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RESUMEN

Las especias culinarias son fuente importante de compuestos fendlicos que presentan
propiedades antimicrobianas y antioxidantes, se han utilizado desde hace siglos para la
conservacion de alimentos. En afios recientes, los extractos de especias culinarias han sido
objeto de estudio para mitigar distintas afectaciones negativas que pueden sufrir los alimentos
a causa de cambios de temperatura, oxidacion y exposicion a microorganismos, lo que puede
modificar su composicién original. El uso de tratamientos térmicos en los alimentos ricos en
carbohidratos provoca la formacion de diversas glicotoxinas como la acrilamida presente en
las papas fritas. Por otra parte, la carne de cerdo se ve afectada por la contaminacion
bacteriana después de la etapa post-mortem, asi como por factores ambientales (luz, oxigeno),
tratamientos térmicos y de enfriamiento que provocan la oxidacion de lipidos y proteinas. La
elaboracion de aditivos comestibles a base de especias culinarias puede ser una alternativa
para tratar dichos problemas. En el presente trabajo se elaboraron cinco aditivos a los que se
les determiné el contenido de compuestos fenolicos totales (CFT) y actividad antioxidante, los
cuales fueron aplicados a papas crudas tipo “a la francesa” para evaluar la inhibicion de
formacion de acrilamida durante el proceso de freido. De los cinco aditivos elaborados se
seleccionaron los aditivos #2, #3 y #5 por presentar la mayor concentracion de CFT y la
mejor actividad antioxidante. Lo anterior para aplicarlos en hamburguesas de carne de cerdo
cruda y cocinada almacenadas en refrigeracion por 12 dias con el objetivo de impedir la
oxidacion lipidica y proteica, asi como el crecimiento de Escherichia coli O157:H7. Aunado a
esto, se realizd un analisis sensorial de las hamburguesas cocinadas. Los resultados mostraron
gue ninguno de los cinco aditivos elaborados logré inhibir la formacion de acrilamida en las
papas fritas, mientras que de los tres aditivos seleccionados solo el aditivo #5 logrd inhibir en
las hamburguesas crudas el crecimiento de Escherichia coli O157:H7. Respecto a la cantidad
de metabolitos secundarios generados por la oxidacién lipidica a lo largo del tiempo en
refrigeracion, los tres aditivos lograron inhibirla tanto en hamburguesas crudas y cocinadas.
Sin embargo, con respecto a la cuantificacion de carbonilos relacionados a la oxidacion

proteica, ninguno de los tres aditivos logro inhibirla ni en hamburguesas crudas como

Xl



Desarrollo de aditivos comestibles con actividad antioxidante y antimicrobiana y
su aplicacion en alimentos

cocinadas. Con respecto a la calidad sensorial de las hamburguesas cocinadas, esta no se vio

afectada por el tipo de aditivo utilizado como fuente de variacion en el analisis.

Palabras claves: especias culinarias, acrilamida, Escherichia coli O157:H7, oxidacion
lipidica, oxidacion proteica.
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ABSTRACT

Culinary spices are an important source of phenolic compounds that have antimicrobial and
antioxidant properties, they have been used for centuries for food preservation. In recent years,
culinary spice extracts have been studied to mitigate different negative effects that food may
suffer due to changes in temperature, oxidation and exposure to microorganisms, which can
modify its original composition. The use of thermal treatments in foods rich in carbohydrates
causes the formation of various glycotoxins such as acrylamide present in potato chips. On the
other hand, pork meat is affected by bacterial contamination after the post-mortem stage, as
well as by environmental factors (light, oxygen), thermal and cooling treatments that cause the
oxidation of lipids and proteins. The elaboration of edible additives based on culinary spices
can be an alternative to treat said problems. In the present work five additives were elaborated
to which the content of total phenolic compounds (CFT) and antioxidant activity were
determined, which were applied to raw potatoes "French style” to evaluate the inhibition of
acrylamide formation during the frying process. Of the five additives processed, additives #2,
#3 and #5 were selected because they had the highest concentration of CFT and the best
antioxidant activity. The previous thing to apply them in hamburgers of raw and cooked pork
meat stored in refrigeration for 12 days with the objective of preventing the lipid and protein
oxidation, as well as the growth of Escherichia coli O157: H7. In addition to this, a sensory
analysis of the cooked burgers was carried out. The results showed that none of the five
elaborated additives managed to inhibit the formation of acrylamide in potato chips, while of
the three selected additives only additive #5 was able to inhibit the growth of Escherichia coli
0157: H7 in raw burgers. Regarding the amount of secondary metabolites generated by lipid
oxidation over time in refrigeration, the three additives managed to inhibit it in both raw and
cooked burgers. However, with respect to the quantification of carbonyls related to protein
oxidation, none of the three additives managed to inhibit it neither in raw burgers as cooked.
With respect to the sensory quality of cooked burgers, this was not affected by the type of

additive used as a source of variation in the analysis.
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Key words: culinary spices, acrylamide, Escherichia coli O157: H7, lipid oxidation, protein

oxidation.
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I. INTRODUCCION

Hoy en dia los consumidores exigen que haya alimentos mas variados, faciles de preparar, que
sean mas seguros, nutritivos y baratos. Sélo se pueden satisfacer estas expectativas y
exigencias de los consumidores utilizando las nuevas tecnologias de transformacion de

alimentos, entre ellas la adicion de aditivos (Hirasa y Takemasa, 2002).

Aunque se asocia a los tiempos modernos, los aditivos llevan siglos utilizandose. Se emplean
desde que el hombre aprendi6 a conservar los alimentos para tiempos postreros. Una de las
herramientas mas utilizadas para la conservacion fue el uso de especias culinarias (Hirasa y
Takemasa, 2002).

El término especia puede definirse como un compuesto que tiene un fuerte aroma, actividad
picante o colorante, que estimula el apetito o favorece la digestion. Las especias se obtienen de
semillas, bayas, yemas, hojas, cortezas y raices de plantas, que crecen principalmente en las
zonas tropicales, subtropicales o templadas (Hirasa y Takemasa, 2002).

Experimentos cientificos desde finales del siglo XIX han revelado las propiedades
antimicrobianas y antioxidantes de algunas especias o de algunos de sus compuestos
fitoquimicos (Park, 2011; Kivilompolo y Hyotylainen, 2007; Shan et al., 2007) ya que

prolongan el periodo de conservacion de los alimentos.

La mayoria de los alimentos estan sometidos a muchas condiciones medioambientales que
pueden modificar su composicion original, como los cambios de temperatura, la oxidacion y la

exposicion a microorganismos (Jay, 2002).

A nivel mundial hay una gran variedad de tratamientos culinarios domésticos e industriales
que se emplean en el procesado o coccion de alimentos con la finalidad de hacerlos
comestibles y agradables al consumidor. Entre ellos destaca el tratamiento térmico (freido,

horneado, asado, etc.) durante el cual se originan algunas reacciones quimicas que dan lugar a



Desarrollo de aditivos comestibles con actividad antioxidante y antimicrobiana y
su aplicacion en alimentos

una serie de compuestos que confieren a los alimentos una adecuada textura, aromas y sabores
agradables (Ruiz-Roca, 2009). Entre estas reacciones una de las méas frecuentes es la reaccién
de Maillard, también conocida con el nombre de pardeamiento no enzimatico o glicacion de
proteinas, que se origina, en alimentos ricos en proteinas y azlcares reductores,
proporcionando caracteristicas organolépticas deseadas, buena apariencia, sabor y olor
agradable. Sin embargo, también genera caracteristicas negativas como la formacion de

productos toxicos, llamados glicotoxinas (Ruiz-Roca, 2009).

Las glicotoxinas comprenden una gran diversidad de moléculas complejas, entre las que
destaca la acrilamida, por ser la de mayor formacion en alimentos ricos en carbohidratos (por
ejemplo, las papas) cocinados a altas temperaturas (Sumaya-Martinez et al., 2006). Diversos
estudios han demostrado que las glicotoxinas estan implicadas en la aparicién de diversas
patologias como el cancer y complicaciones de la diabetes, entre otras (Goldberg et al., 2004;
Sugimura et al., 2004; Méndez, 2003).

La reduccion de la formacion de glicotoxinas puede darse mediante la modificacion de los
métodos de coccidn de los alimentos, utilizando temperaturas bajas y tiempos de coccion mas
prolongados, reduccion de reactantes o mediante la adiccion de compuestos naturales que
presentan actividad antioxidante como los polifenoles procedentes de una amplia variedad de
fuentes del reino vegetal (frutas, vegetales, plantas o sus extractos y especias) (Jiménez-
Castillo et al., 2012; Smith et al., 2011).

Por otra parte, tanto la oxidacién lipidica como la proteica, son una de las causas de mayor
deterioro de la carne, que generalmente se caracteriza por olor y sabor desagradable, pérdida
del color, textura y valor nutritivo, que consecuentemente acorta la vida de anaquel y tiene un
impacto negativo sobre la aceptabilidad de los alimentos por parte del consumidor. Ademas,
los compuestos toxicos generados por procesos de oxidacion lipidica se han relacionado con la
aparicion de ciertas patologias como el cancer o enfermedades cardiovasculares (Contini et
al., 2014; Palmieri y Sblendorio, 2007).
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Los antioxidantes sintéticos tales como butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA) y
butilhidroquinona terciaria (BHQT) son ampliamente utilizados en la industria alimentaria
para evitar reacciones de oxidacion. Sin embargo, existen serias preocupaciones sobre el
potencial cancerigeno de estas sustancias (Karre et al., 2013; Musa y Arslan, 2011). Lo
anterior lleva a un interés tanto por parte de los consumidores como de los fabricantes de
alimentos por sustituir los aditivos sintéticos por sustancias naturales con actividad

antioxidante, tal como las especias culinarias.

Otras de las causas que fomentan el deterioro de la carne es la presencia de microorganismos
patdgenos, debido a que cuando los nutrientes de la carne como glucosa, aminoacidos libres y
los compuestos volatiles son metabolizados durante el crecimiento bacteriano, causan el
desarrollo de malos sabores, olores y colores desagradables (Cappelletti et al., 2015; Tang et
al., 2013; Nychas et al., 2008). Asi mismo, los microorganismos a una cierta concentracion en
el alimento son capaces de provocar distintas enfermedades gastrointestinales (Jay, 2002).
Toda accion inhibidora frente al crecimiento microbiano generalmente se expresa como accion
antimicrobiana, incluyendo las acciones bacteriostadtica o fungistatica (prevencion del
crecimiento microbiano y de su propagacién) (Jay, 2002). Muchas especias culinarias (canela,
clavo, tomillo, comino, cilantro, entre otras) han sido reportadas que poseen tanto propiedades
antimicrobianas y/o antifungicas (Park, 2011; Kivilompolo y Hyotylainen, 2007; Shan et al.,
2005; Zheng y Wang, 2001).

Hoy en dia, tanto los consumidores como los productores son cada vez mas conscientes de la
importancia del valor nutritivo y la inocuidad (libre de sustancias toxicas como la acrilamida,
metabolitos secundarios de oxidacion o microorganismos sobre todo patdégenos) de los
alimentos. De aqui la importancia de elaborar aditivos comestibles a base de especias
culinarias que ademas de ejercer actividad antioxidante para evitar la formacion de acrilamida
en papas fritas, asi como las reacciones de oxidacion en la carne, puedan ademas en esta

ultima, ejercer una actividad antimicrobiana.
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II. ANTECEDENTES

2.1. Especias culinarias

Desde la antigiiedad, el hombre ha utilizado un gran numero de plantas aromaticas debido a
sus caracteristicas organolépticas, que confieren a los alimentos y bebidas ciertos aromas,
colores y sabores, que los hacen més apetitosos, gratos y sabrosos al olfato, vista y paladar.
Ademas, funcionan como reguladoras del balance interno de los alimentos conservandolos por
un mayor periodo de tiempo. Asi mismo, las especias han sido utilizadas milenariamente en la
medicina popular para prevenir o tratar ciertas enfermedades (Gil, 2010; Contreras y Garcia,
2005).

Generalmente las especias son oOrganos secos de las plantas o hierbas que crecen
principalmente en zonas tropicales, subtropicales o templadas, y debido a la fuerte irradiacion
del sol, desarrollan gran cantidad de aromas y sabores (Hirasa y Takemasa, 2002). Las
especies vegetales con propiedades aromaticas pertenecen a familias botanicas consideradas
tradicionalmente fuente de productos aromaticos como las Pinaceas, Verbenaceas, Mirtaceas,

Lamiéceas, Rutéceas, Lauraceas, Piperaceas, Apiaceas y Asteraceas (Cruz et al., 2006).

En un sentido mas amplio, el término especia puede definirse como un compuesto que tiene un
fuerte aroma, actividad picante o colorante, que estimula el apetito o favorece la digestion.
Mientras que la Norma Oficial Mexicana (NMX-FF-072-1990) define como especia a
“cualquiera de los diversos productos vegetales naturales aromaticos, sin materias extrafias,
utilizados enteros o en polvo para condimentar, dar sabor, aroma y/o color a los alimentos y
bebidas”.

Por otra parte, la Food and Drug Administration (FDA) define a las especias como “sustancia
vegetal aromatica, en su totalidad fragmentada o molida, de la cual no se ha eliminado
cualquier aceite volatil u otro principio aromatizante y cuya funcion significativa en los

alimentos es condimentar”. Asi mismo, este organismo marca a las especias como
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“Generalmente Reconocidas como Seguras” (GRAS) a concentraciones comunmente

empleadas en los alimentos (Kaefer y Milner, 2008).

Las especias se obtienen de semillas, bayas, yemas, hojas, flores, cortezas y raices de plantas,
estas pueden usarse tanto frescas como en forma deshidratada. De acuerdo a su uso, se
clasifican como hierbas frescas (hierbas aromaticas), secas 0 procesadas (extractos,

oleorresinas y resinas) (Mercado-Mercado et al., 2013).

Las plantas condimentarias como canela, pimienta, ajo, anis, azafran, cilantro, comino, hojas
de laurel, mejorana, menta, orégano, romero, tomillo, entre otras, son utilizadas en guisos,
adobos, alifios y licoreria, con la finalidad de conservar, sazonar, colorear y hacer mas
digeribles los alimentos. Poseen un amplio y creciente campo de aplicacion en la industria

alimentaria carnica, licorera, repostera, entre otras (Mufioz, 2002).

La capacidad de las especias para conservar los alimentos o para tratar ciertos padecimientos
en el hombre se debe a que la mayoria de las plantas contienen gran cantidad de compuestos
bioactivos que provienen de su metabolismo secundario y que tienen propiedades
antioxidantes y antimicrobianas (Shan et al., 2007; Ertirk, 2006). Dichos compuestos son
conocidos con el nombre de fitoquimicos y hasta el momento se han identificado mas de 5000
fitoquimicos, que han sido clasificados en base a su composicion quimica (Liu, 2004) como
carotenoides, fenoles, alcaloides, compuestos nitrogenados y organosulfurados. Las formas en
que trabajan los fitoquimicos son tan distintas entre si como las especias culinarias mismas
(YYeager, 2001).

Los fitoquimicos mas estudiados han sido los carotenoides y fenoles. Entre las actividades
bioldgicas que presentan los polifenoles se puede mencionar como una de las mas importantes
la capacidad antioxidante, que puede medirse también como la capacidad de atrapar un radical
libre (Stevenson y Hurst, 2007). Dicha actividad se debe principalmente a las propiedades
redox de los compuestos fenolicos (Tung et al., 2007). Debido a sus excelentes propiedades
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bioactivas, los fitoquimicos no solo tienen aplicaciones en la industria de alimentos sino

también en la industria farmacologica y quimica (Mufiz-Marquez et al., 2010).

2.1.1. Propiedades antioxidantes de las especias

Los alimentos se deterioran gradualmente por diversas razones durante el almacenamiento y/o
procesamiento, una de ellas est& relacionado con procesos oxidativos. Estos a menudo son
catalizados por iones ferrosos o de cobre. La degradacién afecta sobre todo a lipidos,
carbohidratos y proteinas (Hinniburg et al., 2006). El uso de antioxidantes puede prolongar la
vida 0til de muchas clases de alimentos y permite la posibilidad mercantil de desarrollar

muchos nuevos productos alimentarios (Brewer, 2011; Hinniburg et al., 2006).

La mayoria de los alimentos contienen cierta cantidad de grasa, la cual es un importante
constituyente, ya que es responsable en gran parte del excelente sabor y textura que caracteriza
a los alimentos. Las grasas, no obstante, reaccionan con el oxigeno del aire generando
radicales libres como perdxidos, que son posteriormente oxidados y descompuestos a
alcoholes y aldehidos de bajo peso molecular, produciendo rancidez (Rodriguez-Carpena,
2011a). Se sospecha que estos radicales libres actian en el organismo humano dafiando el

ADN y produciendo cancer y envejecimiento (Hirasa y Takemasa, 2002).

El problema de la oxidacion de alimentos empaquetados a veces se soluciona sustituyendo el
oxigeno del envase por un gas inerte como el nitrégeno, o bien empleando antioxidantes con el
alimento (Hirasa y Takemasa, 2002). Tres antioxidantes sintéticos bien conocidos son el
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroquinona terciaria (BHQT),
usados en diversidad de alimentos (Mejia-Benitez et al., 2014; Brewer, 2011). Sin embargo,
existe preocupacion acerca de su posible toxicidad, tanto para el higado como para los

pulmones (Karre et al., 2013; Musa y Arslan, 2011).

Los estudios sobre las propiedades antioxidantes de diversas especias culinarias efectuadas en

la década de 1930 pusieron de manifiesto que algunas especias retardaban la generacion de
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perdxidos en el aceite de cacahuate e impedian el enranciamiento de la carne. La primera
patente sobre las especias antioxidantes, aprobada en 1938, especificaba que los aceites de
especias como el aceite de clavo pueden evitar la oxidacion de los aceites de cocinar (Hirasa y
Takemasa, 2002). Esto sirvi6 como punto de partida para la bldsqueda de compuestos
bioactivos con actividad antioxidante presentes en las especias culinarias y su aplicacion para

inhibir la oxidacion de los acidos grasos en los alimentos.

Muchas de las especias culinarias, generalmente utilizadas en la preparacion de los alimentos,
son una fuente excelente de compuestos fendlicos que muestran una buena actividad
antioxidante (Armenteros et al., 2016; Vallverdu-Queralt et al., 2014; Mungole y Chaturvedi,
2011). La actividad antioxidante de las especias culinarias se debe principalmente a las
propiedades redox de los compuestos fendlicos presentes en ellas, desempefiando un papel

importante en la neutralizacion de los radicales libres (Tung et al., 2007).

2.1.2. Propiedades antimicrobianas de las especias

Con una mayor disponibilidad de informacion sobre los impactos en la salud, los
consumidores ahora, no solo prestan mas atencion al riesgo de patdégenos transmitidos por los
alimentos, sino también a la presencia de conservantes quimicos artificiales incluidos para
controlar los patégenos transmitidos por los alimentos. Como resultado, los consumidores
piden un mayor uso de ingredientes naturales para garantizar la seguridad de los productos
consumibles. En respuesta a esta demanda, la industria alimentaria estad buscando utilizar
conservantes de alimentos méas naturales que tengan una fuerte actividad antimicrobiana para
garantizar productos alimenticios sanos y seguros, tal como las especias culinarias (Rahman et
al., 2011; Ibrahim et al., 2008). Esta propiedad se debe a la presencia de fitoquimicos activos,
tales como compuestos fendlicos, flavonoides, terpenoides y carotenoides (Gharibi et al.,
2013).

Toda accion inhibidora frente al crecimiento microbiano generalmente se expresa como accion

antimicrobiana, incluyendo las acciones bacteriostatica o fungistatica (prevencion del



Desarrollo de aditivos comestibles con actividad antioxidante y antimicrobianay | .=
su aplicacion en alimentos |

crecimiento microbiano y de su propagacion). La mayoria de las especias culinarias poseen

propiedades antimicrobianas y/o antifingicas (Zheng y Wang, 2001).

Las propiedades antimicrobianas de las especias se han conocido durante siglos (Park, 2011;
Kivilompolo y Hyotylainen, 2007). Por ejemplo, las especias en la antigua India, China y
Egipto se empleaban ya para conservar alimentos, asi como también con fines medicinales
(Kaefer y Milner, 2008). En las cléasicas Grecia y Roma, el cilantro se usé para prolongar el
periodo de conservacion de la carne y la menta se usaba para evitar la rapida alteracion de la

leche (Hirasa y Takemasa, 2002).

En las ultimas décadas, las plantas y las especias han desempefiado un papel esencial en el
desarrollo del descubrimiento de farmacos como fuente rica de compuestos bioldgicamente
activos gque exhiben propiedades antimicrobianas significativas (Njume et al., 2011; Castillo-
Juérez et al., 2009).

La eficacia antimicrobiana de las especias depende del tipo de la especia, su composicion y
concentracion, el tipo y concentracion de microorganismo, la composicion del sustrato, asi
como las condiciones de procesamiento y almacenamiento del alimento (Leite de Souza et al.,
2006).

2.2. Aditivos comestibles

Hoy en dia, cada vez hay mas conocimientos e intereses para mejorar las propiedades
fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales de los alimentos utilizando métodos modernos
de preservacion o ya existentes con alguna mejora. Entre los productos alimenticios, la carne y
los productos carnicos, asi como las papas fritas tipo “a la francesa” son bien conocidos por su
susceptibilidad a la contaminacion quimica y/o microbiana, asi como la oxidacion, por lo que
encontrar un conservante rentable con propiedades antioxidantes y antimicrobianas es vital

para estos productos (Andevari et al., 2011).
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El uso de antioxidantes en los alimentos, debido a su capacidad para controlar la oxidacion de
las grasas y aumentar la vida util de los alimentos, es muy apreciado por los productores de
alimentos. El butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno (BHT) se encuentran entre los
antioxidantes sintéticos mas utilizados en la industria alimentaria. A pesar de la efectividad y
la buena estabilidad, el uso de estos compuestos es limitado debido a su posible toxicidad
(Shahidi, 2015; Farvin y Jacobsen, 2013).

La conciencia del consumidor con respecto a la seguridad y calidad de los alimentos ha
obligado a la industria de procesamiento de alimentos a buscar fuentes alternativas de
compuestos saludables, especialmente de origen natural (Kumaran et al., 2017). Las especias
culinarias se han convertido en una opcién por poseer fuerte actividad antioxidante y
antimicrobiana, la cual esta relacionada con el tipo y concentracion de compuestos fendlicos.
Estas caracteristicas convierten a las especias culinarias como un posible aditivo para la

conservacion de alimentos (Brewer, 2011).

Un aditivo se define como una sustancia 0 mezclas de sustancias, ya sea de origen natural o
sintético, que se aplica de manera intencional en la superficie de un alimento en adiccion o
remplazo de la corteza natural y que se enfoca principalmente a extender la vida util del
alimento (Carrasco et al., 2002). Los aditivos deben emplearse como una ayuda en la
fabricacion de los alimentos, pero nunca para enmascarar materias primas o productos de mala
calidad (Badui-Dergal, 2006).

Los aditivos se aplican por muchas razones: para incrementar el valor nutritivo, como las
vitaminas, aminoéacidos y elementos quimicos; para la preservacion de los alimentos, como los
conservadores, antioxidantes, agentes que reducen la actividad del agua, antiendurecedores y
otros; asi como, para mejorar las propiedades sensoriales, como los saborizantes, colorantes,
edulcorantes, espesantes, espumantes, gelificantes y emulsionantes. Sin embargo, muchos de
ellos cumplen méas de una funcion al mismo tiempo, como por ejemplo, los polioles, que

reducen la actividad del agua, los acidulantes que abarcan una gama muy amplia de acciones,
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asi como los antioxidantes que ademas de neutralizar los radicales libres presentan cierta

actividad antimicrobiana (Badui-Dergal, 2006).

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus
siglas en inglés) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), a través del Codex
Alimentarius han clasificado a los aditivos en tres categorias, A, B y C, de acuerdo con su
seguridad. Los A son los mas inocuos, mientras que los C tienen limitaciones para su empleo.
Entre la lista de los varios de miles de aditivos permitidos, existen algunos muy conocidos
como la sacarosa, los &cidos acético y citrico, el cloruro de sodio, las especias culinarias y
muchos otros, que se emplean desde hace siglos para conservar los alimentos y mejorar sus
propiedades sensoriales. Ademas, estos compuestos también se encuentran en forma natural,
por lo que a traves de los afios se ha comprobado la seguridad de su consumo. En este caso, la
mayoria de los paises no restringe su uso y la unica limitante se relaciona con aspectos de

aceptacion por el consumidor (Codex Alimentarius, 2016).

De acuerdo con la legislacion mexicana, el “Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios”,
expedido en 1999, define como aditivo “la sustancia que se adiciona directamente a los
productos durante su elaboracion para proporcionar o intensificar aroma, color o sabor, para
mejorar su estabilidad o para su conservacion”. Queda prohibido su uso para: a) ocultar
defectos de calidad, b) encubrir alteraciones y adulteraciones en la materia prima o en el
producto terminado, c) disimular materias primas no aptas para el consumo humano, d) ocultar
técnicas y procesos defectuosos de elaboracion, manipulacion, almacenamiento y transporte,
e) reemplazar ingredientes en los productos que induzcan a error o engafio sobre la verdadera
composicion de los mismos y f) alterar los resultados analiticos de los productos en que se
agreguen (DOF, 1999).

