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hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en
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Figuras 31.

Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600
mg kg™ de ER 2:1 sobre las notas medias de olor y sabor propios de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en
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Figuras 32.

Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600
mg kg’ de ER 2:1 sobre las notas medias de olor y sabor rancio de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en

[ofo] g0 (el ToT =TSR [T o7 1=T ¢ oo TR

Figuras 33.

Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600
mg kg™ de ER 2:1 sobre las nota medias de olor y sabor a recalentado
de las hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en

(ofo] g0 (ol ToT =R [T oF= 1 (=] ¢ oo TS

Figura 34.
Estimacion del tiempo de vida utili de hamburguesas cocinadas de
corderos sometidos a diferente grado de suplementacién con 600 mg

kg™ de ER 2:1, de acuerdo con su pérdida de frescura..............c.ceceevnnn....

Figuras 35.
Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre los valores medios de TBARS y de tinte (C*) de la carne

cruda de cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por

Figuras 36.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre los valores medios del angulo de tono o matiz (H* o Hue) y
de los recuentos medios de bacterias aerobias mesoéfilas de la carne
cruda de cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por

Figuras 37.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre los recuentos medios de bacterias psicrofilas y de mohos y
levaduras de la carne cruda de cordero expuesta hasta 21 dias en

condiciones de venta al POr MENOT........ccooiiiviiiiiiee e
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Figuras 38.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre las notas medias de color magro y olor propio de la carne
cruda de cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por

Figura 39.
Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre las notas medias de olor rancio de la carne cruda de

cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.....

Figura 40.
Estimacion del tiempo de vida util de los lomos crudos procedentes de
corderos suplementados con 600 mg kg™ de ER 1:1, de acuerdo con su

PErdida de frESCUIA..........ooieeieeieci e e e e e e e

Figuras 41.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre el valor medio de TBARS vy tinte (C*) de las hamburguesas
cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de

(o= 111 11 Vo PP PRSPPI

Figura 42.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre el valor medio del &angulo de tono (H*) de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en

CONAICIONES A€ CALEIING. .. .uuviieiiiiiiiiiit e e e e e e e e e

Figuras 43.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre las notas medias de olor y sabor propios de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en
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Figuras 44.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1.1 sobre las notas medias de olor y sabor rancio de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en

(ofo] g0 (el ToT g =TSR [T 0% 11=] | Vo TR

Figuras 45.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre las nota medias de olor y sabor a recalentado de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en

coNdiICIONES A CAEIING......ccceeeiieieeeeeet e e e e e e

Figura 46.

Estimacion del tiempo de vida utili de hamburguesas cocinadas de
corderos sometidos a diferente grado de suplementacién con 600 mg
kg de ER 1:1, de acuerdo con su pérdida de
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Figuras 47.
Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 200 6 400 mg kg™
de ER 1:1 sobre los valores medios de TBARS y POx de la carne cruda

de cordero expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por

Figuras 48.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg kg™
de ER 1:1 sobre los valores medios de tinte (C*) y del &ngulo de tono o
matiz (H* o Hue) de la carne cruda de cordero expuesta hasta 14 dias en

condiciones de venta al POr MENOT.............oovviiiiiiiiiiicree e e

Figuras 49.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg kg™
de ER 1:1 sobre los recuentos medios de bacterias aerobias mesofilas y
bacterias psicrofilas de la carne cruda de cordero expuesta hasta 14 dias

en condiciones de venta al POr MENOT.........cc.uuiiiieiiiiiiiie e
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Figura 50.

Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 200 6 400 mg kg™
de ER 1:1 sobre los recuentos medios de mohos y levaduras de la carne
cruda de cordero expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por

Figuras 51.

Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 200 6 400 mg kg™
de ER 1:1 sobre las notas medias de color magro y olor propio de la
carne cruda de cordero expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta
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Figura 52.
Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg kg™
de ER 1:1 sobre las notas medias de olor rancio de la carne cruda de

cordero expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por menor.....

Figura 53.
Estimacion del tiempo de vida util de los lomos crudos procedentes de
corderos suplementados con 200 6 400 mg kg de ER 1:1, de acuerdo

con SU pérdida de frESCUIA.........uuuuiiiiii e

Figuras 54.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg kg™
de ER 1:1 sobre el valor medio de TBARS y tinte (C*) de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en

CONAICIONES A€ CALEIING. .. .uuviieiiiiiiiiiit e e e e e e e e e

Figura 55.

Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 200 6 400 mg kg™
de ER 1:1 sobre el valor medio del angulo de tono (H*) de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en
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Figuras 56.

Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 200 6 400 mg kg™
de ER 1:1 sobre las notas medias de olor y sabor propios de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en

[ofo] g0 (el ToT =TSR [T o7 1=T ¢ oo TR

Figuras 57.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg kg™
de ER 1:1 sobre las notas medias de olor y sabor rancio de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en

(ofo] g0 (ol ToT =TSR [T oF= 1 (=] ¢ oo TR

Figura 58.

Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg kg™
de ER 1:1 sobre las nota medias de olor y sabor a recalentado de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en

CONAICIONES dE CALEING. .. .uuvueeiiiiieeiie e e e e e e e e e

Figura 59.
Estimacion del tiempo de vida util de hamburguesas cocinadas de
corderos sometidos a diferente grado de suplementaciéon con 200 6 400

mg kg™ de ER 1:1, de acuerdo con su pérdida de frescura........................

Figura 60.
Carne cruda de cordero procedente de corderos sin suplementar o
suplementados con 200 6 400 mg kg™ de ER 1:1, almacenada 11 dfas

en condiciones de venta al POr MENOT.........uuuuiiiiiiiiiiiieie e
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1.3. Abreviaturas.

3D
a*
ADN
AEAC
AENOR
AMSA
AOAC
ASTM
b*
BHA
BHT
BSA
C*
CAT
CE
COPs
CRA
DNPH
ER
EN
FAO
FDA
FLT
FRAP
FT

GC
GRAS

H*
HPLC
IFT
ISO
L*
LSD
Ix

M
MAGRAMA
MAP
Mb

Tercera derivada.

Coordenada a*: Rojo-verde.

Acido desoxirribonucleico.

Ascorbic Acid Equivalent Antioxidant Capacity.
Asociacion Espafiola de Normalizacion.
American Meat Science Association.
Association of Official Analytical Chemists.
American Society for Testing and Materials.
Coordenada b*: Amarillo-azul.
Butil-hidroxi-anisol.

Butil-hidroxi-tolueno.

Bovine serum albumin.

indice de saturacion o Chroma.

Catalasa.

Comunidad Europea.

Cholesterol oxidation products.

Capacidad de retencion de agua.
Dinitrofenilhidrazina.

Extracto de romero.

European Norme.

Food and Agriculture Organization of the United Nations.
Foods Drugs Administration.

Flavonoides totales.

Ferric reducing antioxidant power.

Fenoles totales.

Gramo.

Gas chromatography.

Generally recognized as safe.

Hora.

Tono o angulo Hue.

High performance liquid chromatography.
International Food Technology.

International Organization of Standardization.
Coordenada L*: Luminosidad.

Least significant difference.

Lux.

Molaridad.

Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente.
Modified atmosphere packaging.

Mioglobina.
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MbO,
MDA
MetMb
min
Mpa
MRS
N

NF
°C

P
PAM
PCA
POXx
ppm
QDA
RB
RD
ROS
RTS
rpm

SOD
TBA
TBARS
TCA
TEAC
TEP
TLC
UA
ufc
UNE
VOCs
VRBG
WOF
wWOO

22

Oximioglobina.

Malondialdehido.

Metamioglobina.

Minuto.

Megapascal.

Man Rogosa Sharpe agar.
Normalidad.

Norme Francaise.

Grados centigrados.

Probabilidad.

Planta aromatico medicinal.

Plate count agar.

Protein oxidation.

Partes por millon.

Quantitative descriptive analysis.
Rose bengal agar.

Real Decreto.

Reactive oxygen species.
Reglamentaciéon Técnico Sanitaria.
Revoluciones por minuto.
Segundo.

Superdéxido dismutasa.

Acido tiobarbiturico.

Thiobarbituric acid reactive substances.
Acido tricloroacético.

Trolox equivalent antioxidant capacity.
Tetra-etoxi-propano.

Thin liquid chromatography.
Unidades arbitrarias.

Unidades formadoras de colonias.
Norma Espaiiola.

Volatile organic compounds.
Violet red bile glucose agar.
Warmed over flavor.

Warmed over odour.
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1.4. Tabla de unidades.

Parametro
Luminosidad L*
Rojo-verde a*
Amarillo-azul b*

Tinte C*

Tono H*

pH

TBARS

POx

Aerobios mesdfilos totales
Psicrofilos totales
Enterobacterias
Mohos y Levaduras
Color magro

Color grasa

Color cordero cocinado
Exudados

Olor propio

Olor rancio

Olor acido

Olor patrido

Olor moho

Olor cordero cocinado
Olor rancio caliente
Olor recalentado
Sabor cordero cocinado
Sabor rancio frio
Sabor rancio caliente
Sabor recalentado
Terneza

Jugosidad

Frescura

Unidades
0-100 CIE

+60 CIE

85 CIE

0-360°

0-14 —log H*

mg MDA kg*

nmol carbonilos/mg proteina

log ufc g*

1-5 UA QDA

1-5 UA
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA.
2.1. Introduccioén.

La carne es un alimento muy perecedero con una reducida capacidad de
conservacion. Los sistemas actuales de comercializacién requieren de métodos
cada vez mas eficaces para asegurar la calidad de la carne sometida a una
manipulacion previa (fileteado, envasado, etc.) y expuesta durante largos
periodos de tiempo en vitrinas refrigeradas. La Legislacion Alimentaria no
permite el uso de aditivos conservantes en la carne fresca. Por su parte, el
envasado de la carne en atmadsferas protectoras ricas en oxigeno y diéxido de
carbono, una de las tecnologias de conservacidbn mas comunes para este tipo de
alimentos, presenta el inconveniente de que intensifica la oxidacion, con la
consiguiente pérdida de calidad sensorial y la posible merma de salubridad de la

carne.

Por tanto, preservar la calidad de la carne durante el mayor tiempo posible
se ha convertido en un reto para los productores de carne. Una de las posibles
estrategias a seguir consiste en aumentar la capacidad de conservacion de la
carne mediante la ingestion, por parte de los animales de abasto, de vegetales
ricos en compuestos conservantes activos asimilables. Las técnicas de
suplementacion del pienso con conservantes vegetales han demostrado ser
efectivas, ya que parte de estos principios activos antioxidantes y/o
antimicrobianos se metabolizan y se depositan en el tejido muscular y adiposo
(Govaris y col., 2004) durante el desarrollo del animal, proporcionando

cualidades positivas a la carne.

Entre los posibles vegetales a utilizar, el uso de especies ricas en
compuestos polifendlicos esta suscitando un interés especial en base a su
actividad antioxidante y antimicrobiana, la cual suele manifiestarse de forma
efectiva, tanto cuando dichos compuestos se encuentran incorporados en su
soporte organico natural, como cuando son empleados en forma de extracto
vegetal. Entre estas especies destaca el romero (Rosmarinus officinalis L.),
planta aromatica extensamente conocida perteneciente a la familia de las

labiadas, utilizado de forma tradicional por sus propiedades antisépticas y
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astringentes, asi como aditivo alimentario “GRAS” (Generally Recognized As
Safe) (Lopez-Bote y col., 1998), con numerosas aplicaciones en el mundo de la
cocina, la medicina o la cosmética. A partir de la planta de romero fresco pueden
obtenerse diversos derivados, tales como aceites esenciales, hoja libre de aceite
esencial y extractos, susceptibles de ser utilizados como conservantes de origen

natural.

La actividad antioxidante de los extractos de romero, tanto en sistemas
lipofilicos, como hidrofilicos, ha sido ampliamente estudiada (Cao y col., 1993;
Slinkard y Singleton, 1977; Robards y col., 1999; Okamura y col., 1994; Zheng y
Wang, 2001; Lee y Shibamoto, 2002, Rababah y col., 2004; Del Bafio y col.,
2003). Esta se deriva principalmente de su riqueza en compuestos de tipo
polifendlico, siendo el &cido carndsico, acido rosmarinico, carnosol, rosmanol,
naringina y cirsimaritina los componentes fendlicos detectados a mayor
concentracion, presentando el rosmanol y &cido rosmarinico capacidades
antioxidantes superiores a a-tocoferol y BHT (Cuvelier y col., 1996). Otros
compuestos polifendlicos presentes en el romero son el &cido galico, acido
cafeico, acido ferulico, acido cumarico, hesperidina, luteolina, apigenina y
genkwanina (Mofiino y col., 2008). El acido carndsico es el compuesto con
actividad antioxidante y antimicrobiana presente de forma mayoritaria en el
romero, si bien su uso en solitario como conservante natural proporciona peores
resultados que cuando se emplea integrado en la matriz completa, ya que las
diferentes sustancias presentes en la misma muestran comportamientos
sinérgicos (Saenz-Lépez y col., 2002; Cuvelier y col., 1996), de ahi el interés de
usar ratios de principios activos que mejoren la absorcién y metabolizacion de

los mismos.

Los beneficios derivados del empleo de extracto de romero como
conservante natural en carne y productos céarnicos han sido probados en
numerosos estudios (Murphy y col., 1998; Formanek y col., 2001; Ahn y col.,
2002; Djenane y col., 2002; Sanchez y col., 2003; Fernandez-Lépez y col., 2005;
McCarthy y col., 2001%; Nissen y col., 2004; Sebranek y col., 2005; Yu y col.,
2002; Mielnik y col., 2003; Nassu y col., 2003); sin embargo, su efectividad

depende de la manera en que son incorporados a la carne los polifenoles que lo
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constituyen. Cuando la dieta del animal de abasto es suplementada con el
extracto de romero y los polifenoles estan presentes en el musculo procedentes
del metabolismo animal (adicion endbégena), la carne muestra una mejor calidad
y una mayor estabilidad oxidativa que cuando el extracto se afiade directamente
a la carne durante el proceso de elaboracién del alimento (adicion exogena)
(Petron y col., 2007; Mofino y col.,, 2008). Ademas, existe cierto riesgo de
aparicién de colores, sabores y olores anémalos cuando se adicionan vegetales

ricos en polifenoles directamente a la carne (Bafion y col., 2007).

Estudios previos con ovejas gestantes y lactantes han mostrado que la
suplementaciéon de su dieta con subproductos del romero (hoja libre de aceite
esencial) retrasa el deterioro del color de la carne fresca, ejerce un efecto
protector de la oxidacién de lipidos e inhibe el desarrollo de la microflora
alterante, especialmente bacterias mesoéfilas, en carnes envasadas en atmdsfera
protectora y expuestas en refrigeracion. Las cantidades de acido carndsico y de
otros polifenoles del romero alcanzadas en el musculo como resultado de la
inclusion de la hoja de romero libre de aceite esencial en la dieta de las ovejas
madres son suficientes para mejorar la capacidad antioxidante (Mofiino y col.,
2008) y aumentar el grado de conservacion de la carne de cordero (Nieto y col.,
2010%). La incorporacion de este subproducto de romero a la dieta confiere
caracteristicas positivas a la carne fresca, mejorando la apariencia y el olor de la
misma (Nieto y col., 2010%). Otros estudios complementarios (Nieto y col., 2011?)
sugieren que los principios activos antioxidantes del romero continlan siendo
activos tras el cocinado de la carne, ya que previenen el enranciamiento de ésta

cuando es conservada en refrigeracion y aerobiosis.

El empleo de romero en alimentaciéon animal cuenta con el handicap de la
falta de homogeneidad del material vegetal. Las actividades antimicrobianas y
antioxidantes del romero dependen, en primer lugar, de su contenido en aceites
esenciales, el cual, a su vez, esta influenciado por factores como el lugar de
origen (Jamshidi y col., 2009; Jordan y col., 2013) (Figura 1), las condiciones
medioambientales y agrondmicas (Moghtader y Afzali, 2009), el momento de la
cosecha (Celiktas y col., 2007), el estado de desarrollo de las plantas (Ruberto y
Barata, 2000) y el método de extraccion (Ramirez y col., 2006; Okoh y col.,
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2010). Ello produce una gran variabilidad en la rigueza en aceite esencial y en el
contenido en compuestos fendlicos, lo cual condiciona sus potenciales
actividades antimicrobiana y antioxidante, y dificulta la estandarizacion de las
dietas con romero de los animales de abasto, ya que las dosis de ingredientes
activos incorporados pueden no ser suficientes para alcanzar el efecto

conservante deseado.

De todo lo anterior se desprende el interés en realizar estudios sobre
suplementacion dietética con extractos “tipificados” de romero de composicion
conocida que permitan ofertar al ganadero un pienso enriquecido en principios
activos de calidad y homogeneidad contrastada. Para ello, es muy importante
determinar las dosis éptimas de extracto que permitan obtener una adecuada
rentabilidad y garantizar la transmision efectiva de los principios activos a los
productos destinados a la alimentacion humana (leche, carne y derivados), sin
detrimento del rendimiento animal, con los objetivos de prolongar la vida
comercial de la carne procesada segun los sistemas de comercializacion
actuales (envasada, cocinada, etc.) y ofertar al consumidor un producto
alimenticio mas saludable. Ademas, podria representar una salida para aumentar
la superficie cultivada de romero, cuya produccion hasta la fecha esta basada
casi exclusivamente en la recoleccién en el monte y cuyo cultivo supondria una
mejora econOmica de sectores agricolas desfavorecidos de zonas rurales de

secano.
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Figura 1. Rendimiento de aceites esenciales de romero (g de aceite por 100 g)

en diferentes zonas bioclimaticas de la Region de Murcia (Jordan y col., 2013).
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Supra-Mediterraneo.

2.2. Produccién y consumo de cordero y perspectivas futuras.

La carne y los productos carnicos representan una parte importante del
patrén alimentario de los hogares espafioles. Tanto los datos de consumo, como
los datos de gasto en alimentos y bebidas, otorgan a la carne las cifras mas
elevadas en las demandas de los individuos. En las estadisticas sobre consumo
aparecen asociados los datos relativos a las carnes de ovino y caprino, cuya
presencia comercial en los mercados y en la restauracion también se presenta

bajo categorias similares, aun tratandose de especies distintas.

El ganado ovino es una especie basica en la ganaderia mundial,
encontrandose distribuida por todos los continentes para el aprovechamiento de

su carne, leche, lana, cuero y estiércol. Segun los datos publicados por la FAO,
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el censo mundial de ovino ascendio en 2010 a casi 1.078 millones de cabezas,
censo que se encuentra estabilizado en los ultimos decenios, aunque con
tendencia a la baja y repartido de forma desigual entre las diferentes zonas,
siendo Asia (42,19%) y Africa (27,75%) las regiones con mayor importancia,
seguidas por Europa (12,14%), Oceania (9,34%) y América (8,58%). La
produccion de ovino en la Unién Europea alcanz6 en 2010 cerca de 1,5 millones
de toneladas, correspondientes a 130,8 millones de cabezas. La demanda anual
de carne de ovino y caprino por parte del consumidor europeo durante el afio

2011 se situd en 2,1 kg per capita.

La explotacion del ganado ovino en Espafia ha tenido desde antiguo un
fuerte arraigo, sobre todo en areas montafiosas en las que, en gran parte, se
destina su uso a la produccion carnica. El sector ovino-caprino representa el 8%
de la produccién final ganadera, situandose nuestro pais, con una produccién de
135.000 Tm anuales (FAO, 2010), en segundo lugar como productor de carne de
ovino dentro de la Unién Europea, por detras de Reino Unido, y en decimoquinta
posicion a nivel mundial. EI consumo de carne ovina y caprina en el hogar
durante el afio 2011 fue de 95.903 Tm en Espafa, situandose al nivel de la
media europea (2,1 kg afio™ per capita), lo cual supuso un gasto total de 997,3
millones de euros, cantidad a la cual habria que afiadirle los 146,5 millones de
euros de gasto correspondientes a la demanda extra-doméstica de 15,1 millones
de kilogramos en el sector de la restauracion. Cada espafol gasté 21,7 euros per
cépita en carne de ovino y caprino y consumié 2,1 kg de este tipo de carne
durante el afio 2011; sobre el total de la familia de carnes, el ovino y el caprino
representaron un 6,4% del gasto y un 4% del consumo.

La produccién ovina se concentra en el centro de la peninsula, en las dos
Castillas, Extremadura y Aragon, con un clima continental que determina una
produccién de pastos escasa y estacional. En estas zonas la ganaderia ovina ha
sido siempre complementaria de una agricultura de secano muy extensiva,
aprovechando los pastos naturales, barbechos y rastrojeras. Por el contrario, en
las regiones cantabricas el ganado ovino juega un papel muy marginal. En
Andalucia es muy importante el ovino, distinguiéndose dos zonas principales, el

noroeste que corresponde a zonas adehesadas donde predomina la oveja
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Merina (norte de Huelva, Sevilla y Cordoba) y la zona oriental donde predomina
la raza Segurefia que aprovecha los pastos de zonas montafiosas en altiplanos
de Jaén, Granada y Almeria. Esta raza también esta presente de forma
destacada en la Region de Murcia, donde representa un porcentaje elevado de
las 525.375 cabezas que componen el censo de la cabafia ganadera de ovino
(MAGRAMA, 2011). El ovino constituye una parte importante de la economia
rural de las zonas mas desfavorecidas de la Region de Murcia y tiene un papel
destacado en la vertebracion de los territorios, en el aprovechamiento de los

recursos naturales y en el mantenimiento del modo de vida rural.

Tanto a nivel nacional, como europeo, la produccion de cordero ha sufrido
una fuerte reduccion durante los Ultimos afios. Concretamente en nuestro
mercado, con caracter general, se observa una notable volatilidad en el consumo
de este tipo de carne (Figura 2). En términos per cépita, los niveles de consumo
medio de carne de ovino y caprino del afio 2007 eran practicamente similares a
los existentes en el afio 2000 (en torno a 2,7 kg), pero ha habido varios afios en
los que se ha consumido cerca de 6 kg por persona (por ejemplo, 5,9 kg en
2003). La cifra apuntada para el afio 2012 fue sensiblemente inferior (1,9 kg). La
carne de ovino acusa distintos fendmenos que repercuten, tanto en su demanda,
como en su oferta. Por una parte, ante una situacion de recesion y reduccion de
gasto, muchos hogares cambian el consumo de ovino y caprino por otro tipo de
carnes con un precio mas bajo como, por ejemplo, el pollo o el cerdo (efecto
sustitucién). Al mismo tiempo, los cambios en la demanda internacional de
materias primas se han traducido en un incremento significativo del coste de
produccién como consecuencia del mayor gasto en la alimentacién animal,
estando actualmente el mercado de la carne en Espafia orientado a la
produccion de carnes baratas, como las ya indicadas de cerdo y aves de corral,

destinadas en parte a su transformacion en productos carnicos.

Ademas, la carne ovina presenta un intenso flavor caracteristico no
siempre apreciado por los consumidores. Otra caracteristica asociada a la
demanda de carne de ovino y caprino es la estacionalidad en el consumo per
capita y en la tasa de penetracion (hogares que consumen este producto). La

carne de cordero, en Espafia, ha tenido tradicionalmente un patron de consumo

30



Revision Bibliografica

particular, centrado en fiestas y fechas navidefias. EI mes de diciembre,

asociado a las celebraciones navidefias, plantea el mayor consumo per capita y

la mayor tasa de penetraciobn mientras que, por el contrario, los resultados mas

reducidos estan localizados en el mes de agosto. Al mismo tiempo, evaluando

conjuntamente consumo y precio, se observan oscilaciones en esta Ultima

variable especialmente relevantes en el mes de diciembre asociadas a los

mayores niveles de demanda anteriormente comentados, periodo en el que no

importa tanto el precio de la carne, sino la calidad y la imagen de la misma,

asociadas principalmente al sabor, por lo que cualquier mejora en ese sentido

puede marcar una ventaja comparativa a la hora de la comercializacion (Martin,
2012).

El dltimo dato disponible de censo total de ganado ovino (fuente SITRAN:
Sistema Integral de Trazabilidad Animal) a 1 de enero de 2013 es de 16.609.069

cabezas, con una disminucion del 4,5% respecto al 1 de enero de 2012. Sin

embargo, segun datos de la misma fuente, la cifra provisional de explotaciones

de ovino aumentd un 4,3% entre los afios 2012 y 2013, alcanzando en éste

altimo un total de 111.787 explotaciones, rompiendo con la tendencia de
reduccion de los ultimos afios (MAGRAMA, 2013) (Figura 3).

Figura 2. Evolucion del consumo de carne fresca de ovino y caprino en los
hogares espafioles (2006-2012) (MAGRAMA, 2013).
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Figura 3. Evolucién de las explotaciones de ovino en Espafa (2007-2013)
(MAGRAMA, 2013).
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En los ultimos diez afios ha aumentado el potencial mercado de
consumidores de carne ovina con la masiva llegada a Espafia de inmigrantes
musulmanes. Asimismo, la carne de cordero cuenta con un considerable
mercado en el sector de la restauracion, donde los margenes comerciales son
mas amplios que en la venta directa. A esto hay que sumar que la produccién
ovina sustenta buena parte de la economia en amplias zonas rurales de nuestro
pais, incluyendo zonas de pastoreo, por lo que se beneficia de ayudas
econOmicas de la administraciébn que abaratan los costes de produccién de la

carne.

En lo referente a comercio exterior de carne de ovino-caprino también se
ha observado un cambio de tendencia en los ultimos afos, con un balance final
de exportaciones/importaciones positivo para nuestro sector, tanto en términos
de cantidades, como en valor econémico, manteniendo Espafia un balance
comercial exportador neto. Los principales destinatarios de las exportaciones
espafiolas de carne de ovino y caprino han sido los Estados miembros de la
Union Europea con el 97% del total exportado, frente al 3% que se ha dirigido a

terceros paises.
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Durante el afo 2012 la actividad exportadora se ha recuperado
significativamente del bache sufrido en 2009, donde hubo una caida del -18,7%
de las exportaciones a la Unién Europea, en linea con la caida de la produccion
nacional. El valor de lo exportado en 2012 ha superado al conjunto de las
importaciones totales de carne, incluidas las carnes procedentes de paises
terceros tales como Chile o Nueva Zelanda. El balance neto de las exportaciones
de carne de ovino hasta septiembre de 2012 (135 millones de euros) ha
presentado una cobertura positiva con respecto al valor de las importaciones,

gue sumaron el afio pasado un total de 38 millones de euros.

La evolucion de los intercambios totales de animales vivos entre 2011 y
2012 también ha reflejado un balance positivo, observandose un gran aumento
(402%) de las exportaciones totales debido al notable aumento de los animales
exportados a terceros paises, y una disminucién del 38% en lo referente a
importaciones totales. Los principales destinos de exportacion de ovinos y
caprinos vivos en el afio 2012 fueron: Francia (80%), Libia (8%), Italia (6,5%) y
Libano (3%) (MAGRAMA, 2013).

2.3. Normativa especifica para la produccion y el consumo de carne.

La produccién de carne esta regulada por el Real Decreto 1376/2003, de
7 de noviembre, por el que se establecen las condiciones sanitarias de
produccion, almacenamiento y comercializacion de las carnes frescas y sus
derivados en los establecimientos de comercio al por menor, modificado por el
Real Decreto 728/2011, de 20 de mayo.

En dicho Real Decreto se recogen las definiciones de carnes y productos
carnicos, los requisitos y condiciones que éstos deben cumplir durante las fases
de manipulacion, almacenamiento, conservacion, transporte y venta, asi como
todo lo referente al envasado y etiquetado y al marcado sanitario. También
vienen indicadas las definiciones de los establecimientos y dependencias
autorizados para la produccién, almacenamiento y comercializacion de carnes y
productos cérnicos, las condiciones y autorizaciones que deben cumplir dichos

locales, y los autocontroles y controles oficiales a los que pueden ser sometidos.
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2.4. Calidad de la carne ovina.

La calidad de un alimento puede ser definida como “el conjunto de
propiedades y caracteristicas de un alimento, consecuencia de las exigencias
previstas en las disposiciones obligatorias relativas a las materias primas o
ingredientes utilizados en su elaboracion, a los procesos utilizados en la misma,
asi como a la composicion y presentacion del producto final” (MAGRAMA, 2013).
Sin embargo, ésta es una definicion muy general de la misma, al ser la calidad

un concepto muy subjetivo y complejo de medir.

La calidad de la carne comprende, entre otros aspectos, su composicion
guimica (valor nutricional) y sus caracteristicas organolépticas (valor sensorial),
tales como la terneza, color, sabor, olor y jugosidad, pero para el sector carnico,
entre otros, este concepto debe ser ampliado y matizado, afiadiendo aspectos
como el de calidad higiénica (presencia/ausencia de microorganismos patdogenos
y alterantes, toxinas, aditivos o residuos), calidad tecnoldgica (aptitud para el
procesado), calidad nutricional (aminoacidos y acidos grasos esenciales,
vitaminas, hierro, etc.) e incluso aspectos como el bienestar animal o sistemas
de produccién (Wood y col., 1998).

En las sociedades desarrolladas, los centros de produccion animal
pueden estar situados lejos de los centros de consumo, a los que suelen llegar
desde plataformas de distribucion. Esto implica mayor cantidad de tiempo entre
gue la carne es producida y consumida. Cada vez es mayor la tendencia a
distribuir la carne a través de grandes superficies en envases donde se presenta
ya troceada o picada. De esta manera se evita la mano de obra especializada
(carniceros), y aumenta la satisfaccion del cliente, que no debe esperar colas
para ser atendido. Asi mismo, el ritmo de vida actual determina una mayor
preferencia del consumidor por alimentos precocinados, generalmente
conservados en refrigeracion, en los que el tiempo y el esfuerzo de elaboracion
sean minimos. Sin embargo, esta manipulacién previa de la carne y de los
derivados carnicos acorta su vida util, entendiendo ésta como el tiempo que se
mantiene aceptable bajo determinadas condiciones de distribucion,

almacenamiento y visualizacion (Gyesley, 1991).
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Las principales propiedades sensoriales por las cuales los consumidores
juzgan la calidad de la carne y los productos carnicos son la apariencia, la
textura y el flavor (Gray y col., 1996). La apariencia es habitualmente utilizada
como criterio de seleccion de la carne fresca, pues es la Unica propiedad de la
carne que puede ser percibida por el consumidor cuando ésta se encuentra en
un envase o en un expositor (Faustman y Cassens, 1990°). La iluminacién en
expositor de la carne envasada para la venta al por menor es esencial para su
comercializacion y presentacion, pero es un factor que puede acelerar la
decoloracion de la carne, con la consecuente reduccion de su vida util (Kropf,
1998).

Algunas de las caracteristicas propias de la carne (riqueza en
macronutrientes y alto contenido en agua) le hacen ser considerada uno de los
alimentos mas perecederos. Uno de los principales objetivos de la industria
carnica es mantener la calidad primaria de la carne retardando al maximo su
deterioro durante el periodo de comercializacion. Los distintos tipos de envasado
permiten extender el tiempo de vida util de la carne hasta los 7 dias mediante el
empleo de MAP con elevados porcentajes de oxigeno y dioxido de carbono, o

hasta los 14 dias cuando el envasado es a vacio (Lorenzo y col., 2012).

Actualmente, ademas del uso de atmésferas protectoras, las estrategias
para el control de los procesos de deterioro se orientan hacia la mejora de la
estabilidad de la carne mediante el empleo de antioxidantes y antimicrobianos
incorporados a los envases (Coma, 2008) y a la propia carne (Devatkal y
Naveena, 2010), teniendo en cuenta que ésta se comercializa mayoritariamente
refrigerada y sin transformar y que actualmente no esta permitido el uso de
aditivos para conservar la carne fresca, tal y como se indica en el Reglamento
(CE) 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo.
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2.4.1. Atributos de calidad.
e Carne cruda.

La carne cruda de cordero se caracteriza por presentar un color rojo
brillante e intenso, un nivel moderado de grasa infiltrada y un débil aroma a
suero. Es una carne tierna y con escasa exudacion gracias a su elevada CRA
(Capacidad de Retencién de Agua) (Onega y col., 2001), y es una fuente
primaria de proteinas de alta calidad, lipidos, vitaminas y minerales, ademas, la
carne de cordero tiene un elevado contenido en acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) w-3, si la comparamos con la carne de ternera o cerdo. Estos acidos
grasos, aungue beneficiosos para la salud, actian como sustratos en los
procesos oxidativos de la carne (Abuja y col., 2001). Todas estas caracteristicas
de la carne de cordero la determinan como un producto con una corta vida util
(Williams, 1991).

La carne cruda tiene un ligero olor metélico debido a la presencia de
hierro de la sangre y presenta un escaso contenido en componentes aromaticos,
aunque si contiene los precursores de éstos. Esto hace que sea su color lo que
determine en gran medida su apariencia global, siendo el principal atributo
mediante el cual el consumidor juzga su frescura y calidad antes de comprar,
estableciéndose en base al mismo la aceptacion o rechazo del producto, de ahi

Su gran importancia.

Los catadores pueden apreciar cambios en el flavor de un alimento, que
en realidad no existen, cuando realizan pruebas de andlisis sensorial a alimentos
a los que se modifica el color sin que se vea afectada ninguna otra caracteristica
(Barbut, 2002). Esto demuestra la interrelacion entre las diferentes

caracteristicas sensoriales de los alimentos.

La responsable del color en la carne es una proteina heminica, la
mioglobina, principal pigmento de la carne de los animales de abasto. Su
concentracion y estructura quimica va a ser determinante en el color de la carne
y los productos carnicos. La molécula de mioglobina consta de un nucleo de
hematina unido a un componente proteico tipo globulina (Lawrie, 1998). El grupo
prostético de la hematina estd formado por un atomo de hierro y un anillo

36



Revision Bibliografica

protoporfirinico, con cuatro anillos pirrélicos unidos en cuatro de los seis sitios de
coordinacion del atomo de hierro, el cual queda en posicion central (Lehninger,
1982). El grupo hemo estd unido a la apo-proteina en el quinto sitio de
coordinacion por una union entre el atomo de hierro y un residuo de histidina,
mientras que el sexto sitio esta disponible para unir una gran variedad de
ligandos (Faustman y Cassens, 1990%). La porcion proteica de la globina confiere
solubilidad al anillo pirrdlico protegiéndole del acceso de agua y sus iones
conjugados, OH™ y H*, que provocarian una oxidacion del hierro de la hematina
(Shikama, 1990).

De manera general, en la carne cruda pueden encontrarse tres formas
qguimicas de la molécula de mioglobina. Esto depende de si el hierro del nlcleo
de hematina, el hierro hemo, esta en forma de ién ferroso reducido (Fe*") o como
i6n férrico oxidado (Fe®"). Cuando el hierro hemo se encuentra en estado
reducido o ferroso (Fe*") y carece de un sexto ligando se denomina
desoximioglobina, de color rojo puarpura, usandose comunmente para este
estado el término mioglobina. En esta forma ferrosa el hierro de la hematina
puede combinarse con gases y en especial con el oxigeno formando la
oximioglobina, pigmento responsable del color rojo brillante deseable de la carne
fresca. Estas dos formas reducidas de la mioglobina, desoximioglobina y
oximioglobina, pueden oxidarse rapidamente a metamioglobina, de color marrén
pardo, donde el hierro hemo es convertido al estado férrico (Fe®**) y el agua
ocupa el sexto sitio de coordinaciéon (Faustman y Cassens, 1990%; Shikama,
1990) (Figura 4). Para mantener la estabilidad del color es necesario evitar la

formacién de metamioglobina y tratar que la mioglobina permanezca intacta.

Las tres formas de la mioglobina (desoximioglobina, oximioglobina y
metamioglobina) son interconvertibles en la carne fresca mientras no se
desnaturalice la parte proteica, por lo tanto, si se dan las condiciones para ello,
durante la refrigeracion de la carne puede producirse la evolucion de las
proporciones relativas de los distintos estados de la mioglobina, siendo este
hecho determinante en el color de la carne durante su conservacion (Van Laack
y col., 1996).
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Figura 4. Estados de la mioglobina.
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Ademas de estas tres formas quimicas de la mioglobina, en la carne
podemos encontrar otra serie de pigmentos originados por las sales del curado,
accion de microorganismos, etc. Por ejemplo, la nitrosomioglobina, pigmento
responsable del color de los productos curados, el cual se forma con la reaccion
de la metamioglobina y el 6xido nitrico procedente de los nitritos afiadidos en las
sales de curado (Mdhler, 1982).

e Carne cocinada.

La carne cocinada de cordero presenta en general un color marrén claro y
se caracteriza por ser tierna, poco elastica y muy jugosa, influyendo sobre su
jugosidad, ademas del porcentaje de grasa infiltrada, su elevada CRA, la cual
permite que su contenido en agua sea superior al de otras carnes (Onega y col.,
2001). La carne de cordero presenta un flavor caracteristico, generandose
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durante el cocinado muchos de los compuestos responsables del mismo, entre
sustancias aromaticas sapidas y potenciadoras del sabor, pudiendo llegar a

provocar el rechazo del consumidor (Young y col., 1993).

Existen componentes aromaticos y sapidos comunes a todas las carnes y
componentes especificos. Los primeros derivan del calentamiento de los
componentes hidrosolubles de bajo peso molecular, tales como los azucares,
aminoacidos, péptidos, nucledtidos y compuestos nitrogenados; los segundos,
son atribuidos a la coccion de los lipidos, principalmente los fosfolipidos y en
menor medida los triacilgliceroles (Warriss, 2000). Los lipidos experimentan una
degradacion oxidativa liberando varios compuestos volatiles, tales como los
aldehidos alifaticos y aldehidos insaturados y otros compuestos heterociclicos
determinados por el perfil de &cidos grasos de la carne.

Algunos acidos grasos ramificados, tales como los acidos 4-metiloctanoico
y 4-metilnonanoico, estan asociados con la produccion del caracteristico flavor
de la carne de cordero y pueden ser el origen del desagrado mostrado por parte
de algunos consumidores a este tipo de carne (Reineccius, 1994). La carne
también puede desarrollar flavores andémalos como consecuencia del
almacenamiento o la contaminacién por agentes quimicos y microorganismos,
asi como presentar flavores anémalos asociados al depésito de determinados
compuestos quimicos procedentes de la dieta (Ford y Park, 1980).

El flavor de la carne ovina ha sido objeto de diversos estudios cientificos y
algunas revisiones generales entre las que destacan los trabajos de Young y
Braggins (2004), asi como otras revisiones generales sobre el flavor de la carne
(Mottram, 1994; Pegg y Sahidi, 2004; Calkins y Hodgen col., 2007).

2.4.2. Factores que afectan a la calidad.

Los factores que afectan a la calidad de la carne pueden agruparse en
factores antemortem: genéticos (individuo, raza, cruce y sexo) y de cria (edad de
sacrificio, dieta, explotacion intensiva y extensiva, castracion), y en factores

postmortem: de matadero (sacrificio y obtencién de canales) y de procesado de
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la carne cruda y cocinada (manipulacion, condiciones de conservacion,

caracteristicas del cocinado).

La mayoria de las propiedades sensoriales y estructurales de la carne
estan relacionadas con factores de tipo genético, como el individuo, la raza, el
cruce o el sexo. En la carne de animales pertenecientes a una misma comunidad
genética pueden existir diferencias debidas a la variacion de intensidad en los
fendmenos digestivos y metabdlicos de cada individuo, pero las diferencias
suelen ser mas acentuadas entre individuos de diferentes razas y cruces ovinos.
Sin embargo, al ir la produccién de una determinada raza ovina asociada a las
particulares condiciones de cria de esa raza, muchas veces es dificil delimitar los
efectos genéticos sobre la calidad de la carne, siendo necesario tener en cuenta

patrones genéticos y especificaciones de produccion.

El color es el atributo sensorial mas importante en la carne cruda. Su
estabilidad durante el almacenamiento puede verse afectada por numerosos
factores, tanto inherentes al propio musculo, como ambientales. La temperatura,
la humedad relativa, la iluminacion, el crecimiento microbiano, la oxidacién
lipidica, la presion parcial de oxigeno, el estrés pre-sacrificio, el tipo de musculo,
el sistema de explotacion y manejo, y el tipo de alimentacion son algunos de
ellos. La interaccion entre la mayoria de estos factores contribuye a favorecer la
decoloracion de la carne, siendo éste uno de los principales procesos a evitar de

cara a prolongar su vida util.

El factor mas influyente en el color de la carne cruda, aparte del estado
quimico de la mioglobina, es la concentracion de dicho pigmento (Madhavi y
Carpenter, 1993). La cantidad de mioglobina presente en el musculo puede estar
determinada a su vez por diversos factores tales como: el tipo metabdlico de las
fibras musculares, encontrandose un mayor contenido en mioglobina en los
musculos con predominio de fibras oxidativas que en los musculos con mayor
proporcion de fibras glicoliticas (Cooper y col., 1970; Garcia-Macias y col., 1996;
Beattie y col., 1999); la aptitud o el grado de precocidad de la raza; la especie
animal, siendo mayor en las especies ovina y bovina que en el cerdo o el pollo
(Ashmore y Doerr, 1971); la edad del animal, siendo mayor en los animales

adultos que en los mas jovenes (Warriss, 1990); el ejercicio muscular, con mayor
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concentracion a mayor actividad muscular (Barnard y col.,, 1970; Essén-
Gustavson y col., 1989); el peso del animal en el momento del sacrificio, siendo
mayor en animales con mayor peso; el sistema de explotacion y manejo y el tipo
de alimentacién. La mayoria de estos factores pueden influir a su vez sobre el

color y composicion de la grasa (Asenjo y col., 2005).

El consumo de oxigeno postmortem por parte del tejido muscular también
es determinante en el color de la carne (Ledward, 1992). Las enzimas
musculares de las mitocondrias y del citosol celular son capaces de utilizar el
oxigeno durante un considerable periodo de tiempo después del sacrificio del
animal (Faustman y Cassens, 1990%. Cuando se corta la carne fresca se
establece un equilibrio entre el oxigeno que difunde a través de los tejidos y la
captacion de esta molécula por estas enzimas (para su utilizacion en las
cadenas respiratorias) y por la mioglobina para su transformacion en

oximioglobina (Bevilacqua y Zaritzky, 1986).

La formacion de oximioglobina es fundamental, desde el punto de vista
comercial, para la obtencion del caracteristico color rojo brillante asociado por el
consumidor a una carne fresca, por lo que de manera general y sin tener en
cuenta el resto de factores, cuanto mayor es el CTO (consumo tisular de
oxigeno), menor sera la estabilidad del color de la carne (Faustman y Cassens,
1990% Ledward, 1991; Madhavi y Carpenter, 1993). Al igual que la actividad
enzimatica celular, el CTO es maximo en los momentos posteriores a la muerte
del animal, disminuyendo su valor exponencialmente con el transcurso de la
refrigeracion hasta llegar a valores minimos a los 7 dias (Bendall y Taylor, 1972;
Madhavi y Carpenter, 1993). Del mismo modo, los diferentes tipos metabdlicos
musculares muestran diferencias inherentes en la actividad respiratoria

remanente.

Otro factor fundamental en la estabilidad del color en la carne cruda es la
conservacion de la actividad reductora con posterioridad a la muerte del animal.
Los sistemas reductores del musculo, enzimas del sistema citocromo y la
coenzima NADH, son capaces de reducir la molécula de metamioglobina a
mioglobina (Echevarne y col., 1990; Lawrie, 1998). Del mismo modo que en el

CTO, en la reduccion de la metamioglobina estan implicados sistemas
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enzimaticos que todavia conservan la actividad residual. A diferencia del CTO, la
actividad reductora favorece la estabilidad del color de la carne ya que es capaz
de transformar la metamioglobina (Faustman y Cassens, 1990° Madhavi y
Carpenter, 1993). La actividad reductora puede variar en funcion de la especie
animal y de la localizacion anatomica, siendo dicha actividad mayor en los
musculos glicoliticos que en los oxidativos (Echevarne y col.,1990; Madhavi y
Carpenter, 1993; Zhu y Brewer, 1998), lo que favorece la mayor estabilidad del

color en los primeros (Madhavi y Carpenter, 1993).

La carne en contacto con aire va a acumular metamioglobina hasta
establecer un “pseudoequilibrio” entre la velocidad de oxigenacién de la
mioglobina y la capacidad de reduccion de la metamioglobina. Conforme
transcurre el tiempo y aumenta el estado de oxidacion de la carne, la capacidad
de las enzimas reductoras comienza a decaer rompiendo el equilibrio a favor de
la acumulacién de metamioglobina hasta alcanzar el caracteristico color marrén

de la carne envejecida.

La oxidacion de la grasa también influye en el deterioro de la calidad de la
carne cruda. Los acidos grasos poliinsaturados esterificados a fosfolipidos son el
principal sustrato de la cadena de reacciones de oxidacion mediada por radicales
libres (Lillard, 1987; Pikul y Kummerow, 1990, 1991), por lo que existe una
correlacién directa entre los niveles musculares de acidos grasos poliinsaturados
y la susceptibilidad a la oxidaciébn mostrada por la carne procedente de distintas
especies (Tichivangana y Morrissey, 1985). Esta susceptibilidad a la oxidacion
también difiere entre las distintas especies debido a sus diferencias en la
actividad del sistema endb6geno de enzimas antioxidantes (Mei y col., 1994; Lee
y col., 1996). Ademas, dentro de una misma especie animal, el contenido lipidico
y la actividad de los enzimas antioxidantes enddgenos varia en funcion del
musculo (Barbut, 2002; Devore y Greene, 1983; Lee y col., 1996; Renerre y col.,
1996; Renerre y col., 1999), al igual que los niveles de antioxidantes enddégenos
no enzimaticos (Jensen y col., 1998% Renerre y col.,, 1999). Las fibras rojas
contienen un mayor numero de mitocondrias que proporcionan una mayor
superficie de membrana, lo cual facilita la acumulacion de antioxidantes

asociados a las mismas.
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Ademas de la especie, otros factores relacionados con el animal, como el
sexo, el individuo o la edad influyen en la susceptibilidad de la carne a la
oxidacion lipidica, ya que, por ejemplo, al aumentar la edad, aumentan la
concentracion de pigmentos hematicos y otras proteinas, asi como la cantidad y
saturacion de la grasa (Gray y Pearson, 1987; Kim y col., 2002).

El hierro es el principal catalizador de las reacciones de oxidaciéon de la
carne, por lo que el potencial oxidativo lipidico de ésta también esta influido por
su contenido en pigmentos hemo. Asi, la carne cruda de ternera y cordero tiene
mas tendencia a oxidarse que la carne de cerdo, pollo o pavo. En la carne cocida
esta situacion cambia, la carne de pollo y pavo pasan a ocupar el primer lugar en
cuanto a susceptibilidad a la oxidacion. Esto se explicaria, en parte, porque la
coccién desnaturaliza las hemoproteinas que participan en la catalisis de la
oxidacion, a la vez que se produce la liberacibn de los acidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos de membrana, principales sustratos de

oxidacion y mas abundantes normalmente en estas especies (Rhee y col.,1996).

El deterioro microbiol6gico también puede afectar a la calidad de la carne
cruda durante su almacenamiento. La composicion rica y variada en nutrientes y
el alto contenido de agua de la carne hacen de la misma un excelente sustrato
para el crecimiento y desarrollo de numerosos microorganismos, tanto de
aquellos que forman parte de la microflora alterante, como de microorganismos

patégenos.

La principal contaminacion de la carne es de origen externo y se produce
durante el sangrado, desuello y faenado. Los microorganismos proceden
principalmente de las partes externas del animal (piel, pezufia y pelo) y del tracto
intestinal. En la superficie externa del animal, ademas de su flora natural, existe
un gran namero de especies de microorganismos del suelo, agua, piensos y
estiércol, mientras que el intestino contiene los microorganismos propios de esta

parte del aparato digestivo.

Durante la manipulacién posterior de la carne puede haber nuevas
contaminaciones, a partir de las carretillas de transporte, cajas u otros

recipientes, asi como de otras carnes contaminadas, del aire y del personal. Es
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especialmente peligrosa la contaminacion por bacterias psicrofilas de cualquier
procedencia, por ejemplo, de otras carnes refrigeradas. Ciertas maquinas como
picadoras, embutidoras y otras, pueden aportar microorganismos perjudiciales
en cantidades importantes, al igual que algunos ingredientes de productos

especiales, como son los rellenos y especias.

Debido a la gran variedad de fuentes de contaminacién, los tipos de
microorganismos que suelen encontrarse en la carne son muchos. Entre los
mohos destacan especies de los géneros Cladosporium, Sporotrichum,
Geotrichum, Thamnidium, Mucor, Penicillium, Alternaria y Monilia. A menudo se
encuentran levaduras, especialmente no esporuladas. Entre las muchas
bacterias que pueden hallarse, las méas importantes son las de género
Pseudomonas, Alcaligenes, Micrococcus, Streptococcus, Sarcina, Leuconostoc,
Lactobacillus, Proteus, Flavobacterium, Bacillus, Clostridium, Escherichia y
Salmonella. Muchas de estas bacterias crecen a temperaturas de refrigeracion
(Bejarano, 2001).

Los gérmenes mesdfilos tienen menores posibilidades de reproducirse
conforme mas rapido se realice el enfriamiento de la carne. Las temperaturas de
almacenamiento por lo general varian de -1 a 2 °C. El tiempo maximo de
conservacion se estima en 30 dias para vacuno y de 1 a 2 semanas para cerdo y
cordero, dependiendo siempre de la carga inicial de gérmenes, de la temperatura

y de la humedad relativa.

La textura también es un atributo de calidad importante en la carne cruda,
gue esta determinado por las propiedades de las estructuras miofibrilares,
conjuntivas y del citoesqueleto. Puede verse influenciada por varios factores,
destacando principalmente la especie, la raza, sobre todo considerando
conjuntamente la raza-sistema de explotaciéon y manejo, la edad y el peso de
sacrificio, los cuales influyen notablemente en la composicion de la grasa y

porcentaje de acidos grasos del musculo, y en su pH final (Asenjo y col., 2005).

La CRA de la carne esta directamente relacionada con el estado de las
proteinas miofibrilares y sarcoplasmaticas presentes en el muasculo y con su

solubilidad. Las proteinas miofibrilares pueden retener grandes cantidades de
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agua. La carne cruda de los mamiferos inmediatamente tras el sacrificio contiene,
por término medio, un 75% de agua (Lawrie, 1991), porcentaje que varia con la
especie de procedencia y el musculo que se considere. Las moléculas de agua
forman enlaces de hidrogeno con los grupos polares de las cadenas peptidicas,
tales como los grupos carboxilo, amino, imidazol, carbonilo y sulfhidrico. La
unién de agua y proteinas mediante este tipo de enlaces confiere flexibilidad al
musculo, pero lo dotan a su vez de una consistencia firme, atributo de calidad
importante, tanto en el procesado y la elaboracién de productos, como en el
fileteado de la carne y la venta al por menor. La naturaleza y la propia
consistencia de la grasa, asi como el contenido graso del musculo, afectan
también a la consistencia de la carne. Al bloquearse los grupos polares de las
proteinas disminuye su capacidad de retencion de agua. Esta capacidad también
disminuye considerablemente cuando el pH de la carne es bajo y cuando se
almacena a temperaturas superiores a 20 °C. Los factores que contribuyen a la
exudacion durante la maduracion de la carne son también responsables de que
durante el procesado se produzcan retracciones mas intensas y mayores

pérdidas de nutrientes hidrosolubles.

Todos los factores que pueden afectar a la calidad de la carne cruda
pueden a su vez influir en la calidad de la carne cocinada. Los atributos
sensoriales mas importantes en la carne cocinada de cordero son el olor y el
sabor, agrupados conjuntamente bajo el término flavor, sobre los cuales influyen
principalmente el sexo del animal, la edad de sacrificio, el sistema de explotacion
y manejo, y el método y condiciones de cocinado de la carne. La mayoria de
estos factores determinan en gran medida la composicion de la carne,
produciéndose durante el cocinado los compuestos responsables del flavor a
consecuencia de la volatilizacion de los componentes de menor peso molecular y
de otras transformaciones via reaccion de Maillard, degradacién de Strecker y
oxidacion lipidica (Mottram, 1998).

No existe unanimidad sobre la influencia del sexo del animal sobre
atributos como el color o la CRA de la carne en la especie ovina (Asenjo y col.,
2005), sin embargo, éste si puede afectar a su calidad sensorial. El sacrificio de

machos adultos que han desarrollado sus caracteristicas sexuales puede
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determinar la aparicion de cierto flavor sexual. La adquisicion de la pubertad
tiene un fuerte componente genético, racial e individual, aunque lo normal es que
desarrollen completamente sus atributos sexuales secundarios a los 40 dias de
edad. Los machos sexualmente activos segregan altos niveles de ciertas
sustancias que actian como feromonas, incluyendo esteroides como 3-alfa-
hidroxi-5-alfa-androst-16-eno y 5-alfa-androst-16-en-3-ona (Knight y col., 1983) y
alcoholes como 1,2-hexadecanodiol y 1,2-octadecanodiol (Cohen-Tannoudji y
col.,, 2003) los cuales pueden acumularse en la carne y afectar a su flavor,
aunque se dispone de poca informacion sobre esta cuestion. La castracion de
machos es una practica frecuente en paises donde los corderos se sacrifican
con una elevada edad o se consumen ovinos mayores. A efectos de flavor, la
castracion disminuye el nivel de feromonas y acidos grasos ramificados de la
carne, en especial de acido 4-metiloctanoico (Sutherland y Ames, 1996), aunque
también puede aumentar el engrasamiento de ésta, intensificando los flavores

relacionados con la grasa.

La edad de sacrificio afecta a la composicion de la carne ovinay, por tanto,
a sus caracteristicas sensoriales. Los principales tipos de corderos comerciales
en Espafia son el cordero lechal, sacrificado con menos de un mes y medio de
edad y hasta 8 kg en canal, el cordero ternasco (menos de 4 meses y 8-13 kg en
canal) y el cordero pascual (4-12 meses). La reglamentacion de la UE considera
corderos a los ovinos con menos de 12 meses de edad y hace una clasificacién
diferente, mas adaptada al tipo de canales pesadas que se producen en el
centro y norte de Europa, que basicamente distingue entre corderos ligeros
(menos de 13 kg en canal) y pesados (desde 13 kg en canal en adelante)
(Almelay col., 2009).

En comparaciéon con el cordero lechal, el cordero ternasco proporciona
una carne con mas grasa infiltrada y de cobertura que le confiere un intenso
flavor propio a carne de cordero. Ademas, conforme mayor es la edad la carne
contiene mas hierro, que actia como catalizador de la oxidacion de lipidos
durante el cocinado de la carne (Sutherland y Ames, 1996; Young y col., 1997).
Sutherland y Ames (1996) sugirieron que la edad de sacrificio de los animales
afectaba al porcentaje de 4-metilnonanoico y 4-metiloctanoico en la grasa de
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cordero. Conforme mayor es la edad, habria mayor deposicion de grasa y, por
tanto, mas deposito de acidos grasos ramificados y otros compuestos implicados
en el flavor procedentes del metabolismo ruminal, presentando la grasa de los
carneros un mayor porcentaje de &cidos grasos de cadena ramificada que la

grasa de los corderos.

Todo esto influye sobre la intensidad del flavor caracteristico de la carne
cocinada de ovino, haciendo que aumente con la edad del animal, siendo més
débil en la carne de cordero que en la de ovino mayor. Desde la antigiiedad se
sabe que la grasa ovina contiene compuestos aromaticos especificos parecidos
a los de la grasa caprina, aunque no se sabia muy bien como se generaba el
flavor tras el cocinado. Esta cuestion fue parcialmente resuelta por Hornstein y
Crowe (1963), quienes comprobaron que la grasa ovina desarrollaba por igual su
olor caracteristico cuando era calentada en una atmasfera con y sin oxigeno. Por
tanto, concluyeron que el aroma caracteristico estaba mas relacionado con la
particular composicion de la grasa ovina que con fendmenos de oxidacion de
lipidos. Sin embargo, esto no ocurria con la grasa de vacuno y cerdo, que
experimentaban ciertas diferencias en el aroma. Esta teoria ha sido corroborada
por otros investigadores. Utilizando un panel de expertos, Brennand y Lindsay
(1982), comprobaron que la grasa era decisiva para discriminar el sabor de la
carne de cordero, lo cual no sucedia con el sabor de la carne de vacuno o cerdo.
Moody (1983) argumentd que la grasa intramuscular era suficiente para permitir
el desarrollo de los aromas caracteristicos de la carne de cada especie durante
el cocinado. Los lipidos del tejido magro contienen una cantidad relativamente
alta de &cidos grasos insaturados, los cuales, en presencia de oxigeno son
susceptibles de sufrir oxidacién, dando lugar a compuestos volatiles intermedios

responsables del sabor y olor de la carne.

