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USO DE ANTIOXIDANTES NATURALES PARA MANTENER LA ESTABILIDAD
OXIDATIVA DE LA CARNE DE POLLO

Fidel Avila Ramos, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2011
La oxidacion de los acidos grasos afecta la calidad de la carne, pero los antioxidantes reducen la
oxidacion, por lo que el tipo de antioxidante, la concentracion y el método de aplicacion pueden
influir en la estabilidad oxidativa de la carne. Se realizaron tres experimentos, dos para evaluar la
estabilidad oxidativa de carne cocida de pollo y uno para determinar los antioxidantes en la
carne. En el experimento uno, se alimentaron pollos de engorda durante 42 dias, con una dieta
adicionada con Vitamina E (10 y 100 mg) y aceite de orégano (100 mg) kg™ de alimento,
incluyendo aceite de soya crudo (ASC) o aceite de soya acidulado (ASA). Se evalu6 el
comportamiento productivo de las aves, perfil de acidos grasos y estabilidad oxidativa de la
carne. En el experimento dos, se comparo el efecto de antioxidantes suplementados en la dieta
(Vitamina E y aceite de orégano) y antioxidantes adicionados en carne (Miel de abeja 3% y BHT
0.02%). En el experimento tres, se desarrollé la técnica de cuantificacion de timol y carvacrol en
carne de pechuga de pollo. En el experimento uno, no se encontraron diferencias en las variables
productivas de las aves ni en el perfil de &cidos grasos, pero la carne de aves alimentadas con
ASA presentd altos valores de malondialdehido, el cual a mayor concentracion, indica menor
estabilidad oxidativa. En el experimento dos, la vitamina E (100 mg kg™ de alimento) mantuvo
la estabilidad oxidativa mas tiempo que el aceite de orégano. La miel de abeja tuvo un efecto
similar en la estabilidad oxidativa de la carne como el BHT. En el experimento tres, timol y
carvacrol aumentaron en carne de aves alimentadas con aceite de orégano, respecto a la dieta
estdndar. En conclusién, el tipo de aceite, antioxidante y su nivel de inclusion afecta la
estabilidad oxidativa de la carne, mientras que los antioxidantes suplementados en la dieta tienen
un efecto similar a los agregados directamente a la carne. Finalmente, hay mayor cantidad de

timol y carvacrol en carne de aves que recibieron aceite de orégano en la dieta.
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USE OF NATURAL ANTIOXIDANTS TO MAINTAIN LIPID OXIDATION STABILITY OF
CHICKEN MEAT
Fidel Avila Ramos, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2011
The oxidation of fatty acids affects the quality of the meat, but the antioxidants increased lipid
oxidation stability, but the type of antioxidant, concentration and application method can affect
the preservation of the of meat. Three experiments were conducted, two to assess the oxidation
stability of cooked chicken meat and one to determine antioxidants in meat. In the first
experiment, broilers were fed for 42 days with a supplement with vitamin E (10 and 100 mg) and
oregano oil (100 mg kg™ of feed), including crude soybean oil (CSB) or soybean oil soapstock
(ASS). It was evaluated the productive performance of broilers, fatty acids profile and meat
oxidation stability. In the second experiment, it was compared the effect of antioxidants in diet
(Vitamin E and oregano oil) and antioxidants added in the meat (honey bee 3% and BHT
0.02%). In the third experiment, a technique was developed for the quantification of thymol and
carvacrol in chicken breast meat. In the first experiment, there were not differences in productive
performance of broilers and fatty acids profile, but the meat of birds fed ASS showed high
malondialdehide values. In the second experiment, the vitamin E (100 mg kg* of feed)
maintained the oxidative stability more than the oregano oil (P < 0.05). The honey had a similar
effect on the oxidative stability of meat as BHT. In the third experiment, the amount of thymol
and carvacrol was higher in meat from birds fed oregano oil. In conclusion, the type of oil, the
type of antioxidant and its level of inclusion affect the oxidative stability of the meat, the
antioxidants supplemented in diet have an effect similar to that of antioxidants added directly to
meat. Finally, there is greater amount of thymol and carvacrol in poultry meat that received

oregano oil in the diet.

Keywords: oregano oil, honey, vitamin E.
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INTRODUCCION GENERAL

La produccion de carne de pollo en México en el afio 2010 fue de 2,822,413 t; ésta
incremento en 1,470,012 t (106%) en los ultimos catorce afios y el consumo per capita presento
la misma tendencia: pasé de 15.8 a 26.8 kg, lo que representa un incremento de 69%, con una
tasa media de crecimiento anual de 4.6%. En promedio, los mexicanos consumen 71 g de carne
de pollo al dia (UNA, 2011), ésta carne tiene poca grasa saturada y es rica en acidos grasos
insaturados; la carne fresca tiene 23% de proteina, minerales y vitaminas liposolubles e
hidrosolubles (ONU, 2009).

Si la dieta de las aves contiene altos niveles de &cidos grasos insaturados, la carne de pollo,
sera alta en estos compuestos, los cuales pueden disminuir la presion arterial y mejorar el
funcionamiento del sistema vascular (Nestel, 1990; Borek, 1994; Blankson et al., 2000). Sus
efectos antiarritmicos y antitrombdticos mejoran la funcién endotelial del sistema vascular
(Fleischhauer et al., 1993; Mori et al., 1997; Rosenberg, 2002), aumentan la respuesta
inmunoldgica del organismo y disminuyen la formacion de células cancerosas y neoplasias
(Bagga et al., 1997; Simopoulos, 2002; Janice et al., 2007).

El organismo debe ingerir acidos grasos todos los dias; la cantidad requerida se desconoce.
Pero en Canada, el sistema de salud recomienda 1,500 mg de omega-3 y 9,000 mg de omega-6
(una relaciéon 1:6) por dia para una persona adulta (Schwalfenberg, 2006). Barroeta (2007)
menciona que 100 g de muslo de carne de pollo enriquecido con acidos grasos insaturados (AGI)
puede aportar el acido eicosapentaenoico (EPA) y el &cido docosahexaenoico (DHA) necesarios
para el organismo.

El pescado, las nueces y las semillas de linaza contienen &acidos grasos poli insaturados
(AGPI) en mayores cantidades que la leche, el pollo o la carne roja. La carne de pollo tiene
pequefias cantidades de AGPI, pero su contenido puede aumentar si se adiciona al alimento del
ave una fuente energética rica en AGPI (Cortinas et al., 2005; Suksombat et al., 2007), de esta
forma la carne aumenta su valor nutritivo (Lopez-Ferrer et al., 1999; Sanz et al., 1999). La
pechuga de pollo puede tener 2.8 g, el muslo 13 g y la piel 70 g de &cidos grasos por 100 g de
tejido (Lin et al., 1989).

El consumo de AGPI incrementa la proporcion de estos en las membranas celulares del

organismo, incluyendo las fibras musculares de la carne. Esta modificacion aumenta la
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susceptibilidad de la carne a sufrir oxidacion lipidica y el dafio oxidativo es mayor en carne
cocida y almacenada en refrigeracion (Sarraga et al., 2002; Pettersen et al., 2004). Para disminuir
el proceso oxidativo de las grasas, se adicionan antioxidantes a través del alimento de las aves, o
son aplicados sobre la carne durante su procesamiento (Cherian et al., 2002; Cortinas et al.,
2005; Lu et al., 2007).

El uso de antioxidantes naturales es una alternativa para aumentar la vida de anaquel de los
productos carnicos (Karou et al., 2005; Martos et al., 2010; Frangos et al., 2010). Estos tienen
efectos variables para disminuir la oxidacion de la carne, son inocuos, sin embargo, son caros y
pueden modificar el sabor de los alimentos, aunque el consumidor los acepta facilmente. Su
evaluacion individual en carne es complicada, debido a la cantidad de compuestos quimicos que
pueden contener. Su origen, la especie vegetal empleada y el método aplicado para obtenerlos de
las plantas, son factores que modifican el contenido de sus ingredientes activos (Dimitrios, 2006;
Symeon et al., 2009).

Los antecedentes mencionados indican la necesidad de estudiar dosis Optimas y vias de
administracion de antioxidantes para disminuir la oxidacion de los AGI en la carne de pollo. Por
consiguiente, el objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de los antioxidantes
naturales adicionados al alimento de las aves o0 agregados a la carne, para disminuir la oxidacion

de los &cidos grasos.
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1. Planteamiento del problema

La industria avicola tiene como objetivo producir aves en el menor tiempo, al menor costo
posible y sin afectar la calidad de la carne. ElI musculo Pectoralis major, cominmente conocido
como pechuga, es la pieza de mayor valor por su alto contenido de proteina y bajo de grasa. La
produccion intensiva de aves requiere ingredientes energéticos de alta calidad y bajo costo para
satisfacer las necesidades nutrimentales de los pollos, los aceites crudos de oleaginosas son
insumos indispensables para lograr tal objetivo.

El costo por concepto de aceite de soya crudo puede ser menor si se utiliza un subproducto
como es el aceite de soya acidificado, el aceite de soya crudo es un ingrediente utilizado en la
formulacion de alimentos para pollo de engorda, pero su precio incremento en afios recientes,
una alternativa es el uso de aceite de soya acidificado, que contiene mayor contenido de &cidos

grasos libres, pero es de menor costo.
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2. Objetivos

2.1. Determinar el efecto del tipo de aceite y de antioxidante en la dieta, sobre la estabilidad

oxidativa de carne de pollo precocida.

2.2. Determinar el efecto del tipo de antioxidante suplementado y adicionado sobre la
estabilidad de la carne de pollo precocida.

2.3. Determinar la presencia de timol y carvacrol en carne de pollo para conocer si hay

aumento de estos compuestos.
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3. Hipdtesis

3.1.

3.2.

3.3.

Cuando se usa aceite de soya crudo o acidulado, el aceite de orégano y la vitamina E de la

dieta, disminuyen la oxidacion de los lipidos en la carne de pollo precocida.
Los antioxidantes suplementados a través del alimento de las aves mejoran la estabilidad
oxidativa de carne precocida comparada con antioxidantes adicionados directamente a la

carne de pollo.

El timol y carvacrol adicionados a la dieta de las aves se acumulan en la carne.
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4. Revision de literatura

4.1. Produccion de carne de pollo en México

La produccion total de carne en el afio 2010 fue de 5,783,608 t, incluyendo bovinos, aves,
porcinos, caprinos y ovinos; de la cual el 49.3% es carne de pollo con 2,822, 413 t. En los
ultimos diez afios, la produccion avicola creci6 a una tasa media de crecimiento anual (TMCA)
de 4.3%, su valor fue de $ 77,731,265.00 millones de pesos, lo que representa 38.5% del
producto interno bruto (PIB) pecuario nacional (UNA, 2009).

La avicultura es la principal rama transformadora de proteina vegetal a proteina animal. En
1994 se consumieron 8.7 millones de toneladas de alimento balanceado; en el afio 2008, el
consumo ascendio a 13.7 millones de toneladas. Los granos forrajeros constituyeron 63.1%
(8,649,094 t) del alimento y las pastas de oleaginosas 22% (3,151,000 t), 14.8% fueron
ingredientes menores. En el afio 2008 la produccion de carne utilizdé 4,782,102 t de granos
(UNA, 2009); 38% del sorgo, 9.5 millones de toneladas de maiz amarillo y 95% de la soya
consumida se importaron en 2008 (Alonso y Acevedo, 2009).

El incremento de los precios en los insumos impacta directamente el costo de produccién del
pollo. En el afio 2008, el alimento representd 67.2% de los costos con un indice de 2.1 kg de
alimento para producir 1 kg pollo (UNA, 2009). Para contrarrestar los efectos negativos de los
precios de los alimentos, se necesita producir 167.4 kg de pollo por m? afio® y manejar los

eslabones de la cadena productiva hasta la llegada de los productos carnicos al consumidor.

4.2. Calidad de la carne de pollo

En los ultimos afios, el consumidor ha modificado algunos de sus habitos alimenticios.
Actualmente, no sélo le preocupa alimentarse, si no al mismo tiempo busca alimentos que
beneficien su salud (Schwalfenberg, 2006). Para lograr el objetivo elige carne con poca grasa
saturada y prefiere carne con alto contenido de AGPI (Bagga et al., 1997). En los Estados
Unidos de América, la “American Heart Association” recomienda consumir carne, pero incluir
en la dieta una relacién de 30% de &cidos grasos insaturados y 10% de acidos grasos saturados
para disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares.

La carne de pollo tiene alto valor nutricional y poca grasa, 100 g de carne contiene: 74.7% de
agua, 110 kcal, 23.0 g de proteina y 1.2 g de lipidos. De éstos ultimos 0.33 g son &cidos grasos
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saturados, 0.10 g son acidos grasos monoinsaturados, 0.28 g de &cidos grasos poliinsaturados y
58 mg de colesterol (Gonzalo, 1997). En el Cuadro 1 se muestra el perfil de &cidos grasos de la
carne de pollos alimentados con una dieta estandar. La pechuga contiene ligeramente menos
acidos grasos que el muslo, los &cidos grasos mas abundantes son el oleico, el palmitico y
linoléico.

El contenido de lipidos en la carne de pollo varia debido a la edad de las aves, el sexo y
factores nutricionales, principalmente la fuente concentrada de energia adicionada a la dieta
(Crespo y Steve-Garcia, 2002; Cortinas et al., 2005). La inclusion de altos niveles de grasa en la
dieta de las aves disminuye la actividad lipogénica hepatica, debido a que no es necesaria la
sintesis de acidos grasos y se inhiben las enzimas lipogénicas (Mourot y Hermier, 2001). Este
proceso metabolico aumenta cuando la energia de la dieta proviene por carbohidratos (Tanaka et
al., 1983).

4.3. Acidos grasos en la carne de pollo

Los &cidos grasos presentes en las fibras musculares tienen dos origenes: el primero es el
exogeno, debido a su inclusion en el alimento, el segundo es de origen endogeno, debido al
metabolismo del ave. Cuando se administran cantidades bajas (<1%) de acidos grasos a la dieta,
la mayor parte de acidos grasos es de origen endogeno debido a la sintesis del novo a partir de
hidratos de carbono (Crespo y Esteve-Garcia, 2002). Cuando las aves se alimentan con grasas, se
incrementa la cantidad de los acidos miristico (14:0), palmitico (16:0) y estearico (18:0) en la
carne. Pero cuando se alimentan con aceites (oliva, linaza o girasol al 10%) los perfiles de &cidos
grasos se modifican, predominando el aceite oleico (Crespo y Esteve-Garcia, 2002).

Crespo y Esteve-Garcia (2002) adicionaron manteca, aceite de oliva, girasol y linaza a la dieta
y no encontraron diferencias en la cantidad de acidos grasos saturados en carne de pollo, pero el
contenido de acidos grasos insaturados fue superior al adicionar aceite de oliva, girasol y linaza
(P < 0.05), y reportaron mayor cantidad de &cidos grasos saturados en muslo y pechuga por la
inclusion de grasa saturada en la dieta, principalmente acido miristico (C14:0), palmitico (C16:0)
y estearico (C18:0), comparados con carne de pollos alimentados con aceite de oliva, girasol o
linaza. La carne de las aves alimentadas con aceite de girasol mostro altos valores de acido
lindleico (C18:2).
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Cuadro 1. Contenido de 4cidos grasos en la pechuga y muslo de pollo (mg g™ de grasa).

Acidos grasos Pechuga Muslo
C16:0 (Palmitico) 23.8 22.6
C16:1 (Palmitoleico) 4.5 6.3
C18:0 (Estearico) 7.5 7.6
C18:1 (Oleico) 29.1 32.0
C18:2mw6 (Linoléico) 17.8 18.3
C18:3 o3 (Linolénico) 0.5 0.7
C20:1 (Gondoico) 0.5 0.5
C22:1 (Erucico) 0.4 0.6
C20:406 (Araquidonico) 5.0 3.7
C20:5 o3 (Eicosapentanoico) 0.7 0.6
C22:5 @3 (Docosapentanoico) 0.9 0.5
C22:6 ow3 (Docosahexanoico) 1.8 1.0
AGS' 31.3 30.2
AGMI? 34.5 39.4
AGPI® 26.7 24.8
AGPI:AGS* 0.85 0.82

Fuente: Cortinas et al., 2005.

'AGS: Acidos grasos saturados.

2AGMI: Acidos grasos mono insaturados.
SAGPI: Acidos grasos poliinsaturados.

* AGPI:AGS’ Acidos grasos poli insaturados : Acidos grasos saturados.

Lopez-Ferrer et al. (1999) evaluaron la inclusion de aceite de pescado (0, 2, y 4%) a la dieta
de los pollos, combinado con &cidos grasos saturados y encontraron que se incremento la
deposicion de grasas insaturadas en la carne de los pollos evaluados, principalmente las de
cadena larga; acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5 3,6,9,12,15), docosahexaenoico (DHA,
C22:6 3,6,9,12,15,18) y docosapentaenoico (DPA, C22:5 4,7,10,13,16). Al realizar la evaluacion

con los consumidores, los panelistas no encontraron diferencia en el sabor de la carne al
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incrementar el porcentaje de aceite de pescado suministrado. Los resultados indicaron que es
posible enriquecer con &cidos grasos insaturados la carne de pollo sin modificar su sabor.

