aguacate como ingrediente en

la dieta de ovinos.

1.2.1 Objetivos especificos
e Evaluar la estabilidad oxidativa del color y lipidos en carne de ovinos
alimentados con harina de aguacate como ingrediente en la dieta.
e Evaluar las propiedades sensoriales de carne de ovinos alimentados
con harina de aguacate como ingrediente de la dieta.
e Evaluar el efecto del uso de aguacate, como ingrediente en la
alimentacién ovina, en la expresion y regulacién de genes relacionados

con el metabolismo lipidico y su impacto en la calidad de la carne.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 El aguacate y su uso en la alimentacion animal

El arbol del aguacate pertenece a la familia lauraceae y se clasifica como Persea
americana. Es nativa del centro de México, son plantas exéticas que son rapidas
para crecer, de hoja perenne con masas de hojas verde oscuro. El aguacate tiene
forma de huevo o esférica, cuya carne tiene la consistencia de la mantequilla firme
y gran sabor cuando estd maduro. Es una conviccion firme vincular la alimentacion
y la salud. Asi, los alimentos que sanan o previenen la enfermedad deben ser

primordiales de la alimentacion (Gouegni y Abubakar, 2013).

El aguacate (Persea americana Mill.) es una de las pocas frutas cultivadas que
contienen grandes cantidades de acidos grasos insaturados (Soliva et al., 2011).
Las altas concentraciones de acidos grasos monoinsaturados y otros fitoquimicos
considerados como compuestos bioactivos, hacen del aguacate una fruta muy
saludable y nutritiva (Yahia y Woolf, 2011).

En cuanto al contenido de minerales, el aguacate es especialmente rico en
potasio, magnesio y bajo en sodio (Pérez et al., 2005; Azizi y Najafzadeh, 2008).
Debido a su potencial nutritivo, el aguacate es conocido por ser una excelente
fuente de acidos grasos insaturados, tocoferoles y otros fitoquimicos con efectos
bioldgicos positivos (Wang et al., 2010).

Se han realizado numerosas investigaciones donde han centrado a los
subproductos del aguacate como fuentes de acidos grasos o esteroles de interés
biolégico (Werman y Neeman, 1986) o en la presencia de compuestos fendlicos y
pigmentos con actividad antioxidante (Lu et al., 2009; Wang et al., 2010; Villa-
Rodriguez et al., 2011; Rodriguez-Carpena et al., 2011). Recientemente se
reporté que los extractos de semillas o cascara de aguacate muestran capacidad

captadora de radicales libres y una alta actividad antioxidante; conjuntamente se



reporta una excelente actividad antimicrobiana (Rodriguez-Sanchez et al., 2013;
Calderon et al., 2016).

El analisis del extracto de los frutos de aguacate revelé la presencia de
cantidades considerables de vitaminas A, By, C, K, acido fdlico, luteina,
zeaxantina, coenzima Q10 y beta-caroteno. Cuando se administraron extractos de
frutos de aguacate de manera experimental a ratas Winstar para estudios de
toxicidad aguda, los animales no mostraron ningun signo de toxicidad incluso
cuando se administraron dosis grandes. Se encontré que el extracto disminuyo
significativamente (p <0.05) la actividad de las enzimas hepaticas y cardiacas en
los animales tratados en comparacion con el testigo. El extracto disminuyé el
colesterol total (TC) en un 37.97%, triglicéridos en 37.87%, lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) en 47.41%, lipoproteinas de baja densidad (LDL) en 59.57%
y al mismo tiempo aumenté las lipoproteinas de alta densidad (HDL) en un 3.64%.
El extracto también disminuy6 el tiempo de protrombina (PT). Estos resultados se
discuten como preventivos y posibles valores curativos de este extracto como
potencial inhibidor de las enfermedades cardiovasculares y en el la regulacion del
tiempo de coagulacién de la sangre debido a su importante contenido de vitamina
K (Gouegni y Abubakar, 2013).

Con una produccion historica de casi dos millones de toneladas de aguacate en el
afio 2017, México se consolida como el principal generador de este fruto a nivel
mundial, con presencia en mercados de Europa, Asia, Australia, asi como en
Norte, Centro y Sud América, por mas de 2,710 millones de ddlares de enero a
noviembre (SAGARPA, 2017).

A nivel nacional, Michoacan es el mayor productor, los cuales son de excelente
calidad; por lo que casi todos se destinan a la exportacion principalmente a paises
como Francia, Canada, Japén y Estados Unidos de Norteamérica. Por su parte,
Nayarit es un importante productor nacional, con una produccion de 39,148.73 ty
son los municipios de Xalisco y Tepic los mayores productores de aguacate, la



variedad Hass es la que se exporta como se puede observar en la Figura 1
(SAGARPA, 2017).
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Figura 1. Frutos de aguacate (Persea americana Mill) variedad Hass.

Debido a los atributos benéficos del aguacate, en algunos trabajos se ha
propuesto la adicién de aguacate en la dieta de animales (Skenjana et al., 2006;
Grageola, 2009; Franquez, 2013; Van Ryssen et al., 2013; Hernandez, 2016).

En un trabajo reportan que se alimentaron borregos a base del residuo posterior a
la extraccion del aceite de aguacate y aceite de macadamia; se concluy6 que la
harina de aguacate residual de la extraccion del aceite, aun sin el aceite, se
consideré6 con una alta degradabilidad y se sugiri6 su uso para raciones

econdomicas, como una fuente de energia para rumiantes (Skenjana et al., 2006).



La carne ovina es un producto de importancia mundial, esta se obtiene de una
amplia gama de sistemas de produccion que pueden determinar la calidad
muscular, la composicién de la carne y las caracteristicas nutricionales; ademas,
aporta una buena cantidad de vitaminas, minerales y acidos grasos
poliinsaturados esenciales. La cria de animales y la nutricion animal como en este
caso el uso de harina de aguacate, juegan un papel importante en la mejora de los
rasgos de calidad de la carne de borregos, garantizando con ello que éstos se
conserven hasta el consumo sin perder sus cualidades, en conjunto con un buen
procesamiento, como se observa en la Figura 2 'de la granja a la mesa'

(Ponnampalm et al., 2016).

Figura 2. Borregos de raza Pelibuey en sistema estabulado.

2.2 Calidad de la carne

Desde una perspectiva bromatoldgica, la carne es el resultado de la
transformacion del tejido muscular de los animales de abasto a través de una serie
de procesos fisico-quimicos y bioldgicos que se suceden tras la muerte del animal.
La carne estd compuesta por la parte blanda y comestible de distintas especies

animales y estd formada principalmente por los tejidos muscular, adiposo y



conjuntivo. Los componentes mayoritarios de la carne son agua (65-80%),
proteinas (16-22%) lipidos o grasa (3-13%) y en menor proporcion sustancias
nitrogenadas no proteicas, glucdégeno, acido lactico, minerales y vitaminas
(Cambero et al., 2005).

El sabor es la impresion sensorial detectada por el gusto y el olfato, este es un
factor importante para determinar la calidad de la carne y la decision de compra
del consumidor. El sabor de la carne es caracteristico de las sustancias volatiles
producidas como resultado de reacciones térmicas. Los factores como raza, sexo,
edad, alimentacion, junto con tratamiento pre y post morten son los que

determinan la calidad de la carne (Issa et al., 2015).

En general, cuando se hace referencia a la calidad de la carne, inmediatamente se
piensa en variables como suavidad, color, jugosidad, sabor, aroma y vida util.
Entre los atributos que mas influyen en la satisfaccién del consumidor destacan la
suavidad de la carne (terneza), la jugosidad y el sabor de la carne cocida. Todas
estas caracteristicas se logran durante el proceso de produccion al buscar
ajustarse a las expectativas del consumidor final. Este proceso va desde la
engorda del ganado hasta la comercializacion de los productos obtenidos en la

forma en que el consumidor los requiera (Ledn y Carrasco, 2012).

2.2.1 Antioxidantes en la carne

La carne es una fuente de nutrimentos, es un alimento que proporciona alta
calidad de proteinas, minerales, vitaminas y muchos otros micro nutrimentos. El
consumo de carne, en particular de la carne roja (carne de res, cerdo y cordero),
se remonta a la antigledad y por lo general sigue siendo un estilo de vida
dominante ya que es nutricionalmente indispensable en la sociedad moderna. Sin
embargo, a pesar de los abrumadores beneficios nutricionales, el consumo de
carne roja y grasa animal se ha relacionado con enfermedades coronarias y varios
tipos de cancer. Por el mecanismo subyacente de la generacion de toxinas

(carcindégenos y mutagenos) por procesos oxidativos durante el almacenamiento o



las operaciones como el curado, el ahumado, la fermentacion y el tratamiento
térmico (McAfee et al., 2010).

Los recientes avances en la investigacidon antioxidante han permitido a los
cientificos de la carne pensar en la posibilidad de mitigar las toxinas quimicas de
los productos carnicos mediante diferentes estrategias, por ejemplo, condiciones
de tratamiento térmico para reducir la formacién de toxinas, bioaccesibilidad,

tecnologia de restriccion e intervenciones antioxidantes (Engel et al., 2015).

Este ultimo es de particular interés porque se cree que muchas de las reacciones
involucran radicales libres en los que las especies reactivas de oxigeno (ROS)
estdan particularmente implicados. Los antioxidantes mayormente actuan
estabilizando un radical libre a través de la donaciéon de un electron, o bien, de un
atomo de hidrogeno; ciertos antioxidantes pueden actuar inhibiendo la formacion
de especies pro-oxidantes favoreciendo la remocion de tales especies o bien
facilitando la reduccion de aquellos sustratos bioldgicos que hayan sido ya blanco
de oxidacién. Mientras que los antioxidantes sintéticos, tal como hidroxianisol
butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), galato de propilo (PG) vy
butilhidroquinona terciaria (TBHQ), se han utilizado durante mucho tiempo para
inhibir la destruccién que causa o puede causar la muerte por envenenamiento
inducida por la oxidacidn. Se sabe que los antioxidantes sintéticos cuando se
aplica en alta dosis pueden ser cancerigenos, aunque hay mucha menos
evidencia documentada indicando los efectos adversos de los antioxidantes
naturales. No solo los antioxidantes naturales son capaces de neutralizar los ROS
reduciendo por lo tanto la probabilidad de formacion de toxinas; si no que, cuando
se utilizan en la formulacion del producto, también podrian aumentar los
antioxidantes existentes, incluso, si la carne no esta sometida a un tratamiento

extensivo (Balogh et al., 2000).
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Este beneficio afiadido de salud y nutricion podria ser una ventaja distintiva de los
antioxidantes naturales aplicados al procesamiento de la carne ya que los cambios
en la carne, estan bajo creciente escrutinio debido a los efectos genotdxicos
potenciales. Los agentes fisicos (temperatura, luz ultravioleta, radiaciones
ionizantes, radiaciones electromagnéticas, etc.) o productos quimicos (agentes
alquilantes, acridina, oxidantes, agentes redox, epoxidos alifaticos, etc.) son
capaces de alterar la informacién genética celular; Por lo tanto, la tendencia
industrial actual se ha desplazado hacia los antioxidantes naturales derivados de
diversas plantas que son ricos en polifenoles que eliminan los radicales (Shahidi et
al., 1992).

En el aguacate existe la presencia de compuestos fendlicos y pigmentos con
actividad antioxidante (Lu et al., 2009; Wang et al., 2010; Villa-Rodriguez et al.,
2011; Rodriguez-Carpena et al., 2011).

En forma natural, hay sustancias que evitan la autooxidacion, como la lecitina, los
tocotrienoles y los tocoferoles (vitamina E). También el pigmento carnico dinitrosil
ferrocromo en la carne de cerdo actua como antioxidante. Los derivados de las
reacciones de Maillard (carbonilos reductores) inhiben la oxidacion de la carne.
Los antioxidantes sintéticos son propiamente donadores de protones, no detienen
la formacion de radicales si no que reaccionan con ellos, los estabilizan vy

producen radicales antioxidantes menos activos (Stauffer, 1996).

También se han desarrollado antioxidantes de origen natural a partir de la
hidrdlisis enzimatica de la proteina (péptidos) y la reticulacion de pequefias
moléculas en antioxidantes anfifilicos (son aquellas moléculas que poseen un
extremo hidrofilico, es decir, que es soluble en agua y otro que es hidréfobo, lo
cual significa que rechaza el agua) adecuados para la interfase en emulsiones,

espumas, etc. (Elias et al., 2008; Xiong, 2010).
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Las frutas en general son buenas fuentes de antioxidantes. Las manzanas,
arandanos, ciruelas, uvas y granadas tienen concentraciones relativamente altas
de flavonoides. Se han preparado purés y extractos de estas frutas para usos
industriales y su actividad antioxidante ha sido bien documentada (Brewer, 2011;
Shahidi et al., 2015; Karre et al., 2013).