El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades,

Establecimientos, Productos y Servicios, establece los siguientes grupos de aditivos segln su

funcién: 1) acentuadores de sabor, 2) acidulantes, alcalinizantes, y reguladores de pH, 3)

10
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acondicionadores de masa, 4) antiaglomerantes, 5) antiespumantes, 6) antihumectantes, 7)
antisalpicantes, 8) clarificantes, 9) colorantes y pigmentos, 10) antioxidantes, los cuales define
como sustancia 0 mezcla de sustancias destinadas a retardar o impedir la oxidacion y

enranciamiento de los productos (Badui-Dergal, 2006).

2.3. Reaccion de Maillard

En 1912 el quimico francés Louis Camille Maillard public6 un articulo sobre lo que él
denominaba pigmentos melanoides que se forman como resultado de la reaccién entre la
glucosa y el aminoacido glicina (Maillard, 1912a, 1912b). La importancia de sus
investigaciones fue postular que estas reacciones se producian tanto en el procesado de los
alimentos como a nivel bioldgico. Posteriormente se describieron las primeras etapas de la
reaccion, visualizandose la formacién de una serie de productos intermedios denominados
“compuestos de Amadori” en honor al quimico italiano Mario Amadori que determiné el

proceso que lleva su nombre (Amadori, 1925).

La reaccion de Maillard puede dividirse en tres etapas (figura 1) (Ruiz-Roca, 2009; Andriot et
al., 2004; Cremer y Eichner, 2000; Morales y Van Boekel, 1998; Baisier y Labuza, 1992):

ETAPA INICIAL. Comienza con una reaccién de condensacion entre el grupo carbonilo,
normalmente de un azlcar reductor, aunque también puede ser un compuesto carbonilico
(como por ejemplo glioxal o metilglioxal) generado en la etapa intermedia de la reaccion o
procedente de la oxidacion lipidica (como por ejemplo el 2,4 decadienal) y un grupo amino
libre de un aminoacido, péptido o proteina originandose una base de Schiff. Por ciclacién, la
base de Schiff se transforma rapidamente en la glicosilamina N-sustituida correspondiente.
Cuando la base de Schiff es una aldosilamina N-sustituida, se forma la 1- amino-1- deoxi-2-
cetosa mediante la denominada reorganizacion de Amadori, siendo esta epata irreversible. Sin
embargo, cuando la molécula es una cetosilamina-N-sustituida se forma una 2-amino-2-

deoxi-2- cetosa y se le conoce como reorganizacion de Heyns.

11
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ETAPA AVANZADA. Los productos de Amadori y Heyns se descomponen dependiendo del
pH, la actividad de agua, la presencia de metales divalentes o la temperatura, dando lugar a la
formacion de diferentes compuestos intermedios responsables del aroma que caracterizan a los
alimentos cocinados. A pH &cido y en condiciones de baja actividad de agua, la reaccion
predominante es una enolizacion-1,2 que da lugar a la formacion de furfural cuando el azucar
reductor implicado es una pentosa o hidroxilmetilfurfural en el caso de una hexosa. Por el
contrario, a pH neutro tiene lugar una enolizacion-2,3 formandose reductonas, asi como el
compuesto acrilamida y una variedad de productos de fision tales como acetol, piruvaldehido
y diacetilo, todos ellos de gran reactividad, lo que hace que participen en nuevas reacciones

con otros productos intermedios de la reaccion.

+ compuesto amino N —
IﬁzﬂcarAIdosa - [ Glicosilamina N-sustituida J +H;0 l ETAPA INICIAL

Reorganizacion de Amadori

n

' Producto de Amadori reorganizado
1-amino-1-deoxi-2-cetosa ]

_p_HzolpHﬂ ]pHﬂ -3H20{ pH <7

" Reduct ] Productos de fision Base de Schiff de
sductonas (acetol, diacetilo, piruvaldehido, etc.)l | HMF o furfural ETAPA AVANZADA

-2H'11+2H+ '
" . ] + HED

Dehidroreductonas - compuesto amino

Dagradacién de Strecker| + compuesto amino
_co,
+ -aminodcido

[

Aldehidos —
_l_‘ Aldoles y polimero | HMF o furfural
libres de N P E— |

+ compuesto amino -
P + compuesto amino

ETAPA FINAL

| Aldiminas o cetiminas I-

Melanoidinas (polimeros nitrogenados oscurecidos)

Figura 1. Etapas de la reaccién de Maillard (Zhang y Zhang, 2007; Martins et al., 2001;
Hodge, 1953).
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ETAPA FINAL. Engloba un gran numero de reacciones que incluyen ciclaciones,
deshidrataciones, reorganizaciones y condensaciones, originando oligdbmeros y polimeros
insolubles, de alto peso molecular, llamados melanoidinas, dificiles de aislar y cuya estructura
y caracterizacion todavia son objetos de estudio. Se produce la formacion de los pigmentos

0SCuros.

La reaccion de Maillard es especialmente importante para la industria alimentaria, ya que se
da de manera muy frecuente en el procesado de los alimentos, como el freido, horneado,
tostado, asado, etc., confiriéndoles nuevos olores, sabores, colores y texturas, agradables para
el consumidor. La reaccion también puede llevarse a cabo durante el almacenamiento a
temperatura ambiente o incluso, aunque de forma mucho mas lenta a bajas temperaturas
(Somoza, 2005; Rizzi, 1994).

La reaccion de Maillard es muy compleja y esta influida por varios factores: principalmente
por el tipo y concentracion de azlcares y aminoacidos implicados, asi como por la
temperatura, pH, actividad de agua y tiempo. Por lo tanto, la variacion de cualquiera de estos
parametros puede alterar y cambiar la velocidad, la ruta y los productos finales de la reaccion
(Friedman, 1996; Ames, 1990).

2.3.1. Glicacion de proteinas en alimentos

La glicacion de proteinas en alimentos, es también conocida con el nombre de reaccion de
Maillard, la cual tiene lugar durante el calentamiento de los alimentos. Sin embargo, el
empleo de altas temperaturas (mayor a 120 °C) durante la coccién de alimentos, se ha
asociado a la formacion de diversos productos de naturaleza toxica, llamados glicotoxinas, los
cuales se producen durante la etapa intermedia de la glicacion y comprenden una gran
diversidad de moléculas complejas, como la carboximetil-lisina (CML), acrilamida (ACR),
hidroximetilfurfural (HMF), aminas heterociclicas (HA’s), entre otras (Davis et al., 2015;
Sumaya-Martinez et al., 2006).
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En afios recientes, la dieta occidental se caracteriza por ser alta en grasa, ingesta excesiva de
productos refinados o alimentos procesados (principalmente alimentos fritos, generacion de
glicotoxinas), desequilibrio en el consumo de alimentos &cido y base y por una ingesta
inadecuada de micronutrientes y alimentos vegetales. Esto conlleva a un aumento en el estrées
oxidativo celular del organismo humano, que provoca disfuncion endotelial y contribuye al
dafo relacionado con la diabetes, enfermedades cardiovasculares y renales (Davis et al.,
2015).

La reduccion paulatina de la exposicion a humanos de nuevas sustancias potencialmente
toxicas como las glicotoxinas, es un tema prioritario para los organismos publicos de salud, el
sector empresarial y las asociaciones de consumidores. Sin embargo, en México no hay una
regulacion comunitaria sobre niveles maximos de presencia de glicotoxinas en alimentos, solo
se han establecido recomendaciones de valores indicativos por parte del CODEX-alimentario
y confederaciones de productores en diversos grupos de alimentos (Jiménez-Castillo et al.,
2012). Dichas recomendaciones se espera que en un futuro proximo puedan convertirse en una

regulacion que fije el control de los niveles de ACR, HMF, CML, HA’s, entre otras.

Dentro de las alternativas para la reducciéon de glicotoxinas se tiene la adicién de acidos
organicos (&cido citrico) (Jung et al., 2003), enzimas (Taeymans y Wood, 2004; Zyzak et al.,
2003), compuestos fenolicos (&cido cafeico, catequinas, entre otros) (Kotsiou et al., 2011;
Bassama et al., 2010), vitaminas (Zeng et al., 2009) y sales de metales (NaCl y CaCl2)
(Gokmen y Senyuva, 2007). Asi mismo, se emplean los métodos de reduccion de reactantes
(aminoacidos y azucares reductores), temperatura y tiempo de coccion (Kalita et al., 2013;
Jiménez-Castillo et al., 2012; Smith et al., 2011).

Aunque a una velocidad menor que durante la coccion de los alimentos, la glicaciéon de
proteinas también se efectla de forma enddgena en el organismo, lo que produce una gama
heterogénea de compuestos Ilamados AGE’s (Productos Avanzados de la Glicacion), los
cuales se forman por la glicacion no enzimatica de proteinas, lipidos y &cidos nucleicos en la

circulacion sanguinea (Liu et al., 2018; Vlassara y Palace, 2002). Dicha glicacion puede
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someterse a autoxidacion y generar radicales y otros productos reactivos intermedios (ej. H202
y otros peroxidos) que contribuyen a la formacion de AGE’s (Wu et al., 2011). Los efectos
patologicos de los AGEs estan relacionados con su capacidad de formar enlaces de
entrecruzamiento con proteinas, modificando su funcion bioldgica (Méndez, 2003; Gugliucci,
2000; koschinski et al., 1997). La acumulacion de AGE’s puede ser reducido por la ingesta de

antioxidantes naturales a través de la dieta (Wu et al., 2011).

Se ha puesto en evidencia que algunos AGE’s son de la misma naturaleza quimica que algunas
glicotoxinas formadas durante la coccion de los alimentos (tales como la carboximetil-lisina y
la pentosidina). Del consumo total de éstos compuestos un 10% es absorbido por el organismo
lo que aumenta significativamente los niveles de AGE’s en la sangre y en los tejidos (Davis et
al., 2015; Peppa et al., 2003; Koschinski et al., 1997).

2.3.2. Acrilamida

La acrilamida es una molécula que contiene un doble enlace electrofilo y un grupo amida
(Friedman, 2003). Se trata de una sustancia blanca e inodora, que a temperaturas superiores a
84.5 °C sufre polimerizacion espontanea (Friedman, 2003). Al ser una amida o, B insaturada le
permite reaccionar con compuestos nucleofilicos a través de adiciones de Michael. Debido a la
limitada conjugacion que envuelve al doble enlace, carece de un fuerte grupo croméforo para
la deteccion UV-VIS y tampoco presenta fluorescencia (Arribas-Lorenzo, 2013). En el cuadro

1 se presenta la estructura y propiedades de la acrilamida.

Cuadro 1. Estructura y propiedades de la acrilamida.

Estructura Peso molecular 71,08 g/mol
Punto de fusion 84,5°C
’//\H/NHQ Punto de ebullicion 136 °Ca 25 mm Hg
O Solubilidad agua, metanol, etanol
CaHsNO

Fuente: Arribas-Lorenzo, 2013.
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La reaccion de Maillard entre un azlcar reductor y el aminoacido asparagina es la via
responsable de la formacion de acrilamida (Mottram et al., 2012), de manera especifica su
generacion se lleva a cabo durante la etapa avanzada de la reaccion. Este compuesto se
produce en aquellos alimentos que son tratados térmicamente a temperaturas superiores a los
120 °C (Bartkiene et al., 2015).

Tareke et al. (2002) demostraron que el mondémero de acrilamida se produce de manera
natural en alimentos con un alto contenido de carbohidratos y bajos niveles de proteinas, tales

como los cereales y tubérculos, cuando estos son cocinados a altas temperaturas.

La concentracion de ACR en los alimentos puede variar enormemente, lo cual dependera de
factores como la temperatura, el tiempo de coccidn, la concentracion de azlcares reductores y
aminoéacidos libres, tal como la asparagina. El aumento de alguna o algunas de estas variables
conduce a un incremento en la formacién de acrilamida (Cheong et al., 2005). Asi mismo, dos
factores importantes a tomar en cuenta son el pH y la aw del medio en que se desarrolla la
reaccion, ya que un pH &cido, menor o igual a 3, la velocidad de la reaccion es minima y su
desarrollo escaso (Ruiz-Roca, 2009; Lea y Hannan, 1949), mientras que en condiciones de
alcalinidad el desarrollo de la reaccion se ve favorecida (Badui-Dergal y Valdés-Martinez,
2006; Ames, 1990).

Segun Alais y Linden (1990) el rango de pH comprendido entre 6 y 8 es el mas favorable para
el desarrollo de la reaccion, mientras que otros autores amplian el rango hasta 10 (Badui-
Dergal y Valdés-Martinez, 2006; Ashoor y Zent, 1984; Wolfram et al., 1974). Arribas-
Lorenzo (2013), menciona que un pH neutro es el 6ptimo para la formacion de acrilamida y si,
el valor de pH disminuye se produce menos acrilamida. Esto se explica por el hecho de que la
reduccion de pH provoca la conversion de los grupos a-amino libres de la asparagina en
grupos aminos protonados, impidiendo participar posteriormente en reacciones de adicién
nucleofilica con compuestos carbonilicos (Zhang y Zhang, 2007) y blogueando la reaccion de
formacion de acrilamida (De Vleeschouwer et al., 2006).
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Por otra parte, Badui-Dergal y Valdés-Martinez (2006), Buera et al. (1987) y Labuza y
Schmidl (1986) mencionan que los alimentos de humedad intermedia son los méas propensos a
sufrir la reaccion de Maillard, los valores de aw de 0.6 a 0.9 son los que mas las favorecen, una
aw menor no permite la movilidad de los reactantes, lo que inhibe el mecanismo, mientras que
una aw mayor produce el mismo efecto ya que el agua al ser producto de la propia reaccion,

ejerce una accion inhibidora diluyendo los reactantes.

Entre los alimentos de mayor riesgo por su elevado contenido de acrilamida estan las papas
fritas, por lo que la mayor parte de las investigaciones se centran en la reduccion de la ACR en
dicho alimento, ya que es ampliamente consumido en todo el mundo (Morales et al., 2014). Se
ha encontrado més de 12 mg de ACR por kg de papas fritas (Friedman, 2003), mas de 200 mg/
kg en hojuelas de cereal, palomitas de maiz y café en polvo y més de 70 mg/ kg de chocolate
en polvo, entre muchos otros (Sumaya-Martinez et al., 2006). Con base en la cantidad
consumida de acrilamida por kilogramo de peso, la poblacion méas expuesta al consumo de
altas dosis por la dieta son los nifios (OMS, 2002). Durante el afio 2013 la Comision Europea
recomendd como valor indicativo méaximo de acrilamida en papas fritas tipo “a la francesa”
600 pg/kg de producto, mientras que en las papas tipo chips 1000 pg/kg (Diario Oficial de la
Union Europea, 2013).

La acrilamida ha llamado la atencién mundialmente por presentarse en altas concentraciones
en algunos alimentos, por ser reconocida como un compuesto tdxico y probablemente
cancerigeno (Liu et al., 2015; Zhang et al., 2009; IARC, 1994). Tal ha sido su importancia que
durante el afio 2013 la FDA (Food and Drug Administration) lanzo mediante una publicacion,
una guia para la industria alimentaria, proporcionando informacion para ayudar a los
productores, fabricantes y operadores de servicios de alimentos sobre la manera de reducir la
concentracion de acrilamida en algunos alimentos (FDA, 2013). Por otro lado la Food Drink
Europe realizd una recopilacion de estrategias, llamada Toolbox, que han surgido a través de

los afos para la reduccion de dicha glicotoxina (Vinci et al., 2012).
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De entre los diversos aditivos utilizados para la reduccién de glicotoxinas se encuentran los
compuestos fendlicos extraidos de plantas, los cuales son un tipo de aditivo, cada vez mas
utilizado entre los investigadores para la reduccion de acrilamida (Bassama et al., 2010; Ou et
al., 2010).

2.4. Carne de cerdo

De acuerdo a estadisticas reportadas por Fideicomisos Instituidos en Relacion con la
Agricultura (FIRA), la carne de cerdo es la de mayor consumo en el mundo, su produccion
crecio a una tasa promedio anual de 1.6 % entre 2007 y 2016 (FIRA, 2017; FIRA, 2012).
Mexico, con una participacion del 1.3% de la de la produccion mundial, se ubica en el noveno
lugar, con una produccion de 1.45 millones de toneladas (FIRA, 2017).

Del volumen total de las carnes mas consumidas (bovino, porcino, ave), el consumo de carne
de cerdo represent6 el 43%. Se espera que el consumo mundial se incremente 2.5 % a tasa
anual en 2018, para ubicarse en 110.7 millones de toneladas. Se prevé que la demanda en
China, el principal consumidor, crezca 3.3 %. El pais asiatico es también el mas importante
importador de carne de cerdo (FIRA, 2017).

Durante muchos afios la carne de cerdo fue considerada como un alimento poco nutritivo,
“pesado” y en general asociado con enfermedades y parasitosis. Sin embargo, en los Gltimos
25 afos la carne de cerdo ha reducido 31% el contenido de grasa, 14% en calorias y 10% en
colesterol, producto del avance tecnoldgico en la porcicultura mundial (CPM, 2009). Ademas,
el control zoosanitario de la carne de cerdo ha incrementado la percepcion de salubridad e
inocuidad de la carne. Asi, la carne de porcino se ha posicionado como una fuente nutricional

valiosa, de gran calidad y sabor.
La importancia nutricional, econémica y social de esta carne es innegable. En nuestro pais, es

la segunda carne de mayor consumo (con un consumo per capita de 15.4 kilogramos por

persona por afo), s6lo después de la carne de pollo (FIRA, 2016; USDA, 2012; Benitez y
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Sanchez, 2000). EI consumo nacional de la carne de cerdo presenta una tendencia creciente y
se preve se mantenga durante el 2018, para ubicarse en un maximo histérico de 2.11 millones
de toneladas (FIRA, 2017).

El cerdo se encuentra entre los animales mas eficientemente productores de carne; sus
caracteristicas particulares, como gran precocidad y prolificidad, corto ciclo reproductivo y
gran capacidad transformadora de nutrientes, lo hacen especialmente atractivo como fuente de
alimentacion (Benitez y Sanchez, 2000).

El mercado domeéstico de carne de cerdo en México ha crecido durante la Gltima década, ya
que no solo en nuestro pais el consumo ha aumentado, sino que también las exportaciones de
la carne mexicana se incrementaron 10.5% en el 2017, motivado principalmente por la
demanda de Japdn, Corea del Sur y Estados Unidos, principales destinos de la carne de cerdo
mexicana. Considerando que estos paises son el principal destino de la carne de cerdo y que en
nuestro pais el consumo de esta carne ha aumentado, es importante tomar en cuenta los altos
requerimientos zoosanitarios y de calidad que demanda tanto el mercado nacional como
internacional (FIRA, 2017; FIRA, 2012).

2.4.1. Factores que afectan la calidad de la carne de cerdo

Se denomina carne a la estructura compuesta por fibra muscular estriada, acompafiada o no de
tejido conectivo, grasa, fibras nerviosas, vasos linfaticos y sanguineos, de las especies

animales autorizadas para el consumo humano (Pérez- Chabela y Ponce-Alquicira, 2013).

La carne es un producto altamente perecedero debido a su composicion bioquimica (agua,
grasas, proteinas, etc.), los factores que influyen en su vida util y su frescura son la
temperatura, el oxigeno atmosférico (O2), enzimas enddgenas, la humedad, la luz y la carga
bacteriana (Gul et al., 2016; Seon, 2010).

19



Desarrollo de aditivos comestibles con actividad antioxidante y antimicrobianay | .=
su aplicacion en alimentos |

La vida util y la calidad de la carne de cerdo son dependientes en gran medida de la carga
bacteriana inicial y el control de la temperatura en la cadena de produccion. El deterioro
sensorial se produce cuando los nutrientes de la carne como glucosa, aminoacidos libres y los
compuestos volatiles son metabolizados durante el crecimiento microbiano y este proceso
contribuye al desarrollo de malos sabores, colores y olores desagradables (Cappelletti et al.,
2015; Tang et al., 2013; Nychas et al., 2008).

Por otra parte, tanto la oxidacion lipidica como proteica son una de las cusas de mayor
deterioro de la carne de cerdo, generalmente caracterizada por olor y sabor desagradable,
pérdida del color, textura y valor nutritivo, que consecuentemente, acorta la vida de anaquel y
tiene un impacto negativo sobre la aceptabilidad de los alimentos por parte del consumidor.
Los compuestos tdxicos generados en la oxidacion lipidica se han relacionado con la aparicion
de ciertas patologias como el cancer o enfermedades cardiovasculares (Contini et al., 2014;
Palmieri y Sblendorio, 2007).

Los compuestos antimicrobianos naturales han sido utilizados por su efecto sobre varios
patdégenos y microorganismos de descomposicion de alimentos. Plantas aromaticas y especias
comunes se han implementado en la cocina, no solo para mejorar el sabor, sino también por su
efecto antibacteriano (Laukova, 2011) y en algunos caso también han exhibido propiedades

protectoras contra los mecanismos de oxidacion (Van Haute et al., 2016).

2.4.1.1. Escherichia coli

Las enfermedades trasmitidas por los alimentos han sido siempre una preocupacion importante
tanto en los paises en desarrollo como en los desarrollados (Mead et al., 1999).
Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli, estreptococos,
entre otros, son algunas de las principales especies bacterianas que causan enfermedades

transmitidas por alimentos (Consumer information from USAD, 1997).
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Escherichia coli es un bacilo gramnegativo no esporulado, puede poseer flagelos peritricos o
ser inmovil, pertenece a la familia Enterobacteriaceae y es capaz de crecer en medios aerobios
y anaerobios, preferentemente a 37 °C, aunque la temperatura minima para su crecimiento es
de 2.5 °C y la méxima de 45 °C; puede sobrevivir a temperaturas de refrigeracion y de
congelacion. El rango de pH en el cual se ha observado crecimiento es de 4.4 a 9.0. Es capaz
de utilizar azucares simples como fuente de carbono; existe un numero considerable de
productos finales de la fermentacion anaerdbica con glucosa como fuente de carbono y
energia, entre los que se encuentra el succinato, lactato, acetato, etanol, formato y bidxido de
carbono; el tipo y cantidad de productos finales varian de acuerdo con las condiciones
especificas de crecimiento. En su habitad natural, E. coli vive en los intestinos de la mayor
parte de los mamiferos sanos, siendo el principal organismo anaerobio facultativo del sistema
digestivo (Croxen et al., 2013; Cabrera y Pérez, 2002).

E. coli es la bacteria mas cominmente presente en el intestino humano, que ayuda a prevenir
la entrada de microorganismos patdgenos, pues actlia como un comensal formando parte de la
microbiota intestinal y logrando con ello una relacién de mutuo beneficio (Croxen et al., 2013,;
Mead et al., 1999). E. coli no es un microorganismo patégeno en condiciones normales, sin
embargo cuando esta presente en exceso o de forma virulenta, se convierte en agente causante

de diversas enfermedades intestinales o extraintestinales.

Las cepas virulentas de E. coli pueden causar infeccion del tracto urinario, gastroenteritis,
meningitis neonatal, entre otros distintos sindromes clinicos (Mead et al., 1999). E. coli
patdgena se agrupa en cinco categorias: E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enterohemorragica (EHEC) y E. coli
enteroagregativa (EAgQEC) (Nataro y Kaper, 1998; Padhye y Doyle, 1992), que se distinguen
entre si por sus propiedades de virulencia, las interacciones que establecen con la mucosa
intestinal, los sindromes clinicos que originan, asi como por las diferencias epidemioldgicas y

de serogrupos O:H que presentan (Cabrera y Pérez, 2002).
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Una de las cepas de mayor cuidado y preocupacion es la cepa EHEC O157:H7 la cual es capaz
de producir una potente toxina que conduce frecuentemente a una diarrea hemorragica y
ocasionalmente al sindrome hemolitico urémico, que dafia las células sanguineas, conduce a
insuficiencia renal e incluso a la muerte (Buchanan y Doyle, 1997). La trasmision se da a
través de la via fecal oral, asociada a comer alimentos crudos, carne contaminada y a nadar o
beber en aguas contaminadas. Segun el centro de Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC), se estima que en los Estados Unidos se producen cada afio 73,000 casos de infecciéon y
61 muertes asociadas con E.coli O157:H7 (Mead et al., 1999).

Escherichia coli O157:H7 fue reconocida inicialmente como causa de enfermedad en 1982
durante un brote de diarrea aguda con sangre en Estados Unidos. Se determin6 que el brote se
debia a hamburguesas contaminadas. Desde entonces, la mayoria de las infecciones han
provenido de comer carne de vacuno picada insuficientemente cocinada (Cabrera y Pérez,
2002).