Rymer et al. (2010) propusieron la adicion de aceite de pescado en matriz de gel para
aumentar la deposicion de acidos grasos insaturados en carne de pollo. La adicion de aceite o su
matriz en gel favorecen el proceso sin diferencia alguna. Por lo tanto, utilizar ingredientes
apropiados favorece la deposicion de AGPI en la carne (Cortinas et al., 2005; Suksombat et al.,
2007).

Por ejemplo, el aceite de soya crudo en la dieta de las aves incrementa la deposicién de los
acidos grasos insaturados (linoléico C18:2 y linolénico C18:3) en la carne (Narciso-Gaytan et al.,
2010a; Narciso-Gaytan et al., 2010b). Los niveles de é&cido linoléico conjugado pueden
incrementar en la carne de pechuga y en el muslo al adicionarlo a la dieta s6lo o combinado,
respecto a las aves que reciben unicamente aceite de pescado (Shin et al., 2011).

La nutricién de las aves es el factor principal que afecta la acumulacién de acidos grasos
insaturados en los tejidos (Cortinas et al., 2005; Narciso-Gaytan et al., 2010a). Esto significa que
los ingredientes utilizados para elaborar las dietas deben elegirse considerando el efecto que
pueden tener en el producto final, es necesario aplicar métodos que mantengan la calidad, el
valor nutricional y prolonguen vida de anaquel de la carne (Narciso-Gaytan et al., 2010a;
Narciso-Gaytan et al., 2010b; Shin et al., 2011).

4.4. Grasas y aceites utilizados en nutricion de aves

Debido a su elevado requerimiento deben adicionarse fuentes concentradas de energia a los
alimentos de las aves (Leeson y Summers, 2005). Las grasas, ademas de proporcionar energia a
la dieta y mejorar la absorcion de vitaminas liposolubles y otros nutrientes, son lubricantes de
maquinaria durante la elaboracion del “pellet”, disminuyen el polvo e incrementan la
palatabilidad del alimento (Baido y Lara, 2005). Se usan aceites de algoddn, canola, girasol,
linaza, palma, soya y acidulado, asi como grasa de pollos, bovinos, cerdos, pescados 0 sus
mezclas que varian en calidad, composicion y precio (Sanz et al., 1999; Lopez-Ferrer et al.,
1999; Leeson y Summer, 2001).

El aceite de soya crudo es el de mayor uso debido a que se produce para consumo humano y
tiene de 8,337 a 9,510 kcal kg™ de energia bruta (Sibbald y Kramer, 1977; Narciso, 2002; Pérez,
2011). Se obtiene del frijol soya y por su composicion quimica, es una fuente de energia
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adecuada para las aves, es digestible y contiene fosfolipidos, colina y acido linoléico (Mateos et
al., 1996; Vieira y Lima, 2005).

El aceite acidulado de soya es un subproducto del refinamiento del aceite crudo. Por su
origen, es una fuente concentrada de energia, econdmica, pero variable 8,293-8,861 kcal kg™
energia bruta (Sibbald y Kramer, 1977; Narciso, 2002; Pérez, 2011). Al obtenerse se producen
acidos grasos libres debido a la adicion de NAOH, se separan como una pasta por centrifugacion
y decantacion, y se neutraliza con 4cido sulfarico, originandose el aceite acidulado. Los aceites
acidulados son parecidos a los aceites crudos de los que provienen, pero tienen menor contenido
de triglicéridos y gran cantidad de &cidos grasos libres (> 90%), ésta es la principal diferencia
entre ambos aceites (Mateos et al., 1996). Lo anterior, significa menor valor energético de los
acidulados, comparados con los aceites originales, especialmente para aves jovenes, por no
producir suficientes sales biliares para favorecer la formacion de micelas durante la digestién
(Wiseman y Salvador, 1991).

4.5. Oxidacion de los acidos grasos

La oxidacion de los acidos grasos (Figura 1) consiste en una serie de reacciones quimicas
mediadas por radicales libres en donde intervienen especies reactivas de oxigeno (Halliwell et
al., 1995). La oxidacion de los acidos grasos se inicia en la fraccion intracelular de los
fosfolipidos de la membrana (Gray y Monahan, 1992) y tiene tres etapas: iniciacion, propagacion
y finalizacion.

En la primera, el radical libre (R-) remueve al 4&omo de hidrégeno alilico, es decir del
metileno mas cercano a la doble ligadura de una molécula lipidica (LH), proceso relativamente
facil debido a la menor fuerza de enlace causada por los dobles enlaces contenidos en las AGPI
que se encuentran formando las membranas celulares (Kanner y Rosenthal, 1992; Halliwell y
Chirico, 1993); esto provoca una reorganizacion electronica del acido graso que dara lugar a la
formacion de un radical lipidico (L-).

En la segunda etapa se adiciona una molécula de oxigeno al radical L- para formar un radical
peroxilo (LOO-) que reacciona con otro lipido y genera un hidroperéxido (LOOH) y un radical
lipidico (L-) (Buettner, 1993). Finalmente, el proceso concluye cuando los radicales reaccionan
entre si y forman compuestos no radicales (CNR), como son cetonas, aldehidos, alcoholes y

ésteres, o el sustrato oxidable se agota.
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Iniciacion: LH+R: — L-+ RH

Propagacion: L-+0 —_— | OO0

2

LOO- + LH — | OOH + L-
Finalizacién: L-+ L- —  CNR

LOO- + LOO: == CNR

Figura 1. Reacciones producidas por la oxidacion de lipidos. Fuente: Buettner, 1993.

En los organismos vivos, la oxidacion lipidica se inhibe por la accién de las enzimas
superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa; estas remueven los hidroperoxidos
formados y evitan el dafio celular a las membranas, principalmente en la mitocondria
(Thurnham, 1990; Sarraga et al., 2002).

4.6. Proceso oxidativo en carne de pollo

La oxidacion de los acidos grasos en la carne inicia al momento que cesa la circulacién de la
sangre. Los fosfolipidos presentes en las membranas celulares son los primeros en sufrir dafio
(Gray y Pearson, 1987) y a partir de este momento, cualquier alteracién fisica en la carne facilita
la interaccion de oxidantes con &cidos grasos y acelera el proceso oxidativo (Asghar et al., 1988).

El proceso oxidativo depende de la cantidad de mitocondrias en los tejidos. Por ejemplo, las
fibras musculares del muslo tienen mas mitocondrias, por tanto, pueden oxidarse facilmente,
comparadas con las de la pechuga (Gray y Pearson, 1987). Por otro lado, el hierro libre facilita la
remocion de un proton de los acidos grasos insaturado (iniciacion) catalizando la formacion de
hidroperdxidos en la propagacion (Gutteride et al., 1986; Kanner et al., 1992). Moléculas ricas
en hierro, como la hemoglobina o mioglobina, pueden catalizar directamente la oxidacion
(Decker et al., 1993; Monahan et al., 1993) o el propio hierro podria ser transportado a traves de
la membrana celular a sitios donde pueden ser altamente reactivo (Kanner et al., 1986), la
cantidad de agua y proteina contenida en la carne podria acelerar la reaccion (Ang, 1988).
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4.7. Factores que afectan la estabilidad de los &cidos grasos en la carne

4.7.1. Especie animal

Wilson et al. (1976) mostraron que la susceptibilidad de la carne a la oxidacion de lipidos es
funcién de la especie; no todos los animales acumulan de la misma forma los AGPI en sus
tejidos. Por ejemplo, la carne de guajolote es mas sensible a la oxidacion, seguida de la de pollo,
cerdo y borrego. Esto puede explicarse porque la carne de guajolote tiene alto contenido de
AGPI (Mercier et al., 1998), asi como hierro libre que puede funcionar como oxidante (Kanner
et al., 1988). Ademas, el guajolote no puede retener la vitamina E en sus membranas celulares,
como lo hacen los pollos o cerdos (Marusich et al., 1975; Sklan et al., 1983).

En la carne de pollo se acumula la vitamina E, conforme aumenta su cantidad en el alimento
(Cortinas et al., 2005). Wen et al. (1997a) adicionaron 30, 200 y 1000 mg de vitamina E kg™ de
alimento para cerdo, en las membranas de las mitocondrias aumentaron los niveles. Por otro
lado, Cortinas et al. (2005) mencionan que la carne cruda es menos sensible a la oxidacion de los
lipidos, la cual disminuye con la cantidad de vitamina E en la dieta. Debido a que las membranas
de la carne expuesta pueden saturarse de esta vitamina, la mayor cantidad que se puede agregar
es de 200 mg kg™ de alimento. Monahan et al. (1990) mostraron que al complementar la dieta de
las aves con 200 mg de vitamina E kg™ de alimento, la carne cruda o cocida permanecié estable

por 8 dias en refrigeracién a 4 °C.

4.7.2. Acidos grasos en la carne de pollo

El perfil lipidico de la carne de pollo puede modificarse por las grasas adicionadas a la dieta.
Al incrementar la cantidad de AGPI en las membranas celulares, la estabilidad oxidativa de la
carne disminuye (Crespo y Esteve-Garcia, 2002; Cortinas et al., 2005), debido a que aumenta el
namero de dobles enlaces (Kanner et al., 1987). Los fosfolipidos son muy susceptibles a la
oxidacion (Gray y Pearson, 1987); la proteina, el agua, el hierro y la lip6lisis en el musculo son
factores que incrementan el proceso oxidativo de los tejidos (lgene et al., 1985; Wen et al.,
1997b; Ang, 1988).

La fuente de energia de la dieta tiene efecto en la oxidacion de la carne. Narciso-Gaytan et al.
(2010 a y b) muestran mayor oxidacion en carne de aves alimentadas con aceite de soya crudo

que en la de aves que recibieron una mezcla de grasas animales y vegetales, manteca de cerdo o
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aceite de palma, debido a la acumulacién de acidos grasos insaturados. El aceite de soya crudo se
utiliza cominmente para elaborar el alimento de las aves, esto significa que la carne resulta
enriquecida con acidos AGPI (Narciso-Gaytan et al., 2010a).

El &cido linoléico conjugado es un compuesto de interés debido a su efecto en el organismo y
puede ser incorporado a la carne desde el alimento de los animales (Zhang et al., 2010; Narciso-
Gaytan et al., 2011). Este compuesto mejora las variables productivas y en carne evita la
acumulacién de grasa insaturada en las fibras musculares incrementando la cantidad de &cidos
grasos saturados, principalmente miristico y palmitico (Zhang et al., 2010; Narciso Gaytan et
al., 2011).

El grado de insaturacion de los &cidos grasos esta en relacion con el indice relativo de
oxidacion, aquellos que contienen 1, 2, 3, 4, 5 0 6 enlaces dobles tienen una velocidad de
oxidacion 0.025, 1, 2, 4, 6 y 8 veces mayor respecto a los saturados (Morrissey et al., 1998).
Independientemente de su sensibilidad para oxidarse, el consumidor la prefiere por la cantidad de
AGPI (Barroeta, 2007).

4.7.3. Antioxidantes en la carne de pollo

Al transformarse de musculo a carne, los antioxidantes enddgenos dejan de funcionar; cambia
el pH, para la estimulacion eléctrica en los tejidos, la sangre residual de los tejidos, el hierro y el
oxigeno facilitan la generacion de radicales libres a partir de AGPI y la oxidacion se propaga
facilmente (Asghar et al., 1988).

Para proteger a los acidos grasos de la oxidacion, el organismo utiliza retinol, vitaminas C y
D, carotenoides y elementos traza, como Cu, Mn, Zn y Se, contenidos en los musculos como
antioxidantes (Gray y Pearson, 1987). Otra via es administrar antioxidantes sintéticos o naturales
(BHT, butil hidroxiltolueno; BHA, hidroxibutilanisol; EDTA, &cido etilendiaminotetraacético;
nitrato sédico; acido citrico; acido ascorbico; cisteina e histidina). Los extractos naturales de las
plantas también funcionan como antioxidantes (Kanatt et al., 1998).

Los antioxidantes del alimento puede proteger a la carne, debido a que se intercalan entre las
membranas celulares (Asghar et al., 1990). Se han estudiado: el acido ascorbico (Bou et al.,
2001), la vitamina E (Cortinas et al., 2005), el p-caroteno (Ruiz et al., 1999), la carnosina
(Burton et al., 1985; Kohen et al., 1988; O’Neill et al., 1999), el acido linoléico conjugado (Van
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et al., 1995) y compuestos naturales como: aceites de orégano, romero, canela, té negro y verde
(Botsoglou et al., 2002a; Botsoglou et al., 2002b; Luna et al., 2010). Pero los estudios muestran
que la vitamina E tiene mas actividad (Buckley et al., 1995).

La vitamina E es liposoluble, se absorbe con las grasas y se incorpora facilmente a las
membranas celulares y es un antioxidante eficaz, que actta en el inicio de la oxidacién (Wen et
al., 1997b). Sin embargo, la vitamina E tiene un alto costo en el mercado, por lo que se han
realizado investigaciones en busca de otros antioxidantes naturales mas economicos y con

funciones similares (Lee et al., 2004).

4.7.4. Procesado de la carne de pollo

El picado, la coccion y el almacenamiento de la carne favorecen la accion de los oxidantes
como es la luz y el oxigeno. Durante la coccion de la carne se libera el hierro, hemoglobina,
mioglobina, ferritina y hemosiderina que forman quelatos con aminoacidos, nucleétidos y
fosfatos, y causan la oxidacion de los lipidos (Kanner et al., 1992; Decker et al., 1993; Monahan
et al.,, 1993; Ang, 1988). El hierro s6lo o unido al grupo hemo, se considera un fuerte
prooxidante. También la hemoglobina, la mioglobina y la ferritina. Sin embargo, sus formas de
accion no se conocen (Gray et al., 1996).

Cualquier manejo (sobre la carne causa dafio y altera la integridad de la membrana celular,
quitar el hueso a la carne de forma manual 0 mecanica, el proceso y el cocimiento) causa dafio a
la carne cruda o cocida. Las tecnologias para elaborar productos carnicos aceleran el proceso
oxidativo, por lo tanto, deben desarrollarse sistemas que garanticen la calidad de los productos
(Gray et al., 1996).

El oxigeno es el prooxidante mas abundante y su eliminacion disminuye la oxidacion de las
grasas, incluso con AGPI ya sea en carne refrigerada o congelada (Ahn et al., 1993a; Narciso-
Gaytan et al., 2011). Ademas, la oxidacion de los acidos grasos en la carne puede disminuir por
medio de antioxidantes o mejorando las técnicas de empacado (Bonoli et al., 2007; Narciso-
Gaytan et al, 2011).
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4.7.5. Empacado de la carne de pollo

La oxidacion lipidica se considera el mayor problema en la industria de la carne, por esto, se
realizan investigaciones para conservar sus caracteristicas mas tiempo en almacenamiento y
puede envasarse en bolsas, al vacio o con atmdsfera modificada (60% CO, y 40% Ny).
Pettersen et al. (2004) envasaron carne con oxigeno y al vacio por un afio. Los valores del
malondialdehido (MDA) fueron mayores en carne envasada con oxigeno a partir del sexto mes,
con respecto a la empacada al vacio (P < 0.05). Ahn et al. (1998) reportaron mayores cantidades
de MDA en carne cocida y almacenada en refrigeracion, pero al envasarla al vacio, la formacién
de MDA disminuyé principalmente cuando se adicionaron 25-600 mg de vitamina E kg™ de

alimento.

4.8. Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos quimicos que se encuentran en pequefias cantidades en los
alimentos y su funcion es disminuir la oxidacion de los acidos grasos (Liu et al., 1995).
Naturales o sintéticos, han sido utilizados cominmente para disminuir el proceso oxidativo de la
carne y sus productos (Ahn et al., 1993b). Pero los naturales son de facil aceptacion por el
consumidor (Zhang et al., 2010). Para clasificarlos se considera su origen y mecanismo de
accion (Halliwell, 1995).

El Cuadro 2 muestra los antioxidantes del organismo y su division en enzimaticos y no
enzimaticos. En el Cuadro 3 se observan los antioxidantes adicionados a la carne (Grin et al.,
2007). Los antioxidantes pueden mezclarse con la carne durante su procesamiento para disminuir

su oxidacion y mejorar sus caracteristicas organolépticas.

Cuadro 2. Antioxidantes del organismo.

Enzimaéticos No enzimaticos
Superoxido dismutasa Proteinas
Catalasa Acido ascorbico
Glutation peroxidasa Carotenoides
Ceruloplasmina Nucle6tidos

Fuente: Grin et al., 2007.
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4.8.1. Mecanismo de accion

Los antioxidantes neutralizan a clases de oxigeno diferente (Cuadro 4), su efecto esta en
funcion del lugar donde el antioxidante se localice, su afinidad al medio y la capacidad que tenga
para donar un hidrégeno (Yanishlieva et al., 1999). Generalmente, los antioxidantes liberan un
hidrogeno de su grupo hidroxilo (-OH), para neutralizar al radical lipidico y forman un complejo
radical libre-radical aceptor (Percival, 1996). Sus efectos combinados son mayores que la suma

de sus efectos individuales (Borek, 2004).