Este beneficio afiadido de salud y nutricion podria ser una ventaja distintiva de
antioxidantes naturales aplicados al procesamiento de la carne y también las
estrategias antioxidantes, incluyendo las aplicadas en la alimentacion a los
animales para aumentar la reserva de antioxidantes en el tejido muscular y las
formulaciones de productos carnicos, para mejorar la salud y los beneficios
nutricionales de la carne y de los productos céarnicos. El enfoque esta en la
inhibicion de la formacion de toxinas y la mejora del estado nutricional de
productos carnicos por antioxidantes naturales. En algunos trabajos se analizo el
potencial antioxidante y los efectos de varios zumos de frutas y extractos de
plantas en aves de corral; otros, revisaron el papel protector de varios extractos
vegetales en la estabilidad oxidativa de la carne. Algunos describen las tendencias
recientes en el uso de antioxidantes naturales para la carne, su calidad y
proteccion de los productos carnicos (Karre et al., 2013; Shah et al., 2014; Kumar
et al., 2015).

Los antioxidantes naturales se producen en las células vivas para mantener un
delicado balance de oxidacion-reduccidon en el proceso de metabolismo de
nutrimentos y la funcién inmune. Tras el estrés oxidativo, los antioxidantes
reaccionan con especies radicales y no radicales para iniciar mecanismos de
defensa para la proteccion tanto de componentes intracelulares como
extracelulares. El reino vegetal es la fuente mas abundante de antioxidantes, que
es rica en especias, hierbas y aceites esenciales utilizados en productos carnicos
para usos organolépticos. Ciertas frutas y verduras son también buenas fuentes

de antioxidantes y otros fitoquimicos, muchas de las hojas de los arboles, aunque
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no se utilizan para aromatizar, son también buenas fuentes de compuestos

fendlicos (Jiang y Youling, 2016).

Para los animales productores de carne, los antioxidantes naturales anadidos a los
alimentos no solo pueden mejorar la estabilidad oxidativa y las propiedades
organolépticas, sino que también pueden mejorar el valor nutricional de los
productos carnicos. Recientemente, ha aumentado el interés por complementar
los piensos con extractos de plantas antioxidantes o materiales vegetales
antioxidantes crudos para impulsar el valor nutricional de la carne para beneficiar
la salud de los consumidores (Kasapidou et al., 2012; Lynch et al., 1999; Phillips et
al., 2001).

2.3 Estabilidad oxidativa de la carne

Los mercados a los que se destinan los productos carnicos presentan exigencias
especificas en cuanto a la calidad sensorial de los mismos, consecuentemente el
conocimiento de la estabilidad oxidativa de estos es crucial para garantizar su
calidad organoléptica. Desde el punto de vista nutricional, la oxidacion lipidica
puede mermar sustancialmente componentes fundamentales de la carne; asi, la
oxidacion lipidica esta relacionada con la disminucién en el aporte de acidos
grasos esenciales, de vitaminas sensibles a los procesos oxidativos, como la
vitamina E y A o el acido ascorbico; asi como con la pérdida de aminoacidos
esenciales, los productos de oxidacién de los lipidos pueden interaccionar con
ellos produciendo cambios en su estructura. Otro factor fundamental relacionado
con la oxidacién de los lipidos, es la formacién de productos toxicos o con efectos
bioldgicos adversos durante los procesos tecnoldgicos o durante su conservacion
(Garcia-Cruset et al., 2002; Leonarduzzi et al., 2002; Petrén, 2002).

En las personas sanas, la mayoria de los acidos grasos consumidos en la dieta

estan disponibles para los tejidos a través de procesos eficientes de digestion,

absorcidn y deposicion (Calder, 2015).
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Ademas de ser una importante fuente de energia en el cuerpo humano, los acidos
grasos tiene otros papeles bioldgicos, incluida la regulacion de la estructura y
funcién de la membrana celular, regulacién de vias de sefalizacion intracelular,
actividad de factores de transcripcion, expresion génica y regulacion de la
produccion de mediadores lipidicos bioactivos. El acido linoleico conjugado es un
tipo de acido graso trans-isomérico que ha demostrado tener diversos efectos
beneficiosos para la salud. La forma estructural natural mas comun de &cido
linoleico conjugado es la configuracién isomérica 9c (cis), 11t (trans); que se
encuentra comunmente en los tejidos y leche de los rumiantes, se forma a partir
de la isomerizacion del acido linoleico por las bacterias ruminales Butyrivibrio
fibrisolvens (Calder, 2015).

En el pasado, cientificos y comunicadores describieron los efectos biologicos y los
impactos en la salud de los acidos grasos basados en grupos es decir, acidos
grasos saturados (SFA), acidos grasos monoinsaturados-cis (c-MUFA), acidos
grasos monoinsaturados-trans (t-MUFA), acido graso linoleico conjugado (CLA),
acido graso CLnA, acidos grasos poliinsaturados n-3 PUFA y n-6 PUFA. Sin
embargo, las investigaciones recientes han demostrado que cada uno de los
acidos grasos individualmente o dentro de un grupo/clase tiene diferentes

acciones y efectos (Calder, 2015; Mapiye et al., 2015; Vahmani et al., 2016).

La oxidacidn de musculos y productos carnicos es una preocupacion principal
entre los tecndlogos de alimentos, se considera una causa importante de deterioro
en la calidad de los alimentos musculares. La degradacion oxidativa de los acidos
grasos implica varios mecanismos moleculares que conducen a la generacion de
precursores ricos en oxigeno de radicales libres reactivos que propagan la
cadena. Inicialmente, el oxigeno ataca el doble enlace en acidos grasos para
formar enlaces de peroxido; por lo tanto, los fosfolipidos musculares, que
contienen un alto contenido de acidos grasos insaturados (principalmente los
acidos linoleico y araquidonico), son particularmente susceptible a la oxidacion. De
hecho, la susceptibilidad de los componentes musculares a la oxidacion y el
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deterioro se debe principalmente a las altas concentraciones de acidos grasos
insaturados y a los pigmentos heme y catalizadores metalicos. La presencia de
antioxidantes en la dieta de animales puede retardar la oxidacion y conservar las

propiedades fisicoquimicas de la carne (Estévez et al., 2008).

En el pasado se ha estudiado el efecto de adicionar vitamina E y selenio como
antioxidantes en la carne con resultados alentadores. Sin embargo, su elevado
costo representa una limitante en su uso, por lo que recientemente se ha referido
al uso de otras fuentes de antioxidantes, como es el caso de los taninos, que ha
sido reportado que ejerce un efecto antioxidante en la carne (Priolo y Vasta, 2007;
Luciano et al., 2009).

También se estan utilizando compuestos fendlicos y polifendlicos presentes en las
plantas que son de gran interés debido a sus propiedades antioxidantes. Cuando
se anaden a los alimentos controlan el desarrollo de la rancidez ya que retardan la
formacion de productos de oxidacién que algunos pueden llegar a ser toxicos,
mantienen la calidad nutricional y extienden la vida util de los productos carnicos
(Rodriguez-Carpena et al., 2011; Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

Desde hace décadas existen numerosas evidencias cientificas sobre la mejora de
la estabilidad oxidativa de la carne mediante la incorporacion de antioxidantes
ingeridos en la dieta, ya sean afadidos en el alimento u obtenido de los recursos
naturales (Cadenas et al., 2006; Andersen et al., 2003; Cava et al., 2003).

Estas mejoras en la estabilidad oxidativa de la carne adquieren una mayor
importancia cuando los animales son alimentados con dietas ricas en acidos
grasos monoinsaturados o poliinsaturados, como consecuencias de estrategias
que tienen como objetivo mejorar las caracteristicas tecnoldgicas y especialmente

nutricionales de la carne (Cava et al., 1997; Andrés et al., 2008).
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Sobre los atributos que dan los antioxidantes en la calidad de la carne
Hanczakowska et al. (2015), encontraron que al incluir los antioxidantes en la dieta
se mejord significativamente la estabilidad oxidativa, disminuyo el colesterol y

aumento la cantidad de acidos grasos poliinsaturados en la carne de cerdos.

La evidencia de estudios recientes sugiere que los radicales libres son los
responsables de la formacion de toxinas y los antioxidantes han demostrado ser
prometedores para mitigar los riesgos quimicos de los productos generados. Por
lo tanto, las implicaciones de la oxidacion de lipidos y de las proteinas en la
calidad de la carne, en la nutricion, en la seguridad y las propiedades
organolépticas se deben tomar en cuenta; por eso, se proponen algunas
estrategias de produccion animal y procesamiento de carne en las que se
incorporan antioxidantes naturales para mejorar los beneficios nutricionales y de
salud de la carne. La aplicacion de los antioxidantes naturales mezclados o
purificados para eliminar o minimizar la formacion de carcinbgenos para la
seguridad quimica de las carnes cocidas y procesadas es uno de los retos

actuales (Jiang y Youling, 2016).

2.3.1 Estabilidad oxidativa del color

Es mas importante para el color el "estado fisico" de las proteinas que la cantidad
de pigmento; por tanto, manteniendo la oximioglobina o reduciendo la
metamioglobina (MetMb) se puede extender la vida util de la carne fresca. En este
sentido ha resultado mas interesante, a efectos de la medicion del color, la
utilizacién de tecnologias para prolongar la vida media del color de la carne fresca.
La industria de la carne ha reconocido la importancia de la estabilidad del color,
por lo que se han establecido distintas estrategias para conservar el color
deseable en la carne y productos carnicos. Una de ellas son las recientes
innovaciones para modificar la atmdsfera de envasado y los recubrimientos,
surgidos de la necesidad de extender la vida media de la carne. En este sentido,
han realizado investigaciones sobre el uso de peliculas protectoras (Kuuliala et
al., 2015).
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También se ha probado el uso de extractos de origen vegetal con potencial
antioxidante aplicado a la carne o productos carnicos con el objetivo de retardar la
pérdida del color rojo de la carne (Rodriguez, 2011; Hanczakowska et al., 2015).

Otra estrategia empleada para retardar la formacion de MetMb en la carne, es la
utilizacién de distintos compuestos antioxidantes en la dieta de animales de
abasto. En este sentido, se ha reportado que la suplementacion de tocoferoles o

compuestos fendlicos de productos del reino vegetal en la dieta de cerdos
(Gerber et al., 2006; Inserra et al., 2015) y ovinos (Urrutia et al., 2015; Zong et al.,
2015).

2.3.2 Analisis de la oxidacion lipidica

Los procesos de oxidacion lipidica son uno de los principales factores que
deterioran la calidad de la carne y productos carnicos, debido a que reduce su vida
util, su calidad nutricional y sensorial promoviendo la generacion de compuestos

potencialmente toxicos para la salud del consumidor (Andersen et al., 2003).

De igual modo, la oxidacion de los lipidos puede modificar sensiblemente las
caracteristicas del color de la carne y los productos carnicos, como consecuencia
de la relacién existente entre la oxidacion y la conformacién quimica de los
pigmentos heminicos. En este sentido, los radicales libres originados durante la
oxidacion de los lipidos pueden actuar como pro-oxidantes favoreciendo la
formacién y acumulacion de metamioglobina, que no es deseable desde el punto

de vista del color de la carne (Gray et al., 1996; Frankel, 1998).

Uno de los principales efectos adversos de la oxidacién de los lipidos es la
alteracién del aroma y del flavor de los alimentos, debido principalmente a la
generacion de los productos secundarios de oxidacion, principalmente
compuestos volatiles con connotaciones rancias. Los productos de oxidacion
secundarios de la oxidacién lipidica se forman a partir de la descomposicion de los

hidroperoxidos de los acidos grasos. Como se ha indicado anteriormente, la
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descomposicion de estos compuestos primarios de oxidacidn genera una gran
variedad de compuestos secundarios, algunos volatiles y otros no (Ganhao et al.,
2011).

Los lipidos de los alimentos son susceptibles a la oxidacién y como tales, se
requieren protocolos analiticos para medir su cantidad y calidad. Existen muchos
métodos analiticos para medir el estado oxidativo de la carne y productos
carnicos, que van desde evaluaciones sensoriales simples hasta métodos
quimicos mas complejos. Los métodos quimicos pueden clasificarse en dos
grupos de acuerdo a lo que miden; cambios oxidativos primarios y oxidacion
secundaria que es la determinacion de productos de oxidacion secundaria

precedente de la oxidacion primaria (Estévez et al., 2008).