El flavor de la carne cocinada también puede ser modificado por las
condiciones nutricionales en las que se crian los rumiantes. Estas diferencias
generalmente son percibidas por los consumidores, si bien, la preferencia se ve
influenciada por la experiencia previa y por cuestiones culturales. Vasta y Priolo
(2006) realizaron una completa revision sobre los compuestos potencialmente

implicados en el flavor que proporcionan las dietas herbales, a base de grano y

47



Tesis Doctoral - Rafael Serrano Espada

enriquecidas con grasa, empleadas en rumiantes. A su vez, dieta y sistema de
produccion son factores interrelacionados entre si, ya que la dieta varia segun se

crie en régimen intensivo, extensivo o mixto.

Los aldehidos y cetonas estdn en mayor proporcion en la carne
proveniente de sistemas intensivos ya que derivan de la oxidacion de los acidos
linoleico y oleico presentes en mayor porcentaje en los animales que consumen
grano. En cambio, una mayor proporcion de aldehidos insaturados, &cidos
grasos volatiles y metil-cetonas derivan de la oxidacion del acido linolénico
presente en altas cantidades en la carne proveniente de animales en pastoreo
(Marmer y col., 1984).

El “flavor pastoral” ha sido atribuido a la presencia de compuestos
especificos en la carne de rumiantes. Estos compuestos proceden de los
componentes de la dieta de los animales alimentados en régimen extensivo.
Algunos de los compuestos quimicos presentes en los pastos que les sirven de
alimento a los animales pueden ser absorbidos directamente sin ser alterados en
los compartimentos estomacales de los rumiantes y transferirse al musculo y al
tejido adiposo, influyendo en el flavor de la carne. Otros compuestos quimicos
son fermentados por la flora microbiana presente en el rumen, y los productos
resultantes sufren una absorcién, metabolizacién y excrecién. Una porcion de
estos compuestos pueden depositarse en el tejido adiposo y en el musculo,
influyendo asi en el flavor de la carne (Schreurs y col., 2008). El flavor pastoral
puede resultar desagradable para aquellos consumidores acostumbrados a
consumir carne de animales alimentados en sistemas de produccion intensivos
(Prescott y col., 2001)

En comparacion con las dietas concentradas a base de grano, las plantas
presentes en los pastos que sirven de alimento a los rumiantes contienen una
alta proporcion de acidos grasos insaturados, en concreto el acido linolénico
(C18:3), precursor de diversos aldehidos insaturados, acidos grasos volétiles y
metil-cetonas (Prache y col., 2005). Otros constituyentes presentes en altas
proporciones son las clorofilas, metabolitos secundarios de las plantas como los
taninos condensados y los terpenos. Estas caracteristicas de la alimentacion a

base de pastos van a contribuir a proporcionar a la carne diferentes compuestos
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volatiles responsables del flavor, en comparacion con la carne de animales
alimentados en régimen intensivo (Vasta y Priolo, 2006; Almela y col., 2010)
(Figura 5).

Figura 5. Efecto de la dieta de corderos (pastoreo vs pienso en grano) sobre los
principales grupos de compuestos volatiles detectados en carne cocinada
(Almela y col., 2010).
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El flavor pastoral ha sido relacionado con el depdésito de alquilfenoles en la
grasa ovina, incluyendo metilfenoles, isopropilfenoles y otros compuestos
fendlicos (Ha y Lindsay, 1991). Otros compuestos responsables del flavor
pastoral son el indol y 3-metilindol (escatol), cuyos niveles pueden aumentar en
la grasa tras ingerir dietas ricas en proteinas que proporcionan los pastos
(Rousset-Akrim y col., 1997; Young y col., 1997). El escatol y el indol se generan
en el rumen por desaminacion y descarboxilacién microbiana del triptéfano. En
los rumiantes, la grasa puede solubilizar compuestos tales como escatoles o
terpenoides presentes en los pastos, o generados durante la digestion de la
clorofila. Algunos de estos compuestos se volatilizan durante el tratamiento

térmico de la carne.
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Otros compuestos responsables del flavor pastoral incluyen compuestos
azufrados y amoniaco, originados por la fermentacion en el rumen de los
aminoacidos procedentes de la alimentacion en régimen extensivo, ya que los
pastos, en comparacioén con las dietas a base de grano, contienen una mayor
proporcion de proteinas con alto grado de solubilizacion y degradacion en el

rumen.

Las dietas a base de grano favorecen la sintesis y deposicion de acidos
grasos ramificados en la carne debido a la intensa fermentacion de carbohidratos
por las bacterias amiloliticas presentes en el tracto digestivo (Sebastian y col.,
2003; Young y col., 1997). Aunque los compuestos formados dependen del tipo
de cereal, en general, las dietas a base de grano proporcionan mas acido oleico
y linoleico que las dietas herbales, de ahi que se asocian a las primeras con el
incremento en la grasa ovina de ciertas lactonas (y-tetradecalactonas y y-
hexadecalactonas) y aldehidos (hexanal, 2-heptenal y 2,4-decadienal) formados
a partir de estos acidos grasos (Sebastian y col., 2003; Suzuki y Bailey, 1985).
En general éstos aportan flavor dulce y reducen el flavor caracteristico de la

carne de cordero (Park y col., 1975).

La alimentacion de corderos con dietas enriquecidas en grasas y aceites
también puede modificar el perfil de &cidos grasos de la carne. El empleo de
aceites de pescado, algas marinas y semilla de lino aumenta el nivel de acidos
grasos poliinsaturados, aldehidos y otros compuestos secundarios, algunos de
los cuales, como 3-tiazolina y tiazol, son generados por reaccion de compuestos
carbonilo y sulfurados tras el cocinado (Elmore y col., 2005). Aunque la
alimentaciéon ovina esta cada vez mas controlada, pueden producirse flavores
an6malos por alimentacion con determinados residuos de industria alimentaria,
subproductos vegetales, vegetales inapropiados o dosis excesivamente altas de
éstos. Hay que tener en cuenta que es corriente pastorear el ganado para
aprovechar los restos de las explotaciones agricolas, pudiendo presentarse

problemas de este tipo.

La intensidad del flavor de la carne aumenta con la duracién de la dieta.
Se han realizado estudios comparando carne de ovino de diferentes edades y

criados en distintos tipos de pastos, y se ha comprobado que la intensidad del
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tipico flavor a carne de oveja fue aumentando con la edad y estaba relacionado
con el contenido en la carne de acidos grasos ramificados y 3-metilindol (escatol)
(Rousset-Akrim y col., 1997; Young y col., 1997).

El manejo antemortem y sacrificio de los corderos pueden afectar al flavor
de la carne cocinada. El estrés antemortem produce carnes fatigadas en los
rumiantes, con bajos niveles de glucogeno muscular y un elevado pH
postmortem. Autores como Young y col. (1993), Hopkins y col. (1996) y Braggins
(1996) han sugerido que el flavor deseable de la carne ovina se atenda cuando
el pH es superior de lo normal, aunque Devine y col. (1993) no pudieron
establecer tal efecto. Un elevado pH favorece la degradacion de la cisteina y la
formacion de compuestos sulfurados volatiles, aumenta la concentracién de
tiazoles al aumentar la disponibilidad de grupos amino susceptibles de ser
degradados, pero disminuye la concentracion de aldehidos de la carne cocinada
(Braggins, 1996).

La maduracién de la canal es otro factor que incide en el flavor de la carne.
A medida que aumenta el tiempo de maduracion se produce una mejora de sus
atributos sensoriales. Las canales de cordero suelen ser maduradas en frio (2
°C) hasta 72 h con el objeto de ablandar la carne. Paralelamente, durante la
maduracion de la carne se desarrollan los precursores del flavor de la carne
cocinada, como péptidos y aminoacidos libres, debido a la actividad de las
proteasas y peptidasas enddgenas, asi como otros compuestos precursores del

flavor procedentes de la hidrolisis y oxidacion de lipidos.

El sistema de envasado también es importante para el flavor. Las piezas
de carne se suelen envasar al vacio con plasticos con baja permeabilidad al
oxigeno y al vapor de agua, mientras que los cortes de carne y la carne picada
se comercializan en vitrinas refrigeradas envasadas en atmoésferas ricas en
oxigeno y didxido de carbono con el objeto de mantener el color rojo de la carne
fresca e incrementar su vida comercial. Sin embargo, esta practica conlleva un
gran riesgo para el flavor de la carne cocinada, pues una excesiva exposicion al
oxigeno y diéxido de carbono puede producir, respectivamente, rancidez y
acidificacion por bacterias anaerobias, fendmenos adversos que pueden hacerse

evidentes antes y/o después del cocinado. La oxidacion, en especial de los
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lipidos, altera el flavor caracteristico, la carne pierde su flavor propio a cordero,
adquiriendo flavores a rancio, a recalentado y otros flavores indeseables. Reid y
col. (1993) demostraron que la carne de cordero mantiene mejor su flavor propio

cuando la carne cruda se conserva en ausencia de oxigeno.

La preparacion culinaria afecta a todos los parametros sensoriales. Los
meétodos de cocinado se clasifican en tratamientos secos, como el asado, y
humedos, como el estofado. El calentamiento en seco se caracteriza por utilizar
tiempos cortos y temperaturas altas (150-200 °C). Para el asado en horno, la
transmision de calor se favorece por la conveccion de aire en un horno cerrado
precalentado a 165 °C (Cross y col., 1978). Este método se usa para los trozos
grandes de carne mas tiernos. Para el asado a la plancha, el trozo de carne se
cocina sobre o bajo una fuente de calor radiante y la carne se saca cuando se ha
alcanzado la temperatura interna deseada. Cuando se comparan esto dos tipos
de tratamiento en seco se encuentra que los valores de pérdida por cocinado
son menores para filetes que han sido asados al horno que para los que han
sido asados a la plancha. Por su parte, los métodos de cocinado humedos
utilizan temperaturas que oscilan entre los 70 °C (coccion a vacio) y 110 °C
(coccidén a presion). Incluyen el estofado, el tratamiento a presion y/o cualquier
tipo de proceso que utilice agua. El cocinado con microondas es esencialmente
un tratamiento de calentamiento hiumedo, y la temperatura no supera los 100 °C
(Cross y col., 1979).

MacLeod y Coppock (1977) compararon el perfil aromatico de la carne de
vacuno asada y hervida. El aroma de la carne hervida se desarrollaba antes que
la temperatura de la carne alcanzase los 100 °C, mientras que en el asado no
aparecia hasta que la temperatura no superaba los 100 °C. Tras 1,5 h de
calentamiento, el nUmero de compuestos volatiles producidos en el asado era
unas tres veces el de la carne hervida. Durante el asado, se pierde agua de la
superficie de la carne, se produce una concentracibn de precursores,
aumentando asi la velocidad de las reacciones quimicas. La degradacion térmica,
gue no ocurre normalmente por debajo de los 100 °C, también contribuye a la

formacion de compuestos en el asado.
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El asado de la carne disminuye la velocidad de formacién de alcanos,
alquenos y furanos, pero incrementa la velocidad de formacion de aldehidos,
cetonas y pirroles. Algunos compuestos sulfurados, triazoles y piridinas se
asocian mas con el flavor a asado, mientras que algunos tioles se relacionan en
mayor medida con el flavor a carne cocida. En términos sensoriales, los
panelistas entrenados describen el flavor de carne hervida como mas dulce,
transpirada, rancia, aceitosa, grasienta y mas fuerte que la asada, mientras que
el flavor de ésta se describe como quemado, asado, tostado, “a tierra”, acre,
picante, insulso y débil (MacLeod y Seyyedani-Ardebelli, 1986). El desarrollo del
flavor es mas tardio en el cocinado convencional que en el tratamiento con
microondas, el cual proporciona un flavor mas débil a carne cocinada (Bordrero y
col., 1980).

Rota y Schieberle (2006) estudiaron los cambios inducidos por el cocinado
en algunos compuestos responsables del flavor de la carne ovina. Los pocos
compuestos aromaticos que claramente aumentaron tras la coccién fueron el 4-
hidroxi-2,5-dimetil-3-furanona, 2-acetil-1-pirrolina y 2-amino-acetofenona. En
cambio, tanto la carne cruda, como la cocinada, resultaron ser una importante
fuente de acido 4-etiloctanoico (sabor a cordero), trans-4,5-epoxi-2-decenal
(sabor metélico), 1,5-octadien-3-ona (sabor a geranio) y 2,4-decadienal (sabor a
frito). Observaron que el cocinado no alteraba mucho la concentracion de acido
4-etiloctanoico. Esto podria deberse al hecho de que, a diferencia de los acidos
oleico y linoleico, el acido 4-etiloctanoico, uno de los principales precursores del
flavor de la carne cocinada, es mas estable al cocinado, pues no tiene dobles
enlaces susceptibles de reaccionar con el oxigeno para formar hidroperéxidos y
compuestos carbonilo. En cualquier caso, existe poca informacion sobre los
compuestos secundarios especificos derivados de estos acidos y su interaccion
con otros componentes de la carne, aunque cabe suponer que pueden perder
parte de sus propiedades aromaticas cuando interaccionan con compuestos de
la reaccién de Maillard, ya que el aroma a tostado predomina sobre el aroma a

carne de cordero cocida.
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2.4.3. Métodos para evaluar la calidad de la carne cruday cocinada.
2.4.3.1. Fisicos.
e Color CIELAB.

La determinacién del color del musculo y de la grasa, como parametro de
calidad, es fundamental para ofrecer un producto tipificado al consumidor. Es
una medida compleja debido a que la apariencia del color del masculo varia al
estar condicionada por los procesos quimicos de oxidacion y oxigenacion de la
mioglobina, siendo fundamental establecer el momento de medicion del color y
conocer la cinética de evolucion del mismo durante el tiempo de vida comercial

del producto en los expositores de venta al consumidor.

El color de la carne se puede medir de forma objetiva mediante
reflectancia. Para ello se utilizan aparatos denominados colorimetros con el que
se obtienen tres coordenadas: L* (lightness: blanco-negro), a* (redness: rojo-
verde) y b* (yellowness: amarillo-azul). A partir de estas dos ultimas se calulan
los valores C* (indice de saturacién o chroma) y H* (tono o angulo hue). Con

estos datos se puede caracterizar el color de un producto.

2.4.3.2. Quimicos.

e indice de peroxidos.

Es una técnica que se emplea para determinar la oxidacion inicial de los
productos céarnicos. Los radicales hidroperéxidos (peroxidos) son compuestos
primarios resultantes de la oxidacién lipidica. Mediante este método se les hace
reaccionar con yoduro potasico, dandose lugar a la liberacion de yodo. La
cantidad liberada de éste se valora posteriormente con tiosulfato de sodio.

El resultado de esta técnica se expresa como miliequivalentes de oxigeno
activo contenidos en un kilogramo de materia grasa de muestra. El valor
depende del grado de insaturacion de la grasa y del tratamiento tecnologico al
cual ha sido sometida la muestra (AOAC, 1984).
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Existen estudios que sefialan que el indice de peréxidos no es un método
muy fiable debido a las peculiaridades de los compuestos intermedios de la
oxidacion lipidica, los cuales no siempre aumentan a lo largo del tiempo, sino

gue también pueden disminuir (LOpez-Bote y Menoyo, 2000).
e Indice de yodo.

Este método se emplea para estimar el grado de insaturacion de los
lipidos presentes en la muestra. Se basa en la gran afinidad de los iones
halogenados por los dobles enlaces. Cuanto mayor sea el resultado del indice de
yodo, mayor grado de insaturacion presentaran los lipidos y, por lo tanto, mayor

tendencia a oxidarse.

Se basa en el tratamiento de la muestra con un reactivo halogenado en
exceso y en una posterior valoracion de la parte de éste que no haya
reaccionado con los &cidos grasos insaturados. Se emplea como reactivo el
yoduro de potasio, como en el indice de peréxidos (método Wijs), o el yodo
monobromuro (método Hanus). El resultado de este método se expresa como
peso absorbido de yodo por 100 partes en peso de la materia grasa (B.O.E., 29-
8-1979).

 indice de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS).

Este método es el mas utilizado para evaluar la extension de la oxidacion
lipidica en carne y productos carnicos (Gray, 1978; Melton, 1983). Se
fundamenta en la reaccién entre el malondialdehido, uno de los principales
productos secundarios formado durante la oxidacion de los acidos grasos
insaturados, y el &cido tiobarbitarico para formar el complejo MDA-TBA, el cual
presenta una tonalidad rosacea. Este grupo cromdgeno presenta un maximo de
absorcibn a 532 nm, por lo que su medicidon espectrofotométrica permite
cuantificar la concentracion de MDA en carne (Tarladgis y col., 1960; Gray y
Monahan, 1992; Raharjo y Sofos, 1993).

Inicialmente se empleaba el indice del acido tiobarbitirico como método
especifico para la cuantificacion de malondialdehido (Tarlagdis y Watts, 1960).

Sin embargo, estudios posteriores pusieron en evidencia la reactividad del acido
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tiobarbitrico con otros componentes de la carne (aminoacidos, azucares,
aldehidos, etc.), dando lugar a otros compuestos con el mismo maximo de
absorcién que el complejo MDA-TBA (Halliwel y Gutteridge, 1990; Esterbauer y
col, 1991). Esto hace que se produzca una estimacién erronea de la cantidad de
malondialdehido presente en la muestra, al obtenerse valores mayores a
consecuencia de la interferencia de los distintos componentes de la carne y no
debido al grado de oxidacion de la muestra. Por este motivo, a la hora de
expresar los resultados resulta mas correcto emplear el término de “sustancias
reactivas con el TBA” (TBARS) (Ke y col., 1984; Gray y Pearson, 1987; Raharjo
y Sofos, 1993). Aun asi, en base a su simplicidad y a su elevada sensibilidad y
especificidad, el indice TBARS es el método més eficaz para la determinacion
del grado de deterioro asociado a la oxidacion lipidica en carne fresca (Botsoglou
y col.,, 2004), ya que en ésta el niumero de compuestos potencialmente
interferentes con el acido tiobarbitlrico (dextrosa, sulfitos, etc.) es muy inferior al
presente en otros productos carnicos mas elaborados (salchichén, chorizo,
burger meat, etc.).

Al evaluar la estabilidad oxidativa de la carne y los productos céarnicos se
observa un incremento de las TBARS conforme aumenta el tiempo de
almacenamiento hasta alcanzar un valor maximo, a partir del cual, los valores
comienzan a disminuir debido a la reactividad del MDA frente a los grupos amino
de aminoéacidos y de moléculas de ADN (Chio y Tappel, 1969; Andreo y col.,
2001).

Existe una relaciéon directa entre los valores de TBARS y las notas de
intensidad de olor y flavor desagradables en carnes frescas y cocinadas
(MacDonald y col., 1980; Mann y col., 1989; Nolan y col., 1989; Stapelfeldt y col.,
1993; Gil, 2002), empleandose por ello esta técnica en numerosos trabajos para
estudiar los cambios oxidativos acontecidos durante el almacenamiento (Shricker
y Miller, 1983; Cannon y col., 1995; Jensen y col., 1998% Kerry y col., 2000).

e Andlisis del perfil de volatiles marcadores de la oxidacion lipidica.

Es una técnica basada en el andlisis de los compuestos volatiles que

determinan las alteraciones en el olor y flavor de los productos carnicos durante
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su almacenamiento. Dichos compuestos pasan a la atmosfera debido a su
elevada volatilidad y pueden ser extraidos e identificados mediante técnicas de
andlisis del espacio de cabeza. Podemos clasificar estas técnicas en dos
grandes categorias: espacio de cabeza estatico y espacio de cabeza dindmico o
de purga-y-trampa. Con cualquiera de ellas el fundamento es el mismo, son
estudiados mediante el analisis de la atmodsfera adyacente a la muestra los

distintos compuestos volatiles procedentes de la misma.

e Analisis de productos derivados de la oxidaciéon del colesterol
(COPs).

El colesterol es uno de los lipidos presente en los tejidos animales, siendo
muy susceptible a sufrir procesos de autooxidacién que generan una amplia
gama de productos secundarios denominados COPs (Cholesterol Oxidation

Products) (Smith, 1981), que tienen cierto interés nutricional.

La mayor parte de las técnicas utilizadas identifican y cuantifican los
COPs meditante cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) o cromatografia gaseosa (GC). Normalmente, para lograr un
buen fraccionamiento de la muestra y concentracion de los 6xidos de colesterol
se recurre a la combinacion de cromatografia liquida preparativa, bien en
columna o bien en capa fina, asociada a HPLC o GC (Fisher y col., 1985; Pie y
col., 1990).

La dificultad de estos métodos cromatograficos no sélo radica en la
separacion de los distintos tipos de COPs, sino también en la extraccion
selectiva de dichos compuestos entre los lipidos de la matriz carnica capaces de

interferir en las mediciones.
e Cuantificacion de carbonilos totales en proteinas.

El total de grupos carbonilos se emplea como indicador global de la
oxidacion de proteinas. De forma rutinaria se utiliza la técnica de la
dinitrofenilhidrazina (DNPH) para cuantificar el total de carbonilos en proteinas,
obteniéndose resultados equivalentes a los que se obtienen de la técnica de

TBARS para la oxidacion de lipidos (Estévez y col., 2012).
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La presencia de carbonilos se ha detectado en la carne y en productos
carnicos, como hamburguesas de cerdo, salchichas tipo Frankfurt, patés de
higado, jamones cocidos, jamones y lomos curados y embutidos crudo curados
(Armenteros y col., 2009; Ganhao y col., 2010; Fuentes y col., 2010; Vossen y
col., 2012). Los procesos tecnolégicos aplicados a la carne como el curado, las
altas presiones hidrostaticas, las radiaciones ionizantes o los tratamientos
culinarios promueven la oxidacién de proteinas y la formaciéon de compuestos
carbonilos. La carbonilacion de las proteinas carnicas también tiene lugar
durante el almacenamiento en refrigeracion y congelacion de carne y productos

carnicos.

La formacion de carbonilos es una manifestacion inequivoca del dafio
oxidativo sobre las proteinas y tiene lugar bajo condiciones de oxidacion severas
(Estévez, 2011). Tras la sustraccion de un atomo de hidrogeno por parte del
radical libre tiene lugar una desaminacion oxidativa en presencia de un metal de
transicién, normalmente hierro heminico (Fe?*/Fe®*") procedente de la mioglobina,
que actia como catalizador, lo cual provoca la pérdida del grupo amino y la
formacion del grupo carbonilo. Aunque el proceso de carbonilacion puede ocurrir
en ausencia de oxidacion lipidica, en sistemas complejos como la carne y los
productos carnicos la presencia de lipidos en proceso de descomposicién
oxidativa influye sobre la oxidacion de proteinas, ya que los radicales lipidicos e
hidroperdxidos formados en las fases iniciales de la oxidacion de las grasas
pueden iniciar la oxidacion de proteinas adyacentes. Existe por tanto una
interaccion entre lipidos y proteinas durante las reacciones de oxidacion en

alimentos mediante la transferencia de radicales y otros productos de oxidacion.

2.4.3.3. Microbioldgicos.

El seguimiento del desarrollo microbiologico durante el almacenamiento
del producto sirve para determinar las condiciones del mismo, obteniéndose
informacion acerca de su vida util. Cuando el recuento de aerobios mesofilos
totales, uno de los indicadores microbiol6gicos de calidad mas utilizados, es

elevado, quiere decir que el producto tiene una vida util corta. Ademas puede
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representar un riesgo potencial para la salud del consumidor, por la mayor

probabilidad de presencia de patdégenos en el mismo.

Los resultados microbiolégicos se pueden expresar como logaritmo
decimal de unidades formadoras de colonias por gramo de producto (log ufc g™),

aunque existen formas especificas para algunos tipos de microorganismos.
e Bacterias mesofilas.

En este grupo se incluyen todas las bacterias capaces de desarrollarse a
30 °C. En este recuento se estima la microflora total sin especificar tipos de
microorganismos. Refleja la calidad sanitaria de un alimento, las condiciones de

manipulacion y las condiciones higiénicas de la materia prima.

Un recuento bajo de aerobios mesofilos no implica ni asegura la ausencia
de patégenos o sus toxinas, de la misma manera un recuento elevado no
significa presencia de flora patégena. Ahora bien, salvo en alimentos obtenidos
por fermentacion, no son recomendables recuentos elevados. El recuento de

mesodfilos nos indica las condiciones de salubridad de algunos alimentos.

El método normalizado ISO 4833:2003 de la directiva general para el
recuento de microorganismos, se basa en la siembra en profundidad en un
medio de cultivo definido (PCA), vertido en placas de Petri, con una cantidad
determinada de muestra si el producto a examinar es liquido (1 ml), o con una
cantidad determinada de suspensién madre en el caso de otros productos. Se
realiza una incubacion a 30 °C, en aerobiosis durante 72 h. A partir del nimero
de colonias obtenidas en las placas de Petri se calcula el numero de

microorganismos por mililitro o por gramo de muestra.
e Bacterias psicrofilas.

En este grupo se incluyen todas las bacterias capaces de desarrollarse a

7 °C o por debajo de esta temperatura.

El método normalizado I1ISO 17410:2001 se basa en la siembra en
profundidad en un medio de cultivo definido (PCA), vertido en placas de Petri,

con una cantidad determinada de muestra si el producto a examinar es liquido, o
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con una cantidad determinada de suspension madre en el caso de otros
productos. Se realiza una incubacion a 4 °C, en aerobiosis durante 7 dias. A
partir del niumero de colonias obtenidas en las placas de Petri se calcula el

ndamero de microorganismos por mililitro o por gramo de muestra.
e Enterobacterias.

El recuento total de enterobacterias se utiliza como indicador de
contaminacion fecal, y como uno de los indicadores de buenas practicas de
fabricacion. Se utiliza como indicador de la calidad microbiolégica de alimentos
procesados, ya que, recuentos elevados sefialan una elaboracion inadecuada o
una contaminacién posterior, 0 ambas cosas a la vez (siempre implica un riesgo

higiénico-sanitario).

El método normalizado I1ISO 21528:2004 recoge dos métodos para el
recuento de enterobacterias. El mas empleado (ISO 21528-2:2004) se basa en la
siembra en profundidad con el medio agar biliado cristal violeta glucosa (VRBG),
en placas de Petri, con una cantidad determinada de la muestra a examinar, si el
producto es liquido, o una cantidad determinada de la suspension madre en el
caso de los otros productos. En las mismas condiciones se siembran las
diluciones decimales obtenidas a partir de la muestra problema o de la
suspension madre, después se procede a la incubacion de las placas a 30 °C
durante 24 + 2 h y al calculo del nimero de Enterobacteiaceae por mililitro o por
gramo de muestra, a partir del nimero de colonias caracteristicas confirmadas

obtenidas en las placas de Petri.
e Bacterias acido-lacticas.

Este grupo lo constituyen un vasto conjunto de bacterias microaerofilas
benignas, dotadas de propiedades similares, que fabrican &cido lactico como

producto final del proceso de fermentacion.

El método 1ISO 15214:1998, se basa en la siembra en doble capa en un
medio de cultivo definido (MRS), vertido en placas de Petri, con una cantidad
determinada de muestra si el producto a examinar es liquido, o con una cantidad

determinada de suspensién madre en el caso de otros productos. Se realiza una

60



Revision Bibliografica

incubacion a 30 °C en anaerobiosis (doble capa) durante 72 h. A partir del
numero de colonias obtenidas en las placas de Petri se calcula el nimero de

microorganismos por mililitro o por gramo de muestra.
e Mohos y levaduras.

El recuento de mohos y levaduras es un indice de las condiciones
higiénicas de una materia prima y de las condiciones de manipulacion. Su

significado es similar al de los aerobios mesofilos.

El medio que se utiliza es Agar Rosa de Bengala (RB) + Cloranfenicol
siguiendo el método normalizado 1SO 21527-1:2008 de la directiva general para
el recuento de levaduras y mohos. Este método se basa en la siembra en
profundidad en un medio de cultivo selectivo determinado, en placas de Petri,
con una cantidad determinada de muestra si el producto a examinar es liquido, o
con una cantidad determinada de suspension madre en el caso de otros
productos. En las mismas condiciones, se realiza la siembra de las diluciones
decimales obtenidas de la muestra o de la suspensién madre y, posteriormente,
la incubacion de las placas en aerobiosis a 25 °C, durante 5 dias. El calculo del
namero de levaduras y mohos por mililitro o por gramo de muestra se realiza a
partir del nimero de colonias obtenidas en las placas escogidas a los niveles de

dilucion que dan un resultado significativo.
e Bacterias patdgenas.

En la carne cruda refrigerada, ademas de bacterias asociadas al deterioro,
pueden desarrollarse también bacterias patdégenas. Las principales son: Listeria
monocytogenes, Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp.,
Shigella spp., Clostridium perfringens, Yersinia enterocolitica, Aeromonas
hydrophila, Clostridium botulinum no proteolitico y cepas de Bacillus cereus

psicrotrofas (Sofos y col., 2000; Naidoo y Lindsay, 2010; Nicolaou y col., 2012).

Cada una de estas bacterias poseen métodos especificos de
determinacion y recuento recogidos en diferentes normas ISO y otras, que se

pueden aplicar para verificar la salubridad de la carne.
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Actualmente, no existe ningun proceso capaz de asegurar completamente
la produccion de carne cruda libre de patégenos (Jay y col., 2005). Sin embargo,
la aplicacion estricta de las normas de seguridad e higiene en la obtencién y
manipulacion de la carne, sumada a los distintos métodos de conservacion a los
ésta es sometida (bajas temperaturas, envasado, atmoésfera modificada, etc.),
disminuyen de forma destacada la posibilidad de desarrollo de microorganismos

patdgenos en la misma (Sanchez y col., 2008).

2.4.3.4. Sensoriales.

El analisis sensorial permite medir, analizar e interpretar las reacciones
humanas ante las caracteristicas de los alimentos, asi como la manera en que
éstas son percibidas por los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido (IFT,
1975), por lo que es una herramienta muy Util para caracterizar y monitorizar los
cambios derivados de los fenomenos de enranciamiento o del warmed-over
flavor (WOF) en carne, con el fin de valorar la efectividad de determinados

tratamientos sobre su inhibicion.

La valoracion sensorial de la carne por parte de un panel de catadores
implica la cuantificacion de una o mas caracteristicas de textura, olor, flavor y/o
apariencia. Esta valoracion se puede aplicar en la caracterizacién individual de
un producto, permite comparar los efectos de distintos tratamientos o
condiciones de almacenamiento, e incluso, contrastar la efectividad de nuevos
meétodos analiticos desarrollados con el objetivo de medir la oxidacién lipidica en
carne (Addis y Pearson, 1986).

El equipo de catadores es el instrumento de medida utilizado en el andlisis
sensorial. La calidad de los datos sensoriales esta directamente relacionada con
el correcto funcionamiento del equipo y éste, a su vez, dependera basicamente
de los métodos empleados durante la preseleccion, seleccidon y entrenamiento
de los sujetos. Estos se deben seleccionar en funcion del objetivo de la prueba,
ya que los requisitos que deben cumplir difieren segun el tipo de ensayo a

realizar.
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Los métodos de evaluacion sensorial se clasifican en funcion del tamafio y
grado de especializacion del panel, pudiendo éste, en lineas generales, estar
constituido por un grupo amplio sin especializacién (panel de consumidores o
estudio de mercado) o por un numero reducido de personas con diversos niveles

de especializacion (panel de catadores semientrenados o expertos).

Los constituyentes de un panel de consumidores son elegidos al azar
entre una poblacién de consumidores habituales o potenciales del producto que
se va a evaluar (Anzaldda-Morales, 1994). Es fundamental que el nimero de
éstos sea elevado, siendo necesario un minimo de 30 para que los resultados
obtenidos tengan validez estadistica (ASTM, 1968), aunque algunos autores
sostienen que es preferible un minimo de 40 panelistas por muestra (Anzaldla-
Morales y col., 1983). Este tipo de evaluacién sélo se utiliza para realizar
pruebas de preferencia subjetiva sobre el producto con distintos niveles de
aceptacion. Dentro de este tipo de estudios encontramos los test de medicion del
grado de satisfaccion (indicando si le gusta o le disgusta), test de aceptacion (si
lo acepta o lo rechaza) o test de preferencia (si lo prefiere frente a otro). Debido
a la subjetividad de los datos que se obtienen y a su alta variabilidad los
resultados de este tipo de pruebas presentan una dificil interpretaciéon (Amerine y

col., 1965; Anzaldua-Morales y Brennan, 1984).

En el caso de la evaluacién sensorial con un panel de catadores
semientrenado la valoracién del producto la llevan a cabo panelistas previamente
seleccionados y entrenados (ISO 8586:2012) con habilidad para detectar y
cuantificar determinados atributos sensoriales. Inicialmente se procede al
reclutamiento y seleccién preliminar de los panelistas, luego se realiza una
seleccién especifica en funcion del producto y las caracteristicas a evaluar, se
hacen entrenamientos generales y aplicados y, por ultimo, se llevan a cabo
pruebas de control del grupo para comprobar la fiabilidad de las respuestas, la
repetibilidad individual y colectiva, etc. (Nicod, 1990). La correcta ejecucion de
estas etapas permite la obtencién de un panel analitico capaz de actuar como
una poderosa herramienta para la valoracion de la calidad sensorial de un
alimento. El numero requerido de catadores oscila entre un minimo de 7 y un
maximo de 15 (Larmond, 1977).
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La mayor parte de los estudios de analisis sensorial utilizan la
combinacion de las evaluaciones realizadas por paneles de consumidores y de
catadores entrenados. Una vez entrenados los jueces se pueden emplear
principalmente para dos tipos de pruebas sensoriales: Pruebas discriminatorias y

pruebas descriptivas.
e Pruebas discriminatorias.

El objetivo de las pruebas discriminatorias radica en establecer si hay o no
diferencia entre dos o mas muestras y, en algunos casos, la magnitud o
importancia de esta diferencia (Larmond, 1977). Estos test se pueden aplicar
para determinar el efecto de distintas clases de antioxidantes, técnicas de
cocinado o tipos de envasado y almacenamiento sobre la estabilidad oxidativa

de la carne.

De entre las pruebas recogidas en la normativa ISO, las mas utilizadas

son:
a) Prueba de comparacion por parejas (ISO 5495:2005).

A cada catador le son presentados uno o mas pares de muestras y se le
pide que las compare en base a algun atributo sensorial (sabor propio, sabor
rancio, flavor a recalentado, etc.) e indique cual de las dos presenta mayor
intensidad del mismo. Es recomendable presentar las parejas de forma aleatoria,
o bien, solicitar que la mitad del grupo las evalie en un cierto orden y la otra
mitad lo haga en sentido inverso. Con esta actuacion se pretende compensar el

“efecto del orden de presentacion”.

Esta prueba presenta como principales ventajas la sencillez en la
interpretacion de los datos y el bajo nUmero de muestras a catar por panelista, lo
gue evita el riesgo de hastio y su repercusion negativa sobre los resultados. Sin
embargo, la elevada probabilidad de acertar por azar (50%) disminuye
considerablemente la fiabilidad de los resultados.
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b) Prueba duo-trio (ISO 10399:2004).

A cada panelista se le presenta primero una muestra de referencia y a
continuacion dos muestras problema, una de las cuales es idéntica a la de
referencia. El catador debe identificar la muestra problema que es distinta de la
de referencia. Su principal inconveniente es la elevada probabilidad de acertar

por azar (50%).
c) Prueba triangular (ISO 4120:2004).

Se presentan simultdneamente tres muestras codificadas, dos de las
cuales son iguales, con el fin de que el panelista identifique cual es la muestra
desparejada. Las muestras se deben presentar un numero igual de veces en
cada una de las posiciones que corresponden a las dos series de las tres
permutaciones distintas: BAA, ABB, AAB, BBA, ABA, BAB.

En esta prueba la probabilidad de acertar por azar se reduce al 33%.
Ademas es posible obtener informacién complementaria incluyendo en la hoja de
cata un apartado en el que los panelistas especifican la magnitud de la diferencia
(Larmond, 1977).

e Pruebas descriptivas.

Son las que permiten describir, comparar y valorar las caracteristicas de
las muestras en funcion de unas categorias o tipos (patrones) definidos
previamente. Las pruebas descriptivas tienen un caracter tipicamente analitico y
son las mas comunmente utilizadas en la valoracion de la estabilidad oxidativa
de carnes en fresco o cocinadas (Huang y Greene, 1978; Igene y Pearson, 1979;
Fooladi y col.,1979; Igbinedion y col., 1983; Poste y col., 1986).

Existe una gran variedad de pruebas descriptivas. Por su mayor aplicacion
podemos destacar: EI método del perfil de flavor (FPM) y el analisis descriptivo
cuantitativo (QDA).
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a) Método del perfil de flavor (FPM) (ISO 13299:2003).

El método del perfil de flavor es una técnica altamente descriptiva. En ella
intervienen catadores seleccionados y extensamente entrenados que juzgan y
trabajan en equipo hasta alcanzar un consenso (Guerrero, 1995). Se suele
emplear para determinar el efecto del uso de antioxidantes y/o técnicas de
cocinado, envasado o almacenamiento sobre el sabor y aroma de productos
carnicos, ya que permite evaluar tanto cualitativa como cuantitativamente los
atributos del flavor, determinando asi el grado de influencia del tratamiento

empleado sobre los productos estudiados.
b) Andlisis descriptivo cuantitativo (QDA) (ISO 4121:2003).

Este método destaca por ser el método descriptivo mas utilizado. Esta
técnica se basa en la caracterizacion de atributos sensoriales en términos
cuantitativos segun su orden de aparicion. Normalmente cada panelista realiza
una serie de medidas repetidas sobre el mismo producto empleando una escala
de intervalos numérica, lineal no estructurada o mixta. Ademas de posibilitar la
cuantificacion de los resultados, el QDA ofrece la ventaja de tener una mayor
amplitud descriptiva que el FPM, ya que permite la evaluacion conjunta de

términos de aspecto, aroma, flavor y textura.

Los cambios organolépticos registrados mediante el QDA suelen
complementarse con los resultados obtenidos a partir de métodos fisico-
guimicos y microbiologicos, consiguiéndose asi una informacién mas completa
sobre el tratamiento aplicado en el producto estudiado (Gray, 1978). Existen
numerosos estudios que han demostrado la existencia de una correlacién
positiva entre la aparicion de flavores indeseables y los valores de TBARS (lgene
y Pearson, 1979; MacDonald y col., 1980; Melton, 1983; Willemont y col., 1985;
Poste y col., 1986; Nolan y col., 1989; Stapelfeldt y col., 1993).
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2.4.4. Mecanismos de deterioro de la carne cruday cocinada.

La carne experimenta una pérdida progresiva de los atributos de calidad
propios durante su comercializacion a consecuencia de los distintos fendmenos
de deterioro. En carnes rojas, los cambios bioquimicos postmortem, los procesos
prooxidantes y el almacenamiento comprometen las defensas antioxidantes
musculares, por lo que los procesos oxidativos son favorecidos conduciendo al
desarrollo de flavores desagradables “off-flavors” (Asghar y col., 1988; Morrissey
y col., 1994; Renerre y col., 1996) y originando la oxidacion de la mioglobina la
decoloracion de la carne (Greene, 1969). Ademas, las caracteristicas de la carne
fomentan el desarrollo de microorganismos alterantes (Sanchez y col., 2008) y el
deterioro de su estructura a medida que avanza el tiempo tras el sacrificio del
animal, principalmente debido a la disminucion de su CRA (Pla Torres, 2005).

2.4.4.1. Oxidacion de la carne.

Los fendbmenos oxidativos son uno de los principales responsables de la
pérdida de calidad de la carne y de los productos cérnicos. Como consecuencia
de estos procesos se generan compuestos que pueden afectar al flavor, color y
textura de la carne, disminuyendo la aceptabilidad por parte del consumidor y
reduciendo su valor nutritivo. Estos fendmenos constituyen el principal
mecanismo de deterioro fisico-quimico de la carne fresca (Valenzuela y col.,
2003).

Los factores promotores de la oxidaciébn de la carne son muchos y
variados, relacionados tanto con las propiedades intrinsecas de la misma, como
por los distintos pasos del procesado a los que es sometida (Faustman y col.,
2010). Entre los principales se pueden considerar: la insaturacion de los acidos
grasos, la presiéon parcial de oxigeno, la superficie en contacto con el oxigeno,
las condiciones de almacenamiento (temperatura, luz, humedad relativa),
presencia de enzimas (lipooxigenasa), presencia de metales, radiaciones, etc.
(Jadhav, 1995).
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La oxidacion lipidica afecta a numerosos aspectos relacionados con la
calidad: aparicion de olores desagradables, reduccién del valor nutritivo,
disminucion de la capacidad de retencion de agua, modificacion de textura,
acumulacion de productos secundarios de la oxidacion lipidica (peroxidos,
malondialdehido y 6xidos del colesterol) que pueden inducir efectos biolégicos
adversos como citotoxicidad, mutagénesis, carcinogénesis (Sevanian y col.,
1986; Kubow, 1993; Guardiola y col.,, 1996), enfermedades cardiovasculares
(Addis y col., 1989; Addis y col., 1991; Paniang-Vait y col., 1995), aparicion de

sustancias toxicas, etc.

Debido a todo esto, la oxidaciéon lipidica es considerada una de las
principales causas de deterioro de la calidad y un importante factor limitante de
la vida atil de la carne (Liu y col., 1995; Buckley y col., 1995). Es un proceso
complejo donde los acidos grasos insaturados reaccionan con el oxigeno
molecular formando hidroperoxidos, generalmente llamados peréxidos o
productos primarios de la oxidacién (Gray y Monahan, 1992). Esta “oxidacién
primaria” continia con una serie de reacciones que conducen a la degradacion
de los lipidos y al desarrollo de la rancidez oxidativa. Todo esto esta relacionado
con el deterioro del flavor y la pérdida del valor nutricional de los productos

carnicos.

Los mecanismos quimicos de la oxidacion lipidica consisten en una
reaccion en cadena mediada por radicales libres en la que se diferencian tres
fases: iniciacion, propagacion y terminacion (Pearson y col., 1983; Frankel, 1991,
Porter y col., 1995; Hamilton y col., 1997) (Figura 6).
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Figura 6. Reacciones del mecanismo de auto-oxidacion de los lipidos (Monahan,
2000).

LH + iniciador—> L° (radical libre) Iniciacidén
L° + Oy — LOO? Propagacidn
LG #1LH —» L°+ LOCH
LOCH — LGP # QH?

Bifurcacién
2 LOCH — LOO® + LO® + H,O
LOO® + LOO° LOOL + Oy Terminacién
OO+ T° B < LOOL + O»
| e —_— L1,

Un radical libre es cualquier especie quimica de existencia independiente
gue posee uno o0 mas electrones desapareados girando en sus orbitales
atomicos externos. Esta configuracion, electroquimicamente muy inestable, le
confiere la propiedad de ser una molécula quimica muy reactiva y, por tanto, de
vida breve. Los radicales libres pueden formarse de muy distintas maneras, pero
la mas frecuente es la adicibon de un electron a una molécula estable,
normalmente como consecuencia de la reaccién entre metales de transicion
como el hierro o el cobre y diversas especies de oxigeno como el peroxido de
hidrogeno en incluso el oxigeno molecular. Cuando un radical libre reacciona con
una molécula no radical, puede ceder o captar electrones, o puede, simplemente
unirse a ella. En cualquiera de los casos la molécula no radical se convierte en
radical libre y se desata una reaccion en cadena, generando a su vez cada

radical libre otro nuevo radical libre.

La formacion de radicales libres en la carne se potencia durante la
aplicacion de procesos tecnolégicos como el picado o el tratamiento térmico. La
oxidacion de lipidos se inicia con la sustraccion de un radical hidrégeno de un
grupo metileno alilico de un acido graso insaturado, o bien por la adicién de un
radical a un doble enlace que reacciona rapidamente con oxigeno para formar un

peroxiradical. El peroxiradical sustrae un hidrégeno de otra cadena de
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hidrocarbonos, produciendo un hidroperéxido y un nuevo radical libre que puede
perpetuar la reaccion en cadena (Sanchez y col.,, 2008). Sélo cuando se
encuentran dos radicales libres la reaccion en cadena se detiene. Adicionando
un antioxidante al sistema puede provocarse la etapa de terminaciéon. El
antioxidante reacciona con los radicales libres y peréxidos formados, evitando
gue éstos oxiden a otras moléculas, impidiendo la formacion de nuevos radicales
libres. Durante esta etapa, el antioxidante va perdiendo capacidad, por ello, el
tipo y la cantidad de antioxidante a utilizar se debe determinar de cara a

optimizar su eficiencia.

In vivo, los lipidos se oxidan normalmente por via enzimatica para formar
diversos compuestos activos en el organismo, algunos tan importantes como los
producidos por las lipooxigenasas (la serie de los tromboxanos, cininas, etc.) o
las ciclooxigenasas. Las oxidaciones enzimdticas y no enzimaticas estan
reguladas por diferentes mecanismos de proteccion frente a radicales y
oxidacion que existen en los seres vivos. Sin embargo, tras la muerte del animal,
estos mecanismos se agotan rapidamente, produciéndose un rapido incremento
de la concentraciéon de los productos de oxidacién de los lipidos, normalmente
indeseables. Los radicales hidroxilo y oxoferrilo producidos durante los cambios
postmortem, cuya catélisis es llevada a cabo por acido ascorbico e iones
ferrosos localizados en el citosol, son los principales factores causantes de la
iniciacién de la peroxidacion lipidica en carne fresca (Monahan y col., 1993;
Rhee y col., 1996).

Durante la primera fase del proceso de oxidacion lipidica los lipidos se
transforman en hidroperéxidos, descomponiéndose posteriormente, en una
segunda fase, para dar lugar a los diversos productos secundarios de oxidacioén,
responsables de los cambios organolépticos y tecnoldgicos asociados al

enranciamiento.

Los acidos grasos poliinsaturados que componen los lipidos musculares
son los compuestos mas susceptibles de sufrir reacciones de auto-oxidacion.
Dichas reacciones determinan la produccién de hidroperéxidos que, a su vez,
pueden seguir distintas rutas de descomposicion, originando una enorme gama

de compuestos volatiles (Mottram y col., 1982). En carnes precocinadas, los mas
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importantes son el hexanal, el ventanal, el heptanal y el octanal (St. Angelo y col.,
1987; Trout y Dale, 1990). Todos estos derivados aportan una serie de matices
desagradables que pueden empeorar la calidad sensorial de la carne cocinada
(Chang y Peterson, 1977; Dupuy y col., 1987).

Los hidroperoxidos, productos primarios de la oxidaciéon lipidica, son
inodoros, pero su descomposicion lleva consigo mecanismos de radicales libres
y formacion de productos no radicales. Su homdlisis a radicales hidroxi y alcoxi y
la rotura de la cadena de acidos grasos adyacente al radical alcoxi genera una
mezcla de compuestos volatiles de bajo peso molecular relacionados con el olor
a cocinado, algunos de los cuales tienen distintos aromas y pueden afectar,
incluso en concentraciones muy bajas, a las propiedades de flavor, produciendo
olores y sabores indeseables. Estos productos de deterioro causantes de
rancidez incluyen mezclas complejas de alcanos, aldehidos, cetonas, alcoholes,
furanos, alquifuranos, hidrocarburos, ésteres, acidos y lactonas (Frankel y col.,
1996).

Los hidroperéxidos pueden también condensarse en dimeros y polimeros
gue pueden, a su vez, oxidarse y descomponerse en productos volatiles de
deterioro. Ademas, la oxidacion puede ocurrir en los peréxidos originales o en los
aldehidos insaturados, que luego llevara a posterior degradacion para formar
epoxidos, peréxidos ciclicos y endoperéxidos biciclicos (Enser, 1987). Estos
productos de oxidacion secundarios pueden también descomponerse para
formar materiales volatiles y dialdehidos que contribuiran al deterioro del flavor

(Ladikos y Lougovois, 1990).

La aparicion de olores y sabores desagradables justo después del
cocinado y durante el almacenamiento posterior es uno de los principales
problemas en el procesado y comercializacion de los productos elaborados a
partir de ingredientes carnicos. La pérdida de calidad sensorial de estos
productos esta relacionada fundamentalmente con los procesos de oxidacion
lipidica y recibe el nombre de “Warmed-Over Flavor’ (WOF) (Murphy y col.,
1998). Ademas de los procesos oxidativos existen otros procesos, tales como la

degradacion proteica y la pérdida de compuestos heteroatdmicos relacionados
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con el aroma a recién cocinado, implicados en el establecimiento del WOF (St.
Angelo y col., 1990).

Por otro lado, a consecuencia de las reacciones de Maillard pueden
formarse también heterociclos de nitrégeno o compuestos de azufre como las
pirazinas, tiofenos y tiazoles, asi como furacenos y furfurales, y compuestos no
heterociclicos, como los aldehidos de Strecker, alquenedionas e hidroxiacetonas,

asi como disulfofuranos (Elmore y col., 2000).

La contribucion de cada uno de todos estos compuestos al flavor de la
carne dependera de la concentracion a la que se encuentren y de su umbral de
percepcion. Los volatiles tipo aldehido, furano y lactona son los mas implicados
en la aparicién de olores rancios tipicos de carnes envejecidas que causan
rechazo en el consumidor (Frankel, 1991). Los aldehidos tienen unos umbrales
de deteccibn muy bajos, siendo detectables a concentraciones muy bajas,
inferiores a 1 ug kg™ (Gray y Crackel, 1992), por lo que las alteraciones en el

flavor se hacen evidentes tras pocos dias de almacenamiento en refrigeracion.

La aparicion de todos estos compuestos derivados de la oxidacion lipidica
de los &cidos grasos insaturados esterificados en los fosfolipidos causa el
deterioro de la calidad de la carne y del desarrollo de “off-flavors”. La desviacion
del flavor caracteristico de la carne puede provocar el rechazo por parte del
consumidor. Segun la terminologia inglesa, existen dos tipos de desviaciones:
“off-flavors” y “taints”. “Off flavor” es el término utilizado para describir una
sensacion olfato-gustativa no caracteristica, generalmente asociada con el
deterioro o transformacién de la muestra mientras que el “taints” hace referencia
a una sensacion olfato-gustativa ajena al producto en cuestion, producida por

causas externas (Murphy y col., 1998).

El interés de cientificos y consumidores sobre la oxidacion de las grasas
en los alimentos existe desde hace varias décadas, y en base a este fendmeno
se han llevado a cabo numerosas investigaciones que han permitido establecer
una sdlida base cientifica sobre los mecanismos de oxidacion de &acidos grasos,
el impacto de la oxidacion lipidica en la carne y las estrategias antioxidantes

frente a ésta. Durante mucho tiempo se ignoré que otros componentes
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fundamentales de la carne, como las proteinas y pigmentos, son también
susceptibles al riesgo de dafio por oxidacion, no siendo este tema abordado

hasta mediados de la década de los noventa (Estévez y col., 2012).

Diversas investigaciones han puesto de manifiesto que las proteinas
miofibrilares son susceptibles a la oxidacion y que los fendmenos oxidativos
tienen lugar durante la maduracion de la carne junto a otros cambios postmortem

como el rigor mortis (Martinaud y col., 1997).

La gran variedad de cambios quimicos que sufren las proteinas carnicas a
consecuencia de su oxidacién tienen un gran impacto sobre sus propiedades
funcionales (Decker y col., 1993; Xiong y Decker, 1995). Los fendmenos de
oxidacion sobre proteinas carnicas se prolongan durante el procesado de la
carne y la elaboracién de diversos productos cérnicos como hamburguesas,
patés, salchichas tipo Frankfurt y productos carnicos curados (Ganhao y col.,
2010; Estévez y col., 2005; Estévez y Cava, 2004; Ventanas y col., 2006, 2007,
Lund y col., 2007; Fuentes y col., 2010). El desarrollo de técnicas avanzadas
para el andlisis de la oxidacion de proteinas en la carne ha permitido establecer
de forma precisa los factores y mecanismos implicados en las reacciones de
oxidacion, permitiendo entender el alcance del impacto de estas reacciones

sobre la calidad de la carne (Estévez y col., 2012).

Al igual que en el caso de la oxidacion de lipidos, el mecanismo de
oxidacion proteica implica la pérdida de un electron. Esto ocurre normalmente
mediante la abstraccion de un atomo de hidrogeno (electron + proton) en
presencia de un agente oxidante, por ejemplo, un radical libre. Los radicales
libres son moléculas reactivas que encuentran estabilidad al abstraer atomos de
hidrogeno de moléculas susceptibles como los lipidos o las proteinas,
provocando su oxidacion. En las proteinas los radicales libres suelen atacar las
cadenas laterales de aminoacidos, formandose diversos productos de oxidacion
en funcién del residuo de la proteina afectado por este ataque. A diferencia de la
oxidacion lipidica, la oxidacion proteica implica la formacién de gran variedad de
moléculas susceptibles, mecanismos y productos finales de oxidacién. Cada
aminoacido presenta una ruta especifica de oxidacion y da lugar a productos de

oxidacion especificos.
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La oxidacion proteica provoca cambios irreversibles en los grupos
funcionales de los aminoacidos originales para formar productos de oxidacion de
naturaleza diversa como enlaces cruzados (puentes disulfuro, ditirosinas) y
carbonilos (Berlett y Stadtman, 1997) procedentes de la oxidacién de residuos de
lisina, prolina y arginina, que son junto al triptéfano y a los aminoacidos
sulfurados (cisteina y metionina), los aminoacidos mas susceptibles a las
reacciones de oxidacion. A nivel proteico, la oxidacién puede tener lugar sobre la
proteina integra, no siendo necesario un proceso de protedlisis previo, pudiendo
provocar diversas modificaciones fisico-quimicas como fendmenos de
agregacion, desnaturalizacion, fragmentacion y pérdida de la funcionalidad
(Xiong y col., 2000). A nivel global, la carne sufre modificaciones en sus
propiedades sensoriales y alteracion de su digestibilidad.

La oxidacion de proteinas es responsable de texturas y colores anémalos
en carne fresca y en productos carnicos procesados. Las proteinas oxidadas ven
mermadas sus propiedades funcionales (capacidad de retencion de agua, de
formacion de geles, de formacion de emulsiones, etc.), lo cual afecta a la calidad
de la carne fresca y a la elaboracion de multitud de productos céarnicos
procesados como jamones cocidos o emulsiones carnicas. Ademas la oxidacion
proteica implica la pérdida irreversible de aminoacidos esenciales y la alteracion
de la digestibilidad de las proteinas oxidadas lo que conduce a una merma

considerable del valor nutritivo de la carne (Estévez y col., 2012).

Los factores que favorecen la instauracién de la oxidacién de lipidos y
proteinas son los mismos que determinan la oxidacion de la mioglobina,
existiendo una asociacion entre estos procesos (Rhee y col., 1985). Asi pues, la
intensidad con que se producen los procesos oxidativos condiciona el grado de

decoloracion sufrido por la carne fresca (Faustman y col., 1989).

La Figura 7 muestra dos medallones de lomo crudo de cordero. En el
medallon de la izquierda predomina la oximioglobina, estado de la mioglobina
donde el nlcleo de hematina esta combinado con oxigeno, confiriendo a la carne
un deseable e intenso color rojo brillante. En el medallon de la derecha la forma

predominante de la mioglobina es la metamioglobina, generada a consecuencia
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de la oxidacion de la propia mioglobina, produciendo un deterioro en el color y en

el aspecto general de la carne.

Figura 7. Medallones de lomo crudo de cordero con mioglobina en forma de

oximioglobina y metamioglobina.

Oximioglobina Metamioglobina

2.4.4.2. Deterioro microbiolégico.

El deterioro microbiolégico es otro de los factores limitantes de la vida
comercial de la carne. Las medidas de higiene y sanidad establecidas para el
proceso de obtencion de la carne permiten que dicho proceso se realice bajo
Optimas condiciones, sin embargo, no es posible conseguir una completa

esterilidad.