Cuadro 3. Antioxidantes adicionados a los alimentos.

Fenoles  Flavonoides  Polifenoles Especias Quelantes  Extractos de
plantas

Tocoferol Quercetina Catequinas Rosmarinus spp Polifosfato Té

BHA Muricetina Proantociadinas Syzygium spp EDTA Nuez

BHT Kaempferol Taninos Thymus spp Acido citrico  Ajo

TBHQ Krisina Acido elagico Origanum spp Lecitina Mostaza

PG Rutina Acido rosmarinico Acido fitico

BHA:butilhidroxianisol, BHT: butilhidroxitolueno, TBHQ: Terbutilhidroquinona. PG:

propilgalato, EDTA: acidoetiléndiaminoetraacético. Fuente: Grin et al., 2007.

Cuadro 4. Mecanismo de accion de los antioxidantes.

Especies reactivas de oxigeno Antioxidante neutralizador

Radical hidroxilo Vitamina C, glutation, flavonoides, acido lipoico.
Radical superoxido Vitamina C, glutation, flavonoides.

Perdxido de hidrégeno Vitamina C, glutation, beta caroteno, vitamina E,

flavonoides, acido lipoico
Peroxidos lipidicos Beta caroteno, vitamina E, ubiquinona, flavonoides,

glutation peroxidasa

Fuente: Borek, 2004.

26



4.8.2. Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos mas utilizados son: butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol
(BHA), propilgalato (PG), terbutilhidroquinona (TBHQ) y A4cidoetiléndiaminotetraacético
(EDTA) (Bernal et al., 2003). Hay evidencia del crecimiento de células cancerosas en el sistema
digestivo de animales de laboratorio alimentados con estos compuestos (Ito et al., 1983; Imaida
et al., 1983; Niki et al., 1991: Yang et al., 1998); el riesgo aumenta si se consumen varios de
antioxidantes (Hirosel et al., 1997). A partir de las primeras evidencias de sus efectos nocivos, la
adicion de BHT en alimentos se suspendi6 en Japon, Canada y paises europeos (Shahidi, 2000).

4.8.3. Antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales son fenoles, polifenoles, flavonoides o compuestos de los aceites
esenciales. Debido a sus propiedades, las investigaciones relacionadas con estos compuestos
aumentaron los ultimos afios. Su beneficio fisiologico en las personas que los ingieren ha sido
demostrado en estudios epidemioldgicos, principalmente para disminuir problemas
cardiovasculares y cancer (Cozzi et al., 1997; Borek, 2004). Los antioxidantes naturales mas
estudiados son: tocoferoles, tocotrienoles, sesamol, gosipol, glutation, ascorbato, prolina,
betaina, fenoles, timol, carvacrol, vitamina C, B-caroteno y selenio (Karou et al., 2005; Gofii et
al., 2007; Jamilah et al., 2008). De todos ellos, el a-Tocoferol es el antioxidante natural mas
importante, debido a su capacidad para intercalarse entre las membranas celulares y permanecer
cercano a los AGPI (Wen et al., 1997a). El estudio de estos productos aumenta por la demanda
del consumidor que elige productos saludables y de buena calidad (Weiss et al., 2010; Zhang et
al., 2010).

4.8.4. Vitamina E

La vitamina E (a-Tocoferol) es una molécula formada por un anillo 6-cromanol con una
cadena lateral (Figura 2). Los tocoferoles y tocotrienoles son compuestos de la vitamina E,
ambos en configuracion a, B, 8 y v. En los tocoferoles, la cadena de isopropenos es saturada, vy
en los tocotrienoles tiene dobles ligaduras en los carbonos 3, 7 y 11 (Bjorneboe et al., 1990).

El a-tocoferol se absorbe en el intestino, del cual 90% puede incorporarse a los tejidos,
mientras que del tocotrienol sélo el 30% (Burton y Traber, 1990). Su actividad bioldgica se debe

al grupo 6-hidroxilo (Burton y Ingold, 1981); la cadena lateral facilita su incorporacion a las
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bicapas de las membranas celulares. Puede haber una molécula de a-tocoferol por 2000
moléculas de fosfolipidos. Su acumulacion es mayor en las membranas de las mitocondrias, el
reticulo endoplasmatico del pulmén y corazdn, y en tejidos donde la actividad oxidativa es alta
(Burton y Ingold, 1981).

A
Ry
R; 0
C(H, CHy; CH
HO 3 3 3
R3
B
R1
R2 0
Ho CHy CH; CHs
R3

Figura 2. A. Estructura del a-tocoferol B. Estructura de a-tocotrienol. Fuente: Bjorneboe, 1990.

En las membranas celulares, el grupo 6-hidroxilo del a-tocoferol queda en posicion Optima
para eliminar radicales libres; la vitamina E dona facilmente el hidrégeno de su grupo hidroxil (-
OH) a un radical libre, haciéndolo no reactivo, o0 a un acido graso libre al inicio de la oxidacion
(Figura 3; Niki et al., 1985). Después de donar el hidrogeno, el a-tocoferol queda en forma de
tocoferil y puede reducirse nuevamente a o-tocoferol, por la donacion de un hidrogeno,
posiblemente donado por la vitamina C (Macay, 1985; Lablerd et al.,1986; Kagan, 1998).

Incrementar de 30 a 200 o 1000 mg de o-tocoferol kg™ de alimento aumenta su cantidad en
las membranas celulares, y disminuye la oxidacion lipidica (P < 0.05) en musculo, mitocondrias
y microsomas (Wen et al., 1997a). Al incrementar la vitamina E de 30 a 200 mg kg™ de

alimento, aumenta seis veces su cantidad en las membranas microsomales (Mercier et al., 2001).
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Figura 3. Ciclo de la vitamina E. Fuente: Combs, 1992.

Sin embargo, al exponer la carne a coccion, el incremento de la vitamina E, de 200 a 400 mg
kg™ de alimento, no evita la oxidacién de los acidos grasos. Concentraciones mayores de 200 mg
kg™ de alimento saturan los tejidos pero la oxidacién lipidica contintia en carne dependiendo del
nivel de procesamiento (Cortinas et al., 2005).

La actividad antioxidante de la vitamina E en la carne de pollo depende de la cantidad de o-
tocoferol depositado en las membranas celulares, donde ésta funciona como captador de
radicales libres impidiendo el inicio y la propagacion de la oxidacion lipidica (Asghar et al.,
1988). Hay investigadores buscando una dosis adecuada de esta vitamina para disminuir el
proceso oxidativo (Cortinas et al, 2005; Narciso-Gaytan et al, 2011).

La vitamina E en las membranas celulares establece un equilibrio de estabilidad oxidativa en
carne refrigerada y congelada (Asghar, et al., 1990). Esta vitamina ha sido considerada un

antioxidante endogeno que puede mantener la calidad de la carne (Gray et al., 1996).

4.8.5. Aceite de orégano

Las hojas de orégano se utilizan para mejorar las propiedades organolépticas de la comida. El
aceite de orégano se extrae con ayuda de solventes organicos (Economou et al., 1991; Dorman y
Deans, 2000); éste es una mezcla de compuestos volatiles que varian segin su origen
(Herné&ndez et al., 2004; Mufioz et al., 2007).

En los ultimos afios se han identificado més de 30 antioxidantes fenolicos en el aceite de

orégano (Vekiari et al., 1993); de los cuales, los principales son timol y carvacrol (Figura 4); y
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representan hasta el 78 % del aceite (Lawrence y Reynolds, 1984; Adam et al., 1998). Pero, los
factores climaticos y la maduracion de la planta afectan su composicion (Kokkini et al., 1997).

El timol y el carvacrol tienen propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes y
antisépticas (Lee et al., 2004). Su mayor efecto antioxidante se detecta con aceites extraidos de
plantas silvestres (Mufioz et al., 2007), por lo que la industria alimentaria estd interesada en
adicionarlos como conservadores a los alimentos (Oral et al., 2009). En nutricién animal son una
alternativa para reemplazar a los promotores de crecimiento de las aves (Botsoglou et al.,
2002Db), en la actualidad se investigan como antioxidantes que pueden adicionarse en el alimento
de los animales (Luna et al., 2010).

Hernandez et al. (2004) adicionaron aceite de orégano como promotor de crecimiento, y no
encontraron diferencias en las variables productivas ni en el peso de los érganos del sistema
digestivo; resultados similares reportaron Isabel y Santos (2009). Estudios in vitro indican que el
crecimiento bacteriano es inhibido por el aceite de orégano, por lo que es posible mejorar el

aprovechamiento de los nutrientes (Hernandez et al., 2004).

OH

OH

Carvacrol Timol

Figura 4. Estructura del carvacrol y timol. Fuente: Lee et al., 2004.

De acuerdo con Lee et al. (2004), el efecto en el crecimiento de los animales debe ser
significativo. Sin embargo, puede ser condicionado por el medio ambiente, condiciones de
limpieza, sanidad, y salud de los animales.

En la actualidad, se investiga el aceite de orégano como antioxidante adicionado a los

alimentos, y su efecto en la estabilidad de los &cidos grasos (Botsoglou et al., 2002b; Luna et al.,
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2010). Su mecanismo de accion es desconocido, pero posiblemente consiste en la liberacion del
hidrégeno de sus fenoles. Ademas, su afinidad a los lipidos puede jugar un papel importante en
sus efectos antioxidantes (Farag et al., 1989a), que le permite absorberse junto con las grasas e
incorporarse a las membranas celulares, al ser ingeridos con los alimentos (Farag et al., 1989b;
Helander et al., 1998).

Otra forma de adicionar el orégano es directamente a la carne (0.5 y 1%), esto mejora su
calidad disminuyendo la oxidacion de los lipidos (Kong et al., 2010). Pero modifica su sabor,
afectando la preferencia del consumidor, debido a los olores y sabores que podria transmitir a la
carne (Zhang et al., 2010).

4.8.6. Miel de abeja

En el mundo se producen 1.2 millones de toneladas de miel al afio (Bogdanov et al., 2008).
México produce 56,000 t (4.6% de la produccion mundial) y exporta 25 000 t. EI consumo per
capita de miel en el pais es de 300 g (SAGARPA, 2005), que comparado con paises europeos,
maés de 1,100 g, es bajo (Gliemes y Bautista, 2010).

Las abejas elaboran la miel a partir del néctar de las flores, esta sustancia se almacena en los
panales, al perder humedad la miel sufre cambios fisico-quimicos, y por reacciones quimicas
causadas por la enzima sacarasa, dan origen al concentrado energético rico en glucosa y fructosa
(Moguel et al., 2005). La composicion quimica de la miel esta determinada por su origen
botanico (Persano y Piro, 2004; Moguel et al., 2005). Por lo tanto, hay mieles con diferentes
sabores, colores y aromas. En la actualidad, se han identificados mas de 500 compuestos en la
miel (Bogdanov et al., 2007). Algunos de éstos son los antioxidantes, fendlicos o flavonoides
(Baltrusaityte et al., 2007).

En la actualidad, no hay un método para el aislamiento de los compuestos individuales de la
miel. Generalmente, se reportan como fenoles totales o flavonoides: el contenido de fenoles en
mieles europeas es de 4.27 mg 100 g™ (Al-Mamary et al. 2002; Gheldof y Engeseth, 2002) y los
flavonoides varfan de 2.57 a 460 mg 100 g™ de miel (Meda et al., 2005; Kenjeric et al., 2007).
En mieles mexicanas se reportan fenoles de 29 a 187 mg 100 g™, y flavonoides de 29 a 187 mg
100 g* (Ruiz et al., 2011).

El poder antioxidante de la miel se ha relacionado con la cantidad de compuestos fenolicos

que contiene, lo cual aumenta su capacidad antioxidante (Aljadi y Kamaruddin, 2004). En miel
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Mexicana, los flavonoides se relacionan con su capacidad antioxidante (Ruiz et al., 2011).
Debido a ello, la miel de abeja puede considerarse como un recurso de antioxidantes naturales,
que pueden actuar, tanto en medios acuosos como aceitosos, afectando diferentes sitios celulares
(Saija et al., 1995; Aljadi y Kamaruddin, 2004).

La miel de abeja se adiciona a diferentes alimentos para conservarlos y enmascarar sabores.
La miel deshidratada (de 1 al 20%) en carne de pavo disminuye la oxidacion lipidica del 88 al
33% (Antony et al., 2000); en carne de bovino se reportaron resultamos similares (Johnston et
al., 2005). La cantidad de antioxidantes contenidos en la miel se relaciona con su color, la miel
obscura tiene mayor cantidad de antioxidantes, comparada con mieles claras y brillantes (Blasa
et al., 2006).

4.9. Prueba de 2-4cido tiobarbiturico (TBA)

Los métodos usados para cuantificar la oxidacién lipidica detectan productos primarios y
secundarios del proceso oxidativo. Para determinar la oxidacion primaria se cuentan los
perdxidos de la muestra o la pérdida de &cidos grasos insaturados (Fernandez et al., 1997). Para
estimar la oxidacion secundaria, se miden los grupos carbonilos o el malondialdehido, con la
prueba de 2-acido tiobarbitirico (TBA; Gray y Monahan, 1992). Las técnicas mencionadas se
pueden realizar por colorimetria o con el apoyo de un equipo HPLC o un cromatografo de gases.
De los métodos utilizados para determinar la oxidacién de las grasas en los alimentos, la prueba
de TBA es una técnica representativa de la oxidacion secundaria de los acidos grasos y un
método utilizado como referencia (Gray, 1978; Guillén-Sans y Guzman-Chozas, 1998).

La prueba de TBA se utiliza para medir la oxidacién lipidica secundaria en productos
carnicos; es una técnica facil, rapida y economica (Jo y Ahn, 1998). El método se basa en la
reaccion de una molécula de malondialdehido con dos moléculas de TBA en un medio acido, a
temperatura elevada (> 90 °C), para formar un complejo (malondialdehido-TBA) color rosa, el
cual se mide espectrofotométricamente a 532 nm (Figura 5; Brid y Draper, 1984). El nivel de
oxidacion se reporta como unidades de TBA en miligramos de malondialdehido por 1,000 g de
muestra (Gray y Monahan, 1992).

El método TBA lo utilizaron por primera vez Patton y Kurtz (1951), para medir lipidos
oxidados en leche; Tarladgis et al. (1960) lo propusieron como un método para medir la rancidez

de los alimentos. A partir de esta publicacion, se han propuesto muchas modificaciones. Sin
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embargo, en la actualidad, la prueba TBA se considera una técnica estandar para cuantificar el
MDA formado como producto secundario de la oxidacién lipidica, particularmente en productos
carnicos. Durante el procedimiento, la muestra de carne se destila, paso que limita la cantidad de
repeticiones para analizar en un dia (Ferndndez et al., 1997). Sin embargo, ésta es una
metodologia sensible en muestras con alto contenido de grasa (Hoyland y Taylor, 1991), es
reproducible, confiable y se puede aplicar a muchos productos alimenticios, principalmente
carnicos (Sidwell et al., 1995).

Durante la destilacion de la muestra hay una etapa de calentamiento en condiciones &cidas,
parte necesaria para la reaccion (Ferndndez et al., 1997). Al elevar la temperatura de la muestra,
en un medio &cido, se libera una molécula de MDA de su precursor en la carne que reacciona
con dos moléculas de TBA, para formar el complejo TBA-MDA caracteristico de la reaccion.
Buttkus y Marnett (1985) y Girdn-Calle et al. (2003) mencionan que la temperatura y la acidez
de la reaccion aumentan los valores del TBA, debido a que el TBA puede reaccionar con
aminoacidos, proteinas, vitaminas, aztcares, acidos y metales presentes en la carne o derivados
carnicos (Siu y Draper 1978; Salih et al. 1987; Decker et al., 1993).
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Figura 5. Malondialdehido (MDA), &cido tiobarbiturico (TBA) y complejo

malondialdehido-acido tiobarbitlurico. Fuente: Giron-Calle et al., 2003.