2.4.1.2. Oxidacion lipidica

Los potenciadores mas importantes de la oxidacion son las especies reactivas al oxigeno
(ROS), que son productos metabdlicos secundarios normales generados continuamente en la
mitocondria de la mayoria de las células (Morrisey et al., 1998). Incluyen radicales libres
como el radical hidroxilo (OH®), el radical anion superdxido (O2 ¢-), los radicales peroxilo
(ROO¢) y alcoxilo (RO¢) y los peroxidos como el peréxido de hidrogeno (H202) y los
hidroperdxidos (ROOH) (Morrisey et al., 1998). Cada una de estas ROS es altamente reactiva
e inestable debido al hecho de que contienen un electrén no apareado en su cubierta externa de
electrones. Esta conformacion le proporciona la habilidad de rapidamente interactuar con

macromoléculas celulares como lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Cecarini et al., 2007).
Los procesos oxidativos mediados por radicales libres, afectan predominantemente a los

acidos grasos insaturados de los lipidos, los grupos hemo de los pigmentos, los aminoacidos

de las proteinas y los dobles enlaces conjugados de las vitaminas (Insani et al., 2008).
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La oxidacion lipidica ocurre mediante un mecanismo autocatalitico de radicales libres Ilamado
autooxidacion, que consiste de tres fases: iniciacion, propagacion y terminacién (Fernandez et
al., 1997). Se inicia con la sustraccion de un &tomo de hidrogeno del grupo metileno
localizado entre dos dobles enlaces de un acido graso (RH) para formar un radical lipidico con
carbono central (R¢) debido a la actuacion de un agente iniciador de la oxidacion lipidica

(Rodriguez-Carpena, 2011a; Stahl, 2000), tal como se indica a continuacion:

RH + iniciador — Re

Entre los principales agentes iniciadores, se encuentran la exposicion a la luz, el calor, el
oxigeno molecular, acidos grasos oxidados, metales de transicion, entre otros (Rodriguez-
Carpena, 2011a). La fase de iniciacion se ve favorecida si aumenta el nimero de dobles
enlaces del &cido graso, por ello los acidos grasos poliinsaturados son mas susceptibles a la
oxidacion y pueden ser catalizados por el radical OHe o por radicales ferrilos o perferrilos
(Morrisey et al., 1998). Estos ultimos se originan por la reaccion de proteinas hemo con el
H>02 (Montero, 2000).

Durante la fase de propagacion, el radical lipidico reacciona con el oxigeno, para dar un
radical peroxilo (ROO®). Este es lo suficientemente reactivo como para propagar una reaccion
en cadena, quitando otro atomo de hidrégeno de un &cido graso poliinsaturado contiguo
(Fernéndez et al., 1997). Esta reaccion en cadena es favorecida por la luz y el oxigeno (Insani
et al., 2008). De esta ultima reaccién se forman los hidroperdxidos lipidicos (ROOH) y un
nuevo radical lipidico con carbono central (Re¢) (Fernandez et al., 1997) como se muestra a

continuacion:

Re + O2 — ROO-
RH + ROO+* — ROOH +Re

Los hidroperdxidos son considerados los productos principales obtenidos a partir de la

oxidacion lipidica, son labiles y sufren deterioro por los radicales libres. Su ruptura genera
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productos secundarios. Ademas de ser productos de oxidacion, son también sustrato para
reacciones posteriores con Fe*2 y Cu™ para dar radicales RO- y *OH (Fernandez et al., 1997)

como lo indica la siguiente reaccion:

ROOH — RO- + «OH

Durante la fase de terminacion, los radicales libres en ausencia de oxigeno, reaccionan entre si
para dar diferentes productos mas estables (Fernandez et al., 1997) como se indica a

continuacion:

Re + Re— R-R
Re +ROO* — ROOR
ROO+ + ROO* — ROOR + O2

Dentro de los productos secundarios que se generan durante la oxidacion lipidica se incluyen:
alcanos, cetonas, hidrocarburos, alcoholes, acidos y aldehidos como el malonaldehido (MDA)
gue es un iniciador carcinogénico y mutagénico que puede afectar a las proteinas y al ADN.
Se ha demostrado que todos estos productos tienen algin grado de toxicidad (Cifuni et al.,
2004) y pueden afectar negativamente el olor, sabor, valor nutricional y calidad de los

alimentos (Botsoglou et al., 1997).

Por otra parte, los cambios bioquimicos que ocurren durante la conversion del masculo en
carne, como el descenso del pH vy la ruptura de la estructura de las proteinas miofibrilares por
la accién de peptidasas endogenas, favorecen las condiciones de oxidacion (Morrisey et al.,
1998, Ouali et al., 2006). La tasa y el grado de oxidacion en alimentos carnicos estan
influenciados por eventos pre-mortem (estrés del animal) y post-mortem (caida rapida del pH,
temperatura de la canal, acortamiento por frio y técnicas para aumentar la terneza como la
estimulacion eléctrica). Ademas, cualquier cambio en la integridad de la membrana como
deshuesado mecanico, picado o cocinado, altera la compartimentalizacion celular, lo que

facilita la interaccion de agentes pro-oxidantes (hierro hemo, luz, oxigeno, alta temperatura)
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con acidos grasos insaturados resultando en la generacion de radicales libres y la propagacion

de la reaccion oxidativa (Buckley et al., 1995; Cascone, 2005).

La oxidacion lipidica en alimentos carnicos se inicia en la porcion altamente insaturada de los
fosfolipidos de las membranas subcelulares, en mitocondrias y microsomas (Buckley et al.,
1995), es una de las mayores causas del deterioro en la calidad de los productos carnicos tanto
cocidos como crudos, durante el almacenamiento refrigerado o congelado (De Azevedo-
Gomes et al., 2003).

Durante el manejo, el procesamiento y el almacenamiento de la carne fresca, la liberacion de
hierro enddgeno es parcialmente responsable de la catalisis de la oxidacién lipidica (Descalzo
et al., 2005), ya que en el masculo hay pequefias cantidades de hierro no proteico (no hemo)
unido a moléculas como adenosina difosfato (ADP), pirofosfato o aminoacidos libres, asi
mismo hay mioglobina como fuente de hierro (Buckley et al., 1995). Ese hierro se une a los
aminoacidos, nuclettidos y fosfatos formando quelatos que son responsables de la catalisis de
la oxidacion de lipidos en los tejidos (Morrisey et al., 1998). La propagacion de esa
peroxidacion lipidica en las membranas promueve la oxidacion de la mioglobina (formacion
de metamioglobina) resultando en el deterioro del color (marrén oscuro), mientras que por
otro lado promueve la formacion de compuestos de bajo peso molecular que imparten olores
rancios y sabores desagradables en la carne (Descalzo et al., 2005; Mercier et al., 2004;
Dewhurst et al., 2003).

2.4.1.3. Oxidacion proteica

La oxidacion proteica es iniciada principalmente por reacciones con el radical hidroxilo (OHe)
y/o el anion superoxido (O2 <-), sin embargo el curso del proceso de oxidacion esta
determinado por la disponibilidad de Oz (Berlett y Stadtman, 1997). El radical hidroxilo y el
anion superoxido pueden desencadenar la oxidacion de residuos de aminoacidos (AA) de
cadenas laterales, la formacion de uniones cruzadas proteina-proteina y la oxidacion del

esqueleto de la proteina resultando en la fragmentacion de proteinas (Berlett y Stadtman,
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1997). Todos los residuos de AA de las proteinas son susceptibles a la oxidacion por el radical
(OHe). Los residuos de metionina y cisteina son particularmente los mas susceptibles (Berlett
y Stadtman, 1997).

La presencia de grupos carbonilos en las proteinas ha sido utilizada como marcador de la
oxidacion proteica mediada por ROS (Berlett y Stadtman, 1997). Los derivados carbonilos
pueden ser generados por la oxidacion de residuos de lisina, arginina, prolina y treonina.
Ademas pueden ser introducidos en las proteinas mediante reacciones con aldehidos
(malonaldehido) producidos durante la peroxidacion de lipidos o mediante derivados
carbonilos reactivos (cetoaminas, cetoaldehidos) generados como consecuencia de la reaccion
de reducir azlcares o sus productos de oxidacion con residuos de lisina de las proteinas
(Berlett y Stadtman, 1997). Esto lleva a la formacion de uniones cruzadas intra e
intermoleculares que pueden favorecer la formacion de agregados proteicos (Cecarini et al.,
2007).

El ataque oxidativo del esqueleto polipeptidico es iniciado por la sustraccién de un atomo de
hidrogeno de un residuo AA para formar un radical con carbono central (Cecarini et al., 2007).

La oxidacién catalizada por metales es una de las mas comunes, capaz de generar grupos

carbonilos. Requiere la presencia de Fe*® o Cu* (Cecarini et al., 2007). Otros cationes

divalentes (Mg*2, Mn*2, Zn*2) pueden competir con el hierro o cobre por los sitios de unién a
metales en proteinas y asi prevenir la generacion de radical OHe, que es el mecanismo mas
importante del dafio proteico. Ademas, el Mn*2 puede inhibir la reduccion de Fe** a Fe*? y asi
prevenir su habilidad para promover la formacion del radical OHe, asi como la generacion de
otras formas de ROS (Berlett y Stadtman, 1997).

La fragmentacion de proteinas estd determinada por la generacion de radicales alcoxilos,

fijando asi la etapa de ruptura del enlace peptidico, que ocurre como resultado del ataque de

ROS a cadenas laterales con acido glutdmico, aspartico y prolina (Berlett y Stadtman, 1997).
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La oxidacion de proteinas sufre procesos similares a los de la oxidacion lipidica, como las
etapas de iniciacion, propagacion y terminacion (Ventanas et al., 2006), pueden causar
cambios en la estructura de los AA, aumentos en la hidrofobicidad de las proteinas y pérdida
en las actividades enzimaticas. Las proteinas oxidadas son comunmente reconocidas y
degradadas por proteasas intracelulares como el complejo proteasoma. Lamentablemente, hay
evidencia de que los radicales libres pueden reaccionar con estos complejos proteoliticos
induciendo un descenso en su funcionalidad. Si las proteinas oxidadas no son eficientemente
removidas, pueden acumularse y alterar la funcion celular y promover la toxicidad (Cecarini et
al., 2007).

La oxidacion proteica en alimentos carnicos puede estar asociada a cualquiera de los factores
pro-oxidativos involucrados en la formacion de ROS. Dicha oxidacion provoca un descenso
en la funcionalidad de las proteinas musculares causando un aumento en la pérdida de agua,
geles proteicos mas débiles o emulsiones menos estables, debido a que hay una disminucién
en la solubilidad de las proteinas. Estas modificaciones pueden afectar negativamente la
calidad sensorial de la carne fresca y de los productos céarnicos en términos de su valor
nutricional, textura y color (Ventanas et al., 2006).

2.5. Evaluacion Sensorial

En el mercado nacional e internacional, la bisqueda de la excelencia y la calidad, se ha
convertido en meta fundamental para los productores de alimentos y bebidas (Parrilla-Corzas,
2002).

Existen numerosas definiciones de calidad pero se puede decir de manera general que se

considera como la satisfaccion de expectativas, pretensiones o especificaciones del cliente

sobre el producto o servicio (Mondino y Ferratto, 2006).
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Los métodos para evaluar la calidad son: escalas objetivas basadas en instrumentos de
medicion y métodos subjetivos basados en el juicio humano, como el andlisis sensorial
(Kader, 1992).

La evaluacion sensorial se puede definir como la disciplina cientifica utilizada para evocar,
medir, analizar e interpretar las reacciones a aquellas caracteristicas de alimentos y otras
sustancias, que son percibidas por los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido (Parrilla-
Corzas, 2002).

La aceptacion de los alimentos por los consumidores, esta muy relacionada con la percepcion
sensorial de los mismos. Es comun que existan alimentos altamente nutritivos, pero que no son
aceptados por los consumidores. De aqui parte la importancia del proceso de evaluacion
sensorial en los alimentos, siendo esta una técnica de medicion tan importante, como los

métodos quimicos, fisicos y microbioldgicos (Olivas-Gastélum et al., 2009).

Las técnicas de evaluacion sensorial tienen fundamento cientifico al igual que otros tipos de
analisis, al ser respaldadas por la estadistica y la psicologia, entre otras disciplinas. El estudio
sensorial es de suma importancia en la industria de los alimentos tiene aplicaciones aun
insospechadas, si tan solo se estudia seria y cuidadosamente. La evaluacion sensorial de
alimentos se lleva a cabo por medio de diferentes pruebas, dependiendo del tipo de

informacion que se busque obtener.

Existen tres tipos principales de pruebas: las pruebas afectivas, las de discriminacion y las
descriptivas. Las pruebas afectivas son aquellas que buscan establecer el grado de aceptacion
de un producto a partir de la reaccion del juez evaluador. Por otro lado, las pruebas de
discriminacion son aquellas en las que se desea establecer si dos muestras son lo
suficientemente diferentes para ser catalogadas como tal. Finalmente, las pruebas descriptivas
intentan definir las propiedades de un alimento y medirlas de la manera mas objetiva posible
(Anzaldua-Morales, 1994).
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Dentro de las pruebas de discriminacion, se encuentran la prueba heddnica en la cual el juez
catador expresa su reaccion subjetiva ante el producto, indicando si le gusta o le disgusta, si lo

acepta o lo rechaza, si lo prefiere a otro o no (Anzaldia-Morales, 1994).

Los estudios de naturaleza heddnica son esenciales para saber en qué medida un producto
puede resultar agradable al consumidor. Pueden aplicarse pruebas heddnicas para conocer las
primeras impresiones de un alimento nuevo o profundizar mas y obtener informacion sobre su

grado de aceptacion (Mondino y Ferratto, 2006).
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I11. JUSTIFICACION

Actualmente la mayoria de los alimentos estan sometidos a muchas condiciones
medioambientales que pueden modificar su composicion original, como los cambios de
temperatura, la oxidacién y la exposicion a microorganismos. En relacion a los tratamientos
térmicos, el freido es una de las técnicas de mayor uso para la coccion de los alimentos,
durante el cual se originan algunas reacciones quimicas que dan lugar a una serie de
compuestos que confieren a los alimentos aromas y sabores agradables. Sin embargo, también
genera caracteristicas negativas como la formacién de productos toxicos, llamados

glicotoxinas, entre las que destaca la acrilamida en papas fritas.

Por otra parte, tanto la oxidacion lipidica como proteica, asi como la presencia de
microorganismos patdgenos son una de las causas de mayor deterioro de la carne, que
generalmente se caracteriza por olor y sabor desagradable, pérdida del color, textura y valor
nutritivo que, consecuentemente, acorta la vida de anaquel y tiene un impacto negativo sobre

la aceptabilidad de los alimentos por parte del consumidor.

Una préactica habitual en la industria alimentaria es el uso de antioxidantes sintéticos tales
como butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA) y butilhidroquinona terciaria
(BHQT) los cuales son ampliamente utilizados para evitar reacciones de oxidacion y reducir la
formacion de acrilamida. Sin embargo, existen serias preocupaciones sobre el potencial
cancerigeno de estas sustancias. Lo anterior lleva a un interés tanto por parte de los
consumidores como de los fabricantes de alimentos por sustituir los aditivos sintéticos por
sustancias naturales con actividad antioxidante y antimicrobiana, tal como las especias

culinarias.

Por si solas las especias culinarias son una fuente potencial de compuestos polifendlicos,
considerando esto diversas investigaciones han realizado combinaciones de mezclas de
especias demostrando un efecto sinérgico, de aqui el interés de buscar nuevas combinaciones

de especias para su aplicacion en la industria de alimentos.
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IV. HIPOTESIS
La aplicacién de aditivos comestibles a base de combinaciones de especias culinarias, reducira

la concentracién de acrilamida en papas fritas, protegerad a los lipidos y proteinas del dafio

oxidativo y presentara actividad antimicrobiana en la carne de cerdo.
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V. OBJETIVOS

5.1.  Objetivo general

Evaluar la adicion de aditivos comestibles desarrollados a base de combinaciones de especias
culinarias en la formacion de acrilamida en papas fritas, asi como en la estabilidad oxidativa y

actividad antimicrobiana en la carne de cerdo.

5.2.  Objetivos especificos

e Determinar la actividad antioxidante por medio del método 1,1-difenil-2-picrilhidracil
(DPPH?®) de veinticuatro especias culinarias maceradas con los distintos disolventes de

extraccion.

e Desarrollar veintitrés binas de especias con base en la especia que presente la mejor
actividad antioxidante.

e Determinar la actividad antioxidante por medio del método 1,1-difenil-2-picrilhidracil
(DPPH?®) de las veintitrés binas de especias, seleccionando aquellas tres que hayan

presentado la mayor actividad antioxidante.
e Determinar cual de las tres binas de especias presenta el mayor contenido de
compuestos fenolicos totales, actividad antioxidante y quelante. Con base a ella,

desarrollar cinco aditivos comestibles.

e Evaluar la capacidad de los aditivos de inhibir la formacion de acrilamida en papas

fritas.

e Evaluar la capacidad antimicrobiana de tres aditivos seleccionados al ser incorporados

en las hamburguesas de carne de cerdo cruda.
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e FEvaluar la eficacia de tres aditivos seleccionados como inhibidores de la oxidacion de
lipidos y proteinas al ser incorporados en hamburguesas de carne de cerdo cruda y

cocinada.

e Evaluar la calidad sensorial de hamburguesas de carne de cerdo preparadas con la

inclusion de tres aditivos seleccionados.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

En la figura 2 se define graficamente como se establecio el disefio experimental del presente
trabajo de investigacion que consistio en tres fases. En la primera fase del experimento se
realizd la evaluacion para determinar la actividad antioxidante de las veinticuatros especias
culinarias maceradas con los distintos disolventes de extraccion bajo un disefio experimental
completamente al azar con arreglo factorial 24 x 6 (especias x disolventes). En esta se
determiné cual fue la especia que present6 la mayor actividad antioxidante, asi como cual fue
el disolvente con el que se obtuvo una mejor extraccion de los compuestos polifendlicos
totales (CFT). A partir de dicha especia se realizaron 23 binas de especias a las cuales se les
determind su actividad antioxidante, eligiendo las tres que presentaron la mayor actividad a las
que también se determiné el contenido de CFT, actividad quelante y antioxidante. Tomando
como base la bina que present0 las mejores caracteristicas en los parametros analizados, se
desarrollaron cinco aditivos comestibles, a los cuales se les determiné el contenido de azlcares

reductores totales, CFT, actividad quelante y antioxidante, asi como actividad agua y pH.

En la segunda fase del experimento los cinco aditivos elaborados fueron aplicados a papas
crudas tipo “a la francesa”, contrastando su efecto con unas papas sin aditivos consideradas
como control, otras papas adquiridas en comercios publicos y otras papas con adicion de acido
ascorbico. Lo anterior para evaluar el impacto de los aditivos como inhibidores en la
formacion de acrilamida en las papas fritas.

En la tercera fase del experimento se seleccionaron tres de los cinco aditivos desarrollados con
base al mayor contenido de CFT, actividad antioxidante y quelante, para ser aplicados en
carne de cerdo cruda y cocinada, ademas de evaluar el impacto de estos sobre la estabilidad
oxidativa en la carne a través del tiempo durante almacenamiento en refrigeracion (del dia
inicial hasta el dia doce). De igual manera, se determiné el impacto de los aditivos sobre la
actividad antimicrobiana en carne cruda inoculada con Escherichia coli O157:H7. Por otro

lado, se evalud el grado de aceptabilidad de la carne de cerdo cocinada adicionada con los
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aditivos como un nuevo ingrediente no convencional mediante un andlisis sensorial de olor,

sabor, color y textura a través de un panel de catadores no entrenado.
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FASE 1: ELABORACION DE ADITIVOS COMESTIBLES

Determinacion de ART, CFT, actividad quelante, actividad antioxidante, aw y pH

4

FASE 2: APLICACION DE LOS ADITIVOS EN PAPAS A FREIR

Determinacion de acrilamida

\ 4

FASE 3: APLICACION DE LOS ADITIVOS EN CARNE DE CERDO

Evaluaciones de la calidad de la carne

! v l

Calidad Antimicrobiana Estabilidad Oxidativa Calidad Sensorial
Carne Cruda \l’ \l/ Carne Cocinada
Carne Cruda Carne Cocinada (230° C /10 min)
min
\4 v \V; (230° C /10 min) *
el Evaluacion del | Evaluacién sensorial de
e Eectorioia colory acidez \l/ olor, sabor, color y textura
de Escherichia \l/ \l/ ) )
coli
Estabilidad Oxidativa de Evaluacién del
| lipidos y proteinas color

Evaluaciones: \l/
Dia0,1,3,6,9,12

Evaluaciones:
Dia0,3,6,9, 12

Figura 2. Disefio experimental.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1. Fase 1 del experimento: Elaboracion de aditivos comestibles y evaluaciones

analiticas

Se analizaron un total de 24 especias culinarias, las cuales fueron obtenidas de un
supermercado local de la ciudad de Tepic, Nayarit, México. Las especias utilizadas fueron:
cilantro, ruda, orégano, hierbas de olor, albahaca, clavo, tomillo, romero, hojas de laurel,
epazote, comino, ajo, canela, pimienta negra, jengibre, cebolla, pimiento, curcuma, chiles
piquin, pasilla, de arbol, guajillo, ancho y habanero. Las especias se deshidrataron (solo
aquellas que lo requirieron, tales como: cilantro, ruda, albahaca, epazote, pimiento y chile
habanero) por 6 h en un secador solar (42 °C, 45% humedad relativa), posteriormente se

trituraron en un mortero por separado.

De cada una de las especias trituradas se tom6 1 g colocandolo en tubos Falcon de 15 mL, en
cada tubo se vertieron 10 mL de cada disolvente utilizado, dejdndose macerar por 24 h. Los
disolventes empleados fueron: mezcal (28% de alcohol), tequila (35%), vodka (38%), ron
(40%), etanol/agua (40%-60%) y agua destilada (100%). En total se formaron seis grupos, uno

por disolvente, donde cada grupo contenia a las 24 especias estudiadas.

A cada especia macerada y por cada disolvente se le determind la actividad antioxidante por el
método 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPHe) de acuerdo al procedimiento reportado por

Morales y Jiménez-Pérez (2001) (anexo 1).

De los seis grupos formados, se escogio el grupo que presentd los valores mas altos de
actividad antioxidante, de él se eligid la especia con el valor mas alto para formar binas con
cada una de las 23 especias restantes del grupo; a las 23 binas formadas se les determind la

actividad antioxidante por el método 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPHe).
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Se eligieron las tres binas con la mayor actividad antioxidante, a las cuales se les determind el
contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) de acuerdo al método de Stintzing et al.
(2005), la actividad quelante de acuerdo al método de Guicin et al. (2003) y la actividad
antioxidante por medio de tres metodologias méas. Dichas metodologias fueron: ABTSe+ de
acuerdo al procedimiento desarrollado por Re et al. (1999) y descrito por Kuskoski et al.
(2004), capacidad reductora de Fe (Ill) a Fe (Il) (FRAP) de acuerdo al procedimiento
reportado por Hinneburg et al. (2006) y ORAC de acuerdo al procedimiento descrito por
Huang et al. (2002), Cao y Prior (1999) (anexo 1).

A partir de la bina que presentd el mayor contenido de CFT, actividad quelante y la mayor
actividad antioxidante, se desarrollaron cinco aditivos, los cuales fueron elaborados con varias
especias culinarias (ricas en compuestos fenolicos), jugo de limon, célices de jamaica verde y
sal que le impartieron un mejor sabor y olor a la bina. Los ingredientes y concentraciones de
cada uno de los 5 aditivos se muestran en los cuadros 2 y 3. La elaboracién de los aditivos
(figura 3) consistié en licuar a la vez cada uno de los ingredientes hasta obtener una
consistencia pastosa, la pasta se coloco en tubos tipo Falcon de 50 mL para su centrifugacion.
Una vez centrifugados se tomé el sobrenadante para depositarlo nuevamente en tubos tipo
Falcon de 50 mL.

Posteriormente, a cada uno de los cinco aditivos elaborados se les determiné el contenido de
azUcares reductores totales de acuerdo al método de Bello-Gil et al. (2006) (anexo 1), CFT,
actividad antioxidante (DPPH®* ABTSe+, FRAP y ORAC), actividad quelante, pH y actividad
de agua (aw). Para la determinacion de pH se utiliz un potenciémetro marca HORIBA®,

mientras que para la actividad de agua un equipo marca AQUA LAB®.
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Cuadro 2. Ingredientes de los aditivos 1, 2 'y 3.

Aditivo #1

Aditivo #2

Aditivo #3

200 g de cebolla
20 g de cilantro
2 g de pimienta negra
18 g de chile verde

200 g de cebolla
20 g de cilantro
15 g de orégano
75 mL de jugo de limon
50 mL de la bina base

200 g de cebolla
20 g de cilantro
15 g de hojas de laurel
75 mL de jugo de limon
50 mL de la bina base

14 g de ajo
6 g de sal
75 mL de jugo de limon
50 mL de la bina base

Cuadro 3. Ingredientes de los aditivos 4 y 5.

Aditivo #4

Aditivo #5

400 g de cebolla
40 g de cilantro
1 gdesal

150 mL de jugo de limon
50 mL de la bina base

200 g de cebolla
20 g de cilantro
2 g de pimienta negra
18 g de chile verde
14 g de ajo
6 g de sal
8 g de célices de jamaica
verde (variedad UAN-4)
75 mL de jugo de limdn
50 mL de la bina base
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Figura 3. Elaboracion de los aditivos.