El indice del acido tiobarbiturico (TBA) ha sido tradicionalmente la técnica analitica
mas utilizada para determinar estos compuestos secundarios de la oxidacion de la
carne y los productos carnicos. Este método analitico evalua la extensién de la
oxidacion lipidica en funcion de la cuantificacién del compuesto malondialdehido
(MDA) y otros compuestos similares denominadas en su conjunto sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (Ganh&o et al., 2011).

El grado de oxidacion de los lipidos en los alimentos musculares se determina
comunmente mediante el seguimiento de MDA, la prueba de TBA es una técnica
colorimétrica en la que se mide la absorbancia de un cromégeno rojo formado
entre TBA y el MDA. ElI MDA se considera la principal sustancia reactiva al TBA,
aunque otros productos de oxidacién tales como los a- y B-insaturados (por
ejemplo, 4-hidroxialquenales) y ciertos compuestos no volatiles no identificados,
son los precursores de estas sustancias; por esta razén, este se conoce como el
método TBA-RS. La reaccién con TBA se produce por ataque de la forma
monoendlica de una molécula de MDA sobre los grupos metileno activos de dos
moléculas de TBA con las eliminaciones de dos moléculas de agua, dando lugar a

la formacion de un complejo de color rojo con un maximo de longitud de onda de
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532-535 nm. La intensidad de la absorbancia a esta longitud de onda esta
relacionada con la concentracion de acido MDA. TBA ha sido ampliamente
utilizado como un reactivo para la medicidon colorimétrica de MDA debido a la
estabilidad y el alto coeficiente de extincion molar del aducto a 532 nm (Estévez et
al., 2008).

2.4 Evaluaciones sensoriales de la carne

Aplicando una definicion general se puede decir que la evaluacidon sensorial es
una disciplina cientifica para provocar, medir, analizar e interpretar reacciones
ante aquellas caracteristicas de alimentos y materiales percibidas por los sentidos
de la vista, el olfato, el sabor, el tacto y el oido. La evaluacion sensorial se realiza
con fines muy precisos: valorar el nivel de satisfaccion de los consumidores antes
de comercializar un producto alimenticio; verificar la similitud o la diferencia entre
dos alimentos; medir, del mismo modo que un instrumento, la intensidad de los
atributos sensoriales de los alimentos, describir olores y flavores, entre otros
(Stone y Sidel, 1993).

El analisis sensorial es una disciplina muy util para conocer las propiedades
organolépticas de los alimentos por medio de los sentidos. La evaluacion sensorial
es innata en el hombre ya que desde el momento que se prueba algun producto,
se hace un juicio acerca de él, si le gusta o disgusta, describe y reconoce sus
caracteristicas de sabor, olor y textura. El analisis sensorial se realiza a través de
los sentidos. Para este caso, es importante que los sentidos se encuentren bien
desarrollados para emitir un resultado objetivo y no subjetivo. El analisis sensorial
de los alimentos es un instrumento eficaz para el control de calidad y aceptabilidad
de un alimento, ya que cuando ese alimento se quiere comercializar, debe cumplir
los requisitos minimos de higiene, inocuidad y calidad del producto (Carpenter et
al., 2000).

La herramienta basica o principal para llevar a cabo el analisis sensorial son las

personas, en lugar de utilizar una maquina, el instrumento de medicion es el ser
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humano, ya que el ser humano es un ser sensitivo, sensible, y una maquina no
puede dar los resultados que se necesitan para realizar un evaluaciéon efectiva.
Para llevar a cabo el analisis sensorial de los alimentos, es necesario que se den
las condiciones adecuadas (tiempo, espacio, entorno) para que éstas no influyan
de forma negativa en los resultados, los catadores deben estar bien entrenados, lo
que significa que deben de desarrollar cada vez mas todos sus sentidos para que

los resultados sean objetivos y no subjetivos (Morales, 1994).

En general el analisis se realiza con el fin de encontrar la formula adecuada que le
agrade al consumidor, buscando también la calidad, e higiene del alimento para
gue tenga éxito en el mercado (Sancho et al., 1999).

La evaluacion sensorial aun cuando admita circunstancias naturales, esta
apoyada en conocimientos cientificos y en procesos de aprendizaje que se forman
dia tras dia, con cada una de las practicas realizadas. Entonces la valoracion de
un producto alimenticio se percibe a través de uno, dos o0 mas sentidos. La
percepcion de cualquier estimulo ya sea fisico o quimico, se debe principalmente a
la relacion de la informacién recibida por los sentidos, denominados también como
organos receptores periféricos, los cuales codifican la informacién y dan respuesta
0 sensacion, de acuerdo a la intensidad, duracion y calidad del estimulo,

percibiéndose su aceptacion o rechazo (Anzaldua, 1994).

La evaluaciéon del consumidor se ha utilizado ampliamente en las ultimas décadas
para evaluar la aceptabilidad y calidad de los productos alimenticios, incluida la
carne. Las pruebas afectivas se utilizan para evaluar el gusto del consumidor y sus
preferencias de productos alimenticios. Sin embargo, estos métodos se basan en
medir las respuestas conscientes de consumidores y se ha demostrado a menudo

que son un mal precditor del comportamiento de compra (Torrico et al., 2018).

En un estudio donde se realiz6 analisis sensorial a la carne de oveja se encontro

que los consumidores que prefieren la carne de cerdo usaron términos
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relacionados con defectos sensoriales (por ejemplo, mal sabor, masticable, duro)
para describir la carne de oveja, lo que sugiere que no le gustaban sus
caracteristicas sensoriales. Sin embargo, el otro segmento evalué positivamente el
sensorial y hedoénico. La segmentacion del mercado ha sido identificado como una
estrategia efectiva para aumentar el beneficio de las empresas (Amine y Smith,
2009).

Los estudios que investigan el analisis sensorial de la carne son complejos,
costosos y requieren personal con alta capacitacion y coordinacion, ademas de
muchos participantes para obtener datos representativos (Martinez-Cerezo et al.,
2005).

A pesar de todo, las preferencias del consumidor son, sin duda, uno de los
principales factores que determinan tendencias de compra; sus expectativas y
percepciones se pueden utilizar en estudios para mejorar la calidad de la carne
sobre la evaluacion de los rasgos sensoriales del cordero por los consumidores
(Khan et al., 2015).

La calidad de la carne comprende combinaciones de terneza, jugosidad y sabor a
través de las cuales los consumidores juzgan a la carne; sin embargo, estos
parametros son muy variables (Grunert et al., 2004). En un estudio se reportdé que
los lomos de carne con alto contenido de grasa intramuscular tenian altos puntajes
de terneza, jugosidad y sabor (Jost et al., 1983). Por lo tanto, la cantidad de grasa
intramuscular presente en una carne o producto carnico, puede ser indicador de

aceptabilidad.

2.5 Expresion de genes relacionados con metabolismo lipidico

Estudios epidemiolégicos han sugerido que una ingesta excesiva de acidos grasos
trans-insaturados aumenta el riesgo de enfermedad coronaria. Sin embargo, los
mecanismos de accion de los acidos grasos trans-insaturados en las células

eucariotas siguen siendo poco claros. Se han realizado estudios con levaduras de
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Saccharomyces cerevisiae que pueden crecer utilizando acidos grasos como
unica fuente de carbono, es un modelo simple y adecuado para comprender los
efectos de los acidos grasos trans-insaturados en los niveles molecular y celular.
Se estudiaron los efectos fisioldgicos de los acidos grasos monoendicos A9 cis y
trans de 18 carbonos (acido oleico y acido elaidico) y los resultados obtenidos
revelaron que los dos tipos tienen efectos distintos sobre la expresion de OLEA1,
que codifica la A9 desaturasa y la lipotoxicidad en las células. Los resultados
sugieren que los acidos grasos monoenoicos cis y trans de 18 carbonos ejercen
diferentes efectos fisiolégicos en la regulacion de la expresion génica y el
procesamiento de los acidos grasos en exceso en la levadura (Nakamura et al.,
2017).

La adicion de vitamina E en los concentrados es un método efectivo para reducir
la oxidacién de los productos carnicos y aumentar su vida util. La vitamina E es un
antioxidante lipo-soluble ampliamente usado en las dietas de los animales, siendo
el a-tocoferol su forma mas activa los acidos grasos poliinsaturados omega 3
(AGPI n-3), entre ellos el acido docosapentanoico [DPA, 22:5(n-3)],
eicosapentaenoico [EPA, 20:5(n-3)] y el docosahexanoico [DHA, 22:6(n-3)]
ademas de ser considerados como saludables, estan implicados en una gran
variedad de funciones celulares, incluyendo regulacion génica, fluidez de
membrana y como percusores de varias clases de moléculas senalizadoras. Sin
embargo, debido a su alto grado de instauracién en la cadena alifatica, los AGPI n-
3 son particularmente sensibles a la peroxidaciéon. El a-tocoferol previene esta
peroxidacién, eliminando especificamente los radicales peroxilo, previniendo la
degradacion de lipidos. Otra via mas econémica para incrementar el contenido de
a-tocoferol en carne es el pastoreo, debido a la presencia de dicho compuesto en
el forraje verde. En numerosos estudios se ha observado que la vitamina E
modula la actividad de muchas enzimas envueltas en la transduccion de la sefal
con una consecuente alteracion del comportamiento celular, como puede ser la
expresion génica, por lo tanto, se examinaron el efecto de la suplementaciéon con

a-tocoferol o pastoreo con alfalfa sobre el contenido de AGPI y la expresion génica
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de genes clave que intervienen en el metabolismo de AGPI, relacionados con la
desaturacién de acidos grasos [estearoil CoA desaturasa (SCD), A5 desaturasa
(FADS1) y A6 desaturasa (FADS2)] y la elongacion de acidos grasos de cadena
muy larga [elongasa de acidos grasos de cadena larga tipo 5 (ELOVLS) y
elongasa de acidos grasos de cadena larga tipo 6 (ELOVL6)] en musculo. Estos
resultados sugieren que la vitamina E es un posible regulador de la expresion
génica de estos genes, modificando su expresién en los animales que han
consumido un pienso enriquecido con acetato de a-tocoferol (Gonzalez-Calvo et
al., 2013).

La regulacion del metabolismo de los acidos grasos se da entre otros a través de
cambios a nivel de transcripcion, procesado del mRNA, estabilidad del mRNA o
actividad de varios factores de transcripcion. En este ultimo caso, como la familia
peroxisome proliferator receptor (PPAR) y la esteriol regulatory element binding
proteins (SREBP1). Estos factores de transcripcion regulan la expresion de
diversas enzimas claves dentro de las rutas metabdlicas de los acidos grasos. A
diferencia del higado, los cerdos alimentados con la dieta sin grasa presentaron
una expresidon mas alta de los genes involucrados en la sintesis de estearico;
acetil CoA carboxilasa y acido graso sintetasa (ACACA y FASN) y también de un
gen involucrado en la desaturacion (Steriol CoA desaturasa) (SCD). Estos
resultados se ajustan al incremento de la lipogénesis. Los cerdos que se
alimentaron con cebo, dieta rica en acidos grasos saturados presentaron los
niveles mas bajos en la expresion de mRNA de los genes ACACA y FASN,
mientras que los cerdos alimentados con aceite de girasol presentaron valores

mas altos (Duran-Montge et al., 2009).

Estos mismos autores también han observado la reduccion en la lipogenesis en
cerdos alimentados con dietas enriquecidas con grasas saturadas comparando
con dietas ricas en grasa insaturadas lo cual podria ser relacionado con una
menor digestibilidad de las grasas saturadas, en el estudio se resolvio fijando la
cantidad de grasa de las dietas en funcion de su digestibilidad. EI gen PPAR no
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mostré ningun cambio en los contenidos de mRNA por el tipo de dieta, tanto en
tejido adiposo como en higado. Los resultados demuestran que la composicion de
la grasa de la dieta modifica la expresion de genes relacionados con la lipogenesis
tanto en higado como en tejido adiposo. El tejido adiposo es el principal 6rgano de
sintesis de acidos grasos y los resultados del estudio sugieren que los efectos del

tipo de grasa de la dieta en el higado son distintos (Duran-Montge et al., 2009).

En un estudio con ovinos se encontrd un efecto por el sistema de alimentacion en
la expresiéon de los genes LPL, ACACA, FASN, FABP4, DGAT1, SCD, CPT1B,
PRKAA2, LEP, SREBP1, PPARg, PPARA y los genes CEBPB en el musculo
semitendinoso. Se encontraron diferencias significativas en la expresion de los
genes LPL, ACACA, FASN, FABP4, CPT1B y SCD. Dependiendo del tipo de
alimentacion con genes relacionados con la adipogénesis (LPL, ACACA, FASN,
FABP4 y SCD). Los resultados apoyan la hipotesis de que hay cambios en el perfil
de acidos grasos de la carne debido a la alimentacion, esto implica cambios en el
nivel de expresion de mRNA de los genes relacionados con el metabolismo de las
grasas. La alimentacion es una herramienta importante para manipular el perfil de
acidos grasos en la carne mediante la alteracion de la expresion génica de las
enzimas relacionadas con el metabolismo de las grasas (Dervishi et al., 2011).