Los artefactos formados durante la reaccion son sustancias reactivas de TBA (TBARS); a pH
de 2 y 7, su espectro ultravioleta es idéntico al complejo TBA-MDA vy pueden aumentar los
valores de TBA al medir las muestras en el espectrofotometro (Fernandez et al., 1997). En los
tejidos de los animales, antes de sacrificarlos, los hidroperdxidos también afectan los valores de

TBA, en las muestras analizadas (Janero y Burghardt, 1989); el tipo de cocimiento de la carne, el
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tiempo de exposicion al fuego y la temperatura, son factores que pueden incrementar la

oxidacion de los acidos grasos (Igene y Pearson, 1979; Hoyland y Taylor, 1991).
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CAPITULO I. DIETARY OREGANO ESSENTIAL OIL AND VITAMIN E EFFECT ON
THE LIPID OXIDATION STABILITY OF COOKED CHICKEN BREAST MEAT

Abstract

The antioxidant effect of oregano essential oil and vitamin E was evaluated in cooked meat. A
total of 480 broilers were raised with a corn-soybean meal diet including either crude soybean oil
(CSB) or acidulated soybean oil soapstock (ASS), each one supplemented with vitamin E at 10
and 100 mg (VE-10 and VE-100) or oregano essential oil at 100 mg kg™ (OR-100) of feed. At
42-days, broilers were processed and their breast meats were prepared into strip (1.5 x 10 cm) or
patty. Fatty acid composition of the muscle was determined. For oxidation stability, both
stripped and patty were cooked to an internal temperature 74 °C and malonaldehyde (MDA)
contents of the cooked meats were assessed during 0, 3, 6 and 9 days of storage at 4 °C. The
oxidative stability of meat lipids was estimated by content of (MDA) values. Results showed that
feed consumption, weight gain and feed conversion were not affected by the dietary oils or
antioxidants except the mortality in ASS with VE-10 treatments. The fatty acid composition of
the meat was similar between two diets given the same antioxidant supplement. In CSB oil diet,
the MDA values of VE-10 was the highest followed by OR-100 and VE-100 at 9 days of storage,
whereas the value of OR-100 in ASS diet was the highest, followed by VE-10 and VE-100
during the 9 days storage. In conclusion, the dietary oils and antioxidant used can be included in
broiler diets without negative effects on their productivity. The antioxidant effect of vitamin E
was higher with higher supplementation level regardless of oil treatment, whereas the antioxidant

effect of oregano essential oil was better in CSB than ASS.

Key words: oregano essential oil, chicken meat, lipid oxidation.
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EFECTO DEL ACEITE DE OREGANO Y VITAMINA E EN LA DIETA SOBRE LA

ESTABILIDAD OXIDATIVA DE PECHUGA DE POLLO COCIDA

Resumen

El efecto antioxidante del aceite de orégano y vitamina E se evaluo en carne cocida. 480 pollos
de un dia de edad se alimentaron con una dieta maiz-pasta de soya utilizando aceite de soya
crudo (ASC) o aceite de soya acidulado (ASA), cada una suplementada con vitamina E 10 y 100
mg (VE-10 y VE-100) o aceite esencial de orégano 100 mg kg™ (OR-100) de alimento. A los 42
dias, los pollos fueros sacrificados, la pechuga se preparé en tiras (1.5 x 10 cm) o hamburguesas.
La composicion de &cidos grasos de la carne se determind. Para las pruebas de estabilidad
oxidativa, las tiras y las hamburguesas se cocieron hasta alcanzar una temperatura interna de 74
°C. La cantidad de malondialdehido (MDA) de la carne cocida se determino durante los 0, 3,6 y
9 dias de almacenamiento a 4 °C. La estabilidad oxidativa de los lipidos de la carne fue estimada
por el contenido de MDA. Los resultados indican que el consumo de alimento, ganancia de peso
y conversion alimenticia no fueron afectados por los aceites o antioxidantes, excepto la
mortalidad con el ASA con el tratamiento VE-10. La composicion de acidos grasos de la carne
fue similar entre las dos dietas con la misma cantidad de antioxidante suplementado. En la dieta
con ASC, los valores de MDA con VE-10 fueron los mas altos, seguidos por OR-100 y VE-100
a los 9 dias de almacenada la carne, mientras que los valores del OR-100 con ASA fueron los
mas altos, seguidos por VE-10 y VE-100 durante 9 dias de almacenada la carne. En conclusion,
el aceite y antioxidante usado puede incluirse en la dieta de las aves sin causar efectos negativos
en sus variables productivas. El efecto antioxidante de la vitamina E fue mayor como incremento

su nivel, el efecto antioxidante del aceite de orégano fue mejor en ASC que con el ASA.

Palabras clave: Aceite esencial de orégano, carne de pollo, oxidacion lipidica.
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1.1. Introduction

In poultry production fats are used as a source of energy and essential fatty acids. The two
most common fats included in poultry diets are animal/vegetable blends and crude oils (Blanch
et al., 1996; Kessler et al., 2009). The type of fat or oil included in the diet is based on their
market price, availability, and energy value. Acidulated soybean oil soapstock (ASS) is one of
the cheapest oil sources for poultry diets mainly due to a by-product from soybean oil refining.
The by-product, although high in free fatty acids, has a similar fatty acid profile as the crude
soybean oil and induces similar productive variables as crude soybean, coconut, and flaxseed oils
(Blanch et al., 1996; Kessler et al., 2009).

It is well know that dietary fats affect both fatty acid composition and oxidation stability of
broiler muscle. The addition of crude soybean oil in the diet increases the amount of unsaturated
fatty acids in the meat, and accelerates lipids oxidation, mainly in cooked meat. However, the
addition of antioxidants through feed may decrease the oxidative process (Narciso-Gaytan et al.,
2010a and b). Lipid oxidation of unsaturated fatty acids reduces the shelf-life of meat, nutritional
value and organoleptic characteristics (Halliwell and Chirico, 1993), such as flavor, odor, and
color (Ahn et al., 1998), and the effect is greater in cooked meats (Morrissey et al., 1998).
Therefore, it is worth evaluating if ASS and CSB affect broiler production and oxidation stability
of the meat lipids due to the higher content in impurity and free fatty acids in ASS, while having
similar fatty acid composition.

The lipid oxidation development in the meat can be prevented by providing an active
antioxidant in the diet (Buckley et al., 1995). Vitamin E is a natural antioxidant commonly used
in poultry diets. Alpha-tocopherol is the most active antioxidant form of vitamin E and deposited
in muscle tissues where it protects the cell membrane integrity by inhibiting the oxidation of
phospholipids (Wen et al., 1997; Higgins et al., 1998). A downside of vitamin E is its high cost,
which increases the broiler production cost (Cortinas et al., 2005). Interestingly, there are natural
sources of crude antioxidants cheap. Oregano essential oil contains high amounts of thymol and
carvacrol (Arcila et al., 2004; Castillo et al., 2007), chemical compounds that inhibit free
radicals thereby lipid oxidation by giving off hydrogen atoms (Montoya et al., 2007), inhibiting
the development of the lipid oxidation (Rocha et al., 2007). In poultry, supplementation of

oregano essential oils in the diet has been used successfully (Botsoglou et al., 2002a, b).
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Subsequently, research is required to understand its effects on meat from broilers receiving
different dietary oil types supplementation with oregano. The objective of this research was to
evaluate the effect of dietary supplementation of oregano essential oil and vitamin E on the shelf-

life of cooked chicken meat, influenced by ASS and CSB oils.

1.2. Materials and methods

The present experiment was carried out at the Poultry Farm at Colegio de Postgraduados.
Four hundred and eighty broilers were raised, 1 to 42 days of age. Broilers were fed with a basal
corn-soybean meal diet (Table 5) with CSB or ASS. Each diet was supplemented to either
oregano essential oil (30.7 % of thymol and 9.7 % of carvacrol) 100 mg kg™* (OR-100) or
vitamin E with 10 or 100 mg kg™ (VE-10 and VE-100, respectively), feed and water were

provided ad libitum. The broiler productive variables were recorded weekly.

Slaughtering and Cooking

At 42 days of age, broilers were sacrificed by sectioning the jugular vein and carotid artery.
Breast meat samples were collected and processed as follows: the left portion of the meat was cut
into strips, 1.5 x 10 cm, and the right portion was ground and formed into patties. The meat strips
and patties were cooked on an electric grill (Oster™, Fujian, China), to an internal temperature
of 74 °C. The internal temperature of the product was monitored using wire thermocouples
adapted to a digital thermometer (Model HH501BT, Omega Engineering Inc., Stamford, CT).
After cooking, the meat samples were allowed to cool at room temperature for 25 min, placed on

Styrofoam trays, covered with packaging film, and stored at 4 °C for 9 days.

Fatty Acid Analysis

The lipids of the muscle tissues were extracted using chloroform:methanol 2:1. Ten g of
breast muscle were added to 12 mL of chloroform:methanol and mixed during 10 min three
times (Maxi Mix, Model M37615) it used the principle of Folch et al. (1957; Cooper et al.,
2004), it was made to obtain a good chromatogram. Afterwards, 1 mL of tridecanoic acid was
added (C13:0, Sigma, Aldrich México) as internal standard to the mixture obtained (O’Fallon et
al. 2007). The samples were filtered (Whatman filter No. 541, I, United States) and were added
to 200 pL of NaCl at 0.9% for each mL of mixture obtained. One mL fat (sediment) was
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dehydrated at 55°C in vacuum and N, flushing; 1 mL of hexane was added at the end, to obtain
the fatty acids. The mixture was added with 0.1 mL of saturated potassium hydroxide for
Methylation (12 g of KOH in 100 mL of methanol) and centrifuged during 5 min at 3000 rpm
(D-78532, Hettich EBA 21 Tuttlingent, Germany). The supernatant was deposited in a vial and
subjected to analysis of chromatography.

A gas chromatography (Hewlett Packard, Model 6890, MN, USA) equipped with a flame
ionizing detector and column of 100 m long and 200 pm in diameter (SP™-2560 Barcelona,
Spain) was used. The injection port temperature was 260° C and the initial oven temperature was
60 °C and increase 2°C per minute up to 125°C. Helium gas was used as a carrier (10 cm/s). One
pL of sample was injected at Split mode 100:1. The fatty acids were identified using commercial
standards (Supelco 37 FAME, Mix, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO).

TBARS Analysis

The lipid oxidation of samples was estimated using the procedure established by Rhee (1978).
1) 0.02 M 2-thiobarbituric acid (2-TBA, J. T. Baker) by adding 2-TBA (0.288 g) to 100 mL of
distilled water, and 2) 0.5% propylgalato (PG, Sigma) in 0.5% disodium salt dehydrate crystal
(EDTA, J. T. Baker, 8993) by adding PG (5g) and EDTA (5 g) to 1000 mL of distilled water.
Both 30 g of meat and 45 mL of hot distilled water (50 °C) were added to 30 mL of PG-EDTA
solution and blended for 2 min. Thirty g of the sample were placed into a Kjeldahl flask plus
77.5 mL of distilled water, 2.5 mL of hydrochloric acid and 6 chips of stone coal; the sample was
distilled and collected 50 mL. Out of the 50 mL, 5 mL were added with 5 mL of 2-TBA solution
and the mixture was boiled during 35 min, along with a blank (2-TBA — distilled water). After
boiling, the samples were allowed to cool at room temperature and the absorbance was read at
532 nm using a spectrophotometer (Model 110 RS, Unico, NJ, USA). Spectrophotometer values
of MDA were adjusted by a correction factor (7.8) to calculate milligrams per kilogram of
muscle (Tarladgis et al., 1960).

Statistical analysis
The broiler response variables of the broilers: feed consumption, weight gain, feed conversion
rate, mortality, and muscle fatty acid composition were analyzed using a completely randomized

design with factorial arrangement 2 x 3, factors A (oil type), and B (antioxidant) were used. Data
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of MDA values were analyzed using a 2 x 3 x 4 factorial arrangement, where factor C (storage
day) was analyzed using MIXED procedure (SAS, 2000). Mean separation and comparison were
conducted using the Tukey's test. The mortality data were adjusted using the arc-sine

transformation.

1.3. Results and discussion

Broiler Productivity

The broilers (feed consumption, gained weight, and feed conversion rate) were not affected
by oil types and antioxidant sources (Table 6). These results confirmed that oregano essential oil
can be fed to broilers without detrimental effects on their productivity, as the case of other
studies conducted with different levels from 50 to 1,000 mg per kg of feed (Botsoglou et al.,
2002b), 200 mg (Hernandez et al., 2004), and 500 and 1000 mg (Cross et al., 2007; Marcincak et
al., 2008). Regarding the CSB and ASS oils, this research shows that both types of oils can be
included in poultry diets as a source of fatty acids and energy without negative effect on
productivity, as previously reports (Sibbald and Kramer, 1977; Wiseman and Salvador, 1991,
Kessler et al., 2009). But, care must be taken when the ASS is included with as low supplement
levels of antioxidants. A higher mortality percentage can be observed as in the case of the ASS
with VE-10 treatment. It is likely that the higher amount of free fatty acids and impurities in the
ASS oil impaired the vitamin E absorption and antioxidant activity, as previous report (Baido
and Lara, 2005). Alpha-tocopherol is deposited in cell membranes where it inactivates free
radical and protects living cells (Lozoncsy et al., 1996). It is supposed that some antioxidant
compounds in oregano essential oil such as thymol and carvacrol also occur in cell membranes

where they accomplish their antioxidant activity (Yanishlieva et al., 1999; Montoya et al., 2007).

Fatty Acid Composition of the Meat

Table 7 shows the results of the fatty acid composition of chicken breast muscle. The fatty
acid profile of the breast muscle was not affected by the dietary types of soybean oils. However,
the amount of linolenic fatty acid (C18:3) was higher (P < 0.05) in the breast muscle of broilers
fed with CSB oil diet supplemented with OR-100 oil than in the ASS with VE-10. The fatty acid
profile of meat was not modified by effect of oil type used (CSB or ASS). This is because the
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ASS is obtained from the CSB, nevertheless they showed some differences (Baido and Lara,
2005). The higher linolenic fatty acid in the muscle of birds feed CSB with OR-100 (2.99%) than
the ASS with VE-10 (2.08%) is explained by the higher content in the CSB diet (9.7%) than the
ASS (2.6%) (fatty acid profile of oil was obtained by the control analysis, data not shown).
Additionally, essential oils such as oregano have shown to assist and improve the digestive
process (Lee et al., 2004), increasing the absorption of some nutrients (Hernandez et al., 2004), a
situation that may explain why the muscle from chicken fed the CSB with OR-100 treatment had
higher amount of linolenic fatty acid; an effect not observed in the breast muscle of broilers fed
with VE-10 and VE-100 diets.

Lipid Oxidation Stability of Cooked Meat Strips

Figure 6 shows the MDA values in cooked meat strips during storage. The results showed an
interaction between the VE-100 and OR-100 treatments from 6 to 9 day. During 9 days of
storage, MDA continuously increased except the OR-100 of CSB diet at 9 days (Figure 6A). In
comparison, OR-100 showed an intermediate MDA value between the VE-10 (the highest) and
the VE-100 (the lowest) in CSB diet except for 9 days (Figure 6A), whereas the OR-100 marked
the highest MDA value than VE-10 (the second) and VE-100 (the third) over the entire storage
days with ASS oil diet (Figure 6B).

Lipid Oxidation Stability of Cooked Meat Patties

Figure 7 shows the MDA values in cooked meat patties during storage. Two interactions were
detected between the VE-100 and OR-100 from 0 to 3 day (Figure 7A) and between VE-10 and
VE-100 from 3 to 6 day (Figure 7B). Overall trend of MDA value in breast patty (Figure 7) was
as similar as the one in breast strip (Figure 6). During 9 days of storage, VE-10 rapidly increased
and recorded the highest MDA value followed by the OR-100 and VE-100 in CSB diet (Figure
7A). Like the case of breast strip, OR-100 showed the highest value than VE-10 and VE-100
over the whole storage days (Figure 7B).

The results of interaction in MDA values indicated that the oxidation stability in chicken meat
is collaboratively influenced by various factors such as source of dietary oil, types and amount of
antioxidant, and storage time. Also, it was observed that the meat from broilers fed with ASS

was more susceptible to develop lipid oxidation at nine days than the one from the CSB oil,
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regardless of the type of cooking method. These results are in agreement with those reported by
Anjum et al. (2004) who found that oxidized soybean oil caused higher accumulation of MDA
values in meat than CSB oil. In the present study, the ASS contained a high peroxide value of 10
meq O, kg™ (obtain by the control analysis, data no shown), which caused a higher accumulation
of MDA in the meat than the CSB oil meat samples. In previous studies, the ASS oil did not
affect the MDA values due to its low content of peroxide (1 and 2.83 meq O, kg™; Jensen et al.,
1997 and Racanicci et al., 2008, respectively). Interestingly, the effect of antioxidant by oregano
essential oil was reduced when ASS was added compared to CBS. Oxidized dietary oils reduce
the antioxidant effect due to higher antioxidant expenditure (Baido and Lara, 2005) and presence
of high amounts of peroxides (Racanicci et al., 2008). Thymol and carvacrol, the antioxidant
active compounds in oregano essential oil, respond to the lipid environment conditions in which
they are present. The ASS oil if no fresh reduced their antioxidant activity, perhaps by negatively
affecting the hydrogen release process from their phenolic ring (Yanishlieva et al., 1999),
situation not observed in CSB oil treatment. Crude soybean oil peroxide content is very low (0.5
meq kg™; Miyazawa et al., 1994).