7.2. Fase 2 del experimento: Aplicacion de los aditivos en papas a freir

Las papas crudas fueron adquiridas en un supermercado local de la ciudad de Tepic, Nayarit,
México. Posteriormente, fueron lavadas y peladas para la obtencién de las papas tipo “a la
francesa” y la aplicacion en ellas de los aditivos (figura 4). La aplicacién de los aditivos se
realizd de acuerdo al procedimiento reportado por Morales et al. (2014), la fijacion con base a
lo sefialado por Gibis y Weiss (2012), Puangsombat et al. (2011) y Puangsombat y Smith
(2010), el escaldado, temperatura de freido y congelacion conforme a lo mencionado por
Kalita et al. (2013) y el tipo de aceite en base a lo reportado por PROFECO (2010) y
ANIAME (2009).

La preparacion de la muestra y extracciéon de acrilamida, asi como el anélisis cromatografico

se realizd en base a la metodologia de Van Der Fels-Klerx et al. (2014) (figuras 5 y 6). Cabe
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sefialar que como control positivo se aplicé un extracto acuoso de &cido ascérbico (5 g/ 100
mL de agua destilada) a papas crudas tipo “a la francesa”, las cuales fueron fritas bajo las
mismas condiciones utilizadas para las papas con aditivo. Ya que, existen reportes de la
eficacia del &cido ascorbico para inhibir la formacion de acrilamida (Chen et al., 2014;
Morales et al., 2014; Yuan et al., 2011; Biedermann et al., 2002). Adicionalmente, se
determind la concentracion de acrilamida en papas comerciales obtenidas de un restaurante de

comida répida ubicado en la ciudad de Tepic, Nayarit.
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Obtencidn de las papas tipo “a
la francesa”
(7cm x1cm x1cm) (largo,
ancho, grosor de las papas)

Freido a 180 °C en aceite de
soya durante 8 min

.7__ ™

I
f

100 g de papas

Escaldado en agua purificada
por 2 min y secado en toallas
de papel

Fijacion del aditivo (las
papas se envuelven en
papel aluminio y se
colocan en bolsas de
pléastico para su
refrigeracion a 10°C por
24 hrs)

La muestra se enfria en bafio
Maria por 2 min y se congela a

-80°C por 24 hrs

Molienda de la muestra en
una licuadora
convencional

Figura 4. Diagrama de la aplicacién del aditivo en papas a freir.

Aplicacion del aditivo
(inmersién por 1 min)

Congelacion de la

muestra a - 80°C hasta
su posterior analisis
por UPLC
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Extraccion acuosa:

La muestra (1 g) se extrajo
con 9 mL de &cido férmico
(10 mM) agitandose
durante 3 min en vortex

La mezcla se centrifugd
nuevamente bajo las
condiciones arriba
mencionadas

l

El sobrenadante

obtenido fue transferido =>

a un tubo de ensayo
(T2)

Analisis de la muestra
por UPLC

Los coloides extraidos
fueron precipitados
agregando 500 pL de Carrez
I y 500 pL de Carrez 11,
agitandose en vortex por 1
min y dejandose reposar la
muestra por 20 min

El residuo solido fue
extraido nuevamente con
5 mL de &cido formico
(10 mM) agitandose
durante 2 min en vortex

La mezcla fue centrifugada
a 4000 rpm durante 15 min
a0°C

El sobrenadante fue extraido y
transferido a un tubo de ensayo
(T1)

La operacion se realizo asi hasta llegar al tubo de ensayo T4.
Posteriormente se mezclaron los extractos obtenidos del T1 al T4y se
centrifugaron a 4000 rpm durante 15 mina 0 °C

Las gotas del eluido fueron
recolectadas en un vial y
filtradas a través de un

filtro de nylon de 0.22 um <=

l

1 mL del sobrenadante fue eludido a

través de un cartucho

preacondicionado Oasis MCX a un

flujo de una gota por segundo

Carrez | (15 g de Hexacianoferrato de potasio en 100 mL de agua destilada)
Carrez 11 (30 g de sulfato de zinc en 100 mL de agua destilada)

Figura 5. Diagrama de la preparacion de la muestra y extraccion de acrilamida.
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vl y2 V3 V4
=1 ]=-1]=1

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4

Figura 6.- Extraccion en multiple etapas para el analisis de acrilamida en alimentos (G6kmen
et al., 2009).
(V=volumen) (E=extracto)

El contenido de acrilamida se obtuvo con un analisis en un equipo ACQUITY H clase UPLC
(Ultra Performance Liquid Chromatography) (marca Waters) acoplado a un detector QDa
(masas simple) con ionizacion por electrospray (ESI) operando en modo positivo. Las
separaciones cromatrograficas se realizaron en una columna ACQUITY UPLC BEH C18 (50
mm x 2.1 mm, i.d., X 1.7 um) (marca Waters) utilizando &cido férmico (10mM) con 0.5% de
metanol como fase movil a un flujo de 0.2 mL/min. La columna fue equilibrada a 25 °C £ 5
°C y el automuestreador se mantuvo a 10 °C + 5 °C durante todo el andlisis. El volumen de
inyeccién fue de 4 pL. El tiempo de retencidon hasta observarse el pico correspondiente a la
acrilamida fue de 1.063 min. La fuente del detector tuvo las siguientes caracteristicas: voltaje
del capilar 1 KV, voltaje del cono 5 V, temperatura de solvatacion 500 °C, el gas de

solvatacion fue nitrogeno.
La acrilamida fue identificada por Selected lon Recording (SIR por sus siglas en inglés) de un

canal, el cual fue de 72. La concentracion se calcul6 mediante una curva de calibracion con

rangos de entre 0 y 1 pg/mL.
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7.3. Fase 3 del experimento: Aplicacion de los aditivos en carne de cerdo

Para el estudio de la evaluacion de la capacidad antimicrobiana y estabilidad oxidativa de los
aditivos se aplicaron en la carne de cerdo solo tres de los cinco aditivos elaborados. Su
eleccion fue en base a aquellos que presentaron la mayor concentracion de CFT, la mejor
actividad antioxidante y quelante, asi como por presentar similitud con el resto de los aditivos

en lo referente a las especias que los integran.

Los aditivos seleccionados fueron: aditivo # 2, 3y 5.

7.3.1. Elaboracion de sistemas modelo tipo hamburguesas

Se desarrollaron sistemas modelo tipo hamburguesa con carne de cerdo (musculo Longissimus

dorsi) siguiendo las especificaciones descritas en el cuadro 4.

Cuadro 4. Formulacién para la elaboracion de sistemas modelo tipo hamburguesa de carne de

cerdo.

Ingrediente Porcentaje %
Control Tratados con aditivo
Lomo de cerdo 80 80
Grasa dorsal 10 10
Sal 1 1
Agua 9 45
Aditivo acuoso 0 4.5

La elaboracién de las hamburguesas consistio en moler la carne y la grasa en un molino de
carne (marca Torrey), una vez molida la carne, se mezclo la sal, el agua y el aditivo (si es que
aplica) hasta obtener una mezcla homogénea. La mezcla se envaso en bolsas de plastico

transparente, las cuales fueron sometidas al alto vacio para eliminar las burbujas de aire
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internas que se pudieran formar. A partir de la mezcla obtenida, se pesaron porciones de 60 g
de masa y con la ayuda de un aro metélico de 8 cm de didmetro, se elaboraron los sistemas

modelo tipo hamburguesas.

7.3.2. Evaluacién de la capacidad antimicrobiana de los aditivos incorporados en carne

cruda de cerdo

7.3.2.1. Preparacion del in6culo

La cepa aislada de Escherichia coli O157:H7 (codigo ATCC 25922, fue aislada y
caracterizada previamente por Castro-Rosas, 2009) se sembr6 en caldo de soya tripticaseina
(CST) (marca DIBICO) a una concentracion de 100 mL del in6culo/1L de caldo a 37°C por 24

h para asegurar su crecimiento (activacion) (Garcia-Guardado, 2011).

7.3.2.2. Evaluacion antimicrobiana de los aditivos in vitro

La actividad antimicrobiana de los aditivos fue determinada por medio de un lector de
microplacas (Multiskan GO), donde se midi6 la absorbancia a 600 nm de los pocillos, los
cuales contenian 200 pL de caldo soya tripticaseina con el indculo a una concentracion de 10°
UFC/mL y 50 pL del aditivo, por 24 h a una temperatura de 37°C. Las lecturas se realizaron
cada hora y las microplacas se agitaron por 30 s antes de cada medicion (Rufian-Henares y
Morales, 2008).

7.3.2.3. Evaluacion antimicrobiana de los aditivos in vivo aplicados en hamburguesas de
carne cruda de cerdo

Para evaluar la capacidad antimicrobiana de los aditivos se prepardé 2 L de suspension de

células de E. coli a una concentracién de 10° UFC/mL en una solucién isotonica al 0.8% como

medio de infeccion para las hamburguesas.
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Las hamburguesas fueron impregnadas por ambos lados con el medio de infeccion mediante la
ayuda de una brocha de plastico. Posterior a la inoculacion las hamburguesas fueron colocadas
en recipientes de plasticos transparentes y refrigerados a 4 ° C + 2 por un periodo de 12 dias,
realizando muestreos los dias 0, 1, 3, 6, 9 y 12. La toma y manejo de las muestras se realiz6 en
base a la NOM-109-SSA1-1994, mientras que la preparacion y dilucion de las muestras
conforme a la NOM-110-SSA-1994. Para evaluar la presencia de E. coli se empled agar
Salmonella Shigella, utilizando una temperatura de incubacion de 37 °C durante 24 h. El

conteo de microorganismos se realizé conforme a la norma NOM-113-SSA1-1994.

7.3.2.4. Evaluacién de acidez titulable en hamburguesas de carne cruda de cerdo

recubiertas con aditivo e inoculadas con Escherichia coli

La determinacién de la acidez titulable se realiz6 conforme a lo descrito por Pérez Chabela y
Ponce Alquicira (2013). EIl analisis consistio en pesar 10 g de muestra para posteriormente
colocarla en una bolsa de polietileno trasparente, se adicionaron 200 mL de agua destilada y se
homogeniz6 manualmente durante 1 min. Enseguida se filtro a través de una gasa para
eliminar el exceso de tejido conectivo, el filtrado se recibi6 en un matraz aforado de 250 mL y

se afor6 con agua destilada.

Se transfirié una alicuota de 25 mL del filtrado a un matraz Erlenmeyer de 125 mL, se
afiadieron 75 mL de agua destilada y 2 gotas de fenolftaleina, se agité suavemente y titulé con
hidroxido de sodio (0.1 N). El blanco fue preparado con agua destilada.

La acidez fue reportada como porcentaje de &cido lactico, aplicando la siguiente formula:

% de &cido lactico= (V — Vb) (N NaOH) (meq acido lactico) (fp)

Peso de muestra

X100

Donde:
V= volumen de NaOH gastado en la muestra
Vb= volumen de NaOH gastado en el blanco
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(th

N=normalidad de NaOH
Meqg= miliequivalentes del acido lactico
Fp=factor de dilucion

7.3.2.5. Evaluacion de color en hamburguesas de carne cruda de cerdo inoculadas en

Escherichia coli

Para determinar el deterioro del color de la carne por microorganismos a lo largo del tiempo,
se realizaron evaluaciones de color por medicién instrumental (CIE, 1978) con la ayuda de un
colorimetro (Konica Minolta®) en la superficie de las hamburguesas de carne de cerdo cruda
inoculadas en el medio de infeccion (E. coli) y tratadas con los aditivos, a los dias 0, 1, 3, 6, 9
y 12 de almacenamiento en refrigeracion a 4 + 2 °C. Las mediciones se realizaron por
triplicado en tres zonas distintas elegidas aleatoriamente y a temperatura ambiente (= 25°C).
Se utilizé el sistema de medida de color CIE-L*a*b* que define el color con la utilizacion de
los tres componentes; L* determina la intensidad de la luminosidad (L*=0 oscuro, L*=100
luminoso); los parametros a* y b* fueron utilizados para calcular el &ngulo Hue (°h) como lo
indican Garcia-Tejeda et al. (2011): °h=tan-1(b*/a*), cuando a*>0 y b*>0 o °h=180 + tan-1
(b*/a*) cuando a*<0. En la figura 7 se puede observar el diagrama de cromaticidad del espacio
de color y luminosidad, el espacio de color se encuentra expresado tanto en los parametros de

a* y b*, asi como en grados Hue.
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+L* 100 = white

+0° yellow

{Blue)
_D‘

-L* 0= black

Figura 7. Diagrama de cromaticidad del espacio de color y luminosidad. Consultado en la
pagina web: www.bonlalum.com

La diferencia total de color (AE) se calculd para evaluar los cambios de color total sufrido en
las hamburguesas como resultado de los tratamientos aplicados, el deterioro por
microorganismos y los dias de almacenamiento en refrigeracion. Por lo tanto, AEc-1 se calcul6
entre las muestras del grupo control C y cada grupo tratado (T) utilizando la escala de color

CIE-L*a*b* para cada dia de medicion de la siguiente manera:

AEcT=[(L*7- L*c)2 + (a*7 - a*c)? + (b*1 — b*c)?]"?
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7.3.3. Evaluacion de la estabilidad oxidativa de hamburguesas de carne de cerdo

7.3.3.1. Preparacion del sistema modelo para determinar estabilidad oxidativa

A partir de cada tratamiento, se elaboraron cinco hamburguesas (una para cada dia de
muestreo) para evaluar la estabilidad oxidativa del color, lipidos y proteinas en la carne cruda
y cocinada. Las hamburguesas crudas fueron depositadas en charolas de poliestireno y
cubiertas con papel film transparente permeable al oxigeno (14um de grosor y 10,445
mL/m?/24h) y almacenadas en refrigeracion a 4 + 2 °C con luz blanca fluorescente (1620 lux)
las 24 h. Para evaluar el efecto del procesamiento térmico de la carne, un grupo de
hamburguesas se cocinaron a la plancha a una temperatura de 230 °C durante 5 min por cada
lado en una parrilla Oster Bioceramic. Posterior a la coccidn, se dejaron enfriar a temperatura
ambiente (= 25 °C) y una vez frias, fueron almacenadas bajo las mismas condiciones descritas
para las hamburguesas crudas. Todas las hamburguesas estuvieron en almacenamiento

refrigerado por un periodo de 12 dias, realizando muestreos los dias 0, 3, 6, 9y 12.

7.3.3.2. Determinacién de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) en

hamburguesas de carne de cerdo cruda y cocinada

Se tuvieron hamburguesas crudas y cocinadas a la plancha a las cuales se les determind la
estabilidad oxidativa de lipidos a lo largo del tiempo, mediante la técnica de TBARS descrita

por Ganhdo et al. (2011), la cual consistié en:

Pesar 5 g de muestra en un tubo Falcon de 50 mL, posteriormente se agregaron 15 mL de
acido perclérico (3.8%) y 500 puL de BHT (butilhidroxitolueno) al 4.2 % en etanol. Las
muestras fueron homogenizadas. Durante el desarrollo de este paso los tubos Falcon
permanecieron inmersos en hielo para minimizar la generacion de nuevas reacciones

oxidativas. Se limpio el homogeneizador con acido perclorico entre muestra y muestra.

50



Desarrollo de aditivos comestibles con actividad antioxidante y antimicrobianay | .=
su aplicacion en alimentos |

Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 4 min, a 4 °C. El
sobrenadante recuperado se filtré con papel Whatman #64, recolectando el filtrado en un
matraz aforado de 25 mL, escurriendo y lavando bien con acido perclérico los filtros hasta
aforar. El extracto se paso a tubos Falcon y se centrifugaron a 3000 rpm durante 4 min.

Se prepararon tubos de ensayo con rosca (2 por muestra) y se agregaron 2 mL de muestra y 2
mL de TBA (&cido tiobarbitdrico). Al testigo se agregaron 2 mL de &cido percloricoy 2 mL de
TBA. Los tubos fueron agitados y posteriormente se colocaron en agua a 100 °C durante 45
min. Se dejaron enfriar para enseguida leer en un espectrofotometro a 532 nm en cubetas de

cristal.

La curva estandar se preparo utilizando 1, 1, 3,3-tetraetoxipropano (TEP) a concentraciones de
entre 0.028 a 1.113 mg TEP/L. Los resultados se expresaron en mg de MDA (acido
malonaldehido)/kg de muestra. Debido a que el MDA es uno de los principales productos

formados durante la oxidacion de lipidos (Vicario et al., 1997).

7.3.3.3. Determinacion del total de carbonilos de proteina por la técnica DNPH en

hamburguesas de carne de cerdo cruda y cocinada

La oxidacion de proteinas se evalud mediante la cuantificacion del total de carbonilos
presentes en las hamburguesas crudas y cocinadas durante el periodo de tiempo de 12 dias, por
derivatizacion con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) de acuerdo al método descrito por

Ganhdo et al. (2010a), el cual consistio en:

Homogenizar 1 g de muestra en un tubo Falcon de 50 mL, usando 10 mL de cloruro de sodio
(NaCl) 0.6 N disuelto en buffer de fosfatos (NasPOs) 20 mM a pH 6.5. Durante el desarrollo
de este paso los tubos permanecieron inmersos en hielo para minimizar la generacion de
nuevas reacciones oxidativas. Se limpidé el homogeneizador con buffer de fosfatos entre

muestra y muestra.
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Se colocaron alicuotas de 150 pL en tubos Eppendorf de 2 mL, se rotulé un tubo con “C” y
otro con “P”, para determinar de forma paralela el contenido de carbonilos (C) y la
concentracion de proteinas (P) de una determinada muestra. Las proteinas fueron precipitadas
con 1 mL de TCA (&cido tricloroacético) al 10% por centrifugacion a 5000 rpm durante 5 min

a 4°C. Se retir6 la fraccion liquida respetando la pastilla resultante de los tubos C y P.

A los tubos C se les agregdé 1 mL de una solucion de DNHP al 2% en &cido clorhidrico (HCI)
2 N, mientras que a los tubos P se les agregé 1 mL de HCI 2 N. Las muestras fueron agitadas
en vortex y se dejaron incubar durante 1 h a temperatura ambiente. Después de la incubacién
las muestras se precipitaron con 1 mL de TCA al 10% vy se centrifugaron a 10,000 rpm durante
10 min a 4°C. Una vez centrifugadas las muestras, se retir6 nuevamente la fraccion liquida
respetando la pastilla resultante de los tubos C y P, para enseguida realizar dos lavados tanto a
los tubos C y P con 1 mL de etanol/acetato de etilo (1:1 v/v), centrifugando a 10,000 rpm por

5 min a 4°C en cada lavado, para eliminar el exceso de DNPH.

Las pastillas resultantes se disolvieron en 1.5 mL de clorhidrato de guanidina 6 M disuelto en
buffer de fosfatos 20 mM, pH 6.5. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 2000 rpm
durante 2 min a 4°C. Las muestras rotuladas con la letra C se leyeron a 370 nm en un
espectrofotometro en cubeta de cristal, mientras que las muestras rotuladas con la letra P se
leyeron a 280 nm en cubeta de cuarzo. La concentracion de proteina se calcul6 a partir de la
absorbancia obtenida de la muestra y la de un patron de BSA (albimina sérica bovina)
(concentracion de 0.5149 mg/L de BSA). Como testigo se utilizo clorhidrato de guanidina. La
cantidad de carbonilos se expres6 como nanomoles (nM) de carbonilos por mg de proteina

usando un coeficiente de extincion molar de hidrazinas (21.0 nM-t cm-t) a 370 nm.
7.3.3.4. Evaluacion de color en hamburguesas de carne de cerdo cruda y cocinada
Para determinar el deterioro del color de la carne por almacenamiento a lo largo del tiempo, se

realizaron evaluaciones de color por medicion instrumental (CIE, 1978) en la superficie de las

hamburguesas tratadas con los aditivos, los dias 0, 3, 6, 9 y 12 de almacenamiento en
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refrigeracion a 4 £ 2 °C. Se utilizé un colorimetro marca Minolta modelo CR-410, el cual
consiste en un cabezal medidor (CR-410), con un area de medicion de 10 mm de diametro y
un procesador de datos. Cada medicién consistio de tres flashazos de iluminacion
consecutivos para obtener un valor promedio. Las mediciones se realizaron en tres zonas
distintas elegidas aleatoriamente y a temperatura ambiente (= 25°C). Se utilizo el sistema de
medida de color CIE-L*a*b* que define el color con la utilizacion de los tres componentes;
L* determina la intensidad de la luminosidad (L*=0 oscuro, L*=100 luminoso); los
pardmetros a* y b* fueron utilizados para calcular el &ngulo Hue (°h) como lo indican Garcia-
Tejeda et al. (2011): °h=tan-1(b*/a*), cuando a*>0 y b*>0 o °h=180 + tan-1 (b*/a*) cuando

a*<0.

La diferencia total de color (AE) se calculd para evaluar los cambios de color total sufrido en
las hamburguesas como resultado de los dias de almacenamiento en refrigeracion. Por lo tanto,
AEc-t se calculo entre las muestras del grupo control (C) y el grupo tratado (T) utilizando la

escala de color CIE-L*a*b* para cada dia de medicion de la siguiente manera:

AEc.t=[(L*7- L*c)? + (a*T - a*c)? + (b*1 — b*c)?]Y2

7.3.4. Andlisis sensorial

Para la evaluacion sensorial de las hamburguesas cocinadas (siguiendo el mismo
procedimiento de coccidn) se empled un test heddnico (Peryam y Pilgrim, 1957) con escala de
siete puntos (cuadro 5). Cada hamburguesa se cocind y cortd en cuatro partes para ofrecerlas a
un panel no entrenado. Se les indicé a los jueces que evaluaran los atributos de olor, color,
sabor y textura, marcando con una “X” la calificacion que consideraron oportuna asignarle a

cada muestra. La escala hedonica que se utilizo fue la siguiente:
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Cuadro 5. Escala hedonica de siete puntos.

Escala Valor

Me gusta muchisimo 7
Me gusta mucho
Me gusta poco
Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta poco

Me disgusta mucho

P N W R 01O

Me disgusta muchisimo

7.3.5. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de los parametros evaluados en la fase 1 (CFT, actividad
antioxidante, azucares reductores totales, pH y aw de los aditivos), la fase 2 (determinacion de
acrilamida) y la fase 3 (evaluacidn antimicrobiana, analisis de acidez, determinacion de color e
inhibicion de la oxidacién de lipidos y proteinas) se procesaron mediante un andlisis de
varianza (ANOVA). Mientras que los resultados de determinacion de actividad antioxidante
(fase 1) de las especias culinarias maceradas en los distintos disolventes se analizaron con un
diseno completamente al azar con arreglo factorial 24 x 6 (especias x disolventes). Cuando el
analisis fue significativo (p<0.05) se realizé una prueba de comparacion de medias de Tukey

con el fin de establecer las diferencias existentes entre cada tratamiento.

Por otra parte, los resultados de diferencia total de color y del analisis sensorial (fase 3) se

realizaron mediante la prueba de Hipotesis por la metodologia de Kruskal-Wallis (p<0.05).
Se calcularon coeficientes de correlacion de Pearson para establecer asociaciones lineales

entre variables de interés. Todos los andlisis estadisticos se realizaron por medio del paquete
Minitab v.16.0.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Fase 1 del experimento. Elaboracion de aditivos comestibles

8.1.1. Contenido de compuestos fenolicos totales y actividad antioxidante de las especias

culinarias y binas de especias

La actividad antioxidante de acuerdo a la técnica del radical DPPH® de 24 especias maceradas
en seis distintos disolventes utilizados (agua, mezcal, tequila, vodka, ron y etanol/agua) se
puede observar en el cuadro 6 (a y b). Los resultados obtenidos sefialan que las 24 especias
estudiadas mostraron actividad antioxidante tanto en los extractos hidrosolubles como en los
extractos etandlicos. Dicha actividad se puede deber a la presencia de diversos constituyentes
fenolicos, tales como rosmanol, epirrosmanol, e isorrosmanol en el romero; acido rosmarinico,
a-pineno y timol en el orégano; carvacrol y cimeno en tomillo; eugenol y cineol en hojas de
laurel (Herndndez-Hern&ndez et al., 2009; Bitar et al., 2008; Hatzidimitrioua et al., 2007);
acido vinilico, cafeico y galico en canela; acido hidroxibenzoico y carofileno en clavo;
eugenol y limoneno en pimienta negra (El-Ghorab et al., 2010; Chaieb et al., 2007;
Yanishieva et al., 2006), quercetina y alil-cistenina en ajo (Brewer, 2011); &cido ferulico y

cinamico en cebolla (Gorinstein et al., 2008).

Se puede destacar que las especias maceradas en ron presentaron la mas alta actividad
antioxidante, en comparacion de las especias que fueron maceradas en los cinco disolventes
restantes. Esto se puede deber a que este disolvente present6 mayor porcentaje de etanol
(40%) en comparacion con el mezcal (28%), tequila (35%), vodka (38%) y agua, excepto la
solucion preparada de etanol/agua (40%-60%). Esto indica que posiblemente el porcentaje
presente de etanol en el ron pudo favorecer la extraccion de compuestos fendélicos. Otro factor
que puede atribuirse a la alta actividad antirradical de las especias maceradas en ron, es que
durante el proceso de fabricacion de esta bebida, segin la norma mexicana NOM-142-SSA1-
1995, este puede presentar trazas de alcoholes de peso molecular superiores al alcohol etilico,
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los cuales se expresan como alcohol amilico, dichos compuestos también pudieron haber

influido en favorecer el proceso de extraccion de los compuestos fendlicos de las especias.