La presencia de microorganismos en la carne puede dar a dos situaciones
distintas. Por un lado est4 el desarrollo de microflora alterante, que actia
deteriorando y modificando las caracteristicas sensoriales de la carne. En este
caso la carga microbiana necesita alcanzar valores elevados para poder
modificar las caracteristicas del alimento y conseguir alterarlo. La aparicion de
olor desagradable en el producto es el primer indicio de esta alteracion
microbiana. A consecuencia del metabolismo bacteriano se origina una mezcla
compleja de ésteres volatiles, alcoholes, cetonas y compuestos sulfurados, que
colectivamente producen los malos olores que pueden percibir, siendo este tipo

de contaminacion microbiana facilmente detectable (Sanchez y col., 2008).
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Por otro lado, puede haber crecimiento de patégenos hasta alcanzar dosis
peligrosas para la salud, dando lugar a trastornos patologicos en el consumidor,
pudiendo algunos microorganismos de este tipo producir efectos perjudiciales
incluso con un nimero reducido de unidades. En la mayoria de estos casos, el
crecimiento no va acompafado de cambios apreciables en la carne, por lo que
es relativamente sencillo que estos microorganismos puedan llegar al
consumidor. La presencia y desarrollo potencial de microorganismos patégenos
tiene una gran relevancia ya que son los responsables de producir

toxiinfecciones alimentarias (Sanchez y col., 2008; Signorini y Guerrero, 2009).

La alteracion microbiolégica de la carne corre a cargo de bacterias
psicrétrofas principalmente. Son muchos los tipos de microorganismos
psicrotrofos que se han detectado en la carne refrigerada, entre los mas
frecuentes cabe mencionar a especies de los géneros: Pseudomonas, Moraxella,
Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Brochothrix, Lactobacillus,
Enterobacter, Hafnia y Alteromonas. También se encuentran, aunque son menos
frecuentes, especies de los géneros Yersinia, Campylobacter, Alcaligenes, Vibrio

y Aeromonas (Bejarano, 2001).

Entre la diversidad, las bacterias aerobias Gram negativas son las que
adquieren mayor importancia y, dentro de éstas, distintas especies del género
Pseudomonas son normalmente las responsables de la alteracion de la carne

refrigerada, sin descartar la posible colaboracion de otras especies.

El crecimiento microbiano tiene consecuencias directas en la calidad de la
carne, produciendo alteraciones en la textura, como ablandamiento, pérdida de
elasticidad y aumento de la viscosidad, aumento de la exudacion debido a la
alteracion de proteinas, alteraciones del olor (olor &cido, putrido, etc.) y color,

aparicion de limos, opacidad, etc.

Las alteraciones de origen microbioldgico afectan fundamentalmente a la
carne desde el sacrificio del animal hasta el momento previo al cocinado, ya que,
mediante éste la carga microbiolégica es reducida o eliminada a consecuencia
de la aplicacion de altas temperaturas, independientemente del método

empleado. Ademas de la disminucion de la carga, la reduccion en el contenido
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de agua en la carne, derivada del propio proceso de cocinado, puede dificultar el

desarrollo de los microorganismos (Sanchez y col., 2008).

2.4.4.3. Deshidratacion, retraccién y otras alteraciones.

La modificacion de la textura de la carne es otra alteracidon que puede
presentarse durante el almacenamiento. Sobre la textura influyen principalmente
la estructura y la integridad de las células del musculo esquelético, la
disponibilidad de metabolitos a nivel intracelular y la actividad de las enzimas

proteasas, tanto en el interior, como en el exterior de la célula (McCormick, 2009).

Los principales mecanismos que afectan a la modificacion de la textura en
la carne son de naturaleza enziméatica e implican a varios sistemas proteoliticos
intracelulares (Ouali y col., 2006), sin embargo, su extrema complejidad hace
gue muchos de ellos sigan sin ser claramente entendidos (Kemp y col., 2010). El
sistema calpaina es el mas importante de estos sistemas y esta compuesto por
varias isoformas de la enzima calpaina, cuya accién postmortem puede
mantenerse durante un largo periodo de tiempo. La calpastatina es otra
importante enzima enddgena cuya funcion es la de inhibir a las calpainas. El
complejo proteico proteosoma y la enzima caspasa también estan implicados en
los cambios acontecidos en el masculo postmortem y en la calidad de la carne
(Huff-Lonergan y col., 2010).

La miosina, la actina, la titina, la nebulina, la troponina-T, la desmina y la
filamina son las proteinas mas importantes relacionadas con la textura de la
carne. Su degradacién, tanto por fendmenos enzimaticos, como oxidativos,
puede tener efectos significativos sobre la integridad de las fibras musculares

durante el almacenamiento de la carne (Huff-Lonergan y col., 2010).

La miosina y la actina son las dos proteinas mas abundantes en el
musculo esquelético y su contribucion a la estructura y textura de la carne es
muy importante. En los enlaces existentes entre estas proteinas se producen
cambios durante el almacenamiento de la carne que pueden afectar al acceso de

los sistemas proteoliticos a sus substratos diana (Weaver y col., 2007), ademas,
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la oxidacion de la mioglobina también puede producir la formacioén de radicales
libres a partir de la miosina, favoreciendo la agregacion de moléculas de ésta
(Lund y col., 2008). Estas dos alteraciones se ven favorecidas cuando la carne
es envasada en atmosferas con alto contenido de oxigeno y pueden conducir a
un aumento en la retraccion y dureza de la misma (Lund y col., 2008; Kim y col.,
2010).

La degradacion de la proteina titina puede producir ablandamiento y
pérdida de la integridad muscular en la carne (Melody y col., 2004), sin embargo,
también se ha observado que esta proteina puede formar enlaces con la miosina
bajo condiciones hiperoxidantes, ocasionando el efecto contrario, ya que la
asociacion entre miosina y titina tiene la capacidad de provocar un descenso en
la solubilidad de las proteinas, en la terneza de la carne, en el tamafio de las
miofibrillas y en la CRA (Kim y col., 2010).

El agua es el componente mayoritario del tejido muscular y su distribucion
en el mismo también estd muy relacionada con los cambios estructurales
observados en la carne. Tras la muerte celular se produce una acidificacion
progresiva de la carne que determina un descenso en la carga eléctrica de las
proteinas e induce a un incremento en su hidrofobicidad, pudiendo provocar una
reduccién de su CRA (Ouali y col., 2013). El grado de deshidratacion de la carne
esta condicionado por la especie animal de procedencia, por las caracteristicas
propias del musculo y por las tecnologias de conservacién aplicadas tras el
sacrificio. Esta deshidratacion puede manifestarse en distintos niveles segun la
pérdida de agua, observandose desde una leve aparicion de exudado en
superficie, hasta la retraccion y endurecimiento de la pieza en caso de

deshidratacion severa (Ouali, 1990).

Otros fendmenos que pueden afectar negativamente a la textura de la
carne durante su almacenamiento son la oxidacion de proteinas y la nitrosilacion.
La oxidacion proteica puede transformar los aminoacidos en derivados
carbonilos y favorecer la formacion de enlaces disulfuro entre proteinas,
originando una reduccion en la funcionalidad de éstas (Xiong y Decker, 1995).
En la nitrosilacion, el oxido nitrico producido por las enzimas oxido nitrico

sintasas puede combinarse con un radical superoxido dando lugar a peroxinitrito,
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molécula altamente prooxidante que tiene la capacidad de alterar y modificar a
numerosas enzimas (Radi y col., 2000). En definitiva, ambos fenémenos pueden
favorecer el endurecimiento de la carne al estimular la agregacion de proteinas e

inhibir la degradacion proteica mediada por enzimas (Huff-Lonergan y col., 2010).

2.5.Estrategias para extender la vida comercial de la carne.

La carne es un producto perecedero sujeto a transformaciones de tipo
fisico-quimico y/o microbiano que alteran su calidad (Lundquist, 1994). Los
productos carnicos crudos, debido a sus caracteristicas y al proceso de
manipulacion al que son sometidos antes de llegar al consumidor, presentan un
tiempo de vida util muy limitado, méas aun si no se les aplica un adecuado
sistema de conservacion para prevenir o retrasar cambios indeseables en sus
caracteristicas de calidad. Las medidas de prevencion del deterioro deben
aplicarse desde el momento de sacrificio del animal del que procede la carne,
dirigidas frente a los tres tipos de alteracion posible: fisica, quimica y
microbiolégica (Sanchez y col., 2008).

La conservacion de la carne se lleva a cabo por una combinacion de
meétodos, al igual que la de casi todos los alimentos perecederos. La mayoria de
las carnes constituyen excelentes medios de cultivos por sus caracteristicas de
humedad abundante, pH poco acido y abundancia de nutrientes, lo cual, unido a
la circunstancia de que en los ganglios linfaticos, huesos y musculos pueden
encontrarse algunos microorganismos, hace que la contaminacién por microflora
alterante sea casi inevitable y que su conservacion sea mas dificil que la de la

mayoria de los alimentos.

La Legislacién Alimentaria es muy estricta con respecto al uso de aditivos
en la carne, no estando en la actualidad permitido su uso en la conservacion de
carne integra fresca (Reglamento CE 1333/2008 del Parlamento Europeo y del
Consejo), de ahi que se hayan propuesto otras estrategias para prevenir el
deterioro microbioldgico y oxidativo de la carne durante su vida comercial. La

tendencia actual va dirigida hacia la utilizacion de sistemas de envasado y
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conservantes naturales no considerados aditivos, tanto mediante adiciéon directa,

como incorporados en el tejido muscular y adiposo mediante la dieta.

La vida atil de la carne cruda esté limitada principalmente por el oxigeno
atmosférico, el cual facilita el crecimiento de microorganismos aerobios
responsables de las alteraciones del producto (Parry, 1995), por lo que la
utilizacion de un sistema de mantenimiento adecuado que permita la
manipulacion, transporte y distribucién del alimento, asegurando las méaximas

condiciones de seguridad y calidad, es fundamental (Church, 1994).

Una vez controlado el deterioro microbiolégico, los procesos oxidativos
van a determinar la vida comercial de la carne, provocando la aparicion y
desarrollo de la rancidez, la degradacion y desaparicion de pigmentos, la pérdida
de vitaminas y la formacion de sustancias nocivas para la salud humana, siendo
la oxidacion de las grasas el principal condicionante de la caducidad alimentaria

durante el almacenamiento frigorifico.

Aunque el color de la carne no siempre es una buena referencia para
determinar la calidad higiénica de ésta, es el principal atributo disponible para
estimar la calidad del producto envasado (Lindahl y col.,, 2006). Los
consumidores suelen asociar una carne que no presenta una coloracion rojiza y

brillante con un producto viejo y de poca calidad (Young y col., 1999).

Para evitar la oxidacién y la rancidez de los alimentos se emplean dos
tipos de estrategias, la prevencion (proteccion de la luz, descenso de la
temperatura, atmosferas reductoras, etc.) y la adicion de antioxidantes, tanto
directamente al alimento en su formulacion, superficie o envase, como, en el

caso de los productos animales, adicionadas a la alimentacion habitual.

En la eleccion del método de conservacién, ademas de la posible
alteracion de las cualidades del producto, también han de considerarse otros
aspectos tales como que sea un sistema inofensivo para el manipulador e inocuo
para el consumidor, que cuente con los minimos problemas de distribucion y
comercializacién posibles asi como con el minimo impacto econémico a la hora

de su aplicacién en condiciones comerciales en el mercado.
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Entre los métodos mas utilizados para la conservacion de la carne se
encuentran: aplicacion de frio, tratamiento térmico, deshidratacion, irradiacion,

conservantes quimicos, etc. (Urbain y Campbell, 1994).

2.5.1. Aplicacion de frio.

En este apartado se incluyen dos métodos tradicionales de conservacion
de alimentos como son la refrigeracion y la congelacion, los cuales consisten en
someter a los alimentos, respectivamente, a temperaturas cercanas a su punto
de congelacién o por debajo de éste, para prevenir o limitar el crecimiento
microbiano (Zhou y col., 2010). Su aplicacién en alimentos influye de manera

notable en el mantenimiento de su calidad y en la prolongacion de su vida util.

La aplicacion de aire frio por conveccion reduce la temperatura y produce
cierta deshidratacion superficial en la carne, factores que limitan el crecimiento
bacteriano (Ockerman y Basu, 2004). La temperatura de refrigeracion de los
alimentos varia en funcion de las caracteristicas de éstos, siendo valores entre 0

°C y 3 °C los recomendados para productos como la carne cruda.

La congelacién prolonga el tiempo de almacenamiento util de la carne, ya
gue, en virtud de este proceso, se evitan los indeseables cambios quimicos y
microbiolégicos (Arthur, 2006; Lawrie y Ledward, 2006) y se reduce la potencial
pérdida de peso consecuencia del goteo y la evaporacion, pudiendo conservarse
la carne durante meses e incluso afios. Se considera que, para carne congelada,
una temperatura de almacenamiento de -55 °C es la ideal de cara a la
prevencion completa de cualquier cambio en sus parametros de calidad (Hansen
y col., 2004). A nivel comercial, las temperaturas de congelacién a las que son
sometidas los alimentos oscilan entre -21 °C y -18 °C, rango dentro del cual las
reacciones enzimaticas, los procesos oxidativos y el desarrollo microbioldgico

guedan minimizados.

Otro proceso relacionado con la dismunicion de la temperatura de
almacenamiento es el denominado “super refrigeracion” o “congelacion parcial”,

gue consiste en almacenar los productos justo por debajo de su punto de
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congelacion, uno o dos grados, manteniéndose una pequefia parte del contenido
de agua del producto congelado, lo cual inhibe en gran medida la actividad
microbiana, aunque los cambios fisicos y quimicos pueden seguir produciéndose,
e incluso acelerarse. Su empleo permite prolongar la vida util de los alimentos
entre 1,4 y 4 veces frente a los métodos tradicionales de refrigeracion
(Magnussen y col., 2008). Es una tecnologia que ha sido empleada de forma
efectiva en productos de la pesca (Olafsdottir y col., 2006; Beaufort y col., 2009)
y sobre la cual existe actualmente un gran interés con respecto a su utilizacion
para el almacenamiento de la carne (Schubring, 2009), ambito sobre el cual
existen diversos estudios donde se detalla su empleo con éxito (Nowlan y col.,
1974; Beaufort y col., 2009).

2.5.2. Envasado y atmdésferas protectoras.

El envasado se realiza para inhibir los fenémenos de deterioro de la carne
durante su almacenamiento, entre los que destacan la decoloracién, el desarrollo
de olores y sabores indeseables, la pérdida de nutrientes y los cambios en la
textura. Su empleo es necesario para extender la vida util de la carne, ya que sin
el mismo ésta Unicamente se conservaria unos pocos dias en refrigeracion. Las
variables que influyen en la vida util de la carne envasada son el tipo de carne a
envasar, la mezcla de gases, el ratio carne/gas, el tipo de envase, el
equipamiento de envasado, la temperatura de almacenamiento y el empleo de
aditivos (Zhou y col., 2010).

La tendencia actual del mercado se dirige hacia un aumento de la oferta
de productos frescos envasados a vacio o en atmésferas modificadas, con el fin
de mantener sus caracteristicas por un periodo de tiempo prolongado. Estos son
los principales sistemas de envasado empleados y tienen en comun que implican
la utilizacién de plasticos con baja permeabilidad a los gases (20 ml m™ por 24 h
para el oxigeno y de 50 ml m™ por 24 h para el diéxido de carbono) para la carne
refrigerada. Pueden utilizarse diferentes films plasticos dependiendo del sistema
de envasado en atmésfera modificada empleado. Para la tapa suelen usarse

films de cloruro de polivinilideno recubierto de polipropileno-polietileno, cloruro de
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polivinilideno tereftalato de polietilieno recubierto de polietileno, o poliamida-
polietileno. Para la envoltura suelen usarse films de poliamida-polietileno,
poliamida-ionémero, poliamida o de vinilo-etileno-acetato de polietileno (Mullan y
McDowell, 2003).

Por lo general, una sola capa o un unico tipo de plastico no suele tener
todas las propiedades necesarias para el correcto envasado de los alimentos,
por lo que son necesarios procesos de laminacion, recubrimiento o coextrusion
para crear capas de plastico con las propiedades deseadas (Jenkins y
Harrington, 1991). Una estructura multicapa comun consta de un material
estructural externo (tereftalato de polietileno, poliamida o polipropileno), un
material intermedio con propiedades de barrera de gas (cloruro de polivinilo,
cloruro de polivinilideno, acetato de vinilo de etileno u otros) y un material interior
gue permite el sellado (polietileno, etileno acetato de vinilo, ionGmero u otros). A
la superficie externa del polimero pueden aplicarsele agentes antiempafiamiento
mediante recubrimiento por inmersion o pulverizacién, o mezclado en el polimero
para la migracion a la superficie. Los agentes més utilizados son los ésteres de
glicerol, ésteres de poliglicerol, ésteres de sorbitan y sus etoxilatos, etoxilatos de

alcohol, y etoxilatos de nonilfenol (Osswald y otros, 2006).

Basicamente existen tres tipos principales de envasado: Envasado a vacio,
envasado en atmdsfera modificada y envasado activo.

El envasado a vacio consiste en extraer el aire que hay en torno al
producto para almacenarlo en condiciones de ausencia de gases. La falta de
oxigeno en el interior de los envases minimiza las reacciones oxidativas y el
crecimiento de bacterias aerobias (Zhou y col., 2010). Para conseguir que las
condiciones de anaerobiosis se mantengan en el tiempo es fundamental usar
materiales que sean impermeables a los gases, por ejemplo, se pueden utilizar
envases compuestos por tres capas coextruidas de etil-acetato de vinilo/cloruro
de polivinilo/etil-acetato de vinilo, cuya permeabilidad al oxigeno suele ser menor
a 15,5 ml m? por 24 h a presiones de 1 atm gracias a la capa de cloruro de

polivinilo (Jenkings y Harrington, 1991).
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La utilizacion del envasado a vacio en carnes rojas es problematica ya
gue provoca una reduccion de oxigeno que supone un cambio de color desde
rojo (oximioglobina) a pardo (metamioglobina). La pérdida del color rojo brillante
que caracteriza la carne fresca no puede considerarse una alteracibn como tal,
aunque el consumidor podria rechazar el producto por presentar un aspecto
poco atractivo (Ordofiez y col., 1977). Ademas, este tipo de envasado tiene la
ventaja de inhibir el crecimiento de bacterias aerobias, pero puede promover el
crecimiento de bacterias anaerobias con actividad lipolitica y proteolitica, lo cual
puede afectar de forma negativa al olor de la carne. Un inconveniente adicional

de los envases a vacio es la acumulacion de exudado.

Para que la carne envasada a vacio recupere su coloracion natural es
muy importante que la mioglobina vuelva a oxigenarse, siendo fundamental un
blooming adecuado. El blooming es el fendmeno mediante el cual se produce un
enrojecimiento de la carne gracias a la reaccion de la mioglobina con el oxigeno
presente en el aire o procedente de atmdésfera modificada, para pasar al estado
de oximioglobina, caracterizada por presentar una coloracién rojiza brillante. El
tiempo de blooming mas adecuado para cada tipo de carne depende de diversos
factores, tales como la especie de procedencia, la temperatura, el pH y el tiempo
transcurrido entre el sacrificio del animal y el envasado de su carne (Honikel,
1998). Normalmente se emplea un tiempo aproximado de 30 min de blooming

previo al analisis del color (Pearce, 2008).

El envasado en atmdsfera modificada consiste en dotar al producto de
unas condiciones determinadas de almacenamiento que favorezcan la
conservacion de éste, modificando la composicion de la atmosfera presente en el
interior del envase. Este tipo de envasado es uno de los métodos de
conservacion mas utilizados en la carne, y el envasado de la carne fresca ha
experimentado un importante incremento en los dltimos afios (Eilert, 2005). Al
igual que en el envasado a vacio, es fundamental el empleo de materiales

capaces de mantener dichas condiciones en el tiempo (McMillin, 2008).

Mediante el envasado en atmodsfera modificada se sustituye la
composicion normal del aire atmosférico (78% N,, 20,99% O,, 0,94% Ary 0,03%

COy), cuyas caracteristicas favorecen el desarrollo de alteraciones en los
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productos, por un gas o mezcla de gases cuya composicion va a ir variando a
medida que se prolongue el almacenamiento del producto y que permite
controlar las reacciones quimicas, enzimaticas y microbianas, evitando o
minimizando las principales degradaciones que se producen durante los

periodos de almacenamiento (Rodriguez, 1994).

El envasado en atmosfera modificada rica en oxigeno y didxido de
carbono favorece la preservacion del color rojo brillante de la carne fresca,
determinante para su adquisicion en los puntos de venta, incrementa la vida
media del producto al limitar el crecimiento microbiano y minimiza las pérdidas
gue pueden originarse por el almacenamiento (Smith y col., 1983; Gill, 1990;
Sahoo y Anjaneyulu, 1995; O Grady y col., 2000; Vergara y col., 2003; Kennedy
y col., 2004).

Para que el sistema de conservacion resulte adecuado debe garantizar un
periodo prolongado de frescura y mantenimiento de las cualidades
organolépticas de la carne, correspondientes al envasado y distribucion, al
periodo de exposicion del producto en el mercado y al de almacenamiento por el
consumidor (Jayasingh y col., 2001). Este hecho esta justificado teniendo en
cuenta las nuevas formas de distribucion y presentacién de los alimentos en el
mercado, sobre todo de aquellos productos con una vida util limitada como es el
caso de la carne (Linares, 2007), desarrolladas en base a los cambios
acontecidos en el estilo de vida de la sociedad actual (poco tiempo para cocinar,
aumento del nimero de hogares unipersonales, etc.). Ademas, el hecho de que
la carne de cordero sea considerada como un producto de lujo (Vergara y
Gallego, 2001) supone una menor frecuencia de consumo en relacién con otros
tipos de carne como la de cerdo o ternera, consumidos casi diariamente, lo que
refuerza la necesaria adecuacion de los sistemas de conservacion a fin de

garantizar su calidad a lo largo del tiempo (Smith y col., 1983).

Los gases mas comunmente utilizados para el envasado en atmdsfera
modificada de la carne fresca son el oxigeno y el didxido de carbono. Su empleo
permite que el tiempo de permanencia de la coloracion rojiza en la superficie de
la carne pueda prolongarse 3 - 4 dias gracias al blooming producido por el
oxigeno, al efecto antimicrobiano del dioxido de carbono y a la funcion de gas de
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relleno del nitrégeno (Tawiah y col., 1991). Dentro de sus variables destaca, para
la conservacion de carne roja, la combinacion de un 20% - 30% de diéxido de
carbono, en virtud a su efecto antimicrobiano, con un 70% - 80% de oxigeno,
empleado para potenciar la formacion de oximioglobina, lo cual proporciona a la
carne el color rojo brillante tan apreciado por el consumidor (Blakistone, 1998;
Taylor, 1996). Otra modalidad mas novedosa, aplicada sélo a determinados
productos en paises autorizados, es el uso de monoxido de carbono debido a
Sus numerosas ventajas a la hora de la conservacion de la carne fresca (Linares,
2007).

El dioxido de carbono (CO,) es el principal responsable de la inhibicion del
desarrollo bacteriano (Nissen y col., 1996), alarga de la fase de latencia y reduce
el crecimiento en la fase logaritmica del crecimiento microbiano. Su accion se
incrementa a bajas temperaturas debido a un aumento de su solubilidad (179,9
ml 100 mI™* de agua a 0 °C).

El diéxido de carbono es particularmente efectivo contra las bacterias
Gram negativas aerobias responsables de la descomposicion, tales como
Pseudomonas, que provocan pérdidas de color y malos olores, en carnes y
pescados. Sin embargo, el diéxido de carbono no retrasa el crecimiento de todos
los microorganismos, apenas tiene efecto sobre las levaduras, y puede
incrementar el crecimiento de las bacterias acido-lacticas en presencia de bajos
niveles de oxigeno (Egan, 1983). EI mecanismo de accion del dioxido de
carbono no es del todo conocido, aunque se sefalan varias alternativas, como
son la alteracion de las funciones de membrana, la inhibicién o reduccién de la
actividad enzimatica, la modificacion del pH intracelular o cambios en las
propiedades fisico-quimicas de las proteinas. En alimentos con un pH superior a
6,0 provoca una ligera acidificacion del medio, sin que esta llegue a ser lo
suficientemente importante para ejercer un efecto bacteriostéatico (Farber, 1991).
Al ser un gas soluble en agua y grasa, es necesaria la incorporacion de otro gas
inerte que impida el colapso del envase cuando el di6xido de carbono se

solubiliza en el alimento.

Atmasferas con un contenido del 70% - 85% de oxigeno y 15% - 30% de

diéxido de carbono son las mas adecuadas para mantener el color rojo y
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prevenir el deterioro microbiolégico en carne fresca (Ordofiez y col., 1977).
Niveles de di6éxido de carbono inferiores al 15% no producen una inhibicion
satisfactoria del crecimiento de microorganismos. Hay autores que han utilizado
altas concentraciones de diéxido de carbono con objeto de aumentar la vida util
de la carne, sin embargo, aunque algunos de ellos (Gill, 1990; Thippareddi,
1998) sefialan que es la presencia de oxigeno residual el principal responsable
de la decoloracion de la carne, otros indican que cuando la concentracién de
diéxido de carbono es superior al 30% puede acelerarse la decoloracion en
carnes rojas (Silliker y col., 1977), a lo cual hay que sumar el riesgo de que se
produzca un colapso en el envase cuando el nivel de dioxido de carbono
empleado supera el 40%, a consecuencia de la absorcion del dioxido de carbono
por parte del tejido animal (McMillin y col., 1999).

El nitrdgeno (N2) es un gas inerte, incoloro, inodoro e insipido, con baja
solubilidad en agua y en grasas, que se utiliza fundamentalmente para desplazar
al oxigeno y asi retrasar la oxidaciébn y para prevenir el enranciamiento,
retrasando también el desarrollo de los microorganismos aerobios putrefactivos.
El nitrogeno se suele utilizar como gas de relleno, para evitar el colapso del
envase cuando se usan elevadas concentraciones de dioxido de carbono
(Thippareddi, 1998). El nitrdgeno mantiene la integridad del producto envasado

ya que no reacciona con los pigmentos de la carne, ni es absorbido por la misma.

El oxigeno (O;) es un gas incoloro, inodoro e insipido que, en altas
concentraciones y en presencia de grasas o sustratos oxidables, favorece el
desarrollo de procesos oxidativos y el crecimiento de microorganimos aerobios,
inhibiendo el crecimiento de los microorganismos anaerobios (Sahoo vy
Anjaneyulu, 1995). Para el envasado de la carne el oxigeno es un gas
conveniente, e incluso necesario, dado que promueve la correcta apariencia y

coloracion roja de la carne de cara al consumidor (Jeremiah, 2001).

De acuerdo con Sorheim y Nissen (1996), altas concentraciones de
oxigeno y una temperatura de refrigeraciéon de entre 6 °C y 8 °C permiten una
vida media de la carne envasada bajo estas condiciones de hasta una semana.
Por otra parte, el envasado con bajos niveles de oxigeno implica una importante

decoloracion del producto debido a la susceptibilidad de oxidacion de la
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mioglobina con respecto a la oximioglobina (Gill, 1990). Este hecho determina
gue el uso de bajas proporciones de oxigeno no resulte adecuado para el

envasado de carnes rojas, como la de cordero (Linares, 2007).

El mondxido de carbono (CO) es un gas incoloro, inodoro e insipido que
ha sido utilizado para el envasado de carne fresca en Europa, concretamente,
durante 20 afios (1985 a 2004) hasta que en julio de 2004 fue prohibido su uso
por no encontrarse dentro de la lista de aditivos autorizados (Knut y Nolet, 2006).
Sin embargo, en Estados Unidos est4d aceptada su utilizacion para la

conservacion de carne roja, tanto fresca, como picada (FDA, 2004).

El monoxido de carbono confiere una atractiva coloracion rojo-cereza a la
carne fresca en virtud a su fuerte union a la mioglobina (Belcher, 2006; Eilert,
2005; Sebranek y col., 2006), que se mantiene muy estable gracias a la fuerte
afinidad del monoxido de carbono por el grupo hemo (Sorheim y col., 1997,
Wilkinson y col., 2006). Ademas, el monoxido de carbono reduce la carga
microbiana al presentar accién bacteriostatica frente a determinados
microorganismos, entre los que se incluye Escherichia Coli (Gee y Brown, 1980;
Sorheim y col., 1997, 1999; Stetzer y col., 2007), y evita la decoloracion del
hueso (Knut y Nolet, 2006). Sin embargo, el monéxido de carbono no esta
exento de desventajas, al no ser totalmente efectivo frente a los
microorganismos patdégenos, cuyo crecimiento inhibe Unicamente de manera

parcial (Wilkinson y col., 2006).

Diversos estudios han mostrado la conveniencia del uso del monéxido de
carbono para conservar la carne cruda. Las atmdésferas con bajas
concentraciones de monoxido de carbono y altas concentraciones de diéxido de
carbono aseguran una reduccién de la carga microbiana y la inhibicion de
determinados patdgenos (Knut y Nolet, 2006), por lo que una atmdosfera con un
1% de monoxido de carbono, un 50% de didéxido de carbono, un 25% de
nitrogeno y un 24% de oxigeno podria ser adecuada para conservar carne cruda
(Luifio y col., 1998).

Las posibilidad de usar otros gases de envasado, como cloro, 6xido de

etileno, didéxido de nitrdgeno, ozono, o6xido de propileno y dioxido de azufre,
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también se ha investigado en la carne, pero parece poco probable su

autorizacion para el envasado de alimentos (Parry, 1995).

El envasado activo incorpora componentes especificos que interaccionan
con el alimento o con el ambiente para mantener la calidad del producto y
prolongar su vida util. Un paso mas alla en este tipo de tecnologia es el
envasado inteligente, donde el propio envase esta provisto de un sensor para
controlar las propiedades de los alimentos o del ambiente en el envase e
informar al procesador, comerciante o consumidor sobre el estado de éstos
(Kerry y col., 2006).

El envasado activo presenta caracteristicas de envasado en atmdsfera
modificada, ya que proporciona al producto las condiciones necesarias para
evitar o ralentizar los procesos que provocan su alteracion, pero ademas
presenta la ventaja de no necesitar un seguimiento y control continuos (Yanyun y
col., 1994).

Las funciones y tecnologias del envasado activo incluyen control de la
humedad, films permeables al oxigeno, captadores de oxigeno, generadores de
oxigeno, controladores de dioxido de carbono, controladores del olor,
mejoradores del sabor, extractores de etileno y agentes antimicrobianos (Brody y
col., 2008; Brody, 2009) junto con indicadores de componentes especificos
(Vermeiren y col., 1999) y control de la temperatura de envasado. Un novedoso
tipo de envasado activo es el basado en la incorporacion de sustancias
antimicrobianas a los materiales de los envases para controlar el crecimiento
indeseable de microorganismos sobre la superficie de los alimentos. El envasado
antimicrobiano es un importante reto tecnoldgico que puede ayudar a prolongar

la vida util y mejorar la seguridad de los alimentos (McMillin, 2008).

Con independencia del método empleado, en general, el envasado de la
carne permite prolongar su tiempo de vida util gracias a la minimizacion de los
procesos de deterioro que acontecen sobre ésta durante su almacenamiento.
Los efectos derivados del envasado son ejercidos a distintos niveles: sobre la
oxidacion de lipidos, sobre la estabilidad del color, sobre la microflora alterante

de la carne y sobre el olor de la carne.
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La presencia de oxigeno en la atmdsfera de conservacion es un factor
critico en el desarrollo de la oxidacion lipidica y, por tanto, en la aparicion de

sabores y olores a rancio y alteraciones del color (Jo y col., 1999).

El empleo de atmésferas con alta concentracion de oxigeno, en
comparacion con las condiciones atmosféricas y el envasado a vacio, provoca el
aumento de la concentracion de los productos secundarios de la oxidacion,
convirtiéendose en el factor limitante de la vida util de muchas carnes crudas
envasadas (Jensen y col., 1998%). Para el empleo adecuado de estas atmdsferas
es importante aumentar la estabilidad oxidativa de la carne, pudiéndose
combinar el envasado con la aplicacion de antioxidantes naturales (a-tocoferol,
extracto de romero, tomillo, salvia, etc.) por via endégena o exdgena (Jensen y
col., 19982, 1998"; O"Grady y col., 2000).

El envasado a vacio presenta un efecto protector sobre la oxidacion de
acidos grasos y colesterol, debido a la ausencia de oxigeno en la atmosfera de
conservacion. Este tipo de envasado ha mostrado méas efectividad en el control
de la oxidacion lipidica que el empleo de antioxidantes, manteniendo esta
efectividad incluso en presencia de otros agentes prooxidantes como las

radiaciones no-ionizantes (Jo y col., 1999; Nam y col., 2001).

Como ya se ha indicado, los procesos de oxidacion de la mioglobina
conducen a la formaciéon de metamioglobina, responsable de un color marrén
gue provoca rechazo del consumidor (Renerre y Labas, 1987; Kanner, 1994; Zhu
y Brewer, 1998). La composiciéon de gases de la atmdsfera de envasado
determina el estado de oxidacién de la mioglobina y, por tanto, el color de la
carne durante el almacenamiento. El envasado a vacio o en mezclas de gases
de dioxido de carbono y nitrégeno, en ausencia de oxigeno, mantiene la
mioglobina en estado reducido y previene la oxidacién, si bien la carne adquiere
una coloracion oscura que puede generar rechazo en el consumidor. Las carnes
rojas almacenadas en estas condiciones recuperan el color caracteristico tras la
exposicidon a atmdsferas oxigenadas por la formacion de oximioglobina (Sorheim

y col., 1996; Sorheim y Nissen, 1996). El empleo de atmdsferas con una
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determinada cantidad de oxigeno mantiene estable el color rojo propio de la

carne durante mas tiempo pero favorece las reacciones de oxidacion de lipidos.

Los procesos de envasado y enfriamiento seleccionan las especies de
microorganismos que pueden comprometer la vida util de la carne (Labadie,
1999). La carne almacenada en condiciones aerdbicas es rapidamente alterada
por microorganismos que provocan su decoloracion y la aparicion de olores
desagradables y del limo superficial. Dentro de esta flora aerdbica destaca la
presencia de Pseudomonas spp. Otros microorganismos presentes en estas
condiciones son Brochotrix thermosphacta, Acinetobacter spp. y Psicrobacter
spp. (Brody, 1996; Labadie, 1999; Sofos y col., 2000). También aparecen en

menor cantidad anaerobios facultativos como enterobacterias (Brody, 1996).

La carne envasada a vacio es muy estable al deterioro por
microorganismos debido a la inhibicion de la flora psicrétrofa aerobia, siendo
posible so6lo el crecimiento de bacterias &cido-lacticas (principalmente
Lactobacillus y en menor medida Streptococcus, Leuconostoc, Pedicoccus y
Enterococcus), con un menor efecto sobre las caracteristicas organolépticas, lo
gue permite periodos de vida util de tres a cuatro semanas a temperaturas de

refrigeracion (Sorheim y Nissen, 1996; Labadie, 1999).

El envasado en atmdésfera modificada también tiene un importante efecto
sobre la flora microbiana. El empleo de atmoésferas modificadas formadas
exclusivamente por dioxido de carbono consigue periodos de vida util similares a
los del envasado a vacio, viéndose reducidos con la inclusiéon de oxigeno en las
mezclas (Brody, 1996; Labadie, 1999). A diferencia del envasado a vacio, el
empleo de atmosferas ricas en didxido de carbono, mantiene un efecto reductor
sobre el crecimiento microbiano tras la apertura del envase y la exposicion de la
carne al aire (Sorheim y col, 1996). Sin embargo, el uso de altas
concentraciones de didéxido de carbono puede producir un colapso en el envase

al solubilizarse dicho gas en el alimento (McMillin y col., 1999).

Aunqgue la incidencia de toxiinfecciones alimentarias asociadas a carne
envasada en atmaosfera modificada es minima, se debe tener en cuenta el riesgo

para la calidad higiénica de la carne, debido a que se alarga la vida comercial y
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se disminuye la flora alterante competidora con posibles microorganismos

patdégenos presentes.

La carne cruda puede presentar olores desagradables, como olores
acidos, rancios, putridos y otros, procedentes del metabolismo microbiano y de
los procesos de oxidacion lipidica. La aparicion de olores desagradables
depende del método de envasado, la temperatura de conservacion y la carga
microbiana inicial (Sorheim y col., 1999). Las atmdsferas protectoras sin oxigeno
y con altas concentraciones de dioxido de carbono son las que mas inhiben
estos procesos de deterioro. Asi, el empleo de mezclas de diéxido de carbono y
nitrogeno retrasa el desarrollo de olores desagradables en la carne, en
comparacion con la conservacion en mezclas con bajas concentraciones de
oxigeno o a vacio (Sorheim y col.,, 1996). Las atmosferas con una alta
concentracion de oxigeno son las mas susceptibles de provocar la aparicion de
olores no caracteristicos en la carne, en particular olores rancios y putridos
(Sorheim y col., 1999).

2.5.3. lluminacion.

La iluminacién es esencial para la comercializaciébn de carne cruda. Los
comercios utilizan sistemas de iluminacién con luces brillantes para realzar la
frescura y mejorar el aspecto de la carne, que es el factor mas influyente en el
criterio de seleccion del consumidor en el punto de venta (Kropf, 1980; Calkins y
col., 1986; Van Oeckel y col., 1999), sin embargo, la iluminacién puede acelerar

la decoloracion de la carne, reduciendo su vida util (Bafion, 2012).

Las fuentes de iluminacion empleadas pueden variar desde aquellas que
se colocan en techos, que pueden ser luces fluorescentes, incandescentes y de
haluro metal, hasta luces colocadas dentro de la vitrina de exposicién. Los
consumidores suelen preferir las carnes presentadas bajo iluminacion
incandescente frente a aquellas presentadas bajo iluminacién fluorescente,
probablemente debido a la ausencia de componente rojo en este tipo de
iluminacién (Barbut, 2002), sin embargo, dentro de las vitrinas expositoras se

suelen utilizar lamparas de tipo fluorescente, ya que son mas eficaces y generan
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menos calor, produciendo menos estrés sobre las unidades de refrigeracion de
la vitrina (Kropf, 1980).

La utilizacién de ldmparas fluorescentes en vitrinas de exposicion puede
afectar al color de la carne. Los principales factores relacionados con la
iluminacién que influyen en el grado de decoloracion de la carne son las
reacciones foto-quimicas y los procesos de oxidacion (Bafion, 2012), ademas, la
luz puede aumentar la temperatura de la superficie de la carne al incidir sobre
ella, favoreciendo el crecimiento de microorganismos y afectando también asi a
la estabilidad del color (Sanchez y col., 2008). La velocidad a la que se producen
las reacciones de oxidacion depende principalmente de factores como la longitud
de onda, la intensidad de la iluminacion y las propiedades de permeabilidad a la
luz del film que se utilice en el envasado (Andersen y col., 1989). La luz con
longitudes de onda corta tiene un efecto muy marcado sobre la oxidacion de la
grasa (Lennersten, 1995) y sobre la degradacion del color de la carne (Renerre y
Labadie, 1993), ya que favorece la oxidacion de la oximioglobina, dando lugar a
la formacién de metamioglobina (Bekbdlet, 1990). La intensidad de iluminacion
utilizada en los expositores de carne y productos carnicos suele oscilar entre los
500 y 1000 lux (MacDougall, 1982). La luz fluorescente blanca generalmente no
causa una apreciable decoloracién de la carne, pero la exposicion a la luz
ultravioleta causa bastante desecacion en la carne envasada aerdObicamente, asi
como oxidacién de mioglobina y cambios de color a tonalidades marrén durante
una corta exposicion (Renerre, 1990). La estabilidad del color de la carne
refrigerada puede mejorarse cuando se utiliza un material de envasado
impermeable a las radiaciones ultravioletas (Bertelsen y Boegh-Soerensen,
1986), sin embargo, por razones de marketing, se suele utilizar material

transparente, el cual ofrece una escasa barrera contra dichas radiaciones.

2.5.4. Irradiacion.

La aplicacién de radiacion ionizante como método de conservacion de
alimentos lleva empleandose desde el afio 1940 en virtud a su capacidad para

inhibir el crecimiento microbiano (Lawrie y Ledward, 2006). Organismos tan
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importantes como la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion) y la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) han
intervenido desde entonces estableciendo normas para regular su uso, indicando

dosis permitidas y alimentos susceptibles de ser tratados mediante este método.

En el afio 1990 se incluy6 en las “Normas de etiquetado de los alimentos”
gue todos aquellos alimentos que hubieran sido tratados con radiacion ionizante
debian indicarlo en su etiqueta correspondiente (Zhou y col., 2010). La
tecnologia de la irradiacion fue especialmente promocionada por parte de la FAO
en el Codex Alimentarius de 2003, siendo muy bien aceptada por 50 paises,
especialmente Estados Unidos, Egipto, China y a lo largo de Latinoamérica
(Aymerich y col., 2008).

Los is6topos radiactivos aprobados para su empleo en radiacion de
alimentos son 137Cs (Cesio-137) y 60Co (Cobalto-60). El cobalto radiactivo
(60Co) da lugar a niquel no radiactivo al emitir particulas de alta energia y rayos
X. Los rayos X matan rapidamente a las células en crecimiento
(microorganismos) pero no dejan radiactividad en el producto. En virtud de su
elevada capacidad de penetracion pueden ser usados para tratar alimentos

envasados (Brewer, 2009).

Entre las ventajas de la utilizacion de radiacion ionizante para la
conservacion de alimentos estan su elevada eficiencia en lo que a inactivacion
bacteriana se refiere, el hecho de que los productos tratados con ella no sufran
ninguna alteracion quimica y el permitir la posibilidad de ser aplicada a los
alimentos después de haber sido envasados (Lawrie y Ledward, 2006). La dosis
maxima de radiacién ionizante permitida en alimentos es de 10 kGy, equivalente
a la energia necesaria para elevar la temperatura de 1 g de agua 2,4 °C, lo cual
representa una cantidad de energia bastante baja, preservando asi la frescura y
calidad nutricional de la carne y los productos carnicos de forma mas efectiva

gue con métodos térmicos (Aymerich y col., 2008).

Los cambios de coloracion en carne cruda irradiada se deben a la
susceptibilidad inherente de la molécula de mioglobina a un aporte de energia y

a las alteraciones quimicas del medio ambiente, siendo el grupo hemo
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particularmente sensible. Algunas de las alternativas que son aconsejables para
el mantenimiento del color de carne tratada mediante irradiacion son la inclusion
de antioxidantes en la alimentacion de los animales que van a ser sacrificados, la
adicion de estos antioxidantes una vez obtenido el producto y/o la aplicacion de

tecnologias de envasado en atmdosfera modificada (Brewer, 2009).

Actualmente en Espafia solamente esta permitido irradiar productos
alimenticios de la categoria de “hierbas aromaticas secas, especias y
condimentos vegetales”, tal y como recoge el Real Decreto 348/2001, de 4 de
Abril, por el que se regula la elaboracién, comercializaciéon e importacion de
productos alimenticios e ingredientes alimentarios tratados con radiaciones

ionizantes.

2.5.5. Uso de altas presiones hidrostaticas.

El empleo de altas presiones hidrostaticas se basa en la aplicacion de
presiones elevadas (entre 100 y 1000 MPa) a través del agua. Los productos a
tratar se envasan con un material flexible y se introducen en un recipiente de
acero lleno de agua con capacidad para modificar la presion en su interior. Una
vez alcanzada la presion deseada no es necesario el consumo de energia
adicional para mantenerla aplicAndose durante un periodo extenso, Unicamente
la requerida para mantener la temperatura de tratamiento seleccionada. Esta
tecnologia tiene su origen en la industria del tratamiento de materiales (ceramica,
superaleaciones, diamantes artificiales, etc.) (Cheftel y Culioli, 1997). Requiere
de una inversion inicial elevada, pero es una tecnologia econdémicamente
rentable, estimandose un coste de 14 céntimos de euro por kg de producto,

tratado con una presion de 600 MPa (Aymerich y col., 2008).

El principal interés de la aplicacion de la alta presion hidrostatica en la
industria alimentaria es su capacidad de inactivar, a baja temperatura, a los
microorganismos y enzimas responsables del deterioro sin cambiar las
caracteristicas sensoriales y nutricionales del producto tratado (Patterson, 1999;
Murchie y col., 2005). Es una poderosa herramienta para controlar el riesgo

asociado a Salmonella spp. y Listeria monocytogenes en carne cruda y marinada
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(Hugas y col., 2002). Su efectividad para el control microbiano depende tanto de
los parametros propios del proceso, como son el nivel de presion, la temperatura
y el tiempo de exposicion, como de factores intrinsecos del alimento, tales como
pH, tipo de matriz y caracteristicas y nivel de desarrollo de los microorganismos

presentes (Hugas y col., 2002; Garriga y col., 2002).

Como inconveniente de esta tecnologia esta el hecho de que, incluso a
bajas temperaturas, puede producir un efecto indeseable en el color de la carne
cruda debido a la desnaturalizacion de la mioglobina y del desplazamiento del
grupo hemo, producidos como consecuencia de los cambios en la presion (Mor-
Mur y Yuste, 2003). Sus efectos sobre la estabilidad lipidica en los alimentos de
origen animal han sido poco estudiados, obteniéndose hasta la fecha resultados
contradictorios (Orlien y col., 2000; Wiggers y col., 2004; Tume y col., 2010).
Otro de los efectos de la presurizacion es la aparicidon de cambios significativos
en los niveles de algunos compuestos volatiles, debidos probablemente a la
actividad microbiana y a los materiales empleados en el envasado de los
productos (Rivas-Cafiedo y col., 2009).

2.5.6. Métodos combinados.

La aplicacion de métodos combinados de conservacion se basa en la
conjuncion deliberada de varias técnicas de conservacion para establecer una
serie de “obstaculos” frente a los microorganismos y asi mejorar la estabilidad
microbiolégica y la calidad sensorial de los alimentos. Esta tecnologia de
conservacion también se conoce como procesos combinados, conservacion
combinada, técnicas combinadas o tecnologias de barrera (Leistner y Gorris,
1995; Leistner, 2000).

Las principales “barreras” utilizadas en la conservacion de alimentos son
la temperatura (alta o baja), la actividad de agua, la acidez, el potencial redox,
los conservantes (sulfitos, ascorbato, nitritos, etc.) y los microorganismos

competitivos (bacterias acido-lacticas) (Leistner y Gorris, 1995).
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La utilizacion de sistemas combinados de conservacion permite mejorar la
estabilidad y la calidad de los alimentos, prolongando su vida Gtil de manera mas
efectiva que cuando las distintas técnicas de conservacion son aplicadas de
manera individual (Zhou y col., 2010).

2.5.7. Aditivos antioxidantes y antimicrobianos.

Un antioxidante es cualquier sustancia que, cuando esta presente en baja
concentracion comparado con cualquier otro sustrato oxidable, previene
significativamente la oxidacién de aquel sustrato (Halliwell y col., 1995). Dentro
del marco de sustratos oxidables se incluyen el ADN, lipidos, proteinas y
carbohidratos, entre otros. Los antioxidantes pueden ser moléculas de origen

sintético o natural.

Una sustancia puede actuar como antioxidante de distintas formas:
compitiendo por la unién al oxigeno, retardando la iniciacion de la oxidacion,
blogueando la propagacion, inhibiendo catalizadores o estabilizando
hidroperoxidos (Valenzuela y Nieto, 1996). Cuando un radical libre gana un
electron cedido por un antioxidante, se rompe la cadena de reaccion de

oxidacion y el compuesto antioxidante se convierte a su vez en un radical libre.

Los antioxidantes se pueden clasificar como primarios o secundarios, en
funcion de su modo de accion. Los antioxidantes primarios son aquellos que son
capaces de captar radicales libres y convertilos en especies
termodindmicamente estables. Los antioxidantes secundarios son también
conocidos como antioxidantes preventivos, ya que desactivan las especies
activas y los posibles precursores de los radicales libres, reduciendo su
velocidad de formacién. Las sustancias capaces de descomponer peroxidos
previenen la formacién de radicales libres para iniciar nuevas reacciones en
cadena. Los compuestos quelantes de iones metalicos reducen la velocidad de

las reacciones, por lo que también se consideran antioxidantes preventivos.

Los antioxidantes son considerados aditivos alimentarios cuando son

aportados a los alimentos intencionadamente, sin el propdsito de cambiar su
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valor nutritivo, y con la finalidad de favorecer su conservacion para mejorar su
adaptacion al uso al que se destinan (Fernandez San Juan, 2002). Un
antioxidante ideal debe cumplir como requisitos el ser inocuo, no alterar las
propiedades organolépticas del alimento, ser efectivo a bajas concentraciones,
ser facil de incorporar al producto y tener una buena distribucién en el mismo,
ser estable durante el procesado y almacenamiento y estar disponible a bajo

coste (Coppen, 1983).

La capacidad antioxidante de una sustancia es el resultado de sus propias
caracteristicas, de las interacciones con otros compuestos y de las condiciones
en las que se utilice, pudiendo conseguirse en muchos casos una mayor eficacia
frente a la oxidacion empleando de forma combinada varios antioxidantes. Esto
no siempre es asi, ya que una molécula que presente actividad antioxidante in
vitro puede manifestar otros efectos en un sistema mas complejo, pudiendo en
algunos casos no s6lo no mostrar su aptitud antioxidante sino todo lo contrario,
ejercer una accién prooxidante incrementando el dafio oxidativo. Por lo tanto, es
fundamental conocer y controlar las condiciones de aplicacion, la reactividad
guimica propia del antioxidante, sus distintas localizaciones en el interior celular

y sus multiples interacciones (Hercberg y col., 1998).

Un compuesto antimicrobiano es aquel que, a bajas concentraciones,
actla contra los microorganismos, destruyéndolos o inhibiendo su crecimiento
(Innun, 2013). La accién bactericida puede llevarse a cabo segun diversos
mecanimos de accion, normalmente relacionados con la alteracion de las
propiedades de la membrana celular de las bacterias. Un agente antimicrobiano
puede promover la desintegracibn de la membrana citoplasmética de un
microorganismo reemplazando sus cationes estabilizadores, modificando las
interacciones entre sus constituyentes o alterando su permeabilidad, lo cual
produce una pérdida excesiva de metabolitos, de enzimas y de energia, ésta
ultima en forma de moléculas de ATP. Todo esto puede provocar un colapso en
la integridad de la membrana, determinando la inevitable pérdida de su viabilidad
(Smid y col., 1996; Helander y col., 1998).

Segun el Reglamento (CE) 1333/2008 del Parlamento Europeo y del

Consejo, dentro del grupo de carnes no elaboradas, Unicamente esta permitido
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el uso de aditivos quimicos en preparados de carne, definidos en el Reglamento
(CE) 853/2004 como: “la carne fresca, incluida la carne que ha sido troceada, a
la que se han afadido productos alimenticios, condimentos o aditivos, o que ha
sido sometida a transformaciones que no bastan para alterar la estructura interna
de la fibra muscular ni, por lo tanto, para eliminar las caracteristicas de la carne
fresca”. La adicion de dioxido de azufre y sulfitos, acetatos de potasio y sodio,
acido ascorbico, ascorbatos sddico y célcico, lactatos sédico y potésico, acido
citrico, citratos de sodio, potasio y calcio, acido fosférico, fosfatos, di-, tri- y
polifosfatos estd permitida en los preparados de carne (breakfast sausages,

burger meat, salchicha fresca, carne picada fresca, etc.).

El uso de aditivos no estd autorizado en la carne entera fresca, definida
como: “la carne que no ha sido sometida a procesos de conservaciéon distintos
de la refrigeracion, la congelacion o la ultracongelacion, incluida la carne
envasada al vacio o envasada en atmdsfera controlada”. En este caso podrian
emplearse ingredientes naturales “GRAS” con propiedades antioxidantes y
antimicrobianas, no catalogados como aditivos alimentarios, como alternativa a

los aditivos quimicos.

2.5.8. Conservantes naturales.

El empleo de ingredientes naturales en alimentos como alternativa a los
conservantes artificiales es un campo de estudio que en las Ultimas décadas ha
adquirido gran relevancia a nivel cientifico e industrial. La aparicion de leyes
cada vez mas restictivas con respecto al uso de conservantes en alimentos, con
una reduccién progresiva de las dosis minimas permitidas de los mismos, y la
cada vez mayor presion social para su sustitucion por productos naturales, al ser
considerados éstos mas seguros, hacen fundamental la busqueda de
alternativas a su uso, que los sustituyan por completo o que permitan reducir su

dosis de aplicacion (Serrano y Bafon, 2012).

Los compuestos bioactivos, también conocidos como fitoquimicos o
fitonutrientes, son sustancias biolégicamente activas que suelen estar presentes

en los alimentos de origen vegetal. Son metabolitos secundarios que se
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encuentran extensamente distribuidos por todas las plantas superiores, donde
intervienen en funciones fisioldgicas tan diversas como el crecimiento, la
reproduccion y los procesos defensivos frente a patdgenos, predadores o
radiacion ultravioleta (Bravo, 1998). Los compuestos bioactivos con actividad
antioxidante son utiles durante el procesado y almacenamiento de los alimentos
debido a que la auto-oxidacion de los lipidos genera radicales libres,
consiguiéndose retardar los procesos oxidativos y mejorar la calidad nutricional
de los alimentos mediante su empleo como potenciales agentes conservantes

(Urquiaga y Leighton, 2000).

Los compuestos fitoquimicos mas destacados en base a su actividad
antioxidante pertenecen al grupo de los terpenos (carotenos y licopenos) y al
grupo de los fenoles (tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos) (Valenzuela y
Nieto, 1996), siendo los mas importantes los compuestos de tipo polifendlico.
Los compuestos polifendlicos constituyen un grupo muy numeroso de
compuestos vegetales que presentan como caracteristica principal el poseer
anillos bencénicos con uno o mas grupos hidroxilos como elemento comun entre
sus estructuras moleculares. Estas estructuras pueden incluir grupos funcionales
como ésteres, metil-ésteres, glicésidos, etc. Existe una estrecha relacion entre
las propiedades biolégicas de los compuestos polifendlicos y su estructura
guimica. Su mayor o menor actividad depende en gran medida de su
hidrofobicidad, niamero de grupos hidroxilo, longitud de la cadena alifatica y
presencia de dobles enlaces (Helander y col., 1998; Parr y Bolwell, 2000),
pudiendo algunos extractos de plantas ricos en compuestos polifendlicos llegar a
mostrar una actividad antioxidante similar o incluso mayor que algunos

antioxidantes sintéticos (Cheny col., 1992; Sanchez y col., 2003).

Los compuestos polifendlicos pueden ejercer su efecto antioxidante
mediante distintos mecanismos: secuestrando radicales libres, donando
moléculas de hidrégeno, captando moléculas superoxido o quelando metales de
transicion (Urquiaga y Leighton, 2000). Las propiedades antioxidantes de este
tipo de compuestos son atribuidas principalmente al grupo hidroxilo presente en
su anillo estructural, que permite deslocalizar los electrones, dando lugar a

radicales intermedios menos reactivos (Sang y col., 2002). Los polifenoles son
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muy activos como antioxidantes primarios, de ahi la altisima actividad de
captacion de radicales de algunas sustancias como los galatos, los flavonoides,
las aminas aromaticas y las quinonas (Huang y Scott, 1985). Una caracteristica
importante de los fenoles es que son buenos donadores de hidrogeno en la
formacion de puentes de hidrogeno, de manera que pueden formar complejos
con otras moléculas, que en muchos casos son extremadamente estables y

tienden a precipitar, como es el caso de los taninos condensados (Bravo, 1998).

Otra importante propiedad fisica de los polifenoles es su solubilidad, no
obstante, al ser una familia tan grande existen compuestos polifendlicos de muy
distinta hidrofobicidad, la cual influye en los mecanismos de transporte al interior
de la membrana, determinando a su vez su actividad antibacteriana (Daglia,
2012). El transporte al interior de la célula también puede estar condicionado por
la propia estructura estereoespacial de la molécula tipo y la disposicién de sus

sustituyentes (Lancon y col., 2004).