The antioxidant effect of oregano essential oil depends mainly on its content of thymol and
carvacrol (Mili¢ et al., 1998; Lee et al., 2004; Arcila et al., 2004; Montoya et al., 2007). The
amounts of thymol and carvacrol found in the oregano essential oil used in the present study
were 30.7 and 9.3 mg per 100 mg of oregano essential oil, respectively (according to our results
obtained at our laboratory, data no shown). The inclusion of oregano essential oil in broiler diets
protects the meat from lipid oxidation and increases shelf-life by the inactivation of free radicals
(Botsoglou et al., 2002 a and b; Govaris et al., 2005; Montoya et al., 2007; Luna et al., 2010).

The activity of antioxidants decreased by the storage of the meat, then MDA values increased
and the cooking of the meat accelerate the oxidative process, increased free radicals and
secondary products of the oxidation (Morrissey et al., 1998; Yanishlieva et al., 1999; Luna et al.,
2010).

1.4. Conclusion

The crude soybean oil and soybean oil soapstock can be used as an energy and fatty acid
source in broiler feed with oregano essential oil and vitamin E with no negative effect on broiler

production and product quality.

57



Acknowledgments

The authors would like to thank the Linea de Investigacion Prioritaria en Agregacion de

Valor (LPI-12) of Colegio de Postgraduados for the financial support of the present study.

58



1.5. References

Ahn, D. U, J. L. Sell, C. Jo, X. Chen, C. Wu, and J. I. Lee. 1998. Effects of dietary vitamin E
supplementation on lipid oxidation and volatiles content of irradiated, cooked turkey
meat patties with different packaging. Poult. Sci. 77: 912-920.

Anjum, M. L., I. H. Mirza, A. G. Khan, and A. Azim. 2004. Effect of fresh versus oxidized
soybean oil on growth performance, organs weights and meat quality of broiler chicks.
Pakistan Vet. J. 24: 173-178.

Arcila, L., C. G. Pifia, L. S. Lecoma, and E. G. Mejia. 2004. El orégano: propiedades,
composicién y actividad biologica de sus componentes. Arch. Latinoam. Nutr. 54: 100-
111.

Baido, N. C., and L. J. C. Lara. 2005. Oil and fat in broiler nutrition. Br. Poult. Sci. 7:129-141.

Blanch, A., A. C. Barroeta, M. D. Baucells, X. Serrano, and F. Puchal. 1996. Utilization of
different fats and oils by adult chickens as a source of energy, lipid and fatty acids. Anim.
Feed Sci. Technol. 61: 335-342.

Botsoglou, N. A., E. Christaki, D. J. Fletouris, P. Florou-Paneri, and A. B. Spais. 2002a. The
effect of dietary oregano essential oil on lipid oxidation in raw and cooked chicken during
refrigerated storage. Meat Sci. 62: 259-265.

Botsoglou, N. A., P. Florou-Paneri, E. Christaki, D. J. Fletouris, and A. B. Spais. 2002b. Effect
of dietary oregano essential oil on performance of chickens and on iron-induced lipid
oxidation of breast, thigh and abdominal fat tissues. Br. Poult. Sci. 43: 223-230.

Buckley, D. J., P. A. Morrissey, and J. I. Gray. 1995. Influence of dietary vitamin E on the
oxidative stability and quality of pig meat. J. Anim. Sci. 73: 3122-3130.

Castillo, H. G., J. A. F. Garcia, and M. E. Estarron. 2007. Extraction method that enriches
phenolic content in oregano (Lippia graveolens) essential oil. J. Food Process Eng. 30:
661-669.

Cooper, S. L., L. A. Sinclair, R. G. Wilkinson, K. G. Hallett, M. Enser, and J. D. Wood. 2004.
Manipulation of the n-3 polyunsaturated fatty acid content of muscle and adipose tissue
an lambs. J. Anim. Sci. 82: 1461-1470.

59



Cortinas, L., A. Barroeta, C. Villaverde, J. Galobart, F. Guardiola, and M. D. Baucells. 2005.
Influence of the dietary polyunsaturation level on chicken meat quality: lipid oxidation.
Poult. Sci. 84: 48-55.

Cross, D. E., R. M. McDevitt, K. Hillman, and T. Acamovic. 2007. The effect of herbs and their
associated essential oils on performance, dietary digestibility and gut microflora in
chickens from 7 to 28 days of age. Br. Poult. Sci. 48: 496-506.

Folch, J., M. Less, and G. M. Sloane-Stanley. 1957. A simple method for the isolation and
purification of total lipids from animal tissues. J. Biol. Chem. 226: 497-509.

Govaris, A., E. Botsoglou, P. F. Paneri, A. Moulas, and G. Papageorgiou. 2005. Dietary
supplementation of oregano essential oil and a-tocopheryl acetate on microbial growth
and lipid oxidation of turkey breast fillets during storage. Int. J. Poult. Sci. 4: 969-975.

Halliwell, B., and S. Chirico. 1993. Lipid peroxidation: its mechanism, measurement, and
significance. Am. J. Clin. Nutr. 57: 715-724.

Hernandez, F., J. Madrid, V. Garcia, J. Orengo, and M. D. Megias. 2004. Influence of two plant
extracts on broilers performance, digestibility, and digestive organ size. Poult. Sci. 83:
169-174.

Higgins, F. M., J. P. Kerry, D. J. Buckley, and P. A. Morrissey. 1998. Effect of dietary a-
tocopheryl acetate supplementation on a-tocopherol distribution in raw turkey muscles
and its effect on the storage stability of cooked turkey meat. Meat Sci. 50: 373-383.

Jensen, C., R. Engberg, K. Jakobsen, L. H. Skibsted, and G. Bertelsen. 1997. Influence of the
oxidative quality of dietary oil on broiler meat storage stability. Meat Sci. 47: 211-222.

Kessler, A. M., D. S. Lubisco, M. M. Vieira, A. M. L. Ribeiro, and A. M. Penz. 2009. Fatty-acid
composition of free-choice starter broiler diets. Br. Poult. Sci. 11: 31-38.

Lee, K. W., H. Everts, and A. C. Beynen. 2004. Essential oils in broiler nutrition. Int. J. Poult.
Sci. 3: 738-752.
Losonczy, K. G., T. B. Harris, and R. J. Havlik. 1996. Vitamin E and vitamin C supplement use

and risk of all cause and coronary heart disease mortality in older persons: the established
populations for epidemiologic studies of the elderly. Am. J. Clin. Nutr. 64: 190-196.
Luna, A., M. Labaque C., J. Zygadlo A., and R. H. Marin. 2010. Effects of thymol and
carvacrol feed supplementation on lipid oxidation in broiler meat. Poul. Sci. 89: 366-370.
Marcincak, S., R. Cabadaj, P. Popelka, and L. Soltysova. 2008. Antioxidative effect of oregano
supplemented to broilers on oxidative stability of poultry meat. Slov. Vet. Res. 45: 61-66.

60



Mili¢, B. L., M. D. Sonja, M. Jasna, B. Canadanovic. 1998. Antioxidative activity of phenolic
compounds on the metal-ion breakdown of lipid peroxidation system. Food Chem. 61:
443-447.

Miyazawa, T., K. Fujimoto, M. Kinoshita, and R. Usuki. 1994. Rapid estimation of peroxide
content of soybean oil by measuring thermoluminescence. J. Ame. Oil Chem. Society.
71: 343-345.

Montoya, G., J. Londofio, L. Yassin, G. Véasquez, M. Rojas, and R. Ramirez. 2007.
Monoterpenos aromaticos timol y carvacrol: aproximaciones de sus posibles papeles en
procesos claves de la patologia cardiovascular. Sci. Technica 33: 27-32.

Morrissey, P. A., P. J. A. Sheehy, K. Galvin, J. P. Kerry, and D. J. Buckley. 1998. Lipid stability
in meat and meat products. Meat Sci. 49: 73-86.

Narciso-Gaytan, C., D. Shin, A. R. Sams, C. A. Bailey, R. K. Miller, S. B. Smith, O. R. Leyva-
Ovalle, and M. X. Sanchez-Plata. 2010a. Soybean, palm kernel, and animal-vegetable oils
and vitamin E supplementation effect on lipid oxidation stability of sous vide chicken
meat. Poult. Sci. 89: 721-728.

Narciso-Gaytan, C., D. Shin, A. R. Sams, J. T. Keeton, R. K. Miller, S. B. Smith, and M. X.
Sanchez-Plata. 2010b. Dietary lipid source and vitamin E effect on lipid oxidation
stability of refrigerated fresh and cooked chicken meat. Poult. Sci. 89: 2726-2734.

O’Fallon, J. V., J. R. Busboom, M. L. Nelson, and C. T. Gaskins. 2007. A direct method for fatty
acid methyl ester synthesis: Application to wet meat tissues, oils, and feedstuffs. J. Anim.
Sci. 85: 1511-1521.

Racanicci, A. M. C., J. F. M. Menten, M. A. B. Regitano-d"Arce, E. A. F. S. Torres, L. M. Pino,
and A. A. Pedroso. 2008. Dietary oxidized poultry offal fat: broiler performance and
oxidative stability of thigh meat during chilled storage. Br. Poult. Sci. 10: 29-35.

Rhee, K. S. 1978. Minimization of further lipid peroxidation in the distillation of 2-thiobarbituric
acid test of fish and meat. J. Food Sci. 43: 1776-1778.

Rocha, G. N, E. I. Gallegos, J. A. L. Gonzéles, R. F. G. Ramos, M. M. Rodriguez, M. E. C.
Reynoso, R. U. Rocha, and R. M. Roque. 2007. Antioxidant effect of oregano (Lippia
berlandieri v. Shauer) esencial oil and mother liquors. Food Chem. 102: 330-335.

SAS Institute. 2000. SAS/STAT Guide for Personal Computers. 8" Ed. SAS Inst. Inc., Cary, NC.

61



Sibbald, I. R., and J. K. G. Kramer. 1977. The true metabolizable energy values of fats and fat
mixtures. Poult. Sci. 56: 2079-2086.

Tarladgis, B. G., B. M. Watts, and M. T. Younathan. 1960. A distillation method for the
guantitative determination of malonaldehyde in rancid foods. J. Am. Oil Chem. Soc. 37:
44-48.

Wen, J., P. A. Morrissey, D. J. Buckle, and P. J. A. Sheehy. 1997. Supranutritional Vitamin E
supplementation in pigs: influence on subcellular deposition of a-Tocopherol and on
oxidative stability by conventional and derivative spectrophotometry. Meat Sci. 47: 301-
310.

Wiseman, J., and F. Salvador. 1991. The influence of free fatty acid content and degree of
saturation on the apparent metabolizable energy of fats fed to broiler chicks. Br. Poult.
Sci. 30: 653-662.

Yanishlieva, N. V., E. M. Marinova, M. H. Gordon, and V. G. Raneva. 1999. Antioxidant
activity and mechanism of action of thymol and carvacrol in two lipid systems. Food
Chem. 64: 59-66.

62



Table 5. Chemical composition (%) of crude soybean oil and acidulated soybean oil soapstock
diets.

Ingredient Starter Grower-Finisher
CSB' ASS? CsB ASS
Corn 65.61 65.55 71.79 71.36
Soybean meal 29.22 29.10 22.11 22.19
CSB 1.00 0.00 1.86 0.00
ASS 0.00 1.17 0.00 221
Calcium bicarbonate (38%) 1.64 1.64 1.52 1.51
Dicalcium phospate (18/21) 1.49 1.49 1.30 1.30
Salt 0.30 0.30 0.30 0.30
Mineral premix® 0.06 0.06 0.06 0.06
Vitamin premix* 0.05 0.05 0.05 0.05
DL-Methionine 0.30 0.30 0.18 0.18
L-lysine HCI 0.29 0.30 0.19 0.18
Xantophyls® 0.00 0.00 0.60 0.60
Coccidiostate 0.05 0.05 0.05 0.05

Nutrient composition

Metabolizable energy (Mcal/kg) 3.00 3.00 3.10 3.10
CpP 20.06 20.00 17.00 17.00
Calcium 1.00 1.00 0.90 0.90
Linoleic acid 1.90 1.72 2.46 2.13
Lysine 1.30 1.30 1.00 1.00
Methionine + Cystine 0.95 0.95 0.75 0.75
Available phosphorous 0.45 0.45 0.45 0.45
Hystidine 0.51 0.51 0.43 0.43
Triptophane 0.27 0.27 0.23 0.23
Threonine 0.84 0.84 0.73 0.73
Arginine 131 1.31 1.08 1.08

ICSB = crude soybean oil.

2ASS = acidulated soybean oil soapstock.

SAmount in mg per kg of feed: Se 0.27, | 2, Cu 8, Fe 50, Zn 80, Mn 80, and Co 0.2 (Trouw Nutrition, Nuevo Ledn,
México).

“‘Amount per kg of feed: A, 12000 Ul, D3, 3100 Uls, K3, 5 mg, thiamine, 2 mg, riboflavin, 12 mg, pantothenic acid,
21 mg, pyridoxine, 2.6 mg, folic acid, 1.5 mg, B1,, 0.018 mg, and biotin, 0.15 mg (Ajinomoto, DF, México).

*Amount per kg of feed: yellow pigment 15 g (Alcos, DF, México).
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Table 6. Productive variables of broilers fed with CSB and ASS in three different antioxidant supplements.

Treatment Weight Mortality

gain (%)
Feed consumption (kg) (kg) Feed conversion rate

CSB'

VE-10° 4.33 2.33 1.86 2.50ab

VE-100° 4.45 2.34 1.90 1.25b

OR-100* 4.39 2.38 1.84 5.00ab

ASS®

VE-10 4.20 2.38 1.76 10.00a

VE-100 4.25 2.29 1.85 3.75ab

OR-100 4.26 2.35 1.81 2.50ab

Pr>F° 0.26 0.71 0.24 0.04

SEM’ 46.98 17.09 0.02 0.10

*®Means with different literals within columns are statistically different (P < 0.05).
LASB= crude soybean oil.

2\/E-10= vitamin E 10 mg kg™ of feed.

*VE-100= vitamin E 100 mg kg™ of feed.

*OR-100= oregano essential oil 100 mg kg™ of feed.

®ASS = acidulated soybean oil soapstock.

®pr > F. Probability.

"SEM= standard error of the mean.
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Table 7. Fatty acid composition (% of total fat) of broiler breast muscle receiving CSB and ASS in
three different antioxidant supplements.

Fatty acid CSB! ASS®

VE-10° VE-100* OR-100° SEM® VE-10 VE-100 OR-100 SEM
C14:0 1.28 1.31 1.36 004 111 1.21 1.26  0.05
C16:0 31.07 29.25  29.09 048 3043 2973 3083  0.40
C16:1 7.64 7.55 7.66 034 701 7.64 6.46  0.42
C18:0 5.58 5.40 5.89 0.18  6.05 5.62 6.19  0.28
ci18:1 28.32 29.97 30.36 0.44 30.26 30.05 2844 044
C18:2 21.67 21.83  20.36 036 19.95 2075 1574  1.49
c18:3 2.16b 2.07b 2.99a 015 2.08b 247ab 2.47ab  0.09
C20:4 1.26 1.25 1.31 012  1.68 1.14 246  0.29
SFA’ 38.59 36.63  37.23 037 3819 3721  39.05 0.42
MUFA?® 35.96 37.52 38.02 040 3727 3769 3490 0.65
PUFA’ 25.10 2516  24.66 026 2372 2436 2067  1.49
PUFA:SFA 0.65 0.69 0.66 001  0.62 0.65 052  0.04

1CSB =crude soybean oil.

2ASS= acidulated soybean oil soapstock.

$VE-10= vitamin E 10 mg kg™ of feed.

*\/E-100= vitamin E 100 mg kg™ of feed.
®OR-100= oregano essential oil 100 mg kg™ of feed.
3SEM= standard error of the mean.

*SFA= saturated fatty acids.

*MUFA= monounsaturated fatty acids.