Dentro las especias maceradas en ron, la canela fue la especia que presento la mayor actividad
antioxidante (93311 umol ET/L). Esto concuerda con las investigaciones de Morales et al.
(2014), Vallverdu-Queralt et al. (2014), Lv et al. (2012), Wen et al. (2009), Castafieda et al.
(2008), Chen (2008), Muchuweti et al. (2007) y Murcia et al. (2004), los cuales han
confirmado que la canela se encuentra entre las especias con mayor actividad antioxidante en
comparacion con orégano, tomillo, cilantro, hojas de buganvilia, hojas de té verde, hojas de

laurel, romero, mejorana, perejil, albahaca, menta, anis, jengibre, vainilla, entre otras.

Cabe sefialar, que la obtencién de una mayor actividad antioxidante mediante el uso de
solventes etandlicos ya ha sido comprobada por Liang et al. 2010, Hernandez-Hernandez et al.
2009, Wang et al. 2008 y Ghiselli et al. 2000. Watanabe y Ayano (1974) analizaron la
actividad antioxidante de la fraccion hidrosoluble y soluble en etanol de 11 especias molidas,
encontrando que la mayoria de las actividades antioxidantes parecieron residir en las
fracciones solubles en etanol. Dicho efecto también se pudo observar en el presente trabajo,
pues de manera general, los extractos etandlicos de las 24 especias exhibieron una mayor

actividad antioxidante que los extractos hidrosolubles.

Por otra parte, Kanatt et al. (2010) sefialan que el agua no es el mejor solvente de extraccién
para fenolicos de material vegetal. Sin embargo, con extractos de agua, no ocurre ningun
problema de residuos tdxicos que se originen de disolventes grado reactivo como etanol,
metanol, acetato de etilo o butanol, por lo que se puede decir que el uso de bebidas alcohdlicas

de consumo humano puede ser una alternativa confiable de disolvente.
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Cuadro 6a. Actividad antioxidante por DPPH® (umol ET/L) de las especias maceradas en
disolventes.

DISOLVENTE

Especia Agua Mezcal Tequila Vodka Ron Etanol/agua

Chile 4167w | 10250¢fhiyx [ ga5hixw | 5E40Kxw | 1325092y 15917z

Piquin

Chile 36718f9h/x 8167aniiy 7471 75Ky 8000y | 120009"2 12940Ni’z

ancho

Chile 19581 60832 9917"2 [ 1361" | 1016792 | 8g73kImn

pasilla

Chile de 1271w 80839niily 155282 | 2417w | 6333ikKyx 644Q"OPYX
arbol

Chile 457072 60801/ 72802 83602 688012 6780"°P/2
guajillo

Chile 1148w 5160y 4960My 2960 | 7960QNikz 5060PY
habanero
Pimiento 1662 64601/ 9860"12 8060y | 77601KY 6460M°P/X

Clrcuma | 1648/ 5460/<Y* 4560"™* | 4860 | 63600y | 9760I™=

Ajo 33589 [ 7431MM | 1250892 [ 10969"Y | 8892"x | 116621

Canela 269943V 508674/ 75681%% | 86348%Y | 93311%2 88089%Y

Pimienta 2838hi/x 10482¢fahi/z 11892z | 12354M/z | g431nikly 11046'Kiz

negra

Jengibre | 38007 163549 195087 | 13431 [ 20277%/" 15097
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Cuadro 6b. Actividad antioxidante por DPPH® (umol ET/L) de las especias maceradas en

disolventes.
Especia Agua Mezcal Tequila Vodka Ron Etanol/agua
Cilantro | g710% [ 126620 | 8354Y | 12662"2 | 108920hi>/ 13559""2
Ruda 10611 | 7111M~ [ 8556/ | 2566772 | 17333 192229Y
Cebolla | 14441y | 17784 | 2333™Y | 4655882 [ 44407 5667
Oregano | 74079 16444% | 17852°" | 160009y | 17222°% 314449
Hierbas de | 11426 | 206" | 6e67M™ | 188899y | 20333%M 25556°""
olor
Albahaca | 327%™ | 26190% | 26571% [ 30571%7 [ 20381%M 23905
Clavo [ 274052w | 34762%% | 40603° | 58000"Y | 92667 59968
Tomillo | 3786t | 24476 | 3133397 | 27524¢"» | 31048 27333
Romero | 10944 | 13175%Mw | 91750% [ 3533342 | 236199 31714
Hojasde | 17924%v | 12140%94 | 19790%" | 355059 [ 38743 41886
laurel
Epazote | 1210/% | 1710 | 5219k [ 9314ikz [ g3g2nikzy [ g3g2Mmnoizy
Comino | 31149 | 11505%0"z [ 7600 | 9219"Y | 8267"kyx 5695°P™

Medias con superindice distinto (a — p) denotan diferencia significativa entre las especias (por columna) (Tukey,

p <0.05)

Medias con superindice distinto (z — u) denotan diferencia significativa entre las especias (por fila) (Tukey, p <

0.05)
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A partir de la canela macerada en ron se realizaron mezclas de dos especias (binas) con las 23
especias restantes del grupo, ya que ademas de las propiedades antioxidantes de cada especia
individual, se ha confirmado que existen efectos sinérgicos en las combinaciones especia-
especia y especia-antioxidante (BHT, BHA, BHQT, entre otros) (Marinova et al., 2008;
Hirasa y Takemasa, 2002; Watanabe y Ayano, 1974). Los resultados de actividad antioxidante
(DPPH?®) de las 23 binas se muestran en el cuadro 7 (a 'y b). Las tres binas que presentaron la
mayor actividad antioxidante fueron: canela-clavo (98, 632 umol ET/L), canela-hierbas de
olor (89, 368 umol ET/L) y canela-orégano (86,842 umol ET/L).

Con respecto al contenido de compuestos fenodlicos totales (CFT) de las binas canela-clavo,
canela-hierbas de olor y canela-orégano, éstos se muestran en la figura 8, en las figuras 9, 10
y 11 la actividad antioxidante por los métodos ABTSe+, FRAP y ORAC, respectivamente,

mientras que en la figura 12 la actividad quelante.

Las tres binas presentaron una muy alta correlacion (r > 0.9) (p<0.05) entre CFT vy actividad
antioxidante por DPPH®* ABTSe+, FRAP y ORAC, asi como una buena correlacion (r > 0.7)
entre CFT y actividad quelante (anexo 2). Por lo tanto, se puede decir que la actividad
antioxidante y la actividad quelante de las tres binas estan en funcion de la concentracion de

compuestos fenolicos totales que presenten.

Los resultados obtenidos mostraron que la bina canela-clavo fue la que presentd el mayor
contenido de CFT (7538 mg EAG/L), actividad quelante (0.00028 mol EDTA/L) y la mas alta
capacidad antioxidante por el método ABTSe+ (1243 mg VCEAC/mL), FRAP (150 mg acido
ascorbico/mL) y ORAC (55400 pmol ET/L), confirmando con ello su alta actividad
antirradical obtenida por el método 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPHe). Cabe mencionar que
fue la canela y el clavo las especias que de manera individual mostraron la mas alta actividad

antioxidante por el método DPPHe dentro del grupo de las 24 especias maceradas en ron.
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Cuadro 7a. Actividad antioxidante por DPPH® (umol ET/L) de las mezclas de dos especias

(bina) maceradas en ron.

Bina o mezcla de especias

Disolvente (Ron)

Canela - Chile piquin 73965%"
Canela - Chile ancho 71053¢%f
Canela - Chile pasilla 77895 0!
Canela - Chile de arbol 69263°
Canela - Chile guajillo 74105
Canela - Chile habanero 721400%f
Canela - Pimiento 82632
Canela - Clrcuma 82316"
Canela - Ajo 71789%f
Canela - Pimienta negra 705960%f
Canela - Jengibre 527379
Canela - Cilantro 77053bcdef
Canela - Ruda 77579000
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Cuadro 7b. Actividad antioxidante por DPPH*® (umol ET/L) de las mezclas de dos especias

(binas) maceradas en ron.

Bina o mezcla de especias

Disolvente (Ron)

Canela - Comino

Canela - Cebolla 70632%"
Canela - Orégano 86842
Canela - Hierbas de olor 89368%
Canela - Albahaca 816840
Canela - Clavo 986322
Canela - Tomillo 78211 Pcdef
Canela - Romero 77579bcder
Canela - Hojas de laurel 762110
Canela - Epazote 67684
82421

Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre las binas (Tukey, p < 0.05)
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Figura 8. Contenido de compuestos fendlicos totales de tres binas.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre las binas (Tukey, p < 0.05)
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Figura 9. Actividad antioxidante por el método ABTSe+, de tres binas.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre las binas (Tukey, p < 0.05)
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Figura 10. Actividad antioxidante por el método FRAP de tres binas.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre las binas (Tukey, p < 0.05)
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Figura 11. Actividad antioxidante por el método ORAC de tres binas.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre las binas (Tukey, p < 0.05)
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Figura 12. Actividad quelante de tres binas.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre las binas (Tukey, p < 0.05)

Es importante mencionar que el etanol pudo favorecer la extraccion de compuestos bioactivos.
Ghiselli et al. (2000) sefiala que el etanol aumenta la absorcion de los compuestos fendlicos,
por lo que la capacidad antioxidante no se debe solo a los CFT, sino méas bien debido a un
efecto sinérgico entre ambos. Diversas investigaciones han reportado el uso de algun tipo de
alcohol para la extracciones de CFT a partir de materiales vegetales (Rodriguez-Carpena et al.,
2011b; Xu et al., 2010; Askun et al., 2009; Touns et al., 2009; Parekh et al., 2005; Nuutila et
al., 2003; Bendini et al., 2002; Jun et al., 2001).

Por otra lado, los principales compuestos fendlicos presentes en la canela son catequina,
epicatequina, eugenol, acido siringico, acido galico, acido vanilico, acido cafeico y &cido
cumarico (Vallverdd-Queralt et al., 2014; Lv et al., 2012; Brewer, 2011; Muchuweti et al.,
2007), mientras que los principales compuestos presentes en el clavo son eugenol, timol,
carvacrol y cinamaldehido (Chaieb et al., 2007; Jirovetz el al., 2006), pudiéndose haber
presentado una buena sinergia entre el tipo y concentracion de los compuestos fenolicos
presentes en las especias que conformaron la bina. Diversos reportes, tal como el de Brewer
(2011), Gobert et al. (2010), Yeum et al. (2009), lacopini et al. (2008) y Marinova et al.

(2008), han sefialado efectos sinérgicos de los compuestos fendlicos.
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8.1.2. Contenido de compuestos fenolicos totales, actividad antioxidante, azucares

reductores totales, pH y aw de los cinco aditivos elaborados

Los cinco aditivos (cuadros 2 y 3) tuvieron como ingrediente base la bina canela-clavo,
posteriormente se afiadieron otras especias culinarias, ademas de calices de jamaica verde,
jugo de limén y sal para la elaboracion de cada uno de ellos con la finalidad de impartirle un
mejor sabor y olor a la bina, ya que por si sola, la bina imparti6 un sabor y olor muy intenso y
poco agradable al alimento en que se aplico (papas fritas y carne de cerdo).

Los aditivos empleados en esta investigacion se elaboraron con especias culinarias reportadas
por su alta actividad antioxidante (Vallverdi-Queralt et al., 2014; Brewer, 2011; Hinneburg et
al., 2006; Hirasa y Takemasa, 2002) y por su capacidad para inhibir la formacion de
acrilamida en papas fritas (Morales, et al., 2014; Jiménez-Castillo et al., 2012; Zhu et al.,
2011; Ciesarova et al., 2008), la oxidacion de lipidos y proteinas en productos carnicos
(Ganhéo et al., 2010 a, b; Heinonen, 2007; S&nchez-Escalante et al., 2003), asi como el
crecimiento de microorganismos patdgenos, tal como Escherichia coli (Sulaiman et al., 2014;
Hirasa y Takemasa, 2002).

Los resultados sobre el contenido de CFT y actividad antioxidante por los métodos DPPH*:
ABTSe+, FRAP y ORAC, asi como actividad quelante de los aditivos elaborados, se
presentan en las figuras 13, 14, 15, 16, 17 y 18 respectivamente; el contenido de azlcares
reductores totales se muestra en la figura 19, mientras que los valores de pH y aw Se muestran

en el cuadro 8.
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Figura 13. Contenido de compuestos fendlicos totales de cinco aditivos.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre los aditivos (Tukey, p < 0.05)
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Figura 14. Actividad antioxidante por el método DPPH* de cinco aditivos.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre los aditivos (Tukey, p < 0.05)
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Figura 15. Actividad antioxidante por el método ABTSe+ de cinco aditivos.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre los aditivos (Tukey, p < 0.05)
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Figura 16. Actividad antioxidante por el método FRAP de cinco aditivos.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre los aditivos (Tukey, p <0.05)

67



Desarrollo de aditivos comestibles con actividad antioxidante y antimicrobianay | .=~

su aplicacion en alimentos

7100 ~
7000 -
6900 -
6800 -
6700 -
6600 -
6500 -

pmol ET/L

a
b ; b b
6400 -
6300 -
6200 -
6100 - : : :
% £ % 2 £

Aditivos

Figura 17. Actividad antioxidante por el método ORAC de cinco aditivos.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre las medias (Tukey, p <0.05)
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Figura 18. Actividad quelante de cinco aditivos.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre los aditivos (Tukey, p <0.05)
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Figura 19. Contenido de azUcares reductores totales de cinco aditivos.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre los aditivos (Tukey, p < 0.05)

Cuadro 8. Potencial de hidrogeno (pH) y actividad de agua (aw) de cinco aditivos.

Aditivo pH aw
#1 2.64 ¢ 0.9870°
#2 2.83b 0.9961 a
#3 2.90 @ 0.9950 2
#4 2.59 ¢ 0.9936 2
#5 2.05¢ 0.9845 °

Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre los aditivos (Tukey, p < 0.05)

Los cinco aditivos elaborados presentaron contenido de CFT y actividad antioxidante por el
método DPPH* ABTSe+, FRAP y ORAC, asi como actividad quelante, siendo los aditivos #3
y #5 los que presentaron el mayor contenido de compuestos fendlicos y la mayor actividad
antioxidante y quelante. Esto se puede deber principalmente a los ingredientes que diferencian
a estos aditivos del resto de los demas, como lo son las hojas de laurel en el aditivo #3 y los
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calices de jamaica verde en el aditivo #5. Dichos ingredientes pudieron ejercer un mayor
efecto sinérgico con el resto de las especias, potencializando su actividad antioxidante. Hasta
el momento no se ha reportado el uso de calices de jamaica verde para inhibicion de
glicotoxinas, ni de oxidacion de lipidos y proteinas pero su actividad antioxidante ya ha sido
reportada por Medina-Carrillo et al. (2015) y Juliani et al. (2009). Los aditivos también
incluyen como parte de sus ingredientes jugo de limén y/o sal, los cuales no estan clasificados
como una especia culinaria, sin embargo, son sazonadores de uso constante en la preparacion
de los alimentos y estan siendo utilizados para la reduccion de glicotoxinas (Vangnai et al.,
2014; Medeiros-Vinci et al., 2011; Pedreschi et al., 2010; Smith et al., 2008; Gibis, 2007;
Salmon et al., 1997).

Los aditivos elaborados presentaron una alta correlacion r > 0.8 (p< 0.05) (anexo 2) entre CFT
y actividad antioxidante por DPPH®, mientras que una correlacion r < 0.8 y > 0.5 (p<0.05)
entre CFT con ABTSe+, FRAP, ORAC vy actividad quelante (anexo 2), por lo que se puede
decir de acuerdo a este analisis que la actividad antioxidante de los aditivos esta en funcion de
los compuestos fendlicos totales.

Por otra parte, los cinco aditivos presentaron concentracion de azlcares reductores totales
(ART), los cuales forman parte de los reactantes durante la formacion de acrilamida. El aditivo
#3 mostro la mayor concentracion de ART. En el anexo 3 se muestra una figura sobre la
determinacion de ART de cada uno de los ingredientes que integran los aditivos. En dicha
figura se puede observar que todos los ingredientes presentes en los aditivos presentan
azUcares reductores totales. La literatura reporta la presencia de diversos azucares reductores
en las especias, por ejemplo Hirasa y Takemasa (2002) reportaron glucosa y fructosa en
cebolla, ajo, clavo y orégano; asi como ramnosa, xilosa y galactosa en clavo; manosa,
arabinosa, xilosa y ramnosa en orégano. Morales et al. (2014) determinaron el contenido de
azUcares reductores de tres extractos acuosos, encontrando un valor de 0.4 g/100 g de peso
seco para orégano y 0.6 g para canela, mientras que Janoszka (2010a) reportd una
concentracion de glucosa de 22.5 mg/g de cebolla y 0.34 mg/g de ajo.
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Con respecto a la medicion de pH y actividad de agua (aw), los cinco aditivos presentaron un
pH &cido < 3 y una aw > 0.9. Dichos valores se encuentran dentro de los rangos que favorecen
la inhibicién de la reaccion de Maillard segun lo reportado por la literatura (Ruiz-Roca, 2009;
Badui-Dergal y Valdés-Martinez, 2006; Buera et al., 1987; Labuza y Schmid, 1986; Lea y
Hannan, 1949).

Como andlisis extra se determind la actividad antioxidante por el método DPPH® vy el
contenido de compuestos fenolicos totales de los cinco aditivos con la bina base y sin la bina
base (anexo 4), con el objetivo de observar como la bina base (canela-clavo) potencializa tanto

el contenido de CFT como actividad antioxidante de los aditivos.
8.2. Fase 2 del experimento: Aplicacion de los aditivos en papas a freir
8.2.1. Contenido de acrilamida

Los resultados sobre la determinacion de acrilamida en papas fritas tipo “a la francesa” se

muestran en la figura 20.
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Figura 20. Contenido de acrilamida en papas fritas.

Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre los tratamientos (Tukey, p <0.05)
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Los resultados sobre el contenido de CFT vy la actividad antioxidante (figuras 13 a 18) sefialan
que los cinco aditivos presentaron contenido de compuestos fendlicos y actividad quelante y
antioxidante, asi como un pH < 3 y una aw > 0.9, condiciones favorables para inhibir la
formacion de acrilamida, destacando los aditivos #3 y #5 por presentar los mejores resultados

en la mayoria de las pruebas.

Los aditivos mostraron una correlacion negativa significativa (p<0.05) entre CFT, DPPH*
ORAC y contenido de acrilamida de r=-0.859, r=-0.610 y -0.803 respectivamente. Es decir, a
mayor contenido de fenoles y actividad antioxidante menor contenido de acrilamida. De los
cinco aditivos elaborados, el aditivo #5 fue el que presentd los mejores resultados de
reduccion de acrilamida. Sin embargo, ni el aditivo #5, ni el resto de los aditivos elaborados
lograron inhibir de manera significativa la formacion de acrilamida con respecto a las papas
control, papas con acido ascorbico y papas comerciales, provocando en las papas fritas un
efecto contrario, es decir promovieron la formacién de esta glicotoxina. Las papas con el
aditivo #1 fueron las que presentaron la mayor concentracion de acrilamida (3752 pg/kg
muestra), superando seis veces mas el valor indicativo maximo sugerido por la EFSA
(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) de 600 pg/kg de papas fritas (EFSA, 2012).

Respecto a las papas con acido ascorbico, estas no presentaron una reduccion significativa de
acrilamida (584 pg/kg muestra), como se esperaba, en comparacion con las papas control
(377 pg/kg muestra) y papas comerciales (289 pg/kg muestra). Las investigaciones de
Hamzalioglu et al. (2013) y Hamzalioglu y Gokmen (2012) reportan que los antioxidantes con
grupos carbonilo, tales como el acido ascérbico y acido dihidroascorbico, pueden reaccionar
directamente con asparagina para formar acrilamida, al actuar como donantes de grupos
carbonilo (Constantinou y Koutsidis, 2016). Asi mismo, las condiciones de freido
(temperatura y tiempo) y la concentracion de &cido ascérbico (5g) utilizadas en esta
investigacion, pudieron no favorecer el efecto inhibidor del acido ascorbico sobre la

acrilamida.
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Referente a las papas comerciales, éstas no presentaron diferencia significativa (p>0.05) con
las papas control, ni con las papas con acido ascorbico, mientras que la diferencia presentada
con respecto a las papas con aditivo se puede deber a que comunmente en la industria de
alimentos se emplean aditivos sintéticos como el butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol
(BHA) y butilhidroquinona terciaria (BHQT), para evitar reacciones de oxidacion e impedir el
enranciamiento y decoloracion del alimento, asi como para inhibir la formacion de acrilamida
(Ou et al., 2010). Sin embargo, existen reportes cientificos que han demostrado que estos
antioxidantes sintéticos poseen efectos citotoxicos (Karre et al., 2013; Musa y Arslan, 2011)

por lo que su uso no es recomendable.

El incremento de acrilamida en las papas con aditivo se puede deber a diversos factores, como
lo es el contenido de azUcares reductores totales (grupos carbonilo), los cuales forman parte de
los reactantes activos para el desarrollo de la reaccion de Maillard y son los principales
determinantes de la formacion de acrilamida en papas fritas (Sanny et al., 2012). En el
presente estudio los cinco aditivos elaborados presentaron ART (figura 19), cuyos valores
fueron de 0.788, 2.130, 3. 712, 1.095 y 0.403 g ART/L, para el aditivo #1, #2, #3, #4 y #5,
respectivamente. Sin embargo, no se presentd una correlacion significativa entre la
concentracion de ART vy el contenido de ACR (r=0.090; p = 0.750), lo cual puede indicar que
el contenido de acrilamida para esta investigacion no esta en funcion de la concentracion de
los ART de los aditivos.

Los altos niveles de acrilamida en las papas con aditivo también puede estar relacionado con
la degradacion de los compuestos fendlicos cuando estos son sometidos a altas temperaturas,
es decir el tratamiento térmico reduce su capacidad de atrapamiento de compuestos reactivos
intermedios de la reaccion de Maillard que inducen la formacion de acrilamida; el grado de
sensibilidad varia entre los distintos compuestos fendlicos (Jin et al., 2013; Rodriguez et al.,
2011). Es probable que algunos de los compuestos fendlicos presentes en los cincos aditivos
empleados en esta investigacion pudieron presentar una baja estabilidad térmica,
degradandose cuando fueron sometidos a la temperatura de freido de las papas (180 °C),

reduciendo asi su capacidad antioxidante.
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La estructura de los polifenoles es otro de los factores que pueden estar involucrados en un
mayor contenido de acrilamida en las papas con aditivo. Visioli (2012) reportd que los
polifenoles que contienen grupos o-difenoles y/o grupos carbonilo di-insaturados estan
involucrados tanto en la formacién y eliminacion de acrilamida. Mientras Kotsiou et al. (2011)
y Zheng et al. (2009) sefialan que los compuestos fendlicos que contienen un grupo aldehido
(grupo funcional que contiene un grupo carbonilo) en su estructura, favorecen el contenido de

acrilamida.

Por otra parte, Bassama et al. (2010) sefialan que la capacidad antioxidante de los polifenoles
depende del numero y posicion de sus sustituyentes hidroxilo y que su efecto se debe a que el
atomo de hidrogeno del grupo hidroxilo del polifenol es capaz de combinarse con grupos
radicales libres, neutralizandolos e inhibiendo las reacciones en cadena. A mayor numero de
grupos hidroxilo en los compuestos fendlicos mayor actividad antioxidante. Es probable que
algunos de los compuestos fendlicos presentes en los cincos aditivos empleados en esta
investigacion pudieron presentar grupos o-difenoles, carbonilos di-insaturados, aldehidos o un

bajo nimero de sustituyentes hidroxilo, promoviendo asi la formacién de acrilamida.

Cabe sefialar que en afios recientes, el uso de compuestos polifendlicos ha provocado efectos
discordantes, pues no solo han demostrado ser eficaces para la reduccion de acrilamida sino
que también han estado involucrados en estimular la formacion de esta glicotoxina (Liu et al.,
2015; Budryn et al., 2013; Li et al., 2012).

Algunas investigaciones que han reportado efectos discordantes en el contenido de acrilamida

mediante el uso de compuestos polifenélicos son:

Oral et al. (2014) utilizaron dos compuestos fenélicos puros (acido cimarico y hesperetina) en
un sistema modelo de asparagina/glucosa, el cual fue sometido a calentamiento a 180 °C por
15 min, observaron que con el uso de &cido cumarico se logro una reduccion de acrilamida del

53%, mientras que con hesperetina provocé un aumento del 9%.
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Budryn et al. (2013) realizaron extracciones de hojas de té verde y granos de café verde y los
aplicaron a 100 g de masa para rosquillas o donas, utilizando tres distintas concentraciones
0.25, 0.5y 1 g de extracto. Ellos encontraron que la adicion de 0.25 g de extracto de hojas de
té verde y la adicién de 1 g de extracto de granos de café verde favorecieron la formacion de
acrilamida, mientras que las concentraciones restantes de extractos tanto de hojas de té como

granos de café verde causaron una disminucién en el contenido de acrilamida.