Se han testado una gran cantidad de compuestos naturales como
conservantes de la carne y sus derivados. Ademas del romero (ver seccion
2.6.1.), se han realizado diversos estudios con aloe vera, gingeng, mostaza,
salvia (McCarthy y col., 2001°), rabano (Delaquis y col., 1999), orégano
(Fernandez-Lo6pez y col., 2003), albahaca, clavo, hierbabuena, nuez moscada,
curry, canela (Abdalla y col., 1999), miel (Johnston y col., 2005), catequinas de té,
vitamina C (Mitsumoto y col., 2005), naranja, limén (Fernandez-Lopez y col.,
2005), pimienta negra (Martinez y col., 2007%), té verde, café, piel de uva (Nissen
y col., 2004), uva y extractos de corteza de pino (Ahn y col., 2002; Gruen y col.,
2005). También se han realizado estudios con aceite esencial de tomillo para
estudiar su actividad estabilizante en sistemas lipidicos. Medina y Miralles (2000)
realizaron un estudio en carne picada de vacuno, a la que afadieron aceite
esencial de tomillo con el objetivo de determinar su poder antioxidante,

observando una disminucion de la oxidacion en muestras suplementadas.

Diversos estudios realizados en carne y derivados en fresco, han
evidenciado la capacidad de las catequinas y teflavinas del té para retrasar e
inhibir las reacciones de autooxidacion, gracias a su magnifica actividad de

captacion de radicales superoxido (Chen y Ho, 1995). Buck y Edwards (1997)
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observaron que el periodo de conservacion de carnes muy grasas Se Vio
incrementado tras la adicion de extractos de té verde. Siguiendo en la misma
linea, distintos autores demostraron que la suplementacion con catequinas
incrementd significativamente la estabilidad oxidativa de hamburguesas en
fresco elaboradas con carne de vacuno (O’Sullivan y col., 1997; Diaz y col.,
2005; Georgantelis y col., 2007) y cerdo (McCarthy, 20013, 2001°; Gil y col.,
2001; Rodriguez, 2006).

Otros trabajos han puesto de manifiesto el poder antioxidante de orégano
seco Yy su aceite esencial en carne de pollo cruda y cocinada (Botsoglou y col.,
2002% Botsoglou y col., 2003°), asi como en carne de pavo (Botsoglou y col.,
2003?%). Las hojas secas, flores, extractos y aceite esencial de orégano han sido
investigados al afiadirlos en varios sistemas alimentarios (Abdalla y col., 1999),
manteca de cerdo (Economou y col., 1991; Lagouri y col., 1993; Vekiari y col.,
19932, 1993 Milos y col., 2000) y aceite de caballa (Tsimidou y col., 1995).

También se han realizado estudios afiadiendo vitamina E o a-tocoferol de
forma exdgena a la carne de cerdo, observandose una disminucion de los
procesos de oxidacion (Mitsumoto y col., 1993), sin embargo, la efectividad del
a-tocoferol disminuye considerablemente cuando se administra de forma
exdgena (Faustman y col., 1998), ya que la adicién directa de a-tocoferol a la
carne no asegura que éste llegue a integrarse en las membranas musculares,
las cuales tienen un papel fundamental en la estabilidad de lipidos y pigmentos
(Mitsumoto, 2000), perdiendo efectividad y limitando su aplicacion como aditivo

en la industria carnica (Buckley y Morrissey, 1992).

La mayoria de los compuestos con potencial actividad antioxidante y/o
antimicrobiana presentes en la naturaleza se encuentran en las plantas, si bien
existen otros de origen animal, como por ejemplo, el quitosano, con aptitudes
para ser utilizados como conservantes naturales en carne (Serrano y Bafon,
2012). El quitosano es una forma desacetilada de la quitina, polisacarido que se
encuentra en el caparazén de cangrejos y langostinos. Es capaz de causar
importantes alteraciones estructurales y funcionales en los microorganismos,

imposibilitando su supervivencia, y capaz de captar y eliminar los radicales libres
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de la carne e inhibir mediante quelacion la actividad catalitica de los iones de

hierro (Georgantelis y col., 2007).

La adicion directa de conservantes naturales a la carne permite realizar
una dosificacion exacta, rgpida y econOmica, ademas, puede servir para
modificar el valor nutritivo de los productos carnicos pasando a desempefiar una
funcidbn de ingrediente (Fernandez-Ginés y col., 2001). Sus principales
inconvenientes suelen ser su reducido espectro de actividad y sus limitaciones
sensoriales, ya que, en algunos casos, los ingredientes naturales pueden
modificar las propiedades organolépticas del alimento, aportando caracteristicas
de aspecto, olor y/o sabor andmalos e indeseables a la carne (Zhou y col., 2010).
Por lo tanto, es fundamental que la minima dosis conservante efectiva del

ingrediente natural sea inferior a su dosis limite de deteccion sensorial.

Una alternativa a la adicion directa de conservantes naturales a la carne
es la suplementacién dietética de los animales con compuestos activos
biodisponibles, la cual ha demostrado ser una técnica muy efectiva para
conservar ésta (Petron y col., 2007; Moiiino y col., 2008).

2.6. Empleo de fitoquimicos en alimentacion animal.

Actualmente se esta investigando el uso dietético en alimentacion animal
de diversos compuestos vegetales (extractos, especias, frutos, plantas integras,
etc.) con el objeto de mejorar la salud de los animales y la calidad de sus
producciones. La mayoria de estudios sobre suplementacion dietética con
conservantes enddgenos naturales han sido realizados en animales
monogastricos (pollo y cerdo), cuya carne es consumida en mayor porcentaje
(76% vs 24%) que la carne de animales poligastricos (vacuno, ovino y caprino)
(MAGRAMA, 2013).

El empleo de estos compuestos naturales en el pienso, como por ejemplo
el a-tocoferol, no parece constituir ningin problema para la salud de los
animales, todo lo contrario, si bien suponen un coste econémico mayor. Asi

mismo, los conservantes afiadidos al pienso no son percibidos como aditivos
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alimentarios. Una alternativa que ha generado mucho interés es la utilizacion de
los subproductos vegetales, ricos en compuestos conservantes, como
suplementos para piensos, que incorporan compuestos bioactivos a los
animales, a la vez que se consigue dar salida a algunos subproductos

agroalimentarios (Petrén y col., 2007).

Mediante las técnicas de suplementacion del pienso los conservantes
endogenos se van depositando alli donde mas se necesitan, conformandose
membranas celulares con una concentracion adecuada de sustancias
antioxidantes y/o antimicrobianas, siendo una de las estrategias mas eficaces
para mejorar la capacidad de conservacién de la carne. La suplementacion
dietética con a-tocoferol estda muy extendida para reducir los procesos oxidativos
de la carne (Mitsumoto y col., 1993; Sante y Lacourt, 1994; O Grady Yy col., 2000)
y es la que cuenta con una mayor aceptacion por parte de los consumidores
(Bjorneboe y col., 1990; Burton y Traber, 1990).

La suplementacion de la dieta animal con cantidades de a-tocoferol
superiores a las requeridas para un correcto crecimiento y desarrollo del animal,
provocan un aumento significativo de las concentraciones plasmaticas y tisulares
de a-tocoferol (Lanari y col., 1995; Cannon y col., 1995; Morrissey y col., 1996;
Gray y col., 1996; Hoving-Boling y col., 1998; Suomi, 1999; Lauridsen y col.,
2000), suponiendo un procedimiento eficaz para retrasar y prevenir el
enranciamiento en carne y productos carnicos frescos (Monahan y col., 19902
1990°, 1992; Buckley y col., 1995) y cocinados (Bruun-Jensen y col., 1994, 1996;
Higgins y col.,, 1998). Los niveles de suplementacion mas frecuentemente
utilizados son de 100 y 200 mg por kg de pienso (Jensen y col., 1998"). La
acumulacioén de a-tocoferol en los tejidos no es homogénea, ya que depende de
su actividad metabdlica (Morrissey y col., 1996; Jensen y col., 1998°; Lauridsen y
col., 2000), permaneciendo en el musculo durante el almacenamiento e incluso

tras el cocinado de la carne (Aksu y Kaya, 2005).

Asghar y col. (1991) observaron una importante reduccion (80%) en los
valores de TBARS en carne de cerdo suplementado con 200 mg kg™ de acetato
de a-tocoferol. Esta reduccion fue ligeramente menor en el caso de carne de

cerdo suplementado con 100 mg kg™ (68%). El a-tocoferol, a dosis de 100 mg
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kgt y 200 mg kg*, se comporté6 como un antioxidante eficaz disminuyendo la

rancidez de la carne.

Los aceites esenciales de numerosas plantas también pueden actuar
como potenciales agentes conservantes naturales en virtud de su contenido en
compuestos antimicrobianos, los cuales tienen capacidad para acumularse en
las membranas celulares gracias a su caracter lipofilico. Estos compuestos
actian principalmente disminuyendo la energia del microorganismo hasta
producir su agotamiento y pueden actlar frente a una gran variedad de
microorganismos, incluidas las bacterias Gram negativas (Conner, 1993; Burt,
2004).

Numerosos trabajos han mostrado la eficacia de la suplementacion animal
con aceites esenciales, aunque el uso de aceites esenciales como aditivos en
piensos no esta muy extendido. Hernandez y col. (2004) encontraron una ligera
mejora de la digestibilidad y produccién de broilers cuyas dietas fueron
suplementadas con aceites esenciales de canela y de pimiento. Jamroz y col.
(2005) expusieron una mejora de la conversion alimenticia de broilers
suplementados con una mezcla de cinamaldehido y capsicum. Guo y col. (2004),
en un estudio comparativo realizado con broilers con una formulacion
suplementada con virginiamicina y otra con un preparado a base de extractos de
hierbas chinas, observaron que los broilers con dietas suplementadas con el
extracto tuvieron una mayor ingesta de alimento y una mayor ganancia de peso
comparado con los broilers suplementados con virginiamicina y los del grupo

control.

A pesar de la cantidad de estudios in vitro realizados con 3-caroteno, aun
no se dispone de informacién suficiente relativa al efecto antioxidante de la
suplementacién en la dieta con carotenoides sobre la calidad de la carne y
productos carnicos (King y col., 1995; Woodall y col., 1996). La eficacia de la
suplementacion con (-caroteno sobre el enranciamiento en carne de pollo
depende, tanto de la dosis adicionada, como del tipo de grasa administrado en la
dieta (Ruiz y col., 1997). Carreras y col. (2003) estudiaron la eficacia de tres
compuestos antioxidantes, a-tocoferol, p-caroteno y licopeno, adicionados en

distintas concentraciones y combinaciones a la dieta de pollos y pavos. Para ello
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se determind la estabilidad oxidativa de los tejidos musculares de pechuga y
muslo mediante el andlisis de los valores de TBARS, de las actividades de
diversas enzimas antioxidantes y desde un punto de vista sensorial,
demostrando la eficacia de estos antioxidantes al aumentar la vida util de la
carne. Schweigert y col. (1995) evidenciaron que, si bien el B-caroteno es
absorbido de forma intacta por los cerdos, Unicamente una fraccion minima es
activada en vitamina A, ademds, la mayor parte de dicha fraccion queda
acumulada en higado, rifion y pulmon, siendo practicamente despreciable el

porcentaje depositado a nivel muscular.

Al ser los pollos capaces de absorber eficientemente xantéfilas (luteina,
zeaxantina, astaxantina y cantaxantina) (Tyczkowski y col., 1986, 1988) y
pequefias cantidades de (B-caroteno (Marusich y col., 1981), en la actualidad se
vienen introduciendo carotenos puros y materias primas ricas en carotenos (maiz,
alfalfa, etc.) en su dieta. No obstante, el Unico objetivo de dicha suplementacién
radica en la mejora de la pigmentacion de la carne y de los huevos (Khan, 1995;
Hernandez y col., 1998).

Existen suficientes evidencias in vitro como para sugerir que la utilizacion
de otros carotenoides tales como la luteina, licopeno, B-criptoxantina (Di Mascio
y col., 1989) y astaxantina (Lawlor y col., 1995) tendria un efecto antioxidante
superior al del B-caroteno e incluso al del a-tocoferol. No obstante, aun se
requiere de la realizacién de nuevas investigaciones encaminadas a determinar

su actividad in vivo y la efectividad de su suplementacion con la dieta.

Tras suplementar la dieta de los pollos con niveles de 50 a 300 mg kg™ de
catequina de té en el pienso, se obtuvieron niveles de oxidacién de lipidos méas
bajos en pechuga de pollo y en muslo, después de nueve meses de
almacenamiento en congelacion (Tang y col., 2001). Haak y col. (2008)
estudiaron el efecto antioxidante de la suplementacion de la dieta de cerdos con
una combinacion de antioxidantes (incluido romero) en la carne fresca y
cocinada de cerdo. También se han realizado estudios en la dieta de broilers con
500 mg kg™ de un romero comercial, no observandose en este caso una mejora
de la estabilidad oxidativa de los huevos de aves de corral. Sin embargo, si se

demostré actividad antioxidante en huevos procedentes de aves de corral
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alimentadas con mayores niveles de acido carnosico (500 mg acido carndésico
kg™ de alimento) (Galobart y col., 2001).

Las peculiaridades del sistema digestivo de los rumiantes y de la actividad
metabdlica de éste, con la division en cuatro compartimientos y el proceso de
rumia, podria condicionar la biodisponibilidad de determinados compuestos
activos testados con éxito en animales monogastricos, sin embargo, diversos
estudios han demostrado la efectividad de determinados compuestos dietéticos
de origen vegetal para mejorar la calidad de la carne de rumiante.

La inclusion de alga parda marina ascophylum nodosum en la dieta de
cabras y terneros, en una dosificacion del 2%, produjo en la carne una mejora de
la estabilidad del color y un aumento de la resistencia de la mioglobina a la
oxidacion (Galipalli y col., 2004; Braden y col., 2007).

La adicion de &cido elagico, en dosificaciones de entre 300 y 900 mg kg™,
y de extracto de hoja de olivo, en dosificaciones de entre 100 y 300 mg kg™, al
pienso de terneros, produjo en la carne una reduccién de la oxidacion lipidica y
de la formacion de metamioglobina (Hayes y col., 2009).

La estabilidad del color y de la grasa de la carne de cabra aumento
gracias a la adicion al pienso de curcuma (0,5%) junto con andrographis
paniculata (0,5%), planta herbacea medicinal de la familia de las acantaceas
(Karami y col.,, 2011), y gracias a la adicibn de catequinas del té, en
dosificaciones entre 2000 y 4000 mg kg™ (Zhong y col., 2009).

La ingesta de plantas del género atriplex spp. durante el pastoreo derivo
en una mayor estabilidad del color de la carne de oveja a lo largo de su
almacenamiento (Pearce y col., 2005).

La suplementacion del pienso de corderos con extracto de quebracho
colorado (Schinopsis lorentzii) (8,9%), especie arborea caracterizada por su alto
contenido en taninos, determinaron una mejora en la estabilidad del color en la

carne (Luciano y col., 2009).
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La suplementacion dietética de corderos con hesperidina, uno de los
principales flavonoides presentes en los citricos, en dosificaciones de 1500 y
3000 mg kg™ en el pienso, permitié reducir los valores de oxidacién lipidica de la

carne durante su almacenamiento en refrigeracion (Simitzis y col., 2013).

Por su especial relevancia para el presente trabajo de investigacion, el
uso de PAMs (plantas aromatico medicinales) y en particular, del romero, van a

ser revisados en capitulos independientes con mayor detenimiento.

2.6.1. Plantas aromatico medicinales (PAMS).

Una planta medicinal es aquella que elabora o posee en alguno de sus
organos principios activos que ejercen una accion farmacoldgica, beneficiosa o
perjudicial, sobre el organismo vivo. Una planta aromatica es aquella cuyos
principios activos estan constituidos total o parcialmente por aceites esenciales,
gue confieren a su extracto, o a los productos con los que se mezcle, un aroma
agradable al olfato. Las PAMs son aquellas plantas que reunen ambas
caracteristicas. Un tercer tipo, dentro de esta clasificacion, es la planta
condimentaria 0 especia, que es aquella planta que el hombre utiliza por sus
caracteristicas organolépticas y principios nutritivos, que sirve de alimento al
organismo humano y animal, y a su vez confiere a los alimentos y bebidas

ciertos aromas, colores y sabores (Sotomayor, 1998).

Las PAMs contienen una gran cantidad de sustancias quimicas que
actuan de distinta manera sobre la fisiologia y el metabolismo del hombre y los
animales. ElI metabolismo primario de las plantas proporciona pequefias
moléculas (acido siquimico, acetatos y aminoacidos) que constituyen el punto de
partida de las rutas del metabolismo secundario. Por ejemplo, la ruta del acido
siquimico da origen a compuestos aromaticos (aminoacidos aromaticos, acidos
cinamicos y ciertos polifenoles). El acetato es el precursor de los acidos grasos y
los policétidos a través de la ruta del acetato-malonato, y de los terpenos o

isoprenoides. Los aminoacidos son precursores de los alcaloides y de
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antibidticos peptidicos que incluyen las penicilinas y las cefalosporinas (Pifiol y
col., 2000).

Antiguamente, los metabolitos secundarios eran considerados como
sustancias de desecho carentes de una funcion especifica, sin embargo, algunos
de estos compuestos sirven a la planta como mecanismos de defensa frente a
microorganismos, insectos y animales. En otros casos proporcionan el olor
caracteristico a la planta o son responsables de la pigmentacion (quinonas vy
taninos) (Schmid, 1982), el sabor y olor (aceites esenciales), o de actividades
antifangicas, antibacterianas (acidos fendlicos y fenoles simples), antioxidantes y
antiviricas (Van Soest, 1982; Wild, 1994; Brantner y col., 1996). A menudo estos
compuestos son fuente de productos farmacéuticos, aditivos alimentarios y
perfumes. Entre ellos se encuentran ligninas, fenoles, alcaloides, taninos, aceites

esenciales, saponinas y esteroides (Van Soest, 1982; Cowan, 1999).

En los ultimos afios se ha renovado el interés por las PAMs, tanto en
nuestro pais, como en el resto de Europa. Esto se debe a que el consumidor es
mas exigente y busca alimentos cada vez més naturales, mas puros y ausentes
de agentes contaminantes. La incorporacion a la carne de conservantes
naturales procedentes de estas plantas representa una prometedora herramienta
para el aumento de la vida util de la carne, al mismo tiempo que responde a
dicha demanda de alimentos seguros y naturales, libres de aditivos quimicos, por
parte de los consumidores (Gray y Pearson, 1987; Morrissey y col., 1994; De
Winne y Dirinck, 1996; Lauridsen y col., 1997).

Algunos compuestos activos presentes en las PAMs suponen una
alternativa al empleo de aditivos conservantes potencialmente peligrosos para la
salud, como por ejemplo, el BHT y el BHA, lo que ha generado un creciente
interés en estabilizar los productos frente a la oxidaciébn con métodos mas
naturales (Chen y col., 1992; Imaida y col., 1983). Hierbas y especias poseen
propiedades antioxidantes y antimicrobianas debido a los compuestos activos
presentes en ellas (Farag y col., 1989; Pratt y Hudson, 1990), siendo ademas
consideradas como “GRAS”, lo que hace que consumidores y agencias
reguladoras las consideren mas apropiadas para su uso en alimentacion que los

aditivos sintéticos.
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El sureste espafiol cuenta con la flora espontanea en plantas aromaticas
mas rica de Europa (Alcaraz y col., 1989). La Region de Murcia posee una
incipiente industria transformadora e importadora de plantas aromatico-
medicinales. Al presentar el cultivo de este tipo de plantas una rentabilidad
potencial muy superior a la obtenida con los tradicionales cultivos cerealistas,
implantados principalmente en los terrenos marginales de noroeste de la Region,
cobra gran importancia el fomento de dichos cultivos en suelo murciano, siendo
necesario para el impulso de esta actividad darle un enfoque mas comercial,
organizado y tecnologicamente adecuado, que sintonice con las tendencias de la

politica agraria, rural y medioambiental.

Entre las PAMs destaca la familia Labiatae o Lamiaceae, ricas en
compuestos antioxidantes y antimicrobianos asimilables por los animales y el
hombre. La region mediterrdnea es rica en plantas de la familia Labiatae, en ella
viven unas 1000 especies silvestres correspondientes a unos 48 géneros,
aproximadamente la cuarta parte de los 220 géneros y 4000 especies del total
mundial (Morales, 2000). Las especies mas conocidas de este grupo son el
orégano (Origanum vulgare L.), la mejorana (Origanum majorana L.), la albahaca
(Ocimum basilicum L.), la menta (Mentha piperita L.), la hierbabuena (Mentha
spicata L.), el romero (Rosmarinus officinalis L.), el tomillo (Thymus vulgaris L.) y
la salvia (Salvia officinalis L.), siendo estas tres udltimas algunas de las mas
estudiadas en virtud de sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas
(Botsoglou y col., 2002%).

El romero y el tomillo son las labiadas o lamidceas que poseen un mayor
contenido en compuestos fendlicos y flavonoides (Figura 8), de lo cual se deriva
el hecho de presentar una actividad antioxidante in vitro mayor que el resto
(Chan y col., 2012). Por su parte, la salvia destaca por ser la labiada que
muestra una mayor actividad antimicrobiana in vitro, seguida por el romero y el
tomillo, sin embargo, su actividad antioxidante in vitro es significativamente

inferior a la mostrada por éstos (Chan y col., 2012) (Figura 9).
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Figuras 8. Contenido fendlico de hierbas frescas de la familia Labiatae (Chan y
col., 2012).
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Figuras 9. Actividad antioxidante de hierbas frescas de la familia Labiatae (Chan
y col., 2012).
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Ademas del romero, que se tratara en un capitulo especifico, diversas
PAMs han sido empleadas como suplemento de la dieta de animales de abasto

con el objetivo de evaluar su aptitud como conservantes naturales de la carne.

La incorporacion de aceite esencial de orégano al pienso de pollos, en
dosificaciones de 50 y 100 mg kg™ (Botsoglou y col., 2002"), y al pienso de
pavos, en dosificaciones de 100 y 200 mg kg™ (Botsoglou y col., 2003), permitié
reducir la oxidacion lipidica en la carne cruda y cocinada, almacenada hasta 9
dias en refrigeracion (4 °C). En un estudio similar, Simitzis y col. (2008)
observaron que la suplementacion dietética de corderos con aceite esencial de
orégano, en dosis de 1000 mg kg™ en el pienso, ocasioné una reduccién de la
oxidacion lipidica en la carne cruda durante el almacenamiento, tanto en
refrigeracién hasta 9 dias, como en congelacién (-20 °C) hasta 4 meses. Por el
contrario, la suplementacién dietética de cerdos con aceite esencial de orégano,
en dosificaciones de 250, 500 y 1000 mg kg™ en el pienso, no logré reducir la
oxidacion lipidica en la carne cruda, almacenada en refrigeracion hasta 9 dias
(Simitzis y col., 2010). En otro estudio realizado con cerdos, Janz y col. (2007)
determinaron que la incorporacion de aceite esencial de orégano al pienso de
éstos, en una dosis del 0,05%, no redujo los niveles de oxidacién lipidica ni
mejoraba las caracteristicas sensoriales de la carne cocinada y almacenada en

refrigeracion hasta 4 dias.

La suplementacion dietética de ovejas con hoja de tomillo libre de aceite
esencial, en una dosis del 7,5% en el pienso, permitid mejorar la estabilidad del
color y reducir el deterioro microbioldgico y la oxidacién de lipidos en la carne de
sus corderos, almacenada en refrigeraciéon y MAP (70/30 O,/CO,) hasta 21 dias
(Nieto y col., 2010°). La incorporacion de aceite esencial de tomillo en la dieta de
conejos, en una dosificacion del 3% en el pienso, permiti6 mejorar la estabilidad
del color en la carne, almacenada en refrigeracion y bajo intensa iluminacion
(2300 Ix) hasta 9 dias (Dal Bosco y col., 2014).

Lopez-Bote y col. (1998) observaron que la suplementacion dietética de
pollos con extracto de salvia, en una dosificacion de 500 mg kg™ en el pienso,

permitia reducir la oxidacion lipidica en la carne cruda, almacenada en
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refrigeracion hasta 9 dias y en congelacion hasta 6 meses, y en la carne

cocinada, almacenada en refrigeracion hasta 4 dias.

En contraposicion a estos estudios, Koreleski y Swiatkiewicz (2007)
observaron que la incorporacion de extracto de tomillo y extracto de salvia al
pienso de pollos, en una dosificacién de 560 mg kg, no permitié reducir la
oxidacion lipidica ni mejorar las caracteristicas sensoriales de la carne cruda

almacenada en congelacion hasta 6 meses.

2.6.2. Romero y derivados.
2.6.2.1. Caracteristicas botanicas y agrondmicas.

El romero es una planta perenne, lefiosa y de porte arbustivo (Figura 10),
con una vida media que varia entre 5 y 15 afios. Puede alcanzar un tamafio de
hasta 2 metros. Es una planta originaria de la region mediterranea, sobre todo de
las areas donde el suelo es especialmente seco, arenoso y rocoso. Se considera
una planta autéctona de la Region de Murcia, tanto silvestre, como cultivada en
secano. Es una especie termofila tolerante a la sequia, que crece en zonas
soleadas, protegidas de vientos gélidos. Sus necesidades anuales de
precipitacion se encuentran entre 200 y 600 mm, presentando un crecimiento
Optimo a partir de 350 mm (Correal y Sotomayor, 2001). Necesita un minimo de
6 horas diarias de exposicion a la luz solar. Se desarrolla sobre cualquier tipo de
suelo, pero prefiere suelos calcareos, con un porcentaje de caliza del 50% y bien
drenados, con una materia organica de hasta el 2%. Se puede adaptar con
facilidad a otros tipos de suelo mas pobres, creciendo peor en suelos limosos,
pero produciendo plantas mas aromaticas, siendo en suelos de tipo arcilloso
donde su desarrollo es mas limitado. El rango de pH del suelo puede variar de
4,5 a 8,7. Sus hojas son firmes, de color verde oscuro por el haz y blanquecinas
por el envés, provistas de abundantes glandulas de esencia. Sus flores son de
color azul o violaceo palido con los estambres mas largos que los pétalos y el
labio superior de la corola curvado. Sus semillas son de tamafo reducido. Es
una especie de propagacion sencilla y rapida a partir de esquejes y mas

complicada y tardia a partir de semillas.
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La etimologia de su nombre cientifico “Rosmarinus” tiene dos posibles
derivaciones, bien de las palabras latinas "Ros" (rocio) y "Marinus" (marino), por
ser una especie que no suele alejarse demasiado de las zonas costeras, 0 bien
de los vocablos griegos "Rhops" (arbusto) y "Myrinos" (aromético). El epiteto
"Officinalis" se aplica a muchas especies que desde muy antiguo han sido

consideradas medicinales.

Figura 10. Planta de romero.

La recoleccion silvestre juega un papel importante en el comercio de
romero, aunque la cada vez mayor demanda de plantas aroméatico-medicinales
ha hecho que su cultivo cobre importancia de forma progresiva. Actualmente se
cultiva en Estados Unidos, Inglaterra y en los paises del Mediterraneo. Es un
cultivo poco exigente, que debe renovarse cada 8 6 10 afios. Los campos se
cosechan una o dos veces al afio dependiendo del area geogréfica en la que se

encuentre o del uso al que se destine. El rendimiento del romero para plantas
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cultivadas de 2 afios es de entre 5268 y 6515 kg ha™, presentando un
rendimiento medio del 26% en hoja seca, obteniéndose unos 1600 kg de hoja

por hectéarea (Sotomayor y col., 1996).

2.6.2.2. Tipos de derivados y uso.

El romero es ampliamente utilizado en todo el mundo con un gran nimero
de aplicaciones culinarias, medicinales y cosméticas. Hay dos refranes que
hacen referencia a las multiples aplicaciones conocidas para el romero: "De las
virtudes del romero se puede escribir un libro entero" y "Mala es la llaga que el
romero no sana". La utilizaciéon de sus flores a modo de infusiébn permite la
curacion de heridas y llagas. Asimismo, el alcohol de romero se ha usado
también desde antiguo para aliviar las partes doloridas o las fatigas musculares.
De sus hojas se obtiene el "agua de la reina de Hungria" para perfumeria y
también un agua destilada que se utiliza como colirio. Su esencia puede usarse
para combatir dolores reuméaticos. Se usa también para bafos relajantes, como
mascarilla revitalizante, como ténico capilar y para la produccién de productos
cosméticos. En la cocina se utiliza como condimento y saborizante para asados,
guisos, sofritos, sopas y salsas y ademas se puede preparar "vino de romero”
con propiedades benéficas para la funcion estomacal. En la medicina tradicional
el romero se usa como un antiespasmadico para los célicos renales y para aliviar
los desordenes respiratorios, entre otras aplicaciones. En la industria alimentaria
el romero es utilizado como aditivo alimentario “GRAS”, siendo la Unica hierba
comercialmente disponible para su uso como antioxidante alimentario en Europa

y en Estados Unidos (Bozin y col., 2007).

El romero es procesado segun el esquema descrito en la Figura 11. Se
consideran productos obtenidos del romero la hoja, los aceites esenciales, la
hoja libre de aceite y los extractos obtenidos a partir de una segunda destilacion
de la hoja libre de aceite con diferentes solventes.
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Figura 11. Procesado industrial del romero.

Recoleccion | — = [Planta (hoja) fresca]

v

Desmenuzado | —— = [ Hoja triturada ]

v

Primera destilacion Aceite esencial
y separacion => y hoja libre de aceite

.

Posterior destilacion
y separacion

E'.>[ Extractos y hoja agotada ]

El uso del romero estd fundamentalmente destinado a la extraccion de
aceites esenciales, proceso a partir del cual se genera un gran excedente de
subproductos (Sotomayor, 1998), los cuales pueden ser utilizados en la industria
alimentaria como fuente potencial de agentes antimicrobianos y antioxidantes
naturales (Hagerman y col.,, 1998). La Tabla 1 muestra un ejemplo de
composicién porcentual de los principales compuestos presentes en el aceite

esencial de romero.
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Tabla 1. Composicion porcentual del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
(Mofiino, 2010).

Compuestos % Compuestos %
a-Pineno 16,1+ 3,6 Linalol 1,02+0,5
Canfeno 7,26+1,6 Canfolenal 0,32+0,2
B-Pineno 1,96 +0,6 Alcanfor 19.9+8,4
3-Octanona 0,49+0,8 Borneol 50019
Mirceno 4,25+1,8 Terminen-4-ol 1,08 +0,2
3-Octanol 0,08+0,1 p-Cymen-8-ol 0,11+0,1
a-Felandreno 0,35%+0,2 a-Terpineol 2,67+0,6
A-3-Careno 0,03+0,1 Verbenona 513+2,2
p-Cimeno 2,00£0,9 Acetato de bornilo 0,88+0,6
Limoneno 2,84+0,9 (E)-B-Cariofileno 0,72+0,4
Eucaliptol 21,0+£49 a-Cariofileno 0,37+0,3
y-Terpineno 1,00+0,3 Oxido de cariofileno 0,26 £0,1
Terpinoleno 0,99+04

La hoja de romero libre de aceite esencial puede ser utilizada como fuente
natural de determinados polifenoles biodisponibles para los animales, en
particular, acido carndésico y carnosol. Aunque no se dispone de datos de
composicién en polifenoles de la hoja de romero libre de aceite esencial, la
modificacién del perfil polifendlico que produce su adicion al pienso concentrado
para ovinos puede demostrar su rigueza en este tipo de compuestos (Mofiino y
col., 2008) (Tabla 2).
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Tabla 2. Perfil polifendlico de dietas suplementadas con distintas dosis de hoja

de romero libre de aceite esencial (Moifiino y col., 2008).

Compuestos (mg kg™) Control 10% 20%

Ac. gélico 178,9 = 29,7 163,6 £ 26,4 148,3 £ 23,0
Ac. caféico 71,21 +12,3 78,17 + 15,7 85,14 + 19,1
Ac. ferlico 32,68 + 2,57 41,87 + 4,36 51,05+6,17
Ac. coumarico 18,69 +0,84 33,62+ 1,46 48,54 + 2,07
Naringina 46,29 + 8,70 51,05+9,24 55,82 + 9,78
Hesperidina 112,0+ 17,8 284,4 + 30,0 456,9 + 42,20
Luteolina 12,45+ 1,26 17,49+ 2,21 22,54 + 3,17
Ac. rosmarinico 7,020 +0,33  140,4 + 4,96 273,9 + 9,58
Apigenina 9,270 + 0,63 12,99 + 1,23 16,72+ 1,84
Genkwanina 120,1+21,0 755,99+ 119,8 1391,8 + 218,6
Carnosol 72,26 + 3,94 374,6 £ 29,1 676,8 £ 62,1
Ac. carnésico 68,22 +1,53  107,7 +8,08 147,2 + 14,6

Control: Dieta control; 10%: Dieta base sustituida en un 10% por hoja de romero
libre de aceite esencial; 20%: Dieta base sustituida en un 20% por hoja de

romero libre de aceite esencial.

Esta riqueza en compuestos polifendlicos del romero permite obtener
extractos ricos en polifenoles hidrosolubles y liposolubles (Tabla 3) a partir de
disolventes convencionales (Schwarz y col., 2001; Del Bafio y col., 2003) (Figura
12) o fluidos supercriticos (Ibafiez y col., 2003). La actividad antioxidante de los
extractos de romero depende de su contenido en compuestos fendlicos (Del
Bafio y col., 2003), siendo més efectivos en sistemas lipidicos los extractos con
mayor contenido en diterpenos fendlicos (Hopia y col.,, 1996) y mostrando el
acido rosmarinico la mayor actividad antioxidante en sistemas acuosos (Frankel
y col., 1996; Cuvelier y col., 2000).
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Tabla 3. Concentracion de los principales compuestos polifendlicos presentes en
diferentes extractos de hoja de romero (CA 1-CA 5y RO) (% contenido absoluto)
(Del Bafio y col., 2003).

polyphenolic compounds CA1 CA 2 CA 3
rosmarinic acid 0.35£0.01 1.17x0.02 0.10 £ 0.00
isoscutellarein 7-O-glucoside  0.02+0.00 0.89+0.02  0.02+0.00
genkwanin 0.04+0.00 0.12£0.01 0.59 £0.01
carnosol 288+£0.03 713006  992+0.06
carnosic acid 293+0.03 6.13+0.04 9.77+£0.07
12-methylcarnosic acid 0.41£0.01 1.00+£0.02  203+0.02
total 6.63+0.03 16.44+0.06 22.43+0.07

polyphenolic compounds CA4 CAS RO
rosmarinic acid 0.07+0.00 0.61£0.01 8.46 = 0.06
isoscutellarein 7-O-glucoside 0.06 £ 0.00 001+£000  4.46+0.04
genkwanin 1.15x0.02 1.50£0.02  0.13+0.01
carnosol 8.00+£0.06 13.14+0.09  0.07£0.00
carnosic acid 17.70+£0.09  28.30 £ 0.11 0.15+0.01
12-methylcarnosic acid 0.45%0.01 0.9 £0.01 0.01£0.00
total 2743+0.09 4415+0.11 13.28 +0.06
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Figura 12. Esquema de extraccion de seis extractos de romero diferentes (CA 1-
CA 5y RO) (Del Bafio y col., 2003).
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2.6.2.3. Principios activos antioxidantes y antimicrobianos.

Los extractos de romero contienen compuestos activos con marcadas
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Estos compuestos activos son
productos del metabolismo secundario de las plantas, necesario para el
funcionamiento de las células vegetales (Cuvelier y col., 1996), cuyo contenido
puede variar dependiendo, tanto de factores intrinsecos (genética y edad), como

de factores extrinsecos (condiciones edafocliméticas), entre otros.

El grupo de compuestos activos mas importante por su potencialidad
como conservantes es el de los polifenoles, entre los que destacan los
diterpenos: acido carnésico y carnosol, (Schwarz y Ternes, 1992; Chen y col.,
1992; Richheimer y col., 1996; Del Bafio y col., 2003), flavonoides: apigenina,
genkwanina y luteolina (Cuvelier y col., 1996; Del Bafo y col., 2003;
Papageorgiou y col., 2008), y acidos fendlicos como el acido rosmarinico, acido
cumarico y acido gélico (Bonoli y col., 2003; Del Bafio y col., 2003; Dorman y
col., 2003; Papageorgiou y col., 2008). Entre todos ellos, el acido carndésico es el
compuesto fendlico mayoritario (Richheimer y col., 1996) y presenta actividades
antimicrobiana (Oluwatuyi y col.,, 2004; Moreno y col., 2006) y antioxidante
(Masuda y col., 2001, 2002; Del Bafio y col., 2003).

La Figura 13 muestra la estructura molecular de los principales

compuestos polifendlicos presentes en el romero.

La capacidad antioxidante del romero es el resultado de la suma de las
acciones de cada uno de sus compuestos, los cuales presentan distintos
mecanismos de accion en funciéon de su naturaleza. Las quinonas isoprenoides
actian como terminadores de la cadena de radicales libres y como quelantes de
especies reactivas al oxigeno (ROS) (Richardson y Dahl, 1983), los compuestos
fendlicos se comportan como antioxidantes primarios al reaccionar con los
radicales lipidicos e hidroxilo para convertirlos en productos estables (Gordon,
1990) y pueden actuar como quelantes de iones metalicos (principalmente Fe?*),
reduciendo asi el ratio de formacién de especies reactivas derivadas del oxigeno
(Fang y Wada, 1993).
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Figura 13. Estructura molecular de los principales compuestos antioxidantes

aislados en romero (Rosmarinus officinalis L.) (Estrada, 2007).
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Los mayores responsables de la actividad antioxidante de los extractos
liposolubles de romero son el acido carnésico, compuesto mayoritario de tipo
fendlico presente en las hojas de romero, y el carnosol, los cuales actian como
potentes secuestradores de radicales peroxilo (Ldliger, 1991) y frente a la
peroxidacién de los lipidos de membrana (Aruoma y col., 1992). La actividad
antioxidante in vitro del acido carndsico es tres veces mayor que la del carnosol
y siete veces mayor que la de antioxidantes sintéticos ampliamente utilizados
tales como el BHA y el BHT (Richheimer y col., 1996).

El acido rosmarinico es también un importante compuesto, presente en
este caso en los extractos hidrosolubles de romero, al cual se le atribuyen
numerosas actividades de tipo biolégico (antibacteriana, antiviral,
antiinflamatoria, etc.) entre las que se incluye la actividad antioxidante. Su
acumulacion en las plantas se asocia con su posible funcion como compuesto de

defensa frente a las agresiones externas (Petersen y Simmonds, 2003).

Ademas del &cido rosmarinico, otros compuestos presentes en el romero
muestran también actividad antibacteriana (Cuvelier y col., 1996), la cual, incluso
sin llegar a ser tan notoria como la antioxidante, permite que su aceite esencial
sea utilizado como agente antibacteriano y antifingico. Existen numerosas
referencias bibliogréficas respecto a las propiedades antimicrobianas y
antivirales del romero (Al-Sereiti y col., 1999; Petersen y Simmonds, 2003;
Oluwatuyi y col., 2004; Fernandez-Lopez y col., 2005; Kabouche y col., 2005;
Rezzoug y col., 2005).

Ouattara y col. (1997) investigaron la actividad antibacteriana de algunos
aceites esenciales contra microorganismos responsables del deterioro de los
alimentos, concluyendo que los aceites esenciales de canela, clavo y romero
eran los mas activos. Similares resultados fueron obtenidos por Valero y
Salmeron (2003) para la actividad antibacteriana del aceite esencial de romero
contra cepas de Bacillus cereus cultivadas en caldo de zanahoria. Davidson
(1993) demostré que las bacterias Gram positivas eran generalmente mas
susceptibles que las Gram negativas a la accién de los compuestos polifendlicos
no polares de los extractos de romero. Algunas investigaciones han concluido

gue los compuestos polifendlicos mas apolares de los extractos de romero
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pueden ser los causantes de la actividad antibacteriana (Del Campo y col., 2000;
Karamanoli y col.,, 2000). Shelef y col. (1980) demostraron el efecto
antimicrobiano del romero frente a diversos microorganismos patégenos: Bacillus

cereus, Staphylococcus aureus y Vibrio parahaemolyticus.

El efecto inhibitorio del romero sobre la microflora es debido
probablemente a su riqueza en compuestos polifendlicos (acido carndsico,
carnosol, epirosmanol, isorosmanol, rosmaridifenol, rosmanol y &cido
rosmarinico). EI mecanismo de accion antibacteriano de éstos consiste en su
interaccién con la membrana celular, causando la fuga de los componentes
celulares, cambios en la composicién de acidos grasos y fosfolipidos, afectando
asi al metabolismo celular, al consumo de nutrientes, al transporte de electrones
y provocando cambios en la sintesis de material genético (Nychas, 1995).
Ademas, Fung y col.,, (1977) demostraron que estos compuestos pueden
también interactuar con las proteinas de la membrana, causando la deformacién

en su estructura y funcionalidad.

2.6.2.4. Biodisponibilidad de los principios activos.

La biodisponibilidad de los compuestos fendlicos en los animales es poco
conocida, asi como la actividad de sus metabolitos, su distribucién y accion en
los tejidos diana y la concentracion minima necesaria que han de presentar para

ejercer un efecto biolégico protector.

La estructura quimica y el tipo de glicésido unido a las agliconas
(compuestos mayoritarios de los polifenoles en los alimentos vegetales)
condicionan en gran medida los procesos de absorcion y metabolismo de los
polifenoles. Es esencial considerar que el romero contiene una combinacion
particular de varios polifenoles, y por lo tanto, su efecto fisiol6gico se debe al
conjunto de polifenoles mas abundante y a sus metabolitos. Ademas, se ha
observado que la flora intestinal juega un papel importante en la modificacion de
algunos polifenoles. Por ejemplo, se han detectado algunos acidos mono y
dihidroxibenzoicos en orina, después de la ingestion de té verde, que

representaban un 15% del material ingerido (Pietta, 1998). Otros estudios han
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demostrado que la administracion de dosis dietéticas de polifenoles, mediante la
ingestion habitual de alimentos ricos en compuestos de ese tipo, da lugar a
concentraciones del orden de nano o pico molar en plasma vy tejidos (Manach y
col., 2005).

Para poder describir el perfil metabdlico de estos compuestos,
potencialmente activos a concentraciones fisioldgicas, es necesario emplear
técnicas altamente sensibles y especificas, aunque como consecuencia de la
escasa disponibilidad de los patrones comerciales de elevada pureza de
polifenoles y sus metabolitos, pocos trabajos se centran en el estudio de los
metabolitos mayoritarios formados in vivo, ya que para la cuantificacion de
compuestos polifendlicos enddgenos se necesita disponer de patrones de
metabolitos para poder evaluar la respuesta directa e individualizada de cada

uno de los compuestos fendlicos.

La biodisponibilidad de los polifenoles varia ampliamente de un polifenol a
otro. Depende de su estructura quimica, que determina su ratio de absorcion a
través del tracto gastrointestinal, metabolismo y finalmente su actividad biolégica.
Los polifenoles ingeridos sufren modificaciones estructurales durante su proceso
de absorcidon. La primera de estas modificaciones es la deglicosilacion de su
estructura, dando lugar a sulfatos, glucurénidos y productos de metilacion. La
mayoria de los polifenoles en humanos se catabolizan como resultado de la
actividad microbiana en el intestino delgado, colon y en el higado. Los
metabolitos que llegan a la sangre y a los 6rganos diana tendran actividades
biologicas diferentes en comparacion con sus estructuras iniciales (Oi y col.,
2008). Por tanto es esencial conocer la biodisponibilidad de los polifenoles para

entender sus efectos beneficiosos sobre la salud.

El metabolismo de los polifenoles presenta aspectos comunes en los
diferentes grupos de compuestos fendlicos (Scalbert y Willianson, 2000). La
mayoria de los polifenoles estan presentes en los alimentos en forma de ésteres,
glicésidos o polimeros que presentan una baja absorcion con su misma
estructura inicial. Las agliconas se pueden absorber a nivel de intestino delgado,
no obstante, estudios realizados por Passamonti y col. (2002) indican que

algunas agliconas de flavonoides, como la quercetina, la daidzeina y algunos
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antocianos se pueden absorber en el estbmago de la rata. La mayoria de los
glicésidos resisten probablemente la hidrélisis acida en el estbmago y llegan
intactos al duodeno (Rios y col., 2002). Solo las agliconas y algunos glucésidos
se absorben en el intestino delgado, mientras que los polifenoles unidos a otros
azucares, como por ejemplo la ramnosa, llegan al colon donde son hidrolizados
por las ramnosidasas de los microorganismos antes de absorberse (Manach y
col., 1995). Como norma general los glicésidos y la ramnosa se absorben mas
lentamente y menos eficientemente que las agliconas y los glucésidos (Manach y
col., 2004).

Los polifenoles no absorbidos en el intestino delgado alcanzan el colon.
Los polifenoles glicosilados son hidrolizados hasta agliconas y éstas a su vez
son metabolizadas hasta diversos &cidos aromaticos. En este sentido, este
metabolismo puede producir metabolitos especificos como en el caso de los
flavonoles, que genera acidos hidroxifenilacéticos, las flavanonas y flavonas que
generan 4cidos hidroxifenilpropiénicos y los derivados de los flavan-3-oles que
generan acidos hidroxifenilpropionicos y fenilvalerolactonas (Gonthier y col.,
2003). Finalmente, estos &cidos se metabolizaran en derivados del &cido
benzoico. Los metabolitos obtenidos se absorben parcialmente y en buena parte
son excretados. Parte de los compuestos absorbidos se pueden conjugar con
glicina, acido glucurénico y/o sulfatos.

Generalmente los metabolitos de los polifenoles no se encuentran libres
en el torrente sanguineo. La albumina es una de las proteinas que actia como
transportador de los polifenoles, cuya estructura quimica es determinante a la
hora de predecir su afinidad hacia ésta (Manach y col., 2004). Variaciones en el
pH en lugares especificos pueden inducir a cambios conformacionales en la
albumina, permitiendo la disociacion del complejo ligando-albumina y la
liberacion de los metabolitos. La concentracion de metabolitos en el interior de la
célula sera proporcional a la concentracion de metabolitos libres en sangre
(Horie y col., 1998).

Los polifenoles pueden ser excretados por via urinaria (los conjugados de
menor peso molecular) o por via biliar (los metabolitos de alto peso molecular o

extensamente conjugados) (Crespy y col., 2003). Las bacterias intestinales,
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gracias a sus [B-glucuronidasas, pueden liberar agliconas de los metabolitos
conjugados en la bilis, pudiendo, estas agliconas, ser reabsorbidas durante el
ciclo enterohepatico (Coldham y Sauer, 2000). El total de metabolitos excretados
en orina estd correlacionado aproximadamente con las concentraciones
plasmaticas maximas. Esta excrecion es bastante elevada para las flavonas de
citricos (4% - 30%), e incluso mas elevado para isoflavonas, 16% - 66% para
daidzeina y 10% - 24% para la genisteina (Setchell y col., 2003; Kaneko y col.,
2006). Los porcentajes de excrecion urinaria de otros polifenoles, como por
ejemplo los antocianos, suelen ser bajos (0,005% - 0,1%) (Cui y col., 2006).
Estos valores bajos de excrecidon podrian indicar una excrecion biliar

pronunciada o un excesivo metabolismo.

La inclusion de hojas de romero y tomillo libres de aceite esencial en la
dieta de oveja Segurefia, durante los estadios fisiolégicos de gestacion y
lactacion, modifica de forma significativa el perfil polifendlico del plasma y las
excreciones, poniendo de manifiesto que los polifenoles procedentes de las
plantas aromaticas ensayadas se excretan, en su forma primitiva, principalmente

a través de la orina (Mofino, 2010).

También se ha observado un aumento de la concentracion de
componentes polifendlicos (4cido rosmarinico, carnosol y &cido carndsico
mayoritariamente) en el plasma de cabritos alimentados con subproductos de
romero (hoja libre de aceite) (Martinez y col., 2007°). Sin embargo, la
determinacién de la biodisponibilidad de los metabolitos de polifenoles en tejidos

es mas importante que el conocimiento de sus concentraciones plasmaticas.

Algunos de los estudios de distribucion tisular se han realizado a través de
polifenoles marcados radioactivamente. Se ha determinado que después de 1 a
6 horas de una dosis Unica suministrada a ratas y ratones, estos compuestos se
encuentran distribuidos por sangre y tejidos del sistema digestivo como
estbmago, intestino e higado (Mullen y col., 2002), aunque también se han
detectado en otros tejidos como cerebro, corazén, rifidn, pancreas, prostata,
Utero, glandula mamaria, testiculos, huesos y pelo, tanto de ratas como de
ratones (Chang y col., 2000). Las concentraciones obtenidas en estos tejidos
varian de 30 a 3000 ng equivalentes de aglicona g™ de tejido, dependiendo de la
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dosis administrada y del tejido considerado. El tiempo de toma de muestra
también puede ser de elevada importancia, debido a que no se tiene un
conocimiento completo de la cinética de penetracion y eliminacion de los
polifenoles en los tejidos. Es importante sefalar que algunos de estos tejidos son
capaces de incorporar polifenoles mediante mecanismos especificos (Schramm
y col., 2001).

La naturaleza de los metabolitos en los tejidos puede ser distinta a los
encontrados en la sangre, debido a la entrada o eliminacion especifica tisular de
algunos metabolitos, 0 a un metabolismo intracelular. Aunque hay pocos
estudios al respecto (Hong y col., 2002; Maubach y col., 2003), estos indican que
las concentraciones plasmaticas de flavonoides no estan directamente
relacionadas con las concentraciones de estos en los tejidos diana, y que la

distribucion entre sangre y tejidos varia dependiendo de los polifenoles tratados.

Los compuestos polifendlicos consumidos a través de la dieta con
destilados de romero se absorben y alcanzan niveles circulantes significativos,
manifestando un efecto reductor frente al estrés oxidativo que producen los
estados fisiolégicos con elevadas demandas metabdlicas. La suplementacion
dietética de ovejas con un subproducto del romero (hoja libre de aceite) como
fuente natural de antioxidantes enddgenos, en dosificaciones del 10% y 20%,
durante los periodos de gestacion y lactacion, favorece, sin detrimento del
rendimiento animal, la transmision de componentes polifendlicos en
concentraciones activas al plasma y la carne de corderos procedentes de dichas
ovejas, produciendo una mejora en la estabilidad oxidativa de dicha carne
gracias a la incorporacion efectiva de los compuestos polifendlicos presentes en
el romero al musculo de los animales. En la carne de los corderos procedentes
de ovejas suplementadas se constata un aumento significativo de las
concentraciones de acido carndsico, carnosol y acido rosmarinico,
estableciéendose una relacidn positiva entre la ingesta de dietas ricas en
compuestos polifendlicos y el aumento de la concentracion de estos
componentes en la carne, y en consecuencia, con la mejora de la capacidad

antioxidante de la misma (Mofiino, 2010).
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La Tabla 4 y la Figura 14 muestran, respectivamente, el perfil polifendlico
y el status antioxidante de carne cruda de corderos cuyas madres han sido

alimentadas con distintos niveles de hoja de romero libre de aceite esencial.

Tabla 4. Perfil polifendlico de carne cruda de cordero procedente de ovejas

suplementadas dietéticamente con hoja de romero libre de aceite esencial

(Mofiino, 2010).

Compuestos (mg kg™) Control 10% 20%

Ac. galico n.d. n.d. n.d.

Ac. caféico 1,47 + 0,03 1,41 + 0,05 1,41 + 0,05
Ac. fertlico 0,77 0,01 0,79 + 0,06 0,55 + 0,30
Ac. coumarico 0,85+ 0,01 0,86 + 0,03 0,86 + 0,01
Naringina 2,42 + 0,04 2,42 + 0,03 2,43 + 0,04
Hesperidina 2,54 + 0,032 2,64 +0,10° 2,58 + 0,04%
Luteolina 0,36 +0,11° 0,27 +0,03? 0,29 + 0,05%°
Ac. rosmarinico n.d.? 1,17 +0,01° 1,09 + 0,22°
Apigenina 0,08 + 0,01 0,08 + 0,01 0,07 + 0,02
Genkwanina 0,03 + 0,03 0,05 + 0,07 0,02 + 0,01
Carnosol 2,41 +0,53° 5,17 +1,82° 4,77 +0,84°
Ac. Carnésico 7,09 + 0,532 23,9 + 4,39° 18,5 + 2,61°

Control: Dieta control; 10%: Dieta base sustituida en un 10% por hoja de romero

libre de aceite esencial; 20%: Dieta base sustituida en un 20% por hoja de

romero libre de aceite esencial.

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05.

n.d.: Niveles menores al limite de deteccion.
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Figuras 14. Status antioxidante de carne cruda de cordero procedente de ovejas
suplementadas dietéticamente con hoja de romero libre de aceite esencial
(Mofiino, 2010).
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Control: Dieta control; 10%: Dieta base sustituida en un 10% por hoja de romero
libre de aceite esencial; 20%: Dieta base sustituida en un 20% por hoja de
romero libre de aceite esencial. TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity.
FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power.

2.6.2.5. Efectos beneficiosos para la salud.

Diversos estudios han demostrado los efectos beneficiosos del empleo de
romero in vivo. Su incorporacion en la dieta de ovejas y cabras lecheras mejora
la produccion de leche por parte de éstas, aumenta la calidad e higiene de la
leche (Savoini y col., 2011) y, a su vez, disminuye el estrés asociado a la

lactacion gracias a sus componentes biofuncionales (Chiofalo y col., 2012).

La administracion de aceite de romero a ratas tiene efecto protector del
ADN al reducir de forma eficiente y significativa el grado de deterioro, inducido
por la presencia de perdoxido de hidrégeno (H,O,), de dicha molécula
(Horvathova y col., 2010).

El carnosol, diterpeno presente en el romero, tiene efecto antiinflamatorio

y anticarcinOgeno gracias a su capacidad para inhibir la produccion de
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compuestos carcinogénicos derivados del oxido nitrico (nitritos y peroxinitritos),

relacionados con el dafio del material genético en las células (Chany col., 1995).

La ingesta de romero previene la formacion de trombos en ratones sin
afectar a los tiempos de sangrado, basandose su mecanismo antitrombaético en
la supresion de la reactividad plaquetaria y en la estimulacion del endotelio

vascular (Naemuray col., 2008).

El extracto de romero administrado a conejos presenta una notable
actividad hipoglucémica y antihiperglucémica debido a sus mudltiples efectos,
tanto a nivel pancreatico como extra-pancreatico. Sus propiedades
antidiabetogénicas derivan de su potencial como antioxidante, al poseer
capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica y para activar enzimas con
actividad antioxidante como la superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT)
(Bakirel y col., 2008).

2.6.2.6. Efecto conservante sobre la carne.

La aptitud del romero como conservante natural, en virtud a sus
componentes activos antioxidantes y antimicrobianos, ha sido demostrada en
carne y productos céarnicos, a pesar de no conocerse muy bien cémo dichos
componentes se metabolizan y depositan en la carne. Sin embargo, no existen
estudios que comparen la suplementacion dietética con la adicion directa de

romero.
» Uso de romero como aditivo en carne y derivados.

La adicion de romero a distintos tipos de carne y productos carnicos
frescos tuvo efecto inhibidor del enranciamiento y del deterioro microbiolégico
(Baratta y col., 1998% Saenz-Lépez y col., 2002; Wang y col., 2008), siendo el
acido carndésico el componente con mayor actividad antioxidante (Cuvelier y col.,
1996; Saénz-Lopez y col., 2002), mientras que el 1,8-cineol, a-pineno (Baratta y
col., 1998°) y camphor (Pandit y Shelef, 1994) son los compuestos

antimicrobianos mas activos.
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La adicion de extracto de romero mejor0 la estabilidad oxidativa en
productos, como salchichas frescas de cerdo y hamburguesas de ternera (Barbut
y col., 1985; Georgantelis y col.,, 2007). La adicion de extractos de romero a
hamburguesas de vacuno, en dosis de 1000 mg kg™ combinadas con dosis de
500 mg kg* de A&cido ascérbico, proporcioné valores de TBARS
significativamente inferiores a los obtenidos, tanto para muestras control, como
para hamburguesas tratadas con otros antioxidantes naturales (taurina y/o
carnosina) (Sanchez y col.,, 2001). Estos resultados son comparables a los
publicados por McCarthy y col. (1998) y Yildiz-Turp y Serdaroglu (1998), quienes
confirmaron la elevada actividad antioxidante del extracto de romero, sobre todo,
cuando se administra combinado con acido ascoérbico. Shahidi y col. (1992)
recomendaron su utilizacion efectiva en concentraciones que oscilan entre 200 y
1000 mg kg™ en diversos alimentos. Se obtuvieron resultados positivos utilizando
como conservante dosis de 500 - 1000 mg kg™ de extractos de romero en filetes
de carne de vacuno (Stoick y col., 1991), dosis del 0,05% (500 mg kg™) en carne
picada cocinada de cerdo (Huisman y col. 1994), dosis del 0,25% (2500 mg kg™)
en hamburguesas de ternera con aceite de soja (Formanek y col., 2001) y dosis
de 1000 mg kg’ de romero directamente agregado a la carne fresca de vacuno
(O’Grady y col., 2006). En todos estos trabajos, la utilizacién de extracto de
romero produjo una mejora en el color y en la estabilidad lipidica durante el
almacenamiento de los productos, permitiendo una mejor valoracién sensorial de

los mismos.