®PUFA= polyunsaturated fatty acids.
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Figure 6. Malonaldehyde values of cooked breast meat strips receiving CSB and ASS in three
different antioxidant supplements. Effect of dietary oil type, A): crude soybean oil, B):
acidulated soybean oil soapstock, and antioxidant: VE-10 and VE-100 (10 and 100 mg kg™)
and OR-100 (100 mg kg™) of feed.
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Figure 7. Malonaldehyde values of cooked breast meat patties receiving CSB and ASS in three
different antioxidant supplements. Effect of dietary oil type, A): crude soybean oil, B):
acidulated soybean oil soapstock, and antioxidant: VE-10 and VE-100 (10 and 100 mg kg™) and
OR-100 (100 mg kg™) of feed.
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CAPITULO I1I. EFECTO DE ANTIOXIDANTES ADICIONADOS A LA DIETA Y
SOBRE LA CARNE EN LA ESTABILIDAD OXIDATIVA DE CARNE DE POLLO
COCIDA

Resumen

La oxidacion de los acidos grasos en carne afecta negativamente el valor nutrimental, calidad y
vida de anaquel de la misma. En la presente investigacion se evalué la estabilidad oxidativa de
carne de pollo precocida, de pollo suplementada con antioxidantes en dietas con vitamina E (10 y
100 mg kg™ de alimento; VE10 y VE100, respectivamente) y aceite de orégano (10 mg kg™ de
alimento; AO100) y antioxidantes adicionados en carne con MIEL de abeja (3%) y BHT
(0.02%). La miel y BHT fueron adicionados a carne proveniente de pollos alimentados con 10
mg de vitamina E kg™ de alimento. Los pollos se alimentaron con una dieta basal de maiz-pasta
de soya y suministro de agua ad libitum durante 6 semanas. La carne de la pechuga se moli6 y se
cocidé en una parrilla eléctrica hasta una temperatura interna de 74 °C, se enfrio a temperatura
ambiente y cubri6 con una pelicula plastica permeable al oxigeno y se almacend en refrigeracién
por 9 dias (4 °C) y en congelacion por 45 dias (-21 °C). La prueba de TBARS (2-acido
tiobarbitarico) se utilizé para cuantificar el malondialdehido (MDA) presente en la carne. Se
utilizé un disefio Completamente al Azar con 12 repeticiones. La comparacién de medias de
minimos cuadrados se realizo a través de contrastes ortogonales. Los resultados mostraron que la
carne del tratamiento VE10 presenté cantidades mayores de MDA (P < 0.001) que los otros
tratamientos a partir del dia 3 de almacenamiento. No se observaron diferencias en valores de
MDA entre tratamientos de antioxidantes suplementados en dieta y los adicionados en carne. La
carne adicionada con miel present6 valores de MDA menores que la carne del tratamiento con
BHT (P < 0.05) durante los dias 6 y 9 de almacenamiento. La carne del tratamiento VE100
presentd menor cantidad de MDA que la del tratamiento AO100 (P < 0.05) a partir del dia 3 de
almacenamiento. En conclusién, la suplementacion de vitamina E 10 mg kg™ a la dieta resulta en
un desarrollo alto de la oxidacion lipidica de la carne. El uso de antioxidantes suplementados a la
dieta o adicionados a la carne tiene un efecto similar sobre la estabilidad oxidativa de la carne.
La adicion de miel a la carne fue mas efectiva para disminuir el desarrollo de la oxidacion

lipidica comparado con el antioxidante sintético BHT. Finalmente, la suplementacion de 100 mg
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de vitamina E por kg™ de alimento presenté un mayor efecto antioxidante que el aceite de

orégano al mismo nivel de inclusion.

Palabras clave: miel de abeja, fenoles, flavonoides, DPPH, malondialdehido, aceite de orégano.
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EFFECT OF DIETARY SUPPLEMENTED AND MEAT-ADDED ANTIOXIDANTS ON
LIPID OXIDATION STABILITY OF COOKED CHICKEN MEAT

Abstract

The oxidation of fatty acids decreases the quality of meat and affects its nutritional properties
and shelf-life. To reduce the process, we evaluated the oxidative stability of meat from broilers
fed with vitamin E (10 and 100 mg; VE10, VE100) and oregano oil (100 mg; AO100) per kg™ of
fed and meat added with honey bee (3%, VE10+MIEL) and BHT (0.02%; VE10+HBT); honey
and BHT were added to meat from birds fed 10 mg vitamin E kg™ of feed. The broilers were fed
basal diet of corn-soybean meal; the breast meat was ground and cooked in an electric grill until
it reaches 74 °C internal temperature. It was cooled to room temperature and covered with plastic
film permeable to oxygen to be storage under refrigeration for 9 days (4 °C), and frozen for 45
days (-21 °C). The TBARS test (2-thiobarbituric acid) was used to measured malondialdehyde
(MDA) in the meat. Data were analyzed using a completely randomized design, each treatment
had 12 replication and LS means were compared using orthogonal contrasts. The results showed
that treatment of meat VE10 had higher amounts of MDA (P < 0.001). No differences in the
values of MDA by adding antioxidants to the food of birds or meat. The meat has added with
honey MDA values lower than BHT (P < 0.05). Meat VE100 treatment showed lower MDA
levels than the AO100 (P < 0.05). In conclusion, supplementation of vitamin E 10 mg kg™ to the
diet resulted in a high development of lipid oxidation. The use of antioxidants supplements to the
diet or added to the meat had a similar effect on the oxidative stability of meat. The addition of
honey to the meat was more effective at reducing the development of lipid oxidation compared
to the synthetic antioxidant BHT. Finally, supplement of vitamin E to the diet had higher
antioxidant effect compared with meat from broilers fed oregano oil at the same level of

inclusion.

Keywords: honey, phenols, flavonoids, DPPH, malondialdehyde, oregano oil.
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1.1. Introduccién

La oxidacion de los acidos grasos reduce la calidad de los productos carnicos, afecta su olor,
color y textura. En carne molida, el dafio es mayor debido al contacto de ésta con el oxigeno y la
luz (Mitsumoto et al., 1993). Para mantener su calidad y retrasar el proceso oxidativo, la carne se
adiciona con antioxidantes (Mandal et al., 2009; Kong et al., 2010).

Los antioxidantes protegen a los &cidos grasos de la oxidacion, el butil hidroxitolueno (BHT),
butil hidroxianisol (BHA) o sus combinaciones son utilizadas a un nivel maximo de 0.02%
(Shahidi, 2000; Reische et al., 2002). Sin embargo, estos compuestos estimulan el crecimiento de
células cancerigenas en el estbmago, higado y sistema reproductor de los animales (Ito et al.,
1983; Masui et al., 1986; Conacher et al., 1986; Niki et al., 1991), situacion que podria afectar a
los consumidores y en algunos paises europeos, en Canada y Japén, se ha suspendido su uso en
los alimentos (Shahidi, 2000).

En la actualidad, los consumidores prefieren alimentos adicionados con aditivos naturales, ya
que son inocuos, mejoran la capacidad antioxidante del organismo y su adicién a los alimentos
no requiere pruebas de seguridad (Borek, 2004; Fasseas et al., 2007; Li et al., 2010). Los
antioxidantes naturales se obtienen de las plantas, sus compuestos principales son: flavonoides,
compuestos fendlicos, B-caroteno, p-mirceno, a-pineno, ¥-terpineno, timol y carvacrol (Lee et
al., 2004; Abu-Lafi et al., 2008; Figiel et al., 2010). Sin embargo, son mas caros y su efecto
antioxidante es menor comparados con los productos sintéticos (Reische et al., 2002; Fasseas et
al., 2007), por esto, se recomienda adicionarlos de 200 a 1000 mg por kg de producto terminado
(Nguyen et al., 1994).

La vitamina E y el aceite de orégano son antioxidantes naturales, que al incorporarse a la dieta
y consumirse por el ave se acumulan en las membranas celulares de su cuerpo para proteger a los
acidos grasos insaturados de la oxidacion (Wood y Enser, 1997; Wen et al., 1997; Botsoglou et
al., 2002). Sin embargo, la carne de pollo es rica en acidos grasos insaturados y contiene pocos
antioxidantes, por lo tanto, se debe aumentar la cantidad de antioxidantes en el alimento (NRC,
1994; Botsoglou et al., 2002; Cortinas et al., 2005; Fasseas et al., 2007). Este manejo nutricional
incrementa el costo del alimento y no siempre puede implementarse. Una alternativa para
controlar el proceso oxidativo es aplicar los antioxidantes sobre la carne (Branen, 1975; Fasseas
et al., 2007).
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La miel de abeja es una sustancia compleja que tiene mas de 186 compuestos (Maghraby y
Hassan, 2005), contiene diferentes antioxidantes naturales, como; a-tocoferol, acido ascorbico,
compuestos fenolicos, flavonoides, asi como enzimas con actividad antioxidante; glucosa
oxidasa, catalasa y peroxidasa (Gheldof y Engeseth, 2002; Blasa et al., 2006). La miel tiene
actividad antioxidante similar a la de la vitamina E en condiciones in vitro (Nagai et al., 2006).
Sin embargo, su composicion quimica varia por su origen. En carne se puede adicionar hasta el
20% de miel para disminuir la oxidacion de las grasas, pero esta cantidad altera su sabor
(Mckibben y Engeseth, 2002), la adicion de 5% es suficiente para disminuir la oxidacion de la
carne (Antony et al., 2000; Mckibben y Engeseth, 2002; Johnston et al., 2005).

Los antioxidantes deben controlar la oxidacion lipidica al adicionarse en la dieta de las aves o
sobre la carne, cada antioxidante tiene un nivel de adicion diferente de acuerdo a su estructura
quimica, via de administracion y naturaleza (Nguyen et al., 1994; Reische et al., 2002). Pero
existe poca informacion sobre la comparacion entre los métodos de aplicacion, por ello, el
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto antioxidante de la vitamina E y del aceite de
orégano suplementado en la dieta, asi como de la miel de abeja y BHT adicionados en carne,

sobre la estabilidad oxidativa de carne de pollo cocida refrigerada y congelada.

1.2. Materiales y métodos

Obtencidn y procesamiento de la carne

Se utilizé carne de pechuga de pollo, Pectoralis major, de aves alimentadas con una dieta a
base de maiz-pasta de soya, adicionada con aceite de soya crudo y suplementada con dos
antioxidantes: Vitamina E a una concentracién de 10 y 100 mg kg™ de alimento, y aceite de
orégano a una concentracion de 100 mg kg™ de alimento (30.70 mg de timol y 9.36 mg de
carvacrol por kg™ de alimento).

Las aves fueron sacrificadas por seccion de la vena yugular y arteria carétida, la carne se
enfrié en agua con hielo, se empacé al vacio, sin piel y tejido adiposo para almacenarse en
congelacion (-21 °C) hasta que se utilizo. La carne se descongeld en refrigeracion (4 °C) por 12
horas; se picd y se mezcldé (Mod. DPA139, Moulinex, México), y se elaboraron “hamburguesas”
de 150 gy 12 cm de didmetro. Se utilizaron los siguientes tratamientos: 1) VE10 (hamburguesas

de carne de pollos alimentados con vitamina E 10 mg kg™ de alimento), 2) VE10+MIEL
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(hamburguesas de carne de pollos alimentados con vitamina E 10 mg kg™ de alimento,
adicionadas con 3% de miel de abeja), 3) VE10+BHT (hamburguesas de carne de pollos
alimentados con vitamina E 10 mg kg™ de alimento, adicionadas con 0.02% de BHT (Butil
hidroxitolueno; First Quality Chemicals, México, D.F.), 4) VE100: hamburguesas de carne de
pollos alimentados con vitamina E 100 mg kg™ de alimento y 5) AO100: hamburguesas de carne
de pollos alimentados con aceite de orégano 100 mg kg™ de alimento.

Coccion y almacenamiento de la carne

La coccién de las hamburguesas se realizd en planchas eléctricas (Oster ®), hasta una
temperatura interna de 74 °C; la temperatura se registro con un termopar digital (Modelo
HH501BT, Omega Engineering Inc., Stamford, CT). Después de la coccion, las hamburguesas se
enfriaron a temperatura ambiente durante una hora. La carne se cubrié con un empaque plastico
(Egapac, La bolsita, México) permeable al oxigeno y posteriormente se almacenaron en
refrigeracion (4 °C) durante 0, 3, 6 y 9 dias, y se congelaron (-21 °C) durante 0, 15, 30 y 45 dias.

Estimacion de la oxidacién lipidica

La oxidacion de la carne se determind utilizando la técnica de TBARS. Se prepararon dos
soluciones: 1) acido 2-tiobarbitdrico 0.02 M (2-TBA, J. T Baker, USA) = 0.288 g de 2-TBA
aforados a 100 cm® con agua destilada; y 2) propilgalato (Sigma-Aldrich, Sigma, USA) al 0.5 %
con sal disddica del &cido etiléndiamino-tetracético dihidratada (EDTA, J. T. Baker, Texas,
USA) a05% =5gde PG +5 g de EDTA aforados a 1000 cm® con agua destilada (Rhee,
1978). En un vaso de precipitado se agregé una muestra de 30 g de carne més 45 cm® de agua
destilada, a 50 °C, mas 30 cm® de la solucién de PG-EDTA; la mezcla se homogeneizé por 2 min
en una licuadora (Osterizer®, Chicago, USA). De la mezcla obtenida, se colocaron 30 g en un
matraz Kjeldahl, se agregaron 77.5 cm® de agua destilada y 2.5 cm® de HCI 4 N, con seis piedras
de carbén activado, y se colectaron 50 cm® del condensado. Se tomaron 5 cm® del condensado y
se combinaron con 5 cm? de la solucién 2-TBA; la solucién se agit y se dejé en bafio de agua
hirviendo por 35 min. El blanco contenia 5 cm® de agua destilada mas 5 cm® de la solucién de 2-
TBA. Las soluciones se enfriaron a temperatura ambiente por 10 minutos y se midio la

absorbancia, a 532 nandémetros con un espectrofotometro (Mod. 110 RS, Marca Unico®, USA).
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Los valores obtenidos de absorbancia fueron ajustados por un factor de correccién de 7.8 para
transformarlos a mg de malondialdehido (MDA) por kilogramo de carne (Tarladgis et al., 1960).

Medicion de fenoles totales en miel

Se utiliz6 el método de Folin-Ciocalteus, modificado de Bertoncelj et al. (2007) para
determinar los fenoles totales. Se prepararon dos soluciones: 1) solucién de miel de abeja al 10%
(5 g de miel aforada en 50 cm® de agua destilada); y 2) solucién de Folin-Ciocalteus al 0.2 N (1
cm® de reactivo de Folin-Ciocalteus (Sigma-Aldrich, USA) + 9 cm® de agua destilada. La
solucién de miel se filtré en un papel filtro 110 (Whatman®, Inglaterra). Se tomé 1 cm® de la
solucién de Folin-Ciocalteus + 3 cm® de la solucién de miel, se mezclaron vigorosamente para
dejarlos reposar en la oscuridad por 20 min a 20 °C, se midié su absorbancia a 750 nm contra un
blanco de 3 cm® de la solucién de miel + 1 cm® de H,O. La concentracién de fenoles se
determind con una curva de &cido galico (Sigma-Aldrich, USA) en H,0. La concentracion de

tres muestras de miel se expres6 como mg equivalentes de 4cido galico (GAE) 100 g™* de miel.

Determinacion de flavonoides en miel

La concentracién de flavonoides en miel se determin6 por el método de Meda et al. (2005); se
prepararon dos soluciones: 1) cloruro de aluminio anhidro (AlICI3) a 2% (Sigma-Aldrich, USA) =
0.5 g de AICIs, aforados a 25 cm® en metanol CH3OH (Reasol, México); y 2) solucién de miel de
abeja al 5% (1.25 g en 25 cm® de metanol). Se mezclaron 2 cm?® de la solucién AICI; + 2 cm?® de
la solucion de miel y se midi6 la absorbancia a 415 nm. La solucién blanco fue 2 cm® de la
solucién de miel + 2 cm® de CH3OH sin AICls. La concentracion de flavonoides se determin6
con una curva de quercetina (Sigma-Aldrich, USA) en metanol. La concentracién de tres

muestras de miel se expresé como miligramos de quercetina (QE) 100 g™* de miel.

Actividad captadora del radical 1,1-dipheniyl-2-picrylhydrazil (DPPH) en miel

La solucion DPPH es de color violeta y funciona como captadora de radicales; al captarlos,
cambia su coloracion a color amarillo; ésta reaccion puede cuantificarse por espectrofotometria.
En el presente estudio se utilizd la actividad captadora de radicales de Meda et al. (2005)
modificada. Se prepararon dos soluciones: 1) miel al 10%, 10 g de miel en 100 cm® de CH;OH; y
2) solucién de 0.04 mg por cm® de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (Sigma-Aldrich, USA), 10 mg
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de DPPH en 25 cm® de CH3OH. Se mezcl6 1.5 cm® de la solucién de miel mas 3.0 cm® de la
solucion DPPH y se dejo reposar en la oscuridad, por 20 min a 20 °C; se midid la absorbancia a
517 nm. El blanco fue de 3 cm® de la solucién de DPPH y CH3OH sin miel 50:50 v/v. La
actividad captadora de radicales DPPH se calculé de la siguiente forma: % inhibitorio =
[(absorbancia del DPPH — absorbancia de la muestra) / absorbancia del DPPH] x 100. Cincuenta
por ciento de la inhibicion (ICsp) de la actividad antioxidante se calculé como la concentracion
de la muestra que inhibe 50% de la actividad captadora de radicales DPPH bajo estas

condiciones.

Analisis estadistico
La variable de respuesta evaluada fue la cantidad de MDA (mg kg™) de carne refrigerada o
congelada. Los datos se analizaron con el procedimiento MIXED (SAS, 2000) y se usaron

contrastes especificos para comparar las medias de los tratamientos.

Contraste 1: VE10 vs VE10+BHT, VE10+MIEL, VE100, AO100, efecto de la concentracion

baja de vitamina E en alimento.

Contraste 2: VE10+MIEL, VE10+BHT vs, VE100, AO100, diferencias entre antioxidantes

adicionados al alimento y sobre la carne.

Contraste 3: VE10+MIEL vs, VE10+BHT, diferencia entre un antioxidante sintético y natural

adicionado a la carne.