Kotsiou et al. (2010) emplearon dos concentraciones (2.2 y 216.9 mg) de extractos de aceite
de oliva virgen en un sistema modelo de asparagina/glucosa. La adicion de 2.2 mg de extracto
provocd una inhibicién de la acrilamida, mientras que una concentracion de 216.9 mg

favorecio la formacion de acrilamida.

Cheng et al. (2010) sefialaron que las proantocianidinas de manzana fueron eficientes para
reducir acrilamida en papas fritas a una concentracién de 0.50%. Sin embargo, cuando se

utilizaron concentraciones de 0.25% y 1% hubo un incremento en la formacion de la misma.

Por otra parte, las investigaciones que reportan solamente incrementos de acrilamida son:

Hamzalioglu et al. (2013) quienes reportaron que la adicion de curcumina favorecié la

formacion de acrilamida en un sistema modelo asparagina/fructosa.

Vattem y Shetty (2003) reportaron que los antioxidantes fendlicos del orégano en rodajas de
papas estimularon la formacion de acrilamida, al igual que el extracto fendlico de las hojas de
bambu. Al respecto Zhang et al. (2007) y Zhang et al. (2006) han sefialado que su efecto
inhibidor o promotor sobre la formacion de acrilamida, es dependiente de la concentracion

utilizada de este extracto.

Constantinou y Koutsidis (2016), asi como Cai et al. (2014) reportaron que la adicion de acido

ferulico a un sistema modelo asparagina/glioxal y la adicion de acido clorogenico en un
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sistema modelo asparagina/glucosa, respectivamente, mostré un efecto promotor sobre la

formacion de acrilamida.

Hasta el momento, los resultados sobre la promocién en la formacion de acrilamida mediante
compuestos fenodlicos son polémicos, puesto que ello depende de diversos factores,
principalmente de la estructura, concentracion y capacidad antioxidante de los polifenoles (Liu
etal., 2015).

8.3. Fase 3 del experimento: Aplicacion de los aditivos en carne de cerdo

8.3.1. Actividad antimicrobiana de los aditivos in vitro

Conforme a los resultados obtenidos en la figura 21, los aditivos #2, #3 y #5 mostraron un
efecto bacteriostatico in vitro. Los tres aditivos analizados redujeron la velocidad de
crecimiento bacteriano en comparacion con la muestra control; el aditivo #5 redujo la
velocidad de crecimiento microbiano en un 41.20 %, mientras que el aditivo #2 y #3 en un
38.85% Yy 23.38% respectivamente. Es decir, con la aplicacién de los aditivos, el tiempo
exponencial o de duplicacion bacteriana disminuy0, siendo de 12 h aproximadamente para los
aditivos #5 y #2, para el aditivo #3 de 9 h, mientras que para la muestra control fue de 7 h; lo
cual podria indicar que el aditivo #5 muestra un mejor efecto. Sin embargo, entre los
resultados de los tres aditivos no se presento diferencia significativa (p>0.05), lo que significa

que los tres aditivos tienen el mismo efecto bacteriostatico sobre Escherichia coli O157:H7.
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Figura 21. Concentracion de E. coli en CST durante 24 h a 37 °C.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre los tratamientos (Tukey, p < 0.05)

La actividad bacteriostatica de los tres aditivos estudiados frente a Escherichia coli O157:H7
se puede deber a los fitoquimicos activos presentes en las especias que los integran, tales como
acidos fenolicos, flavonoides y terpenoides, los cuales han sido reportados que poseen
actividad antimicrobiana (Gharibi et al., 2013; Shan et al., 2007). Entre los compuestos que
destacan por poseer una notable actividad antimicrobiana esta el &cido p-cumarico (Kchaou et
al., 2016), acido rosmarinico (Moreno et al., 2006) y carvacrol (Bothelho et al., 2008). La
actividad antimicrobiana de los compuestos polifendlicos podria atribuirse a su interaccion
con la membrana celular de los microorganismos. Estos compuestos podrian inhibir las
actividades de proteasas y proteinas transportadoras, que podrian afectar a las funciones
bacterianas (Kchaou et al., 2016; Reygaert, 2014).

Por otra parte, Hirasa y Takemasa (2002) afirman que los compuestos polifenélicos con un
grupo hidroxilo (-OH) o un grupo aldehido (-CHO) tienden a poseer una fuerte actividad
antimicrobiana. El grupo hidroxilo puede formar enlaces de hidrogeno con el sitio activo de
una enzima, ocasionando su desactivacion. Mientras que la inhibicion del crecimiento por el
grupo aldehido se considera que puede ser en parte debida a sus reacciones con los grupos

sulfhidrilo necesario para el crecimiento microbiano (Farag et al., 1989).
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8.3.2. Actividad antimicrobiana de los aditivos in vivo aplicados en hamburguesas de

carne de cerdo cruda

Como se puede observar en la figura 22, de los tres aditivos analizados, solo el aditivo #5
muestra una actividad bacteriostatica estable a lo largo de los 12 dias de almacenamiento y no
muestra diferencia significativa (p>0.05) con la muestra sin indculo (cuadro 9), mostrando con
ello que a pesar de que la muestra con aditivo #5 fue inoculada con una alta concentracion de
bacterias Escherichia coli 0157:H7 (10° UFC/mL), logré reducir el crecimiento microbiano.
Por otra parte, el aditivo #5, a partir del dia 3 de almacenamiento, registré valores menores
que la muestra sin aditivo, lo que resulto significativo (p < 0.05) el dia 9. Sin embargo, debido
a la alta concentracion de bacterias inoculadas, la vida util de la carne cruda de cerdo se redujo
al dia 9 de almacenamiento, ya que a partir de ese dia se perdieron las caracteristicas
sensoriales de calidad deseables en la carne (color, olor y textura). Con respecto a los aditivos
#2 y #3, estos no mostraron un efecto bacteriostidtico de manera significativa (p>0.05),

presentandose antes la fase exponencial (dia 6) con respecto a la muestra sin aditivo (dia 9).
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2.00E+08 -
> 1.50E+08 - =¢=Sin in6culo
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)
1.00E+08 - Aditivo 2
== Aditivo 3
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Figura 22. Efecto de los aditivos sobre el crecimiento de E. coli en hamburguesas de carne de
cerdo cruda almacenadas a 4 °C durante 12 dias.

78



Desarrollo de aditivos comestibles con actividad antioxidante y antimicrobiana y
su aplicacion en alimentos

Cuadro 9. Numero de unidades formadoras de colonias (UFC) en hamburguesas de carne de
cerdo cruda inoculadas con Escherichia coli O157:H7 y almacenadas a 4 °C durante 12 dias.

Dias
Muestra 0 1 3 6 9 12
Sinindculo 1.20E+04° 2.20E+06% 1.98E+07%® 5.70E+06° 2.48E+07° 2.43E+072
Sinaditivo  4.17E+04° 2.45E+06% 1.95E+07% 2.27E+07° 8.00E+07% 5.92E+06?
Aditivo2  1.15E+06® 4.67E+04° 1.91E+07% 1.25E+08° 3.30E+07® 2.27E+072
Aditivo3  1.39E+06® 1.41E+06%® 1.95E+07% 2.14E+08* 1.03E+07° 2.15E+072
Aditivo5  7.77E+05® 1.05E+06® 6.90E+06% 1.29E+07°¢ 6.55E+06° 2.13E+06?

Medias con superindice distinto dentro de un dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre los
tratamientos (Tukey, p < 0.05)

La efectividad bacteriostatica del aditivo #5 mostrada en el analisis in vitro se conservo para el
sistema in vivo. Como se menciond anteriormente en el punto 8. 3. 1 dicha efectividad se
puede deber a la presencia de fitoquimicos activos en los ingredientes que integran al aditivo
#5 los cuales han sido reportados que poseen actividad antimicrobiana (Gharibi et al., 2013;
Shan et al., 2007; Aboaba y Efuwape, 2001). Estos son capaces de inhibir el metabolismo
celular de los microorganismos causando alteraciones en la membrana (Kchaou et al., 2016;
Reygaert, 2014).

Dentro de los ingredientes que integran al aditivo #5 y que no estan presentes en los aditivos
#2 y #3, se encuentra la jamaica, el ajo y pimienta negra, los cuales pudieron haber
contribuido a una mayor efectividad bacteriostatica. La actividad antimicrobiana de la
jamaica, ajo y pimienta negra ha sido reportada por diversos investigadores.

Sulaiman et al. (2014) compararon la actividad antimicrobiana de extractos acuosos de ajo
(Allium sativum), jamaica (Hibiscus sabdariffa) y jengibre (Zingiber officinale), asi como la
combinacion de los tres contra Escherichia coli, encontrando una efectiva inhibicion con
jamaica de manera individual y en combinacion con ajo y jengibre atribuyendo su efectividad

al contenido de flavonoides, terpenoides, alcaloides, taninos, saponinas, antraquinonas y
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compuestos fenolicos. Asi mismo, Rahman et al. (2011) mostraron la actividad antimicrobiana
de la combinacion de extractos acuosos de cebolla (Allium cepa) y ajo (Allium sativum) contra
dicha bacteria, atribuyendo su actividad al compuesto activo alicina presente en el ajo y a los
compuestos organosulfurados y fenolicos presentes en la cebolla. La alicina actda inhibiendo
de manera parcial la sintesis de ADN vy proteinas, mientras que de manera total la sintesis de
ARN (Eja et al., 2007). Cuando los extractos acuosos se utilizaron por separado no lograron

mostrar una actividad antimicrobiana efectiva contra E. coli.

Por otra parte, Higginbotham et al. (2014) utilizaron extractos de jamaica como un aditivo en
salchichas para inhibir la reproduccion de Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina, donde concluyeron que es altamente efectivo para la inhibicién de
estas especies bacterianas y que a mayor concentracion y tiempo de inmersion mejor fue el
efecto antimicrobiano. La actividad antimicrobiana de Hibiscus sabdariffa (jamaica) se debe
principalmente a la presencia de dos fitoquimicos activos: gosipentina y acido protacateico
(Chao y Yin, 2009). Huhtanen (1980) probd extractos etanolicos de 33 especias contra
Clostridium botulinum, de las especias ensayadas encontrd que la nuez moscada, el laurel y la
pimienta negra mostraron fuerte actividad inhibidora frente a esta bacteria. Se ha informado
que el efecto inhibidor del crecimiento microbiano de la pimienta negra se debe a su principal

constituyente activo que es la piperina (Reshmi et al., 2010).

Otros estudios que han hecho uso de especias culinarias y mostrado una inhibicion efectiva
contra E. coli se encuentra el de Salami et al. (2016) quienes mostraron la efectividad de las
semillas y hojas de hinojo contra dicha bacteria. Ortega-Nieblas et al. (2011) utilizaron aceites
esenciales obtenidos de hojas de orégano, los cuales mostraron una alta actividad
antibacteriana contra Escherichia coli O157:H7 y Staphylococcus aureus. De igual manera,
Amrita et al. (2009) confirmaron la actividad antimicrobiana de cuatro especias (curcuma,
canela, clavo y jengibre) siendo la circuma la especia que presentd el mayor porcentaje de

inhibicion.
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Por otro lado, algunas especias se usan rutinariamente en los productos carnicos y es probable
que actten en ellos inhibiendo el crecimiento bacteriano, dependiendo de las cantidades

empleadas en la formulacién (Hirasa y Takemasa, 2002).

En el presente estudio el crecimiento significativo de E. coli con los aditivos #2 y #3 puede
deberse a diferentes factores, entre ellos la concentracion inoculada 10° UFC/mL. Miyamoto
(1986) estudid las propiedades antimicrobianas de un extracto etandlico de wasabi sobre E.
coli, encontrando que la propiedad antimicrobiana de ese extracto aumentaba al aumentar las
cantidades afadidas. Asi mismo, Xiong et al. (2017) sefialaron que el galato de
epigalatoecatequina presente en el té verde mostr6 actividad antibacteriana contra E. coli en

una manera dependiente de la dosis.

En el presente trabajo los aditivos estudiados se diluyeron al 50%. Esta dilucion se considerd
debido a que cuando se aplicaba el aditivo concentrado el sabor que impartia a las
hamburguesas era demasiado intenso a especias. Este factor pudo haber influido para que no se
Ilevara a cabo una eficaz actividad antimicrobiana con los aditivos #2 y #3, ya que es probable
que no se logré un balance entre los compuestos fitoquimicos antimicrobianos y los nutrientes
para el crecimiento bacteriano. Es decir, la dilucién utilizada al 50% de los aditivos no alcanzé
la concentracion minima inhibidora. Asi mismo, cabe sefialar que la concentracion de
bacterias de E. coli inoculadas en las muestras podria considerarse alta 10° UFC/mL, pudiendo
no ser suficientes los compuestos antibacterianos presentes en los aditivos #2 y #3. Por otra
parte, las bacterias gram-negativo (E. coli) suelen ser mas resistentes al ataque de compuestos
antibacterianos debido a que poseen una membrana lipidica externa de proteccion adicional a

la membrana citoplasmatica (Kossah et al., 2011; Bamoniri et al., 2010).

Hasta el momento, son pocas las investigaciones que al hacer uso de especias culinarias para
inhibir el crecimiento de E. coli reflejan un efecto contrario, es decir aumento en el
crecimiento de dicha bacteria. Dentro de los estudios que demuestran un crecimiento de E. coli
estd el de Noda et al. (1985), quienes indicaron que el jugo de ajo promovia el crecimiento de

dicho microorganismo y era dependiente de la concentracion. A una dilucion de 1:750 veces
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no se observo crecimiento de E. coli, pero la bacteria se encontr6 a diluciones en el rango de
1:15000 a 1:150000 veces. Se sefial6 que la escordinina, un constituyente fitoquimico del ajo,
tenia capacidad para promover el crecimiento de E. coli. Asi mismo, los investigadores
sefialaron que a bajas concentraciones el acido tanico presente en el tomillo y el &cido
ascorbico presente en varias especias frescas actuaron como factores de promocion en el

crecimiento de E. coli.

La diferencia significativa presente entre los aditivos #2, #3 y #5 se puede deber a la
naturaleza de las sustancias antimicrobianas presentes en las especias y sus mecanismos de
accion sobre el tipo de microorganismo utilizado en el ensayo (Rodriguez-Carpena et al.,
2011b). Asi mismo, en el aditivo #5 pueden encontrarse compuestos polifendlicos que posean
un mayor namero de grupos hidroxilo (-OH) y/o grupos aldehido (-CHO), los cuales tienden a
poseer una fuerte actividad antimicrobiana (Hirasa y Takemasa, 2002). De igual forma, la
concentracion utilizada de los aditivos #2 y #3 pudo no ser la suficiente para inhibir el

crecimiento microbiano.

Por otra parte, se desconoce si alguno de los constituyentes fitoquimicos de las especias
empleadas en los aditivos #2 y #3 posea capacidad para promover el crecimiento de la
bacteria, encontrandose en una concentracién suficiente. Sin embargo, los extractos de
productos naturales seguirdn siendo un punto de partida comun en la bisqueda de nuevos

agentes antibacterianos.

8.3.3. Porcentaje de acidez titulable en hamburguesas de carne cruda de cerdo

recubiertas con aditivo e inoculadas con Escherichia coli
Después de la muerte de un animal de carniceria, el 1% del glucégeno presente en el musculo

se convierte en acido lactico durante la glucélisis anaerobia, dicho &cido es el causante directo

de la disminucion de los valores de pH en la carne (Lawrie, 1998; Jay, 2002).
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En la figura 23 se muestran los resultados de porcentaje de acidez de las hamburguesas de
carne de cerdo cruda inoculadas con Escherichia coli O157:H7. Se puede observar una
diferencia significativa (p<0.05) durante el dia 6 de almacenamiento para las hamburguesas
con el aditivo #5, las cuales presentaron 2.48 % de acido l4ctico, siendo este el valor mas alto
con respecto al resto de las muestras, lo cual estd correlacionado con las medias de UFC (r=-
0.721, p=0.028) obtenidas en el andlisis in vivo para el dia 6 de almacenamiento, donde los
aditivos #2 y #3 mostraron un crecimiento significativo de E. coli. Es decir, a menor
porcentaje de acidez en el aditivo #2 (2.10 % de acido lactico) y #3 (2.18 % de &cido lactico),
mayor crecimiento de E. coli y a mayor porcentaje de acidez en el aditivo #5, menor

crecimiento de E. coli.

Asi mismo, se puede observar una diferencia significativa en el dia 9 de almacenamiento entre
el aditivo #5 y la muestra sin aditivo, presentando el aditivo #5 un mayor porcentaje de acidez
y es precisamente en el dia 9 en el andlisis in vivo donde se presenta una diferencia
significativa entre esas dos muestras en el nimero de UFC, encontrandose un menor
crecimiento de E. coli con el aditivo #5. Cabe mencionar, que los tres aditivos presentaron pH
bajos, 2.83, 2.90 y 2.05 para los aditivos #2, #3 y #5, respectivamente, factor que influyé en la

modificacion de acidez de la carne.

La actividad antimicrobiana del acido lactico se produce a través de la difusion de las
moléculas de este compuesto en las células microbianas, hasta que se alcanza el equilibrio de
acuerdo con el gradiente de pH, causando ruptura de la membrana, inhibicion de las
reacciones metabdlicas basicas y la muerte de la célula microbiana (Brul y Coote, 1999). Por
otra parte, la actividad antimicrobiana de los compuestos bioactivos presentes en los aditivos
podria atribuirse a su interaccion con la membrana celular de los microorganismos. Estos
compuestos podrian inhibir las actividades de proteasas y proteinas transportadoras, que
podrian afectar a las funciones bacterianas (Kchaou et al., 2016; Reygaert, 2014). Sin
embargo, en los aditivos #2 y #3 los compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana
pudieron no ser suficientes para inhibir el crecimiento de Escherichia coli O157:H7.
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Figura 23. Porcentaje de acidez (&cido lactico) de hamburguesas de carne de cerdo cruda
inoculadas con Escherichia coli O157:H7 almacenadas a 4 °C durante 12 dias.

Medias con superindice distinto dentro de un dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre los
tratamientos (Tukey, p < 0.05)

De manera general, en los demés dias de almacenamiento se pudo observar como las
hamburguesas con aditivo presentaron los valores mas altos de porcentaje de acidez de acido
lactico, lo cual se ve relacionado a valores bajos en el nimero de UFC en el andlisis in vivo.
Esto se puede deber a que las especias culinarias empleadas en la preparacion de los aditivos
son fuente disponible de carbohidratos (glucosa), la cual es sujeta a fermentacion por los
microorganismos generando con ello la presencia de acido lactico (Newton y Gill, 1978). Sin
embargo, los valores de acidez pudieron no ser suficientes en el aditivo #2 y #3 para ayudar a

favorecer una accién bacteriostatica.

8.3.4. Color en hamburguesas de carne cruda de cerdo recubiertas con aditivo e

inoculadas con Escherichia coli
Las figuras 24 y 25 muestran la evolucion de los parametros de luminosidad o brillantez y

color respectivamente de las hamburguesas recubiertas con aditivo e inoculadas con E. coli

durante los 12 dias de almacenamiento refrigerado.
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Se considera que el angulo matiz (Hue) proporciona informacion sobre el color de la carne
(Brewer et al., 2001), mientras que la luminosidad (L*) rige la calidad de los productos
carnicos, pues Zhu y Brewer (1998) sefialan que el valor de L* muestra un coeficiente de
correlacién més alto con la percepcion visual de enrojecimiento y podria considerarse el mejor

indicador instrumental de enrojecimiento visual (Joo et al., 1995).

De acuerdo a los presentes resultados, las hamburguesas analizadas no mostraron diferencia
significativa (p>0.05) entre los tratamientos con respecto al pardmetro de luminosidad (figura
24). En todas las muestras se observo una luminosidad media que oscilé entre los 45 y 57 a lo
largo de los 12 dias de almacenamiento, lo cual se puede deber para el caso de las
hamburguesas con aditivo al color propio de éstos (tonalidad naranja tenue con ligeros toques
cafés), restando luminosidad o brillantez, particular de la carne. Asi mismo, se pudo deber al
deterioro microbiano el cual se produce cuando los nutrientes de la carne como glucosa,
aminoacidos libres y los compuestos volatiles son metabolizados durante el crecimiento
bacteriano, contribuyendo con ello al desarrollo de colores desagradables, asi como malos
olores y sabores (Cappelletti et al., 2015; Tang et al., 2013; Nychas et al., 2008).

El deterioro microbiano también pudo haber sido la causa para las hamburguesas sin aditivo,
pues cabe sefialar, que la inoculacion se realizd con una alta carga microbiana (10° UFC/mL),
mientras que para las hamburguesas sin indculo se pudo deber a la propia carga microbiana

implicita ya en la carne.
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Figura 24. Efecto de los aditivos sobre la luminosidad o brillantez de las hamburguesas de

carne de cerdo cruda inoculadas con E. coli y almacenadas a 4 °C durante 12 dias.
Medias con superindice distinto dentro de un dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre los
tratamientos (Tukey, p < 0.05)

Con respecto al angulo matiz, indicativo del color (Garcia-Tejeda et al., 2011), los resultados
obtenidos (figura 25) presentaron diferencia significativa (p<0.05) entre los tratamientos
durante los 3 primeros dias de almacenamiento refrigerado. Los aditivos #2 y #5 no lograron
inhibir la decoloracion de la carne de cerdo cruda ya que presentaron valores
significativamente més altos que las hamburguesas sin indculo, sin aditivo y con aditivo #3,
situdndose en una tonalidad de rangos naranjas tenues, esto debido al color propio de los
aditivos. Por otro lado, el aditivo #3 no present6 diferencia significativa (p>0.05) con respecto
a las hamburguesas sin indculo y sin aditivo a lo largo de los 12 dias de almacenamiento, por
lo que se puede decir que ninguno de los aditivos logré inhibir la decoloracion de la carne

cruda de cerdo inoculada con E. coli.

Cabe recalcar que a partir del dia 6 de almacenamiento, todas las muestras (con excepcién de
la muestra con aditivo 2) comenzaron a mostrar un aumento en sus valores, tomando
tonalidades amarillas, sin presentar diferencia significativa (p>0.05) entre ellas. La

decoloracion o tonalidad amarilla de la carne puede deberse a una ausencia de sustratos
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carbohidratados facilmente disponibles, al suceder esto los microorganismos atacan
inmediatamente a los aminoacidos causando alteracion que se manifiesta con olores
desagradables y cambios de decoloracion (Newton y Gill, 1978). La decoloracion también
puede deberse a procesos oxidativos que provocan la degradacion de lipidos y proteinas

presentes en la carne (Chelh et al., 2007), iniciando de esta forma el deterioro de su calidad

sensorial.
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Figura 25. Efecto de los aditivos sobre el color de las hamburguesas de carne de cerdo cruda
inoculadas con E. coli y almacenadas a 4°C durante 12 dias.

Medias con superindice distinto dentro de un dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre los
tratamientos (Tukey, p < 0.05)

En resumen, ninguno de los aditivos logré inhibir la decoloracién de las hamburguesas durante
el almacenamiento refrigerado, asi mismo no disminuyeron pero tampoco mejoraron la
luminosidad de la carne inoculada, ya que no mostraron diferencia significativa (p>0.05) con
respecto a las hamburguesas sin indculo y sin aditivo. A partir del dia 6 de almacenamiento,
todas las hamburguesas comenzaron a aumentar sus valores tomando tonalidades amarillas y

acortando su vida de anaquel.
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Por otra parte, la diferencia numérica total de color (AE) entre las hamburguesas control
(hamburguesas sin inoculo) y las hamburguesas tratadas (sin aditivo, con aditivo #2, #3 y #5)
en los dias 0, 1, 3, 6, 9 y 12 se muestra en el cuadro 10. De acuerdo a Francis y Clydesdale
(1975) las modificaciones de color medidas instrumentalmente entre dos muestras de carne
dadas se pueden considerar como cambios visuales notables cuando los valores de AE son

superiores a 2.

Los resultados obtenidos en el presente estudio sefialan una AE mayor a 2 para todas las
muestras dentro de cada dia de almacenamiento, excepto las hamburguesas sin aditivo en el
dia 3, las hamburguesas con aditivo #3 en el dia 9 y 12 y las hamburguesas con aditivo #5 en
el dia 12. Es decir, de manera general las hamburguesas tratadas sufrieron cambios de color
durante el almacenamiento refrigerado el cual podria ser percibido por los consumidores. Sin
embargo, no se presentd diferencia significativa (p > 0.05) en el AE entre las hamburguesas
tratadas dentro de cada dia de almacenamiento, lo cual coincide con los resultados obtenidos
de luminosidad y angulo matiz (Hue) donde ninguna de las muestras tratadas logré inhibir la
decoloracion de la carne de cerdo inoculada con E. coli, presentando igualdad con las

hamburguesas control.

Cuadro 10. Diferencia total de color (AE) entre la muestra sin indculo y las muestras tratadas
en hamburguesas de carne de cerdo cruda inoculadas con E. coli y almacenadas a 4 °C durante
12 dias.