La enzima estearoil-coenzima A-desaturasa (SCD) se ha propuesto como un
regulador clave para el contenido de grasa y la composicion de acidos grasos de
la carne. En este estudio se evalud el polimorfismo en un intento de investigar la
relacion entre la variaciéon dentro del gen de SCD, perfiles de acidos grasos,
composicion fisicoquimica y caracteristicas de calidad del musculo longissimus
dorsi (LD) en dos razas de ovejas tradicionales de las razas grasa (Chall) y
delgada (Zel). Los resultados de los analisis de correlacibn mostraron
correlaciones negativas significativas entre los indices de acidos grasos
polinsaturados/saturados y las medidas de color, con un efecto de los genotipos
SCD sobre la composicion de acidos grasos y el color de la carne. Resultando en

una mayor proporcion de acidos grasos saludables en la alimentacion, una menor
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proporcion de acidos grasos dafinos y un mejor color en la carne (Mohsen et al.,
2016).

La regulacion de la expresion de los genes esta determinada por una serie de
moléculas que en su conjunto modulan la activacion o la represion de un gen o de
un grupo de genes. Esta regulacion requiere de diferentes receptores nucleares,
que en la forma de homodimeros o heterodimeros interactuan con el DNA en
lugares especificos denominados dominios de interaccion del DNA. La unién del
receptor al DNA es determinada por la presencia de ligandos especificos. El
resultado final de este complejo proceso produce la activacion o la represion de la
expresion de un gen. Numerosas moléculas actuan como ligandos de receptores
nucleares, siendo los acidos grasos y sus derivados uno de los ligandos de origen
nutricional mas importantes. Los acidos grasos poliinsaturados, al actuar como
ligandos de receptores nucleares desencadenan una gran variedad de respuestas
celulares; inducen la diferenciacién de adipositos, modifican la resistencia a la
insulina, regulan la presién vascular, inducen la apoptosis de células tumorales,
modifican el metabolismo de los carbohidratos, etc. Esta nueva funcion de los
acidos grasos los identifica como importantes reguladores de los genes, con lo
cual actualmente se les relaciona con algo mas que la produccién de energia y la

esencialidad (Sanhueza y Valenzuela, 2006).

2.5.1 Genes y sus caracteristicas
Gen PPARG. Regula el almacenamiento de los acidos grasos y el metabolismo de
la glucosa. Los genes activados por PPARG estimulan la absorcion de lipidos y la

adipogénesis por las células grasas (RefSeq, 2016).

Gen SCD. Estearoil-CoA desaturasa (A-9-desaturasa) es una enzima clave en el
metabolismo de acidos grasos. Es responsable de la formacién de un doble enlace
en estearoil-CoA. Asi es como el acido oleico, acido graso monoinsaturado se

produce a partir del acido estearico de acidos grasos saturados (RefSeq, 2016).
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Gen FASN. Acido graso sintasa es una proteina multi-enzima que cataliza la
sintesis de acidos grasos. No es una sola enzima, es un sistema enzimatico. El
complejo cataliza la formacion de acidos grasos de 16 atomos de carbono; es
decir, su principal funcién es la sintesis de palmitato (C16:0, un &cido graso
saturado de cadena larga) a partir de acetil-CoA y malonil-CoA, en presencia de
NADPH (RefSeq, 2016).

Gen ACACA. Es un sistema complejo enzima multifuncional. La acetil-CoA
carboxilasa (ACACA) es una enzima que contiene biotina que cataliza la
carboxilacion de acetil-CoA a malonil-CoA, el paso limitante de la velocidad en la

sintesis de acidos grasos (RefSeq, 2016).

ACACA es la enzima limitante de la velocidad en la biosintesis del acido palmitico
y los acidos grasos de cadena larga. Al ingerir en la dieta acido palmitico, aumenta
los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y el riesgo de desarrollar

enfermedades cardiovasculares (Garcia-Fernandez et al., 2009).

Gen FASBP3. Enriquecido en los tejidos lipogénicos. Las proteinas de union a
acidos grasos intracelulares (FABPs) pertenecen a una familia de genes multiples.
FABPs se dividen en al menos tres tipos distintos, la hepatica, intestinal y de tipo
cardiaco. Forman proteinas de 14-15 kDa y se cree que participan en la absorcion,
el metabolismo y/o el transporte de acidos grasos de cadena larga intracelular.
Ellos también pueden ser responsables en la modulacién del crecimiento y la
proliferacion celular de unidn a acidos grasos. El complejo enzimatico se
encuentra bajo control a largo plazo en los niveles de transcripciéon y traduccion y
bajo la regulacién a corto plazo por la fosforilacion/desfosforilacion de restos de
serina especificos y por transformacion alostérica por citrato o palmitoil-CoA
(RefSeq, 2016).

Gen SREBF1. Este gen codifica un factor de transcripcién que se une al esterol

regulador elemento-1 (SRE1), es un decamero que flanquea el gen del receptor de
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lipoproteinas de baja densidad y algunos genes implicados en la biosintesis de
esterol. La proteina se sintetiza como un precursor que se une a la membrana
nuclear y el reticulo endoplasmico. Después de la escision, la proteina madura se
traslada al nucleo y activa la transcripcidon mediante la unién a la SRE1. Los
esteroles inhiben la escision del precursor y la forma madura nuclear se cataboliza
rapidamente, reduciendo de ese modo la transcripcion. La proteina es un miembro
de la familia de factores de transcripcién de la hélice-bucle-hélice-leucina (bHLH-

Zip), segun lo mencionado por la RefSeq (2016).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién

En esta investigacién, la parte zootécnica se llevo a cabo en el laboratorio de
Fisiologia Nutricional y Cirugia Experimental del Posgrado en Ciencias Biolégico
Agropecuarias en la Unidad Académica de Agricultura, que se localiza a un
costado de la carretera Tepic-Puerto Vallarta, a la altura del Km. 9.

Los trabajos analiticos se desarrollaron en la unidad especializada de |+D+i en
Calidad de alimentos y productos naturales del Centro Nayarita de Innovacion y
Transferencia de Tecnologia, A.C. (CENiT?) perteneciente a la Universidad
Auténoma de Nayarit y ubicado en Cd. del Conocimiento de Tepic, Nayarit.

3.2 Diseino experimental

Se obtuvieron muestras carnicas de las piernas y los lomos de 18 ovinos machos
enteros, alojados en jaulas individuales procedentes de una investigacion anterior
en donde se evaluaron los parametros productivos por efecto de la adicion de dos
ingredientes distintos considerados como tratamientos y un grupo control. Se
asignaron seis ovinos al primer grupo y que fueron alimentados con una dieta que
contenia harina de pasta de aguacate (HPA), otro grupo de seis ovinos se
alimentaron con aceite de girasol como parte de los ingredientes de dietas y otro

grupo de 6 animales alimentados con una dieta control (Cuadro 1).

Los ovinos fueron alimentados por un periodo de 84 dias, durante los cuales
alcanzaron el peso de 48 * 2 kg. Cumplido el tiempo, los ovinos fueron
sacrificados humanitariamente siguiendo los protocolos establecidos en la NOM-
033-SAG/Z0O0-2014.

Los animales se dividieron en tres bloques de sacrificio, constando cada bloque de

seis borregos y en cada bloque de dos animales por tratamiento que consistieron

en las diferentes dietas utilizadas. Una con inclusion de HPA al 10% en BS, otra
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con inclusion de aceite de girasol al 10% en BS y la dieta control como se

describen en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Dietas formuladas para la alimentacién de los ovinos.

HPA, 10% _Aceitede ¢ trol, 0%
girasol, 10%
Relacion Forraje - Concentrado 40-60 40-60 40-60
INGREDIENTES INC.B.S., % INC.B.S., % INC.B.S., %

Aguacate 10.00 0.00 0.00
Aceite de girasol 0.00 10.00 0.00
Alfalfa molida 30.00 40.00 40.00
Sorgo grano 44 .47 35.27 46.91
pasta de soya 3.56 3.05 4.59
Canola 3.27 3.02 0.10
Melaza 7.00 7.00 7.00
Minerales con Monensina (0.3%) 1.00 1.00 1.00
Urea 0.40 0.36 0.10
Oxido de magnesio (0.3%) 0.30 0.30 0.30

100.00 100.00 100.00

"HPA: Harina de pasta de aguacate; INC. B.S: Inclusidn en base seca.

3.3 Evaluaciones para determinar la calidad de la carne
De las piernas y lomos de cada ovino, se tomaron muestras carnicas para realizar

las siguientes determinaciones:

3.3.1 Caracterizacién quimico-proximal
La determinacién de humedad y proteina se realizaron siguiendo las metodologias
descritas por la A.O.A.C. (2012).

3.3.2 Cuantificaciéon de grasa total intramuscular

El cambio cuantitativo en grasa intramuscular del lomo se realiz6 mediante la
técnica descrita por Folch et al. (1957) con las siguientes modificaciones. Donde
5.0 g de carne finamente picada fueron homogenizados con 25 mL de cloroformo
metanol 2:1 (v/v) y centrifugd a 3,000 rpm durante 10 min. Se recupero la fraccion

liquida filtrandola en embudo de decantacion, al sedimento se le aplicé el mismo
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procedimiento de homogenizacién y centrifugacion, la fraccion liquida fue
recuperada en el mismo embudo de decantacion. A este filtrado se le agregaron
15 mL de NaCl 0.75%, se agitaron los embudos de decantacién y se dejaron en
reposo alrededor de 24 h. En matraz esmerilado, previamente registrado el peso
constante, se recupero la fase cloroférmica utilizando embudo, papel filtro y sulfato
de sodio anhidro, el cloroformo se evaporé utilizando un rota evaporador hasta
obtener solo la grasa para su cuantificacion; posteriormente, fue redisuelta en
cloroformo para conservarla a -80 °C en un ultracongelador para su posterior

metilacion y determinacion de los perfiles de acidos grasos.

3.3.3 Evaluacién de pH

Se utilizé un potenciometro de cuchilla, el cual se introdujo en la carne. Se hace
perforando la muestra de carne con la cuchilla que tiene el equipo, se introduce el
electrodo de manera perpendicular a la masa muscular seleccionada y a unos dos
centimetros de profundidad. Evitando en lo posible el contacto de la sonda con la
grasa o el tejido conectivo. La medicién se realiza a los 45 min y a las 24 h

posteriores al sacrificio del animal.

3.3.4 Capacidad de retencién o pérdida por goteo

Se realiz6 siguiendo el método de conservacion de refrigeracion a 3 °C con luz, la
muestra carnica se dispuso en una charola de poliestireno con una pelicula de
plastico permeable al oxigeno, se cuantific6 tomando el peso de una porcion de
carne de aproximadamente 100 g y se pes6 a las 0, 24 y 48 h (Poulanne y
Demeyer, 1992).

3.3.5 Analisis del perfil de acidos grasos

Para la cuantificacion de los acidos grasos se utilizé la grasa previamente extraida
a través del método Folch y después se realizé una metilacion en frio (conversion
de los acidos grasos en ésteres metilicos). Los ésteres metilicos se forman por la
transesterificacion con una solucién metandlica de hidroxido potasico como una

fase intermedia antes de que se produzca la saponificacion. Se tomaron 30 mg
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de grasa extraida en tubos de ensayo con rosca, se evaporo el cloroformo de la
muestra con grasa utilizando gas nitrégeno, se agregaron 2 mL de hexano y se
agitaron en vortex hasta disolver la grasa. Posteriormente se agregaron 200 uL de
KOH 2M en metanol y se agité con vértex durante 10 s para favorecer la reaccion,
se dejo en reposo durante 10 min a temperatura ambiente; por ultimo, se
centrifugaron a 3,500 rpm durante 5 min, hasta clarificacion total. Se recuper¢ la
fase superior (aproximadamente 1 mL) en vial de cromatografia gaseosa (Cert et
al., 2000).

La determinacion de los perfiles de acidos grasos se realizaron en un
cromatégrafo de gases marca BRUKER SCION 456-GC y automuestreador
CombiPAL, equipado con un inyector de vaporizacién de temperatura programada
(PTV), detector de ionizacién de flama (FID) y una columna capilar Select FAME,
Agilent J&W CP7420 (100 m x 0.250 mm i. d. x 0.25 ym). La rampa de
temperatura trabajada fué: temperatura inicial de 180 °C por 1 min, 235 °C a 2
°C/min y a 250 °C a 5 °C/min durante 10 min. La temperatura del inyector fue de
260 °C y del detector de 275 °C; el gas acarreador fue helio grado Ultrapure con

un flujo de columna de 1.2 mL/min.