Contraste 4: VE100 vs. AO100, diferencia entre la vitamina E y aceite de orégano en alimento.

Se utilizo el siguiente modelo estadistico:
Yik= H + ANT; + Qji) + Di + (ANT; * Di) + Eij

Donde: Yij = variable respuesta (MDA), p = media general, ANT; = efecto fijo del i-ésimo
antioxidante (i = 1, 2, 3, 4, 5), Qjq = efecto de la hamburguesa anidada dentro del tratamiento,
Dy = efecto del k-ésimo dia (k = 0, 3, 6, 9), para el experimento en congelacion se utilizo el
mismo modelo y el efecto del k-ésimo dia fue k =0, 15, 30 y 45, para las muestras de carne en
congelacién, (ANT; « Di) = efecto de la interaccion antioxidante por dia de refrigeracion y por dia

de congelacion, Ejjx = error experimental.
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1.3. Resultados y discusion
Determinacion de malondialdehido en carne refrigerada

En el Cuadro 8 se presentan los contrastes de los tratamientos en la concentracion de MDA en
carne refrigerada (4 °C). En el contraste 1 la carne del tratamiento VE10 mostr6 menor
estabilidad oxidativa a los 9 dias de almacenamiento (P < 0.0046) comparada con los
tratamientos VE10+MIEL, VE10+BHT, VE100 y AO100. En el contraste 2 la carne de los
tratamientos VE10+MIEL y VE10+BHT mostr6 menor estabilidad oxidativa al iniciar el
experimento (P < 0.0021), pero no hubo diferencias con VE100 y AO100 los dias 3,6y 9. En el
contraste 3 la carne del tratamiento VE10+MIEL presentd mayor estabilidad oxidativa (P <
0.0241), excepto el tercer dia comparada con carne del tratamiento VE10+BHT. En el contraste
4, la carne del tratamiento VE100 mostro mayor estabilidad oxidativa (P < 0.0001) los 9 dias
comparada con el tratamiento AO100. Al final del estudio la carne con VE100 y VE10+MIEL
presentaron mayor estabilidad oxidativa durante la refrigeracion (1.15 y 1.30 mg MDA kg™ de
carne), que la carne de los tratamientos AO100, VE10+BHT y VE10 que presentaron menor

estabilidad oxidativa (1.80, 1.61 y 2.33 mg MDA kg™ de carne), respectivamente.

Determinacion de malondialdehido en carne congelada

En el Cuadro 9 se presentan los contrastes de los tratamientos en la concentracion de MDA en
carne congelada (-21 °C). En el contraste 1, la carne del tratamiento VE10 mostré menor
estabilidad oxidativa a los 45 dias de congelada (P < 0.0018) comparada con los tratamientos
VE10+MIEL, VE10+BHT, VE100 y AO100. En el contraste 2, la carne de los tratamientos
VE10+MIEL y VE10+BHT mostraron mayor estabilidad oxidativa el dia 15 (P < 0.0189), pero
no hubo diferencias con VE100 y AO100 los dias 0, 30 y 15. En el contraste 3, la carne del
tratamiento VE10+MIEL presentdé mayor estabilidad oxidativa (P < 0.016) los dias 15 y 30, los
dias 0 y 45 fue similar al tratamiento VE10+BHT. En el contraste 4, la carne del tratamiento
VE100 presentd mayor estabilidad oxidativa (P < 0.0124) los dias 0 y 45 comparada con el
tratamiento AO100. Al final del estudio la carne con VE100 y VE10+MIEL presentaron mayor
estabilidad oxidativa durante la congelacion (0.63 y 0.52 mg MDA kg™ de carne), que la carne
de los tratamientos AO100, VE10+BHT y VE10 que presentaron menor estabilidad oxidativa
(0.90, 0.79 y 1.24 mg MDA kg™ de carne), respectivamente.
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El contenido total de flavonoides de la miel utilizada fue de 4.49 + 0.27 mg 100 g™ de miel
(mg de quercetina/100 g de miel) determinado con una curva estandar de quercetina (r?=0.9949).
El contenido de fenoles totales fue de 15.03 = 0.90 mg/100 g de miel (mg equivalentes de acido
galico/100 g de miel) determinado con una curva estandar de &4cido galico (r?=0.9831). La
actividad captadora de radicales del compuesto DPPH (ICsp) fue de 5 = 1 mg por mL.

Los fenoles y flavonoides de la miel son una fuente natural de antioxidantes que puede evitar
la formacion de hidroperoxidos en la carne (Antony et al., 2000; Johnston et al., 2005); los
cuales actan en medios acuosos 0 no polares. Esto les permite intercalarse facilmente en las
membranas y actuar en diferentes sitios celulares (Aljadi y Kamaruddin, 2004). Los compuestos
fenolicos contenidos en la miel pueden actuar donando un atomo de hidrégeno, como aceptores
de radicales libres o interrumpen la reaccién en cadena de la oxidacion (Aljadi y Kamaruddin,
2004). Los éacidos citrico y ascorbico contenidos en la miel pueden provocar una sinergia y
aumentar la accion antioxidante de los compuestos fenolicos (Stinson et al., 1960; Antony et al.,
2000; Bruce, 2002). Ademas, el a-tocoferol y el B-caroteno contenidos en la miel pueden estar
involucrados en la reaccion (Gheldof et al., 2002). En conjunto disminuyen la oxidacion de los
acidos grasos y los valores de MDA en la carne de pollo al adicionar la miel.

En estudios previos en condiciones in vitro, al evaluar la actividad antioxidante de la miel de
abeja se observo que tiene un efecto similar al a-tocoferol y BHT (Nagai et al., 2006; Mckibben
y Engeseth, 2002), estos resultados indican que la capacidad de los antioxidantes naturales puede
ser similar a los sintéticos.

En este estudio, los valores de MDA en carne de pollo adicionada con miel fueron menores al
BHT. La efectividad antioxidante de la miel se debe a la suma y efecto de sus antioxidantes
individuales (Ruiz et al., 2011). Sin embargo, es importante considerar que el efecto de la miel
depende de la fuente, regién de procedencia, época del afio, etc. Por lo que estos factores se
deben tomar en cuenta al utilizarla para mantener la estabilidad oxidativa de la carne, pues la
mayoria de la informacion es obtenida in vitro (Ruiz et al., 2011). En carne, la miel puede
aumentar su respuesta antioxidante conforme aumenta su cantidad: 15% de miel incrementa la
estabilidad oxidativa sin que su origen tenga efecto (Johnston et al. 2005). Sin embargo, el sabor
de la carne se puede alterar (Camo et al., 2011). Por lo tanto, deben utilizarse cantidades menores
(< 5%), considerando la cantidad de fendlicos, flavonoides y origen (Mckibben and Engeseth
2002).
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La efectividad de la vitamina E se debe a su acumulacion en las membranas celulares
(Mitsumoto et al., 1993), donde protegen a los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados de
la accidn de los radicales libres o perdxidos (Niki et al., 1991). El a-tocoferol dona un hidrogeno
y conserva su estructura al recibir un atomo de hidrégeno donado al a-tocoferil por el acido
ascorbico (Wen et al., 1997; Higgins et al., 1998). En carne cocida la vitamina E sigue activa
debido a que ésta soporta altas temperaturas (Cortinas et al., 2005) y se puede regenerar por el
acido ascorbico presente en la carne (Decker y Hultin, 1990).

El aceite de orégano es adicionado a la dieta de las aves al mismo nivel de inclusion que la
vitamina E, pero no logra mantener la estabilidad oxidativa de la carne como la vitamina E
(Botsoglou et al., 2002). El aceite de orégano es una mezcla de compuestos con actividad
antioxidante, por lo que su efecto puede depender de la cantidad y tipo de compuesto que se
acumule en los tejidos del musculo, para incrementar su capacidad antioxidante es necesario
aumentar el nivel de inclusion en la dieta del ave (Reische et al., 2002; Botsoglou et al., 2002),
asi como realizar investigacion para determinar el nivel optimo en dieta que brinde el mayor
efecto en la vida de anaquel de la carne, sin afectar sus caracteristicas organolépticas.

Las condiciones de refrigeracion aumentaron los valores de MDA en la carne al incrementar
el tiempo de almacenamiento (Cuadro 8). Esto se explica debido a que aumenta el tiempo de
almacenamiento y hay acumulacion de hidroperoxidos y radicales libres en la carne, causado por
la disminucién del antioxidante activo (Wood y Enser, 1997; Higgins et al., 1998). La cantidad
de MDA del tratamiento VE10 almacenado en refrigeracion fue de 3.246 mg de MDA kg™ de
carne, este valor indica que la carne de pollo esta oxidada pues a partir 2.0 mg de MDA kg™ de
carne se puede percibir este sabor (Wen et al.,, 1997), valor superado al tercer dia de
almacenamiento. Por lo tanto, la estabilidad oxidativa de la carne se pudo mantener con los
tratamientos VE100 (1.616 mg de MDA kg™ de carne) y VE10+MIEL (1.769 mg de MDA kg™
de carne) hasta los 9 dias. Los tratamientos; VE10+BHT y AO100 superaron el umbral de
estabilidad oxidativa el sexto dia (2.050 y 2.151 mg de MDA kg™ de carne). Estos resultados
indican que es necesario aumentar la cantidad de BHT en carne para mantener la estabilidad
oxidativa del producto, situacion que no es viable porque amentaria el riesgo en la salud del
consumidor (Ito et al., 1983).
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En carne congelada, los niveles de MDA en todos los tratamientos disminuyeron a partir del
dia 15 de almacenamiento (P < 0.05). En ningun tratamiento se super6 el umbral de oxidacién
del producto, como sucedio con la carne refrigerada (Wen et al., 1997). La reduccién de MDA
posiblemente la causd el almacenamiento de la carne en congelacion (- 21 °C), resultados
similares en carne de res se reportaron por Johnston et al. (2005) y Marcincak et al. (2008) en
carne de pollo. Por ello, la congelacion es un método para conservar la calidad de la carne
almacenada, en tiempos cortos de almacenamiento en términos de oxidacién de acidos grasos.

El efecto antioxidante de la miel depende del contenido de fenoles y flavonoides (Mckibben y
Engeseth, 2002); los principales compuestos fendlicos y flavonoides que se encuentran en miel
son los que ejercen su actividad antioxidante (Aljadi y Kamaruddin, 2004). En la presente
investigacion, los contenidos de fenoles (15.03 mg) y (flavonoides 4.49 mg 100 g™) de miel,
cantidades mayores a las reportadas por Blasa et al. (2006; 12.5 mg y 2.93 mg 100 g™* de miel) y
similares a los reportados por Meda et al. (2005).

La actividad del DPPH para recibir hidrégenos de la miel fue menor (5 < mg mL™)
comparada con mieles multifloras evaluadas por Meda et al. (2005) (>10 mg mL™). Ruiz et al.
(2011) reportaron correlacion positiva entre la propiedad antioxidante de la miel y el contenido
de flavonoides en mieles mexicanas. Esto significa que los compuestos antioxidantes de la miel

utilizada pueden donar facilmente sus hidrdgenos y favorecer su efecto antioxidante.

1.4. Conclusiones

La carne de aves alimentadas con 10 mg kg™ de alimento presenté los valores de oxidacion
mas altos. El efecto antioxidante de la miel de abeja y BHT, fue similar a los antioxidantes
suplementados en las dietas, vitamina E y aceite de orégano. Ambas formas de adicién de los
antioxidantes tienen efectos similares en carne refrigerada o congelada, preservando la vida de
anaquel del producto por mas tiempo. La carne de pollos alimentados con vitamina E presento
una mayor estabilidad oxidativa comparada con aceite de orégano al mismo nivel de inclusion.
Estos resultaros sugieren que la vitamina E adicionada a través del alimento es mas eficiente en

mantener la estabilidad oxidativa de la carne.
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Cuadro 8. Medias de cuadrados minimos y contrastes ortogonales para malondialdehido (mg kg™ de carne) determinado en carne
refrigerada de 0 a 9 dias.

Tratamientos' Contraste® P=
Dia VE10 VE10+MIEL VE10+BHT VEI100 AO100 EE' 1 2 3 4
0 0.701 0.514 0.762 0.602 0.434 0.037 0.0046 0.0021 <0.0024 0.0001
3 2511 1.220 1.190 0.975 1.641 0.101 <0.0001 0.3164 0.8363 <0.0001
6 2.864 1.702 2.050 1.422 2.151 0.106 <0.0001 0.4011 0.0241 <0.0001
9 3.246 1.769 2.470 1.616 2.975 0.210 <0.0001 0.4036 0.0215 <0.0001

"Tratamientos: VE10: Vitamina E 10 mg kg™ de alimento; VE10+MIEL: 3 % de miel en carne; VE10+BHT: 0.02% de BHT en carne;
VE100: Vitamina E 100 mg kg™ de alimento; AO100: Aceite de orégano 100 mg kg™ de alimento.

'EE: Error estandar.

SContraste ortogonal: C1 = VE10 vs. VE100, AO100, VE10+BHT, VE10+MIEL; C2 = VE10+MIEL, VE10+BHT vs.VE100, AO100;

C3 = VE10+MIEL vs. VE10+BHT; C4 = VE100 vs. AO100.
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Cuadro 9. Medias de cuadrados minimos y contrastes ortogonales para malondialdehido (mg kg™ de carne) determinado en carne
congelada de 0 a 45 dias.

Tratamientos' Contraste® P=
Dia VE10 VE10+MIEL VE10+BHT VEI100 AO100 EE' 1 2 3 4
0 2.161 1.056 1.129 0.950 1.312 0.099 <0.0001  <0.6986 0.6021 0.0124
15 0.982 0.366 0.834 0.760 0.652 0.044 0.0001 0.0189 0.0001 0.0868
30 1.106 0.278 0.709 0.564 0.755 0.091 0.0001 0.0715 0.0016 0.1453
45 0.753 0.406 0.514 0.247 0.884 0.065 0.0018 0.1114 0.2488 0.0001

"Tratamientos: VE10: Vitamina E 10 mg kg™ de alimento; VE10+MIEL: 3 % de miel en carne; VE10+BHT: 0.02% de BHT en carne;
VE100: Vitamina E 100 mg kg™ de alimento; AO100: Aceite de orégano 100 mg kg™ de alimento.

'EE: Error estandar.

SContraste ortogonal: C1 = VE10 vs. VE100, AO100, VE10+BHT, VE10+MIEL; C2 = VE10+MIEL, VE10+BHT vs.VE100, AO100;

C3 = VE10+MIEL vs. VE10+BHT; C4 = VE100 vs. AO100.
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CAPITULO IIl. DETERMINACION DE TIMOL Y CARVACROL EN CARNE DE
POLLO

Resumen

El timol y el carvacrol son antioxidantes naturales contenidos en el aceite de orégano. Al
adicionar la dieta de las aves con este aceite, sus compuestos pueden acumularse en los tejidos
del cuerpo, ejerciendo su actividad antioxidante en la carne. Los objetivos de este estudio fueron
analizar y cuantificar la cantidad de timol y carvacrol en carne de pollos suplementados con
aceite de orégano en dieta. Lo pollos fueron criados durante 42 dias, alimentados con una dieta a
base de maiz-pasta de soya, con aceite de soya crudo o acidulado. La dieta se suplemento con
100 mg de aceite de orégano kg™ de alimento. Al final de la engorda, las aves fueron sacrificadas
y se colectaron muestras del musculo Pectoralis major para cuantificar su contenido de timol y
carvacrol. La deteccion y cuantificacion de estos compuestos se realizd con cromatografia de
gases con espectrofotometria de masas (CG/EM). Los valores obtenidos se calcularon a través de
la ecuacion de la curva de calibracién, el area de respuesta del equipo y su porcentaje de
recuperacion. Los datos fueron analizados mediante la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney. Los
resultados mostraron que la cantidad de timol y carvacrol en musculo fue mayor en aves que
recibieron aceite de orégano al compararlas con carne de aves que no lo recibieron en el alimento
0.38 — 0.26 vs, 0.99 — 0.72 pg por g™ de carne (P < 0.05), respectivamente, independientemente
del tipo de aceite de soya adicionado en la dieta. En conclusion, la suplementacién de aceite de
orégano esencial en la dieta de pollos de engorda incrementa la deposicion de timol y carvacrol

en los tejidos del musculo de las aves, por lo tanto su estabilidad oxidativa aumenta.