Ademas, la termorresistencia mostrada por el extracto de romero posibilita
Su uso como antioxidante en carnes precocinadas y en productos carnicos
cocidos, inhibiendo la aparicién del aroma y sabor a recalentado. La adicion de
hojas secas de romero a albondigas de cerdo retardaron la aparicion del aroma a
recalentado durante su almacenamiento en frio (Hall y col., 1962). Wong y col.
(1995) y Fernandez-Lopez y col. (2001) demostraron la efectividad del extracto
de romero inhibiendo la peroxidacion lipidica y la formacion de flavores
indeseables durante el cocinado y almacenamiento en carne de vacuno y de
cerdo, respectivamente. En el caso de carnes precocinadas y esterilizadas, la

eficacia antioxidante mejor6 cuando el extracto se adicion6 después del
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cocinado, justo antes del tratamiento de esterilizacion (Guntensperger y col.,
1998).

Diversos autores han comparado la efectividad del romero frente a la de
otros antioxidantes sintéticos y/o naturales. En un estudio sobre salchichas de
pavo en fresco, Barbut y col. (1985) comprobaron que la adicion de oleorresina
de romero (0,1%) provocaba una disminucion en los indices de oxidacion similar
a la originada por la mezcla comercial BHA/BHT/acido citrico (5% de cada
antioxidante). A similares conclusiones llegaron Formanek y col. (2001), quienes
confirmaron que la reduccion en los valores de TBARS provocada por la adicion
de extracto de romero sobre hamburguesas de vacuno fue comparable a la
determinada por la administracion de la combinacion BHA/BHT. Tales resultados
se justifican en base a los analisis realizados con anterioridad por Nakatani e
Inatani (1984) y Hdéulihan y col. (1984, 1985), en los que se evidencid que la
oleorresina de romero contiene compuestos con una actividad antioxidante hasta

4 veces superior al BHA y equiparable a la del BHT.

Lai y col. (1991) y Murphy y col. (1998) estudiaron las propiedades
antioxidantes de la oleorresina de romero, sola o en combinacion con
tripolifosfato sodico, en porciones de pollo reestructurado y laminas de ternera
(roast beef) precocinadas durante su almacenamiento a temperaturas de
refrigeracién y congelacion, comprobando su poder antioxidante. Stoick y col.
(1991) estudiaron la estabilidad oxidativa de filetes de vacuno reestructurados
procesados con oleorresina de romero, butilhidroxiquinona terciaria Yy
tripolifosfato sédico, observando que la adicion de oleorresina de romero no
representaba ningun beneficio sobre la adicion de tripolifosfato sodico.

Otros trabajos ofrecen conclusiones contradictorias en cuanto al posible
sinergismo entre el extracto u oleorresina de romero y diversas sustancias
antioxidantes. Resurreccion y col. (1990) observaron que la adicion conjunta de
extracto de romero y tocoferoles en productos carnicos no incrementaba la
eficacia antioxidante de estos compuestos usados individualmente. Por el
contrario Wong y col. (1995) concluyeron que los componentes del romero
participan en la regeneracion del a-tocoferol, pudiendo éstos ser utilizados como

sustitutos del acido ascoérbico para potenciar la estabilidad de la vitamina E.
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Wada y Fang (1992) apoyaron esta teoria, sugiriendo que el sinergismo entre
ambos antioxidantes se debe a la capacidad del extracto de romero para ceder
atomos de hidrogeno a los radicales tocoferoxilo. Este hecho justifica los
resultados obtenidos posteriormente por estos autores (Fang y Wada, 1993),
quienes comprobaron que la actividad antioxidante de la mezcla a-
tocoferol/extracto de romero sobre un sistema modelo de pescado fue
significativamente superior a la exhibida por dichos productos adicionados
individualmente. Ademas, dichos autores confirmaron que la molécula de a-
tocoferol permanecia estable durante 10 dias mas cuando éste era administrado

conjuntamente con extracto de romero.

El efecto antimicrobiano del romero también ha sido profundamente
estudiado. Fernandez-Lépez y col. (2005) evaluaron la actividad antibacteriana
de extractos de romero en albondigas de ternera, observando que ésta era
mayor que la producida por otros extractos evaluados. Se estudiaron 11
bacterias distintas (Br. thermosphacta CRA 7883, Br. thermosphacta CRA 7884,
Br. thermosphacta CRA 3235, L. innocua 4202, L. monocytogenes 5105, Lb.
sake 550, Lc. mesenteroides subsp mesenteroides 824, Lc. mesenteroides
subsp dextranicum 882, Lb. carnosum 558, Lb. curvatus 860, Lb. lactis FMRD
492.) y Unicamente los extractos de romero mostraron capacidad para inhibir el
crecimiento de todas. Quattara y col. (1997) y Camo y col. (2008) también
observaron un efecto inhibitorio del crecimiento de bacterias psicrétrofas al
adicionar, respectivamente, aceite esencial y extracto de romero a carne de

cordero envasada en atmosfera modificada.

También se han realizado estudios sobre la actividad antibacteriana del
romero en carne cocinada de ternera (Ahny col., 2007) y en salchichas de cerdo
(Pandit y Shelef, 1994). En contraposicién a esto, un estudio de Ismail y col.
(2001) concluy6é que los extractos de romero no tienen efecto sobre el
crecimiento de microorganismos cuando son adicionados para la conservacion

de carne cruda de pollo.

El hecho de que los extractos de romero presenten efecto antimicrobiano
cuando son empleados como aditivos alimentarios (Bubonja-Sonje y col., 2011),

supone una ventaja adicional que, sumada a la mejora de la calidad
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organoléptica derivada de su efecto antioxidante, les hacen ser muy valorados
por la industria alimentaria como conservantes naturales en distintos tipos de
productos alimenticios, especialmente en aquellos ricos en grasas animales y/o
vegetales (Offord y col., 1997; Okoh y col., 2010). Sin embargo, su utilizacion
puede estar limitada por el impacto sensorial sobre los productos que puede
suponer su uso, siendo fundamental verificar que la dosificacion de los extractos
empleada no aporta caracteristicas organolépticas anomalas e indeseables al

alimento.
» Uso de romero como suplemento dietético para animales.

Existen numerosos estudios sobre suplementacion animal con
compuestos de origen vegetal (tocoferol, carotenos, catequinas, etc.) para
mejorar la carne, no obstante, el volumen de estudios especificos de plantas
aromaticas es mas reducido (Lopez-Bote y col., 1998; Cullen y col., 2005;
Caputi-Jambrenghi y col., 2005; O"Grady y col., 2006; Botsoglou y col., 2007;
Govaris y col., 2007; Janz y col., 2007; Haak y col., 2008; Nieto y col., 2010,
2011% Moran y col., 20123, 2012°, 2013; Smeti y col., 2013; Vasta y col., 2013).

La suplementacion dietética con romero para mejorar la calidad y vida
comercial de la carne ha sido estudiada en diversas especies. Dosificaciones de
5y 10 g kg™” de extracto de romero produjeron en la carne de pavo un efecto
inhibitorio del crecimiento de aerobios mesofilos, bacterias &cido-lacticas,
enterobacterias y psicrotrofos (Govaris y col., 2007), mientras que la
incorporacion de extractos de romero en el pienso, en virtud a sus propiedades
como antioxidante, permiti6 estabilizar la carne de pollo frente a la oxidacion
(L6pez-Bote y col., 1998).

En contraposicion a lo observado en pollos, la suplementacion con
extracto de romero parece no derivar en un mayor efecto antioxidante sobre la
carne porcina (Haak y col., 2008). La suplementacion dietética de extracto de
romero, en dosis de 1000 mg por animal y dia, tampoco resultd efectiva para
mejorar la estabilidad lipidica, el color ni las propiedades sensoriales de carne de
ternera almacenada en condiciones de venta al por menor (O'Grady y col.,
2006).
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La inclusion de hoja de romero libre de aceite esencial en la dieta de
ovejas gestantes permitid mejorar la estabilidad del color y reducir los niveles de
oxidacion lipidica y los recuentos microbiologicos en carne cruda de cordero
almacenada en condiciones de venta al por menor (Nieto y col., 2010%) (Figuras
15 y 16), logrando también dicha suplementacién disminuir la oxidacion lipidica y
el deterioro sensorial de carne cocinada de corderos procedentes de ovejas

suplementadas (Nieto y col., 2011%).

La inclusion de pienso suplementado con extracto de romero (1000 mg
kg') en la dieta de corderos resultd efectiva para para prevenir el deterioro
lipidico de la carne cruda almacenada en refrigeracion (Caputi-Jambrenghi y col.
2005). La suplementacion dietética de cordero con acido carndsico, uno de los
principales componentes de los extractos de romero, a dosis de 600 y 1200 mg
kg™ también protegi6 de la oxidacién lipidica a las muestras en crudo envasadas
bajo atmdsfera modificada y almacenadas en refrigeracion durante un periodo de
tiempo prolongado (Moran y col., 2012°) (Figura 17). Una dosificacién en el
pienso de corderos con 400 mg kg™ de aceite esencial de romero no produjo
ningun efecto perjudicial en la composicion intramuscular de acidos grasos ni en
el perfil de compuestos organicos volatiles de la carne (Vasta y col., 2013). En
contraste con estos resultados, Smeti y col. (2013) no observaron ningun efecto
derivado de la incorporacién de 600 mg kg™ de extracto de romero a la dieta de
corderos sobre la oxidacion lipidica, la pérdida de color y la calidad sensorial de

la carne almacenada en refrigeracion.

La Tabla 5 muestra los principales estudios sobre suplementacion

dietética con romero en animales de raza ovina.
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Figuras 15. Coordenadas cromaticas en carne cruda de corderos procedentes
de ovejas alimentadas con hoja de romero libre de aceite esencial, almacenada
en MAP (70/30 O,/CO,) y refrigeracién hasta 21 dias (Nieto y col., 2010%).
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Figuras 16. Valores de oxidacién lipidica y recuentos de aerobios mesdfilos
totales en carne cruda de corderos procedentes de ovejas alimentadas con hoja
de romero libre de aceite esencial, almacenada en MAP (70/30 O,/CO,) y
refrigeracion hasta 21 dias (Nieto y col., 2010%).
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Figuras 17. Evolucion de la oxidacion lipidica en carne de cordero suplementado
con distintos niveles de acido carnésico, almacenada en refrigeracion (4 °C) y
envasada en atmosfera modificada (35/35/30 CO,/O,/N,) hasta 14 dias (Moran y
col., 2012%).
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Tabla 5. Cuadro resumen de los estudios sobre suplementacion dietética con

romero realizados en ovino.

Autores

Caputi-
Jambrenghi
y col., 2005

Nieto y col.,
2010/2011

Morany
col.,
2012/2013

Smetiy
col., 2013

Vasta y
col., 2013

: : Condiciones .
Producto Dosis  Animal . Tiempo
almacenamiento
1000 . . ]
Extracto 2 Corderos Refrigeracion 7 dias
mg kg

Carne cruda: Reduccién oxidacion lipidica.

;';) Jchtla?tr: 0- Ovejas E:AoAcTni\;imgeramon / 21 dias
. 20% J IERIE 4 dias
esencial refrigeracion

Carne cruda: Mayor estabilidad color, reduccion deterioro
microbioldgico, reduccion oxidacion lipidica y prevencion deterioro
organoléptico.

Carne cocinada: Reduccion oxidacion lipidica y ligera inhibicion
rancidez.

. 600 - . .,
ACIdC,) . 1200 Corderos MAI.D’ refrigeracion y 14 dias
carndsico 1 cocinado

mg kg

Carne cruda: Reduccién oxidacion lipidica. Sin efecto
antimicrobiano, sobre estabilidad color, sobre oxidacién proteica ni
sobre perfil acidos grasos.

Carne cocinada: Reduccion formacion COPs, mejor textura y mejor
perfil VOCs (con 600 mg kg™). Sin efecto sobre calidad
organoléptica.

Aceite 600

: 1 Corderos Refrigeracion 9 dias
esencial mg kg

Carne cruda: Sin efectos sobre prevencion deterioro color,
oxidacion lipidica, ni calidad organoléptica.

Aceite 400

. 2, Corderos Sin almacenamiento 0 dias
esencial mg kg

Carne cruda: Sin efectos sobre composicion grasa intramuscular,
ni sobre perfil VOCs.
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Por tanto, las dietas suplementadas con romero serian efectivas para
inhibir la oxidacién de la carne, especialmente la oxidacion de lipidos, y, en
menor medida, el deterioro microbiano. Las diferencias observadas entre los
resultados de los anteriores estudios pueden derivarse principalmente de las
dosis de los extractos de romero ensayados, pero también de otros factores,
tales como las diferencias en los grupos de animales estudiados vy
heterogeneidad en la composicion de los extractos. Todo esto hace muy dificil
comparar y reproducir los experimentos (Mielnik y col.,, 2003), siendo
fundamental el estudio detallado de los distintos productos procedentes del
romero y la determinacion de cémo afectan sus diferencias a su potencialidad

como conservantes naturales (Karre y col., 2013).

La presente tesis trata de responder a ese problema, derivado de la
heterogeneidad en los extractos de romero empleados, mediante el estudio de la
aptitud como conservante enddégeno de extractos tipificados obtenidos a partir de
la hoja libre de aceite esencial y adicionados en pienso. Ello pasa por aplicar
dosis de extractos tipificados de romero en la dieta de los ovinos de carne, en
concentraciones activas y sin detrimento del rendimiento animal, que permitan
conseguir una adecuada transmisién de componentes activos a la carne, lo que
a su vez permitiria ofertar al ganadero un pienso capaz de producir una mejora

en la calidad de la carne y sus derivados.
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3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.
e Objetivo general:

1. Extender la vida atil de la carne cruda y cocinada de cordero,
conservada en condiciones usuales de comercializacion al por menor, mediante
la suplementacion dietética con extractos tipificados de romero compuestos por

acido carnésico y carnosol.
e Objetivos especificos:

1. Optimizar el método de suplementacién de la dieta considerando la
época de administracion, la proporcién de acido carnésico y carnosol y la dosis

de extracto en el pienso.

1.1. Determinar el efecto de la época de administracion (gestacion,

lactacion y cebo) sobre la calidad y vida comercial de la carne.

1.2 Determinar el efecto del ratio acido carnésico/carnosol sobre la calidad

y vida comercial de la carne.

1.3 Establecer la dosis conservante minima efectiva en carne con el

objeto de optimizar la relacién dosis-efecto de los suplementos ovinos.
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4. MATERIAL Y METODOS.
4.1. Disefio experimental.

El experimento se disefi¢ a partir de los conocimientos previos adquiridos
sobre biodisponibilidad y deposicion muscular de polifenoles activos del romero y
tomillo en ovinos (Moiiino, 2010). En dichos estudios se comprobd que el acido
carnosico y el carnosol eran los principales polifenoles procedentes de la hoja
destilada de romero y tomillo, libre de aceite esencial, que se depositaban en el
musculo del cordero en una proporcion aproximada de 4 a 1. Pese a no ser el
diterpeno mayoritario, la deposicion muscular de carnosol resulté clave para
mejorar la capacidad antioxidante de la carne. Por su parte, el anlisis
cuantitativo revelé que una concentracién de 600 mg kg™ de la suma de ambos
diterpenos en el pienso podria asegurar un efecto conservante sobre la carne
(Mofino, 2010).

A través de una empresa colaboradora, se disefiaron dos extractos
tipificados de romero compuestos exclusivamente por sus diterpenos
mayoritarios, estableciendo una proporcién de acido carndsico y carnosol de 2:1
(méas proxima al material vegetal de procedencia) y 1:1 (enriguecido en
carnosol). Ambos extractos de romero fueron incorporados a los piensos
experimentales ovinos, tanto para ovejas gestantes y lactantes, como para

corderos de cebo, que fueron empleados en los estudios dietéticos posteriores.

El experimento se programé en 3 etapas consecutivas en el tiempo, y fue

disefiado en funcién de los resultados que se iban obteniendo en cada etapa.

En un primer experimento (periodo 2009-2010) se seleccionaron 3 grupos
de ovejas y sus correspondientes corderos procedentes de la paridera de otofio.
Seguidamente se test6 una dosis de 600 mg kg’ de extracto de romero 2:1
durante la gestaciéon y lactacion y el periodo de engorde de los corderos. La
eficacia conservante del extracto se determiné primero en carne cruda y después
cocinada (s6lo en el caso de presentar efecto conservante en la carne cruda)

expuestas en condiciones de venta al por menor.
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En un segundo experimento (periodo 2010-2011) se decidi6 emplear
extracto enriquecido en carnosol. Sin embargo, por problemas con el manejo de
los animales no pudo incluirse un grupo de ovejas suplementadas, por lo que se
seleccionaron solo 2 grupos de corderos destetados procedentes de la paridera
de otofio y ovejas sin suplementar. La dieta de los corderos de cebo fue
suplementada con 600 mg kg’ de extracto de romero 1:1. La eficacia

conservante del extracto se determind en carne cruda y cocinada.

Antes los buenos resultados proporcionados por el extracto 1:1 en la
carne cruda y cocinada, se volvieron a seleccionar otros 3 grupos de corderos
destetados procedentes de la paridera de primavera y ovejas sin suplementar. El
tercer experimento (periodo 2011-2012) consistié en suplementar la dieta de los
corderos de cebo con dosis menores de extracto de romero 1:1 (200 y 400 mg
kg™) con el objeto de mejorar la relacién dosis-respuesta del extracto y de nuevo

se determiné su eficacia conservante en carne cruda y cocinada.

De acuerdo con los resultados obtenidos hasta la fecha se decidié acortar
el periodo de exposicion de la carne cruda a 2 semanas, con un dia doble de
control en la dltima semana. En concreto, se sustituyeron los dias 14 y 21 por los
dias 11 y 14. Asi mismo, para complementar el estudio del potencial efecto
antioxidante del extracto de romero, se determiné el grado de oxidacion proteica
de la carne cruda mediante la cuantificacion de los carbonilos en las proteinas
por el método de la DNPH (POX).

4.2.Extractos.

Para la realizacién del proyecto se emplearon extractos tipificados de
romero (ER) fabricados y suministrados por la empresa Nutrafur-Furfural
Espafiol S.A. (Murcia-Espafia), obtenidos mediante segunda destilacion de hoja

de romero libre de aceite esencial, usando metanol y acetona como solventes.

El proceso de fabricacion de los extractos (Figura 18) se inici6 con una
extraccién sodlido-liquido sobre hoja deshidratada de romero empleando un

disolvente organico (metanol, etanol, acetona o acetato de etilo) con una relacion
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peso/volumen comprendida entre 1:8 y 1:12, a una temperatura comprendida
entre 50 °C y la temperatura de reflujo de cada disolvente, durante un tiempo
comprendido entre 45 y 120 min. A continuacion se realiz6 una separacion
solido-liquido mediante filtro-prensa o centrifuga de cesto. Posteriormente, la
disolucién organica obtenida, en la cual se encontraban los ingredientes activos,
se llevé a un tanque en agitacion y se mezclé con una cantidad especifica de
agua hasta alcanzar una proporcion peso-peso respecto del disolvente de
extraccion situada entre el 20% y el 50% (preferiblemente el 40%). La disolucion
formada se agitdé lentamente durante un periodo comprendido entre 1y 4 h, a
temperatura ambiente alrededor de 25 °C, para provocar la precipitacion de un
solido cristalino. Una vez obtenido éste, se filtr6, mediante una filtradora
centrifuga y se lavd con agua en una proporcién peso-volumen comprendida en
el rango 1:5 - 1:8, a una temperatura entre 70 °C y 90 °C. El sélido lavado se
filtr6 de nuevo y se seco en estufa de vacio a una temperatura entre 45 °C y 80
°C. Una vez seco el producto (con una humedad inferior al 2%), éste se sometio
a distintos procesos de extraccion en funcion del extracto final de romero que se
quisiera fabricar. Para la obtencion del ER 1:1, el extracto seco fue sometido a
dos nuevos procesos de extraccion, el primero con una solucion de metanol:
agua (3:1) y el segundo con acetona. Para la obtencion del ER 2:1 se aplicaron
dos etapas adicionales de extraccion con acetona:agua, con relacion 3:1y 1:1 en
la primera y segunda etapas, respectivamente. Las etapas de extraccion se

llevaron a cabo durante 1 h a temperatura ambiente.

Finalmente se obtuvieron dos extractos de romero (1:1 y 2:1) con formato
tipo “polvo-fino”, lo cual facilité su incorporacion y una mejor homogeneizacién en
el pienso. Tras el consecuente analisis de control, se verific6 que los dos
polifenoles del extracto de romero eran el &cido carndsico y el carnosol. El
andlisis cuantitativo determiné que los extractos tenian una riqueza del 30% en

principios activos (Tabla 6).
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Figura 18. Esquema del proceso de extraccion del extracto de hoja de romero

libre de aceite esencial (Del Bafio y col., 2003).
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Tabla 6. Contenido en &cido carnésico y carnosol (mg kg™) del los extractos de

romero 1:1y 2:1.

Extracto de romero Acido carndsico Carnosol
ER 1:1 414 432
ER 2:1 699 297

4.3.Dietas experimentales.

La fabricacidon de los piensos se realizé en la empresa Cargill Espafia S.A.
de Torre Pacheco (Murcia). La Tabla 7 recoge la composicién proximal, energia
total, ingredientes y aditivos del pienso base, tanto para las ovejas madres, como
para los corderos.

Para el enriquecimiento del pienso se emplearon dos extractos
polifendlicos de romero distintos, en funcién de la relacidbn entre sus dos
principios activos principales, un extracto con un ratio 2:1 (ER 2:1) compuesto
por un 17% - 20% de acido carndsico y un 8% - 10% de carnosol y un extracto
con un ratio 1:1 (ER 1:1) compuesto por un 9% - 11% de acido carnésico y un

11% - 13% de carnosol.

Para la fabricacion del pienso suplementado, el extracto de romero se
afadi6 como un aditivo mas en la mezcladora junto con el corrector, y
seguidamente se continué con los pasos habituales para este tipo de
fabricaciones: mezclado del pienso a una temperatura inferior a los 65 °C y
granulacién a 70 - 75 °C y 2 kg de vapor, hasta obtener un producto final con una
humedad relativa inferior al 11%.

Tras la fabricacion del pienso, la presencia de los polifenoles de romero
en el mismo fue verificada mediante su identificacion y valoracién cuantitativa por
cromatografia liquida de alta resolucion segun el método de Mofiino y col. (2008)
(Tabla 8).
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Tabla 7. Composicion del pienso base de ovejas y corderos.

Pienso Ovejas madres
Composicion proximal (materia seca) g 100g*
Proteinas 140
Lipidos 21
Fibra 147
Cenizas 102
Energia total Kcal kg™
3672
Ingredientes y aditivos g kg™
Salvado de trigo 450,0
Harina de girasol 200,0
Maiz
Trigo
Harina de algarroba 89,0
Melaza de cafia 40,0
Céscara de soja
Cebada cervecera 28,0
Grasa
Calcio
Glicerina
Carbonato calcico 44,0
Bicarbonato sddico
Cloruro so6dico 3,0
Otros minerales 3,0
IU kg™
Vitamina D3 5000
Vitamina A 1000
mg kg™
Vitamina E 20

Corderos

g100g*

176
38
45
63

Kcal kg™

3911

-1

g kg
89,4

200,0
330,0

10,0
32,2
94,8
6,5
3,1
10,0
21,4
50
3,0
3,0

U kg™

1600
8000

mg kg™

25
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Tabla 8. Contenido acido carnésico y carnosol (mg kg?) del pienso tras la

adicion de los extractos de romero 1:1y 2:1.

Experimento Acido carnosico Carnosol

1 467 240

2 319 350
96 107

3 186 213

4.4.Cria de ovejas y corderos.

Los animales empleados en el presente trabajo fueron ovinos de raza
Segurefia, los cuales se criaron en régimen intensivo en el Centro Integrado de
Formacion y Experiencias Agrarias (CIFEA) de Lorca (Murcia). En los tres
experimentos, los corderos objeto del estudio fueron destetados al alcanzar un
peso de 13 = 1 kg y fueron alimentados, tras el destete, con pienso de cebo ad
libitum durante aproximadamente 80 dias hasta que alcanzaron un peso vivo de
25 + 2 kg.

En el primer experimento treinta y seis ovejas gestantes fueron repartidas
de forma aleatoria entre tres grupos de doce ovejas designados como grupos
Control, R y RR. Las ovejas Control y R fueron alimentadas con una dieta basal
consistente en 0,9 kg de pienso por animal y dia durante 240 dias, coincidiendo
con sus periodos de gestacion y lactacidon. Las ovejas RR fueron alimentadas del
mismo modo, pero con pienso suplementado con 600 mg de ER 2:1 por kg de
pienso. Nueve corderos procedentes de cada grupo de ovejas fueron repartidos
entre tres grupos (Control, R y RR), empleandose un total de veintisiete
corderos. Los corderos del grupo Control no fueron suplementados, mientras que
los corderos de los grupos R y RR fueron suplementados con 600 mg de ER 2:1

por kg de pienso durante la etapa de cebo (80 dias).
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En el segundo experimento dieciocho corderos recién destetados,
procedentes de ovejas sin suplementar, fueron repartidos de forma aleatoria
entre dos grupos de nueve corderos designados como grupos Control y R. Los
corderos del grupo Control no fueron suplementados, mientras que los corderos
del grupo R fueron suplementados con 600 mg de ER 1:1 por kg de pienso

durante la etapa de cebo.

En el tercer experimento veintisiete corderos recién destetados,
procedentes de ovejas sin suplementar, fueron repartidos de forma aleatoria
entre tres grupos de nueve corderos designados como grupos Control, 1R y 2R.
Los corderos del grupo Control no fueron suplementados, mientras que los
corderos de los grupos 1R y 2R fueron suplementados con 200 y 400 mg de ER
1:1 por kg de pienso, respectivamente, durante la etapa de cebo.

La Figura 19 muestra un esquema del proceso de produccion de los

corderos.
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Figura 19. Esquema del proceso de produccion de los corderos.
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4.5. Sacrificio y obtencion de canales.

Una vez alcanzados 25 + 2 kg de peso vivo, los corderos fueron
trasladados y sacrificados en el matadero de Mercamurcia (El Palmar, Murcia)
de acuerdo con la Reglamentacién Técnico Sanitaria de mataderos y salas de
despiece (Reglamento (CE) 852/2004, 853/2004, 854/2004). Posteriormente, las
canales se sometieron a un periodo de maduracion durante 72 ha 2 £ 1 °C, tras
el cual fueron trasladadas a la sala de despiece, donde un carnicero profesional
extrajo los lomos (musculo Longissimus dorsi) y las piernas deshuesadas,

usadas para el estudio de calidad de carne cocinada.

4.6.Procesado de la carne cruda.

Los lomos y piernas se envasaron en bolsas a vacio y se trasladaron en
neveras refrigeradas a la planta piloto del Departamento de Tecnologia de los
Alimentos de la Universidad de Murcia. Las piernas deshuesadas fueron
almacenadas en cdmara de congelacion (-18 °C) hasta su posterior andlisis. A
continuacién, se procedio al fileteado de los lomos (1,5 cm de grosor)
desechando sus extremos y seleccionando diferentes zonas de cada pieza para
la obtencion de las muestras destinadas a los distintos dias de analisis. Los
filetes de lomo fueron envasados en bandejas de poliestireno Aerpack B5-37
(Coopbox Hispania, Lorca, Murcia, Espafa) cubiertas con bolsas de baja
permeabilidad a los gases (12,8 cm® ml*> por 24 h) (Otaci, Granada, Espafia). El
aire en el interior de los envases fue reemplazado por una atmésfera modificada
compuesta de un 70% de O, y un 30% de CO, (EAP20, Carburos Metélicos,
Barcelona, Espafa) utilizando una envasadora discontinua INELVI Visc 500
(Industrial Eléctrica Vilar, Barcelona, Espafia). La relacion carne/gas fue de
aproximadamente 0,03 kg de carne por litro de O,/CO,. Se comprobd con un
medidor de gas OXYBABY (WITT Gasetechnik, Witten, Alemania) que no habia
variacion significativa en la mezcla de gases del envase durante el
almacenamiento. Las bandejas de carne se almacenaron a una temperatura de 2
+ 1 °C en una vitrina Climacell 707 (MMM Medcenter Einrichtungen, Munchen,

Alemania) continuamente iluminada con luz fluorescente blanca (800 Ix),
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simulando condiciones de venta al por menor, durante 0, 7, 14 6 21 dias, en los
dos primeros experimentos, y durante 0, 7, 11 0 14 dias, en el tercer

experimento.

4.7.Procesado de la carne cocinada.

Antes de su analisis, las piernas congeladas y envasadas a vacio fueron
atemperadas en una camara frigorifica (2 °C) con aire forzado durante 24 h. Una
vez descongeladas, fueron cortadas en tacos, eliminando restos de tendones,
vasos, etc. y se picaron una picadora de placa fina (3 mm) (Mainca PM98,
Barcelona, Espafia). A la carne picada se le afadi6 sal (2%) y se amasoé
manualmente durante 1 min. Con la masa resultante se formaron bolas de 20 + 2
g, para posteriormente elaborar las hamburguesas con una hamburgesera
manual. A continuacién las hamburguesas se cocinaron en una plancha eléctrica
(Media con placas lisas, Silanos. Milan. Italia) a una temperatura de 150 °C. En
ella se colocaron las hamburguesas, durante una media de 2 min, hasta que
alcanzaron una temperatura en el centro del producto de 72 °C durante 20
segundos, siendo esto controlado usando un termometro portatil Digitron T200
(Digiton Instrumentation Limited, Merd Lane, Hertford, Hertfordchire, Reino

Unido), evitando el tostado superficial de las hamburguesas.

Posteriormente, las muestras se envasaron en bandejas de poliestireno
Aerpack B5-37 (Coopbox Hispania, Lorca, Murcia, Espafia) recubiertas con un
film de policloruro de vinilo (Industrias Raelma, S.L., Madrid, Espafia) permeable
al oxigeno (650 cm® m? h™ por 24h) y fueron almacenadas durante 4 dias en
refrigeracion (2 °C). Para el envasado se utilizé6 una envasadora comercial R-RE
(Industrias Raelma, S.L., Madrid, Espafia). Las bandejas fueron almacenadas a
una temperatura de 2 £+ 1 °C en una vitrina Climacell 707 (MMM Medcenter
Einrichtungen, Minich, Alemania) continuamente iluminada con luz fluorescente
blanca (800 Ix), simulando condiciones de venta al por menor. Las pruebas

analiticas se realizaron los dias 0, 2 y 4 de almacenamiento.

La Figura 20 muestra el diagrama de procesado de la carne para la

obtencion de muestras y los analisis realizados.
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Figura 20. Procesado de la carne de cordero, obtencion de muestras y analisis

realizados.
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4.8. Toma de muestras.

Las bandejas con las muestras de carne fueron retiradas de la vitrina
expositora y llevadas al lugar de trabajo correspondiente para su analisis:
laboratorio, cabina de microbiologia o sala de catas. Cada bandeja contenia
muestras crudas (medallones de lomo) o cocinadas (hamburguesas). Las
muestras fueron analizadas por duplicado y en los puntos de control establecidos
(dias 0, 7, 11, 14 6 21 para muestras crudas y dias 0, 2 6 4 para muestras
cocinadas).

4.9. Analisis fisico-quimico.
» Color CIELAB.

La valoracion objetiva del color se determin0 mediante reflectancia
empleando un colorimetro portatii Chroma Meter 1l Reflectance CR/DP-400
(Minolta Limited, Milton Keynes, Reino Unido) con iluminante D65 y tubo de
proyeccion de luz CR-A3f (con tamafio de apertura de 10 mm), previa calibracion
del mismo. Para la determinacion del color de las muestras se realizaron tres
medidas directas sobre distintos puntos de la superficie, tanto de medallones

crudos, como de hamburguesas cocinadas.

Se obtuvieron valores para la coordenada L* (luminosidad), coordenada a*
(rojo-verde) y coordenada b* (amarillo-azul). A partir de las coordenadas a* y b*
se calcularon los valores C* (indice de saturacion o chroma) y H* (tono o angulo
hue) (AMSA, 1991; Minolta, 1993) mediante las expresiones:

C* — (a*z + b*2)1/2
H*= arctg (b*/a*)

Los resultados de L*, a*, b* y C* se expresaron en unidades CIELAB vy los

de H* se expresaron en grados sexagesimales (CIE, 1978).
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> pH.

El pH fue determinado por homogenizacion de acuerdo a la Norma ISO
2917:1999. Se pesaron 5 g de muestra, se afiadieron 45 ml de agua destilada y
la mezcla fue realizada con un homogeneizador (Silentcrusher M., Heidolph
Instruments, Alemania) durante 1 min a 9500 rpm. Posteriormente, se dejo
reposar la muestra durante 5 min antes de proceder a la medida del pH en un
pHmetro micropH 2001 (Crison, Barcelona, Espafia) con electrodo combinado
Cat. 52-22 (Ingold Electrodos, Wilmington, Estados Unidos), -calibrado

adecuadamente con patrones de cloruro de potasio de 4,0y 7,0.
» Humedad.

El contenido en humedad (%H) fue determinado mediante desecacion en
estufa de aire forzado (Norma ISO 1442:1997). Para ello se pesaron 5 g de
carne (P), en una placa de Petri, previamente tarada y desecada (Po = Peso de
la placa + Peso de la muestra), la cual fue introducida en una estufa (Heraeus D-
6450, Hanau, Alemania) a 105 °C durante 24 h. Tras enfriar la placa en el

desecador, ésta se volvio a pesar (Pf).
El porcentaje de humedad se calculé mediante la formula:
%H =[(Po—-Pf)/P]*100
» Grasa intramuscular.

La grasa intramuscular se extrajo empleando un disolvente organico a
partir de carne deshidratada y pulverizada, segun el método Soxhlet (Norma ISO
1443:1973). Para la extraccion de grasa se peso0, con una precision de 0,001 g,
una taza metalica (Pi) previamente desecada (24 h a 105 °C) y enfriada en un
desecador a temperatura ambiente. Seguidamente, se introdujeron en un
cartucho de celulosa (Whatman, 33 x 80 mm) 1 g de muestra (Pm) deshidratada

(24 h a 105 °C) y pulverizada, pesada con una precision de 0,001 g.

En la taza metélica de extraccion se virtieron 60 ml de éter de petréleo 40°
- 60° y se situo sobre la placa calefactora de la unidad de extraccion (Soxtec

System HT2, Tecator limited, Suiza). Se colocé el cartucho de celulosa con la
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muestra dentro de la taza y la muestra fue sometida a un circuito de éter que
extrajo la grasa, depositandola en la taza. En una primera fase, el cartucho
permanecio en el interior de la taza durante 40 min a 80 °C. Transcurrido este
tiempo, se saco fuera de la taza, continuando el proceso de extraccion durante
30 min a 100 °C. Por ultimo, se cerro el circuito del disolvente y se abrid el

circuito auxiliar de aire durante 20 min para evaporar los restos de éter.

Posteriormente la taza fue trasladada a una estufa (Heraeus D-6450,
Hanau, Alemania) a 105 °C donde permanecié durante 30 min. Finalmente se
pasé a un desecador a temperatura ambiente, pesandose la taza (Pf) una vez

alcanzado un peso constante (aproximadamente 20 min).

El porcentaje de grasa intramuscular en materia seca (%Gs) se calculd a
partir de la siguiente formula:

%Gs = [ ( Pf— Pi) / Pm ] * 100

El porcentaje de grasa intramuscular en materia himeda (%Gh) de obtuvo

utilizando la siguiente formula:
%Gh = %Gs * [ (100 - %H) / 100 ]
» Proteina total.

El porcentaje de proteina total se calculd a partir del contenido en
nitrégeno total de la misma mediante una estimacion, multiplicando dicho valor

por un factor de conversion.

El nitrdgeno total se determiné a partir del método Kjeldahl (Norma ISO
937:1981). La muestra fue digerida con acido sulfurico en presencia, como
catalizadores, de selenio y sulfato de cobre Il, de forma que todos los
componentes nitrogenados de la misma fueron transformados en nitrégeno
inorganico en forma de sulfato amoénico. Mediante destilacibn en medio
fuertemente basico, el ibn amonio se transform6 en gas amoniaco, el cual fue
recogido en acido bdrico. La posterior titulacion con acido clorhidrico permitié el

célculo de la cantidad de nitrégeno presente en la muestra.
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Para llevar a cabo la determinacién se pusieron en un papel absorbente
0,25 g de carne, pesados con una precision de 0,001 g, los cuales se
introdujeron envueltos en el papel en un tubo de digestién junto con 10 ml de
acido sulfarico y una pastilla de catalizador de proteinas (4% de sulfato de cobre
II, 3% de selenio y 86% de sulfato de potasio). La muestra fue digerida (digestor
Blchi Labortechnik AG, Flawil, Suiza) hasta quedar completamente transparente
y de color verde brillante. A continuacién, se destil6 (destilador Blchi 323
Labortechnik AG, Flawil, Suiza) durante 3 min, afiadiendo 25 ml de agua y 75 ml
de hidréxido sodico al 40%. El gas amoniaco liberado quedoé recogido en un vaso
de precipitado con 25 ml de &cido bdrico al 4% con indicador mixto (2 g de rojo

de metilo y 1 g de azul de metileno I).

La cantidad de nitrogeno fue titulada por electrometria con acido
clorhidrico 0,1 N, utilizando un valorador automatico (Titrino 702 SM Metrohm
Schweiz AG, Herisau, Suiza) con electrodo combinado de pH (N° 6.0233.100
Metrohm Schweiz AG, Zofingen, Suiza). Los principales pardmetros de titracion
fueron: titulacién a un punto de equivalencia monétono (MET pH); volumen de
incremento: 0,5 ml; velocidad de titracién 150 ml min™; deriva para la adquisicién
de los valores medidos: 50 mV; criterio del punto de equivalencia: 0,5 unidades
de pH.

El resultado final se expresé en porcentaje de nitrégeno segun la siguiente

formula:
%Nt = (Volumen valoracién * 1,4 * Normalidad) / Peso muestra

El porcentaje de proteina de la muestra se obtuvo multiplicando el
porcentaje de nitrégeno total (%Nt) por el factor de conversién para carne (6,25).

» Indice de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS).

La determinacion del grado de oxidacion lipidica de las muestras se

realiz6 mediante el método del TBARS descrito por Botsoglou y col. (1994).

Se pesaron 2 g de muestra en tubos de vidrio de 50 ml, se afiadieron 8 ml

de disolucion acuosa de acido tricoloracético al 5% (TCA) y 5 ml de
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butilhidroxitolueno (BHT) disuelto al 0,8% en hexano y se homogeneizaron con
un Silentcrusher durante 1 minuto a 9500 rpm. Los tubos de homogeneizado
fueron centrifugados (Centrifuga 2010, Kubota Corporation, Tokio, Japon)
durante 10 min a 3000 rpm. A continuacion, se retird el sobrenadante de los
tubos y se recogid del extracto acido sobre tubos de vidrio graduados. El
volumen de estos tubos se completé hasta 10 ml con disolucién acuosa de TCA
(5%) y fueron nuevamente sometidos a centrifugacion a 3000 rpm durante 10
min. Se tomaron alicuotas de 2,5 ml del extracto por triplicado y se introdujeron
en tubos de vidrio con tapon de rosca, afiadiéndoles 1,5 ml de la disolucién de
acido 2-tiobarbitarico al 0,8% (TBA). Se cerraron los tubos y se introdujeron en
un bafio de agua a 70 °C durante 30 min. Transcurrido ese tiempo las muestras
fueron rapidamente enfriadas en un bafio de agua a temperatura ambiente (22 +

2 °C) durante 5 min.

La cuantificacion de TBARS se realiz6 por medio de una recta patron
elaborada a partir de una serie de disoluciones de malondialdehido (MDA) de
concentracion conocida. La solucién madre de MDA (2,25 mg ml™) fue obtenida
por hidrélisis acida de una disoluciéon de Tetra-etoxi-propano (TEP) en acido
clorhidrico 0,1 N. La reaccién transcurrié en un tubo de vidrio con tapon de rosca,
inmerso en un bafio de agua hirviendo durante 5 min. Después de este tiempo,
los tubos fueron rapidamente enfriados en un bafio de agua a temperatura
ambiente. La solucion hidrolizada de TEP fue cuidadosamente transferida a un
matraz, aforando hasta 100 ml con agua destilada. La disolucién de trabajo de
MDA (22,5 pg ml™t) se obtuvo pipeteando una alicuota de 1 ml de la solucién

madre hacia un matraz y aforando nuevamente hasta 100 ml con agua destilada.

La cantidad de sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS) fue
calculada a partir de la recta de calibrado. Esta se prepar6 a partir de diluciones
de la disolucion de trabajo de MDA, transfiriendo alicuotas de la misma a tubos
de vidrio, con tapdn de rosca, completandose hasta un volumen de 2,5 ml con
TCA (5%) y obteniéndose concentraciones en pg ml™ de: 0; 0,01; 0,04; 0,11;
0,21; 0,52; 1,05 y 1,57. A cada tubo se afiadieron 1,5 ml de solucion acuosa de
TBA (0,8%). Los tubos preparados con el rango de concentraciones de MDA,

junto con una solucién blanco de TCA al 5% y de TBA al 0,8%, fueron sometidos
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a incubacién y a posterior lectura espectrofotométrica siguiendo el mismo

procedimiento que el descrito para las muestras.

La concentracion de TBARS se cuantific6 mediante lectura
espectrofotométrica (UNICAM UV/Vis Spectrometer, Spectronic Unicam, New
York, USA) de la absorbancia de las muestras frente a un blanco compuesto por
2,5 ml TCA (5%) y 1,5 ml TBA (0,8%). Con el fin de eliminar las interferencias
espectrales con otros compuestos, las valoraciones se realizaron en funcion a la
tercera derivada (3D) del espectro entre 425 y 625 nm (Botglosou y col., 1994)
en base al calculo de la distancia entre el pico y el valle que aparecian sobre 521
y 540 nm, respectivamente. La cantidad de sustancias reactivas con el acido

tiobarbitdrico (TBARS) se expresé como mg MDA kg™ de carne.

La ecuacion de regresion de la curva de calibrado utilizada para calcular

los valores de los TBARS fue la siguiente:
[TBARS (mg MDA kg™* muestra)] = [(3D-0,0788) / 4,5451] * (10/peso muestra g™
» Oxidacion de proteinas.

El grado de oxidacién proteica fue medido de acuerdo con el método
descrito por Oliver y col. (1987). Se realizaron dos analisis diferentes:

cuantificacion de carbonilos y cuantificacién de proteinas.

Se pesé 1 g de muestra y se le afiadieron 10 ml de KCI (0,15 M),
homogeneizandose la mezcla durante 30 s mediante un Silentcrusher. 100 pl del
homogenizado fueron transferidos a un vial Eppendorf de 2 ml y se le afiadi6 1
ml de acido tricloroacético al 10%. La muestra fue centrifugada (Centrifuga
Eppendorf 5804 con rotor FA45-30-11, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania)
durante 10 min a 5000 rpm, elimindndose el sobrenadante.

Para la cuantificacién de carbonilos se afiadio 1 ml de HCI (2 N) con 0,2%
de 2,4 - dinitrofenilhidrazina (DNPH), y para la cuantificacion de proteina se
afiadio 1 ml de HCI (2 N). Después de 1 h de incubacién (con agitacion de la
muestra cada 20 min), se afiadio 1 ml de acido tricloroacético al 10%. La

muestra fue agitada y centrifugada de nuevo durante 10 min a 5000 rpm. El
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sobrenadante fue eliminado cuidadosamente con una pipeta Pasteur evitando
alterar el precipitado. Dicho precipitado fue lavado con 1 ml de etanol/etil-acetato
(1:1), agitandose y sometiéndose a una centrifugacion de 13000 rpm durante 5
min. Este proceso fue repetido dos veces. El precipitado fue disuelto
posteriormente con 1,5 ml de tampon de fosfato sodico (20 mM) con guanidina
hidroclorhidrica (6 M), con un pH final de 6,5, agitdndose y centrifugandose la
mezcla durante 3 min a 7000 rpm para evitar la presencia de cualquier posible

fragmento insoluble.

Finalmente se analizdé el sobrenadante resultante, evitando arrastrar el
residuo del fondo del vial, midiendo espectrofotométricamente a 370 y 280 nm
para la determinacion de carbonilos y proteina, respectivamente. Para la
cuantificacion de proteina se prepar6 una solucion estandar de albumina sérica
bovina (BSA) en tampon de fosfato sodico (20 mM) con guanidina
hidroclorhidrica (6 M) (pH 6,5). La concentracion de proteina fue determinada en
base a una curva de calibrado. La concentracion (nM) de carbonilos fue
calculada mediante la ecuacion de Lambert-Beer para la obtencion de la
concentracioén: [(Abs 370 nm / 21,0 mM™* cm™) x 1000], donde 21,0 mM™* cm™ es

el coeficiente de extincion molar de los carbonilos.

4.10. Analisis microbiolégico.

Para valorar la capacidad antimicrobiana de los extractos de romero en la
carne se analizaron aerobios mesdfilos totales (Norma ISO 4833:2003) y
psicrofilos totales (Norma ISO 17410:2001) en medio de cultivo PCA (Plate
Count Agar, OXOID CMO0325, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido), mohos y
levaduras (Norma ISO 21527-2:2008) en medio RB (Rose-Bengal Cloranfenicol
Agar Base, OXOID CMO0549, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) con
suplemento selectivo de Cloranfenicol (OXOID SR0078, Basingstoke, Hampshire,
Reino Unido) y enterobacterias totales en doble capa (Norma ISO 21528-2:2004)
con medio VRBG (Violet Red Bile Glucose Agar, OXOID CM0485, Basingstoke,
Hampshire, Reino Unido). Se prepar6 agua de peptona (OXOID CMO0087,

Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) para realizar las distintas diluciones de
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siembra. Todos los medios y materiales necesarios fueron esterilizados en
autoclave (Steam Sterilizer AES-28, Raypa, Tarrasa, Barcelona, Espafa) a 121

°C durante 20 min de acuerdo a las indicaciones del producto.

Las condiciones de incubacion de los microorganismos fueron 30 °C
durante 72 h para aerobios mesdfilos, 4 °C durante 7 dias para psicrofilos, 25 °C
durante 5 dias para mohos y levaduras y 37 °C durante 24 h para

enterobacterias.

Todo el proceso se llevé a cabo bajo campana de flujo laminar (131 Bio-II-
A Telstar. Tarrasa, Espafa) y cada muestra fue analizada por duplicado. Se
pesaron 10 g de muestra con pinzas y tijeras estériles y se introdujeron en una
bolsa Stomacher. A la bolsa se le afadieron 90 ml de agua de peptona.
Seguidamente se procedidé a su homogeneizacion en un homogenizador vertical
de palas masticator (IVL-Instruments, GMBH, Koénigswinter, Alemania). De esta
manera se obtuvo la primera dilucion decimal, a partir de la cual se obtuvieron
las diluciones sucesivas. Las placas se sembraron en masa ajustando la dilucién
elegida segun los recuentos. Tras la incubacién se procedié al recuento de
unidades formadoras de colonias, utilizando para el mismo un contador de
placas (Colony Counter Digital S, J. P. Selecta, Barcelona, Espafa),
considerando Unicamente aquellas en las que crecieron entre 30 y 300 colonias,
y expresando el resultado como log ufc g™.

4.11. Analisis sensorial.

Para evaluar el efecto de la suplementacién dietética con extracto de
romero en ovino sobre los atributos sensoriales de la carne, tanto fresca como

cocinada, se realizé un analisis sensorial descriptivo cuantitativo.

4.11.1. Entrenamiento del panel de catadores.

Para la realizacion del analisis sensorial se utilizd un panel entrenado
compuesto por 8 catadores con experiencia (4 mujeres y 4 hombres), con

edades comprendidas entre los 25 y los 48 afos, los cuales fueron
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seleccionados en funcién a su disponibilidad y aptitudes sensoriales. El panel fue
sometido a una etapa de entrenamiento especifico de acuerdo con la norma ISO
8586 (2012), llevado a cabo en 8 sesiones tedrico-practicas de 1 hora de
duracion, orientadas hacia el aprendizaje de los atributos a valorar
posteriormente sobre las muestras en estudio. Las dos primeras sesiones se
dedicaron a la evaluacion y discusion de las caracteristicas sensoriales propias
de la carne fresca. Las dos sesiones siguientes se destinaron a la generacion y
seleccion de descriptores para la carne fresca. Las cuatro sesiones siguientes se
dividieron de igual modo, dos a dos, pero en este caso haciendo referencia a las

caracteristicas y descriptores de la carne cocinada.

Durante los entrenamientos se proporcionaron medallones frescos de
lomo y hamburguesas recién cocinadas a los panelistas, como muestras
representativas con atributos sensoriales en estado Optimo, y medallones y
hamburguesas envasados en atmodsfera modificada y almacenados en
refrigeracion (4 °C) durante un largo periodo de tiempo (21 y 5 dias,
respectivamente), como muestras representativas de los atributos de color,
exudacion y/u olor asociados al deterioro, a excepcion de los atributos olor
patrido y a moho, para los cuales se emplearon como referentes muestras
envasadas con aire almacenadas durante 7 dias en refrigeracion (4 °C), con la
finalidad de identificar los descriptores y establecer sus valores extremos de

referencia.

Para determinar la intensidad de percepcion de cada atributo se utilizo
una escala con valores entre 1 y 5 (1: No perceptible; 2: Débil; 3: Moderada; 4:
Intensa; 5: Muy intensa).

El atributo “frescura” se incluyé en el andlisis sensorial, tanto de los
medallones crudos de lomo, como de las hamburguesas cocinadas, para evaluar
la pérdida de calidad y el deterioro de la carne. La maxima puntuacion de este
parametro correspondio a la carne fresca recién envasada y a la carne recién
cocinada. La minima puntuacion correspondié a carne cruda y cocinada
almacenada durante 21 y 5 dias, respectivamente. Para su determinacién, cada
panelista valoré de forma conjunta todos los atributos analizados, realizando un

balance entre la intensidad de los atributos deseables e indeseables y estimando
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el predominio de unos u otros. Para ello se tuvieron en cuenta principalmente los
atributos color, olor propio y olor rancio en la carne cruda, y los atributos color,

olor propio, sabor propio, olor rancio y sabor rancio en la carne cocinada.

4.11.2. Analisis sensorial descriptivo cuantitativo.

El panel de catadores evaluo los medallones crudos de lomo los dias 0, 7,
14 y 21 de almacenamiento en los experimentos 1y 2, y los dias 0, 7, 11y 14 de
almacenamiento en el experimento 3. Para el andlisis de la carne cocinada el
panel de catadores evalué las hamburguesas los dias 0, 2 y 4 de

almacenamiento en los tres experimentos.

La catas fueron realizadas siguiendo la norma I1SO 4121 (2003). Las
muestras fueron identificadas para su evaluacion mediante una numeracion

aleatoria de tres digitos, presentandose a los panelistas de una en una.

Las hamburguesas cocinadas se sometieron a un recalentamiento en
horno microondas (600 W durante 45 s), hasta alcanzar una temperatura de 65 *
5 °C en su interior. Para mantener calientes las muestras cocinadas se
envolvieron individualmente en papel de aluminio y se mantuvieron en bafios
termostéaticos de arena de mar (Braun, Esplugues de Llobregat, Barcelona,

Espafa), a una temperatura de 65 °C.

Las pruebas sensoriales se llevaron a cabo segun la norma 1ISO 8589
(2007), en una sala de cata con cabinas individuales y manteniendo las mismas

condiciones de temperatura, luz y humedad ambiental en todas las sesiones.

En las Figuras 21 y 22 se muestran las fichas utilizadas para el analisis

sensorial de la carne cruda y cocinada.
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Figura 21. Ficha utilizada para el andlisis sensorial de carne cruda de cordero.

Hoja de registro: Carne cruda de cordero Segurefio.
Nombre del panelista: Fecha:
Intensidad de percepcion:

2. Débil 4. Intensa

1.N 3. Media 5. Muy intensa.
perceptible

Cdédigo de muestra:

Intensidad de percepcion.

1. Atributos de aspecto. 1 2 3 4 5

Color magro

Color grasa

Exudados

Intensidad de percepcion.

2. Atributos de olor. 1 2 3 4 5
Olor propio a carne de cordero
Olor rancio
Olor acido
Olor putrido
Olor a moho

Nivel de frescura

3. Evaluacion global. 1 2 3 4 5

Frescura

Gracias por vuestra colaboracion.

166




Material y Métodos

Figura 22. Ficha utilizada para el analisis sensorial de carne cocinada de

cordero.

Hoja de registro: Carne cocinada de cordero Segurefio.
Nombre del panelista: Fecha:
Intensidad de percepcion:

2. Deébil 4. Intensa

1.No 3. Media 5. Muy intensa.
perceptible

Caodigo de muestra:

INTENSIDAD DE PERCEPCION

ATRIBUTOS SENSORIALES
1 2 3 4 5

Atributos de color

Color del magro

Atributos de olor

Olor a carne cocinada de cordero

Olor rancio en frio

Olor rancio en caliente

Olor recalentado

Atributos de sabor

Sabor a carne cocinada de cordero

Sabor rancio en frio

Sabor rancio en caliente

Sabor recalentado

Atributos de textura

Terneza

Jugosidad

Frescura | | | |

Gracias por vuestra colaboracion.
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4.12. Andlisis estadistico.

El disefio experimental para el estudio de los tratamientos consistié en un
modelo factorial al azar, considerando la suplementacion dietética con el extracto
de romero y el tiempo de almacenamiento de las muestras envasadas como
tratamientos. El efecto de los tratamientos fue determinado mediante ANOVA de
dos vias utilizando parejas de factores. El test de homogeneidad de medias
utilizado fue el test de minima diferencia significativa (LSD) con P<0,05. La

relacion entre variables fue establecida mediante correlaciones de Pearson.

Para el andlisis de carne cruda, el tamafio de muestra fue n = 108 (9
corderos x 3 dietas x 4 dias de control) en los experimentos 1y 3,y n =72 (9
corderos x 2 dietas x 4 dias de control) en el experimento 2. Para el analisis de
carne cocinada, el tamafio de muestra fue n = 81 (9 corderos x 3 dietas x 3 dias
de control) en los experimentos 1y 3, y n = 54 (9 corderos x 2 dietas x 3 dias de

control) en el experimento 2.

El tiempo de vida util de los medallones crudos de lomo y de las
hamburguesas cocinadas se estimé mediante ecuaciones de regresion no lineal,
utilizando los valores de las variables tiempo de almacenamiento (variable
independiente) y frescura (variable dependiente). El tipo de ecuacion que mejor
se ajustaba en cada caso se determiné en base al coeficiente de regresion (R?)

entre ambas variables.

Los datos se analizaron utilizando el programa informatico Statistix 8.0

para Windows (Analitical Software, Tallahassee, Florida, Estados Unidos).
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5. RESULTADOS.

5.1.Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con
600 mg kg™ de extracto tipificado de romero 2:1 (acido carnésico:

carnosol).