La identificacion individual de los acidos grasos se realizé en comparacién con el
estandar Supelco 37 FAME Mix (CRM47885), usando Pentadecano como
estandar interno. Los resultados obtenidos fueron expresados en porcentaje del

total de acidos grasos.

3.3.6 Determinacién instrumental del color

Se realizdé la medicidn instrumental del color de la carne mediante un colorimetro
Minolta Chroma CR200, utilizando el espacio de color CIELAB (CIE,1986). En este
espacio de color L* significa luminosidad y a* y b* significan las coordenadas de
cromaticidad. El valor L determina la intensidad de la luminosidad (L*=0 oscuro,

L*=100 luminoso); a* indica el tono de color de la muestra dentro del espacio de
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color rojo-verde (+60 rojo, -60 verde); y b* que revela el tono de color dentro del

espacio de color amarillo-azul (+60 amarillo, -60 azul).

Las mediciones del color de las piezas carnicas se realizaron sobre la superficie
de las muestras por triplicado y en tres zonas distintas elegidas aleatoriamente y a
temperatura ambiente, aproximadamente 45 min después del sacrificio de los

animales.

3.4 Elaboracién de sistemas modelo

Con la carne procedente de la pierna de cada borrego de los distintos
tratamientos, se desarrollaron sistemas modelo tipo hamburguesa utilizando un
molino de carne, siguiendo las especificaciones de formulacion descritas en el
Cuadro 2.

Cuadro 2. Formulacion para la elaboracion de sistemas modelo tipo hamburguesa

de carne de ovinos.

Ingrediente % de inclusion
Pierna 92.5
Grasa subcutanea 4.6
Sal 1.15
Agua 1.75

Para la elaboracion de los sistemas modelo con la carne de pierna de ovino, se
deshuesd, se molié la carne y la grasa en un molino de carne (Torrey) con criba de
1/8 de pulgada; una vez molida, se adiciond la sal y el agua hasta completar una
mezcla homogénea. Posteriormente, la mezcla fue envasada al vacio para
eliminar las burbujas de aire que se pudieran formar. Con la mezcla se elaboraron
hamburguesas de 60 g mediante un aro metalico de ocho centimetros de diametro
y tres centimetros de altura, para que todas las hamburguesas quedaran del

mismo tamafio y grosor.
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3.4.1 Preparacion de muestras para determinar la estabilidad oxidativa

Una vez realizados los sistemas modelo, se prepararon hamburguesas para
evaluarlas, un grupo en estado crudo y otro grupo fueron cocinadas en una
plancha eléctrica a 200 °C durante 5 min por cada lado asegurando una
temperatura interna minima de 75 °C; posteriormente, se dejaron enfriar. Una vez
frias fueron almacenadas en bandejas de poliestireno y cubiertas con una pelicula
plastica, en refrigeracién a 3 °C y con luz (en vitrina) por un periodo de 12 dias; el
mismo procedimiento de almacenamiento se siguié a las crudas. Tanto a las
hamburguesas crudas, como las cocinadas se les realizaron muestreos los dias O,
3, 6, 9y 12, y cada muestra fue conservada en ultra congelacién a -80 °C para

posteriormente hacer las determinaciones de estabilidad oxidativa.

A los sistemas modelo por cada periodo de muestreo, se les realizaron las
siguientes mediciones para determinar la estabilidad oxidativa.

3.4.2 Andlisis de estabilidad oxidativa del color

De la superficie de los sistemas modelo crudos y cocinados en cada periodo de
tiempo se midié el color con un colorimetro Minolta CR-410 (Minolta Camera
Corp., Meter Division, Ramsey, N.J., U.S.A.) eligiendo la misma escala que se

utilizé para la carne fresca (CIE L*a*b* color system).

3.4.3 Determinacion de productos secundarios de la oxidacion de lipidos por
la técnica de TBA-RS

Se realizé el analisis de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBA-RS)

descrita por Ganhédo et al. (2011) con algunas pequefias adecuaciones, en los

sistemas modelo crudos y cocinados y por cada periodo de tiempo de

almacenamiento en refrigeracion.
Se homogenizaron en tubo falcén 5 g de hamburguesa de ovino con 15 mL de

acido perclorico al 3.86% y 0.5 mL de BHT al 4.2% en etanol. Durante el desarrollo

de este paso los tubos falcon permanecieron inmersos en hielo para minimizar la
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generacion de nuevas reacciones oxidativas. EI homogeneizado se filtré y
centrifugd a 3,000 rpm durante 4 min. Se afor6 a un volumen conocido. Se tomo
una alicuota de 2 mL que se mezclé con 2 mL de acido tiobarbiturico 0.02 M en
tubo de vidrio con tapa de rosca. Los tubos con la muestra y la curva patron se
incubaron en un bafo de agua a 100 °C durante 45 minutos. Tras enfriarse, se
midié la absorbancia de la mezcla resultante a una longitud de onda de 532 nm.
Se prepar6 wuna curva patron para cuantificacion usando 1,1,3,3-

tetraethoxypropane (TEP) a concentraciones de entre 0.028 a 1.1134 mg TEPI/L.

3.5 Evaluacién sensorial

La evaluacion sensorial se desarrollé6 con un panel de catadores no entrenados
con apoyo de profesores y estudiantes del laboratorio de Tecnologia de los
Alimentos de la Universidad Autonoma de Nayarit. Se seleccionaron 141 personas
para hacer la evaluacién sensorial de un grupo de hamburguesas de ovino, para
establecer posibles diferencias entre los tratamientos (adicion de harina de

aguacate o aceite de girasol en la dieta).

La evaluacidn sensorial se llevd a cabo mediante una escala heddnica para
determinar los atributos sensoriales de cada tratamiento tomando como base las

metodologias descritas por Anzaldua (1994) y Sancho et al. (1999).

Se evaluaron las hamburguesas de 18 borregos (seis alimentados con HPA, seis
con aceite de girasol y seis con una dieta control) para medir el grado de

aceptacion, apariencia, color y sabor.

Las muestras utilizadas para los analisis sensoriales fueron sistemas modelos
que se realizaron a las 24 horas después de sacrificio, se mantuvieron en
refrigeracion a -20 °C y posteriormente se envasaron al alto vacio hasta la
evaluacion por los panelistas. Un dia antes de cada sesion del panel, las muestras

fueron descongeladas.
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Una vez descongeladas, se cocinaron en una parrilla eléctrica durante 5 min por
una cara y 5 min por la otra, comprobando por medio de un termometro que la
temperatura interna alcanzara al menos 75 °C. Cada muestra cocinada se cort6é en
cuatros submuestras para servir a los panelistas. Las muestras fueron evaluadas
por panelistas no entrenados usando una escala hedoénica de siete puntos. A los
panelistas, se les pidid evaluar la apariencia, el olor, la dureza en boca, terneza,

jugosidad, sabor y aceptabilidad general.

Se utilizaron escalas con valores de 1 a 7 no estructuradas, que representan en
los extremos, el minimo (1 = extremo) bajo de la sensacién, un punto medio que
no agrada ni desagrada y el maximo (7) sensacién extremadamente intensa). Se
le pidi6 a cada panelista que tomara agua antes de probar cada muestra para

refrescar la boca entre cada submuestra.

Cada muestra se codifico con numeros de tres digitos elegidos aleatoriamente. Se
les indicd a los jueces que evaluaran los atributos de apariencia, olor y sabor y
marcaran con una X la calificacion que consideraran oportuno asignarles en la

escala hedonica.

La escala de heddnica que se utilizé fue la siguiente:

Me gusta mucho

Me gusta bastante

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente
Me disgusta bastante

= N W & O O N

Me disgusta mucho
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3.6 Expresion de genes del metabolismo lipidico

3.6.1 Toma de muestra para evaluar la expresion de los genes PPARG, SCD,
FASN, ACACA, FASBP3 y SREBF1

Para los analisis de expresion génica, una vez realizado el sacrificio de cada
animal, se tomaron tres muestras de aproximadamente 0.5 g de la region interna
de musculo Longissimus dorsi. El tejido se colecté en criotubos de 2.0 mL y se
conservaron con una solucion de estabilizacion de RNA (RNAlater® Stabilization
Solution), se trasladaron al laboratorio de Bromatologia y Nutricion Animal de la
U.A.A. de la UAN, en donde se almacenaron a -20 °C, hasta su posterior analisis y
posteriormente se realizé la PCR-RT en el CENITT.

Purificacion de RNA

Se pesaron 75 mg de cada una de las muestras de los tejidos y mediante la
utilizacién del kit Dircet-zolTM RNA MiniPrep (Zymo Research Corp.) se realizo la
purificacion de RNA total siguiendo el protocolo del fabricante el cual consta de

dos pasos: Preparacion de la muestra y purificaciéon del RNA.

Se reviso la integridad del RNA purificado, mediante electroforesis en un gel de
agarosa ultrapura (Invitrogen) a una concentracion de 1.5% y tincion con bromuro
de etidio a una concentracion de 10 mg/mL. Se cuantificd la concentracion y
pureza del RNA por medio de espectrofotometria utilizando el equipo Thermo
Scientific NanoDrop 2000c.

Sintesis de DNA complementario

Una vez realizada la purificacion del RNA de cada una de las muestras
experimentales, se tomaron 1000 ng de RNA total para la posterior generacion de
moléculas de DNA complementario (cDNA), esto se realizé mediante una reaccion
de retrotranscripcidén utilizando el kit Thermo Scientific Maxima H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit with dsDNase, siguiendo las instrucciones

recomendadas por el fabricante.
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Ya conocida la concentracion de cada una de las muestras, se realizaron alicuotas
de un volumen de 25 pL y con una concentracion de 5 ng/uL de cDNA y se

conservaron a -20 °C para el analisis de expresion génica.

3.6.2 Analisis de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Oligonucleotidos
Empleando secuencias especificas de mRNA de los genes PPARG, SCD, FASN,
ACACA, FABP3, RNA S18 y SREBF1 de ovinos publicadas en National Center for
Biotechnology Information (NCBI) se utilizaron Oligonucleotidos especificos
(INVITROGEN) para amplificar fragmentos de 80 a 300 pares de bases (pb) de
cada uno de los mRNA de cada gen de interés y el gen de referencia, los
Oligonucleotidos son los siguientes:
acetil-CoA carboxilasa a (ACACA)
F-5-TGAAGGATGTGGATGATGG-3'
R-5-CGCGTTGTTGACTTTTCTGA-3’

Acido Graso Sintasa (FASN)
F-5-TGCTGTCCATGCGGGAAATC-3'
R-5-TGAGCACATCTCGAAAGCCA-3'

Desaturasa Estearoil-CoA (SCD)
F-5-ACCTGGCTGGTGAATAGTGCT-3’
R-5-TCTGGCACGTAACCTAATACCCT-3

Proteina transportadora de acidos grasos (FAPB3) Sterol Regulatory Element
Binding Protein-1 (SREBP1)

F-5'-CCAGCTGACAGCTCCATTGA-3’

R-5-TGCGCGCCACAAGGA-3'

Receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas(PPARG)
F-5-ACGGGAAAGACGACAGACAAA-3'
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R-5-AAACTGACACCCCTGGAAGATG-3'
Se realizaron busquedas de homologia para confirmar la identidad de los
fragmentos amplificados entre cada uno de los oligonucleotidos y cada una de las
secuencias de RNA mensajero de los genes de estudio, esto se realiz6 mediante

el uso de los paquetes bioinformaticos Clone Manager Suite 7 y BLAST (NCBI).

3.6.3 Analisis de la expresion génica mediante PCR-RT

Las reacciones de PCR cuantitativa se llevo a cabo en un termociclador de tiempo
real (Rotor-Gene Q 5plex HRM, QIAGEN). Para este ensayo se utilizaron: cDNA 6
ML (30 ng/ L de cDNA), 3 uL agua libre de acidos nucleicos, 10 yL de SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (2x) (Fermentas) y 1 pL de oligonucletido sentido y
antisentido para cada uno de los genes de interés, obteniendo un volumen final de

20 yL por reaccion.

Las condiciones de amplificacion fueron: Un paso inicial de 5 min a 95 °C, seguido
de 45 ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a la temperatura de alineacion especifica del
oligonucletido en uso fué 56 °C para SCD, 60 °C para PPARG y, 62 °C para
ACACA 6 64 °C FASBP3, SREB1 y FANS. Por ultimo se realizé un analisis de la
curva de fusion compuesto por una rampa de temperatura que va de los 64 °C a

los 95 °C aumentando 1 °C cada 5 s.