Dias
Muestras 0 1 3 6 9 12
Sin aditivo 3.40 3.83 1.96 2.96 4.60 5.63
Aditivo 2 3.15 2.29 3.89 3.51 4.52 7.54
Aditivo 3 2.67 2.89 2.21 5.08 1.73 1.82
Aditivo 5 3.24 7.21 2.59 3.64 3.78 1.75

Medias sin superindice denotan igualdad entre los tratamientos (Tukey, p > 0.05)
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8.3.5. Determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS) en

hamburguesas de carne de cerdo cruda y cocinada

Los valores promedios de TBARS determinados durante los 12 dias de almacenamiento
refrigerado en las hamburguesas crudas y cocinadas variaron desde 0.17 a 0.35 mg MDA/Kkg
de muestra en hamburguesas crudas y de 0.18 a 1.09 mg MDA/kg de muestra en

hamburguesas cocinadas.

Los resultados de MDA en hamburguesas crudas (figura 27) muestran diferencia significativa
(p<0.05), donde se puede apreciar como las hamburguesas sin aditivo mostraron un
incremento de mas del doble al final del periodo de almacenamiento de 0.17 a 0.33 mg MDA,
debido a que no estuvo presente ningln compuesto inhibidor. Mientras que las hamburguesas
con aditivo #2 y #3 lograron disminuir la concentracion de MDA con respecto a las
hamburguesas sin aditivo y con aditivo #5, pudiéndose observar dicho efecto a partir del dia 6

de almacenamiento.
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Figura 26. Efecto de los aditivos sobre la concentracion de MDA de las hamburguesas de

carne de cerdo cruda y almacenada a 4 °C durante 12 dias.
Medias con superindice distinto dentro de un dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre los
tratamientos (Tukey, p < 0.05)
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Los resultados de TBARS en hamburguesas cocinadas (figura 28) también presentaron
diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras. Los tres aditivos fueron capaces de
disminuir la concentracion de MDA con respecto a las hamburguesas sin aditivo a lo largo de
los 12 dias de almacenamiento, siendo los aditivos #2 y #3 los que lograron de manera

significativa un mejor efecto en relacion al aditivo #5.
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Figura 27. Efecto de los aditivos sobre la concentracion de MDA de las hamburguesas de

carne de cerdo cocinada y almacenada a 4 °C durante 12 dias.
Medias con superindice distinto dentro de un dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre los
tratamientos (Tukey, p < 0.05)

La concentracion de TBARS aumenté significativamente (p<0.05) en las hamburguesas sin
aditivo durante el almacenamiento refrigerado, como resultado probable de la aparicién de
reacciones oxidativas de lipidos. Por el contrario, las hamburguesas tratadas con aditivo
mostraron concentraciones menores de TBARS con el tiempo durante el almacenamiento.
Entre las muestras tratadas, las hamburguesas con aditivo #2 y #3 presentaron las
concentraciones de TBARS mas bajas al final del almacenamiento refrigerado tanto en

hamburguesas crudas como cocinadas.
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Los valores de TBARS por encima de 0.5 mg MDA/Kg de muestra son criticos, ya que
indican un nivel de productos de oxidacion de lipidos que producen un olor y sabor rancio que
puede ser facilmente detectado por los consumidores (Wood et al., 2008). Este nivel de
rancidez se alcanzd después de la coccién en las hamburguesas sin aditivo, aumentando sus
valores durante el posterior almacenamiento refrigerado, indicando con ello que el proceso de

coccion puede ser capaz de acelerar las velocidades de oxidacion de lipidos.

Los aditivos con capacidad antioxidante empleados en el presente estudio mejoraron la
estabilidad oxidativa de los lipidos tanto en hamburguesas crudas como cocinadas. De esta
manera, la intensa actividad antioxidante mostrada por los aditivos en los ensayos in vitro
(figuras 14 a 18) predijo de forma eficiente el efecto protector de los aditivos sobre los lipidos
en productos carnicos reales. Otros autores han obtenido resultados similares, al evaluar
distintos materiales de plantas en hamburguesas crudas (Rodriguez-Carpena et al., 2011b;
Ibrahim et al., 2010; Bekhit et al., 2009; Jo et al., 2003) y cocinadas (Rodriguez-Carpena et
al., 2011c).

Asi mismo, se puede mencionar a Janoszka (2010b) y Polak et al. (2011) quienes obtuvieron
resultados exitosos en la reduccién de TBARS al utilizar cebolla y ajo en carne de cerdo, asi
como tocoferoles y acido ascérbico en paté de higado de pollo. De igual forma, Jayathilakan et
al. (2007) lograron disminuir la oxidaciéon de lipidos con la misma eficacia que ciertos
antioxidantes sintéticos en productos carnicos cocidos mediante la utilizacién de canela y/o
clavo. Sin embargo, son pocos los estudios que han intentado demostrar la eficacia de las
mezclas de antioxidantes naturales contra la oxidacion de lipidos (Ahn et al., 2007). Uno de
ellos, es la investigacion realizada por Armenteros et al. (2016) quienes utilizaron una mezcla
de aceites esenciales de ajo, canela, clavo y romero, obteniendo resultados favorables al

inhibir la oxidacion de lipidos en jamones ibéricos.
El efecto protector de los aditivos contra la oxidacion de lipidos se puede atribuir a los

componentes naturales de las especias que integran a los aditivos con probado potencial

antioxidante tales como acidos fendlicos, diterpenos fendlicos y flavonoides (Brewer, 2011).
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Algunos de los compuestos fendlicos que forman parte de las especias culinarias que integran
a los aditivos, tal como el acido galico presente en la canela y las catequinas presentes en el
ajo (Brewer, 2011) se han descrito como inhibidores de la formacion de compuestos carbonilo
a partir de proteinas miofibrilares (Estévez y Heinonen, 2010). Asi mismo, se ha reportado que
los extractos de ajo inhiben la oxidacion de los lipidos al actuar como atrapadores de radicales

hidroxilo en varios productos carnicos (Aguirrezabal et al., 2000).

Por otra parte, la baja actividad inhibitoria significativa (p<0.05) del aditivo #5 con respecto a
los aditivos #2 y #3 puede deberse a que dentro de sus ingredientes el aditivo #5 presenta
cloruro de sodio (NaCl) el cual se dice que mejora la solubilidad del ién Fe3+, estimulando asi
sus efectos pro-oxidantes (Osinchak et al., 1992). La oxidacion de lipidos disminuye la vida
atil de los productos cérnicos causando dafio sobre atributos nutricionales y sensoriales, tal
como el desarrollo de olores y sabores a rancio (Gandemer, 2002). Ademas, algunos TBARS
como el MDA, han sido reportados como compuestos con potencial toxico y mutagénico para
el ser humano (Del Rio et al., 2005). Por lo tanto, los aditivos #2 y #3 en hamburguesas crudas
y los aditivos #2, #3 y #5 en hamburguesas cocinadas pueden ser una estrategia eficiente para
disminuir los efectos adversos causados por la oxidacion de lipidos.

8.3.6. Determinacion del total de carbonilos de proteina por la técnica DNPH en

hamburguesas de carne de cerdo cruda y cocinada

Los valores promedios de carbonilos hallados durante los 12 dias de almacenamiento en las
hamburguesas crudas y cocinadas variaron desde 3.86 hasta 31.45 nM carbonilos/mg de
proteina en hamburguesas crudas y de 5.48 a 55.18 nM carbonilos/mg de proteina en

hamburguesas cocinadas.
Los resultados de carbonilos en hamburguesas crudas (figura 29) no mostraron una reduccion

significativa (p>0.05) de carbonilos de las hamburguesas con aditivo con respecto a las

hamburguesas sin aditivo durante los 12 dias de almacenamiento. Es decir, ninguno de los tres
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aditivos aplicados logré ejercer una accion inhibitoria sobre la oxidacion de proteinas en

hamburguesas crudas.
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Figura 28. Efecto de los aditivos sobre la concentracion de carbonilos de las hamburguesas de

carne de cerdo cruda y almacenada a 4 °C durante 12 dias.
Medias con superindice distinto dentro de un dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre los
tratamientos (Tukey, p < 0.05)

En relacion a los resultados de carbonilos en hamburguesas cocinadas (figura 30), se presentd
diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras tnicamente en el dia 6 de almacenamiento,
mostrando una reduccion de carbonilos los aditivos #2 y #3 con respecto a las hamburguesas
sin aditivo. Sin embargo, este efecto no fue eficaz en los demés dias de muestreo. Por otra
parte, el aditivo #5 no mostro diferencia significativa con respecto a las hamburguesas sin
aditivo, por lo que podria considerarse que ninguno de los tres aditivos aplicados logré una

eficiente accidn inhibitoria sobre la oxidacion de proteinas en hamburguesas cocinadas.
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Figura 29. Efecto de los aditivos sobre la concentracion de carbonilos de las hamburguesas de

carne de cerdo cocinada y almacenada a 4 °C durante 12 dias.
Medias con superindice distinto dentro de un mismo dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre
los tratamientos (Tukey, p <0.05)

De manera general, el uso de los aditivos estudiados en la presente investigacién no logro
disminuir de manera significativa (p>0.05) la cantidad de carbonilos derivados de la oxidacion
de proteinas en las hamburguesas, tanto crudas como cocinadas, con respecto a aquellas que
no incluian aditivo. Estos resultados demuestran que las proteinas musculares sufrieron
reacciones oxidativas durante el almacenamiento refrigerado de las hamburguesas y a causa de
la alta temperatura de coccién empleada para el caso de las hamburguesas cocinadas. Pues se
sabe gque el aumento de la susceptibilidad de las carnes cocidas a la carbonilacion de proteinas
se pude atribuir a la disrupcién de los tejidos miofibrilares como resultado de las altas
temperaturas, que a su vez conduce a la liberacion de hierro no hemo (no proteico) y a una
mayor incorporacion de oxigeno al sistema. El hierro no hemo también ha sido reconocido
como un promotor principal de la formacion de restos de carbonilo a partir de proteinas

miofibrilares (Estévez y Heinonen, 2010).

Los carbonilos derivados de proteinas son productos bien conocidos de la oxidacién de ciertos

aminoéacidos tales como prolina, arginina y lisina y su deteccion usando el método de DNPH
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se ha empleado como valorizacion de la oxidacion de proteinas en alimentos musculares
(Estévez et al., 2009). Los carbonilos mas representativos de la oxidacion de proteinas son los
semialdehidos a-amino adipico y y-glutdmico, ya que representan alrededor del 70% del total
de carbonilos proteicos en proteinas oxidadas (Requena et al., 2001).

En comparacion con los resultados del presente estudio, Ganhao et al. (2010b) encontraron de
igual forma niveles altos de carbonilos proteicos en carne de cerdo sometida a coccion y un
posterior almacenamiento en frio, lo que pone de manifiesto el impacto de las altas
temperaturas sobre la estabilidad oxidativa de las proteinas musculares. ElI grado de
carbonilacion en proteinas se ha investigado tanto en hamburguesas crudas como cocinadas y
se ha encontrado que los productos carnicos cocidos contienen mayores cantidades de
carbonilos, lo que sugiere que las operaciones de fabricacién promueven la formacion de

carbonilos (Estévez, 2011).

Por otra parte, existen estudios que han reportado resultados contradictorios con respecto al
impacto del procedimiento de refrigeracion en la formacién de carbonilos de proteinas
oxidadas en carne cruda. Algunos autores han sefialado que no hay aumento de la cantidad de
carbonilos durante el almacenamiento refrigerado (Smet et al., 2008; Lund et al., 2007). Sin
embargo, se sabe que la formacion de la oxidacion lipidica en los sistemas carnicos tiene lugar
mas rapidamente que la degradacion oxidativa de las proteinas miofibrilares (Estévez et al.,
2009).

Por lo tanto, es aceptable que las especies reactivas de oxigeno o los hidoxiperoxidos
derivados de la oxidacion lipidica promuevan la oxidacién de proteinas. La correlacion
positiva (r=0.560; p=0.000) encontrada en el presente estudio entre la oxidacion proteica y
lipidica en hamburguesas cocinadas, apoya la teoria de que la oxidacién de lipidos y proteinas
estan acoplados en los sistemas carnicos alimentarios. De hecho, numerosos investigadores de
la carne han reportado acerca de dicha interaccion entre lipidos y proteinas (Estévez et al.,
2008; Ventanas et al., 2007, Ventanas et al., 2006), lo cual es apoyado por el hecho de que las

especies reactivas de oxigeno (ROS) formadas durante las primeras etapas de la oxidacion de
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lipidos pueden unirse a residuos de aminoacidos susceptibles para desencadenar su

degradacion oxidativa (Stadtman y Levine, 2003).

En contraste con los resultados de la oxidacion lipidica, las diferencias entre los tratamientos
con respecto a la oxidacion proteica no fueron tan claros y esto esta de acuerdo con otros
autores (Smet et al., 2008; Lund et al., 2007).

Cabe destacar la falta de correspondencia entre la actividad antioxidante de los aditivos en los
ensayos in vitro y la actividad de tales aditivos frente a la oxidacion de proteinas tanto en
hamburguesas crudas como cocinadas. Los ensayos in vitro (figuras 14 a 18) de los aditivos
pueden proporcionar una prediccion fiable del comportamiento de estos frente a la oxidacion
de lipidos en sistemas de carne reales, mas el efecto sobre la oxidacion de proteinas podria no
estar relacionado. Estos resultados reflejan que la quimica detras de los procesos de oxidacién
de lipidos y proteinas puede diferir considerablemente entre los sistemas carnicos (Lund et al.,
2008).

Los pocos estudios dedicados a evaluar el impacto de compuestos fendlicos sobre la oxidacién
de proteinas en carne cruda refrigerada reportan resultados contradictorios. Lund et al. (2007)
reportan acciones prooxidantes de romero afiadido en carne de cerdo refrigerada. Asi mismo,
Estévez y Heinonen (2010) reportan efectos contradictorios de antioxidantes naturales tales

como &cido ascérbico y tocoferoles sobre la estabilidad oxidativa de las proteinas musculares.

Por otro lado, Haak et al. (2008) también reportaron resultados ambiguos mientras estudiaban
el impacto del a-tocoferol solo y en combinacién con compuestos fendlicos sobre la oxidacion
de proteinas en carne de cerdo cruda y cocinada. Como compuestos redox activos, los
compuestos fendlicos muestran una variedad de acciones que pueden conducir a acciones
antioxidantes y/o prooxidantes hacia las proteinas alimentarias. En el presente estudio, el
efecto prooxidante mostrado por los aditivos frente a la oxidacion de proteinas puede

atribuirse a una variedad de factores que incluyen la concentracion de compuestos bioactivos,
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la presencia de metales de transicion y otros promotores de oxidacion, asi como la

composicion y estructura de la proteina (Estévez y Heinonen, 2010).

De acuerdo con los resultados del presente estudio, otros autores también han informado que
ciertas estrategias antioxidantes con eficacia probada frente a la oxidacion de lipidos no fueron
tan eficaces contra la oxidacion de proteinas (Haak et al., 2009; Mercier et al., 2004) o incluso

mostraron actividad pro-oxidante (Estévez y Cava, 2006).

En el 2010 los investigadores Estévez y Heinonen propusieron un mecanismo probable por el
cual los compuestos fendlicos podrian promover la formacion de los semialdehidos a-amino
adipico (AAS) y y-glutamico (GGS) a partir de proteinas miofibrilares. En presencia de
metales de transicion como el cobre o hierro, los compuestos fendlicos tales como el acido
clorogénico sufririan un proceso de autoxidacion que conduce a la formacién de quinonas las
cuales muestran actividad de amina-oxidasa. Las formas quindnicas de fenoles catalizan la
desaminacion oxidativa de aminoacidos susceptibles para formar semialdehidos como el AAS
y GGS.

El impacto de la oxidacion de proteinas sobre la calidad de los productos carnicos no ha sido
muy estudiado. Sin embargo, se acepta generalmente que la aparicion de la oxidacion de
proteinas en alimentos conduce a una pérdida del valor nutritivo debido a que los compuestos
de carbonilo derivan de aminoacidos esenciales que ya no estan disponibles. Ademas, algunos
estudios han establecido una relacién entre el inicio de la oxidacion de las proteinas y el

deterioro de la textura en la carne fresca y cocinada (Ganhéo et al., 2010b; Lund et al., 2008).
8.3.7. Evaluacion de color en hamburguesas de carne de cerdo cruda y cocinada
Las figuras 31 y 32 muestran la evolucién de las mediciones instrumentales de luminosidad

(L*) y angulo Hue durante los 12 dias de almacenamiento refrigerado de las hamburguesas de
carne de cerdo cruda.
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El analisis de resultados del parametro de luminosidad de las hamburguesas crudas sefiala una
pérdida de brillantez para todas las muestras a lo largo de los 12 dias de almacenamiento,
presentandose diferencia significativa (p<0.05) entre ellas a partir del dia 9, donde las
hamburguesas con aditivo #2 fueron las que presentaron la mayor pérdida de brillantez con
respecto al resto de las muestras, mientras que las hamburguesas sin aditivo fueron las que

presentaron la menor pérdida.
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Figura 30. Efecto de los aditivos sobre la luminosidad o brillantez de las hamburguesas de

carne de cerdo cruda y almacenada a 4 °C durante 12 dias.
Medias con superindice distinto dentro de un mismo dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre
los tratamientos (Tukey, p <0.05)

Respecto a los valores obtenidos del angulo Hue de las hamburguesas crudas, puede
observarse que la adicidn de los aditivos estudiados no tuvo un efecto significativo (p>0.05)
sobre la inhibicion de la decoloracion de la carne con respecto a las hamburguesas sin aditivo.
Valores mas altos de grados Hue para la hamburguesas tratadas con aditivo con respecto a las
hamburguesas sin aditivo durante los 6 primeros dias de almacenamiento puede deberse a que
los aditivos estudiados tenian un color naranja tenue con ligeros toques cafés como resultado
de la extraccion de pigmentos de las especias y la bina base utilizada. Los pigmentos se
transfirieron probablemente a las hamburguesas durante su elaboracion, provocando la

modificacion de su color. Sin embargo, después del dia 6 tanto las hamburguesas con y sin

98



Desarrollo de aditivos comestibles con actividad antioxidante y antimicrobiana y
su aplicacion en alimentos

aditivo presentaron un aumento en sus valores tomando tonalidades amarillas tenues, siendo
significativas (p<0.05) en el dia 12, donde las hamburguesas con aditivo #2 fueron las que

presentaron el valor més alto, es decir la mayor decoloracion.
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Figura 31. Efecto de los aditivos sobre el color de las hamburguesas de carne de cerdo cruda y
almacenada a 4 °C durante 12 dias.

Medias con superindice distinto dentro de un mismo dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre
los tratamientos (Tukey, p <0.05)

En resumen, las hamburguesas sin aditivo presentaron la menor decoloracion al ser mas
rojizas que las hamburguesas con aditivo. Sin embargo, después del dia 6 de almacenamiento
todas las muestras comenzaron a aumentar sus valores tomando tonalidades amarillas y
sufriendo pérdida de brillantez y enrojecimiento durante el almacenamiento refrigerado,

acortando asi su vida de anaquel.
Por otra lado, las figuras 33 y 34 muestran la evolucion de las mediciones instrumentales de

luminosidad (L*) y angulo Hue durante los 12 dias de almacenamiento refrigerado de las

hamburguesas de carne de cerdo cocinada.
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El andlisis de los resultados del pardmetro de luminosidad de las hamburguesas cocinadas
sefiala una ligera pérdida de brillantez para todas las muestras, pues los valores entre ellas
presentaron una diferencia menor a 3 puntos que oscilo desde 72.44 hasta 69.67 durante los 12
dias de almacenamiento, presentandose diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras
durante los 3 primeros dias de almacenamiento, donde las hamburguesas con aditivo
presentaron una mayor luminosidad con respecto a las hamburguesas sin aditivo. Sin embargo,
al final del periodo de almacenamiento (dia 12) todas las hamburguesas con aditivo perdieron

luminosidad de manera significativa (p<0.05) con respecto a las hamburguesas sin aditivo.
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Figura 32. Efecto de los aditivos sobre la luminosidad o brillantez de las hamburguesas de

carne de cerdo cocinada y almacenada a 4 °C durante 12 dias.
Medias con superindice distinto dentro de un mismo dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre
los tratamientos (Tukey, p < 0.05)

Respecto a los valores obtenidos del angulo Hue de las hamburguesas cocinadas, puede
observarse que la adicion de los aditivos estudiados tuvo un efecto significativo (p <0.05) con
respecto a las hamburguesas sin aditivo, ya que los aditivos tenian un color naranja tenue con
ligeros toques cafés como resultado de la extraccion de pigmentos de las especias y la bina
base utilizada. Los pigmentos se transfirieron probablemente a las hamburguesas durante su
elaboracion, provocando la modificacion de su color e intensificandolo tras el proceso de

coccion, ocasionando asi una coloracion café con ligeros toques dorados, o en otras palabras
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una tonalidad tostada. Durante el dia inicial de almacenamiento las hamburguesas sin aditivo
presentaron significativamente (p<0.05) una menor tonalidad café o tostada que las
hamburguesas con aditivo, mientras que durante el 3 dia de almacenamiento las hamburguesas
sin aditivo presentaron igualdad de color con respecto a las hamburguesas con aditivo. Sin
embargo, a partir del dia 6 de almacenamiento las hamburguesas sin aditivo aumentaron
significativamente (p<0.05) sus valores de angulo Hue presentando una tonalidad amarilla con
toques verdosos con respecto a las hamburguesas con aditivo, mientras que las hamburguesas
con aditivo logran proteger la coloracion tostada a lo largo de los 12 dias de almacenamiento,

siendo las hamburguesas con aditivo #2 las que mejor conservaron la coloracion tostada.
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Figura 33. Efecto de los aditivos sobre el color de las hamburguesas de carne de cerdo

cocinada y almacenada a 4 °C durante 12 dias.
Medias con superindice distinto dentro de un mismo dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre
los tratamientos (Tukey, p < 0.05)

En resumen, las hamburguesas sin aditivo presentaron la mayor decoloracion al aumentar sus
valores del angulo Hue a lo largo de los 12 dias de almacenamiento y tomando una tonalidad
amarilla, acortando asi su vida de anaquel. Mientras que las hamburguesas con aditivo
lograron conservar la coloracion tostada de las hamburguesas cocinadas a lo largo de los 12

dias de almacenamiento.
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La decoloracion que sufrieron las hamburguesas crudas se puede deber a la aparicién de
reacciones oxidativas de lipidos (Faustman et al., 2010; Haak et al., 2006; Estévez et al.,
2003) durante el almacenamiento refrigerado de la carne, lo que llevo a la conversion de la
oximioglobina (responsable del color rojo brillante caracteristico de carne fresca) (Ledward,
1991) en metamioglobina (responsable del color amarillo palido). El proceso de decoloracion
se define tipicamente por la disminucion de la luminosidad y la tonalidad roja, con un aumento
del tono amarillo (Faustman et al., 2010). El incremento de la amarillez en particular, puede
deberse a la acumulacién de pigmentos de bases de Schiff a partir de complejos lipido-proteina

como resultado del estrés oxidativo (Chelh et al., 2007).

Durante el almacenamiento refrigerado, la acumulacion de metamioglobina y la decoloracion
de la carne depende en gran medida de la presencia de sistemas reductores en la carne
(Ledward, 1991) que actuen sobre la oxidacién de lipidos (Faustman et al., 2010; Estévez et
al., 2003). Son varios los autores que han relacionado la pérdida de enrojecimiento en carnes
sometidas a almacenamiento refrigerado a la aparicion de reacciones oxidativas (Yu et al.,
2010; Bekhit et al., 2009; Haak et al., 2009). Se conoce que los productos de oxidacion de
lipidos primarios tales como hidroxiperdxidos y otras especies de oxigeno reactivo oxidan el
hierro ferroso (Fe?*) de la oximioglobina a su forma férrica (Fe3*) presente en metamioglobina
(Faustam et al., 2010). Asi mismo, existen estudios que también han destacado el papel de los
productos de oxidacion de lipidos secundarios, tales como aldehidos insaturados, sobre la
formacién de metamioglobina en carne fresca porcina (Suman et al., 2006).

A pesar de que los aditivos lograron disminuir las reacciones oxidativas de lipidos (TBARS)
tanto en hamburguesas crudas como cocinadas, no lograron inhibir la decoloracién de la carne
en hamburguesas crudas al no poder proteger a los hemopigmentos contra la oxidacion. Esto
se confirma con la no correlacion existente entre color y oxidacion de lipidos (TBARS) para
hamburguesas crudas la cual fue de r=0.080 (p=0.738). Chen et al. (1999) reportaron
tendencias similares a las descritas en el presente estudio sobre la decoloracion de la carne de

cerdo cruda.
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Por otra parte, los aditivos si lograron inhibir la decoloracion en hamburguesas cocinadas,
presentando correlacion entre color y oxidacion de lipidos la cual fue de r=0.690 (p=0.001).
Esto se puede deber a que el proceso de coccion intensifico el color tostado de las
hamburguesas con aditivo, debido al color propio de estos (naranja tenue con ligeros toques
cafés), provocando una menor percepcion del cambio de tonalidad de tostado a amarillo claro.
Asi mismo, puede destacarse la defensa antioxidante de los aditivos los cuales pueden ser los
responsables de proteger a los hemopigmentos contra los procesos oxidativos en las
hamburguesas cocinadas.