5.1.1. Deterioro y vida comercial de la carne cruda.

La Tabla 9 muestra los valores medios y desviaciones estdndar para la
composicion proximal del lomo crudo procedente de corderos Control (madres y
corderos no suplementados), R (corderos suplementados con 600 mg kg™ de ER
2:1 durante el cebo) y RR (madres suplementadas durante la gestacion y
lactacién con 600 mg kg™* de ER 2:1, mas corderos suplementados durante el
cebo con la misma dosis de ER 2:1). Como puede observarse, los porcentajes
medios de humedad, grasa total y proteina total determinados en el dia O fueron
similares (P>0,05) para los tres tratamientos dietéticos, y, por tanto, la
composicion de la carne no supuso sesgo alguno a la hora de continuar con el

experimento.

Tabla 9. Composicion proximal (humedad, grasa total y proteina total) del lomo
(dia 0 de almacenamiento) procedente de corderos con diferentes niveles de

suplementacion dietética con 600 mg kg™ de ER 2:1.

Dieta % Humedad % Grasa % Proteina
M=D M=D M=D

C 71,8 + 2,86 4,49 + 3,02 204 +111

R 71,3+1,92 4,36 + 2,78 19,8 +1,03

RR 72,1+ 1,63 4,98 + 2,85 19,3+1,43

M+D: Media + desviacion estandar.

C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion + cebo.
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La Tabla 10 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los diferentes
parametros fisico-quimicos y microbiol6gicos determinados en el lomo crudo de
cordero suplementado o no con 600 mg de ER 2:1 por kg de pienso. De acuerdo
con los estadisticos F, el tiempo de almacenamiento afecté (P<0,001) méas que la
dieta a los diferentes parametros fisico-quimicos y microbiolégicos relacionados
con la calidad de la carne. De todos ellos, el valor de TBARS resulto ser, con
gran diferencia, la variable mas afectada por la dieta. Tras aplicar un modelo
bifactorial de ANOVA, so6lo se observé interaccion entre ambos tratamientos
(dieta y tiempo de almacenamiento) para las coordenadas de color a*y C*, y el
indice TBARS.

Con independencia del periodo de administracion, la suplementacion de la
dieta con 600 mg kg* de ER 2:1 modific6 (P<0,05) todos los paradmetros

estudiados, excepto los recuentos de enterobacterias.

La Tabla 11 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
parametros fisico-quimicos de calidad del lomo crudo de cordero suplementado
0 no con 600 mg de ER 2:1 por kg de pienso. Como era de esperar, durante el
almacenamiento se produjo un pardeamiento gradual (desde un punto de vista
cromatico, un aumento de L*, b* y H* y una disminucion de a* y C*) de la carne
cruda de cordero envasada en atmadsfera rica en oxigeno y diéxido de carbono,
junto con un incremento de la oxidacién de lipidos y de la carga microbiolégica.

El valor medio de TBARS fue menor (P<0,05) en los lomos R y RR con
respecto a los lomos Control a partir del séptimo dia de almacenamiento. Esta
reducciéon de TBARS atribuible a la dieta suplementada fue considerable, ya que
los niveles de MDA continuaban incluso siendo mayores (P<0,05) en el lomo
Control a los 14 dias que en los lomos R y RR en el dia 21 de almacenamiento.
Por otro lado, los valores de medios de TBARS no difirieron entre si (P>0,05) en

los lomos R y RR a ninguno de los tiempos de almacenamiento controlados.

Por tanto, la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600 mg
kg' de ER 2:1 inhibi6 claramente la oxidacién lipidica en la carne cruda
hiperoxigenada. No obstante, la suplementacion de las madres con 600 mg kg™

de ER 2:1 durante la gestacion y la lactancia no proporciono una inhibicion
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adicional de la oxidacion lipidica respecto a la suplementacion de los corderos
durante el cebo. La Figura 23 permite una mejor visualizacidén de los resultados

obtenidos.

El efecto de la dieta sobre las coordenadas de color objetivo fue menos
evidente. Con independencia de la dieta, se observé un aumento del valor medio
de H* al final del almacenamiento, que indicaria cierto oscurecimiento de la
carne. No obstante, el valor medio de H* fue mayor (P<0,05) en el lomo Control
qgue en el Lomo RR en los dias 14 y 21, mientras que el Lomo R presento
valores intermedios en el dia 14 y también menores que el lomo Control en el dia
21. En definitiva, se observo cierta estabilizacion (P<0,05) del color rojo (mayor
C* y menor H*) en los lomos Ry RR tras 14 y 21 de almacenamiento, si bien no
se apreciaron diferencias cromaticas (P>0,05) entre ambos tratamientos a

ninguno de los tiempos de almacenamiento estudiados (Figuras 23y 24).

Teniendo en cuenta sobre todo los cambios del angulo H*, la coordenada
cromatica que permite monitorizar mejor el pardeamiento de las carnes rojas, es
posible afirmar que la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600
mg kg* de ER 2:1 permiti6 retrasar el pardeamiento de la carne cruda
hiperoxigenada, sobre todo en la carne en un avanzado estado de deterioro. La
suplementacién adicional de las madres con 600 mg kg* de ER 2:1 mejoré
ligeramente el efecto protector del color de dicho tratamiento dietético.

Por su parte, los valores medios de pH, parametro determinado por su
influencia sobre el color del magro y por su relacion con el crecimiento
microbiologico, se mantuvieron estables durante todo el almacenamiento.
Unicamente se observaron diferencias (P<0,05) en los valores medios de pH
entre lomos Control y RR en el ultimo dia de almacenamiento, lo que podria

indicar ciertas diferencias en la carga de bacterias alterantes de la carne.

La Tabla 12 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
recuentos microbiolégicos del lomo crudo de cordero suplementado o no con 600
mg de ER 2:1 por kg de pienso. El método de envasado empleado permitié
controlar con gran eficacia la calidad microbiolégica de la carne, ya que todos los

recuentos microbiologicos de todas las muestras analizadas quedaron por
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debajo del limite maximo de aerobios mesofilos totales establecido para la carne

cruda (6 - 7 log ufc g™) a lo largo de los 21 dias de almacenamiento.

En cualquier caso, todos los recuentos microbiolégicos de la carne
aumentaron moderadamente durante el almacenamiento, con independencia del
nivel de suplementacién aplicado. No obstante, hubo un menor (P<0,05)
crecimiento de bacterias aerobias meésofilas y psicrofilas en el lomo RR
comparado con el lomo Control a partir del dia 14, mientras que Unicamente se
observaron diferencias (P<0,05) entre los lomos R y RR en los recuentos medios
de aerobios mesofilos totales en el dltimo dia de almacenamiento (Figuras 24 y
25).

Los recuentos medios de mohos y levaduras también fueron inferiores
(P<0,05) en el lomo RR comparados con el lomo Control tras 2 semanas de
almacenamiento (Figura 25). La enterobacterias, el grupo microbiologico
utilizado como indice de higiene de la carne, s6lo comenzaron a detectarse a
partir de los 14 dias de almacenamiento y sus recuentos no estuvieron afectados
(P>0,05) por la dieta.

Segun los datos microbiolégicos obtenidos, soélo la suplementacion
dietética de las madres y los corderos con 600 mg kg* de ER 2:1 permitio
incrementar la capacidad antimicrobiana enddgena de la carne cruda. El gran
control que la atmdsfera protectora rica en dioxido de carbono y oxigeno ejercié
sobre el crecimiento de la microflora alterante de la carne probablemente no ha
permitido observar mayores efectos y también podria explicar la falta de efecto

antimicrobiano al limitar la suplementacion a los corderos de cebo.
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Tabla 10. Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600
mg kg de ER 2:1 sobre los parametros fisico-quimicos y microbiolégicos de la
carne cruda de cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por
menor. Estadisticos Fy P (ANOVA).

Dieta Tiempo Dieta x Tiempo

F P F P F P

TBARS 101,3 ** 3045 *** 12,7 ok
Luminosidad L* 0,32 * 450  ** 1,08 N.S.
Rojo-verde a* 2,60 * 81,1 * 2.58 *
Amarillo-azul b* 1,36 * 08,8  ** 0,84 N.S.
Tinte C* 0,42 * 30,3 2,35 *
Tono H* 4,87 kk  108,3  ** 2.04 N.S.
pH 1,95 * 049 N® 0.44 N.S.
Aerobios mesdfilos totales 551 * 47,2 0,49 NS
Psicrofilos totales 2,95 * 35,1  ** 0,47 N.S.
Mohos y Levaduras 371 * 556 * 0,68 N-S.
Enterobacterias 1,00 NS B4 wx 0,40 N-S.

Grados de libertad: Dieta (2); Tiempo (3); Dieta x tiempo (6).
Niveles de significaciéon: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ™ P>0,05 (no
significativo).

173



Tesis Doctoral - Rafael Serrano Espada

Tabla 11. Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600

mg kg™ de ER 2:1 sobre los pardmetros fisico-quimicos de la carne cruda de

cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.

TBARS

Luminosidad L*

Rojo-verde a*

Amarillo-azul b*

Tinte C*

Tono H*

pH

M+D: Medias *+ desviaciones estandar.

Dia 0
M+D
0,060,059
0,09+0,06¢
0,07+0,02¢
39,6+1,29'
40,5247
41,3+1,70°f
15,9+1,262
15,4+0,782
15,1+1,762
2,91+1,64"
2,40+1,40"
2,91+1,41
16,3+1,46°
15,7+0,942
15,4+1,982
10,1+5,09'
8,71+4,66'
10,6+3,94'
5,63+0,08%
5,66+0,07%°
5,66+0,11%°

Dia 7
M+D
3,36+0,33%
1,49+0,26'
1,36+0,55
41,6+1,04°
41,7+1,53°
43,0+1,57%
15,0+3,322
15,4+0,842
13,7+1,95%
6,55+1,15°
6,67+0,62%
6,40+1,06°
16,4+3,30?
16,8+0,89%
15,2+2,03?
24,1+4,98°
23,3+1,90°
25,1+3,39°
5,64+0,10%
5,61+0,12%
5,67+0,14%

Dia 14
M+D
5,77+1,08"
3,01+0,27¢
2,96+1,07°
45,4+1, 87"
44,5+1,77%
44,942, 47
8,47+3,95%
10,3+3,88%
12,1+3,56"°
8,77+1,46™
8,11+1,15%
8,52+1,79™
12,7+1,95%
13,4+2,48"°
15,2+1,88%
48,2+17,1"
40,4+14,2%
36,4+14,1¢
5,64+0,12%
5,660,09%°
5,69+0,13%

Dia 21
M<+D
6,69+0,59%
4,17+0,34°
3,83+1,23%
49,042,222
47,1+3,88%
46,0+4,30"
3,09+0,50'
6,41+3,64°
6,67+3,45°
10,9+1,83%
9,85+2,39%
8,97+2,67"°
11,3+1,77¢
12,4+1,07
11,8+1,75%
73,843,572
57,6+19,4°
53,6+19,0°
5,55+0,26"
5,62+0,21%°
5,69+0,18%

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion +

cebo.
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Tabla 12. Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600

mg kg™ de ER 2:1 sobre la calidad microbiolégica de la carne cruda de cordero

expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.

C
Aerobios mesofilos

R
totales

RR

C

Psicrofilos totales R

RR

Mohos y
Levaduras

RR

Enterobacterias R

RR

M=+D: Medias *+ desviaciones estandar.

Dia0

M+ D
1,63+1,19%
1,58+0,98%
1,17+0,86'
1,64+1,25"
1,07+1,229
1,06+0,97¢
<1

<1

<1

<1

<1

<1

Dia 7

M+D
2,01+1,08%
1,61+1,44°
1,31+0,88'
1,84+1,26°"
1,36+1,45"
1,63+0,87"
<1

<1

<1

<1

<1

<1

Dia 14

M+ D
3,37+1,12"
2,72+0,94%
2,52+0,53%%
3,76+2,26"
2,56+1,66%
3,11+1,05°%
2,89+1,93"
2,18+1,53%
1,67+1,08%
3,01+1,86%
2,69+1,64%

2,02+1,39°

Dia 21

M+ D
4,97+1,79°
4,84+0,80°
3,72+0,94°
5,31+1,872
4,74+1,08%
4,03+1,41°°
4,01+1,44°
3,57+1,33%
2,94+1,58"
3,50+2,232
3,76+1,58?

3,11+1,89%°

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion +

cebo.
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Figuras 23. Efecto de la suplementacién dietética de madres y/o corderos con
600 mg kg™ de ER 2:1 sobre los valores medios de TBARS y de tinte (C*) de la

carne cruda de cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por

menor.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion +
cebo.
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Figuras 24. Efecto de la suplementacién dietética de madres y/o corderos con

600 mg kg™ de ER 2:1 sobre los valores medios del &ngulo de tono o matiz (H* o

Hue) y de los recuentos medios de bacterias aerobias mesoéfilas de la carne

cruda de cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion +

cebo.
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Figuras 25. Efecto de la suplementacién dietética de madres y/o corderos con

600 mg kg™ de ER 2:1 sobre los recuentos medios de bacterias psicréfilas y de

mohos y levaduras de la carne cruda de cordero expuesta hasta 21 dias en

condiciones de venta al por menor.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion +

cebo.
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La Tabla 13 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los diferentes
atributos sensoriales analizados en el lomo crudo de cordero suplementado o no
con 600 mg de ER 2:1 por kg de pienso. En general, el tiempo de
almacenamiento tuvo un mayor impacto (P<0,01) que la dieta sobre la apariencia
y el olor de la carne cruda. No obstante, la dieta modificé (P<0,05) sobre todo el
color del magro y de la grasa, el olor rancio, y, en menor medida, la frescura
(valoracion general de apariencia y olor), la presencia de exudados y el olor
putrido. En cambio, los atributos de olor propio, olor a moho y olor &cido no se
vieron afectados (P>0,05) por la dieta. S6lo se observaron interacciones entre

tratamientos para el olor putrido.

La Tabla 14 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
atributos de apariencia y olor del lomo crudo de cordero suplementado o no con
600 mg de ER 2:1 por kg de pienso. De acuerdo con el disefio del andlisis
sensorial, las puntuaciones de los diversos atributos sensoriales de la carne
cruda “fresca” (color del magro y de la grasa, olor propio y frescura)
disminuyeron de intensidad durante el almacenamiento, mientras que las
puntuaciones de los atributos indeseables presentes en la carne cruda
envejecida (exudados y olores acido, a moho, putrido y rancio) aumentaron de

intensidad al avanzar el tiempo de almacenamiento.

Confirmando los datos obtenidos de color CIELAB, las notas medias de
color magro y de la grasa fueron menores (P<0,05) en los lomos Ry RR que en
los lomos Control a partir del dia 7 de almacenamiento, si bien no existieron
diferencias (P>0,05) entre ambas notas medias de color para los dos niveles de
suplementacion ensayados. El efecto de la dieta sobre la valoracion sensorial de
exudados fue poco relevante, ya que la carne cruda apenas presentaba este
defecto. Segun la valoracion sensorial del color, la suplementacion dietética de
madres y corderos con 600 mg kg™ de ER 2:1 contribuy6 a estabilizar el color de
la carne cruda desde los primeros dias de almacenamiento (Figura 26).

Con relaciéon al olor, otro importante aspecto a destacar es la reduccion
(P=<0,05) de la nota media de olor rancio detectada por el panel a partir del dia 7
en los lomos R y RR con respecto a los lomos Control, a pesar de que las notas
medias de olor propio fueron similares (P>0,05) para los 3 tratamientos dietéticos
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a cualquier tiempo de almacenamiento. A diferencia del color, las notas medias
de olor propio y de olor rancio también fueron similares (P>0,05) para los lomos
Ry RR (Figuras 26 y 27). Por ultimo, la presencia de otros olores anémalos en
la carne cruda fue irrelevante, ya que en todos los casos se alcanzaron notas
medias de olor acido, putrido y a moho muy proximas al minimo de la escala
utilizada. La aparicion de un intenso olor rancio en la carne cruda almacenada en
atmésferas hiperoxigenadas puede llegar a enmascarar el débil olor a suero
tipico de la carne fresca de cordero y otros olores presentes en la carne.

Coincidiendo con los valores de TBARS, la suplementacion dietética de
madres y/o corderos con 600 mg kg™ de ER 2:1 contribuyé por igual a retrasar la
aparicion del olor rancio caracteristico y, por tanto, a prevenir la rancidez, en la
carne cruda envasada en atmosfera hiperoxigenada. Como en el caso del color,
la extension de la suplementacion a las madres no mejoro los resultados sobre

prevencion de la rancidez de la carne.

Finalmente, se procedi6 a estimar la vida comercial de la carne
empleando ecuaciones de regresion entre la nota media de frescura (variable
dependiente) y el tiempo de almacenamiento (variable independiente). De este
modo fue posible predecir el tiempo de vida util a partir de la pérdida gradual de
frescura fuera de los 4 tiempos de control evaluados y determinar dicho tiempo
con mayor precision. Partiendo de datos reales de pérdida de frescura en el
tiempo, se comprobd que las ecuaciones de regresion exponencial permitian un
mejor ajuste del modelo comparadas con otras ecuaciones de regresion lineal y
no lineal. El tiempo maximo de vida comercial correspondié al momento en el
gue los lomos aun presentaban la mitad de su nota inicial de frescura, lo cual fue
extrapolado al momento limite de aceptacion de la carne por parte de los

consumidores.

La Figura 28 recoge la estimacion de la vida util de los lomos crudos
procedentes de corderos sometidos a diferente grado de suplementacion con ER
2:1. Asi, el tiempo de vida comercial de los lomos Control, R y RR, envasados en
atmaosfera protectora 70/30 O,/CO, y almacenados a una temperatura de 2 °C y
una iluminacion con luz fluorescente de 800 Ix en una vitrina expositora, fue

estimado en 7,9, 10,8 y 12,0 dias, respectivamente.
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En resumen, la suplementacion dietética de las madres y/o los corderos
con 600 mg kg* de ER 2:1 incrementd la vida comercial de la carne cruda de
cordero de 3 a 4 dias aproximadamente. La incorporacion de ER 2:1 al pienso
mejoro la capacidad antioxidante y, en menor medida, antimicrobiana, endégena
de la carne y permitio ralentizar el deterioro de ésta. La suplementacion de la
dieta los corderos de cebo permiti6 alcanzar este objetivo, mientras que la
suplementacion adicional de la dieta las madres durante la gestacion y lactacion
apenas mejoro los resultados obtenidos.

Tabla 13. Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600
mg kg’ de ER 2:1 sobre la apariencia y el olor de la carne cruda de cordero
expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor. Estadisticos Fy P
(ANOVA).

Dieta Tiempo Dieta x Tiempo

F P F P F P

Color magro 8,16  ** 119,2  w 1,16 N-S.
Color grasa 11,0 ok 161,2 Kok 1,66 N.S.
Exudados 1,36 * 28.6 Hokk 0,60 N.S.
Olor propio 0,41 N.S. 167,0 *kk 0,59 N.S.
Olor &cido 0,34 N 238  w 0,43 N.S.
Olor moho 1,17 N.S. 411 *k 0,73 N.S.
Olor putrido 3,84 * 16,1 Rk 234 *
Olor rancio 8,64 Hohk 105,4 Hkk 1,47 N.S.
Frescura 4,54 o 154,1 ook 1,23 N.S.

Grados de libertad: Dieta (2); Tiempo (3); Dieta x tiempo (6).
Niveles de significacién: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; "> P>0,05 (no

significativo).
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Tabla 14. Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600

mg kg™ de ER 2:1 sobre la apariencia y el olor de la carne cruda de cordero

expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.

Color magro

Color grasa

Exudados

Olor propio

Olor acido

182

RR

Dia 0

M+ D
4,97+0,08?
4,88+0,13%
4,93+0,12%°
4,98+0,05?
4,96+0,10°
4,97+0,072
1,00%0,00°
1,00+0,00°
1,00%0,00°
4,99+0,042
4,94+0,19°
4,99+0,05?
1,00+0,00°
1,00+0,00°

1,00+0,00°

Dia 7

M+ D
3,49+0,33¢
3,89+0,46%
4,32+0,21°
3,20+0,31°%
3,46%0,61°
4,13+0,25"
1,6620,46°
1,68+0,39°
1,69+0,38°
3,41+1,11°
3,82+1,15°
3,30+0,99"
1,33+0,26"°
1,22+0,31°

1,22+0,13°

Dia 14

M+ D
2,00£0,76°
2,66+0,90°
2,83+1,12°
2,32+0,48°
2,78+0,82%
3,05+0,69°
2,10+0,69%
1,81+0,45"
1,89+0,46"
2,04+0,59°
2,15+0,54°
2,29+0,97°
1,6620,52%
1,88+0,73?

1,81+0,66°

Dia 21
M+D
1,19+0,16"
1,88+1,17¢
2,11+1,10"
1,71+0,33¢
2,16+0,67"
2,33+0,87°
2,43+1,02°
1,93+0,57°
2,11+0,48%°
1,02+0,04°
1,11+0,26"
1,27+0,55°
1,85+0,22°
1,95+0,88?

1,69+0,29%°
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Tabla 14 continuacion.

Olor moho

Olor patrido

Olor rancio

Frescura

R

RR

RR

R

RR

RR

Dia 0

M+ D

1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00%0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
4,99+0,02?
5,00+0,002

4,99+0,05°

Dia 7

M+ D
1,01+0,03°
1,04+0,06°"
1,02+0,05"°
1,02+0,05°¢
1,00+0,00¢
1,01+0,05°
1,75+0,67¢
1,25+0,28%
1,45+0,54%
3,93+0,78"
4,39+0,34%

4.46+0,65"

M+D: Medias *+ desviaciones estandar.

Dia 14

M+ D
1,08+0,10?
1,07+0,11%°
1,02+0,04%°
1,10+0,11"°
1,08+0,13"*¢
1,05+0,11°¢
3,07+0,67°
2,34+0,50°
2,41+0,87°
1,70+0,64%
2,22+0,74%

2,54+1,18°

Dia 21
M+D
1,05+0,08%"°
1,030,072
1,030,06°*
1,28+0,19°
1,08%0,10°*
1,13+0,17°
4,10+0,312
3,31+0,79"
3,15+1,01°
1,07+0,04°
1,60+0,26%

1,93+1,12%

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion +

cebo.
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Figuras 26. Efecto de la suplementacién dietética de madres y/o corderos con
600 mg kg™ de ER 2:1 sobre las notas medias de color magro y olor propio de la

carne cruda de cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por

menor.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion +

cebo.

184



Resultados

Figura 27. Efecto de la suplementacién dietética de madres y/o corderos con

600 mg kg™ de ER 2:1 sobre las notas media de olor rancio de la carne cruda de

cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.
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C: Control; R: cebo; RR: gestacién + lactacion + cebo.

Figura 28. Estimacion del tiempo de vida util de los lomos crudos procedentes

de corderos sometidos a diferente grado de suplementacién con 600 mg kg™ de
ER 2:1, de acuerdo con su pérdida de frescura.
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C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion + cebo.

R%: Coeficientes de regresion (exponencial).
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5.1.2. Deterioro y vida comercial de carne cocinada.

La Tabla 15 muestra los valores medios y desviaciones estandar para la
composicion proximal de las hamburguesas cocinadas procedentes de los
corderos Control, R y RR. El porcentaje medio de grasa de las hamburguesas
tras el cocinado estuvo alrededor del 7%, lo que indicaria que se trata de un

preparado carnico bastante magro, constituido principalmente por grasa infiltrada.

La suplementacion dietética con 600 mg kg™ ER 2:1 no afect6 (P>0,05) a
los porcentajes medios de humedad, grasa y proteina total de las hamburguesas

y, por tanto, no existieron diferencias de composicién proximal entre tratamientos.

Tabla 15. Composicién proximal (humedad, grasa total y proteina total) de las
hamburguesas cocinadas (dia 0 de almacenamiento) procedentes de corderos

con diferentes niveles de suplementacion dietética con 600 mg kg™ de ER 2:1.

% Humedad % Grasa % Proteina
M+D M+D M+D
C 66,6 + 2,68 6,67 £ 1,19 24,2 + 2,05
R 65,6 + 1,47 7,33+ 1,06 23,7 +£1,86
RR 65,2 + 2,09 7,59 + 1,66 22,7+ 1,54

MzD: Media * desviacion estandar.
C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion + cebo.

La Tabla 16 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los valores de
TBARS y color CIELAB de las hamburguesas cocinadas procedentes de
corderos suplementados o no con 600 mg de ER 2:1 por kg de pienso. Como en
el caso del lomo crudo, el tiempo de exposicion tuvo un mayor impacto (P<0,05)
gque la dieta sobre el valor de TBARS vy el color objetivo de las hamburguesas
cocinadas, observandose interaccion entre ambos tratamientos solo para la

coordenada a*.
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Con independencia del periodo de administracion, la suplementacion de la
dieta con 600 mg kg™ de ER 2:1 modificé (P<0,001) las coordenadas a*, C*y H*,
mientras que las coordenadas L* y b* y el indice TBARS no se vieron afectados
(P>0,05).

La Tabla 17 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
valores de TBARS y color CIELAB de las hamburguesas cocinadas de cordero
suplementado o no con 600 mg de ER 2:1 por kg de pienso. Como puede
apreciarse en la Figura 29, las hamburguesas cocinadas experimentaron una
intensa oxidacion lipidica, asociada a cierta decoloracion y oscurecimiento
(aumento de H* y descenso de C*) durante su exposicidon en refrigeracion,
aerobiosis e iluminacién. Por tanto, las condiciones de exposicion (catering)
ensayadas ejercieron un fuerte efecto prooxidante sobre la carne picada

cocinada.

Esto quedd confirmado por el hecho de que todas las hamburguesas
mostraron valores medios similares (P>0,05) de TBARS, independientemente del
tratamiento dietético aplicado y del tiempo de almacenamiento transcurrido, v,
por tanto, la suplementacion dietética con 600 mg kg de ER 2:1 no resulté
efectiva para retrasar la oxidaciéon lipidica en las hamburguesas cocinadas

refrigeradas.

En cambio, la suplementacién con 600 mg kg™ de ER 2:1 contribuy6 a
retrasar el deterioro del color, al apreciarse mayores (P<0,05) valores medios de
a* y C* y menores (P<0,05) valores medios de H* en las hamburguesas
procedentes de corderos suplementados desde el segundo dia de
almacenamiento (Figuras 29 y 30). No obstante, los valores medios de L* y b*
fueron (P>0,05) similares para los 3 tratamientos dietéticos en cualquier dia de
control. Tampoco se observaron diferencias (P>0,05) entre hamburguesas R y
RR en los valores medios de las coordenadas de color objetivo, por tanto, la
suplementacién de las madres con 600 mg kg™ de ER 2:1 durante la gestacion y
la lactancia no mejor6 la estabilizacion del color con respecto a la

suplementacién de los corderos durante el cebo.
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Generalmente, los cambios cromaticos de la carne que no conllevan
variaciones de luminosidad suelen ser mas dificiles de apreciar visualmente, por
lo que seria posible afirmar que la suplementacion de la dieta con 600 mg kg™
con ER 2:1 fue poco eficaz para estabilizar el color superficial de las

hamburguesas cocinadas en contacto con el aire.

Tabla 16. Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600
mg kg™’ de ER 2:1 sobre la carne cocinada (hamburguesas) de cordero expuesta

hasta 4 dias en condiciones de catering. Estadisticos F y P (ANOVA).

Dieta Tiempo Dieta x Tiempo

F P F P F P

TBARS 056 N 257,6  * 0,73 N-S.
Luminosidad L* 050 % 4,67 * 0,61 NS
Rojo-verde a* 13,4 k 321,1 ko 3,13 *
Amarillo-azul b* 1,13 NS 156,1  *** 1,19 N.S.
Tinte C* 13,0 *xk 5847 *xk 4,27 N.S.
Tono H* 9,34 ok 25,9 ok 1,80 N.S.

Grados de libertad: Dieta (2); Tiempo (2); Dieta x tiempo (4).
Niveles de significacién: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; "> P>0,05 (no

significativo).
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Tabla 17. Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600

mg kg' de ER 2:1 sobre la oxidacién de lipidos y el color objetivo de las

hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de

catering.

TBARS

Luminosidad L*

Rojo-verde a*

Amarillo-azul b*

Tinte C*

Tono H*

Dia 0
MzD
0,62+0,30°
0,61+0,48°
0,74%0,74°
51,2+0,65™
50,7+1,40°
50,8+0,92°
12,540,712
12,440,562
12,840,162
7,74+0,39°
7,55+0,38%
7,62+0,35°
14,740,532
14,540,472
14,940,202
31,9+2,37%
31,4+2,09¢
30,8+1,27¢

M+D: Medias *+ desviaciones estandar.

Dia 2

M+D
3,63+0,66"
3,67+0,76"
3,49+0,62°
54,3+1,15%°
53,9+0,77%°
54,4+0,52%°
9,05+1,00°
10,3+0,97°
10,2+0,71°
6,81+0,34"
6,70+0,39"
6,49+0,53"
11,3+0,89°
12,3+0,49°
12,1+0,51°
37,1+2,87"
33,2+1,93%
32,643,44%

Dia 4
M+D
5,72+1,022
5,030,962
5,30+1,10?
56,4+0,68%
57,5+0,33%
52,8+16,8%°
5,91+0,64°
7,30+0,98¢
7,73+1,18¢°
5,37+0,34°
5,73+0,59°
5,3620,65°
8,01+0,39°
9,31+0,26¢
9,46+0,92¢
42,444,372
38,3+0,96"
35,1+6,00™

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion +

cebo.
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Figuras 29. Efecto de la suplementacién dietética de madres y/o corderos con
600 mg kg* de ER 2:1 sobre el valor medio de TBARS vy tinte (C*) de las

hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de

catering.
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Niveles de suplementaciéon: C: Control; R: cebo; RR: gestacién + lactacién +

cebo.
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Figura 30. Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con
600 mg kg' de ER 2:1 sobre el valor medio del angulo de tono (H*) de las
hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de
catering.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion +

cebo.

La Tabla 18 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los atributos
sensoriales de las hamburguesas cocinadas procedentes de corderos
suplementados o0 no con 600 mg de ER 2:1 por kg de pienso. El tiempo de
exposicidn tuvo un fuerte impacto (P<0,001) sobre todos los atributos sensoriales
estudiados, que indicaria un rapido deterioro del color, el sabor y la textura de las
hamburguesas. En cambio, la suplementacién de la dieta con 600 mg kg™ de ER
2:1 no afect6 (P>0,05) a ninguno de los atributos analizados a ninguno de los

tiempos de control.

La Tabla 19 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
atributos sensoriales de las hamburguesas cocinadas procedentes de corderos
suplementados o no con 600 mg de ER 2:1 por kg de pienso. La evaluacion

sensorial confirmd que la carne cocinada sufre una considerable decoloracion
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(oscurecimiento) durante el periodo de exposicion, tal como ya indicaban los
datos obtenidos de color CIELAB.

Asi mismo, la carne cocinada sufre un fuerte deterioro del olor y sabor
propios (Figura 31) debido en gran medida a la aparicion de olores y sabores
rancios y a recalentado (Figuras 32 y 33), detectados a partir del segundo dia de
exposicion. Dichos cambios sensoriales suelen corresponder a fendbmenos de
oxidacion de los lipidos de la carne debido al calentamiento, exposicion al
oxigeno, y posterior recalentamiento, tal como indicarian los elevados niveles de
MDA obtenidos. También se produjo una alteracion de la textura original de las
hamburguesas, en concreto, una clara pérdida de jugosidad, y, en menor
medida, un aumento de dureza, probablemente debido a la deshidratacién

gradual del producto.

No existieron diferencias significativas (P>0,05) entre la dietas Control, R
y RR para ninguno de los valores medios de los diferentes atributos sensoriales
evaluados, a ninguno de los tiempos de almacenamiento controlados. Por tanto,
la suplementacién dietética de madres y/o corderos con 600 mg kg™ de ER 2:1
resultd ineficaz para preservar la calidad sensorial de las hamburguesas
cocinadas, probablemente debido al rapido deterioro sensorial que éstas

sufrieron en las condiciones de catering ensayadas.

Este hecho se confirmé al estimar la vida comercial de las hamburguesas
cocinadas mediante ecuaciones de regresion exponencial. La Figura 34 recoge
la estimacion de la vida atil de las hamburguesas cocinadas procedentes de
corderos sometidos a diferente grado de suplementacién con 600 mg kg™ de ER
2:1. Segun dicha estimacion, la vida comercial maxima de las hamburguesas
cocinadas, envasadas en aerobiosis y expuestas en una vitrina a 2 °C y 800 Ix

fue de 1,8 dias con independencia del tratamiento dietético.

Por tanto, la suplementacion de las madres y/o los corderos de cebo con
600 mg de ER 2:1 por kg de pienso no consiguio aumentar la vida comercial de
las hamburguesas cocinadas refrigeradas, expuestas en condiciones usuales de

comercializacién para catering y restauracion.
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Tabla 18. Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600

mg kgt de ER 2:1 sobre los atributos sensoriales de las hamburguesas

cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering.

Estadisticos F y P (ANOVA).

TRAT

F P

Color cordero cocinado 0,72 NS
Olor cordero cocinado 0,34 N®
Olor rancio frio 0,55 MN*®
Olor rancio caliente 049 N®
Olor recalentado 021 NS
Sabor cordero cocinado 0,11 M
Sabor rancio frio 0,03 M
Sabor rancio caliente 0,07 N%
Sabor recalentado 059 M
Terneza 0,19 NS
Jugosidad 0,04 NS
Frescura 038 NS

128,4
237,2
109,2
297,9
199,9
130,3

84,4
270,7
308,3

44,7
154,8

417,6

DIA

*k%k
*k%k
*k%k
*k%k
*k%k
*k%k
*k%k
*k%k
*k%k
*kk
*k%k

**%x

Grados de libertad: Dieta (2); Tiempo (2; Dieta x tiempo (4).

Niveles de significacion: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; NS ho significativo.

TRAT x DIA

F P
1,02 N.S.
0’21 N.S.
0,97 N-S.
0’94 N.S.
0,62 N-S.
0’55 N.S.
1,38 NS
0’29 N.S.
0,21 N-S.
0,20 N.S.
0,86 N-S.
0,15 N.S.
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Tabla 19. Efecto de la suplementacion dietética de madres y/o corderos con 600
mg kg™ de ER 2:1 sobre la calidad sensorial de las hamburguesas cocinadas de

cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering.

Dia 0 Dia 2 Dia 4
M + D M + D M + D
C  4,14+0,29%  3,39+0,21° 2,83+0,42°
Color cordero cocinado R 4,28+0,232 3,52+0,20° 2,72+0,22°
RR 4,32+0,31* 3,26%0,41° 2,60+0,39°
C  4,53+0,28%  3,02+0,45° 2,31+0,39°
Olor cordero cocinado R 4,68+0,072 3,19+0,44° 2,32+0,20°
RR 4,56+0,32% 3,19+0,47° 2,25+0,28°
C  1,01+0,02¢ 2,03+0,35° 2,79+0,34%
Olor rancio frio R  1,14+0,00° 2,61+0,41" 3,11+0,342
RR 1,03+0,05¢ 2,00+0,27° 2,85+0,26%°
C  1,01+0,02¢ 2,03+0,35° 2,79+0,34%°
Olor rancio caliente R  1,04+0,05¢ 2,05+0,39° 2,60+0,32°
RR 1,03+0,05¢ 2,00+0,27° 2,85+0,26%°
C  1,04+0,09° 2,09+0,31° 2,70+0,452
Olor recalentado R 1,12+0,00°  1,94+0,52° 2,70+0,212
RR 1,05+0,04° 2,17+0,26° 2,71+0,472
C  4,55+0,20®° 2,83+0,48° 2,23+0,42°
Sabor cordero cocinado R 4,50+0,082 3,11+0,50° 2,16+0,15°
RR 4,34+0,60° 3,08+0,50° 2,15+0,26°
C  1,02+0,05¢ 2,08+0,31%° 2 .85+0,30%
Sabor rancio frio R 1,15+0,009  2.37+0,44" 2,93+0,262
RR 1,01+0,03% 2,16+0,30° 2,80+0,39%°
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Tabla 19 continuacion.

Sabor rancio caliente

Sabor recalentado

Terneza

Jugosidad

Frescura

RR

Dia 0

Mz=D

1,02+0,05¢
1,04+0,09°
1,01+0,03°
1,04+0,03¢
1,12+0,12°
1,05+0,05°
3,69+0,58%
3,75+0,48%
3,80+1,04%
3,83+0,45%
3,69+0,54%
3,97+0,43%
3,83+0,45%
4,39+0,08%

3,97+0,43%

M+D: Medias *+ desviaciones estandar.

Dia 2
M+D
2,08+0,31°
2,08+0,40°
2,16+0,30°
2,17+0,28°
2,16+0,12°
2,15+0,20°
2,80+0,29"
2,95+0,19°
2,85+0,21°
2,60+0,15°
2,70+0,25°
2,57+0,25°
2,60+0,15"
2,72+0,51°

2,57+0,25°

Dia 4

M+ D
2,850,302
2,92+0,432
2,800,392
2,80+0,39%
2,89+0,35°
2,75+0,44%
2,55+0,18"°
2,57+0,54"°
2,41+0,30°
2,20+0,18°
2,20+0,38°
2,13+0,42°
2,20+0,18°
1,82+0,14°

2,13+0,42°

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementaciéon: C: Control; R: cebo; RR: gestacién + lactacion +

cebo.
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Figuras 31. Efecto de la suplementacién dietética de madres y/o corderos con
600 mg kg™ de ER 2:1 sobre las notas medias de olor y sabor propios de las

hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de

catering.
5] a
T I Olor cordero cocinado
4 , b b
<
(=)
g3 } C C
<L : c C
= :[ :E MR
2 #RR
1
0 2 4
Tiempo de almacenamiento (Dia)
5
4
<
(m)
g3 uC
g “R
2 HRR
1
0 2 4
Tiempo de almacenamiento (Dia)

Niveles de suplementaciéon: C: Control; R: cebo; RR: gestacién + lactacién +

cebo.
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Figuras 32. Efecto de la suplementacién dietética de madres y/o corderos con
600 mg kg™ de ER 2:1 sobre las notas medias de olor y sabor rancio de las

hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de

catering.
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Niveles de suplementaciéon: C: Control; R: cebo; RR: gestacién + lactaciéon +

cebo.
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Figuras 33. Efecto de la suplementacién dietética de madres y/o corderos con
600 mg kg™ de ER 2:1 sobre las nota medias de olor y sabor a recalentado de

las hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones

de catering.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion +

cebo.
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Figura 34. Estimacion del tiempo de vida util de hamburguesas cocinadas de
corderos sometidos a diferente grado de suplementacién con 600 mg kg™ de ER

2:1, de acuerdo con su pérdida de frescura.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo; RR: gestacion + lactacion +
cebo.

R%: Coeficientes de regresion (exponencial).

Llegados a este punto, no parece recomendable suplementar la dieta de
las ovejas con 600 mg de ER 2:1 por kg de pienso durante la gestacién y
lactacion, en la medida en que se pueden obtener carnes de cordero con una
capacidad conservante enddégena similar limitando dicha suplementacién a los
corderos de cebo, con el consiguiente beneficio econdmico por reduccion de los

costes de alimentacion.

En cualquier caso, el empleo de 600 mg kg™ resulté muy efectivo para
extender la vida util de la carne cruda envasada en condiciones usuales de venta
al por menor, pero, en cambio, no resultd eficaz para retrasar el deterioro de la
carne picada cocinada, envasada y expuesta en condiciones de catering. Por
este motivo, el tratamiento dietético fue reformulado (enriquecimiento del
extracto con carnosol) en el ensayo siguiente para mejorar las prestaciones del
extracto.
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5.2.Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™

de extracto tipificado de romero 1:1 (acido carndsico: carnosol).

5.2.1. Deterioro y vida comercial de la carne cruda.

La Tabla 20 muestra los valores medios y desviaciones estandar para la
composicién proximal del lomo crudo procedente de corderos Control (corderos
no suplementados) y R (corderos suplementados con 600 mg kg™ de ER 1:1
durante el cebo). En la misma puede apreciarse que los porcentajes medios de
humedad, grasa total y proteina total determinados en el dia O fueron similares

(P>0,05) para los dos tratamientos dietéticos.

Tabla 20. Composicion proximal (humedad, grasa total y proteina total) del lomo
(dia 0 de almacenamiento) procedente de corderos suplementados

dietéticamente con 600 mg kg™ de ER 1:1.

Dieta % Humedad % Grasa % Proteina
M=D M=D M=D

C 72,6 £ 1,77 2,15+0,12 22,1+ 3,16

R 74,0+ 1,18 2,06 £ 0,08 23,4+ 0,63

M+D: Media + desviacidn estandar.
C: Control; R: cebo.

La Tabla 21 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los diferentes
pardmetros fisico-quimicos y microbiolégicos determinados en el lomo crudo de
cordero suplementado o no con 600 mg de ER 1:1 por kg de pienso. Segun los
estadisticos F, el tiempo de almacenamiento afectdé (P<0,01) mas que la dieta a
los diferentes parametros fisico-quimicos y microbiologicos relacionados con la

calidad de la carne, de forma similar a lo observado en el experimento 1. El valor
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de TBARS también fue, de forma destacada, la variable mas afectada por la
dieta. Unicamente se observé interaccion entre ambos tratamientos (dieta y

tiempo de almacenamiento) para la coordenada de color C* y el indice TBARS.

La suplementacién de la dieta con 600 mg kg’ de ER 1:1 modificé
(P=<0,05) los siguientes parametros: indice TBARS, coordenadas a*, C* y H*, y
recuentos de aerobios mesofilos totales y psicrofilos totales, mientras que dicha
suplementacion no tuvo efecto (P>0,05) sobre el resto de parametros
estudiados.

La Tabla 22 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
parametros fisico-quimicos de calidad del lomo crudo de cordero suplementado
0 no con 600 mg de ER 1:1 por kg de pienso. Al igual que en el experimento 1,
en la carne cruda de cordero se produjo un pardeamiento gradual y un

incremento de la oxidacion de lipidos durante el almacenamiento.

El valor medio de TBARS fue menor (P<0,05) en los lomos R con respecto
a los lomos Control a partir del séptimo dia de almacenamiento. Los valores de
TBARS derivados de la suplementacion con ER 1:1 fueron destacadamente mas
bajos, no alcanzando los lomos R hasta el dia 14 valores alcanzados por los
lomos Control ya en dia 7. Al final del estudio las diferencias fueron todavia mas
destacadas, ya que los valores obtenidos por los lomos Control tras dos

semanas no fueron alcanzados por los lomos R, ni siquiera tras tres semanas.

Por consiguiente, la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™
de ER 1:1 también produjo una fuerte reduccion de la oxidacion lipidica en la

carne cruda hiperoxigenada (Figura 35).

En cambio, el efecto de la dieta sobre las coordenadas de color objetivo
fue mucho menos destacado, observandose diferencias (P<0,05) Unicamente en
el dia 14, donde los lomos R obtuvieron valores mas altos para las coordenadas
a* y C*, y mas bajos para la coordenada H*. De todos modos este resultado es
significativo, ya que, con independencia de la dieta y del tipo de envasado, las
carnes rojas dificilmente pueden mantener dicho color durante 21 dias en las

condiciones de almacenamiento ensayadas.
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Por lo tanto, la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 también contribuy6 a estabilizar el color rojo de la carne, antes de que

ésta comenzara a deteriorarse (Figuras 35y 36).

Con respecto a los valores medios de pH, éstos se mantuvieron estables
durante todo el almacenamiento, independientemente del tratamiento dietético

aplicado.

La Tabla 23 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
recuentos microbioldgicos del lomo crudo de cordero suplementado o no con 600
mg de ER 1:1 por kg de pienso. Al igual que en el experimento 1, en virtud del
método de envasado, los recuentos microbioldgicos de todas las muestras
analizadas a lo largo de los 21 dias de almacenamiento quedaron por debajo del
limite maximo de aerobios mesdfilos totales establecido para la carne cruda (6 -

7 log ufc g™).

Como cabia esperar, los recuentos microbiolégicos de todas las muestras
aumentaron durante el almacenamiento, aunque de forma moderada.
Unicamente se observaron diferencias (P<0,05) asociadas a la dieta en los
recuentos de aerobios mesofilos totales en dia 0 y de psicrofilos totales en dia
14, siendo dichos recuentos menores en los lomos R para ambos casos
(Figuras 36y 37).

Los recuentos medios de mohos y levaduras evolucionaron de forma
similar (P>0,05) en los lomos Control y R (Figura 37). Las enterobacterias solo
se detectaron a partir del dia 14, no variando sus recuentos (P>0,05) por el

tratamiento dietético.

En base a los resultados obtenidos mediante el analisis microbioldgico, la
suplementacion de los corderos con 600 mg kg™ de ER 1:1 Gnicamente permitio
incrementar de forma moderada la capacidad antimicrobiana enddgena de la
carne cruda. Corroborando los resultados del experimento 1, la efectividad
antimicrobiana del ER 1:1 pudo verse limitada debido al efecto inhibidor del
crecimiento microbiano ejercido por la atmdésfera rica en diéxido de carbono y

oxigeno en el interior de los envases.
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Tabla 21. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre los parametros fisico-quimicos y microbiologicos de la carne cruda
de cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.
Estadisticos F y P (ANOVA).

Dieta Tiempo Dieta x Tiempo

F P F P F P

TBARS 2316 ** 5332 e 28.8 .
Luminosidad L* 0,08 N = 853 W 0,29 NS
Rojo-verde a* 2,55 * 73,2 2,50 N.S.
Amarillo-azul b* 0,80 ™S 1215 e 0,84 N-S.
Tinte C* 2,49 * 748 2.92 *
Tono H* 2,24 * 75,0 1,00 N.S.
pH 0’07 N.S. 1140 N.S. 0’41 N.S.
Aerobios mesodfilos totales 6,96 * 6,03 0,60 N-S.
Psicrofilos totales 450  * 48,7 x** 0,10 NS
Mohos y Levaduras 059 NS 386 e 0,26 N-S.
Enterobacterias 098 NS 517 0,62 N.S.

Grados de libertad: Dieta (1); Tiempo (3); Dieta x tiempo (3).
Niveles de significacion: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; 5 P>0,05 (no

significativo).
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Tabla 22. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™ de

ER 1:1 sobre los parametros fisico-quimicos de la carne cruda de cordero

expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

M + D M + D M + D M + D
TBARS 0,02+0,01°  4,63+1,11° 7.49+0,23%  7,37+0,41%

0,01+0,00°  2,36+0,48¢ 4,31+0,49°  522+0,37°

36,841,91°  40,0+1,63% 42,6+3,08*  43,3+2,93%
Luminosidad L*

38,3+3,26°° 40,5+3,19%°  42,2+368% 42,945,282

18,8+1,25%  18,5+1,422 10,0+1,83¢  9,23+2,36°
Rojo-verde a*

17,540,992  19,5+2,222 13,0+2,75°  10,1+3,17°

-1,84+1,32%  3,40+0,92° 5,27+0,71%  6,28+0,99%
Amarillo-azul b*

-1,93+1,15%  3,84+1,22° 4,38+1,49° 5 69+1,69%

18,9+1,16% 18,8+1,51*®  11,4+1,70° 11,3+1,83¢
Tinte C*

17,7+0,97°  19,8+2,332 13,942,03¢  11,9+2,12¢

-5,73+4,01¢  9,74+2 29° 28,745,162 34,448,592
Tono H*

-6,30+3,44%  10,9+2,29° 20,1+10,3° 30,9+13,8%
pH 5,65+0,15 5,61+0,09 5,58+0,10 5,78+0,48

5,64+0,05 5,63+0,07 5,62+0,08 5,68+0,20

M+D: Medias *+ desviaciones estandar.

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.
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Tabla 23. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™ de

ER 1:1 sobre la calidad microbiologica de la carne cruda de cordero expuesta

hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.

Aerobios mesofilos

totales

Psicrofilos totales

Mohos y Levaduras

Enterobacterias

Dia 0

M+ D
2,84+0,77"
1,71+1,18°
2,90+0,56"
2,57+0,33"
1,43+1,18
<1

<1

<1

M=+D: Medias *+ desviaciones estandar.

Dia7

M+ D
2,83+0,58"
2,33+1,08%
3,37+0,76%
2,86+0,36"
2,35+0,83°
2,42+1,01°
<1

<1

3,13+0,67%°

2,80+0,91"°
4,75+1,32°
4,08+0,84°
3,72+1,61°
3,72+1,09°
<1

<1

3,82+0,88°
3,35+0,92%
7,011,422
6,35+1,64%
5,86+1,39°
5,33%1,46%
1,63+1,77%

1,44+1 57

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.
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Figuras 35. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™
de ER 1:1 sobre los valores medios de TBARS y de tinte (C*) de la carne cruda

de cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.
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Figuras 36. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™
de ER 1:1 sobre los valores medios del angulo de tono o matiz (H* o Hue) y de
los recuentos medios de bacterias aerobias mesoéfilas de la carne cruda de

cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.
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Figuras 37. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™

de ER 1:1 sobre los recuentos medios de bacterias psicrofilas y de mohos y

levaduras de la carne cruda de cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones

de venta al por menor.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.
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La Tabla 24 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los diferentes
atributos sensoriales analizados en el lomo crudo de cordero suplementado o no
con 600 mg de ER 1:1 por kg de pienso. El tiempo de almacenamiento tuvo un
mayor impacto (P<0,05) que la dieta sobre la apariencia y el olor de la carne
cruda, de forma similar a lo acontecido en el experimento 1. La suplementacion
dietética modificod (P<0,05) sobre todo el color del magro y la frescura de la
carne, y, de forma mas leve los atributos de olor propio, olor &cido, olor purido y
olor rancio. En cambio, el color de la grasa, la presencia de exudados y el olor a
moho no se vieron afectados (P>0,05). No se observaron interacciones entre

tratamientos para ningun atributo.

La Tabla 25 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
atributos de apariencia y olor del lomo crudo de cordero suplementado o no con
600 mg de ER 1:1 por kg de pienso. Como era de esperar, los atributos incluidos
en el analisis sensorial de la carne evolucionaron en el tiempo de forma similar al
experimento 1, con una disminucion en la intensidad de los atributos
relacionados con la carne en buen estado y un aumento de la intensidad de

aquellos relacionados con la carne deteriorada.

Las Unicas diferencias (P<0,05) entre las notas medias de color del magro
de los lomos Control y R se registraron tras dos semanas de almacenamiento,
coincidiendo con los resultados de color CIELAB obtenidos (Figura 38). Sin
embargo, las puntuaciones medias del color de la grasa y de la presencia de
exudados entre ambos tipos de lomo fueron similares (P>0,05) en todos los

puntos de control del estudio.

La suplementacién dietética de los corderos con 600 mg kg™ de ER 1:1
permiti6 mejorar el nivel de frescura de la carne en las dos primeras semanas de
almacenamiento, asociado a una mejor valoracion del olor propio en el dia 7 y
del olor rancio en el dia 14 (Figuras 38 y 39). Sin embargo, las puntuaciones
medias de olor rancio de los dias 7 y 21 no se correspondieron con lo esperado
tras los resultados obtenidos mediante el indice TBARS, teniendo en cuenta que
hubo considerables diferencias en el nivel de MDA entre ambos tratamientos

dietéticos.
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Los lomos Control y R evolucionaron de forma similar para el resto de
atributos analizados, destacando unicamente diferencias (P<0,05) en las
puntuaciones medias de los atributos olor acido y olor putrido en el dltimo dia de

almacenamiento, donde el nivel de deterioro de la carne era ya considerable.

Por ultimo, se realizé una estimacion de la vida comercial de la carne. En
este caso, las ecuaciones de regresion polinébmica fueron las que permitieron un

mejor ajuste del modelo.

La Figura 40 muestra la estimacion de la vida util de los lomos crudos
procedentes de corderos suplementados o no con ER 1:1. De este modo, el
tiempo de vida comercial de los lomos Control y R, envasados en atmdsfera
protectora 70/30 O,/CO, y almacenados a 2 °C y 800 Ix, fue estimado en 7,2 y
11,0 dias, respectivamente.

En resumen, la suplementacién dietética de los corderos con 600 mg kg™
de ER 1:1 prolongé la vida comercial de la carne cruda de cordero en 4 dias
aproximadamente. La incorporacion de ER 1:1 al pienso permiti6 reducir el

deterioro oxidativo y, en menor medida, microbiologico de la carne.
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Tabla 24. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre la apariencia y el olor de la carne cruda de cordero expuesta hasta

21 dias en condiciones de venta al por menor. Estadisticos F y P (ANOVA).

Dieta Tiempo Dieta x Tiempo

F P F P F P

Color magro 8,19 b 119,8  xx 1,55 NS
Color grasa 0,92 N® 104,2  re 0,94 N.S.
Exudados 132 % 9,84 W 0,20 N-S.
Olor propio 3,54 * 126,1 K 0,90 N-S.
Olor acido 1,23 * 1,52 * 1,18 N.S.
Olor moho 023 M% 1,87 NS 0,52 NS,
Olor putrido 1,76 * 2,11 * 0,90 N-S.
Olor rancio 4,99 * 65,1 el 0,94 N-S.
Frescura 7,99 o 166,2 el 1,86 N-S.

Grados de libertad: Dieta (1); Tiempo (3); Dieta x tiempo (3).
Niveles de significacion: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; NS p>0,05 (no

significativo).
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Tabla 25. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™ de

ER 1:1 sobre la apariencia y el olor de la carne cruda de cordero expuesta hasta

21 dias en condiciones de venta al por menor.

Color magro

Color grasa

Exudados

Olor propio

Olor acido

Olor moho

Olor patrido

Olor rancio

Frescura

J 0 X O ®® O X’V O X’V O /W O ;WO ;WO AW O

Dia 0

M+ D
4,61+0,20?
4,63+0,33?
4,89+0,112
4,910,092
1,00+0,00°
1,00+0,00°
4,95+0,05°
5,00+0,00?
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00
1,00+0,00
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,02+0,05°
1,00+0,00°
4,94+0,10°

4,97+0,05%

Dia 7

M+ D
3,77+0,58"
3,98+0,45"
3,92+0,52"
4,08+0,26"
1,80+0,81%°
1,62+0,24"
2,69+1,05°
3,38+1,16"
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00
1,00+0,00
1,04+0,10"
1,00+0,00°
2,29+0,79°
1,93+0,76°
3,42+0,91°

3,98+0,39°

M+D: Medias *+ desviaciones estandar.

Dia 14

M+ D
1,75+0,53¢
2,49+0,82°
2,63+0,41°
3,04+0,72°
2,38+1,04%°
1,99+0,80%°
1,05%0,06"
1,47+0,83¢
1,04+0,10°
1,01+0,04°
1,01%0,02
1,02+0,04
1,04+0,10"
1,01+0,01°
3,79+0,34%
3,06+0,90"
1,34+0,41°

2.14+0,83¢

Dia 21

M+ D
1,40+0,35"
1,91+0,48"°
2,28+0,62%
2,1620,50°
2,45+1,09%
2,15+1,00%
1,01+0,02¢
1,07+0,18°
1,03+0,07°
1,27+0,58°
1,08+0,21
1,03+0,06
1,33+0,74°
1,06+0,13°
3,750,602
3,49+0,55%
1,20+0,31°

1,32+0,51°

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.
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Figuras 38. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™

de ER 1:1 sobre las notas medias de color magro y olor propio de la carne cruda

de cordero expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.

—ia

—a

T
(T:
K
i i

Tiempo de almacenamiento (Dia)

21

b Color magro
T
: \ :
o 1
MC
3 d g .
|4
] I T
| B
7 14 21
Tiempo de almacenamiento (Dia)
=r
a Olor propio
<
(=)
o
< “C
D
"R

Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.
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Figura 39. Efecto de la suplementaci6n dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre las notas medias de olor rancio de la carne cruda de cordero

expuesta hasta 21 dias en condiciones de venta al por menor.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.

Figura 40. Estimacion del tiempo de vida util de los lomos crudos procedentes
de corderos suplementados con 600 mg kg* de ER 1:1, de acuerdo con su

pérdida de frescura.
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Niveles de suplementacién: C: Control; R: cebo.

R%: Coeficientes de regresion (polinémica).
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5.2.2. Deterioro y vida comercial de carne cocinada.