Se calculd la eficiencia de amplificacién de cada uno de los genes de interés
usando el método de dilucién en una curva estandar de cinco puntos. La curva de
cada uno de los genes se generd con cinco puntos seriados de dilucién con las
siguientes concentraciones: 30 ng/uL, 15 ng/uL, 7.5 ng/uL, 3.75 ng/uL y 1.875
ng/uL de una mezcla de cDNA de todas las muestras. Cada punto de las curvas
se analizé por triplicado. Las eficiencias de amplificacién (E) de la PCR en tiempo
real se calcularon con los valores de las pendientes dadas por el software del
Rotor-Gene Q 5plex HRM, QIAGEN basandose en la formula descrita por Pfaffl
(2001).

(E) — 10-1/pendiente
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Una vez corrida la curva estandar se llevaron a cabo ensayos simultaneos en un
mismo analisis de PCR en tiempo real, ocho repeticiones por tratamiento, usando
los oligonucleotidos especificos de uno de los genes de interés y tres repeticiones
por tratamiento usando los oligonucleotidos del gen de referencia (proteina
ribosomal 18S), utilizado para los ensayos descritos anteriormente, cDNA
agrupado de todas las muestras de un mismo tratamiento. Este procedimiento se
repitid con cada uno de los tratamientos, de tal manera que se realizaron los
ensayos simultaneos de cada uno de los genes de interés (PPARG, SCD, FASN,
ACACA, FABP3 y SREBF1) y el gen de referencia (proteina ribosomal 18S) a

cada uno de los tratamientos.

3.6.4 Analisis de los datos para la obtenciéon de la expresion relativa de los
genes

Primeramente se obtuvo el promedio de los valores del umbral del ciclo (Ct) de

todas las repeticiones de los ensayos simultaneos de cada uno de los genes de

interés (PPARG, SCD, FASN, ACACA, FABP3 y SREBF1) y el gen de referencia

(proteina ribosomal S18) de cada uno de los tratamientos. El promedio se uso

para calcular la cantidad relativa de los genes de interés.

La cuantificacion de la expresion relativa de los genes de interés se determiné por
el método descrito por Pfaffl (2001). Este método determina un rango de expresion
relativa de un gen de interés calculado con base a las eficiencias (E) y la
diferencia de los valores de Ct de una muestra desconocida (tratamientos) versus
una muestra control y expresada en comparacion a un gen de referencia. La
siguiente ecuacion muestra el modelo matematico del cual se obtiene el rango de

expresion relativa en PCR en tiempo real.

Raneo ((E)delgendeinterés)ACt delgendeinterés=Ct (control} Ct(muestradel tratamieto)
& ((E)delgendereferencia ACt delgendereferencia= Ct (control} Ct (muestradel tratamieto)

Donde: (E) del gen de interés, es la eficiencia de amplificacion del gen de interés
en PCR en tiempo real; (E) del gen de referencia, es la eficiencia de amplificacion

del gen de referencia en PCR en tiempo real; ACt del gen de interés, corresponde
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a la desviacion del valor de Ct de la transcripcion del gen de interés de la muestra
control versus el valor de Ct de la transcripcidon del gen de interés de la muestra
del tratamiento y ACt del gen de referencia, corresponde a la desviacion del valor
de Ct de la transcripcidn del gen de referencia de la muestra control contra el valor

de Ct de la transcripcion del gen de interés de la muestra del tratamiento.

La especificidad de los productos de amplificaciéon y la presencia de dimeros de

los oligonucleotidos se determiné mediante la fusién de las curvas estandar.

3.7 Analisis estadistico

Para las variables de estudio de muestras carnicas y para el analisis de genes de
ovinos, se realiz6 un analisis de varianza bajo un disefio completamente al azar
con efecto de bloque, donde la fuente de variacion sera el tipo de alimento
administrado a los animales y el bloque las tres repeticiones de sacrificio.

Al encontrar diferencias significativas debido a la fuente de variacion, se realizaron

pruebas de comparacion de medias por la metodologia de Tukey (a=0.05).

Los andlisis estadisticos se procesaron con ayuda del programa estadistico SAS
para Windows Ver 9.0 (SAS, 2002).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estabilidad oxidativa del color en hamburguesas crudas de ovino

Como se observa en la Figura 3, los valores de luminosidad (L*) obtenidos
instrumentalmente en la superficie de las hamburguesas crudas mostraron un
incrementd significativamente a lo largo del tiempo en las hamburguesas control,
mientras que las hamburguesas de ovino que fueron alimentados con HPA y aceite de
girasol mostraron valores similares y estables desde el inicio del periodo de

evaluacion hasta la finalizacion a los 12 dias posteriores.

VALOR DE L* HAMBURGUESAS CRUDAS

42,5
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Dias de almacenamiento en refrigeraciéon

Figura 3. Evolucion a lo largo de 12 dias de almacenamiento en refrigeracion, de

la luminosidad superficial de sistemas modelo crudos de ovino.

El comportamiento de las hamburguesas con respecto al valor de b* ('+' amarillo)
(Figura 4) mostrd la misma tendencia en todos los tratamientos a lo largo de los 12
dias de almacenamiento en refrigeracidén; se nota un incremento acelerado del
cambio del color los primeros dias, logrando una estabilidad a partir del dia tres,
que es el tiempo en el que los componentes de la carne terminan los procesos
bioquimicos de conversion de musculo a carne y comienzan los procesos

oxidativos como tal; sin embargo, las elaboradas a partir de carne de ovino
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alimentados con HPA y aceite de girasol, alcanzaron una tonalidad amarilla menos

intensa que las elaboradas con carne de ovino alimentados con una dieta control.

VALOR DE b* HAMBURGUESAS CRUDAS
9,5 7 a
— a a a
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8,5 | b b-.&b
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6,5
6
Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
Dias de almacenamiento en refrigeracion

Figura 4. Evolucién de los valores de b* (+ amarillo), durante la medicion del color
superficial de las hamburguesas de ovino crudas a traves de 12 dias de

almacenamiento en refrigeracion a 3 °C y con luz.

Con respecto a la medida que determina el color rojo de la carne en las
hamburguesas por medio de la escala de a* (Figura 5), se observo que hay una
pérdida natural del color rojo de la carne durante el almacenamiento en
refrigeracion, pero a partir del sexto dia, los compuestos bioactivos presentes en
cascara y semilla del aguacate brindaron la estabilidad oxidativa por lo que se
conservo un tono mas rojo, en contraste con las hamburguesas de ovinos que
fueron alimentados con aceite de girasol, que también mostraron una mejor

estabilidad que las hamburguesas control.

Se han estudiado los cambios de color de la carne fresca de distintas especies
animales durante el almacenamiento en refrigeracién por mas de diez dias y los
reportes muestran tendencias similares (Estévez et al., 2003). Los resultados

observados en este experimento, confirman que las hamburguesas sufrieron un

42



proceso de decoloracion intensa que se define principalmente por la pérdida del
color rojo (a*) durante el almacenamiento y que se asocia principalmente a la
acumulacién de metamioglobina (MetMb) en la superficie de las hamburguesas, ya
que la oxidacion de lipidos y la oxidacion de mioglobina actuan conjuntamente
para el desarrollo de la decoloracion y consecuentemente hay una asociacion con

inicios de alteraciones del sabor.
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Figura 5. Evolucion del color rojo (a* = +) en hamburguesas crudas de ovinos.

En varias investigaciones han reportado la preservacion de color de la carne
fresca después de la inclusion de ingredientes antioxidantes; por lo que la
comprension de la interaccion de oxidacion complementaria entre los elementos
oxidados que generan mas radicales libres y los componentes susceptibles en la
carne (acidos grasos poliinsaturados, principalmente), proporcionan una base para
explicar la reacciéon en cadena del deterioro de la calidad de la carne, que da
pautas para el desarrollo de estrategias para mantener las cualidades sensoriales

optimas (Faustman et al., 2010).
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La formacion y acumulacion de compuestos aromaticos indeseables y la
decoloracion de la carne dependen en gran medida de la generacion de moléculas
muy reactivas (ROS) entre las que se encuentran los iones de oxigeno, los
radicales libres y los peroxidos que son generados por procesos naturales
oxidativos, pero que van generandose de manera exponencial conforme pasa el
tiempo y hay mayor exposicion por desnaturalizacion de los componentes de la
carne a estos radicales. Algunas de las estrategias empleadas para retardar la
formacion de MetMb en la carne, es la utilizacién de distintos compuestos
antioxidantes en la dieta de animales de abasto antes del sacrificio; en este
sentido, se ha reportado que la suplementacion de tocoferoles o compuestos
fendlicos de productos del reino vegetal en la dieta de animales de abasto ha
brindado una excelente estabilidad oxidativa (Gerber et al., 2006; Inserra et al.,
2015; Urrutia et al., 2015; Zong et al., 2015).

Con los resultados observados, se puede decir que los cambios de color en las
hamburguesas crudas fueron causadas por reacciones de oxidacién a lo largo de
los 12 dias de almacenamiento en refrigeracién y que la adicion en la dieta con
HPA que es rica en compuestos fendlicos, retarda o neutraliza la generacién
exponencial de los radicales libres; por lo tanto, se inhibe la decoloracién de los

productos carnicos.

4.1.1 Estabilidad oxidativa del color en hamburguesas cocinadas de ovino

Respecto a las hamburguesas que fueron sometidas a un proceso de coccidn,
también se evalué la estabilidad oxidativa del color, observando que el valor de L*
(luminosidad) tuvo una tendencia similar en todos los tratamientos a lo largo de
los 12 dias de almacenamiento en refrigeracion (Figura 6); sin embargo, se
observa claramente que las hamburguesas elaboradas con carne de ovinos que
fueron alimentados con harina de aguacate, mantuvieron un valor mas bajo

respecto a las control (p<0.05).
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Figura 6. Evolucion de la luminosidad superficial en hamburguesas de ovino
sometidas a proceso de coccion durante un periodo de almacenamiento

en refrigeracion de 12 dias.

Cuando se avalu¢ el valor de b* en las hamburguesas cocinadas y almacenadas
posteriormente en refrigeracion durante 12 dias (Figura 7), tuvo un
comportamiento similar a las hamburguesas crudas, destacando una tendencia
constante de estabilidad oxidativa después del dia 6. Destacando que las
hamburguesas adicionadas con HPA en la dieta de los animales, tuvieron un valor
distinto a las control y que de aceite de girasol. Esta tendencia del color amarillo,
puede ser atribuida a que durante los procesos oxidativos de los lipidos y sobre
todo durante los procesos culinarios (coccidn) de la carne, las grasas comienzan a
adquirir tonalidades amarillas y a generar aromas de rancidez propios de la
oxidacion y de las altas temperaturas, por lo que si se observa una proteccion de

los compuestos fendlicos presentes en el aguacate.

Con respecto al valor que determina el color rojo (a*), se puede observar que al
momento de someter a altas temperaturas la carne, se pierde la mayor parte del
color rojo, y comienza a adquirir tonalidades propias de la carne cocida,

principalmente por cambios del estado quimico de la mioglobina y su molécula de
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hierro, asi como por otras reacciones como las de Maillard o de Strecker que se
fomentan con la temperatura ocasionando los cambios en la coloracion de la carne
cocinada. Por lo tanto, los valores positivos altos que tenia la carne cruda,
descienden por el proceso de coccion y posteriormente se siguen perdiendo

durante los dias de almacenamiento en refrigeracion.
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Figura 7. Evolucion de los valores de b* (+ amarillo), durante la medicion del color
superficial de las hamburguesas de ovino sometidas a proceso de

coccion.

Los resultados de este estudio, muestran una tendencia similar en todos los
tratamientos; sin embargo, el valor de a* (Figura 8) alcanzado después del
proceso de coccion (alrededor de 9), nos indica que las proteinas contenidas en
las hamburguesas con harina de aguacate se encontraban en un estado reducido,
es decir, en forma de oximioglobina (OxyMb) ya que obtuvieron significativamente
(p<0.05) una lectura mas alta después de la coccién que las elaboradas con carne
control y girasol; durante los dias posteriores a la coccion y en almacenamiento
refrigerado, las hamburguesas tuvieron el mismo comportamiento respecto al color

rojo sin diferencias estadisticas significativas (p>0.05), posiblemente atribuido a la
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desnaturalizacion y pérdida de los compuestos fendlicos y que se ha demostrado
que son sensibles al calor. Por lo tanto, se puede decir el uso de los antioxidantes
le dan una mayor estabilidad a las proteinas durante los procesos culinarios de
coccion, pero ya no continla esa proteccion a lo largo del tiempo. Finalmente es
conocido que el proceso de coccion modifica la estructura de la mioglobina y las
proteinas miofibrilares desnaturalizandolas y la presencia de antioxidantes y
prooxidantes, antes de este proceso, es lo que va a determinar el color de la carne

recién cocinada.