Palabras clave: aceite de orégano, timol, carvacrol, carne de pollo.
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DETERMINATION OF THYMOL AND CARVACROL IN CHICKEN MEAT

Abstract

Thymol and carvacrol are natural antioxidants contained in the oregano oil, when the diet of
birds is supplement with this oil, these compounds can accumulate in body tissues, exerting its
antioxidant activity in meat. The objetives of this study were to analyze and quantify the amount
of thymol and carvacrol in meat chicken meat supplemented with dietary oil oregano. The
broilers were raised for 42 days, feed a diet based on corn-soybean meal, crude soybean oil or
acidulated soybean oil soapstock. The diet was supplemented with 100 mg of oregano oil kg™ of
feed. At the end of the fattening, the birds were slaughtered and muscle samples were collected
to quantify Pectoralis major content of thymol and carvacrol. Detection and quantification of
these compounds was performed using gas chromatography with mass spectrometry (CG/EM).
The values obtained were calculated using the equation of the calibration curve, the area of
response and the percentage of recovery. Data were analyzed using the Wilcoxon-Mann-Whitney
test. The results showed that the amount of thymol and carvacrol in muscle was higher in birds
feed with oregano oil 0.38 — 0.26 vs, 0.99 — 0.72 pg per g™ of meat (P < 0.05), respectively,
regardless of type of soybean oil added to the diet. In conclusion, supplementation of oregano
essential oil in the diet of broilers increased the deposition of thymol and carvacrol in muscle

tissues of birds, therefore increase lipid oxidation stability of meat.

Keywords: oregano oil, thymol, carvacrol, chicken meat.
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1.1. Introduccién

Los antioxidantes son sustancias que al ser incorporados en la dieta de las aves disminuyen el
proceso oxidativo de los cidos grasos de la carne, incrementando su vida de anaquel (Mandal et
al., 2009). En la ultima década se han utilizado especias y extractos de plantas para mantener la
estabilidad oxidativa de la carne; éstas contienen compuestos antioxidantes que extienden la vida
de anaquel de la carne y por ser naturales e inocuos tienen mayor aceptacion por el consumidor
(Hernandez et al., 2004; Liu et al., 2008; Undeger et al., 2009).

El orégano (Origanum vulgare) es una planta aromatica utilizada como especie para mejorar
las caracteristicas organolépticas de los alimentos. El aceite de orégano se obtiene de las hojas
por destilacion el cual contiene relativamente altas concentraciones de timol y carvacrol. En
algunos aceites éstos compuestos pueden alcanzar el 70% (Montoya et al., 2007; Figiel et al.,
2010). El timol y carvacrol son compuestos fendlicos con actividad antiparasitaria,
antimicrobiana y antioxidante (Arcila et al., 2004; Fasseas et al., 2007; Nostro et al., 2007). La
composicién quimica del aceite de orégano varia con el tipo de clima, la estacién del afio, el
periodo de la cosecha y la técnica usada para obtenerlo (Baydar et al., 2004; Figiel et al., 2010).
Por lo que es importante considerar estos factores cuando se utiliza el aceite de orégano como
ingrediente con funcion antioxidante.

En pollos de engorda el aceite de orégano se ha utilizado para promover su crecimiento y
disminuir el uso de antibidticos convencionales (Giannenas et al., 2005; Symeon et al., 2010).
Adicionalmente, se ha encontrado que la incorporacion del aceite de orégano en la dieta funciona
como antioxidante para mantener la estabilidad oxidativa de la carne de pollo (Botsoglou et al.,
2002 a y b). La adicién de timol y carvacrol en su estado puro también presentan actividad
antioxidante (Luna et al., 2010). Este manejo nutricional mantiene la calidad de la carne y de
productos carnicos (Young et al., 2003; Marcin¢ak, 2008). Sin embargo, existen pocos trabajos
sobre la identificacion del timol y carvacrol en la carne de pollo. Esta investigacion tuvo como
objetivo determinar la presencia de timol y carvacrol en pechuga de pollos alimentados con
aceite de orégano en la dieta.

91



1.2. Materiales y métodos

Carne

Se utiliz6 carne de pechuga de pollos alimentados con una dieta a base de maiz y pasta de
soya, suplementada con 100 mg de aceite de orégano, con un contenido de timol de 30.70 mg y
de 9.36 mg de carvacrol kg™ de alimento (ORE) y carne de aves alimentadas con la dieta base
(TES). EI alimento incluyo aceite de soya crudo (ASC) o aceite de soya acidulado (ASA).
Muestras de musculo fueron envasadas al vacio y congeladas (-21 °C), desde el sacrificio de las

aves hasta su analisis en el laboratorio.

Estandares y reactivos

Los estandares de timol (99.5%) y carvacrol (98%) se obtuvieron de Sigma Aldrich, México
(Catalogo T0501 y W224502); el cloruro de metileno (CH,Cl,), de Fermont, México (99.9%), el
cloruro de sodio y el sulfato de magnesio de J. T. Baker (Catalogo 3624-01, México) y Sigma-
Aldrich (Catalogo M7506, Japon), respectivamente.

Para preparar la solucién madre de estos compuestos (965 y 976 pg mL™, respectivamente),
el timol se pesd en una bascula analitica (Ohaus®, Modelo AP210S, Suiza) y el carvacrol se
midié con una jeringa microlitica (Hamilton®, Reno Nevada, USA); ambos compuestos fueron
colocados en cloruro de metileno y se aforaron a 1 mL en un matraz graduado de 1 mL (Kimax,
EUA). De la solucién obtenida se tomaron 100 uL con una jeringa microlitica y se llevaron a 1
mL nuevamente para obtener la solucion madre. Las soluciones estandar utilizadas para la curva
de calibracién del cromatografo se prepararon en cloruro de metileno por dilucién de la solucién
mencionada: 80, 50, 20, 10, 5y 2 pL aforados a 1 mL y se almacenaron a -20 °C para ser

analizadas posteriormente.

Extraccién de timol y carvacrol de la carne

La carne se triturd en una picadora (Moulinex®) por 20 seg y se mezclé manualmente durante
5 min; se colocaron 10 g de carne en un tubo de polipropileno con 10 mL de CH.CI,, se
mezclaron por 2 min y se dejaron reposar durante 30 min. Se agregaron 1.5 g de MgSO4 anhidro
y 1 g de NaCl; la muestra se agito vigorosamente y se centrifugd a 3,000 rpm (Eppendorf, Mod.
5804. 4083 fcr, New York, EUA) por 5 min. De la capa superior se tomaron 6 mL en un tubo de
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centrifuga de 15 mL y se adicionaron 0.9 g de MgSQ,, luego se centrifugaron por segunda vez
en las condiciones mencionadas; del sobrenadante, 1 mL se concentr6 a 100 pL con una

corriente de nitrogeno.

Determinacion de timol y carvacrol

Para determinar la presencia de timol y carvacrol se utilizé un cromatégrafo de gases (CG;
Hewlett Packard P-6890, California, EUA) acoplado a un espectrometro de masas (EM; Hewlett
Packard 7953, California, EUA). La temperatura del puerto de inyeccion fue de 150 °C; se
utilizé una columna capilar Hewlett Packard 5ms® (30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro
interno y 0.25 um de espesor de la pelicula, California, EUA). La temperatura inicial del horno
fue de 60 °C, por 5 min, después se increment6 20 °C por min hasta alcanzar los 200 °C; se
utilizé helio como gas acarreador. EI EM se operé en modo scan (rango m/z: 30-550) con
ionizacion electrénica (70 eV). Las temperaturas del cuadrupolo, fuente de iones e interfase
fueron de 150, 230 y 220 °C, respectivamente. Se inyectd, manualmente, 1 puL de la muestra en
modo splitless y se compard con la base de datos NIST 2.0 (Mass Spectral Search Program,
EUA). Los iones utilizados para cuantificar e identificar el timol y carvacrol se muestran en el
Cuadro 10.

Linealidad y rango analitico

Se elabord una curva estandar con los datos obtenidos de una inyeccion de 1 pL de los
estandares a diferentes concentraciones de timol (1.93, 4.82, 9.65, 19.30, 48.25 y 77.2 mg mL™)
y carvacrol (1.95, 4.88, 9.76, 19.52, 48.8'y 78.0 mg mL™).

Analisis estadistico

La prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney (SAS, 2000) se utilizé para analizar las diferencias en

la cantidad de timol o carvacrol encontrado en la carne.
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1.3. Resultados y discusion

Deteccion de timol y carvacrol con estandares

Las muestras de timol y carvacrol de los estandares utilizados en cloruro de metileno se
detectaron por CG; la concentracion minima para timol y carvacrol se determin6 en 0.0193 y
0.0195 mg mL™, respectivamente. La técnica presentd linealidad en el rango de 1.93 a 77.2 mg
mL™ para timol y 1.95 a 78.0 mg mL™ para carvacrol, con coeficientes de correlacion (R)
mayores de 0.99 (Cuadro 10 y 11).

La linealidad utilizada para cuantificar timol y carvacrol fue adaptada (Méndez et al., 2008)
de acuerdo con los criterios utilizados para la confirmacion de los compuestos por CG-EM: (1)
presencia de al menos tres iones caracteristicos del espectro de masas; (2) el pico cromatogréafico
tuvo el mismo tiempo de retencion (TR) que el estandar de referencia del compuesto; (3) la
proporcidn de la abundancia relativa de los iones del patrén espectral obtenido coincidié con el
estandar de referencia; (4) el radio del ruido de la sefial de cada m/z (masa/carga) usada fue de
>3; y (5) el blanco de matriz no debe presentar interferencias o picos en el mismo tiempo de

retencién que el compuesto de interés (Mastovska y Lehotay, 2003).

Determinacion de timol y carvacrol en carne

En la Figura 8 se presentan los resultados de timol y carvacrol determinados en la carne de
pechuga de pollos que recibieron aceite de orégano con aceite de soya crudo en la dieta. La
cantidad de estos compuestos fue mayor en carne de pollos alimentados con aceite de orégano
que en aquellas que no lo recibieron (0.99 - 0.72 vs, 0.38 - 0.26 pg g™ de carne) (P < 0.05).

En la Figura 9 se presentan los resultados de timol y carvacrol determinado en el Pectoralis
major de pollos que recibieron aceite de orégano con aceite de soya acidulado. La cantidad de
timol y carvacrol en carne de pollos alimentados con aceite de orégano fue mayor, comparada
con la de pollos que no lo recibieron (1.14 — 0.55 vs, 0.20 — 0.08 pg g™ de carne) (P < 0.05).

También se encontraron cantidades de timol y carvacrol en muestras de carne de pollos que
no recibieron aceite de orégano en la dieta. Lo que indica que otros ingredientes utilizados
contienen éstos compuestos (Kim et al., 2003; Dykes et al., 2005; Cabrera-Soto et al., 2009) y al

estar presentes en la dieta del animal se depositan en la carne (Boutsoglou et al., 2002b).
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Los resultados indican que tanto el timol como el carvacrol contenidos en el aceite de orégano
se acumulan en las fibras musculares y su contenido aumenta al aumentar la cantidad adicionada
en el alimento. Sin embargo, las técnicas utilizadas para identificar y medir estos compuestos en
carne son limitadas; por lo tanto, su contenido ha sido determinado indirectamente como su
capacidad antioxidante al compararla con carne de aves que no los reciben (Botsoglou et al.,
2002a; Marcinc¢ak et al., 2008; Luna et al., 2010).

La acumulacion de timol y carvacrol en carne puede estar determinada por el tipo de tejido,
en esta investigacion solo se utilizé pechuga. Sin embargo, la acumulacién de estos antioxidantes
puede ser mayor en el higado, cerebro, rifidn, muslo, grasa abdominal o piel; debido a que en
estos tejidos hay mayor acumulacion de &cidos grasos (Botsoglou et al., 2002b; Luna et al.,
2010) que pueden favorecer la distribucion del timol y carvacrol (Bjgrneboe et al., 1990).

La fuente concentrada de energia puede afectar la absorcion de los antioxidantes naturales
debido a que las aves no aprovechan igual las grasas que los aceites (Wiseman y Salvador,
1991). Ademas, se puede alterar su mecanismo de accion (Yanishlieva et al., 1999), disminuir su
efecto antioxidante en el organismo de las aves (Tavarez et al., 2011) y finalmente deteriorar la
calidad de la carne (Morrisey et al., 1998). Pero la adicion de aceite de soya crudo o aceite de
soya acidulado a la dieta de las aves no present6 efecto en la acumulacion del timol o carvacrol.

En la actualidad, los antioxidantes naturales son una alternativa para los productores de pollo,
ya que son economicos y aceptados ampliamente por el consumidor. Estos compuestos, al estar
presentes en la carne de pollo, pueden mejorar la capacidad antioxidante del organismo al
ingerirlos a través de los alimentos (Su et al., 2007; Li et al., 2010; Viuda-Martos et al., 2010),
distribuidos y acumulados en el cuerpo, pueden proteger a los acidos grasos insaturados del

proceso oxidativo (Youdim y Deans, 1999).

1.4. Conclusiones

El timol y carvacrol son compuestos antioxidantes que se encuentran en los tejidos del
musculo en mayor cantidad cuando la dieta del ave se suplementa con aceite de orégano y en

menor cantidad con una dieta comercial estandar.
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Cuadro 10. lones utilizados para la cuantificacion del timol y el carvacrol en estandares y en la
carne de pollo.

Compuesto TR (min) lones [m/z] de diagnostico
[DE] Cuantificacion (AR) Caracteristicos (AR)
Timol 9,93[0.02] 135 (100) 150(24), 91(15.7), 115(9.1)
Carvacrol 10,07[0.03] 135 (100) 150(31.4), 91(13.1), 136(10.2)

TR =tiempo de retencion; DE = desviacion estandar; AR = abundancia relativa.

Cuadro 11. Linealidad encontrada en los compuestos estudiados.

Compuesto Rango (ug mL™) Ecuacion R
Timol 0.01-19 Y = 2.928%P008() + 1,29°XP007 0.994
Carvacrol 0.01-19 Y = 2.16%P9%%(X) + 2,178 0.999
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Figura 8. Contenido de timol y carvacrol en Pectoralis major de pollos alimentados
con aceite de soya crudo. TES: carne de aves que no recibieron aceite de orégano;
ORE: carne de aves que recibieron aceite de orégano (100 mg kg™ de alimento). La
caja representa el rango intercuartilico, la linea dentro de la caja representa la mediana
(n =8). A) Timol determinado en carne de aves alimentadas con aceite de soya crudo y
B) Carvacrol determinado en carne de aves alimentadas con aceite de soya crudo. El
valor de P esta basado en la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney, para la hip6tesis nula
de que no existen diferencias en la acumulacion de timol y carvacrol al adicionar aceite

de orégano a la dieta de las aves.
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Figura 9. Timol y carvacrol determinado en mdsculo Pectoralis major de pollos
alimentados con aceite de soya acidulado. TES: mdsculo de aves alimentadas sin
aceite de orégano; ORE: musculo de aves que recibieron aceite de orégano (100 mg kg
! de alimento). La caja representa el rango intercuartilico, la linea dentro de la caja
representa la mediana (n = 8). A) Timol determinado en carne de aves alimentadas con
aceite de soya crudo y B) Carvacrol determinado en carne de aves alimentadas con
aceite de soya acidulado. El valor de P esta basado en la prueba de Wilcoxon-Mann-
Whitney, para la hipétesis nula de que no hay diferencias en la acumulacién de timol y

carvacrol al adicionar aceite de orégano a la dieta de las aves.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

1. Conclusiones

La adicion de aceite de soya crudo o aceite de soya acidulado no afectan las variables
productivas de las aves, ni modifican la composicion de los &cidos grasos de la pechuga.

El aceite de orégano tiene efecto antioxidante en carne de aves alimentadas con aceite de soya
crudo como fuente concentrada de energia. Pero, al adicionar aceite de soya acidulado su efecto
antioxidante disminuye.

Los antioxidantes en el alimento de los pollos o adicionados a la carne, tuvieron efectos

similares de estabilidad oxidativa, tanto en carne de pollo refrigerada como congelada.

La miel de abeja adicionada a la carne fue mas efectiva que el butilhidroxitolueno para

mantener la estabilidad oxidativa en carne refrigerada y congelada.

La vitamina E suplementada en el alimento mantiene la estabilidad oxidativa de la carne mas

tiempo que el aceite de orégano adicionado por la misma via y nivel de inclusion.

El timol y carvacrol se acumulan en la pechuga al adicionarse en el alimento.
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2. Recomendaciones

Evaluar el mecanismo de accién antioxidante del aceite de orégano al adicionar diferentes
fuentes concentradas de energia a la dieta de las aves. Asi como su efecto, en la estabilidad
oxidativa de la carne.

Continuar evaluando la cantidad de aceite de orégano que se adiciona a la dieta de las aves y
la concentracion de sus antioxidantes para lograr una estabilidad oxidativa similar a la de la
vitamina E.

Plantear experimentos para evaluar el contenido de antioxidante de diferentes tipos de miel
producidas en diferentes regiones del pais, comparar su capacidad antioxidante in vitro y sus
efectos sobre la carne para mantener la estabilidad oxidativa y desarrollar productos céarnicos

novedosos con alto valor nutricional.

Realizar un estudio sobre las equivalencias de los antioxidantes, con la finalidad de comparar

su efectividad al ser utilizados por distintas vias de administracion.

Evaluar el nivel de antioxidantes contenidos en el aceite de orégano, cantidad suplementada al
alimento, acumulacién en fibras musculares, efecto del tiempo de la suplementacion y dosis

administrada.

Difundir estos resultados en la poblacién, con la finalidad de incrementar la ingestion de

antioxidantes naturales, en beneficio de su economia, nutricion y salud.
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