La Tabla 26 muestra los valores medios y desviaciones estandar para la
composicion proximal de las hamburguesas cocinadas procedentes de los
corderos Control y R. El porcentaje medio de grasa de las hamburguesas tras el
cocinado estuvo alrededor del 9%, valor similar observado en las hamburguesas

del experimento 1.

La suplementacion dietética con 600 mg kg™ ER 1:1 no afect6 (P>0,05) a
los porcentajes medios de humedad, grasa y proteina total de las hamburguesas
cocinadas y, por tanto, no existieron diferencias de composicion proximal entre

tratamientos.

Tabla 26. Composicién proximal (humedad, grasa total y proteina total) de las
hamburguesas cocinadas (dia 0 de almacenamiento) procedentes de corderos

suplementados dietéticamente con 600 mg kg™ de ER 1:1.

% Humedad % Grasa % Proteina
M=D M=D M=D
C 64,2+ 1,76 9,11 +1,37 23,9+ 1,65
R 63,5+ 1,50 9,58 £ 0,38 25,2+ 1,05

M+D: Media + desviacion estandar.
C: Control; R: cebo.

La Tabla 27 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los valores de
TBARS vy color CIELAB de las hamburguesas cocinadas procedentes de
corderos suplementados o no con 600 mg de ER 1:1 por kg de pienso. Al igual
gue en el experimento 1, el tiempo de exposicion tuvo un gran impacto (P<0,01)
sobre el valor de TBARS y sobre el color objetivo de las hamburguesas
cocinadas. En cambio, a diferencia del experimento anterior, la dieta modificd

considerablemente (P<0,001) el indice TBARS de la carne cocinada, mientras
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gue las coordenadas de color (L*, a*, b* C* y H*) no se vieron afectadas

(P>0,05). Se observo interaccion entre el tiempo y la dieta para el indice TBARS.

La Tabla 28 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
valores de TBARS y color CIELAB de las hamburguesas cocinadas de cordero
suplementado o no con 600 mg de ER 1:1 por kg de pienso. De manera
semejante a lo observado en el experimento 1, las hamburguesas cocinadas
experimentaron una intensa oxidacion lipidica, asociada a cierta decoloracion y
oscurecimiento durante su exposicion en refrigeracion, aerobiosis e iluminacion,
aunque en este caso, la coordenada b* se mantuvo estable en el tiempo,
asociandose los cambios en el color objetivo principalmente a la evolucion de la
coordenada a*. Como era de esperar, las condiciones de almacenamiento (tipo
catering) testadas ejercieron también en este caso un fuerte efecto prooxidante

sobre la carne picada cocinada.

Bajo dichas condiciones, las hamburguesas R mostraron valores medios
de TBARS inferiores (P<0,05) a los observados en las hamburguesas Control a
partir del segundo dia de almacenamiento (Figura 41). En consecuencia, la
suplementacion dietética con 600 mg kg’ de ER 1:1 resultd efectiva para
retrasar la oxidacion lipidica en las hamburguesas cocinadas refrigeradas, pese

a las fuertes condiciones prooxidantes de la carne.

Sin embargo, la suplementacién con 600 mg kg™ de ER 1:1 no contribuy6
a retrasar el deterioro del color de las hamburguesas, al no afectar (P<0,05) a las
coordenadas de color CIELAB en ninguno de los dias de control (Figuras 41 y
42).
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Tabla 27. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de

ER 1:1 sobre la carne cocinada (hamburguesas) de cordero expuesta hasta 4

dias en condiciones de catering. Estadisticos F y P (ANOVA).

Dieta

F P

TBARS 148 o
Luminosidad L* 0,33 N*®
Rojo-verde a* 0,21 NS
Amarillo-azul b* 2,12 NS
Tinte C* 157 NS
Tono H* 0,81 N.S.

Grados de libertad: Dieta (1); Tiempo (2); Dieta x tiempo (2).

Tiempo

F

275,8

6,48

44,6

0,01

30,7

151

P

*k%k

*%*

*k*k

N.S.

*k*k

*k*k

Dieta x Tiempo

F P
3,39 *
0,27 N-S.
1,26 N-S.
1,02 N-S.
2,24 N-S.
0,09 N-S.

Niveles de significacion: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; NS p>0,05 (no

significativo).
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Tabla 28. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™ de

ER 1.1 sobre la oxidacion de lipidos y el color objetivo de las hamburguesas

cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering.

TBARS

Luminosidad L*

Rojo-verde a*

Amarillo-azul b*

Tinte C*

Tono H*

Dia 0

M+ D
0,35+0,25°
0,32+0,13°
49,0+2,75°
49,2+3,61°
12,040,807
12,1+0,76°
7,36+1,12
7,58+0,99
14,2+0,73?
14,340,652
30,9+4,58°

32,1+4,26°

M=+D: Medias *+ desviaciones estandar.

Dia 2

M+ D
3,68+0,39°
2,74+0,50°
52,6+2,82°
52,5+2,67°
9,20+1,57™
10,0+1,22°
6,99+1,33
8,06+0,95
11,7+1,62"°
12,9+1,13°
36,7+6,30™

38,9+4,81%°

Dia 4

M+ D
5,83+1,06°
4,80+0,78"
52,2+3,21%°
53,8+4,28?
8,63+0,98°
8,16+1,10°
7,47+0,94
7,54+1,07
11,5+0,78°
11,1+1,21°
40,7+5,16%"

42,7+4,95%

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.
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Figuras 41. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™
de ER 1:1 sobre el valor medio de TBARS vy tinte (C*) de las hamburguesas
cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.
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Figura 42. Efecto de la suplementaci6n dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre el valor medio del angulo de tono (H*) de las hamburguesas

cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.

La Tabla 29 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los atributos
sensoriales de las hamburguesas cocinadas procedentes de corderos
suplementados o no con 600 mg de ER 1:1 por kg de pienso. Al igual que en el
experimento 1, el tiempo de exposicién tuvo un fuerte impacto (P<0,001) sobre
todos los atributos sensoriales estudiados, determinando un alto nivel de
deterioro del color, del olor, del sabor y de la textura de las hamburguesas. Por
su parte, la dieta afecté (P<0,05) a los atributos olor a cordero cocinado, olor

rancio en frio, olor recalentado, sabor a cordero cocinado y sabor rancio en frio.

La Tabla 30 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
atributos sensoriales de las hamburguesas cocinadas procedentes de corderos
suplementados o no con 600 mg de ER 1:1 por kg de pienso. Como se ha
comentado, los resultados obtenidos mediante el analisis sensorial de las

hamburguesas denotaron un claro deterioro de éstas durante su exposicion,
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asociado principalmente a los fendmenos de oscurecimiento y enranciamiento de

la carne.

Al igual que en el experimento 1, la carne cocinada sufrio un fuerte
deterioro del olor y sabor propios (Figura 43) debido principalmente a la
aparicion de olores y sabores rancios y a recalentado (Figuras 44 y 45),
detectados a partir del segundo dia de exposicion. Este tipo de alteracion suele
estar relacionada principalmente con el desarrollo de fendmenos oxidativos, en
particular, de los lipidos de la carne. Ademas, en lo referente al aspecto y a la
textura, se detectd un deterioro del color y una pérdida gradual de la terneza y la

jugosidad de las hamburguesas durante su exposicion en la vitrina.

Las hamburguesas R obtuvieron mejores valoraciones (P<0,05) que las
hamburguesas Control en lo relativo al olor y sabor a cordero cocinado y al sabor
rancio en frio a partir del segundo dia de exposicidon. Asimismo, las
hamburguesas R registraron una mejor valoracion (P<0,05) en los atributos olor
rancio en frio y olor recalentado en el dia 4. Por consiguiente, la suplementacion
dietética de corderos con 600 mg kg™ de ER 1:1 result6 eficaz para retrasar el

deterioro del olor y flavor en las hamburguesas cocinadas refrigeradas.

Dicha afirmacién quedd corroborada al estimar la vida comercial de las
hamburguesas mediante ecuaciones de regresion exponencial (Figura 46),
determindndose un tiempo de 1,9 y 2,3 dias para las hamburguesas Control y R,
respectivamente, lo cual representd un aumento de la vida uatil del 20%

aproximadamente gracias a la suplementacion dietética.

Por tanto, la suplementacion de los corderos de cebo con 600 mg de ER
1:1 por kg de pienso consiguié aumentar la vida comercial de las hamburguesas
cocinadas refrigeradas, expuestas en condiciones usuales de comercializacién

para catering y restauracion.
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Tabla 29. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre los atributos sensoriales de las hamburguesas cocinadas de
cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering. Estadisticos F y P
(ANOVA).

TRAT DIA TRAT x DIA

F P F P F P

Color cordero cocinado 0,09 MN*® 83,1 009 N
Olor cordero cocinado 11,6 * 218,4 0,96 N-S.
Olor rancio frio 6,40 * 0 102,0 A 1,13 N.S.
Olor rancio caliente 2,14 NS 65,6 0,60 N-S.
Olor recalentado 6,43 * 1354 A 0,70 N.S.
Sabor cordero cocinado 10,9 ** 176,57 2,56 N.S.
Sabor rancio frio 10,3 ** D58 xwx 1,33 N.S.
Sabor rancio caliente 0,03 N 36,7 0,19 N-S.
Sabor recalentado 346 NS 1147 056 N
Terneza 1,45 NS 105,9  * 0,20 N.S.
Jugosidad 216 NS 1016 0,02 N.S.
Frescura 494 NS 2550 ek 0,24 N.S.

Grados de libertad: Dieta (1); Tiempo (2); Dieta x tiempo (2).
Niveles de significacién: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; 5 P>0,05 (no

significativo).
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Tabla 30. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™ de
ER 1:1 sobre la calidad sensorial de las hamburguesas cocinadas de cordero

expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering.

Trat DiaO Dia 2 Dia 4
M=+D M+D M=+D

C 4,66+0,43%  3,81+0,50° 3,10+0,85°¢
Color cordero cocinado

R 4,68+0,08°  3,90+0,37° 3,09+0,27°¢

C 454+0,46%  3,25+0,53° 1,88+0,63°
Olor cordero cocinado

R 4,58+0,10°  3,55+0,37° 2,360,261

C 1,13+0,29°  2,65+0,56" 3,10+0,932
Olor rancio frio

R 1,07+0,00°  2,34+0,32° 2,66+0,37°

C 1,07+0,22¢  2,00+0,38°°  2,51+0,54%
Olor rancio caliente

R 1,00+0,00°  1,83+0,39° 2,22+0,53%

C 1,20+0,40°  2,24+0,49° 2,93+0,812
Olor recalentado

R 1,12+0,03  2,02+0,29° 2,62+0,35°

C 4,58+0,422  2,85+0,59° 1,81+0,63°
Sabor cordero cocinado

R 4,61+0,08°  3,52+0,38° 2,20+0,13¢

C 1,13+0,32¢  2,58+0,52° 3,11+0,89?2
Sabor rancio frio

R 1,05+0,06°  2,18+0,28° 2,68+0,28°

C 1,03+0,12°  2,03+0,58" 2,67+0,502
Sabor rancio caliente

R 1,03+0,12° 2,18+0,60° 2,52+0,68%
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Tabla 30 continuacion.

Sabor recalentado

Terneza

Jugosidad

Frescura

Dia0

M+ D

1,1620,33
1,12+0,18°
4,31+0,51°
4,39+0,472
4,15+0,49°
4,27+0,46°
4,33+0,66°

4,45+0,09%

M+D: Medias *+ desviaciones estandar.

Dia 2

M+ D
2,51+0,54"°
2,30+0,48°
3,55+0,42"
3,58+0,45"
3,33+0,44"
3,43+0,53"
2,81+0,57°

3,060,26"

Dia 4

M+ D
3,14+0,832
2,84+0,48%
3,08+0,81°
3,21+0,68°
2,89+0,78°
3,00+0,68°
2,16+0,76°

2,32+0,30°

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacién: C: Control; R: cebo.
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Figuras 43. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™

de ER 1:1 sobre las notas medias de olor y sabor propios de las hamburguesas

cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.
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Figuras 44. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™
de ER 1:1 sobre las notas medias de olor y sabor rancio de las hamburguesas

cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.
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Figuras 45. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 600 mg kg™

de ER 1:1 sobre las nota medias de olor y sabor a recalentado de las

hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de

catering.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.

227



Tesis Doctoral - Rafael Serrano Espada

Figura 46. Estimacion del tiempo de vida util de hamburguesas cocinadas de
corderos sometidos a diferente grado de suplementacién con 600 mg kg™ de ER

1:1, de acuerdo con su pérdida de frescura.
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Niveles de suplementacion: C: Control; R: cebo.

R% Coeficientes de regresion (exponencial).

En resumen, el empleo de 600 mg kg™ de ER 1:1 resultdé muy efectivo
para extender la vida util, tanto de la carne cruda envasada en condiciones
usuales de venta al por menor, como de la carne picada cocinada, envasada y

expuesta en condiciones de catering.

Al obtenerse mejores resultados con el ER 1:1 que con el ER 2:1,
principalmente en lo relativo a capacidad conservante de carne cocinada, se
opt6 por utilizar nuevamente el ER 1:1 en el tercer experimento. El objetivo de
éste fue determinar la minima dosis de ER 1:1 capaz de exhibir un efecto
conservante en la carne cruda y cocinada, tras su incorporacion a la dieta de

corderos, para poder lograr el mayor beneficio econémico posible derivado de su
utilizacion.
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5.3. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200y 400 mg

kg™ de extracto tipificado de romero 1:1 (acido carnésico: carnosol).

5.3.1. Deterioro y vida comercial de la carne cruda.

La Tabla 31 muestra los valores medios y desviaciones estandar para la
composicion proximal del lomo crudo procedente de corderos Control (corderos
no suplementados), 1R (corderos suplementados con 200 mg kg™ de ER 1:1
durante el cebo) y 2R (corderos suplementados con 400 mg kg’ de ER 1:1
durante el cebo). En la misma puede apreciarse que los porcentajes medios de
humedad, grasa total y proteina total determinados en el dia O fueron similares

(P>0,05) para los tres tratamientos dietéticos.

Tabla 31. Composicion proximal (humedad, grasa total y proteina total) del lomo
(dia 0 de almacenamiento) procedente de corderos suplementados

dietéticamente con diferentes niveles de ER 1:1.

Dieta % Humedad % Grasa % Proteina
M=D M=D M=D

C 75,8 + 0,55 1,58 + 0,56 21,5+ 0,57

1R 75,2+ 1,70 1,80+1,19 216+1,21

2R 75,2 £ 0,67 1,90+£0,72 21,1+1,34

MzD: Media * desviacion estandar.
C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™*; 2R: cebo 400 mg kg™.

La Tabla 32 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los diferentes
parametros fisico-quimicos y microbioldgicos determinados en el lomo crudo de
cordero sin suplementar y suplementado con 200 6 400 mg de ER 1:1 por kg de
pienso. El tiempo de almacenamiento (14 dias) continudé teniendo un mayor
efecto (P<0,05) que la dieta en los diferentes parametros fisico-quimicos y

microbiolégicos relacionados con la calidad de la carne, al igual que en los dos
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experimentos anteriores. El valor de TBARS fue nuevamente la variable mas
afectada por la dieta. En este caso, se observo interaccion entre ambos

tratamientos para las coordenadas de color a*, b* y H* y para el indice TBARS.

La suplementacién de la dieta con 200 6 400 mg kg™ de ER 1:1 modifico
(P=<0,01) todos los parametros estudiados, a excepcion del pH y el recuento de

enterobacterias.

La Tabla 33 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
parametros fisico-quimicos de calidad del lomo crudo de cordero sin suplementar
y suplementado con 200 6 400 mg de ER 1:1 por kg de pienso. Como en los
experimentos anteriores, durante el almacenamiento la carne cruda de cordero
experimentd un pardeamiento progresivo y un aumento de su estado de

oxidacion.

El valor medio de TBARS fue menor (P<0,05) en los lomos 1R y 2R que
en los lomos Control a partir de la primera semana de almacenamiento,
manteniéndose dichas diferencias en la segunda semana. Al igual que en los
dos primeros experimentos, los niveles de MDA fueron claramente inferiores en
los lomos de corderos suplementados que en los lomos Control. Llama la
atencion que la concentracion de MDA alcanzada en las muestras Control en el
dia 7 fue similar a la alcanzada por ambas muestras suplementadas en el dia 14.
No existieron diferencias significativas (P>0,05) en el valor medio de TBARS
entre los lomos 1R y 2R a ninguno de los tiempos controlados, y, por tanto, el
nivel de inhibicion de la oxidacion lipidica alcanzado por ambos tratamientos

podria considerarse similar.

En lo referente a oxidacion proteica (nuevo parametro incorporado a este
experimento), la concentracion media de compuestos carbonilo fue menor
(P=<0,05) en los lomos 1R y 2R que en los lomos Control a partir del dia 11 de
almacenamiento, no habiendo diferencias entre los lomos 1R y 2R para este
parametro en ninguno de los tiempos de almacenamiento controlados. La
inhibicion de la oxidacién lipidica atribuible al ER observada a partir del dia 7,
estuvo a su vez asociada a una inhibicién de la oxidacion proteica observada a

partir del dia 11. Por tanto, la suplementacion dietética de los corderos con 200 y
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400 mg kg™ de ER 1:1 produjo una clara reduccién del grado de oxidacion de

lipidos y proteinas en la carne cruda hiperoxigenada (Figura 47).

Los datos de color objetivo fueron coherentes con los resultados
anteriores. Los lomos 1R y 2R presentaron mayores (P<0,05) valores medios de
C* y menores valores medios de H* que los lomos Control a partir del dia 11,
denotando que el proceso de pardeamiento fue mas lento en la carne
procedente de corderos suplementados con extracto. En consecuencia, la
suplementacién dietética de los corderos con 200 y 400 mg kg™t de ER 1:1
también contribuyd a estabilizar el color rojo de la carne durante su

almacenamiento bajo intensas condiciones prooxidantes (Figura 48).

Al igual que en el experimento anterior, los valores medios de pH se
mantuvieron estables durante todo el estudio, independientemente de la dieta.

La Tabla 34 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
recuentos microbiolégicos del lomo crudo de cordero suplementado o no con 200
6 400 mg de ER 1:1 por kg de pienso. Como en los experimentos anteriores,
hubo un aumento controlado de la carga microbiolégica durante el
almacenamiento debido al método de envasado, no alcanzandose en ningdn
caso recuentos microbiolégicos por encima de 6-7 log ufc g2, el limite maximo de

aerobios mesdfilos totales establecido para la carne cruda.

Los recuentos medios de aerobios mesdfilos totales fueron inferiores
(P=<0,05) en los lomos 1R y 2R a los de los lomos Control a partir de la primera
semana de almacenamiento. Similares diferencias fueron también observadas
en los recuentos medios de psicrofilos totales en el dltimo dia del estudio (Figura
49). Respecto a los recuentos medios de mohos y levaduras, éstos fueron
mayores (P<0,05) en los lomos Control a los de los lomos 2R en dia 11 y a los
de los lomos 1R en dia 14 (Figura 50). Como en los experimentos anteriores, los
recuentos medios de enterobacterias fueron irrelevantes y no difirieron en
funcion de la dieta (P>0,05).

Teniendo en cuenta estos resultados, la suplementacién de la dieta de los
corderos con 200 y 400 mg kg de ER 1:1 también tuvo efecto antimicrobiano

sobre la carne cruda, si bien, esto contrasté en cierto modo con lo observado en
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el experimento 2, donde una mayor dosificacion de ER 1:1 mejoré la capacidad
antimicrobiana endogena de la carne cruda de forma menos clara, aunque es
preciso sefialar que las cargas microbiologicas de partida fueron diferentes en

ambos experimentos.

Tabla 32. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg' de ER 1:1 sobre los parametros fisico-quimicos y microbiolégicos de la
carne cruda de cordero expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por
menor. Estadisticos Fy P (ANOVA).

Dieta Tiempo Dieta x Tiempo

F P F P F P

TBARS 46,0 ** 1183 *** 5,23 ok
Luminosidad L* 11,2 ® 16,7 1,51 N.S.
Rojo-verde a* 17,2 *** 30,5 4,04 *x
Amarillo-azul b* 8,93 ** 2276 *** 2,73 *
Tinte C* 9,09 ¥ 191 wv* 2,07 N-S.
Tono H* 27,2 *** 93,2 *** 7,07 ok
pH 0,96 N.S. 0,25 N.S. 0,76 N.S.
Aerobios mesodfilos totales 11,5 *+ 13,9 e 0,66 N-S.
Psicréfilos totales 715 ¥ 6,89 m 0,95 N-S.
Mohos y Levaduras 6,64 *x 3,49 * 1,17 N-S.
Enterobacterias 2,02 N5 038 N 0,21 N-S.

Grados de libertad: Dieta (2); Tiempo (3); Dieta x tiempo (6).
Niveles de significacion: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; 5 P>0,05 (no

significativo).
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Tabla 33. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg

kg™ de ER 1:1 sobre los parametros fisico-quimicos de la carne cruda de cordero

expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por menor.

Dia 0 Dia 7 Dia 11 Dia 14
M+D M+D M+D M<+D
C 0,06x0,02¢ 3,93+1,16° 5,19+1,52° 6,061,772
TBARS 1R 0,06+0,03% 2,18+0,66°  2,92+0,62%  3,79+0,90°
2R 0,040,029 1,640,617  2,40+0,77%"  3,49+0,94%
C 1,87+0,29"  3,19+1,21°% 454+145% 522+1 742
POX 1R 1,88+0,45  3,03+0,60%  3,06+1,47%  3,74+0,80"™
2R 1,91+0,45"  2,71+0,95°  3,19+1,26°®® 4,08+1,41"
C 36,2+1,58%" 36,9+1,67°%" 40,1+2,59%°  41,4+1,86%
Luminosidad L* 1R 35,1+1,54" 355+1,16%  36,8+2,07°%" 38,0+2,43%
2R 35,7+1,64°" 37,1+2,46°° 38,0+1,95%  38,2+3,13"
C 11,3+0,75% 11,9+2,49%  7,48+3,76°  4,57+2,14°
Rojo-verde a* 1R 11,6+1,12® 12,9+2,05°  10,8+1,92° 9,02+2,62
2R 11,3+0,57% 12,8+1,48%  12,7+1,75°® 8,81+2,33¢
C 1,85+0,56° 4,95+0,50° 6,07+0,90°  6,98+0,73%
Amarillo-azul b* 1R 1,68+0,32°  4,80+0,64% 5,03+0,52°° 5,81+0,79"
2R 1,67+0,40° 5,04+0,59°  5,45+0,76°° 5,56+1,09™
C 11,5+0,76°® 12,9+2,21%° 908+2,74%"  855+1,17
Tinte C* 1R 11,741,12% 13,8+2,11* 12,041,739 10,8+2,20%
2R 11,5+0,58°® 13,8+1,44®  13,5+1,87%® 10,6+1,60%
C 9,24+2,75° 235+6,36% 425+158° 57,8+12,3%
Tono H* 1R 8,31+1,62° 20,5+1,61%  254+4,92°  34,0+8,50°
2R 8,40+1,97° 21,6+2,78%  23,4+2,89°  33,4+11,7°
C 5,60+0,06® 5,61+0,06%® 5,58+0,08°" 5,60+0,06%
pH 1R 5,61+0,06%® 5,60+0,07% 5,64+0,07*  5,62+0,08%
2R 5,61+0,07% 5,61+0,04%* 5,60+0,09°° 5,57+0,08"

M=D: Medias *+ desviaciones estandar.

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacién: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™; 2R: cebo 400 mg

1

kg™.
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Tabla 34. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg

kg' de ER 1:1 sobre la calidad microbioldgica de la carne cruda de cordero

expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por menor.

Aerobios
mesofilos totales

Psicrofilos totales

Mohos y
Levaduras

Enterobacterias

M=+D: Medias *+ desviaciones estandar.

1R

2R

1R

2R

1R

2R

1R

2R

Dia 0

M+ D
2,07+0,89%
1,52+1,00°
1,92+0,70%
2,43+0,94%
2,11+0,92¢
2,50+0,32°
1,29+1,03¢
<1

<1

<1

<1

<1

Dia 7

M+ D
2,95+0,48"°
2,11+0,77%
1,92+1,02%
3,25+0,67™
2,55+1,11%
2,45+0,73%
1,36+1,12"
<1

<1

<1

<1

<1

Dia 11

M+ D
3,31+1,06%
2,35+0,92%
2,25+0,63°%%
3,70+1,16%"
2,97+0,72"
2,88+0,90"
2,18+1,16%"
1,39+1,21°
<1

<1

<1

<1

Dia 14

M+ D
3,85+0,75?
2,89+0,89™
2,96+0,66™
4,32+1,12?
2,80+1,45"
3,23+1,21"
2,62+0,832
1,11+1,38%
1,78+1,25%°
<1

<1

<1

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacion: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™; 2R: cebo 400 mg

1

kg™.
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Figuras 47. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg

kg™ de ER 1:1 sobre los valores medios de TBARS y POx de la carne cruda de

cordero expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por menor.
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Niveles de suplementaci6n: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™; 2R: cebo 400 mg

1

kg™.
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Figuras 48. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg' de ER 1:1 sobre los valores medios de tinte (C*) y del angulo de tono o
matiz (H* o Hue) de la carne cruda de cordero expuesta hasta 14 dias en

condiciones de venta al por menor.
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Niveles de suplementacion: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™*; 2R: cebo 400 mg
1

kg™.
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Figuras 49. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg' de ER 1:1 sobre los recuentos medios de bacterias aerobias meséfilas y
bacterias psicrofilas de la carne cruda de cordero expuesta hasta 14 dias en
condiciones de venta al por menor.
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Niveles de suplementaci6n: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™; 2R: cebo 400 mg
1

kg™.
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Figura 50. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg' de ER 1:1 sobre los recuentos medios de mohos y levaduras de la carne

cruda de cordero expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por menor.
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Niveles de suplementacion: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™; 2R: cebo 400 mg
-1

kg™.

La Tabla 35 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los diferentes
atributos sensoriales analizados en el lomo crudo de cordero sin suplementar y
suplementado con 200 6 400 mg de ER 1:1 por kg de pienso. Como en los
experimentos anteriores, el tiempo de almacenamiento (pese a ser una semana
inferior) continué teniendo un mayor impacto (P<0,05) que la dieta sobre la
apariencia y el olor de la carne cruda. La dieta s6lo modifico (P<0,001) el color
del magro y de la grasa, el olor propio, el olor rancio y la valoracion de frescura
de la carne, no afectando a otros atributos que apenas variaron (P>0,05). Se
observaron interacciones entre la dieta y el tiempo de almacenamiento para el

color del magro y de la grasa, el olor rancio y la valoracion de frescura.

La Tabla 36 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
atributos de apariencia y olor del lomo crudo de cordero sin suplementar y
suplementado con 200 6 400 mg de ER 1:1 por kg de pienso. Como era

previsible, los cambios sensoriales de la carne durante el almacenamiento fueron
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similares a los observados en los experimentos 1 y 2, teniendo en cuenta la
diferencia del periodo de tiempo evaluado, con un descenso gradual en la
intensidad de los atributos indicativos de frescura y un incremento gradual en la
intensidad de los indicativos de deterioro.

Coincidiendo con los resultados de color objetivo y del estado de
oxidacion, a partir del dia 11 se observé cierta (P<0,05) ralentizacion del
deterioro sensorial de la carne cruda en las muestras suplementadas con
respecto a las muestras Control. Asi, los lomos 1R y 2R obtuvieron puntuaciones
mas altas de color del magro y de la grasa, olor propio y frescura, mientras que
el olor rancio fue mas intenso en los lomos control (Figuras 51 y 52). La
evaluacion sensorial de estos cuatro atributos fue similar (P>0,05) en las
muestras 1R y 2R. En cambio, la puntuacién media de exudacion fue en general
muy baja y similar (P>0,05) para las tres dietas en los todos los tiempos de
almacenamiento evaluados, mientras que la carne cruda apenas presento6 olores
acidos, a moho o putridos. Ademas, la suplementacién con 400 mg kg™ de ER
1:1 permiti6 mejorar la valoracion de frescura de la carne cruda incluso a los 7

dias de almacenamiento, tal como sucedié en el experimento 2.

Finalmente, se realizo la estimacion de la vida comercial de la carne. En
este caso, las ecuaciones que mejor se ajustaron al relacionar el tiempo de
almacenamiento y la valoracién de frescura fueron de tipo polindmico. Tras
aplicar las ecuaciones correspondientes a cada dieta, el tiempo de vida
comercial de los lomos Control, 1R y 2R, envasados en atmdsfera protectora
70/30 O,/CO, y almacenados a 2 °C y 800 Ix, fue estimado en 9,3, 12,8 y 13,4
dias, respectivamente (Figura 53).

Por tanto, la suplementacion dietética de los corderos con 200 y 400 mg
kg™t de ER 1:1 también permiti6 prolongar entre 3 y 4 dias aproximadamente la
vida comercial de la carne cruda de cordero, gracias a que ralentizo el deterioro
oxidativo y, en menor medida, microbiolégico de la misma, alcanzandose
resultados equiparables a los obtenidos en el experimento 2 con un dosis mayor
del mismo extracto. La informaciéon obtenida sugiere que 200 mg kg™ podria ser

la dosis minima efectiva de este extracto de romero para mejorar la capacidad
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de conservacion de la carne cruda de cordero en las condiciones experimentales

ensayadas.

Tabla 35. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg

kg' de ER 1:1 sobre la apariencia y el olor de la carne cruda de cordero

expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por menor. Estadisticos Fy P

(ANOVA).
Dieta
F P
Color magro 29,4 rxk
Color grasa 18,0 rxk
Exudados 062 N%
Olor propio 13,2 rxk
Olor &cido 1,72 NS
Olor moho 063 N%
Olor putrido 0,21 NS
Olor rancio 19,5 ok
Frescura 26,6 rx

Grados de libertad: Dieta (2); Tiempo (3); Dieta x tiempo (6).
Niveles de significacion: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; 5 P>0,05 (no

significativo).
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Tiempo

F P
97,1 ok
111,3 ok
18,5 ok
134,7 ok
24’2 *kk
1,41 *
3,16 *
81,7 *kk
137,9 ok

Dieta x Tiempo

F

6,54

4,43

0,83

1,73

1,28

0,63

0,97

3,22

4,90

P

*k*k

*k*k

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

**

*k*k
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Tabla 36. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg

kg™ de ER 1:1 sobre la apariencia y el olor de la carne cruda de cordero

expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por menor.

Color magro

Color grasa

Exudados

Olor propio

Olor acido

Olor moho

Olor patrido

Olor rancio

Frescura

1R
2R

1R
2R

1R
2R

1R
2R

1R
2R

1R
2R

1R
2R

1R
2R

1R
2R

Dia 0

M+ D
4,87+0,14°
4,92+0,08?
4,93+0,12°
4,83+0,26°
4,86+0,172
4,88+0,14°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
4,81+0,32%
4,81+0,31°
4,93+0,212
1,01+0,03°
1,00+0,00°
1,01+0,03°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,02+0,04%"
1,01+0,03%"
1,00+0,00"
4,98+0,06°
5,00+0,00?
4,99+0,03?

Dia 7
M+D
3,96+0,56™
4,17+0,36™
4,28+0,24°
4,06+0,31"°
4,14+0,29°
4,19+0,27"
1,42+0,27°
1,60+0,55%
1,37+0,23"°
3,37+0,63"
3,76+0,33"
3,82+0,52°
1,25+0,21°%
1,16+0,13%
1,20+0,19¢
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,01+0,02"°
1,77+0,61°%
1,50+0,17¢
1,38+0,30™
3,74+0,70%
4,06+0,35™
4,26+0,27°

Dia 11

M+ D
2,49+0,91°
3,84+0,39"
3,79+0,58°
3,19+0,67'
3,82+0,27%
3,87+0,35%
1,56+0,48%
1,46+0,26°
1,50+0,32°
1,98+0,68"
2,74+0,57%
3,19+0,87%
1,50+0,29%
1,40+0,212
1,27+0,28"
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,00+0,00°
1,03+0,10%"
1,02+0,05%°
2,860,697
2,11+0,35%
1,84+0,49%
2,21+0,86'
3,40+0,38¢
3,53+0,60"

Dia 14
M<+D
1,55+0,62
3,11+0,76"
3,22+0,744
2,64+0,46°
3,3620,42°
3,65+0,35%
1,59+0,20%
1,95+0,70%
1,92+0,822
1,58+0,56°
2,13+0,52
2,42+0,75°
1,33+0,213
1,45+0,23%
1,32+0,14°
1,01+0,03%
1,00+0,00"
1,03+0,11%°
1,06+0,112
1,01+0,03"
1,05+0,11%°
3,23+0,68%
2,48+0,38"°
2,25+0,53°
1,35+0,519
2,68+0,72°
2,82+0,82°

M+D: Medias + desviaciones estandar. Medias con diferentes superindices son

diferentes para P<0,05 (Test LSD). Niveles de suplementacion: C: Control; 1R:
cebo 200 mg kg™*; 2R: cebo 400 mg kg™.
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Figuras 51. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg™' de ER 1:1 sobre las notas medias de color magro y olor propio de la carne

cruda de cordero expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por menor.
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Niveles de suplementacion: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™*; 2R: cebo 400 mg
1

kg™.
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Figura 52. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg' de ER 1:1 sobre las notas medias de olor rancio de la carne cruda de

cordero expuesta hasta 14 dias en condiciones de venta al por menor.
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C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™*; 2R: cebo 400 mg kg™.

Figura 53. Estimacion del tiempo de vida util de los lomos crudos procedentes

de corderos suplementados con 200 6 400 mg kg™ de ER 1:1, de acuerdo con su
pérdida de frescura.
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C: Control; 1R: cebo 200 mg kg*; 2R: cebo 400 mg kg™.
R%: Coeficientes de regresion (polinémica).
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5.3.2. Deterioro y vida comercial de carne cocinada.

La Tabla 37 muestra los valores medios y desviaciones estandar para la
composicion proximal de las hamburguesas cocinadas procedentes de los
corderos Control, 1R y 2R. El porcentaje medio de grasa de las hamburguesas

tras el cocinado estuvo alrededor del 6%, similar al de los experimentos previos.

La suplementacién dietética con 200 y 400 mg kg ER 1:1 no afecté
(P>0,05) a los porcentajes medios de humedad, grasa y proteina total de las
hamburguesas cocinadas, por o que no existieron diferencias de composicion

proximal entre tratamientos.

Tabla 37. Composicién proximal (humedad, grasa total y proteina total) de las
hamburguesas cocinadas (dia 0 de almacenamiento) procedentes de corderos

suplementados dietéticamente con 200 6 400 mg kg™ de ER 1:1.

% Humedad % Grasa % Proteina
M+D M+D M+D
C 64,9 + 2,36 6,15+ 1,63 25,3+2,97
1R 64,6 + 2,08 6,40+ 1,17 26,1 +1,15
2R 64,9+ 1,15 6,54 + 1,05 259+142

MzD: Media * desviacion estandar.
C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™*; 2R: cebo 400 mg kg™.

La Tabla 38 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los valores de
TBARS y color CIELAB de las hamburguesas cocinadas procedentes de
corderos sin suplementar y suplementados con 200 6 400 mg de ER 1:1 por kg
de pienso. De nuevo el tiempo de exposicion modifico fuertemente (P<0,001) el
valor de TBARS vy el color objetivo de las hamburguesas cocinadas. Sin

embargo, en contraste con el experimento 2, donde se utilizé el mismo extracto a

244



Resultados

una dosis mayor, la dieta no afecté (P>0,05) al indice TBARS ni a ninguna de las

coordenadas de color objetivo.

La Tabla 39 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
valores de TBARS y color CIELAB de las hamburguesas cocinadas procedentes
de corderos sin suplementar y suplementados con 200 6 400 mg de ER 1:1 por
kg de pienso. Como en los experimentos anteriores, las hamburguesas
cocinadas experimentaron una fuerte oxidacion lipidica y cierta decoloracion
durante su almacenamiento en refrigeracién, aerobiosis e iluminacién; Los
cambios cromaticos estuvieron asociados a los valores de H* y L*, mientras que

la coordenada C* se mantuvo estable.

Se confirmd de nuevo que las condiciones de exposicion (tipo catering)
testadas presentaban un fuerte efecto prooxidante sobre la carne picada

cocinada.

Con relacion a la dieta, las hamburguesas Control, 1R y 2R presentaron
valores medios similares (P>0,05) de TBARS y de las coordenadas de color
CIELAB en todos los dias de exposicién, por lo que la suplementacion dietética
con 200 y 400 mg kg™ de ER 1:1 no resulté efectiva para retrasar la oxidacion
lipidica ni el deterioro del color en las hamburguesas cocinadas refrigeradas
(Figuras 54 y 55).
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Tabla 38. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg

kg' de ER 1:1 sobre la carne cocinada (hamburguesas) de cordero expuesta

hasta 4 dias en condiciones de catering. Estadisticos F y P (ANOVA).

TBARS
Luminosidad L*
Rojo-verde a*
Amarillo-azul b*
Tinte C*

Tono H*

Grados de libertad: Dieta (2); Tiempo (2); Dieta x tiempo (4).

2,29

0,44

0,61

0,04

0,01

0,88

Dieta

P

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

Tiempo

F

241,1

24,7

374,3

13,6

0,48

592,6

P

*k%k

*k%k

*k*k

*k*k

N.S.

*k*k

Dieta x Tiempo

F

0,49

0,75

0,12

0,98

0,64

2,23

P

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

Niveles de significacion: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; NS P>0,05 (no

significativo).
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Tabla 39. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg

kg' de ER 1:1 sobre la oxidacion de lipidos y el color objetivo de las

hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de

catering.

TBARS

Luminosidad L*

Rojo-verde a*

Amarillo-azul b*

Tinte C*

Tono H*

1R
2R

1R
2R

1R
2R

1R
2R

1R
2R

1R
2R

Dia 0
M=+D
0,53+0,16°
0,47+0,17°
0,38+0,13°
51,4+3,62°
51,1+2,40¢
52,2+3,41°%
10,4+1,49°
10,7+0,60?
10,8+1,812
6,37+1,01°¢
6,67+0,89°
7,12+0,80"
12,1+1,71
12,6+1,24
12,9+1,44
31,6+1,96°
32,0+3,00°
33,4+3,29°

M+D: Medias * desviaciones estandar.

Dia 2
M+D
4,44+1,15°
4,45+1,09°
3,62+0,93°
55,7+1,76%
55,2+1,45%
54,3+2,15"
9,30+1,66"
9,11+1,68"
9,18+1,70°
8,85+0,57°
8,43+0,43%
8,54+0,57%
12,8+0,82
12,4+0,68
12,5+0,80
43,6+1,37°
42,8+2,35°
42,9+2 68°

Dia 4
M=+D
5,90+1,06%
5,93+1,43%
5,51+1,112
56,9+2,30%
56,7+2,42%
55,5+3,30%°
8,50+1,47°
8,70+1,48°
8,30+1,34°
8,90+1,24%
8,85+1,21%
8,49+1,44%
12,3+1,71
12,4+1,58
11,9+1,86
46,3+0,78%
45,5+1,82°2
45,6+2,96°

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacién: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™; 2R: cebo 400 mg

1

kg™.

247



Tesis Doctoral - Rafael Serrano Espada

Figuras 54. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg™ de ER 1:1 sobre el valor medio de TBARS vy tinte (C*) de las hamburguesas
cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering.
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Niveles de suplementaci6n: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™; 2R: cebo 400 mg
1

kg™.
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Figura 55. Efecto de la suplementacién dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg™ de ER 1:1 sobre el valor medio del &ngulo de tono (H*) de las hamburguesas

cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering.
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Niveles de suplementacién: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™; 2R: cebo 400 mg
-1

kg™.

La Tabla 40 muestra los estadisticos F y P (ANOVA) para los atributos
sensoriales de las hamburguesas cocinadas procedentes de corderos sin
suplementar y suplementados con 200 6 400 mg de ER 1:1 por kg de pienso.
Confirmando los datos de TBARS vy color objetivo, el tiempo de exposicién afectd
fuertemente (P<0,001) a todos los atributos sensoriales estudiados, mientras que
la dieta también afect6 (P<0,05), aunque en menor medida, a todos los atributos
sensoriales evaluados, excepto el color y la jugosidad. La magnitud de los
estadisticos F en ambos tratamientos daria una meridiana idea del impacto de

cada uno de ellos sobre la calidad sensorial de la carne cocinada.

La Tabla 41 muestra los valores medios y desviaciones estandar para los
atributos sensoriales de las hamburguesas cocinadas procedentes de corderos
sin suplementar y suplementados con 200 6 400 mg de ER 1:1 por kg de pienso.

Una vez mas, el andlisis sensorial de las hamburguesas mostré una rapida
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pérdida de calidad durante su exposicion, asociada principalmente al deterioro

del color y al aumento de la rancidez de la carne.

Como en los experimentos 1 y 2, la carne cocinada sufrié un fuerte
deterioro del olor y sabor propios (Figura 56) asociado fundamentalmente a la
aparicion de olores y sabores rancios y a recalentado (Figuras 57 y 58),
detectados nuevamente a partir del segundo dia de exposicion. De igual modo,
en lo referente al aspecto y a la textura, se detect6 un deterioro del color y una
pérdida gradual de terneza y jugosidad de las hamburguesas durante su

almacenamiento.

Las puntuaciones medias de todos los atributos analizados por el panel
fueron similares (P>0,05) en las hamburguesas 1R que en las hamburguesas
Control durante todo el tiempo de exposicién, coincidiendo con lo observado en
el analisis fisico-quimico. En cambio, las hamburguesas 2R obtuvieron mejores
valoraciones medias (P<0,05) que las hamburguesas Control en el olor propio,
olor a recalentado y sabor rancio (menos intensos los dos ultimos), asi como en
la valoracion de frescura (no recalentado) en el segundo dia de exposicién, antes
de que la carne cocinada presentara un fuerte deterioro, lo cual contrastaria con
la falta de eficacia de la dosis de 400 mg kg’ de ER 1:1 para retrasar la
oxidacion lipidica. No obstante, las diferencias observadas entre muestras
Control y 2R para las puntuaciones medias de otros atributos que aportan
informacion similar, como el olor rancio, o el sabor propio y a recalentado, no

llegaron a ser relevantes (P>0,05) desde un punto de vista estadistico.

En cualquier caso, la suplementacion dietética de los corderos con 400
mg kg' de ER 1:1 resultdé en cierta medida eficaz para retrasar el deterioro
sensorial de las hamburguesas cocinadas expuestas en condiciones de catering,
objetivo que no fue conseguido mediante la dosificacién con 200 mg kg™ de ER
1:1.

Esta conclusion se confirmé al estimar la vida comercial de las
hamburguesas cocinadas mediante ecuaciones de regresién exponencial
(Figura 59). Segun la estimacion, el tiempo de vida util de las hamburguesas

Control y 1R fue de 2,1 dias en ambos casos, mientras que el tiempo de vida util
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de las hamburguesas 2R fue de 2,3 dias. Ello supuso un aumento de la vida util
equivalente a la mitad del logrado con 600 mg kg™ de ER 1:1. Esta diferencia,
aunque pueda parecer a priori cuantitativamente poco relevante, podria
incrementarse en condiciones de conservacibn menos prooxidantes para la

carne.

Tabla 40. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg™’ de ER 1:1 sobre los atributos sensoriales de las hamburguesas cocinadas
de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering. Estadisticos F y P
(ANOVA).

TRAT DIA TRAT x DIA

F P F P F P

Color cordero cocinado 050 NS 657,6 *** 088 N°
Olor cordero cocinado 2,54 *670,7 1,74 N.S.
Olor rancio 014 NS 4571 e 0,05 N.S.
Olor recalentado 0,77 * 563,77 2,23 N-S.
Sabor cordero cocinado 0,74 * 690,9 ¥ 1,84 N.S.
Sabor rancio 0,82 *  466,8 1,81 N.S.
Sabor recalentado 1,57 * 5593 o 0,70 N-S.
Terneza 0,19 * 3685  Hmk 1,91 N.S.
Jugosidad 024 NS 265,9  x 0,50 N.S.
Frescura 1,68 * 745,9 068 N°

Grados de libertad: Dieta (2); Tiempo (2); Dieta x tiempo (4).
Niveles de significacion: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; "5 P>0,05 (no

significativo).
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Tabla 41. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg' de ER 1:1 sobre la calidad sensorial de las hamburguesas cocinadas de

cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de catering.

Dia 0 Dia 2 Dia 4
M+ D M+ D M+ D
C  4,67+0,08°  3,26+0,34° 2,35+0,25°
Color cordero cocinado 1R  4,68+0,15*  3,38+0,37° 2,31+0,27¢
2R 4,60+0,23%  3,44+0,20° 2,42+0,22°
C  4,84%0,09°  2,92+0,42° 1,92+0,42°
Olor cordero cocinado 1R 4,91+0,10° 2,86+0,37°¢ 2,01+0,26¢
2R 4,90+0,07*  3,29+0,44° 2,00+0,20¢
C  1,00£0,00°  2,350,37° 3,310,312
Olor rancio 1R  1,00+0,00°  2,40+0,32° 3,400,372
2R 1,00£0,00°  2,38+0,41° 3,34+0,34?
C  1,02+0,04° 2,55+0,38° 3,600,282
Olor recalentado 1R 1,01#0,03°  2,65+0,29" 3,55+0,35?
2R 1,00£0,00°  2,26+0,52° 3,68+0,21?
C  4,84+0,10° 2,910,550  1,93+0,31¢
Sabor cordero cocinado 1R  4,89+0,08%  2,84+0,38° 2,05+0,13¢
2R 4,90+0,08*  3,18+0,50° 1,88+0,15
C  1,11+0,12°  2,55+0,36" 3,23+0,372
Sabor rancio 1R  1,04+0,06°  2,40+0,28"°  3,38+0,28?
2R 1,00£0,00°  2,23+0,44° 3,39+0,26°
C  1,04+0,08° 2,660,46°  3,68+0,24°
Sabor recalentado 1R  1,01+0,03°  2,71+0,27° 3,61+0,28?
oR  1,00£0,00°  2,42+0,51° 3,58+0,272
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Tabla 41 continuacion.

Terneza

Jugosidad

Frescura

1R

2R

1R

2R

1R

2R

Dia 0

Mz=D

4,65+0,16%
4,79+0,15%
4,75+0,18%
4,47+0,32°
4,64+0,15°
4,57+0,26°
4,57+0,10°
4,62+0,09%
4,61+0,08%

M+D: Medias *+ desviaciones estandar.

Dia 2
M+D
3,84+0,38°
3,75+0,17°
3,87+0,33°
3,34+0,43°
3,38+0,19"
3,46+0,43°
2,90+0,39"
2,82+0,26°

3,10+0,51°

Dia 4

M+ D
3,07+0,23°
2,94+0,23%
2,81+0,28¢
2,55+0,39°
2,43+0,31°
2,51+0,41°
1,83+0,29"
1,82+0,30"

1,91+0,14°

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0,05 (Test LSD).

Niveles de suplementacién: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™; 2R: cebo 400 mg

1

kg™.
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Figuras 56. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg' de ER 1:1 sobre las notas medias de olor y sabor propios de las

hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de

catering.
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Figuras 57. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg

kg' de ER 1:1 sobre las notas medias de olor y sabor rancio de las

hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de

catering.
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Figura 58. Efecto de la suplementacion dietética de corderos con 200 6 400 mg
kg' de ER 1:1 sobre las nota medias de olor y sabor a recalentado de las

hamburguesas cocinadas de cordero expuestas hasta 4 dias en condiciones de

catering.
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Figura 59. Estimacion del tiempo de vida atil de hamburguesas cocinadas de
corderos sometidos a diferente grado de suplementacién con 200 6 400 mg kg™

de ER 1:1, de acuerdo con su pérdida de frescura.
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Niveles de suplementacién: C: Control; 1R: cebo 200 mg kg™; 2R: cebo 400 mg
1

kg™.
R%: Coeficientes de regresion (exponencial).

Por tanto, la suplementacién de los corderos de cebo con 400 mg de ER
1:1 por kg de pienso consiguié extender ligeramente la vida comercial de las
hamburguesas cocinadas refrigeradas, expuestas en condiciones usuales de
comercializacién para catering y restauracion, mientras que la dosificacién con
200 mg kg* resultd insuficiente para tal propésito. La informacién obtenida
sugiere que 400 mg kg™ podria ser la dosis minima efectiva de este extracto de
romero para mejorar la capacidad de conservacion de la carne picada cocinada

en las condiciones experimentales ensayadas.

257



Tesis Doctoral - Rafael Serrano Espada

5.4.Correlaciones.
5.4.1. Carne cruda.

La Tabla 42 muestra los coeficientes de correlacion de Pearson (R) entre
los principales parametros fisico-quimicos, microbiolégicos y sensoriales
analizados para evaluar la calidad de la carne cruda de cordero, envasada en
atmosfera modificada y almacenada en refrigeracion, en los tres experimentos
realizados para la presente tesis (TBARS, POx, coordenadas L*, C* y H*,
aerobios mesofilos totales, psicréfilos totales y mohos y levaduras, color del
magro, olor propio, olor rancio y valoracion de la frescura). Todos estos
pardmetros estuvieron significativamente (P<0,05) correlacionados entre si, a

excepcion de las coordenadas L* y C*.

La valoracion sensorial del grado de frescura, el indicador global de
calidad empleado, mostré una fuerte correlacion ([R]>0,93; P<0,001) con los
atributos color del magro, olor propio y olor rancio, ya que los panelistas se
basaron en dichos atributos para hacer la valoracion. A su vez, todos los
atributos sensoriales sefialados mostraron un alto nivel de correlacion entre

ellos.

Con respecto al analisis fisico-quimico, el indice TBARS también presenté
una fuerte correlacion ([R]>0,83; P<0,001) con todos los atributos sensoriales
analizados, incluida la frescura, demostrando ser una técnica eficaz para estimar
el grado de deterioro de la carne cruda, a pesar de haber sido calificada como
poco fiable por parte de algunos autores. Los valores de H* también se
correlacionaron fuertemente ([R]>0,83; P<0,001) con el color del magro y la
valoracién de frescura, siendo la coordenada de color CIELAB que mejor
permitié relacionar los datos objetivos obtenidos con el colorimetro, con los

subjetivos, obtenidos mediante evaluacion sensorial.

Otros parametros fisico-quimicos relacionados con el deterioro oxidativo
de la carne cruda, POx, L* y C* también se correlacionaron con los atributos
sensoriales, pero en menor medida que el indice TBARS y H*, aunque de forma

similar a los recuentos microbiolégicos.
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En resumen, los parametros estudiados, ordenados de mayor a menor en
funcion de su nivel de correlacion con la valoracion de frescura, fueron: color del
magro > olor rancio > olor propio > TBARS > H* > POx > mohos y levaduras > L*
> aerobios mesofilos totales > psicréfilos totales > C*. Esto confirmd que la
pérdida de frescura de la carne cruda durante su almacenamiento estuvo
relacionada principalmente con su estado de oxidacion y, en menor medida, con

su deterioro microbiolégico.
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Tabla 42. Coeficientes de correlacion de Pearson (R) entre indices TBARS y POx, coordenadas CIELAB y atributos sensoriales,

en carne cruda de cordero envasada en atmosfera modificada y almacenada en refrigeracion.

TBARS POX* &* c* H* AM PT ML CM oP OR
POx* 0,707
L* 0,46" 0,53
c 0,417 026"  -0,07"°
H* 0,707 0,67 0,68~  -056
AM 0,56 0,417 041"  -0327 0527
PT 0,617 0,457 026~ 0317 035 068"
ML 0,627 0,20 033" -0217 036 057 075"
CM 085~  -065  -064° 0497 -0847 0597 -055  -061"

OoP -0,83™ 0,717  -0,58™ 043" -0,75" -056  -054" -057" 0,88
OR 0,85 0,697 0,58 -0,46"" 0,77 057" 059" 0,637 -091" -0,89"

F -0,86"" 0,677  -0,60" 0,517 -0,83" -0559" -0,58" 0,62 0,96 0,93™ -0,94™

Niveles de significacién: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; * P>0,05 (no significativo).
TBARS: indice de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico; POx: indice de cuantificacion de carbonilos totales; L*: Luminosidad;
C*. Chroma; H*: angulo Hue; AM: aerobios mesofilos totales; PT: psicroéfilos totales; ML: mohos y levaduras; CM: color del magro;

OP: olor propio; OR: olor rancio; F: frescura. +: 112 casos incluidos (POx). Resto de variables: 288 casos incluidos.
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5.4.2. Carne cocinada.

La Tabla 43 muestra los coeficientes de correlacion de Pearson (R) entre
los principales parametros fisico-quimicos y sensoriales analizados para evaluar
la calidad de la carne cocinada de cordero, envasada en aerobiosis Yy
almacenada en refrigeracion, en los tres experimentos realizados para la
presente tesis (TBARS, coordenadas L*, C* y H*, color propio, olor propio, olor
rancio, olor recalentado, sabor propio, sabor rancio, sabor recalentado y
valoracion de frescura). Todos estos parametros estuvieron significativamente

(P<0,01) correlacionados entre si.

Como en el caso de la carne cruda, la valoracion de frescura en la carne
cocinada también se correlacion6 fuertemente ([R]>0,87; P<0,001) con el resto
de atributos sensoriales analizados, siendo nuevamente éstos pardmetros los

gue tuvieron los mayores coeficientes de correlacion entre si.

Como en la carne cruda, el indice TBARS present6 una fuerte correlacion
([R]>0,84; P<0,001) con todos los atributos sensoriales estudiados, mostrandose
como una técnica adecuada para evaluar también el estado de conservacién de
la carne cocinada. Por el contrario, las correlaciones entre la coordenada H* y
las puntuaciones sensoriales fueron muy inferiores a las observadas en el caso
de la carne cruda, siendo mejores en esta ocasion las obtenidas con la
coordenada C*. Aun asi, las tres coordenadas de color objetivo (L*, C*y H*)
presentaron coeficientes modestos con los atributos sensoriales estudiados, por
lo que el andlisis de color CIELAB en la carne cocinada no mostré ser tan eficaz
para evaluar su deterioro como en el caso de la carne cruda, debido
probablemente a la mayor distorsién de los valores de reflectancia en muestras

de carne picada cocinada con respecto a la de la carne integra.

En definitiva, los pardmetros que mejor se correlacionaron con la
valoracion de la frescura fueron: olor propio > sabor propio > sabor recalentado >
color propio > TBARS > olor recalentado > olor rancio > sabor recalentado > C* >
L* > H*. Por tanto, se confirmd que el deterioro de la calidad de la carne
cocinada durante su almacenamiento estuvo claramente asociado con el grado

de oxidacion de la grasa y, en menor medida, del deterioro del color.
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Tabla 43. Coeficientes de correlacién de Pearson (R) entre indice TBARS, coordenadas CIELAB y atributos sensoriales, en carne

cocinada de cordero almacenada en aerobiosis y refrigeracion.

TBARS L* C* H* CP oP OR ORE SP SR SRE
L* 0,417
o 0,617  -0,23"7
H* 0,377 0,317  -0,18"

CP -0,86"" -0,42™ 0,507 -0,30™

oP -0,90™ -0,38™ 0,54~ 0,34 0,907
OR 0,85 0,38™ -0,49™ 0,317 -0,84™  -0,90™
ORE 0,89 0,417 -0,49™ 0,52 -0,86°  -0,937 0,87

*

SP -0,89™ 0,37 0,52 -0,30™ 0,89™ 0,977 -0,93" -0,90™

SR 0,84~ 0,397 -0,49™ 0,37 -0,837  -0,907 0,977 0,87 -0,92
SRE 0,89™ 0,397 -0,49™ 0,497 0,877  -0,93" 0,88™ 0,97 -0,91™ 0,897
F -0,90™ -0,377 057" -0,21" 0,917 0,94 -0,89"  -0,907 0,937 0,877  -0,927

Niveles de significacion: *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; " P>0,05 (no significativo).
TBARS: indice de sustancias reactivas al 4cido tiobarbittrico; L*: Luminosidad; C*: Chroma; H*: &ngulo Hue; CP: color propio; OP:
olor propio; OR: olor rancio; ORE: olor recalentado; SP: sabor propio; SR: sabor rancio; SRE: sabor recalentado; F: frescura.

Casos incluidos: 216.
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5.5.Comparativa de los ensayos primero, segundo y tercero.