VALOR a* HAMBURGUESAS COCINADAS
10 a
b
9
8
a*7 a

=== CONTROL

6 a === AGUACATE
&= GIRASOL

5

4

DIAO DIA3 DIA6 DIA9 DIA12
Dias de almacenamiento en refrigeracidn

Figura 8. Evolucion del color rojo (a* = +) en hamburguesas de ovinos sometidas a

coccion y posterior almacenamiento en refrigeracion.

Muchos estudios han demostrado que los antioxidantes promueven que en la
carne se encuentre la OxyMb que es la responsable de un rojo cereza o la
Desoximioglobina (DeoxyMb) que es de un rojo purpura, estos son los pigmentos
en las carnes frescas y aumenta el predominio de formas reducidas del hierro en

la Mb, lo que se traduce esencialmente a una mayor estabilidad al color.

Por el contrario, los elementos prooxidantes (como la oxidacion de los lipidos,

procesos de coccion, entre otros) favorecen la formacion de metamioglobina
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(MetMb), que se desnaturaliza a una temperatura mas baja que las formas
reducidas. Los antioxidantes de calidad alimentaria pueden mejorar la estabilidad
del color de la carne fresca mediante la promocién de la formacion de Deoxy Mby
OxyMb (Suman y Joseph, 2016).

La estabilidad oxidativa del color de la carne y los productos carnicos esta dictada
principalmente por el contenido de mioglobina, la especie de animal de
procedencia, la alimentacién, asi como la cantidad y tipo de grasa. Ambos
productos crudos y cocidos, estan permanentemente expuestos a la oxidacion,
aunque en diferente medida, por lo que, los antioxidantes adicionados en la carne
0 a través de la alimentacion animal, son una excelente estrategia y pueden ser
utilizados para controlar los cambios del color ocasionados por oxidacion vy

extender la vida util de los productos.

4.2 Analisis de metabolitos secundarios de oxidacién de lipidos por TBA-RS

La peroxidacion lipidica puede ser cuantificada objetivamente usando el método
analitico para determinar las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBA-RS).
En la Figura 9, se observan los resultados obtenidos al evaluar la cantidad de
malondialdehido (MDA) formado durante la peroxidacion de los lipidos presentes
en la carne, cuantificada por medio de esta técnica analitica; donde se destaca,
como la carne procedente de ovinos que fueron alimentados con la dieta control al
someterla a almacenamiento en refrigeracion por 12 dias, se va formando una
cantidad exponencial de MDA, lo que contribuye a corroborar las teorias de los
mecanismos de oxidacion, que indican que una vez iniciados los procesos

oxidativos, se vuelven una reaccién en cadena (Frankel, 1998).

Respecto a las hamburguesas crudas procedentes de ovinos que fueron
alimentados con una dieta a la que se le adicion6 aceite de girasol, se encontro
como los valores de MDA se van incrementando paulatinamente al transcurso de
los dias de almacenamiento en refrigeracion, presentan una ligera estabilidad en

el dia seis, pero la pierden después del noveno dia. Sin embargo, las
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hamburguesas elaboradas con carne de ovinos alimentados con HPA, muestran
una excelente estabilidad oxidativa de los lipidos, durante los primeros seis dias
de almacenamiento en refrigeracion, para posteriormente iniciar con una ligera
tendencia de incremento; pero sin llegar, al final del periodo, a tener valores mas
alla de 0.4 mg de MDA/Kg de carne, valor que presentaron las hamburguesas
Control al sexto dia de almacenamiento en refrigeraciéon. Se confirma que con la
adicion de HPA en la dieta se estabilizan los radicales libres que se van
generando durante la oxidacién de los lipidos y que la presencia de estos
antioxidantes en la dieta de animales puede retardar la oxidacion y conservar las

propiedades fisicoquimicas de la carne (Priolo y Vasta, 2007; Luciano et al., 2009).
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Figura 9. Evolucion de la formacion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
en hamburguesas crudas de ovinos, almacenadas en refrigeracion

durante 12 dias.

La evidencia de estudios recientes sugieren que los radicales libres y la escision
de los lipidos durante los procesos oxidativos son los responsables de la
formacion de toxinas, deterioro de la carne y generacion de olores, sabores y

flavores andmalos; en este sentido, los antioxidantes han demostrado ser
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prometedores para mitigar los riesgos quimicos de los procesos generados (Jiang
y Youling, 2016).

También se le puede atribuir esa proteccion al hecho de que la cascara y semilla
del aguacate (incluidos en la harina de pasta de aguacate) tienen una gran
cantidad de compuestos fendlicos y polifendlicos que son de gran interés debido a
sus propiedades antioxidantes, cuando se afade a los alimentos se controla el
desarrollo de la rancidez ya que retarda la formacion de productos de oxidacion
que algunos pueden llegar a ser toxicos, mantienen la calidad nutricional y
extienden la vida util de los productos (Rodriguez-Carpena et al., 2011; Shahidi y
Ambigaipalan, 2015).

Desde hace décadas existen numerosas evidencias cientificas sobre la mejora de
la estabilidad oxidativa de la carne mediante la incorporacion de antioxidantes
ingeridos en la dieta, ya sean afiadidos en el pienso u obtenido de los recursos
naturales (Cadenas et al., 2006; Andersen et al., 2003; Cava et al., 2003).

Sobre el comportamiento de las hamburguesas con aceite de girasol se
comprende que tenga cierta proteccion ya que este tiene gran cantidad de
carotenoides, que protegen a los acidos grasos monoinsaturados e insaturados.
Estas mejoras en la estabilidad oxidativa de la carne adquieren una mayor
importancia cuando los animales son alimentados con dietas ricas en acidos
grasos monoinsaturados o poliinsaturados, como consecuencias de estrategias
que tienen como objetivo mejorar las caracteristicas tecnoldgicas, especialmente

nutricionales y saludables de la carne (Andrés et al., 2001).

Con respecto a los resultados de TBA-RS en hamburguesas cocinadas el
comportamiento fue muy similar, con una mejor protecciéon en las hamburguesas
tratadas que las control (Figura 10), aunque los valores son mayores que en las
crudas, debido a que durante la coccion se desnaturalizan lipidos y proteinas y se
incrementa la oxidacion de lipidos, generando una gran cantidad de sustancias y
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compuestos responsables de las alteraciones de aromas y sabores; aun asi, los
valores mas bajos son los que presentan las hamburguesas de las dietas a base

de HPA y aceite de girasol, contrastadas con las hamburguesas control.

TBA-RS HAMBURGUESAS COCINADAS
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Figura 10. Evolucion de la formacién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
en hamburguesas cocinadas de ovinos y posterior almacenamiento en

refrigeracion.

4.3 Contenido de acidos grasos

Con respecto a los perfiles de acidos grasos de las diferentes dietas utilizadas
como fuente de variacion en la alimentacion de ovinos, en el Cuadro 3 se puede
observar que todas las dietas presentan perfiles diferentes, con mayor porcentaje
de insaturados en las dietas que contenian aceite de girasol y harina de pasta de
aguacate. Es comprensible porque en los aceites vegetales los acidos grasos

insaturados son los mayoritarios.
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Cuadro 3. Perfil de acidos grasos de las dietas utilizadas en la alimentacion de los

ovinos.

ACIDOS GRASOS HPA' CONTROL ACEITE DE GIRASOL
C14 0.20 0.27 0.10
C16 18.88 15.36 6.94
C16:1 478 0.77 0.42
c18 2.12 2.84 2.02
C18:1 (n-9) 35.61 28.40 52.93
C18:2 (n-6) 32.68 42.17 27.79
C18:3 (n-3) 3.78 6.50 6.76
C20:0 0.71 1.14 1.44
C20:1 0.22 0.25 0.93
C22 0.28 0.46 0.37
c23 0.64 1.03 0.19
C24 0.29 0.40 0.21
S SFA? 22.93 21.23 11.17
Y MUFA? 40.61 29.42 54.28
Y PUFA* 36.46 48.67 34.55
S UFA® 77.07 78.09 88.83
> UFA/SFA 3.36 3.68 7.95
0-9 35.83 28.65 53.85
Q-6 36.46 48.67 34.55

Expresado como porcentaje del total de acidos grasos analizados. "HPA: Harina
de pasta de aguacate; > SFA: acidos grasos saturados; * MUFA: acidos grasos
monoinsaturados; * PUFA: acidos grasos poliinsaturados; > UFA &cidos grasos
insaturados.

En el Cuadro 4 se observan los resultados obtenidos de los analisis quimicos
proximales de la carne de los ovinos del presente experimento. Los distintos
tratamientos aplicados como alimentaciéon animal no influyeron para que hubiese
efecto significativo (p>0.05) con respecto al contenido de grasa intramuscular,
humedad, proteina, pH y CRA (Capacidad de retencién de agua) en muestras
obtenidas del musculo longissimus dorsi. Se puede decir que los tratamientos no
influyeron en los valores que son indicativos de calidad de la carne y que pueden

ser influenciados por muchos factores (Hopkins y Geesink, 2004).
En este mismo Cuadro 4, se observa que los valores del color, L*, a* y b* que

fueron tomados en el musculo [longissimus dorsi no fueron distintos

significativamente (p>0.05). Estos resultados son congruentes con los valores que

52



se encontraron de estabilidad oxidativa en color en los sistemas modelos, y nos
habla del buen estado de las proteinas miofibrilares de la carne de rumiantes y la
alta cantidad de mioglobina presente en las fibras musculares. Por lo que se ha
estudiado se sabe que la estabilidad oxidativa del color de la carne y los productos
carnicos esta dictada principalmente por el contenido de mioglobina, la especie de
animal de procedencia, la alimentacidén, asi como la cantidad y tipo de grasa
(Rodriguez-Carpena et al., 2011).

Cuadro 4. Determinaciones quimico-proximales de la carne de ovinos empleados

en el experimento.

HPA ACEITE DE GIRASOL CONTROL
Grasa (%) 4.05 3.60 4.09
Humedad (%) 26.83 26.26 26.45
Proteina (%) 18.28 18.25 17.63
pH 6.78 6.77 6.71
CRA 0-24 h (9) 2.37 2.75 2.58
CRA 0-48 h (g) 2.76 3.24 2.99
Color L* 34.75 34.67 34.57
Color a* 19.96 17.90 19.09
Color b* 443 2.98 3.87

HPA: harina de pasta de aguacate; CRA 0-24: Capacidad de retencién de agua de
0 a las 24 horas; CRA 0-48: Capacidad de retencién de agua de inicio hasta las 48
horas; L*: Luminosidad; a*: Color rojo; b*: color amarillo.

El empleo de tratamientos de alimentaciéon para cambiar la composicién de acidos
grasos de la carne ha sido un tema de investigacion popular en los ultimos afios.
Al utilizar harina de pasta de aguacate o aceite de girasol en las dietas de los
ovinos se esperaba que hubiera un cambio en los perfiles de acidos grasos en la
carne; sin embargo, no se observé una modulacion distinta promovida por la dieta,
lo que permite inferir que los nutrimentos que aportan los ingredientes de las
dietas, sufren transformaciones propias del metabolismo ruminal, para finalmente

ser modificados en compuestos distintos que son absorbidos a nivel intestinal. Por
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lo tanto, se evidencia que no hay una influencia por la composicion de la dieta, con

la composicion de la carne.

Cuadro 5. Determinacién del perfil de acidos grasos de la carne de ovinos

empleados en el experimento.

ACIDOS GRASOS HPA' ACEITE DE GIRASOL CONTROL
C12:0 0.07 0.08 0.09
C14:0 2.11 2.23 2.09
C14:1 0.17 0.17 0.17
C15:0 0.24 0.24 0.23
C16:0 (n-7) 26.27%° 24.08? 27.08°
C16:1 2.14 1.70 1.90
C17:0 0.83 0.73 0.83
C18:0 15.96 16.12 14.75
C18:1 (n-9) 45.32 46.39 45.54
C18:2 (n-6) 4.12 4.60 3.80
C18:3 (n-3) 0.45 0.51 0.47
C20:0 1.27 1.19 1.46
C20:1 0.10° 0.132 0.10°
C20:3 (n-6) 1.27 1.19 1.46
C23 0.17 0.21 0.19
C24:1 0.24 0.26 0.29
C22:6 (n-3) 0.04 0.05 0.06
SSFA 45.71 44.22 45.24
SMUFA 48.20 49.07 48.39
SPUFA 6.01 6.46 5.91
SUFA 54.21 55.53 54.31
SUFA/SFA 1.19 1.25 1.21
0-9 46.93 47.98 47.39
Q-6 4.69 5.21 4.39
Q-3 0.05 0.06 0.06

"HPA: harina de pasta de aguacate. Expresados como porcentaje del total de
acidos grasos analizados. SFA acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos
monoinsaturados; PUFA: acido grasos poliinsaturadas; UFA: acidos grasos
insaturados.