Respecto al diferencial de color, en los cuadros 11 y 12 se muestra la diferencia numeérica total
de color (AE) entre las hamburguesas control (hamburguesas sin aditivo) y las hamburguesas
tratadas (con aditivo #2, #3 y #5) de carne de cerdo cruda y cocinada respectivamente, durante

los dias 0, 3, 6, 9 y 12 de almacenamiento.

Segun Francis y Clydesdale (1975) las modificaciones de color medidas instrumentalmente
entre dos muestras de carne dadas se pueden considerar como cambios visuales notables
cuando los valores de AE son superiores a 2. De acuerdo, al diferencial total de color (AE) de
las hamburguesas crudas se encontré una AE mayor a 2 para las hamburguesas con aditivo #2
a partir del dia 3 de almacenamiento y para las hamburguesas con aditivo #5 durante el dia 12,
siendo las hamburguesas con aditivo #2 las que presentaron el mayor AE. Es decir, las
hamburguesas con aditivo #2 sufrieron cambios de color durante el almacenamiento
refrigerado el cual podria ser percibido por los consumidores. Estadisticamente se presentd
diferencia significativa (p < 0.05) en el AE entre las hamburguesas tratadas dentro del dia 9y
12 de almacenamiento. Esto coincide con los resultados obtenidos de luminosidad (L*) y
angulo Hue de las hamburguesas crudas donde en el dia 12 se presenté diferencia significativa
entre las muestras, siendo las hamburguesas con aditivo #2 las que presentaron la mayor

decoloracion.
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Cuadro 11. Diferencia total de color (AE) entre la muestra sin aditivo y las muestras tratadas
en hamburguesas de carne de cerdo cruda y almacenada a 4 °C durante 12 dias.

Dias
Muestras 0 3 6 9 12
Aditivo 2 1.64? 2.062 2.152 3.03? 2.732
Aditivo 3 1.782 1.392 1.542 1.46° 1.80¢
Aditivo 5 1.622 1.982 1.852 1.83P 2.22°

Medias con superindice distinto dentro de un dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre los
aditivos (Tukey, p <0.05)

En el caso de las hamburguesas cocinadas se encontr6 una AE mayor a 2 para las
hamburguesas con aditivo #2 en el dia 12 de almacenamiento. Sin embargo, estadisticamente
se presento diferencia significativa (p < 0.05) en el AE entre las hamburguesas tratadas a partir
del dia 3 de almacenamiento, donde las hamburguesas con aditivo #2 presentaron el mayor
diferencial de color durante los dias 6, 9 y 12 de almacenamiento. Esto coincide con los
resultados obtenidos del &ngulo Hue de las hamburguesas cocinadas, donde a partir del dia 6
de almacenamiento todas las hamburguesas con aditivo presentaron diferencia significativa
con respecto a las hamburguesas control, siendo precisamente las hamburguesas con aditivo
#2 las que presentaron la mayor diferencia con respecto a las hamburguesas sin aditivo. Es
decir las hamburguesas con aditivo #2 lograron conservar el color tostado de las
hamburguesas cocinadas a lo largo de los 12 dias de almacenamiento, mientras que las
hamburguesas sin aditivo comenzaron a aumentar sus valores a partir del dia 3 de

almacenamiento tomando tonalidades amarillentas.

Cuadro 12. Diferencia total de color (AE) entre la muestra sin aditivo y las muestras tratadas
en hamburguesas de carne de cerdo cocinada y almacenada a 4 °C durante 12 dias.

Dias
Muestras 0 3 6 9 12
Aditivo 2 1.512 0.56° 1.352 1.952 2.322
Aditivo 3 1.572 1.102 0.94° 1.36° 1.49°
Aditivo 5 1.802 1.09° 0.76° 1.09¢ 1.50°

Medias con superindice distinto dentro de un dia de almacenamiento denotan diferencia significativa entre los
aditivos (Tukey, p <0.05)

104



Desarrollo de aditivos comestibles con actividad antioxidante y antimicrobiana y
su aplicacion en alimentos

8.3.8. Anadlisis sensorial

En las figuras 34, 35, 36 y 37 se muestran los resultados correspondientes a las evaluaciones
sensoriales (atributos de olor, color, textura y sabor respectivamente) realizadas a las

hamburguesas cocinadas, sin aditivo y con los distintos aditivos (#2, #3 y #5).

En relacion a los atributos de olor y color, los resultados obtenidos no mostraron diferencia
significativa (p>0.05) entre los tratamientos, es decir la aplicacion de los aditivos no modifico

perceptivamente ni el olor ni el color propio de una carne cocinada.

Referente al atributo de textura, se presentaron diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos, siendo las hamburguesas adicionadas con el aditivo #5, las que mostraron mayor
aceptabilidad para dicho atributo e igualando la textura de las hamburguesas que no llevaban
aditivo. Mientras que las hamburguesas que fueron adicionadas con el aditivo #2 fueron las

que tuvieron menor aceptacion entre los catadores.

En la evaluacién correspondiente al atributo de sabor, se presentaron diferencias significativas
(p<0.05) entre las distintas fuentes de variacion utilizadas en el disefio experimental, siendo
las hamburguesas con aditivo #5 las que presentaron mayor preferencia entre los panelistas,
superando a las hamburguesas sin aditivo, mientras que la de menor aceptacion fueron las

hamburguesas con aditivo #2.

En general, la adicion de los tres aditivos a las hamburguesas, no tuvieron un efecto negativo
en la preferencia de los catadores, ya que los resultados de los cuatro atributos (olor, color,
textura y sabor) evaluados estuvieron en la escala de 4 a 6, que va desde “ni me gusta ni me
disgusta” hasta “me gusta mucho”, destacando la preferencia por las hamburguesas con

aditivo #5 entre los comensales.

105



Desarrollo de aditivos comestibles con actividad antioxidante y antimicrobiana y (gﬁﬁ)
su aplicacion en alimentos | -

Escala Hedonica

Sin aditivo Aditivo 2 Aditivo 3 Aditivo 5

Sensorial de olor de las hamburguesas

Figura 34. Efecto de los aditivos en la evaluacion sensorial de olor de las hamburguesas

cocinadas.
Medias sin superindice denotan igualdad entre los tratamientos (p > 0.05).

Escala Hedonica

Sin aditivo Aditivo 2 Aditivo 3 Aditivo 5
Sensorial de color de las hamburguesas

Figura 35. Efecto de los aditivos sobre la evaluacion sensorial del color de las hamburguesas

cocinadas.
Medias sin superindice denotan igualdad entre los tratamientos (p > 0.05).
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Escala Hedonica

Sin aditivo Aditivo 2 Aditivo 3 Aditivo 5
Sensorial textura de las hamburguesas

Figura 36. Efecto de los aditivos sobre la evaluacién sensorial de textura de las hamburguesas

cocinadas.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0.05).

Escala Hedonica

Sin aditivo Aditivo 2 Aditivo 3 Aditivo 5

Sensorial sabor de las hamburguesas

Figura 37. Efecto de los aditivos sobre la evaluacion sensorial de sabor de las hamburguesas

cocinadas.
Medias con superindice distinto denotan diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0.05).
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IX. CONCLUSIONES

La canela macerada en ron fue la especia culinaria que presentd la mayor actividad

antioxidante.

Las tres binas que presentaron la mayor actividad antioxidante fueron canela-clavo,

canela-hierbas de olor y canela-orégano.

La bina canela-clavo fue la que present6 la mayor capacidad antioxidante, quelante y
contenido de CFT.

Ninguno de los cinco aditivos desarrollados logro inhibir la formacion de acrilamida en

papas fritas “tipo a la francesa”.

El aditivo #5 es una fuente potencial de actividad antimicrobiana contra Escherichia
coli O157:H7 y puede ser un aditivo natural para extender el tiempo de conservacion
de productos cérnicos crudos refrigerados.

El efecto inhibidor de los aditivos #2 y #3 sobre la oxidacion lipidica en hamburguesas
de carne de cerdo cruda y los aditivos #2, #3 y #5 en hamburguesas cocinadas,
almacenadas en refrigeracion, se puede atribuir a sus compuestos fendlicos que

mostraron actividad antioxidante y quelante.
La aplicacion de los aditivos #2, #3 y #5 tanto en hamburguesas de carne de cerdo
cruda y cocinada no inhiben la oxidacion de proteinas. Sin embargo, los tres aditivos si

logran proteger la decoloracion de la carne de cerdo cocinada.

La inclusion de los aditivos #2, #3 y #5 no altera la aceptabilidad organoléptica de las
hamburguesas de carne de cerdo cocinada.
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X. RECOMENDACIONES

Variar la concentracién y forma de presentacion (polvo) de los cinco aditivos para
evaluar si presentan actividad inhibitoria frente a la formacion de acrilamida en papas

fritas.

Determinar la concentracion de asparagina en las papas, la cual forma parte de los

reactantes principales en la formacion de acrilamida.

Realizar un perfil de los compuestos presentes en el aditivo #5 para determinar cuales
son los principales responsables de la actividad bacteriostatica presentada contra
Escherichia coli O157:H7 en hamburguesas crudas de carne de cerdo.

Variar la concentracion de los ingredientes presentes en los aditivos #2 y #3 para
evaluar si presentan actividad bacteriostatica contra Escherichia coli O157:H7 en
hamburguesas crudas de carne de cerdo.

Realizar un perfil de los compuestos fendlicos presentes en los aditivos #2, #3 y #5
para determinar cuales son los principales compuestos bioactivos responsables de la
inhibicion de la oxidacion lipidica en hamburguesas crudas y cocinadas de carne de
cerdo.

Variar la concentracion de los ingredientes en los aditivos #2, #3 y #5 para evaluar si

presentan actividad inhibitoria frente a la oxidacion proteica.

Probar la actividad bacteriostatica y antioxidante de los aditivos #2, #3 y #5 en otras

clases de carne.
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ANEXOS

ANEXO 1

Compuestos Fenolicos Totales

Los compuestos fenolicos totales se determinaron de acuerdo al método de Stintzing et al.
(2005).

El reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla de &cidos fosfotugstico y fosfomolibdico, la cual
es reducida a 6xidos azules de tugsteno y molibdeno durante la oxidacién fendlica. Esta
reduccién ocurre bajo condiciones alcalinas mediante la presencia de carbonato de sodio. La
coloracion azul es monitoreada a una longitud de onda de 765 nm vy refleja la cantidad total de
polifenoles, usualmente expresado como equivalentes de &cido galico (EAG) (Georgé et al.,
2005).

La técnica se inicidé colocando 100 puL de muestra en viales eppendorf (por triplicado), se
agregd 500 pL de solucién Folin-Ciocalteu (1:10 en agua destilada) y 400 uL de carbonato de
sodio (al 7.5%), inmediatamente después la muestra se agitd en vortex y se incubd a
temperatura ambiente (25 + 1°C) durante 30 min. Al término del tiempo se midi6o la
absorbancia a una longitud de onda de 765 nm en el lector de microplacas Power Wave XS

Biotek. Se us6 agua destilada como blanco. Se aplicaron diluciones a las muestras analizadas.

Para la determinacion de la concentracion de compuestos fendlicos totales (CFT) de las
muestras se utilizO una curva estandar de é&cido galico, utilizando las siguientes
concentraciones: 0, 100, 200, 300 y 400 mg de acido galico/L. Posteriormente se tomaron 100
ML de cada concentracion y se colocaron en viales eppendorf aplicando la técnica antes

descrita. Se usé agua destilada como solvente para el acido galico.

Los resultados del contenido de CFT se expresaron en mg EAG.
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Actividad Antioxidante

1.- Actividad antirradical por el método 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH®)

La actividad antirradical con base en el método del DPPHe se evalu6 de acuerdo al

procedimiento reportado por Morales y Jiménez-Pérez (2001).

El reactivo DPPHe es un radical libre, que en solucidon etandlica, presenta una coloracion
violeta fuerte y su maxima absorbancia se obtiene a una longitud de onda de 517 nm. Si se
adiciona a este medio una sustancia susceptible de atrapar radicales libres, el electrén no
apareado del DPPHe se aparea ¢ inmediatamente se presenta una decoloracion de la solucion

que puede ir hasta amarillo en razén del nimero de electrones apareados.

La técnica se inicio preparando una solucion de DPPHe a una concentracion de 7.4 mg/100
mL de etanol y se agité por 10 minutos; posteriormente se colocaron 100 pL de muestra en
viales eppendorf (por triplicado), se le agregd 500 pL de la soluciéon de DPPHe y se agitd en
vortex vigorosamente; se dejo reposar a temperatura ambiente (25 + 1 °C) por una hora;
transcurrido este tiempo se realizo la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 517 nm
en el lector de microplacas Power Wave XS Biotek. Se usé etanol como blanco. Se aplicaron

diluciones a las muestras analizadas.

Para la determinacion de la concentracion de la actividad antioxidante de las muestras por el
método DPPHe se utiliz6 una curva estandar de trolox, utilizando las siguientes
concentraciones: 0, 75, 150, 225 y 300 umol ET (equivalente a trolox)/L. Posteriormente se
tomaron 100 pL de cada concentracion y se colocaron en viales eppendorf aplicando la técnica

antes descrita. Se utilizé etanol como solvente para el trolox.
Los resultados de la actividad antioxidante por el método DPPHe se expresaron en umol ET

(equivalente de Trolox) (Carboxilico 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromo). Trolox analogo

hidrosoluble de la vitamina E.

150



Desarrollo de aditivos comestibles con actividad antioxidante y antimicrobianay | .=
su aplicacion en alimentos |

2.- Determinacion de la actividad antirradical por el método del ABTSe+

La actividad antirradical con base en el método del ABTSe+ se evalué de acuerdo al

procedimiento desarrollado por Re et al. (1999) y Kuskoski et al. (2004).

El radical ABTSe<+ se obtiene tras la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico (2,45
mM) con una relacién 1:0.5 (v/v), incubado a 4 °C y en la oscuridad durante 16 horas. Una
vez formado el radical ABTSe+ se diluye con agua destilada hasta obtener un valor de

absorbancia comprendido entre 0.6 y 0.8 a una longitud de onda de 754 nm.

La técnica se inicié colocando 20 pL de muestra en viales eppendorf (por triplicado), se le
agregd 980 uL de la solucion del radical ABTSe+, posteriormente se agitd en vortex y se dejo
reposar por 7 minutos; transcurrido este tiempo se realizo la lectura de absorbancia a una
longitud de onda de 754 nm en el lector de microplacas Power Wave XS Biotek. Se us6 agua

destilada como blanco. Se aplicaron diluciones a las muestras analizadas.

Para la determinacion de la concentracion de actividad antioxidante de las muestras por el
método ABTSe+ se utilizd una curva estdndar de acido ascorbico, utilizando las siguientes
concentraciones: 0, 10, 20, 30 y 40 mg de &cido ascorbico/100 ml. Posteriormente se tomaron
20 pL de cada concentracion y se colocaron en viales eppendorf aplicando la técnica antes

descrita. Se utiliz6 agua destilada como solvente para el &cido ascérbico.

Los resultados de la actividad antioxidante por el método ABTSe+ se expresaron en mg de
vitamina C (&cido ascoérbico), es decir en mg de VCEAC (actividad antioxidante equivalente a
vitamina C); se justifica expresarlo de esta manera dado que las muestras ensayadas son
alimentos, y la vitamina C es un nutrimento que se encuentra diariamente en nuestra dieta
(Kim et al., 2002).
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3.- Determinacion de la capacidad reductora de Fe (111) a Fe (I1) (FRAP)

La actividad antirradical con base en la capacidad reductora de Fe (I11) a Fe (I) se evalu6 de

acuerdo al procedimiento reportado por Hinneburg et al. (2006).

La mayoria de las actividades antioxidantes de caracter no enzimatico involucran procesos
redox. El ensayo de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), se basa en la capacidad de
los polifenoles y del acido ascérbico de reducir moléculas de Fe (I11) a Fe (1), el cual forma
una coloracion azul, esta coloracidén es monitoreada por absorbancia a una longitud de onda de
700 nm.

La técnica se inicié colocando 50 pL de muestra en viales eppendorf (por triplicado),
posteriormente se agregé 125 uL de buffer de fosfato (0.02 M, pH 6.6) y 125 uL de
hexacianoferrato (KzFe (CN)e) (al 1%); posteriormente se agitd vigorosamente en vortex;
enseguida la muestra se incubd por 30 minutos a 50 °C, transcurrido este tiempo se agregaron
125 pL de &cido tricloacético (al 10%), nuevamente la muestra se agitd en vortex, e
inmediatamente después se centrifugd por 10 minutos a 5 r.p.m. (revoluciones por minuto),
del sobrenadante obtenido se tomaron 125 pL, los cuales se mezclaron con 125 pL de agua
destilada y 25 pL de cloruro férrico (FeCls) (al 0.01%), posteriormente se realiz6 la lectura de
absorbancia a una longitud de onda de 700 nm en el lector de microplacas Power Wave XS

Biotek. Se uso etanol como blanco. Se aplicaron diluciones a las muestras analizadas.

Para la determinacion de la concentracion de la actividad antioxidante de las muestras por el
método FRAP se utiliz6 una curva estandar de acido ascorbico, utilizando las siguientes
concentraciones: 0, 5, 10, 15 y 20 mg de &cido ascorbico/100 mL. Posteriormente se tomaron
50 pL de cada concentracion y se colocaron en viales eppendorf aplicando la técnica antes
descrita. Se utilizé agua destilada como solvente para el acido ascorbico.

Los resultados de la capacidad reductora de Fe (111) a Fe (1I) se expresaron como mg de acido

ascorbico.
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4.- Determinacion de la capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) (Oxigen

Radical Absorbance Capacity)

La metodologia de ORAC se llevo a cabo por medio de los procedimientos descritos por
Huang et al. 2002 y Cao and Prior, 1999.

El ensayo ORAC se basa en el dafio causado por los radicales libres presentes en el reactivo
oxidante APPH (2,2’-Azobis (2-amidinopropano) dihidroclorado) a una sonda fluorescente, tal
como la fluoresceina, la cual va perdiendo intensidad en el color a medida que aumenta el

dafio oxidativo.

La técnica se inicidé colocando 25 pL de muestra en viales eppendorf (por triplicado),
enseguida se agregaron 150 pL de fluoresceina (4puM), la cual antes de su uso debe llevarse a
una dilucién 1:500 (con buffer de fosfato), posteriormente la mezcla realizada se colocé en
una microplaca, la cual fue incubada en el lector de microplacas Synergy Biotek por 30 min a
37°C, una vez transcurrido el tiempo de incubacién se llevo a cabo una cinética de 30 min con
lapsos de agitacion cada 10 segundos y mediciones de fluorescencia cada 60 segundos. La
inyeccion del reactivo oxidante APPH (2.03 g) se llevé a cabo a través del inyector de
Synergy Biotek utilizando un volumen de 25 pL. Como solvente de los reactivos se utilizd
buffer de fosfato (pH 7.4 y 75 mM concentracion final). Se utiliz6 una longitud de onda de
excitacion de 485 nm y de emision 520 nm. El blanco consistio en 25 pL de buffer de fosfatos,

125 pL de fluoresceina y 25 puL de APPH. Se aplicaron diluciones a las muestras analizadas.

Para la determinacion de la concentracion de la capacidad antioxidante de las muestras por el
método ORAC se utilizd una curva estandar de trolox, utilizando las siguientes
concentraciones: 0, 50 y 100 umol ET (equivalentes de trolox)/L. Posteriormente se tomaron
25 uL de cada concentracién y se colocaron en viales eppendorf aplicando la técnica antes

descrita. Se utilizo buffer de fosfato como solvente para el trolox.

Para el calculo de los resultados se utilizo6 las ecuaciones 1y 2:
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Ec 1 AUC= [R1/R1] + [R2/R1] + [R3/R1] +...[Rn/R1]

Donde AUC es érea bajo la curva (area under curve), R1 es la lectura de fluorescencia al inicio

de la reaccién, y Rn es la Gltima medicion.
Ec.2 Net AUC= AUC (muestra) — AUC (blanco)

Donde Net AUC es area bajo la curva neta. Los valores ORAC de las muestras se calcularan
automaticamente mediante el software Gen5. Los resultados de la capacidad de absorcion de

radicales de oxigeno se expresaron en umol ET.
5.- Determinacion de la actividad quelante
La actividad quelante se determino de acuerdo al método de Guicin et al. (2003).

Este método se basa en la reaccion de la molécula quelante de referencia con el ion ferroso
(Fe?*), posteriormente el ion ferroso que no fue quelado o secuestrado reacciona con la
ferrozina generando color, este color es monitoreado espectrofotométricamente a una longitud

de onda de 562 nm y refleja la concentracion de actividad quelante.

La técnica se inici6 colocando 100 pL de muestra en viales eppendorf (por triplicado),
posteriormente se agregaron 50 L de una solucién de cloruro férroso Il tetrahidratado (2
mM) y 450 uL de metanol, enseguida la muestra se agité en vortex dejando en reposo por 5
min a temperatura ambiente (25 + 1 °C); posteriormente se adicioné 400 uL de Ferrozina
(5mM), e inmediatamente despues se agitd en vortex y se dejo en reposo por 10 min a
temperatura ambiente (25 + 1 °C), una vez transcurrido el tiempo de reposo se llevd a cabo la
lectura de absorbancia a una longitud de onda de 562 nm en el lector de microplacas Power
Wave XS Biotek. Se usé agua destilada como blanco. Se aplicaron diluciones a las muestras

analizadas.
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Para la determinacion de la concentracion de actividad quelante de las muestras se utilizd una
curva estandar de EDTA (&cido etilendiaminotetraacetico), utilizando las siguientes
concentraciones: 0, 0.0002, 0.0004 y 0.0006 mol de EDTA/L. Posteriormente se tomaron 100
pL de cada concentracion y se colocaron en viales eppendorf aplicando la técnica antes

descrita. Se utilizé agua destilada como solvente para el EDTA.

Los resultados de la actividad quelante se expresaron en mol de EDTA.
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Determinacién de azUcares reductores totales

Para la determinacion de azlcares reductores se utilizé el procedimiento desarrollado por
Bello-Gil et al. (2006) en base al método del acido 3,5 dinitro salicilico (DNS) (Sumner y
Sisler, 1944).

El procedimiento se basa en una reaccion redox que ocurre entre el DNS y los azlcares
reductores presentes en la muestra (Sumner y Sisler, 1944). Este método ha sufrido varias
modificaciones a través de los afios para adecuarse al analisis de diferentes materiales y su
principal ventaja radica en su alta sensibilidad y productividad debido a que es un método

espectrofotométrico.

Preparacion del reactivo del acido 3,5 dinitro salicilico (DNS): en frio:

Se pesaron 5 g del DNS, 150 g de tartrato de Na-K y 8 g de NaOH. Se disolvié el NaOH en
200 mL de agua destilada y se afiadid en agitacion el tartrato de Na-K lentamente. Se
completd con agua destilada hasta 400 mL y se comenz6 a afiadir lentamente el 4cido DNS. Se

dejo en agitacion toda la noche, se afor a 500 mL vy se filtrd con papel filtro.

Desarrollo de la reaccion:

En tubos de cristal de 10 mL se adiciono 0.5 mL de muestra y 0.5 mL del reactivo DNS. Los
tubos se colocaron en bafio de agua a 95 °C por 5 min. Se enfriaron hasta temperatura
ambiente y se les afiadié 5 mL de agua destilada. Se agit6 y se realizé la lectura a 540 nm en el

espectrofotdmetro Power Wave XS Biotek.

Para la determinacion de la concentracion de azlcares reductores totales se utiliz6 una curva
estandar de glucosa, utilizando las siguientes concentraciones: 0, 0.5, 0.7, 0.9, 1.3, 1.7y 1.9
g/L. Posteriormente se tomaron 0.5 mL de cada concentracion y se colocaron en tubos de
cristal aplicando la técnica antes descrita. Se utilizd agua destilada como solvente para la

glucosa. Los resultados se expresaran como gramos de ART (azucares reductores totales).
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ANEXO 2

Correlaciones de actividad antioxidante y CFT de las tres binas de especias

CFT DPPH ABTS FRAP ORAC | ACTIVIDAD
QUELANTE
CFT 1 0.932 0.990 0.963 0.916 0.760

Correlaciones de actividad antioxidante y CFT de los aditivos

CFT DPPH ABTS FRAP ORAC | ACTIVIDAD
QUELANTE
CFT 1 0.895 0.666 0.584 0.613 0.792
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ANEXO 3

Contenido de azUcares reductores totales de los ingredientes que integran a los cinco
aditivos
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ANEXO 4

Contenido de compuestos fenolicos totales de los cinco aditivos
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m Recubrimientos Con Bina Base
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Aditivo #1  Aditivo #2 Aditivo #3 Aditivo #4  Aditivo #5

* Present6 el mayor valor estadisticamente significativo entre el recubrimiento con y sin la bina base (p <0.05).

Actividad antioxidante por el método DPPH?* de los cinco aditivos
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* Present6 el mayor valor estadisticamente significativo entre el recubrimiento con y sin la bina base (p <0.05).
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