Finalmente se procedid a comparar los efectos (tomando como referencia
las muestras Control de cada experimento) para tener una mejor visualizacion y
compresion de los resultados obtenidos y comentados en los tres capitulos

anteriores.

Las Tablas 44 y 45 resumen los resultados obtenidos en la carne cruda a
7 y 14 dias de almacenamiento, momento en que se produjo el deterioro

definitivo de la misma, procedente de los tres experimentos anuales.

Tabla 44. Comparacion de efectos de los diferentes tratamientos dietéticos a
base de extracto de romero realizados en corderos de engorde. Carne cruda

envasada en atmadsfera protectora.

i ER 2:1 ER 1:1
Dia -4 -1 -1 -1
600 mg kg 600 mg kg~ 400 mg kg 200 mg kg
7 +++ +++ ++ +
TBARS
14 ++ +++ + +
7 - - - -
Luminosidad L*
14 - - + +
7 - - - -
Rojo-verde a*
14 - + + +
7 - - - -
Amarillo-azul b*
14 - - + +
7 - - - -
Tinte C*
14 - ++ + +
7 - - - -
Tono H*
14 - ++ + +
7 - - - -
pH
14 - - - -
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Tabla 44 continuacion.

ER 2:1 ER 1:1
Dia
600 mg kg-1 600 mg kg® 400 mg kg® 200 mg kg™
7 - - + +
Mesofilos totales
14 - - + +
7 - - - -
Psicrdfilos totales
14 - + + +
7 - - - -
Mohos y levaduras
14 - - - +
7 - - - -
Enterobacterias
14 - - - =
7 - - - -
Color magro
14 + ++ + +
7 - - - -
Color grasa
14 - - + +
7 - - - -
Exudados
14 - - - -
7 = ++ - -
Olor propio
14 - - + +
7 - - - -
Olor rancio
14 + ++ + +
7 - + + -
Frescura
14 - ++ + +

+ Efecto; - sin efecto.
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Tabla 45. Resumen de resultados de los tres experimentos (Exp.) obtenidos en

carne cruda de cordero.

Dosis

Exp. Ratio .
(mg kg™)

1 2:1 600

2 1:1 600

Andlisis
Fisico-Quimico
y Microbiolégico

- Fuerte reduccion
de la oxidacioén
lipidica.

- Moderado efecto
antimicrobiano.

- Ligera mejora de la
estabilidad del color
objetivo.

- Fuerte reduccion
de la oxidacioén
lipidica.

- Moderado efecto
antimicrobiano.

- Ligera mejora de la
estabilidad del color
objetivo.

- Fuerte reduccion
de la oxidacion
lipidica.

- Reduccion de la
oxidacién proteica.

- Moderado efecto
antimicrobiano.

- Mejora de la
estabilidad del color
objetivo.

Analisis Sensorial

- Moderado retraso
del deterioro del color
del magro y del color
de la grasa.

- Ligera prevencion
del desarrollo del olor
rancio.

- Moderado retraso
del deterioro del color
del magro y de la
pérdida del olor
propio.

- Ligera prevencion
del desarrollo del olor
rancio.

- Retraso del deterioro
del color del magro,
color de la grasa y
olor propio.

- Prevencion del
desarrollo del olor
rancio.
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Las Tablas 46 y 47 resumen los resultados obtenidos en la carne picada
cocinada a 2 y 4 dias de exposicion, momento en que se produjo el deterioro

definitivo de la misma, procedentes de los tres experimentos anuales.

Tabla 46. Comparacion de efectos de los diferentes tratamientos dietéticos a

base de extracto de romero realizados en corderos de engorde. Carne picada

cocinada expuesta en condiciones de catering.

ER 2:1
Dia
600 mg kg™

2 -
TBARS

4 -

2 -
Luminosidad L*

4 -

2 +
Rojo-verde a*

4 +

2 -
Amarillo-azul b*

4 -

2 +
Tinte C*

4 +

2 +
Tono H*

4 +
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200 mg kg™
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Tabla 46 continuacion.

ER 2:1 ER 1:1
Dia
600 mg kg* 600 mgkg® 400 mgkg! 200 mg kg™

2 - - - -
Color

4 - - - -

2 = + + =
Olor

4 - + = -

2 - - - -
Olor rancio

4 - + - -

2 - - + -
Olor recalentado

4 - + - -

2 - + - -
Sabor

4 - + - -

2 - + + -
Sabor rancio

4 - + = -

2 - - - -
Sabor recalentado

4 - - - -

2 - - - -
Terneza

4 - - - -

2 - - - -
Jugosidad

4 - - - -

2 - - - -
Frescura

4 - - - -

+ Efecto; - sin efecto.
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Tabla 47. Resumen de resultados de los tres experimentos (Exp.) obtenidos en

carne picada cocinada de cordero.

_ Dosis  Dias de Analisis o _
Exp. Ratio P Analisis Sensorial
(mgkg™) control  Fisico-Quimico
1 2:1 600 0,2,4 -Moderado - Sin efecto.
retraso del
deterioro del

color objetivo.

2 1:1 600 0,2,4 - Reduccion de - Retraso del deterioro del
la oxidacién olor y sabor a carne

lipidica. cocinada.

- Prevencion del desarrollo
de rancidez y sabor a

recalentado.

3 1:1 200/400 0,2,4 - Sin efecto. - Ligero retraso del
deterioro del olor a carne
cocinada (con dosis de
400 mg kg™).

- Ligera prevencion del
desarrollo del olor
recalentado y del sabor

rancio (con dosis de 400

mg kg™).

+ Efecto; - sin efecto.
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6. DISCUSION.

La carne cruda se caracteriza por ser un producto altamente perecedero
cuya calidad puede verse alterada durante los periodos de almacenamiento,
exposicion y venta, debido principalmente a fendmenos de tipo oxidativo y/o
microbiolégico. Frente a estos fendmenos suelen establecerse medidas

preventivas con el fin de extender lo maximo posible su tiempo de vida comercial.

Las carnes rojas, como la de cordero, son envasadas en MAP con
elevados porcentajes de oxigeno (70% - 80%), para favorecer la formacion de
oximioglobina y producir un deseado enrojecimiento de la carne (Kerry y col.,
2006), y de dioxido de carbono (20% - 30%), el cual es absorbido por el agua y
los lipidos de la carne, logrando su efecto conservante cuando alcanza niveles
de saturacion o equilibrio (Gill y Penney, 1988), capaces de inhibir el crecimiento
de la mayoria de las bacterias del deterioro, responsables de la formacién de
colonias en superficie y de la produccion de olores putridos y relacionados con la

descomposicion de la carne (Jakobsen y Bertelsen, 2002).

La carne envasada se suele exponer en vitrinas refrigeradas iluminadas
gue a su vez permiten controlar el crecimiento de microorganismos patdogenos y
alterantes durante su comercializacion (Zhou y col., 2010). La RTS especifica un
recuento de 6 log ufc g como limite maximo legal de aerobios meséfilos totales
en carnes refrigeradas. Las principales bacterias psicréfilas capaces de alterar la
carne cruda envasada en esta MAP son algunas bacterias pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae (géneros Serratia spp. y Proteus spp. principalmente),
bacterias acido-lacticas (géneros Lactobacillus spp., Carnobacterium spp. y
Leuconostoc spp.) y Brochothrix thermosphacta (Esmer y col., 2011; Doulgeraki
y col., 2012), entre otras, que suelen conformar los recuentos bacterianos de las
carnes crudas refrigeradas. Las enterobacterias y las bacterias patégenas mas
comunes presentes en la carne (E. Coli y Salmonella spp.) son inhibidas bajo
estas condiciones de almacenamiento, condiciones que, a su vez, hacen que la

proliferacion de mohos y levaduras sea irrelevante (McMillin, 2008).

El uso de atmosferas ricas en oxigeno y diéxido de carbono ha

demostrado ser muy eficaz para controlar la calidad microbiologica de la carne
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cruda de cordero (Lauzurica y col., 2005; Berruga y col., 2005; Nieto y col., 2010%,
2010°; Moran y col., 2012 Fernandes y col., 2014).

Sin embargo, la alta concentracion de oxigeno en los envases y la accion
prooxidante de la luz fluorescente fomentan los procesos de desnaturalizacion y
oxidacion de las proteinas y lipidos musculares, con la formacion gradual de
metamioglobina, la consecuente decoloracion y el desarrollo de rancidez, los
cuales serian los principales factores limitantes de la vida util de la carne. Todos
estos procesos pueden conducir a una serie de alteraciones sensoriales, como el
pardeamiento del tejido muscular magro, el oscurecimiento de la grasa
intramuscular e intermuscular, la pérdida de liquidos por exudacién de agua y
otros componentes disueltos, la desaparicion del tipico olor a sangre o metélico y
el desarrollo del olor rancio. El tiempo durante el cual el lomo crudo de cordero
puede permanecer aceptable almacenado en las condiciones ensayadas (MAP,
refrigeracion e intensa iluminacion) seria de 8-9 dias (McMillin, 2008; Soldatou y
col., 2009; Nieto y col., 2010°; Karabagias y col., 2011; Bafién y col., 2012). El
deterioro del color y el olor se producirian de forma casi simultdnea en la carne
cruda envasada en MAP rica en oxigeno y diéxido de carbono (Nieto y col.,
20107, 2010).

Para la monitorizacion de la oxidacion de la carne roja durante suelen
emplearse diversos parametros objetivos. Los cambios en el valor del tinte y en
particular, del angulo H* suelen aportar una buena informacién sobre el
pardeamiento gradual de la carne y ademas presentan una buena correlaciéon
con el contenido en metamioglobina de la misma (Ripoll y col., 2011). El indice
TBARS es el método mas utilizado para cuantificar grosso modo el grado de
oxidacion lipidica en la carne. Soldatou y col. (2009) indicaron que la rancidez
podia ser detectada en la carne cruda de cordero cuando el indice TBARS
alcanzaba valores mayores de 4,4 mg MDA kg™, dependiendo obviamente de la
experiencia y la sensibilidad de los panelistas. Como se ha indicado
anteriormente, las condiciones prooxidantes del almacenamiento de la carne
alteran las mioproteinas, pudiendo afectar al grado de exudacion y/o al flavor de
la carne (Jayasingh y col., 2002; Fernandes y col., 2014). Se han detectado

niveles de carbonilos superiores a 4,5 nmol mg™ en proteinas miofibrilares en
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carne deteriorada de cordero, sin embargo, hasta la fecha no ha sido establecido
ningun valor limite de aceptacion para la oxidacion de proteinas (Estévez, 2011).
La medida de capacidad de retencién de agua es otro pardmetro muy empleado
para cuantificar la exudacion y valorar el aspecto de las carne cruda envasada, sSi
bien la exudacion de la carne fue irrelevante en las condiciones ensayadas.
Otros autores han encontrado valores de CRA entre el 16% y el 22% en carne
de cordero envasada en condiciones similares (Moran y col., 2010%). Otros
parametros mas especificos utilizados para evaluar el grado de oxidacion de la
carne son la determinacion de diferentes VOCs (Volatile Organic Compounds) y

COPs (Cholesterol oxidation products).

Los fendbmenos microbiolégicos de deterioro van a tener una escasa
importancia en la carne cocinada expuesta en condiciones de catering, aunque,
bacterias lacticas u otras podrian proliferar en los productos envasados a vacio o
en atmosferas modificadas. La carne cocinada refrigerada sufre una intensa
oxidacién en contacto con el aire, que altera rapidamente su olor y sabor. El
propio cocinado provoca la desnaturalizacion de las mioproteinas y la
degradacion del grupo hemo. La alteracion de los grupos hemo de las
mioproteinas produciria una liberacién masiva de iones Fe?* que aumentaria la
concentracion de hierro libre (Chen y col., 1984), lo cual favorece a su vez los
cambios en la permeabilidad de la membrana y la salida de estos iones Fe?" y de
otros cationes divalentes que son los principales catalizadores de las reacciones

de oxidacion de los lipidos de la carne (Mielche y Bertelsen, 1993).

Ademas, el calentamiento afecta a la compartimentacion celular, alterando
las membranas musculares y liberando acidos grasos poliinsaturados que
constituyen los fosfolipidos de la membrana, lo cual puede facilitar la interaccién
de los é&cidos grasos insaturados con agentes oxidantes, tales como Fe?
liberados y otros cationes divalentes (Mielche y Bertelsen, 1993; Hernandez y
col., 1999), promoviendo y acelerando las reacciones de oxidacion lipidica,
favoreciendo el desarrollo de rancidez y provocando un rapido deterioro de la
calidad de la carne (Chen y col., 1984; Tichivangana y Morrissey, 1985). Cabe
indicar que existe una estrecha interrelacion entre los distintos fendmenos

oxidativos que ocurren de forma simultanea en la carne (Estévez y Cava, 2004).
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Otros factores que también pueden fomentar las reacciones de oxidacion
en la carne cocinada serian el picado previo y el mayor o menor contenido en
grasa, junto con el tiempo y las condiciones de almacenamiento mas o menos
prooxidantes de la carne tras el cocinado. En la actualidad cada vez esta mas
extendida la comercializacion y distribucion de platos preparados a base de
carne, por lo que se opt6 por emplear condiciones de exposicion similares a las
de los comedores colectivos donde el publico accede directa o indirectamente a
los platos cocinados expuestos en lineales o vitrinas. Los platos cocinados
pueden pasar horas, e incluso dias, desde que son elaborados hasta que son
consumidos en este tipo de sistemas. A medida que transcurre mas tiempo tras
el cocinado, se va produciendo una pérdida de la aceptacion debido
principalmente al progresivo deterioro del olor y sabor y, en menor medida, a la
alteracion del aspecto (Ramarathnam y col.,, 1993). Ademas, como se ha
indicado anteriormente, la carne cocinada o recalentada es muy sensible a la
oxidacion lipidica, que genera compuestos volatiles responsables del deterioro
del flavor y de la aparicion de la rancidez (Reid y col., 1993; Gil, 2002). El valor
umbral de MDA a partir del cual la carne cocinada de ternera comienza a ser

inaceptable ha sido establecido en 2,3 mg MDA kg™ (Campo y col., 2006).

Las hamburguesas cocinadas presentaron una fuerte tendencia a la
oxidacién y, mas concretamente, a generar olores y sabores rancios y a
recalentado. El enranciamiento fue claramente detectado por el panel, alterando
el flavor de la carne en poco mas de dos dias, momento en el cual el flavor
rancio y a recalentado llegdé a predominar sobre el flavor propio de la carne
cocinada. Existen diferentes causas que pueden contribuir a intensificar la
oxidacion de la carne cocinada. En primer lugar, el picado aumenta
considerablemente la superficie de contacto y favorece la presencia de oxigeno
ocluido en la carne. El cocinado es probablemente el principal factor prooxidante
en este caso. La carne cruda practicamente carece de compuestos volatiles y de
olor propio, de modo que practicamente todos los compuestos volatiles
responsables del flavor de la carne cocinada de cordero se van a generar
durante el tratamiento térmico, incluidos algunos compuestos indeseables, como
determinados aldehidos, alcoholes y otros compuestos de la oxidacion lipidica

asociados al flavor rancio y a recalentado (Almela y col., 2009). La exposicién en
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aerobiosis e iluminaciéon durante horas o dias también ejerceria una fuerte accion
prooxidante sobre las hamburguesas cocinadas, a pesar de estar refrigeradas.
Otros cambios observados en la carne cocinada, como el oscurecimeinto de la
superficie y la pérdida de jugosidad, podrian explicarse en parte por los
fendmenos de oxidacion y deshidratacion favorecidos por la ventilacion del aire
en las vitrinas, al estar las hamburguesas envasadas con film permeable al vapor

de agua.

Como se ha visto, los fendmenos de tipo oxidativo serian los principales
responsables del deterioro de la carne de cordero, ya que la calidad
microbiolégica de la misma estaria asegurada por las condiciones de envasado
en el caso de carne cruda, y por el tratamiento térmico en el caso de carne
cocinada. Por tanto, el objetivo primordial de la suplementacion dietética de los
ovinos seria mejorar el estatus antioxidante de la carne de cordero, tanto cruda,
como cocinada, para lograr extender lo maximo posible su tiempo de vida Uutil.
Para ello es fundamental emplear compuestos con actividad antioxidante que
cumplan una serie de premisas, en concreto, que sean biodisponibles para los
ovinos y con una adecuada tasa de deposicibn muscular, que presenten
actividad antioxidante sobre la carne procesada y, a ser posible, que sean
termoestables para poder permanecer activos tras el cocinado. Por este motivo,
para el presente trabajo de investigacidbn se seleccionaron dos extractos
liposolubles de romero ricos en acido carndsico y carnosol, los dos compuestos
polifendlicos mas abundantes en el romero y con mayores posibilidades de

cumplir las premisas antes citadas.

Los mecanismos de accion antioxidante de los compuestos polifendlicos
son bien conocidos. El &cido carnosico y el carnosol serian responsables del
90% del potencial antioxidante de los extractos de romero (Aruomay col., 1992;
Frankel y col., 1996). Ambas moléculas pueden ser depositadas en el musculo
de cordero en concentraciones capaces de inhibir la oxidacion del mismo
(Mofiino y col., 2008; Jordan y col., 2014). Ambos diterpenos pueden inhibir las
reacciones en cadena de oxidacion de los lipidos gracias a sus anillos fendlicos,
inhibiendo la formacion de radicales libres y especies reactivas de oxigeno, tanto

en alimentos, como en sistemas biologicos (Aruoma y col.,, 1992). Ademas,
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pueden actuar como agentes quelantes de metales (Makris y Rossiter, 2000) y
ejercer un efecto positivo sobre la ordenacion lipidica y sobre la cubierta

fosfolipidica de las membranas celulares (Pérez-Fons y col., 2009).

Los diterpenos acido carnésico y carnosol son a su vez compuestos
bioactivos capaces de inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas, Gram
negativas y de levaduras (Moreno y col., 2006; Jordan y col., 2012), gracias a su
accion sobre las membranas celulares de los microorganismos (Raccach, 1984).
Ambos compuestos pueden interactuar con las membranas celulares
bacterianas deformando su estructura y alterando su funcionalidad (Fung y col.,
1977), favoreciendo la filtracion de sus componentes celulares, provocando
cambios en sus acidos grasos, proteinas y fosfolipidos constituyentes (Pérez-
Fons y col., 2009), interrumpiendo la funcién de las mitocondrias, el transporte
de electrones y el metabolismo energético, disminuyendo la captaciéon de
nutrientes y provocando cambios en la sintesis del material genético (ADN y
ARN) (Nychas, 1995).

El cocinado podria transformar parte de los productos derivados de ambos
diterpenos depositados en el musculo y dar lugar a diversos productos de
degradacion, afectando a su potencial actividad antioxidante (Schwarz y Ternes,
1992). Por lo tanto, hay que tener en cuenta que una dosis de extracto efectiva
para retrasar la oxidacion en la carne cruda podria no resultar efectiva en la
carne cocinada. Aunque no se dispone de estudios sobre estabilidad térmica de
los polifenoles del romero en matrices carnicas, se sabe que éstos podrian ser
bastante estables a las temperaturas habituales de cocinado, ya que han
demostrado cierta capacidad para prevenir la oxidacion y el enranciamiento en
estudios de vida ultil realizados en filetes cocinados de cordero, los cuales se
conservaron en condiciones similares a las del presente estudio (Nieto y col.,
2011%).

Como se ha documentado, los estudios realizados sobre la mejora de la
calidad de la carne de animales de abasto mediante la suplementacion dietética
con compuestos y extractos de origen vegetal (tocoferol, carotenos, catequinas,
etc.) son numerosos, al igual otros referentes a la adicion exdégena de romero y

sus derivados a productos carnicos para mejorar la conservacion de éstos. Sin
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embargo, hasta la fecha, los estudios especificos sobre el empleo del romero

como suplemento dietético son escasos.

Los estudios disponibles que abordan la suplementacion dietética de los
ovinos, madres y/o corderos, con derivados del romero con el objeto de mejorar
la calidad de carne son los trabajos de Caputi-Jambrenghi y col. (2005), Nieto y
col. (20107, 2011%), Moran y col. (20122, 2012°, 2013), Smeti y col. (2013) y
Vasta y col. (2013). En dichos estudios se han investigado, tanto subproductos
de la industria del romero (hoja libre de aceite esencial), de los cuales se
obtienen los extractos ricos en acido carndsico y carnosol, como principios

activos (acido carndsico) y aceites esenciales.

Caputi-Jambrenghi y col. (2005) emplearon un extracto de romero de
composiciéon desconocida en corderos pesados de raza “Gentile di Puglia”,
empleando dosis de 500 y 1000 mg por kg de pienso. Estos autores analizaron
lomo crudo fileteado envuelto en film de polietiieno y almacenado en
refrigeracion (0 - 4 °C) y aerobiosis hasta 7 dias, y sugirieron una posible relacion
dosis-efecto en la utilizacion del extracto, al observar que el uso de la dosis mas
alta del mismo mejoro la estabilidad del color, analizado mediante el sistema
Hunter Lab, y previno el deterioro lipidico del musculo, analizado mediante el
indice TBARS, mientras que el uso de la dosis mas baja no afecté al color de la
carne y Unicamente de forma leve a su nivel de oxidacion lipidica. Ademas, en
este estudio también se observo que la suplementacién con 500 mg de vitamina
E por kg de pienso resulté efectiva para mejorar la estabilidad del color y reducir
la oxidacion lipidica en la carne cruda almacenada bajo las condiciones

indicadas.

Nieto y col. (20102, 2011%) llevaron a cabo un estudio muy similar al
nuestro en carne de cordero de raza Segurefia, empleando, en este caso, hoja
de romero libre de aceite esencial, un subproducto de la industria del romero. El
objetivo fue evaluar el efecto conservante sobre la carne de cordero cruda y
cocinada de la suplementacion dietética de las ovejas durante la gestaciéon y la
lactancia con dos niveles diferentes de hoja de romero libre de aceite esencial,
incorporada al pienso en cantidades considerables, concretamente un 10% y un

20%. Aunque la composicion en polifenoles de la hoja destilada de romero no
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fue detallada, si lo fue la riqueza en polifenoles procedentes del romero en el
pienso (ver Tabla 2), encontrando que era particularmente rica en acido
carndsico y carnosol. El lomo de los corderos fue fileteado y envasado en
atmosfera modificada (70/30 O,/CO,) y almacenado en condiciones de venta al
por menor (4 £ 2 °C y 620 Ix) hasta 21 dias. Como en el presente estudio, la
suplementacion de las ovejas con subproducto de romero estabilizé el color,
rebajé aproximadamente a la mitad los niveles de MDA de la carne, retraso la
aparicion del olor rancio y también redujo los recuentos de aerobios mesofilos
totales, psicrofilos totales y mohos y levaduras. Para estudiar la estabilidad de la
carne cocinada se emplearon filetes de pierna expuestos en similares
condiciones de catering. La suplementacion dietética con subproducto de romero
también permitié reducir los niveles de oxidacion lipidica en este caso y, aunque
no resultd totalmente efectiva para evitar el deterioro sensorial de la carne
cocinada, si sirvio para retrasar levemente el enranciamiento de ésta. Estos
autores hicieron un segundo estudio con hoja destilada de tomillo (Nieto y col.,
2010°, 2011%). A diferencia del pienso de romero, el pienso de tomillo contenia
unos niveles bajos de carnosol (Mofiino, 2010) y resulté menos efectivo que el
pienso de romero para extender la vida comercial de la carne cruda y cocinada.
Esta informacion resultdé clave para disefar los extractos de romero tipificados

empleados en el presente estudio.

Moran y col. (201223 2012°, 2013) investigaron el potencial del &cido
carnésico dietético como conservante en carne cruda y cocinada de cordero.
Para ello incorporaron dicho compuesto, en dosis de 600 y 1200 mg kg™, al
pienso de corderos ligeros de raza Merina los cuales fueron suplementados
durante 49 dias. Los musculos longissimus thoracis, longissimus lumborum y
gluteus medius fueron empleados para el estudio de carne cruda y el musculo
vastus intermedius para el estudio de carne cocinada. La carne cruda fue
fileteada, envasada en MAP (35/35/30 O,/CO,/N,) y almacenada en refrigeracion
(3 + 1 °C) bajo luz fluorescente (12 h dia™) hasta 14 dfas. La suplementacién con
acido carnésico permitioé reducir los niveles de MDA, pero no modificé el perfil de
acidos grasos de la carne cruda, ademas, demostré ser poco efectiva para evitar
el deterioro del color (CIELAB), para reducir la oxidacion proteica (POx) y para

reducir los recuentos de Pseudomonas, psicrofilos totales, enterobacterias y
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bacterias acido-lacticas. También se realiz0 un andlisis sensorial de la carne
recién cocinada (prueba triangular), no apreciandose en ningun caso diferencias
organolépticas atribuibles al tratamiento dietético. Aun asi, la suplementacion
con &cido carnosico si resultd efectiva en otros analisis donde la carne fue
cocinada tras varios dias de almacenamiento en condiciones de venta al por
menor, ya que redujo la formacion de COPs en carne almacenada 7 dias, se
mejoré el perfil de VOCs (con la dosis de 600 mg kg™) en carne almacenada 3
dias y aumento la terneza en carne almacenada 0, 7 y 14 dias, resultados que
podrian poner de manifiesto la termoestabilidad del acido carndsico en la carne
cocinada. Por otro lado, estos autores tampoco observaron una reduccion del
deterioro microbiolégico ni de la oxidacion proteica, derivadas de la
suplementacion con vitamina E en una dosificacion de 600 mg por kg de pienso,
en la carne cruda. Sin embargo, dicha suplementacion si resulté efectiva para
mejorar la estabilidad del color (CIELAB) y reducir de forma destacada la
oxidacion lipidica (TBARS) en la carne cruda, y para disminuir la formacion de
COPs, mejorar el perfil de volatiles y aumentar el grado de terneza en la carne

cocinada.

Vasta y col. (2013) estudiaron la composicién de la grasa intramuscular y
el perfil de compuestos organicos volatiles de carne cruda de corderos de raza
Barbarine suplementados dietéticamente con 400 mg kg™ de aceite esencial de
romero, no observando diferencias atribuibles a dicho tratamiento. Smeti y col.
(2013) también estudiaron el efecto de la inclusién de aceite esencial de romero
en la dieta de corderos de raza Barbarine, en este caso empleando una dosis de
600 mg kg™, con el objetivo de mejorar la estabilidad de la carne durante el
almacenamiento. Estos autores tampoco observaron diferencias en los niveles
de MDA asociadas a la suplementacion, ni en las coordenadas de color CIELAB
de carne cruda envasada con film permeable al oxigeno y almacenada en
refrigeracion (4 °C) y oscuridad hasta 9 dias. Ademas, tampoco apreciaron
ninguna mejora en la valoracion sensorial de la carne horneada (180 °C)
atribuible al tratamiento dietético. Los resultados de estos dos estudios sugirieron
gue el aceite esencial de romero podria ser, en las dosis ensayadas, poco

efectivo como suplemento dietético para mejorar la calidad y la capacidad
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conservante de la carne de cordero, a pesar de ser el componente de mayor

valor econdmico de la planta.

Ademas de los ya comentados, existen otros estudios de suplementacién
dietética de ovinos con tocoferol (Vitamina E) para la mejora de la conservacion

de la carne.

Macit y col. (2003%) observaron que la suplementacion de corderos de la
raza Awassi con 45 mg de vitamina E por animal y dia, durante 75 dias, no
produjo una mejora en el color (CIELAB) pero si permitié reducir la oxidacion
lipidica (TBARS) en la carne cruda almacenada en aerobiosis, refrigeracion (4
°C) y bajo luz fluorescente hasta 12 dias. En un estudio similar a éste,
diferenciado Unicamente en la raza de los corderos (raza Morkaraman en lugar
de Awassi), Macit y col. (2003) indicaron que la suplementacion con Vitamina E
no solo resultdé efectiva para reducir la oxidacion lipidica en la carne, sino que
también lo fue para mantener el color rojo de ésta, al mejorar los valores de la

coordenada a* durante el almacenamiento.

Lauzurica y col., (2005) ensayaron tres niveles de suplementacién con
vitamina E (250, 500 y 1000 mg por kg de pienso) en corderos de raza
Manchega, indicando que la utilizacion de la menor de las tres dosis permitié
reducir la oxidacion de la grasa (TBARS) y de los pigmentos (CIELAB) en la
carne cruda envasada en MAP (70/30 O,/CO,), almacenada en refrigeracion (2
1 °C) y en ausencia de luz hasta 14 dias. Ademas, estos autores observaron que
mediante la utilizacion de la mayor de las tres dosis se logré obtener estos
mismos resultados tras 28 dias de almacenamiento. Sin embargo, el uso de la
Vitamina E no afectd en ningln caso a los recuentos microbiolégicos de aerobios

mesofilos totales, bacterias acido-lacticas y enterobacterias en la carne.

Ripoll y col. (2011) indicaron que la suplementacion de corderos con 500
mg de vitamina E por kg de pienso aumento la estabilidad del color (CIELAB) y
redujo el nivel de oxidacion de lipidos (TBARS) y el porcentaje de
metamioglobina en la carne cruda envasada en MAP (40/30/30 O,/CO,/Ar) y

almacenada en refrigeracion (4 °C) y ausencia de luz hasta 13 dias.
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Kasapidou y col. (2012) ensayaron varias dosificaciones con vitamina E
(30, 60, 120, 250 y 500 mg por kg) en el pienso de corderos cruzados de las
razas Suffolk y Charolais, observando que uUnicamente el empleo de las dos
dosis mas altas permitioé reducir el deterioro del color (CIELAB) y de la oxidacion
lipidica (TBARS) en la carne cruda envasada en MAP (75/25 0,/CO,) y

almacenada en refrigeracion (1 °C) y en ausencia de luz hasta 6 dias.

Rivas-Cafiedo y col. (2013) indicaron que la suplementacién dietética de
corderos de raza Manchega con vitamina E (300 mg por kg de pienso) retrasé
los fendmenos oxidativos en la carne cruda envasada en MAP (70/30 O,/CO,),
refrigerada (4 °C) y en ausencia de luz hasta 6 dias, basando sus conclusiones
en la mejora atribuible al tratamiento observada en el perfil de voléatiles de la

carne tras su cocinado.

Por altimo, Ripoll y col. (2013) estudiaron la suplementacion dietética de
corderos de la raza Rasa Aragonesa con vitamina E (500 mg por kg de pienso)
en etapas de finalizacién de distinta duracion (suplementaciéon desde 10, 20 6 30
dias antes del sacrificio). Estos autores observaron que el tratamiento dietético
permiti6 mejorar la estabilidad del color (CIELAB y Metamioglobina) y reducir la
oxidacion lipidica (TBARS) con las dos etapas de finalizacion de mayor duracion,

lograndose resultados mas modestos con la etapa de 10 dias.

Por otro lado, también son numerosos los estudios donde han sido
evaluados otros compuestos y extractos de origen vegetal como suplementos

dietéticos con potencial capacidad conservante de la carne de cordero.

Simitzis y col. (2008) observaron que la inclusion de aceite esencial de
orégano, pulverizado en el pienso de corderos de raza Chios a razén de 1 ml por
kg de pienso, permiti6 aumentar la estabilidad del color (CIELAB) y reducir la
oxidacion lipidica (TBARS) en la carne almacenada, tanto en refrigeracion (4 °C)

hasta 9 dias, como en congelacion (-20 °C) hasta 4 meses.

Luciano y col. (2009) indicaron que la suplementacion dietética de
corderos de raza Comisana con taninos de quebracho colorado (Schinopsis
lorentzii), especie arboOrea nativa de Sudamérica, en una dosis del 8,9% en el

pienso, permitié estabilizar el color (CIELAB) de la carne cruda envasada en
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MAP (80/20 O,/CO,) y almacenada en refrigeracion (4 °C) y ausencia de luz
hasta 14 dias. Sin embargo, dicho tratamiento no afecté a la oxidacion lipidica
(TBARS) de la carne.

Nieto y col. (2010°, 2011°) observaron que la inclusién de hojas de tomillo,
en dosificaciones del 3,7% y 7,5%, en el pienso de ovejas de raza Segurefia,
durante las etapas de gestacion y lactacion, permitid reducir los recuentos
microbioldgicos (aerobios mesofilos totales y psicrofilos totales), disminuir el
grado de oxidacion lipidica (TBARS) y mejorar la calidad sensorial de la carne
cruda de sus corderos, envasada en MAP (70/30 O,/CO,) y almacenada en
refrigeracion (4 + 2 °C) bajo luz fluorescente (620 Ix) hasta 21 dias. Ademas, la
mas alta de las dos dosificaciones mejor6 también la estabilidad del color
objetivo (CIELAB). En este mismo estudio, estos autores observaron que el
tratamiento dietético también redujo la oxidacion lipidica (TBARS), mejoro el
perfil de VOCs y retrasé el deterioro de la calidad sensorial de la carne cocinada
(72 °C) de los corderos, almacenada en aerobiosis, refrigeracion (4 + 2 °C) y
bajo intensa iluminacion (620 Ix) hasta 4 dias.

Jerénimo y col. (2012) indicaron que la suplementacion dietética de
corderos de raza Merina con extracto de semilla de uva y con hojas y tallos de
jara pringosa (Cistus ladanifer L.), arbusto nativo de la cuenca del Mediterraneo,
en dosificaciones en el pienso del 2,5% y 25%, respectivamente, permitio reducir
los niveles de oxidacion lipidica (TBARS) en la carne almacenada en aerobiosis,
refrigeracion (2 °C) y bajo intensa iluminacion hasta 7 dias. Sin embargo, dicha
suplementacion no resulto efectiva para estabilizar el color (CIELAB) de la carne

cruda ni para mejorar las caracteristicas sensoriales de la carne cocinada.

Rivas-Cafiedo y col. (2013) observaron, en el estudio indicado
anteriormente, que la suplementacion con extracto de vino tinto (900 mg por kg

de pienso) también retraso los fenomenos oxidativos en carne cruda de cordero.

Luciano y col. (2013) indicaron que la suplementacion del pienso de
corderos de raza Appenninica con orujo de oliva, en una dosis del 35%, mejord

la estabilidad oxidativa (TBARS y COPs) en carne cruda envasada en MAP
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(80/20 O,/CO,) y almacenada en refrigeracion (4 °C) y ausencia de luz hasta 11

dias.

Andrés y col. (2014) observaron que la suplementacion dietética de
corderos de raza Merina, con una dosis de 2000 mg de quercetina por kg de
pienso, mejord la estabilidad del color (CIELAB) y redujo la oxidacién lipidica
(TBARS) y los recuentos de psicrofilos totales en la carne cruda almacenada en
aerobiosis, refrigeracion (3 £ 1 °C) y bajo luz intensa hasta 14 dias. Ademas,
dicho tratamiento también permitié reducir el contenido de COPs de la carne una
vez cocinada (75 °C), sin embargo, no afectdé a su perfil de volatiles y determin6
un empeoramiento de su textura instrumental, al producir un descenso en su

nivel de terneza.

Inserra y col. (2014) indicaron que la suplementacién del pienso de
corderos de raza Comisana con pulpa seca de frutos citricos, en dosis del 24% y
35%, no mejoro la estabilidad del color (CIELAB) en la carne cruda, almacenada
en aerobiosis, refrigeracion (4 °C) y oscuridad hasta 6 dias, pero si resultd
efectiva para reducir la oxidacion lipidica (TBARS) en la misma. Gravador y col.
(2014) demostraron la eficacia de dicho tratamiento dietético para reducir la
oxidacion de proteinas (POx) en un estudio realizado con las mismas

condiciones.

En dltimo lugar, cabe sefialar que también existen estudios basados en la
suplementacién dietética con romero y derivados realizados con otras especies
distintas del cordero, los cuales consideramos interesantes detallar a pesar de
gue sus resultados puedan no ser extrapolables a los obtenidos en la presente
tesis.

Lépez-Bote y col. (1998) estudiaron el efecto de la suplementacion
dietética de pollos con oleorresina de romero, en dosis de 500 mg kg™ en el
pienso, sobre la oxidacion de lipidos (TBARS) y sobre la formacion de COPs en
la carne envuelta en film y conservada en diversas condiciones de
almacenamiento: refrigerada (4 °C) hasta 9 dias, congelada (-20 °C) hasta 4
meses Yy refrigerada tras el cocinado (70 °C) hasta 4 dias, expuesta o no bajo luz

fluorescente en todos los casos. Estos autores observaron que el tratamiento
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con olerorresina resultd efectivo para mejorar la estabilidad oxidativa de la carne

en todos los casos.

Cullen y col. (2005) no observaron diferencias atribuibles a la
incorporacion de romero liofilizado al pienso de cerdos, en dosis de 1000 mg kg™

y 10000 mg kg, sobre los atributos sensoriales de la carne cocinada (80 °C).

O’grady y col. (2006) investigaron sobre la suplementaciéon dietética de
terneros con un extracto de romero con una relacién aproximada de 2:1 entre
acido carndsico (26,7%) y carnosol (12,1%), similar a la del extracto empleado
en el primer experimento de la presente tesis. La dosis ensayada fue de 1000
mg de extracto por animal y dia (durante 103 dias). Estos autores observaron
gue la inclusion del extracto en la dieta de los terneros no mejoré la estabilidad
oxidativa, estimada en base a los valores del indice TBARS y de las
coordenadas de color CIELAB, de la carne cruda almacenada en MAP (80/20
0,/CO,), refrigeracion (4 °C) y bajo luz fluorescente (616 Ix) hasta 8 dias. Dicha
sumplementacion tampoco redujo la oxidacion lipidica de la carne cocinada (72
°C) envasada, tanto en MAP (70/30 N,/CO,), como en aerobiosis, y almacenada
en refrigeracion e iluminada hasta 11 dias, ni mejoro las propiedades sensoriales

de la misma almacenada bajo dichas condiciones hasta 6 dias.

Govaris y col. (2007) estudiaron el efecto antioxidante y antimicrobiano
sobre la carne derivado de la inclusién de hojas deshidratadas y flores de romero
a la dieta de pavos, en dosificaciones de 5000 y 10000 mg kg™ en el pienso. A
consecuencia de dicha suplementacion, estos autores observaron una reduccién
de la concentracion de MDA y de los recuentos de aerobios mesofilos totales,
psicrofilos totales y enterobacterias en la carne cruda almacenada en aerobiosis,

refrigeracion (4 °C) y ausencia de luz hasta 12 dias.

Botsoglou y col. (2007) realizaron un experimento muy similar al anterior,
empleando también hojas deshidratadas de romero, en dosificaciones de 5000 y
10000 mg kg™, para suplementar el pienso de pavos. En este caso, gracias al
tratamiento dietético se redujeron los niveles de MDA, tanto en carne cruda,
como en carne cocinada (85 °C), almacenada en aerobiosis, refrigeracién (4 °C)

y ausencia de luz hasta 9 dias.
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Janz y col. (2007), por su parte, no encontraron diferencias atribuibles a la
incorporacion de aceite esencial de romero al pienso de cerdos, en una dosis de
500 mg kg®, sobre el grado de oxidacién lipidica (TBARS) ni sobre las
caracteristicas organolépticas de la carne cocinada (75 °C) y almacenada en

refrigeracion (0 - 1 °C) bajo iluminacion artificial hasta 4 dias.

Por dltimo, Haak y col. (2008) utilizaron una dosis baja (40 mg kg™*) de
extracto de romero con un porcentaje de diterpenos fendlicos y flavonoides del
7,2% para suplementar la dieta de cerdos. Estos autores indicaron, en base a
los resultados obtenidos mediante el andlisis de las coordenadas de color
CIELAB, el indice TBARS vy el indice POx, que dicho tratamiento no resultd
efectivo para mejorar la estabilidad oxidativa de la carne cruda y cocinada (70
°C), almacenada en aerobiosis, refrigeracion (4 °C) y bajo luz fluorescente (900

IX) hasta 8 dias.

La mayoria de los estudios dietéticos realizados para mejorar la capacidad
endogena de conservacion de la carne de cordero y de otras especies mediante
el empleo de derivados del romero coinciden en general en el gran valor de éste
como fuente de compuestos antioxidantes y/o antimicrobianos capaces de
depositarse en el tejido muscular a concentraciones suficientes para conservar la
carne procesada. No obstante, algunos de los estudios dietéticos realizados en
ovinos con romero difieren en sus resultados, probablemente debido a distintos
factores de variacion, como la distinta composicién de los productos dietéticos
ensayados, las diferencias de dosificacion y del periodo de administracion a los
ovinos, las diferencias en la alimentacién y la edad de los corderos muestreados,
o las diferencias en el procesado y la conservacion de la carne, entre otros. Este
hecho determinaria la importancia de poder controlar todo lo posible la
composiciéon de los extractos de romero y sus condiciones de uso en

alimentacion animal con el fin de garantizar su éxito como suplemento dietético.

En lo concerniente a la discusion de los resultados obtenidos en la
presente tesis, en general, la suplementacion dietética con los dos extractos de
romero testados claramente contribuyd a retrasar el pardeamiento de la carne
cruda envasada en atmosfera hiperoxigenada. Esto fue corroborado por las

medidas de reflectancia y la evaluacion sensorial. La figura 60 muestra
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explicitamente la mejora del color experimentada por la carne de cordero
suplementado con extracto de romero enriquecido en carnosol. Nieto y col.
(2010%) obtuvieron resultados similares empleando hoja libre de aceite esencial
con un alto contenido en acido carnosico y carnosol en ovejas getantes y
lactantes. Por el contrario, el efecto protector del color de otras dietas a base de
romero seria dudoso, bien sea empleando extractos (Caputi-Jambrenghi y col.,
2005), acido carnésico (Moran y col., 2012%) o aceite esencial (Smeti y col.,
2013). Por tanto, sélo algunas dietas a base de romero serian eficaces para

retrasar el pardeamiento de la carne cruda.

De todos los resultados obtenidos, quizas el dato mas concluyente fue la
dréstica reduccion de los niveles de MDA en la carne de cordero suplementado
con ambos extractos de romero, con independencia de la dosis en el caso del
extracto enriquecido con carnosol. Dicha reduccién también fue conseguida
empleando hoja libre de aceite esencial en ovejas (Nieto y col., 2010%), extracto
de romero (Caputi-Jambrenghi y col., 2005), acido carnésico (Moran y col.,
2012"), pero no con aceite esencial (Smeti y col., 2013), indicando que las dietas
a base de romero serian particularmente eficaces para inhibir la oxidacion de los
lipidos de la carne cruda. La suplementacion con extracto de romero enriquecido
en carnosol (desconocemos si también en el caso de extracto 2:1) también
demostro su eficacia para retrasar la oxidacion de las mioproteinas. Por ejemplo,
este hecho no se produjo en la carne cruda de cordero suplementado con acido
carnésico (Moran y col., 2012). La actividad antioxidante de ambos extractos fue
lo suficientemente intensa para retrasar el deterioro del olor y la aparicién de
rancidez en la carne cruda. Esto también se consiguié al emplear hoja libre de
aceite en ovejas (Nieto y col., 2010%), mientras que otros estudios no evaluaron

el olor de la carne cruda.
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Figura 60. Carne cruda de cordero procedente de corderos sin suplementar o
suplementados con 200 6 400 mg kg* de ER 1:1, almacenada 11 dias en

condiciones de venta al por menor.

200 mg kg ER 1:1 400 mg kg ER 1:1

El papel antimicrobiano de los dos extractos de romero ensayados tendria
menos relevancia por las razones anteriormente comentadas. Los recuentos de
aerobios mesdfilos totales, psicroéfilos totales y de mohos y levaduras fueron en
general bajos o moderados. Ademas, los valores de pH se mantuvieron estables
durante los tres experimentos y, por tanto, todo parece indicar que la actividad
microbiolégica tampoco habria generado niveles relevantes de acido lactico, ni
de compuestos nitrogenados, asociados con los fenémenos de acidificacion y
putrefaccion tipicos de la carne deteriorada, tal como corroboroé la falta de olores
acidos, putridos o a moho. En cualquier caso, el empleo de ambos extractos de
romero también contribuy6 en cierta medida a controlar la calidad microbiologica
de la carne, a pesar de que no se alcanzaron en ningun caso poblaciones de
bacterias capaces de alterarla. Nieto y col. (2010%), empleando la misma
atmosfera protectora, también encontraron cierta actividad antimicrobiana
cuando se suplementaba la dieta de las ovejas con hoja de romero libre de
aceite, Moran y col. (2012% no encontraron efecto antimicrobiano, mientras que
otros estudios dietéticos sobre romero no recogen datos microbiolégicos. Las

enterobacterias empleadas como indice de higiene tampoco pudieron proliferar
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en la carne cruda conservada en las condiciones ensayadas, mientras que
analisis puntuales realizados en este (datos no mostrados) y en anteriores
estudios (Nieto y col., 2010, 2010°) ya habrian demostrado que determinadas
bacterias patdégenas, como Escherichia Coli, Salmonella spp. y Listeria
Monocytogenes, cuyo control recoge la legislacion, no pueden proliferar en la
carne de cordero refrigerada y envasada en atmosfera rica en dioxido de

carbono y oxigeno.

Los extractos de romero ensayados serian menos eficaces para retrasar
la oxidacién de la carne cocinada expuesta en vitrinas refrigeradas. En este caso,
la carne seria un substrato fuertemente oxidado y podria haber una mayor
degradacion de los compuestos bioactivos del romero depositados en el musculo
debido al tratamiento culinario. La riqueza en carnosol del extracto y su nivel de
suplementacioén resultaron decisivos para poder obtener resultados positivos en
la carne cocinada. La utilizacion de elevadas dosis de extracto de romero 2:1 en
madres y corderos apenas afectd a la oxidacion lipidica o al deterioro sensorial.
En cambio, la efectividad del extracto de romero enriquecido en carnosol
demostré ser dosis-dependiente, al registrarse resultados cada vez mejores a
medida que se aumentd su dosis en el pienso. Los datos de color objetivo y
subjetivo coinciden en que las 3 dosis de este extracto fueron poco eficaces para
retrasar el oscurecimiento de las hamburguesas cocinadas, aunque se trataria
de una cuestibn menor, en la medida en que la aceptabilidad de la carne
cocinada, expuesta al aire y recalentada, depende sobre todo del grado de

enraciamiento de la misma.

Unicamente el empleo de una dosis de 600 mg kg™ de extracto de romero
enriquecido en carnosol permitié reducir la oxidacion lipidica y, en consecuencia,
retrasar claramente el deterioro del olor y sabor a carne cocinada y prevenir de
forma efectiva el desarrollo de rancidez y de sabor a recalentado. Por tanto, cabe
pensar que, en este caso, la degradacion térmica sufrida por los diterpenos de
romero y/o sus compuestos derivados con potencial actividad antioxidante sobre
la carne no impidié que éstos pudieran permanecer activos tras el cocinado. En
cambio, al reducir la dosis de extracto de romero enriquecido en carnosol a 400

mg kg™ se consigui6 retrasar el deterioro del olor y sabor de las hamburguesas
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cocinadas de forma moderada, pero la oxidacion lipidica no quedd claramente
inhibida a pesar de que la rancidez fue menos intensa. Hay que tener en cuenta
gue las hamburguesas cocinadas se mantuvieron expuestas durante mucho
tiempo, hasta cuatro dias, en condiciones fuertemente prooxidantes, y los
resultados quizas hubieran sido diferentes en condiciones menos drasticas. Por
tanto, no se podria descartar el empleo de esta dosis de extracto si se quiere
extender el efecto antioxidante a la carne cocinada. Finalmente, el empleo de
una dosis de 200 mg kg™ no seria eficaz en la carne cocinada, aunque si en la
carne cruda, cuestion que habria que valorar a la hora de plantear posibles
estrategias dietéticas basadas en la suplementacion con extractos de romero

para mejorar la calidad de la carne de cordero.

Teniendo en cuenta los resultados de los tres experimentos, la dosis
minima de extracto de romero enriquecido en carnosol requerida para aumentar
la vida comercial de carne de cordero quedd establecida en 200 mg kg™, en el
caso de la carne cruda, y en 600 mg kg, en el caso de carne cocinada. La
suplementacion adicional de las ovejas gestantes y lactantes con extracto de
romero 2:1 no contribuy6é a mejorar los resultados y por ello fue descartada. La
etapa de suplementacion se limitaria al cebo de los corderos, con el consiguiente

ahorro en los costes derivados del uso de este extracto.

La ingesta de carnosol parece jugar un papel clave en la eficacia
antioxidante del extracto de romero y en la prevencién del enranciamiento de la
carne cocinada. Diversos estudios en musculo y tecnolégicos apuntarian en este
sentido. Moiiino y col. (2008) comprobaron que el &cido carnésico se depositaba
en el musculo de cordero a una concentracion mas alta que el carnosol, pero
encontraron que se requerian ciertas concentraciones de éste Ultimo para
mejorar el estatus antioxidante del musculo, sugiriendo que el carnosol podria
desempefiar un papel importante en la estabilizacion de acido carndsico y, por lo
tanto, en su capacidad antioxidante sobre el musculo de cordero. Nieto y col.
(20112, 2011°) confirmaron lo apuntado por Mofiino y col. (2008), al comprobar
gue la deposicién de carnosol era clave para extender el efecto antioxidante a la
carne cocinada. Un reciente estudio realizado sobre los mismos corderos usados

en los experimentos primero y segundo (Jordan y col., 2014) confirmé que solo
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se producia deposicién muscular (musculos Deltoideus y Addominis) de carnosol
al emplear el extracto 1:1, y que se depositaba un derivado del acido carndsico
(5,6-dihidroxi-7-isopropil-1,1-dimetil-2,3-dihidrofenantren-9(1H)-ona) al emplear
ambos extractos. La capacidad antioxidante endégena de ambos mdusculos,
medida mediante las técnicas FRAP, DPPH y ABTS, fue claramente mayor al
emplear el extracto de romero enriquecido en carnosol, comparado con el
extracto 2:1 y las muestras Control. En este sentido, los resultados en cuanto a
conservacién de la carne obtenidos por Moran y col. (2012%, 2012°, 2013) al
emplear exclusivamente acido carndsico apuntarian la importancia del carnosol

en los extractos dietéticos para ovinos.

Por tanto, el empleo de extractos de romero enriquecidos en carnosol
ofreceria mayores garantias a la hora de conseguir resultados positivos. No
obstante, resulta crucial asegurar que el proceso de fabricacidén de los piensos, y
en particular, el tratamiento térmico aplicado para fabricar los granulos o pellets,
van a producir una minima destruccion de los compuestos bioactivos del romero

afnadidos al mismo.

La informacion generada por el presente y anteriores trabajos (Mofiino y
col., 2008; Jordan y col., 2010; Nieto y col., 2010%, 2011%; Jordan y col., 2014),
ha permitido obtener y registrar la patente Nacional numero 201230114 “Extracto
de romero y su uso en alimentacion animal”. Dicha patente se refiere a la
composicién del extracto vegetal procedente de hoja de romero compuesto por
los diterpenos, acido carndésico y carnosol, al empleo de dicho extracto en la
fabricacion de pienso para alimentacién animal, al propio pienso suplementado
con dicho extracto y también al método de obtencion del extracto vegetal de la

invencion.
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7. CONCLUSIONES.

Primera. La suplementacion dietética de los corderos ternascos de raza
Segurefia con extractos tipificados de romero, ricos en &acido carnosico y
carnosol, mejora la capacidad conservante endégena de la carne, debido a que

inhibe la oxidacién y, en menor medida, el deterioro microbioldgico de la misma.

Segunda. La extension de dicha suplementacion a las ovejas durante la
gestacion y lactacion no mejora la capacidad de conservacion de la carne,
siendo aconsejable limitar el tratamiento dietético a los corderos de cebo por

motivos econdmicos.

Tercera. La carne cruda reforzada con conservantes enddgenos de
romero es mas resistente a la decoloracién, a la oxidacion lipidica y proteica, y a
la proliferacion de microorganismos, de modo que su deterioro sensorial es mas

lento y su tiempo de vida comercial es mas prolongado.

Cuarta. La ingesta de carnosol es clave para la eficacia antioxidante de
este tipo de extractos de romero, ya que al enriquecer el extracto con carnosol
se consigue retrasar la oxidacion y el enranciamiento de la carne cocinada, lo
gue a su vez indicaria cierta termorresistencia de los conservantes enddégenos

asimilados por los ovinos y depositados en el musculo.

Quinta. Se recomienda suplementar a los corderos de cebo con al menos
200 mg de extracto enriquecido en carnosol por kilogramo de pienso para
mejorar la calidad tecnologica de la carne cruda y aumentar dicha dosis a 600

mg para extender el efecto conservante a la carne cocinada.

Sexta. La incorporacion a través de la dieta de diterpenos de romero ha
resultado ser una estrategia eficaz para mejorar la calidad tecnoldgica de la

carne de cordero sin necesidad de afadir conservantes.
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8. RESUMEN.

La presente Tesis Doctoral aborda el uso dietético en ovinos de raza
Segurefia de dos extractos tipificados de romero (ER), compuestos por
diferentes proporciones de acido carndésico y carnosol, con el objeto de mejorar
la capacidad de conservacion endogena de la carne de cordero. En el curso de
la investigacibn se evaluaron diversos factores, como la época de
suplementacion a los ovinos, la composicion y la dosis de ER, con el fin de
intentar optimizar el método de suplementacion. El objetivo préctico del trabajo
fue extender la vida comercial de la carne procesada, cruda y cocinada,
envasada y expuesta en condiciones de venta al por menor.

La investigacion se realizé en tres fases. En un primer experimento se
suministraron 600 mg kg™ de un ER compuesto por acido carnésico y carnosol
(2:1) a la ovejas gestantes y lactantes, y también a los corderos de cebo. En un
segundo experimento se suministraron 600 mg kg™ de un ER enriquecido en
carnosol (1:1) solo a los corderos de cebo. En un tercer experimento se repitio el
ensayo anterior reduciendo la dosis de ER 1:1 a 200 y 400 mg kg™. La carne
cruda (lomo) fue envasada en atmésfera protectora (70/30 0O,/CO,) vy
almacenada hasta 21 dias en una vitrina a 2 °C y 800 Ix. La carne cocinada
(hamburguesas de pierna) fue envasada en aerobiosis hasta 4 dias en una
vitrina a 2 °C y 800 Ix. El deterioro de la carne se determind en base a diversos
pardmetros fisico-quimicos (pH, color CIELAB, indice TBARS y carbonilos
totales), microbiolégicos (aerobios mesdfilos, psicréfilos, enterobacterias vy
mohos y levaduras) y sensoriales (apariencia, olor, flavor y textura).

Dependiendo del método empleado, la suplementacion de la dieta con ER
mejor6 con mas o menos eficacia la capacidad conservante endogena de la
carne de cordero cruda y/o cocinada. La extension de la suplementacion con ER
2:1 a las ovejas madres no mejoré los resultados y fue descartada por motivos
econémicos. El uso de 600 mg kg™ de ambos ER (2:1 y 1:1) en los corderos de
cebo prolong6 el enrojecimiento, inhibié la oxidacion lipidica y redujo la carga
microbiolégica de la carne cruda, retrasando su deterioro sensorial y, por tanto,
prolongando su vida comercial. Sin embargo, sélo el ER 1:1 fue eficiente para
retrasar la oxidacion lipidica y el enranciamiento de la carne cocinada, por lo que
se optd por emplear este ER en el pienso de engorde para corderos. La ingesta
de carnosol resulté ser un factor clave para la eficacia de los extractos. Al
intentar reducir la dosis de ER 1:1 a 200 y 400 mg kg™ con el objeto de optimizar
econémicamente el pienso, de nuevo se consiguié extender la vida comercial de
la carne cruda, pero no se consiguié mejorar con claridad la conservacion de la
carne cocinada. Por lo tanto, se recomienda suplementar a los corderos de cebo
con al menos 200 mg kg™ de ER enriquecido en carnosol para mejorar la calidad
tecnoldgica de la carne cruda de cordero y aumentar dicha dosis a 600 mg kg™
para extender el efecto conservante de dicho ER a la carne cocinada. La
incorporacion a traves de la dieta de ambos diterpenos procedentes de extractos
tipificados de romero ha resultado ser una estrategia eficaz para mejorar la
capacidad antioxidante y antimicrobiana enddégena de la carne de cordero y
mejorar asi sus cualidades tecnolégicas sin necesidad de afiadir conservantes.
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