Algo que sucede en los ovinos es que el rumen descompone los acidos grasos de
la dieta y pasan por procesos fermentativos y de transformacién por los

microorganismos presentes en el rumen de los animales poligastricos y la
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incorporacion de los acidos grasos en los tejidos son distintos a lo que se le da en
su dieta debido a que son absorbidos a nivel intestinal en forma de acidos grasos
volatiles y a nivel de tejidos siguen distintas rutas metabdlicas para finalmente

fijarse en los tejido.

Los altos niveles de PUFA en la carne pueden conducir a una oxidacion lipidica
postmortem mas acelerada que puede afectar negativamente el sabor y el color de
la carne cocinada; los musculos de carne de ovino son particularmente
susceptibles a la oxidacion de los lipidos, el uso de antioxidantes como la vitamina
E es la clave para controlar la oxidacién y producir productos de buena calidad con
niveles de AGPI n-3 que exceden los valores "fuente", si las concentraciones
musculares de vitamina E se mantienen a 3-4 mg/kg. Esto se logra alimentando
con pasto que contiene vitamina E de forma natural, o suplementando las dietas
con niveles altos de vitamina E (200-500 mg/kg). Sin embargo, incluso con la
proteccion antioxidante, la oxidacion de los lipidos puede desencadenarse cuando

los procedimientos postmortem promueven la oxidacion.

Desde un punto de vista nutricional, la composicion de acidos grasos de la carne
de ovinos no se ve particularmente afectado por los cambios en el sistema de
produccion que puede modificar el ambiente del rumen y los procesos de

biohidrogenacién de acidos grasos insaturados de las dietas.

La pulpa de aguacate y el aceite de girasol tienen un alto contenido de acidos
grasos insaturados; en esta investigacion se utilizé harina de pasta de aguacate y
aceite de girasol y estos acidos grasos no se fijaron en los tejidos; por lo tanto, no
se puede modular el contenido de acidos grasos de la carne a través de la dieta, a
diferencia de otros experimentos donde una alta proporcion de forraje en la dieta
promueve la via de biohidrogenacion regular que acumula acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) n-3 y acido vaccénico (11t-18:1) en la leche y carne. Por el
contrario, una alta proporcion de concentrado en la dieta provoca una modificacion

en la via de biohidrogenacion regular hacia la acumulacién de 10t - en lugar de 11t

55



-18:1 y una mayor relacion n-6/n-3 en leche y carne (Bessa et al., 2015; Shingfield
y Grinari, 2007).

4.4 Evaluaciones sensoriales

Para ser 6ptimo el aspecto sensorial de la carne, no se debe basar unicamente en
el sabor o palatabilidad sino que se debe incluir numerosos atributos. La terneza
por si sola no es suficiente y otros aspectos de la palatabilidad como la jugosidad,
la textura y el desarrollo del sabor también son necesarios; los factores que
afectan los componentes sensoriales optimos se extienden desde la produccion
animal e incluyen genética, edad del animal, reduccién del estrés, nutricion y
control del proceso para evitar endurecimiento. Los factores a considerar también
dependen del uso final de la carne y de la manera en que se cocina (Devine y
Dikeman, 2014).

En la Figura 11 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacién sensorial de
las hamburguesas cocinadas, los resultados para los atributos de apariencia,
color, dureza en boca y sabor, no fueron distintos estadisticamente (p>0.05). Se
pudo observar que el panel de catadores no entrenados no tuvo una influencia en

los resultados.

Respecto al atributo del sabor de la carne de borregos, se puede notar que no
resulté agradable para los catadores. Lo anterior se puede asociar a que la carne
de borrego es un gusto adquirido y por la baja cultura de consumo de carne de
borregos en esta region, no fue de su agrado; quizas ellos nunca la habian
consumido solo con poca sal, sin ningun otro condimento como en el caso del
consumo tradicional de borrego en forma de birria o barbacoa. Desde un punto de
vista aromatico, los compuestos volatiles responsables del sabor caracteristico de
la carne de cordero son generados por reacciones quimicas tales como oxidacién
0 escisidn de lipidos durante la coccidn del cordero; por lo tanto, el perfil de acidos
grasos de la carne asociada a un sistema de produccion pudo afectar la calidad

sensorial, sin embargo, al no encontrar diferencias o cambios en los perfiles de
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acidos grasos de la carne, las sensaciones aromaticas fueron similares en todos
los tratamientos. La mayoria de los compuestos volatiles de carbonilo se generan
a partir de la oxidacion de acidos grasos insaturados y pueden ser un poderoso
odorante (Vasta et al., 2012).

APARIENCIA

e Girasol
OLOR = Aguacate
Control

SABOR

Figura 11. Resultados de apariencia, olor, dureza en boca y sabor en

hamburguesas de ovinos.

Durante la coccidn, los compuestos de carbonilo que se originan con la oxidacién
de lipidos también pueden reaccionar con compuestos aminos, es decir no
enzimaticos, donde los fuertes olores carnosos derivados de N-compuestos
heterociclicos como alquil pirazinas y de azufre como son los compuestos 2-metil-
3-furanthiol se forman (EImore y Mottram, 2006). El perfil volatil del cordero cocido
podria verse afectado no solo por factores ante mortem (es decir, raza,
alimentacion), si no también por otros factores post-mortem relacionados con el
analisis, es decir, preparacion de la muestra, método de coccién, método de
extraccion, no observados en este trabajo (Vasta y Priolo, 2006; Vasta et al.,
2007).

57



4.5 Expresion de genes relacionados con el metabolismo lipidico

Como se puede observar en el Cuadro 6 al utilizar HPA en la alimentacion de los
ovinos, se observa una mayor expresion relativa en todos los genes evaluados en
este estudio, ya que se utilizé el método 2 delta-delta Ct que sélo es aplicable
para una estimacion rapida de la proporcién relativa de la expresidn genética en
estudio (Pfaffl, 2001).

Con respecto al gen Acetil-CoA carboxilasa (ACACA), que es una enzima limitante
de la velocidad en la biosintesis de acido palmitico y acidos grasos de cadena
larga, esta enzima se expresa en todas las células encontrando niveles mas altos
en tejidos lipogénicos como el higado, el tejido adiposo y la glandula mamaria
durante la lactancia. ACACA cataliza la carboxilacion de acetil-CoA dependiente
de ATP para formar malonil-CoA, que es el sustrato para la sintesis de acido
palmitico (Smith et al., 2003) y acidos grasos de cadena larga (acil-CoA> C22: 0)

(Leonard et al., 2004) por la enzima acido graso sintasa (FAS).

Los resultados de otros estudios proporcionan evidencia de que PPARG regula la
expresion y actividad de la estearoil-coenzima A desaturasa (SCD) y de acidos
grasos monoinsaturados en glandulas mamarias de rumiantes. Adicionalmente, la
expresion de FASN, ACACA y SREBF aumenta significativamente con la
sobreexpresion de PPARG el cual destaca un papel importante en la regulacién de
la transcripcion de SCD vy por lo tanto, la composicion de MUFA (Bionaz y Loor,
2008), este contribuye a la regulacién coordinada de componentes de la via,
vinculando directamente a los promotores de los genes diana, incluidos FASN,
ACACA y SCD (Shimano, 2001).

FASN es una enzima multifuncional que cataliza la sintesis de acidos grasos de
novo en las células; en los rumiantes participa en la sintesis de cadena corta,
cadena media y la mitad de la cantidad de acidos palmiticos (C16:0) (Zhu et al.,
2014).
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Cuadro 6. Resultados de la expresion de los distintos genes evaluados en carne
de ovinos alimentados con la adicion de harina de pasta de aguacate o

aceite de girasol en la dieta.

TRATAMIENTO ACACA PPARG SREBF1 FASN SCD FASB

AGUACATE 1.4175* 1.0413* 1.1138° 1.1613* 1.0413% 1.2050°
GIRASOL 1.1138° 1.0713* 1.0250° 1.0025° 0.9900° 1.0763°
CONTROL 1.0000°  1.000°  1.0000° 1.0000° 1.0000° 1.0000°

Total 1.1767  1.0379  1.0458 1.0542 1.0100 1.0938

ACACA: acetil-CoA carboxilasa; PPARG: Peroxima proliferador activador del
receptor gamma; SREBF1: Proteina de union al elemento regulador del esterol;
FASN: Acido graso sintetasa; SCD: Esterial CoA desaturasa; FASB: Proteina
transportadora de &acido graso isoforma. Literales distintas por columna (*°)
indican diferencias estadisticas significativas (p<0.05) por tratamiento.

El analisis de acidos grasos reveld niveles mas bajos de sintesis de acidos grasos
de novo que actuan al mismo tiempo con la elevacién de niveles de acido oleico,
indicando efectos inhibitorios de alta biodisponibilidad de acidos grasos C18 en la

sintesis de novo lipidica en rumiantes (Hailea et al., 2016).

Stearoyl-CoA desaturasa (SCD) es la enzima limitante de la velocidad en la
biosintesis de acidos grasos monoinsaturados, que introduce un doble enlace cis
entre los carbonos 9 y 10 en un espectro de acidos grasos saturados, con
preferencias para C16:0 y C18:0; esta enzima juega un papel clave en el
metabolismo de los lipidos y el mantenimiento de la fluidez de la membrana,
basada en la importancia fisiolégica de relacion entre acidos grasos saturados y
monoinsaturados. La expresiéon del gen SCD esta regulada por grasas

poliinsaturadas y colesterol (Ntambi, 1999).

En este estudio se encontré que los borregos de los tres tratamientos tenian una
mayor proporcion de acido oleico que puede indicar una mayor actividad de
estearoil-CoA desaturasa. Se ha demostrado que los cambios en la expresion

geénica y la actividad de esta enzima podrian ser importantes factores que influyen
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en las diferencias en la composicidn de acidos grasos en la carne de cordero
(Dervishi et al., 2011).

FABP3 se expresa predominantemente en el corazén, el musculo esquelético y el
tejido adiposo marrén y esta involucrado en el metabolismo de los lipidos y la
glucosa, se ha demostrado previamente que el aumento de la expresion de
FABP3 en musculos y tejido adiposo marrén se correlaciona con la obesidad en
ratones y que mejora la resistencia a la insulina inducida por palmitato
estableciendo que FABP3 es importante en el desarrollo de la obesidad
(Yamashita et al., 2008).

FABP3 también se expresa en el cerebro adulto y regula la absorcion de acidos
grasos poliinsaturados y el metabolismo en las neuronas, implicando la
participacion de FABP3 en funciones neurolégicas (Shimamoto et al., 2014; Cheon
et al., 2003).

En ovinos, pocos estudios se han centrado en la variabilidad genética de genes
relacionados con el metabolismo de los lipidos. Se requieren mayores esfuerzos
para identificar las variantes genéticas que pueden usarse como marcadores
relacionados con el contenido de grasa y composicién de acidos grasos de los
productos derivados de esta especies y para evaluar el posible uso de ovejas
como modelo animal para enfermedades humanas relacionadas con el

metabolismo lipidico (Garcia-Fernandez et al., 2009).
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V. CONCLUSIONES

1.- La carne de ovinos alimentados con harina de pasta de aguacate en la dieta,
conservé mas uniforme el color y la estabilidad oxidativa de lipidos a lo largo del
tiempo de 12 dias de almacenamiento; por lo que puede ser considerada como
una excelente estrategia, para controlar los procesos de oxidacion y extender la
vida util de los productos carnicos.

2.- Con respecto a los atributos sensoriales (apariencia, olor, dureza en boca y
sabor) estos no se vieron afectados por la influencia de las dietas, ni la calidad de
la grasa de la carne ya que los procesos oxidativos al momento de la coccion,
considerado como dia cero, no habian comenzado; por lo tanto, no se percibieron

compuestos volatiles andomalos.

3.- La harina de pasta de aguacate como ingrediente en la dieta de ovinos,
favorecio la expresion de los genes ACACA, PPARG, SREBF1, FASN, SCD y
FASB relacionados con el metabolismo lipidico; sin embargo, la cantidad y calidad
de la grasa de los ingredientes utilizados en las dietas, no influy6é en la modulacion
de los perfiles de acidos grasos intramusculares de la carne del musculo

Longissimus dorsi de los animales.
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